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Ekspresija, produkcija i moguca uloga interleukina 10 i faktora nekroze tumora tokom

eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa u pacova sojeva AO i DA

Rezime

Multipla skleroza (MS) je hroni¢na inflamatorna i neurodegenerativna bolest centralnog
nervnog sistema (CNS) sa autoimunskom patogenezom. NajceSc¢e pogada populaciju
izmedu 20-40 godina, ¢esc¢a je kod zena nego kod muskaraca, kao i u Evropi i Severnoj
Americi u odnosu na druge delove sveta. Iako jo§ uvek nije jasno definisan uzrok
nastanka ove bolesti, smatra se da su u njenoj osnovi kompleksne interakcije izmedu

razli¢itih gena i faktora sredine.

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) je najkoriS¢eniji animalni model
MS-a. Indukuje se najcesce u glodarima i to imunizacijom, korisS¢enjem homogenata
tkiva CNS-a, mijelina ili nekih od proteina mijelina koji se meSaju sa adjuvansom.
Nakon imunizacije, CD4  T-éelije specificne za antigen CNS-a proliferisu i
diferenciraju se u dreniraju¢em limfnom ¢voru, nakon ¢ega dolazi do njihove migracije
1 Sirenja po celom organizmu. Deo ¢elija specificnih za antigene nervnog sistema odlazi
u CNS, prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru i u perivaskularnom prostoru prepoznaje
antigen za koji je specifican. Nakon susreta sa antigenom T-Celije bivaju reaktivirane,
poc¢inju da produkuju odgovarajuce citokine, aktiviraju lokalne celije 1 dalje privlace
inflamatorne cCelije u CNS. Na ovaj nacin nastaje inflamatorna reakcija koja za
posledicu ima uniStavanje mijelinskog omotaca, a u odredenim slucajevima i aksona

dovodec¢i tako do neurodegeneracije.

Citokini predstavljaju bitne medijatore svakog inflamatornog procesa. IL-10 je anti-
inflamatorni citokin sa osnovnom ulogom u zastiti tkiva i ograni¢avanju preteranog
inflamatornog odgovora. Sa druge strane, TNF je predstavniik pro-inflamatorne grupe
citokina koji ima klju¢nu ulogu medijatora akutne i hroni¢ne sistemske inflamatorne
reakcije. Oba citokina su dosta proucavana u EAE modelu, gde se IL-10 u najSirem
smislu smatra protektivnim, dok se TNF uglavnom smatra Stetnim i odgovornim za

pojacavanje inflamatorne rekcije.



AO 1 DA pacovi se nalaze na suprotnim polovima podloznosti kada je indukovanje
EAE-a u pitanju. AO pacovi predstavljaju soj visoko rezistentan na razvoj EAE-a, i ne
razvijaju bolest ¢ak ni u uslovima u kojima drugi rezistentni sojevi mogu da razviju
EAE. Sa druge strane, DA pacovi su soj koji moze da razvije bolest 1 koriS¢enjem
blagih imunizacionih protokola. Stoga je cilj ove doktorske disertacije bio da se ispita
doprinos IL-10, tipi¢nog anti-inflamatornog citokina i TNF, tipi¢nog pro-inflamatornog
citokina podloznosti, odnosno rezistenciji na indukciju EAE-a, koris¢enjem AO/DA

modela sojnih razlika.

Metodoloski, istrazivanje je koncipirano tako da se na imunizovanim Zzivotinjama
ispituju ekspresija i produkcija navedenih citokina 1 to prvo na periferiji a zatim u CNS-
u. Za ispitivanja perifernog imunskog odgovora koris¢eni su uglavnom drenirajuci
limfni ¢vorovi koji su vadeni iz zivotinja u induktivnoj fazi bolesti. Za ispitivanje
imunskog odgovora u CNS-u iz zivotinja su vadene ki¢mene mozdine u razli¢itim
fazama bolesti 1 pripremani su homogenati i infiltrati u kojima je ispitivana genska
ekspresija i produkcija citokina. Takode, iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, kao i iz
infiltrata ki¢mene mozdine izolovane su CD4" ¢elije koje se smatraju osnovnom
patogenom populacijom odgovornom za nastanak EAE-a, i na njima je ispitivana
ekspresija 1 produkcija citokina. Osnovne tehnike koriS¢ene u ovom doktoratu bile su
»real time* RT PCR za ispitivanje genske ekspresije i ELISA za odredivanje proteinske
produkcije. Pored navedenog, jo$ jedan bitan pravac istrazivanja bio je i uticaj IL-10 1
TNF na hemokin CXCLI12, koji se u nasoj laboratoriji pokazao kao veoma bitan
protektivni molekul kada je razvoj EAE-a u pitanju. Za ova istrazivanja koriS¢ena je

primarna astrocitna kultura, zato $to su astrociti osnovni proizvodaci CXCL12 u CNS-u.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da su i ekspresija i produkcija IL-10 vece
u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA u odnosu na AO pacove izolovanim u
induktivnoj fazi bolesti, ali da ove razlike nema kada se iz njih izoluju CD4" ¢elije.
Kada je TNF u pitanju, nije pokazana razlika izmedu AO i1 DA pacova u ekspresiji 1
produkciji u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima izolovanim u induktivnoj fazi bolesti, kao

. 4+, qee . . . .
niu CD4" ¢elijama izolovanim iz ovih organa.

Dalje, u homogenatima i infiltratima ki¢mene mozdine, izolovanim na piku bolesti

ekspresija 1 produkcija IL-10 bile su ve¢e kod DA u odnosu na AO pacove. Takode,



ekspresija IL-10 je bila veéa u CD4" ¢elijskoj populaciji izolovanoj iz infiltrata ki¢mene
mozdine kod DA pacova. Ovo je ukazalo da bi poviSen IL-10 na piku bolesti kod DA
pacova mogao da ima ulogu u otpocinjanju procesa oporavka kod ovih pacova, kao i da
N

se povecanje njegove ekspresije deSava u CNS-u, te da je sam milje u kome se CD4

¢elije nadu nakon dospevanja u CNS odgovoran za ovaj fenomen.

Zanimljivo je da je za TNF dobijen obrnut obrazac ekspresije i produkcije. Naime, u
homogenatima i infiltratima ki¢mene mozdine izolovanim na piku bolesti ekspresija i
produkcija TNF bila je ve¢a kod AO u odnosu na DA pacove. Ovakav trend ekspresije
je pokazan i u CD4" éelijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene moZzdine na piku bolesti.
Iako se TNF smatra pro-inflamatornim citokinom, ovo istrazivanje je pokazalo da
njegova uloga u razvoju EAE-a nije tako jednostavna i jednostrana, s obzirom na njegov
povisen nivo kod rezistentnog AO soja. Stoga, moze se pretpostaviti da bi poviSen nivo
TNF mogao da bude jedan od faktora koji doprinose rezistenciji AO pacova na razvoj

EAE-a.

Jo$ jedan bitan rezultat ove disertacije je uticaj IL-10 1 TNF na ekspresiju CXCL12 u
primarnoj ¢elijskoj kulturi astrocita. Naime, oba ova citokina su dovela do povecanja
ekspresije CXCL12. Kako je pokazano da CXCL12 ima mnoge efekte koji ogranicavaju
1 smanjuju neuroinflamaciju, ovaj rezultat bi mogao da se protumaci kao mehanizam uz
pomo¢ koga IL-10 dovodi do oporavka DA, odnosno jedan od nacina na koji TNF

dovodi do rezistencije AO pacova na indukciju EAE-a.

Kljuéne reci: eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, IL-10, TNF, CXCL12,

centralni nervni sistem, CD4" ¢elije, astrociti
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Expression, production and possible role of interleukin 10 and tumor necrosis factor

during experimental autoimmune encephalomyelitis in AO and DA rats

Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory and neurodegenerative disease of the
central nervous system (CNS) with a proposed autoimmune pathogenesis. It mainly
affects population between 20-40 years of age, more often women in comparison to men
Also, it is more often in Europe and north America comparing to other parts of the
world.. The cause of this disease is still not well defined, but it is thought to be complex

interaction between genes and different environmental factors.

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is the most commonly used MS
animal model. It is mostly induced in rodents by using spinal cord homogenate, myelin
or some of the myelin’s proteins and mixing them with adjuvants. After the
immunization antigen specific CD4" T cells proliferate and differentiate in draining
lymph nodes after which they migrate and spread all around the body. One part of the
antigen specific cells goes to CNS, crosses blood-brain barrier and enters the
perivascular space where it recognizes antigens which they are specific for. After
encountering the antigens T cells are reactivated and they start producing cytokines,
activate local cells and attract other inflammatory cells in to the CNS. This is how
inflammatory reaction begins leading to distraction of myelin sheet or even axons in

some cases, finally causing neurodegeneration.

Cytokines are important mediators of every inflammatory process. IL-10 is an anti-
inflammatory cytokine with a primary role in tissue protection and restriction of
inflammatory response. On the other hand, TNF is a classical pro-inflammatory
cytokine which mediates acute and chronic systemic inflammatory reaction. The role of
both these cytokines has been well studied in EAE model, where IL-10 is considered to
be protective while TNF is mostly thought of as deleterious and responsible for

increasing the inflammatory reaction.



AO and DA rats are at the opposite poles when induction of EAE is considered. AO is a
highly resistant rat strain that does not develop EAE even in the conditions in which
other resistant strains are able to develop disease. On the other hand, DA rats can
develop disease even when mild immunization protocols are used. Having in mind the
above, the goal of this doctoral dissertation was to investigate the role of one typically
anti-inflammatory cytokine such as IL-10 and one typically pro-inflammatory cytokine
such as TNF in the susceptibility and resistance to the induction of EAE, using AO/DA

model of strain differences.

Methodologically the idea behind this research was to use immunized rats to explore
expression and production of the above mentioned cytokines, starting from the
periphery and then moving to the CNS. To address the peripheral immune response
draining lymph nodes were taken from the animals in the inductive phase of the disease,
while for examining the immune response in the CNS spinal cords were taken from the
animals in different stages of the disease. Spinal cord homogenates as well as cells
infiltrating the spinal cord (infiltrates) were isolated and used to examine gene
expression and cytokine production Also CD4" cells, which are considered to be the
main pathogenic population in the development of EAE, were isolated both from
draining lymph nodes as well as from spinal cord infiltrates and used to determine
cytokine expression and production. Basic techniques used in this dissertation were
’real time’ RT PCR for the assessment of gene expression and ELISA for the
assessment of protein production. Besides, another important goal of this research was
to investigate the effect of IL-10 and TNF on CXCLI12, a chemokine which was
previously proven in our laboratory to be protective during the development of EAE.
For this part of the research primary astrocytes were used, as they are mayor producers

of CXCL12 in the CNS.

Results of this thesis showed that both expression and production of IL-10 were higher
in the draining lymph nodes of DA in comparison to AO rats isolated at the inductive
phase of the disease, but this difference was lost once CD4" cells were isolated from this
tissue. As far as TNF is considered, there was no difference between AO and DA rats in
its expression and production in the draining lymph nodes or in the CD4" cells isolated

from this tissue in the inductive phase of the disease.



In the spinal cord homogenates and infiltrates isolated at the peak of the disease both
expression and production of IL-10 were higher in DA in comparison to AO rats. Also
IL-10 expression was higher in CD4" cells isolated from the spinal cord infiltrates of
DA rats. This suggested that higher IL-10 level at the peak of the disease in DA rats
could have a part in the beginning of the recovery process in these rats. Likewise, since
this increase happens in the CNS we can speculate that the environment of the CNS to

which CD4" cells arrive from the periphery is of great importance for this phenomenon.

It is interesting that different patter of expression and production of TNF was observed.
Namely, both in the spinal cord homogenates and infiltrates isolated at the peak of the
disease expression and production of TNF were higher in AO comparing to DA rats.
This was also true for CD4" cells isolated from the spinal cord infiltrates at the peak of
the disease. Although TNF is generally considered a pro-inflammatory cytokine, this
research shows that its role in the development of EAE is not so simple since higher
level of this cytokine was observed in AO rats which are resistant to EAE induction. So,
it can be presumed that higher TNF level can be one of the factors which contribute to

the resistance of AO rats to the development of EAE.

Another important result from this thesis is the effect of IL-10 and TNF on the
expression of CXCL12 in primary astrocytes, as both of these cytokines increased the
expression of CXCL12. Since it was shown that CXCL12 has many effects which limit
and down regulate neuroinfammation this result can be interpreted as a mechanism
through which IL-10 leads to recovery of DA rats and one of the ways through which
TNF leads to AO rats resistance to EAE induction.

Key words: experimental autoimmune encephalomyelitis, IL-10, TNF, CXCLI12,

central nervous system, CD4 " cells, astrocytes
Research area: Biology
Area of special interest: Inmunobiology

UDK number: 616.8-003.99 : 577.27(043.3)
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1.UVOD



1.1 Multipla skleroza

Multipla skleroza (MS) je hroni¢na inflamatorna i neurodegenerativna bolest koja u
centralnom nervnom sistemu (CNS) dovodi do velikih fokalnih lezija primarne
demijelinizacije (oSte¢enja mijelinskog omotaca sa relativnim ocuvanjem aksona).
Smatra se autoimunskom boleséu CNS-a koja se indukuje kada mijelin-specifitne CD4"
T-éelije prepoznaju komponente mijelinskog omota¢a. Autoreaktivne CD4" T-¢elije u
lezijama aktiviraju makrofage i mikrogliju §to dovodi do procesa hroni¢ne inflamacije
koji rezultuje unistavanjem mijelinskog omotaca (Lassmann, 2001). Postoje i1 suprotna
misljenja po kojima primarna neurodegeneracija i patoloski proces zapoc¢inju umiranjem
oligodendrocita, dok se autoimunski odgovor i inflamacija uklju¢uju naknadno kao
sekundarni fenomeni (Trapp, 2008; Nakahara, 2012).

Epidemioloske studije pokazuju da od multiple skleroze boluje oko 2.5 miliona ljudi u
svetu (World Health Organization, 2008), Sto je u proseku 30 obolelih na 100000 ljudi.
Multipla skleroza najces¢e pogada populaciju izmedu 20-40 godina (Kurtzke, 1992),
medutim moze da se javi i1 kod dece, kao i1 kod individua starijih od 60 godina. Pogada
7ene priblizno duplo vise nego muskarce (Sadovnick, 1982). Ces¢a je u zemljama
severne Evrope u poredenju sa zemljama juzne Evrope, dok je veoma retka u Aziji
(Rosati, 2001). Predstavlja vodeci uzrok netraumatskog invaliditeta medu mladima, a

ima 1 veliki socioekonomski uticaj u razvijenim zemljama (Noseworthy, 2000).

1.1.2 Etiologija bolesti

Jo§ uvek nije jasno definisan uzrok bolesti, ali se smatra da su u njenoj osnovi
kompleksne inrerakcije izmedu razli¢itih gena i faktora sredine. Epidemioloske studije
su identifikovale razli¢ite infektivne i neinfektivne faktore koji se dovode u vezu sa
povecanim rizikom od oboljevanja, od kojih za infekciju Epstajn-Barovim virusom i
nedostatak vitamina D postoji najvise dokaza (Ascherio, 2010; Handel, 2010). Studije
na jednojaj¢anim blizancima, kao 1 prisustvo oligoklonskih imunoglobulinskih traka u
CNS-u obolelih od MS-a idu u prilog bolesti izazvanoj virusom (Ascherio, 2007a;
Owens, 2011). Molekulska mimikrija bi mogla biti inicijalni okida¢ pomocu koga
infektivni agens dovodi do autoimunskog osteenja tkiva (Croxford, 2002), ali
direktnog dokaza za ovakvu pretpostavku nema. Kada se radi o faktorima sredine MS se

dovodi u vezu sa pusenjem (Ascherio, 2007b). Kao faktori rizika za oboljevanje se



navode 1 stres (Marrie, 2004), razliita zanimanja koja podrazumevaju izloZenost
odredenim toksi¢nim rastvaracima (Marrie, 2004), vakcinacija i ishrana (Marrie, 2004;
Ascherio, 2007b).

Pored sredinskih faktora, identifikovani su geneticki faktori rizika koji se najceSce
vezuju za MHCII (od eng. Major Histocompatibility Complex) gene, pre svega HLA-
DR i HLA-DQ (Compson, 2008; Hoppenbrouwers, 2011). Aleli DRB1*1501 i
DRB5*0101 povezani su sa svim subtipovima MS-a. Primenom ispitivanja genskih
polimorfizama celokupnog genoma (GWAS, od engl. Genome wide association studies)
otkriveno je preko 50 gena van MHC lokusa koji se takode povezuju sa predispozicijom
za razvoj bolesti (Baranzini, 2013). Neki od primera su gen za IL (interleukin)-2
receptor, gen za IFN (interferon)-y (Gourraud, 2012), kao i gen za IL-7 receptor
(Teutch, 2003).

1.1.3 Klinicke manifestacije i patohistoloSke promene

Klini¢ke manifestacije multiple skleroze su jako varijabilne i individualne (Comptson,
2008; Lublin, 1996; O’Connor, 2002). Izolovani sindrom kao §to je opticki neuritis
moze predstavljati prvu indikaciju koja ¢e da preraste u MS tokom vremena (Miller,
2012). Tipican klinicki tok podrazumeva fazu relapsno remitentnih simptoma (relapsno
remitentna MS), koja se Cesto nastavlja progresivnim tokom (sekundarno progresivna
MS). Kod odredene subpopulacije ne postoji faza remisije, pa je bolest progresivna od
samog pocetka (primarno progresivha MS) (Aharoni, 2013). Postoji 1 subpopulacija
pacijenata sa jako malo ili nimalo simptoma tokom duzeg vremenskog perioda pa se
bolest kod njih klasifikuje kao benigna MS.

Kada je u pitanju patohistologija MS-a ona se prepoznaje po prisustvu velikih,
multifokalnih, demijeliniSucih lezija odnosno plaka sa formiranjem glijalnog oziljka
(Lassmann, 1998; Prineas, 1985). Ovaj proces demijelinizacije koji se deSava
prevashodno u beloj masi mozga i kicmene mozdine je pracen remecenjem krvno
mozdane barijere 1 inflamatornom reakcijom u kojoj se infiltrati sastoje uglavnom od T-
¢elija 1 makrofaga. Bolest moze biti akutna (dovodi do smrti godinu dana nakon
pocetka) i hroni¢na, pri ¢emu hroni¢na moze biti aktivna (postoji barem jedna aktivno
demijeliniSuca lezija u CNS-u) i inaktivna (bez aktivno demijeliniSucih lezija u CNS-u

(Lassmann 2001). Iako je mijelinski omotac¢ glavna meta tkivne destrukcije, aksoni,



nervne Celije i astrociti takode bivaju uniSteni, ali u manjoj meri. Akutno oStec¢enje
neurona je veoma Cesto u aktivnim lezijama (Kornek, 1999), §to dovodi do gubitka
gustine neurona u hroni¢nim plakama. Dok demijelinizacija moze biti delimi¢no
popravljena remijelinizacijom (Prineas 1985), oStecenja aksona su ireverzibilna.
Takode, novija histoloska istrazivanja i savremene metode magnetne rezonance dovele
su do saznanja o postojanju kortikalnih lezija, odnosno lezija u sivoj masi. Pokazana je
korelacija ovih lezija sa tokom bolesti 1 kognitivnim poremecajima kod obolelih od MS-

a (Calabrese 2013).

1.1.4 Patogeneza bolesti

Inflamacija u MS-u se podvodi pod klasicnu T-Celijsku imunsku reakciju, koja dovodi
do regrutovanja makrofaga 1 aktiviranja mikroglije (Wekerle, 1998). Nekoliko
karakteristika MS lezija govore u prilog tome da je u pitanju Thl (od eng. T helper)
autoimunski odgovor posredovan CD4" T-limfocitima: broj autoreaktivnih T-¢elija je
povecan u krvi obolelih od MS-a; u aktivno demijeliniSu¢im lezijama leukociti
eksprimiraju Thl citokine kao S§to su IFN-y, faktor nekroze tumora (TNF, od eng.
Tumor Necrosis Factor) i [L-2 (Merrill, 1992); spektar hemokina i njihovih receptora je
takode u skladu sa Th1 inflamatornim odgovorom (Sorensen, 1999); MS se povezuje sa
odredenim MHCII haplotipovima (Kalman, 1999). Sa druge strane, i Th17 Celije se
smatraju potentnim patogenim ¢elijama u neuroinflamatornoj reakciji CNS-a (Iwakura,
2006; Hofstetter, 2005a). T-¢elije koje produkuju IL-17 pronadene su u aktivnom 1
hronicnom MS-u (Tzartos, 2008), pokazana je povecana frekvencija Thl7 celija u
cerebrospinalnoj te¢nosi obolelih tokom relapsne faze MS-a (Brucklacher-Waldert,
2009), visok nivo IL-17 postoji kako u plakama tako i u cerebrospinalnoj tecnosti
obolellih (Lock, 2002; Matusevicius, 1999). Kona¢no, povecana ekspresija IL-17 u krvi
1 cerebrospinalnoj tecnosti korelise sa tezinom MS-a (Matusevicius, 1999).

Medutim, patogeneza MS je kompleksnija od &istog CD4" autoimunskog odgovora.
Broj¢ano, CD8" ¢elija ima vise nego CD4" (Booss, 1983), i one su dominantne na
mestu tkivne destrukcije u aktivnim lezijama, dok se CD4" ¢elije zadrzavaju uglavnom
u perivaskularnom prostoru (Babbe, 2000). Procenat osteenja aksona i tkivne
destrukcije bolje korelise sa brojem makrofaga i CD8" nego sa brojem CD4" ¢elija, §to

govori u prilog tome da CD8" éelije imaju vaznu ulogu u patogenezi MS-a.



Sto se ti¢e demijelinizacije, ona moZe biti posredovana makrofagima, odnosno njihovim
toksicnim produktima (TNF ili reaktivne vrste kiseonika i azota) (Griot, 1990) ili
antitelima kojima se aktivira komplement odgovoran za lizu mijelinskog omotaca
(Linington, 1988). Takode, ishemija bele mase moze biti glavni patogenetski faktor
demijelinizacije i tkivnog o$te¢enja (Lassmann, 2001), kao i primarna degeneracija
oligodendrocita gde metabolicki poremecaj oligodendrocita ove ¢elije €ini osetljivim na
toksi¢no dejstvo inflamatornih medijatora. Kada je u pitanju osteCenje aksona u MS
plakama, ono moze da se deSava akutno u lezijama tokom aktivne faze mijelinske
destrukcije pod delovanjem CDS8" éelija i makrofaga (Trapp, 1998; Ferguson, 1997).
Akutno oStecenje aksona moze da bude i nezavisno od demijelinizacije, uzrokovano
neadekvatnim funkcionisanjem mitohondrija unutar samog aksona (Bitsch, 2000, Niki¢,
2011). Pored gubitka aksona u aktivnim plakama postoji 1 nizak nivo kontinuiranog
oSte¢enja aksona u hroni¢nim, neaktivnim demijeliniSu¢im plakama, gde aksoni, usled
gubitka troficke podrske od strane oligodendrocita postaju osetljivi na oSte¢enja
(Kornek, 2000). Bez obzira na nacin koji uzrokuje ostecenje finalni put je isti: promene
u propustljivosti jonskih kanala remete homeostazu kalcijuma u aksonima, §to dovodi
do aktivacije kalcijum zavisnih proteaza, lokalne degradacije citoskeleta, blokade
aksonskog transporta i konacno prekida aksona (LoPachin, 1997).

Navedeni razli€iti oblici bolesti, kao 1 identifikovanje razli¢itih patogenetskih
mehanizama koji dovode do MS-a, otvaraju mogucnost da se MS ne posmatra kao jedan

entitet, ve¢ kao skup razlicitih poremecaja.

1.2 Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) se primarno koristi kao animalni
model autoimunskih inflamatornih bolesti CNS-a 1 sli¢an je MS-u u mnogim aspektima
(Gold, 2006; Steinmani Zamvil, 2005; 2006; Farooqi, 2010). Zanimljivo je da se
upotreba EAE-a znaCajno proSirila van laboratorijskog proucavanja MS-a i razvoja
terapeutika za ovu bolest, pa je EAE postao model za organ-specifi¢ne autoimunske
bolesti uopste. Medutim, kao 1 svi animalni modeli, EAE ima svoja ograni¢enja kada se

ekstrapolira na humano oboljenje (Sriram i Steiner, 2005; Gold, 2006; Steinman i



Zamvil, 2006; Furlan, 2009, Farooqi, 2010). Razlike izmedu miSeva i pacova kojima je
indukovan EAE 1 pacijenata obolelih od MS-a postoje na mnogo nivoa: imunoloske
razlike u urodenom i1 adaptivnom imunskom odgovoru reflektuju evolutivnu udaljenost
ovih vrsta (Mestas, 2004); EAE modeli obuhvataju ograniCen broj geneticki
visokosrodnih (inbrednih) vrsta koje se gaje u specificnim uslovima bez izloZzenosti
patogenima, pa samim tim njihov imunski sistem nije izloZen sredinskim faktorima koji
oblikuju humani imunski sistem (Adams, 2003); MS se kod ljudi razvija spontano dok
EAE nastaje vestackom indukcijom injektiranjem autoantigena i potentnog bakterijskog
adjuvansa. Uprkos svim ograni¢enjima, EAE je najkoriS¢eniji model u proucavanju MS-
a koji je doveo do znacajnih otkri¢a kada je u pitanju patogeneza i terapija ove bolesti

(Krishnamoorthy 1 Wekerle, 2009).

1.2.2 Indukcija EAE-a kod laboratorijskih Zivotinja

EAE moze da se indukuje u mnogim vrstama, pre svega u glodarima i majmunima.
MozZe imati akutni monofazni, relapsno remitentni ili hroni¢no progresivni tok u
zavisnosti od soja eksperimentalnih Zivotinja i imunizacionog protokola. Kod osetljivih
ili podloznih sojeva Zivotinja se moze indukovati aktivno, imunizacijom, koriS¢enjem
homogenata tkiva CNS-a, mijelina ili nekih od proteina mijelina, kao $to su mijelin
bazni protein (MBP), proteolipidni protein (PLP) ili mijelin oligodendrocitni
glikoprotein (MOG), ili peptida poreklom od ovih proteina. Imunizacija se postize
koris¢enjem emulzije, koju pored antigena Cini 1 adjuvans, koji sadrzi bakterijske
komponente sposobne da aktiviraju urodeni imunski odgovor i omoguce obradu i
prezentaciju antigena (Libbey i Fujunami, 2010). Na ovaj nacin se dobija bolest sa
visokom incidencom kod podloznih Zivotinja (Stromes i Goverman, 2006a). Bolest
obi¢no pocinje izmedu 9-12 dana nakon imunizacije i1 karakteriSe se varijabilnim
klini¢ckim ishodom i patoloskim promenamau zavisnosti od soja zivotinja i nacina
imunizacije. Sa druge strane EAE moze da se indukuje i pasivno, tzv adoptivnim
transferom. U ovom nadinu idukcije se u singene primaoce ubrizgavaju patogene, CD4"
T-Celije specificne za antigene CNS-a koje su nastale aktivnom imunizacijom Zivotinja
donora (Stromes i Gouverman, 2006b).

Najcescée koris¢en misji model za proucavanje patogeneze bolesti i ispitivanje lekova je

relapsno remitentni EAE idukovan PLP-om (139-151) u SJL mi§jem soju i hroni¢ni



EAE indukovan MOG-om (35-55) u C57Bl1/6. Sve su ¢es¢i modeli koji se zasnivaju na
miSevi koji imaju prekomerno eksprimiran TCR (od eng. T Cell Receptor) za MOG.
Ovi miSevi spontano razvijaju EAE koji ima sli¢nu patologiju sa MS-om, sa ucestalos¢u
koja zavisi od uslova u kojima se odgajaju Zivotinje (Bettelli, 2006). Kada su u pitanju
pacovski modeli, postoje neki koji pokazuju izuzetnu klinicku i patohistolosku sli¢nost
sa MS-om, kao §to su MOG-om indukovani EAE kod Dark Agouti (DA) ili Brown
Noway (BN) pacova (Storch, 2006; Weissert, 1998). Za rutinsko ispitivanje lekova se
najcesce koristi monofazni EAE indukovan kod Lewis pacova. Oni su i najcesce
upotrebljavani kao pasivni model EAE-a koris¢enjem CD4" T-¢elija specifiénih za

MBP za adoptivni transfer (Fluegel, 2001).

1.2.3 Celijske populacije odgovorne za nastanak bolesti

Sto se ti¢e ¢elija koje su odgovorne za nastanak EAE-a, Thl su dugo smatrane glavnom
patogenom populacijom T-Celija. Eksperimenti u kojima su misSevi bez IL-12p40
subjedinice koja je potrebna za diferencijaciju Thl bili rezistentni na razvoj EAE-a, ili
Cinjenica da je tretman pacijenata obolelih od MS-a IFN-y, osnovnim citokinom koga
sekretuju Thl, pogorSavao bolest (Panitch, 1987) govorili su u prilog ovom misljenju.
Medutim, usledili su eksperimenti u kojima su miSevi bez IFN-y ili STATI (klju¢ni
transkripcioni faktor za razvoj Thl) razvijali tezi oblik EAE-a (Ferber, 1996; Beteli,
2004). Nakon toga brojna istrazivanja su pocela da isticu centralnu ulogu Th17 ¢elija u
razvoju 1 patogenezi EAE-a. Ovo je potkrepljivano cinjenicom da je primena
neutraliSu¢eg anti-IL-17 antitela smanjila tezinu bolesti (Langrish, 2005). Sli¢no,
neutralizacija IL-17 tokom bolesti je umereno smanjila klinicke simptome (Hofsetter,
2005). Postoje kontradiktorni podaci o vaznosti IL-17 i1 drugih citokina koje sekretuju
Th17, ali je opSte misljenje da IL-17 familija citokina ima jasnu patogenu ulogu u EAE-
u. lako su najranije studije o Th17 umanjile ulogu Thl, skorasnja istrazivanja govore u
prilog tome da obe populacije celija imaju ulogu u patogeneziEAE-a, ali da postoji
mogucnost da daju razliCite forme bolesti (El-behi, 2010; Petermann 1 Korn, 2011).
Postoje 1 T-Celije koje produkuju oba citokina, IL-17 i IFN-y i eksprimiraju Tbet i
RORyt transkripcione faktore koje bivaju regrutovane u CNS tokom EAE-a (Abromson-

Leeman, 2009). Takode je pokazano da Th17 ¢elije mogu da pocnu da produkuju samo



IFN-y Sto ukazuje na plasti¢nost ovih ¢elijskih populacija (Abromson-Leeman, 2009;
Shi, 2008). Predlozeno je da ekspresija Tbet u T ¢elijama, pre nego njihov citokinski
profil, definiSe encefalitogenost T-¢elija (Yang, 2009), jer je njegova inhibicija dovela
do poboljsanja EAE-a inhibiraju¢i kako Thl tako 1 Th17 subpopulacije ¢elija (Gocke,
2007).

Postoje studije koje pokazuju da i CD8" éelije mogu biti patogene u EAE-u (Weiss,
2007). Medutim postoje i dokazi za regulatornu ulogu ovih ¢elija u EAE-u. Tako je
pokazano da je EAE teZi kod miSeva deficijentnih u CD8" éelijama kao i da CD8" éelije
suprimiraju EAE kod miSeva (Chen, 2009). Iako je pokazana i patogena uloga yo T-
¢elija u EAE-u, pre svega rano tokom bolesti, postoje podaci o regulatornoj ulozi ovih
¢elija tokom povlacenja bolesti (Ponomarev, 2005; 2004; Sutton, 2009).

Kada su u pitanju Treg ¢elije, pokazano je da transfer CD4" CD25" T-¢elija smanjuje
tezinu bolesti (Kohm, 2002), kao i da podloznost razli¢itih misjih modela razvoju
bolesti negativno korelise sa frekvencijom Treg (Reddy, 2004). Pored uticaja na
podloznost domacina razvoju bolesti, Treg imaju ulogu i u oporavku. Naime, pokazano
je da se u fazi oporavka Treg nakupljaju u CNS-u kao i1 da njihova deplecija inhibira
oporavak (Korn, 2007; Liu, 2006; McGeachy, 2005). Dakle, autoimunska inflamacija
zavisi od finog balansa izmedu regulatornog i inflamatornog odgovora, tako da tokom
pocetka i pika bolesti dominira inflamatorni odgovor, dok u fazi oporavka prevagu

dobija regulatorni odgovor.

1.2.4 Patogeneza bolesti

Nakon imunizacije, CD4" T-éelije specifiéne za antigen CNS-a proliferidu i bivaju
podvrgnute diferencijaciji izazvanoj antigenomu dreniraju¢em limfnom c¢voru, pa
nastaju Thl 1 Th17 ¢Celije (Targoni, 2001). Dok se njihov broj uvecava u dreniraju¢em
limfnom ¢voru inicijalno aktivirani neuroantigen-specificni T-limfociti pocinju da se
Sire po celom organizmu i dostiZu visok broj ¢ak i na irelevantnim mestima kao $to je
peritonealna Supljina (Targoni, 2001). Kao deo ovog nasumi¢nog migriranja, mali broj
neuroantigen-specificnih T-¢elija odlazi u CNS, gde kao i druge aktivirane T-Celiije ima
sposobnost da prode kroz krvno-mozdanu barijeru i ude u perivaskularni prostor
(Hickey, 1991). Ovde dolazi do prezentacije antigena od strane rezidentnih ¢elija CNS-a

ili od antigen prezentuju¢ih celija koje migriraju u CNS. Ovo mogu biti



makrofagi/mikroglija ili u odredenim slu¢ajevima dendritske ¢elije i astrociti. Nakon
susreta sa antigenom autoreaktivne T-Celije bivaju reaktivirane, po¢inju da produkuju
odgovarajuce citokine i na taj nacin aktiviraju lokalne ¢elije, povecavaju propustljivost
krvno-mozdane barijere i dalje privlace inflamatorne celije u CNS. Na ovaj nacin
nastaje perivaskularni infiltrat. Iz perivaskularnog prostora T-c¢elije mogu da udu u
parenhim gde, posto je ova migracije jednosmerna, najées¢e podlezu apoptotskoj smrti
(Bauer, 1998). Vremenom, kako T-Celije umiru u parenhimu, periferni pul
neuroantigen-specifi¢nih Celija se smanjuje pa efektorske celije prvog talasa (one koje
su inicijalno aktivirane perifernom imunizacijom) bivaju istroSene (Targoni, 2001;
Kuerten, 2010). Medutim, i naivne T-Celije takode mogu biti regrutovane u
perivaskularni prostor ukljucujuéi i neuroantigen-specificne T-Celije koje nemaju veze
sa antigenom koriS¢enim za prvobitnu imunizaciju (npr PLP reaktivne T-¢elije nakon
Sto je EAE indukovan MBP-om). Ove naivne celije ¢e takode susresti endogeni
neuroantigen i bi¢e ukljuc¢ene u imunski odgovor. Ovo dovodi do amplifikacije reakcije,
tzv epitopskog Sirenja (Lehmann, 1992; McRae, 1995) i do stvaranja efektorskih celija
drugog talasa.

Sto se ti¢e drugih éelijskih populacija i njihove uloge u patogenezi, smatra se da
aktivirani makrofagi indirektno ili direktno oste¢uju CNS i da su oni odgovorni za
fagocitovanje mijelina (Barnett, 2006). Komponente humoralnog imunskog odgovora i
solubilni medijatori takode doprinose patologiji preko aktivacije komplementa, direktne
citotoksi¢nosti citokinima ili reaktivnim vrstama kiseonika i azota (Hemmer, 2006).
Plazma ¢elije produkuju antitela koja mogu da se vezu i aktiviraju komplement ili da
indukuju antitelima uzrokovanu citotoksi¢nost. Th2 ¢elije koje produkuju IL-4 mogu da
povecaju produkciju antitela. Citotoksiéne CD8" T-éelije mogu da poveéaju oSteéenja
dalje produkuju¢i citokine ili oslobadajuc¢i perforin i granzimei tako direktno oste¢ujuci
akson (Fletcher, 2010).

Inicijalni T-Celijski napad na CNS se samoograni¢ava. Smanjenje autoimunskog
odgovora ne rezultira iscrpljivanjem efektorskog pula. Naime, tokom oporavka broj
neuroantigen specificnih efektorskih T-Celija u slezini 1 krvi nastavlja da bude visok 1
ove T-Celije prisutne na periferiji zadrzavaju svoj encefalitogeni potencijal (Targoni,
2001; Hofstetter, 2005b; Menezes, 2007). Moguce je da T-celije prelaze sa patogenog u

protektivni fenotip, jer je poznato da Thl17 ¢elije mogu da postanu inducibilne T



regulatorne ¢elije (Zhou, 2009). Druga mogu¢nost je da nakon inicijalne ekscitabilnosti
od strane T-¢elija, makrofagi u CNS-u postanu rezistentni na stimulaciju odnosno da ne
reaguju viSe na pro-inflamatorne citokine sekretovane od strane T-Celija (Fujihara,

2003).

1.2.5 EAE kod AO i DA pacova

AO (Albino Oxford)pacovi su inbredni soj koji je visoko rezistentan na razvoj EAE-a
(Mostarica-Stojkovic, 1982). Ovi pacovi ne razvijaju bolest ¢ak 1 u uslovima u kojima je
moguée indukovati EAE kod drugih rezistentnih sojeva, kao prilikom koriséenja
elementalnog gvozda kao adjuvansa (Miljkovi¢, 2006a). Sa druge strane, DA pacovi
mogu da razviju bolest sa klinickim simptomima nakon imunizacije homogenatom
ki¢mene mozdine ¢ak i1 u odsustvu adjuvansa (Stosi¢-Grujicic, 2004).

AO 1 DA pacovi se razlikuju po perifernom imunskom odgovoru nakon imunizacije u
cilju indukovanja EAE-a. Pokazano je da se u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA
pacova generise veéi broj éelija, pre svega CD4" T-limfocita. Ove ¢elije produkuju vise
pro-inflamatornih citokina za koje se zna da su od vaznosti za patogenezu EAE-a ( IL-2,
IFN-y, IL-17, IL-12, IL-23 1 IL-6) u odnosu na iste ¢elije AO soja (Vukmanovi¢, 1989;
1990; Miljkovi¢, 2006b; Markovi¢, 2009). Medutim, nakon imunizacije homogenatom
kicmene mozdine AO pacovi razvijaju inflamatorne lezije u CNS-u bez vidljivih
klinickih simptoma (Vukmanovi¢, 1989). Takode, pokazano je da encefalitogene T
¢elije F1 generacije dobijene ukrStanjem AO 1 DA pacova mogu da izazovu EAE kako u
F1 hibridima, tako i u roditeljskom DA soju, ali ne i u AO roditeljskom soju (Mostarica-
Stojkovi¢, 1992). Sve ovo je ukazalo da primecene razlike u reaktivnosti T-Celija u
dreniraju¢em limfnom ¢voru nisu dovoljne da dovedu do rezistentnosti AO pacova, vec
da bi ¢elije CNS-a mogle da doprinesu ovom fenomenu.

Zato su dalje razlike izmedu AO 1 DA pacova posmatrane u okviru CNS-a, pa je
pokazano da je broj ¢elija koji infiltrira u CNS tokom razvoja EAE-a veéi kod DA u
odnosu na AO pacove (Miljkovié¢, 2011b). Ovo se pre svega odnosilo na CD4" ¢elije,
kojih ne samo da je bilo manje, ve¢ su bile i manje aktivirane kod AO pacova, a
pokazan je 1 veci broj naivnih T-Celija kod ovog soja. Takode, ekspresija pro-
inflamatornih citokina IFN-y 1 IL-17 u infiltratima kicmene mozdine je bila znacajno

manja kod AO u poredenju sa DA pacovima. Medutim, kada su ¢elije koje infiltriraju
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CNS propagirane in vitro, nije bilo razlike u procentu ¢elija koje produkuju navedene
citokine izmedu AO i DA pacova. Ovo je ukazalo da tkivo CNS-a ograniava
autoimunski odgovor 1 uti¢e na rezistenciju AO pacova.

Kada je u pitanju tkivo CNS-a, hemokin CXCL12 se pokazao znacajnim kao molekul sa
potencijalno neuroprotektivnim funkcijama u pacovskom EAE-u (Mom¢ilovi¢, 2012).
CXCLI12 ima vaznu ulogu u vaskularnom i nervnom razvoju, kao i u hematopoezi
(Nagasawa, 1996), dok je njegova osnovna uloga u imunskom sistemu da reguliSe
kretanje 1 lokalizaciju mijeloidnih, limfoidnih 1 progenitorskih ¢elija izmedu CNS-a 1
perifernih tkiva (Nagasava, 1998; Lapidot, 2005). Eksprimiran je u mnogim tkivima,
dok su u CNS-u obolelih od MS-a njegovi osnovni producenti astrociti (Ambrosini,
2005).Vezuje za dva receptora, CXCR4 1 CXCR7, koji su eksprimirani na T i B-
limfocitima, monocitima, endotelskim 1 dendritskim ¢elijama 1 neuronima
(Schonemeier, 2008; Infantino, 2006; Balabanian, 2005).CXCL12 je vazan za
prezivljavanje 1 migraciju neurona i prekursora oligodendrocita (Li i Ransohoff, 2008),
pa tako moze da doprinese procesu remijelinizacije 1 neuroprotekcije u
neuroinflamaciji.U naSoj laboratoriji je pokazano da je ekspresija CXCL12 u CNS-u
zna€ajno manja kod DA u poredenju sa AO pacovima na piku EAE-a, dok je blokada
dejstva ovog hemokina u AO pacovima dovela do prevazilaZzenja rezistentnosti ovih
zivotinja na indukciju EAE-a (Miljkovi¢, 2011b). Dakle, ovaj molekul je vazan za

regulaciju inflamacije u CNS-u u EAE-u koji indukujemo u nasoj laboratoriji.

1.3 IL-10

1.3.1 OpSste odlike

IL-10 pripada familiji citokina sa centralnom ulogom u zastiti tkiva. Ovi citokini
sprecavaju preterano ostecenje tkiva izazvano bakterijskim i virusnim infekcijama, kao 1
pro-inflamatorni odgovor (Ouyang, 2011). IL-10 indirektno inhibira razvoj 1
diferencijaciju T-Celija, delujuci na antigen prezentujuce celije (smanjujuci ekspresiju
MHCII, uticué¢i na ekspresiju kostimulatora i redukuju¢i produkciju citokina i
hemokina) (Hedrich, 2010). Medutim, kod nekih celija, kao S§to su B limfociti,

granulociti, mast ¢elije i1 keratinociti, IL-10 podsti¢e proliferaciju i diferencijaciju.
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Dalje, ovaj citokin aktivira NK éelije i citotoksi¢ne CD8" T limfocite (Mocellin, 2003;
Boulland, 1998; Hofmann, 2012).Pored IL-10, 1 TGF-B je regulatorni citokin sa
plejotropnim funkcijama u imunskom sistemu. TGF-B produkuju skoro sve celije, pa
miSevi bez ovog citokina podlezu multifokalnim inflamatornim bolestima posredovanim
autoregulatornim T-limfocitima (Yaswen, 1996). Zbog svoje sveprisutnosti, smatra se
da TGF-B kostantno prevenira nastanak i reaktivaciju autoreaktivnih ¢elija (Germain,
2012). Njegova osnovna uloga je da obezbedi toleranciju T-Celija na sopstvene antigene
direktno uticu¢i na diferencijaciju i homeostazu T-Celija (Li i Favell, 2008a). Indirektno,
deluju¢i na dedtritske ¢elije, on ogranicava aktivaciju T-Celija (Laouar, 2008). Zbog
svega navedenog, smatra se da su IL-10 1 TGF-3 dva anti-inflamatorna citokina koja
zajedno imaju veoma vaznu ulogu u regulaciji imunskog odgovora (Li i Flavell, 2008b).
Prvobitno je IL-10 protein opisan kao inhibitorni faktor sinteze citokina (CSIF, od eng.
Cytokine Synthesis Inhibitory Factor) koga sintetiSu Th2 c¢elije, zato Sto inhibira
produkciju mnogih citokina, npr IFN-y (Fiorentino, 1989). Kasnije je pokazano da IL-
10 produkuju skoro sve ¢elije kako urodenog tako i adaptivnog imuniteta, ukljucujuci
dendritske c¢elije, makrofage, mast ¢elije, ¢elije prirodne ubice, eozinofile, neutrofile,
CD4" i CD8" T-¢elije kao i B-éelije (Moore, 2001; O’ Garra, 2007; Trinchieri, 2007;
Roncarolo, 2008; Maynard, 2008; Maloy, 2001; Saraiva, 2010; Lampropoulou, 2010).
Zanimljivo je da ga mogu produkovati svi T-Celijski subtipovi, uklju¢uju¢i Thl, Th2,
Th9 i Th17 efektorske ¢elije, kao i regulatorne T-¢elije i CD8" T-limfocite. U CNS-u ga
produkuju astrociti i mikroglija (Cannella, 1995).

Zreli humani 1 mi§ji IL-10 ima 160 amino kiselina i formira nekovalentno povezan
homodimer. Vezuje se za dva receptorna lanca, IL-10R1 i IL-10R2 i angazovanje oba
lanca je potrebno za sprovodenje signala (Ouyang, 2011). Monomer IL-10 se sastoji od
6 a heliksa koji povezuju petlje (Pestka, 2004). Aktivira Jak-STAT signalni put. Jakl 1
Tyk2 kinaze su asocirane sa IL-10R1, odnosno IL-10R2 (Ho, 1995; Finbloom, 1995).
IL-10 aktivira STATI1, STAT3 i ponekad STATS, ali je STAT3 najvazniji za
sprovodenje funkcije IL-10 u imunskim celijama (Meraz, 1996; Takeda, 1999).
Supresivna uloga IL-10 na produkciju pro-inflamatornih citokina je u potpunosti
ukinuta u makrofagima i neutrofilima koji nemaju STAT3 (Takeda, 1999).

IL-10 se generalno smatra supresivnim, anti-inflamatornim citokinom. On inhibira pro-

inflamatorni odgovor od strane urodenog i adaptivnog imuniteta i sprecava lezije u
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tkivima izazvane preteranim imunskim odgovorom. On je centralni citokin u fazi
rezolucije inflamacije (Merge, 2006; Filippi, 2008), pa blokiranje IL-10 kod miSeva
dovodi do spontanog razvoja inflamatorne bolesti creva. Upravo tu osobinu
suprimiranja inflamatornog odgovora koriste patogeni tokom uspostavljanja hroni¢ne
infekcije domacina (Ouyang, 2011), pa se povecana ekspresija IL-10 povezuje sa
mnogim hroni¢nim bakterijskim 1 virusnim bolestima. Sekrecija IL-10 od strane Thl
¢elija predstavlja potentnu autoregulatornu povratnu spregu koja Stiti od preterane
inflamacije 1 oSte¢enja tkiva do koga dovodi pro-inflamatorni Th1 odgovor. Medutim, 1
ovaj mehanizam je iskoris¢en od strane patogena kako bi se izbegla njihova eliminacija,
dovodec¢i do hroni¢ne infekcije (O’Gara, 2007; Trinchieri, 2007; Gabrisova, 2009). Zato
se blokiranje IL-10 smatra terapijskim pristupom za leCenje odredenih hroni¢nih
oboljenja.

Sa druge strane, IL-10 se povezuje sa mnogim autoimunskim oboljenjima zbog svojih
anti- inflamatornih funkcija (Asadullah, 2003). Smatra se da ima protektivnu ulogu kada
je razvoj inflamatorne bolesti creva u pitanju (Braat, 2003), kao i u slucaju
reumatoidnog artritisa (Alanara, 2010; Kragstrup, 2008). Medutim obrnuta situacija je u
slu¢aju lupusa, gde je serumski nivo IL-10 povisen kod obolelih. Kako IL-10 ima ulogu
u stimulaciji B-¢elijske proliferacije i diferencijacije, a lupus je posredovan antitelima
produkovanim od strane B-Celija, antagonisti IL-10 se uzimaju u obzir kao moguci

tretman ove bolesti (Ouyang, 2011).

1.3.2 IL-10 u MS-u i EAE-u

Kada je u pitanju uloga IL-10 u MS-u odnosno EAE-u, pokazano je da je IL-10
regulatorni citokin koji se povezuje sa remisijom bolesti (Kennedy, 1992; Balashov,
2000). Tako je ekspanzija ¢elija koje produkuju IL-10 pronadena u CNS-u tokom
remisije EAE-a i MS-a (Kennedy, 1992; Khoury, 1992; Issazadah, 1995). Smanjena
produkcija IL-10 je primecena pre relapsa bolesti u hronicnom remitentnom EAE-u
(Issazadeh, 1996) 1 MS-u (Salmagi, 1996; Waubant, 2001; van Boxel-Dezaire, 1999),
dok je povecana produkcija IL-10 korelirala sa remisijom, sugeriSuci da bi endogeni IL-
10 mogao da reguliSe ciklus bolesti. Kod obolelih od sekundarnog progresivnog MS-a
IL-10 nije uticao na produkciju pro-inflamatornih citokina (Balashov, 2000), a oboleli

od ovog oblika MS-a su takode imali 1 nizak nivo IL-10 iRNK (informaciona
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ribonukleinska kiselina), u poredenju sa obolelim od relapsno remitentne bolesti i sa
kontrolama (van Boxel-Dezaire, 1999). Ovi podaci sugeriSu da tretman egzogenim IL-
10 moze da smanji rizik od progresije bolesti u tezu formu MS-a kakva je sekundarno
progresivna bolest. Takode, povecan nivo IL-10 je pronaden kod obolelih od MS koji su
uspesno primali terapiju IFN-B sugerisuci da bi jedan od mehanizama protekcije mogao
da ukljucuje IL-10 (Porrini, 1999; Rudick, 1996; Chabot,2000; Wang 2000; Byrnes,
2002; Tuohy, 2000).

Potvrdu da IL-10 reguliSe autoimunost CNS-a su obezbedile studije u kojima je
pokazano da neutralizacija endogenog IL-10 povecava tezinu bolesti i incidencu EAE-a
(Crisi, 1995), kao i eksperimenti u kojima je bolest bila teza kod miSeva bez IL-10 u
odnosu na kontrolne miseve. (Bettelli, 1998; Samoilova, 1998; Segal, 1998). Takode,
transgeni miSevi koji su eksprimirali humani IL-10 pod kontrolom MHCII promotora
antigen-prezentujucih ¢elija su bili potpuno rezistentni na indukciju EAE-a (Cua, 1999).
U novije vreme je pokazano prisustvo regulatornih B-¢elija kod miSeva 1 ljudi, koje
produkuju IL-10 1 u stanju su da suprimiraju EAE (Yoshizaki, 2012). Pokazano je i da
IL-10" mikroglija moZe da indukuje antigen-specifi¢ne Treg éelije, koje in vitro
smanjuju proliferaciju efektorskih ¢elija, a in vivo dovode do supresije EAE-a (Ebner,
2013). Takode, neuronalne stem celije konstruisane tako da eksprimiraju IL-10 nakon
intravenske primene kod miseva imunizovanih MOG (33-55) peptidom dovode do
smanjenja EAE-a (Klose, 2013). Ovi podaci sugeriSu da bi IL-10 mogao imati
potencijalno terapeutsko dejstvo u tretmanu hroni¢ne inflamacije CNS-a.

Medutim, postoje i podaci koji ne podrzavaju imunoprotektivnu ulogu IL-10.
Intravenska primena IL-10 nije dovodila do poboljsanja EAE-a kod miseva kako u
modelu aktivne bolesti tako i1 u pasivnom EAE modelu (Santambrogio, 1995; Cannella,
1996). Intrakranijalna primena virusnog vektora sa IL-10 nije imala efekat na tok EAE-
a kod miseva (Broberg, 2001). Takode, u skorije vreme se pojavio podatak da su miSevi
bez IL-10R na T-Celijama razvijali slabiji EAE nego misSevi koji eksprimiraju ovaj
receptor (Liu, 2012). Ovaj rad je sugerisao da IL-10 prilikom delovanja na T-¢elije
povecava njihov autoimunski potencijal, ukazujuc¢i da efekat ovog citokina verovatno u
mnogome zavisi od miljea u kome se celije nalaze, kao i od toga koje celije ga

produkuju i na koje ¢elije IL-10 deluje u datom kontekstu.
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1.4 TNF

1.4.1 OpSte odlike

TNF je potentni pro-inflamatorni citokin koji pripada superfamiliji strukturno slicnih
molekula koji su od kljunog znacaja za veliki broj bioloskih procesa u ¢elijama sisara
(Grewal, 2009). U imunskom odgovoru, TNF pokazuje mnoge bitne kako fizioloSke
tako 1 patoloSke aktivnosti. Dovodi do nekroze 1 apoptoze tumora, ucestvuje u odbrani
domacina od bakterijskih i virusnih infekcija, predstavlja endogeni pirogen koji izaziva
groznicu. On je klju¢ni medijator akutne i hroni¢ne sistemske inflamatorne reakcije.
Pored toga $to moze da uzrokuje sopstvenu sekreciju, TNF stimuliSe sekreciju drugih
pro-inflamatornih citokina i hemokina. Takode ima klju¢nu patogenu ulogu u mnogim
autoimunskim bolestima kao Sto su reumatoidni artritis, inflamatorna bolest creva,
multipla skleroza i lupus (Wu, 2012).

TNF se sintetiSe kao monomerni transmembranski protein (tmTNF) koji se inkorporira
u membranu kao homotrimer. Ovde biva iseCen od strane matriksne metaloproteinaze
TACE (od eng. TNF Alpha Converting Enzyme) u solubilnu formu koja cirkuliSe
takode kao trimer (sTNF). Obe forme TNF su bioloski aktivne (Aggarwal, 2000a;
Idriss, 2000, MacEwan, 2002) 1 produkuju ih razne imunske ¢elije, pre svega aktivirani
makrofagi, ali takode 1 T- 1 B-limfociti, NK ¢elije, dendritske ¢elije i monociti. U CNS-
u obe forme TNF mogu biti sintetisane od strane mikroglije, astrocita i nekih populacija
neurona (Lieberman, 1989; Morganti-Kossman, 1997; Chung, 2005). Balans izmedu
ove dve forme TNF je uslovljen tipom celije koja ga proizvodi, aktivacionim statusom
te Celije, aktivnoSéu TACE enzima i ekspresijom endogenih TACE inhibitora (Gearing,
1994; Smookler, 2006).

Postoje dva TNF receptora, TNFR1 i TNFR2. Oni su membranski glikoproteini koji
specificno vezuju TNF, ali i homotrimere limfotoksina. Ovi receptori se razlikuju po
svojim ekspresionim profilima, afinitetu za ligand, strukturi citoplazmatskog repa i
aktivaciji nishodnih signalnih puteva (Aggarwal, 2000b). TNFR1 je eksprimiran na
vecini Celija i moze biti aktiviran vezivanjem kako tmTNF tako i sSTNF, sa preferencom
vezivanja STNF, dok je TNFR2 eksprimiran na imunskim (ukljuc¢uju¢i i mikrogliju) 1

endotelskim ¢elijama i aktiviran je uglavnom tmTNF (Grell, 1998; 1995). Zanimljivo je
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da TACE moze da isece TNF receptor i napravi sTNFR koji moze da veze sTNF u
cirkulaciji i tako ogranici aktivnost TNF (Seckinger, 1989).

sTNF ostvaruje svoje bioloske funkcije primarno aktivacijom TNFR1. Ovaj receptor
aktivira NFkB signalni put koji dovodi do prezivljavanja celija, ¢elijske proliferacije 1
produkcije citokina. Takode regrutuje i inhibitore apoptoze (cIAP1,2) i aktivira ERK,
JNK, p38 i MAP kinaze (Shu, 1996; Lee, 2003; Winston, 1995; Schievella, 1997).
Moze dovesti i do apoptoze, ili neprekidnom aktivacijom JNK, ili aktivacijom Fas
signalnog puta (Micheau, 2003; Schneider-Brachert, 2004). Angazovanje TNFR2
aktivira inflamatorne i signalne puteve za prezivljavanje takode aktivacijom NFkB
signalnog puta (Rothe, 1994; 1995; Rao, 1995). TNFR2 moZe da promovise prenos
signala 1 preko TNFR1 povecavajuci asocijaciju izmedu sTNF i TNFR1 (Tartaglia,
1993).

Zanimljiv je fenomen reverznog prenosa signala posredovan tmTNF. Pokazano je da
nakon vezivanja receptora, tmTNF mozZe da inicira unutaréelijski prenos signala u ¢eliji
koja eksprimira tmTNF (Harashima, 2001; Higuchi, 1997), aktivacijom p38 i MAPK
(Pocsik, 1995; Watts, 1999; Kirchner, 2004). Takode, moguce je i da nakon otpustanja
sTNF unutarcelijski domen TNF bude otpusten u ¢eliju i otpremljen u jedro, gde dovodi
do povecanja produkcije pro-inflamatornih citokina (Domonkos, 2001; Fluhrer, 2006;

Friedmann, 2006).

1.4.2 TNF u MS-u i EAE-u

Pokazano je da prenos signala posredovan TNF ima nekoliko vaznih funkcija u CNS-u
(Tansey, 2008), ukljucujuéi aktivaciju mikroglije i1 astrocita posredovanu povredom i
regulaciju permeabiliteta krvno-mozdane barijere (Selmaj, 1990; Merrill, 1991;
Sedgwick, 2000). Povisen nivo TNF je primec¢en kod velikog broja neuroloSkih
mozga (Goodman, 1990;), multiplu sklerozu (Hofman, 1989; Selmaj, 1991a; Sharief,
1991; Rieckman, 1995; Raine, 1998), Alchajmerovu 1 Parkinsonovu bolest (Fillit,
1991; Boka, 1994).

Kada je u pitanju MS, postoje brojni pokazatelji da TNF ucestvuje u patogeneziove
bolesti. Autopsije pacijenata pokazuju povec¢an nivo TNF u aktivnim lezijama (Hofman,

1989); nivo TNF u cerebrospinalnoj tecnosti i serumu pacijenata obolelih od MS-a je
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povecan u odnosu na zdrave individue i1 pozitivno koreliSe sa intenzitetom bolesti
(Sharief, 1991; Beck, 1988; Maimone, 1991); mononuklearne ¢elije periferne krvi
obolelih pacijenata pokazuju vecu sekreciju TNF neposredno pre pogorSanja simptoma
u poredenju sa istim ¢elijama pacijenata koji su u remisiji (Rieckmann, 1994; 1995). Sto
se EAE-a ti¢e pokazano je da prekomerna ekspresija TNF dovodi do demijelinizacije i
da je neutralizacija TNF protektivna u mi§jem modelu (Probert, 1995; Ruddle, 1990;
Selmaj, 1991b; 1995a; 1995b). Medutim, da situacija nije ba$§ ovako jednostavna,
pokazala su klinicka istrazivanja u kojima je kod obolelih od MS-a koji su primali anti-
TNF terapiju dolazilo do pogorSanja bolesti (Dendrou, 2013). Daljim istrazivanjem
pokazano je da je prenos signala preko TNFR1 odgovoran za demijelinizaciju, dok je
prenos signala preko TNFR2 krucijalan za remijelinizaciju u kuprizonskom modelu
MS-a. Pokazano je da odsustvo TNF dovodi do odlozene remijelinizacije, deplecije
progenitora oligodendrocita i smanjenja broja zrelih astrocita, a da je samo ekspresija
TNFR2 dovoljna za ocuvanje sposobnosti oligodendrocita za regeneraciju (Arnett,
2001). Transgeni animalni modeli u kojima je eksprimiran samo tmTNF pokazuju da
tmTNF, u odsustvu sTNF, dovodi do suprimiranja pocetka 1 progresije EAE-a 1 dalje
odrzavaju¢i sposobnost TNF da suprimira autoimunost (Kassiotis, 1999a; 2001). Ova
sposobnost tmTNF da odrzi imunske funkcije, kao $to su tolerancija na sopstveno i
otpornost na infekciju, a da ograni¢i druge funkcije TNF kao Sto su demijelinizacija i
apoptoza oligodendrocita (Alexopoulou, 2006) otvara mogucnost selektivne inhibicije
sTNF/TNFR1 signalnog puta kao strategije za prevenciju relapsno remitentne MS kod
obolelih pacijenata. Tako je u skorije vreme pokazano da inhibicija sSTNF dovodi do
oporavka miSeva od EAE-a promoviSu¢i remijelinizaciju i oCuvanje aksona (Brambilla,
2011), kao 1 da blokada sTNF, ali ne i tmTNF, §titi miSeve od razvoja klinickih
simptoma EAE-a (Taoufik, 2011). Jo§ je pokazano da gen koji kodira TNFRI1
predstavlja geneticki rizik za razvoj MS-a. Rizi¢ni alel kodira protein koji nema
transmembranski i citoplazmatski domen, ali moze da veze TNF pa tako predstavlja
njegov endogeni neutralizator koji moze da dovede do progresije MS-a (Gregory,
2012). Takode, pokazano je da intracelularna forma skracenog proteina moze da utice
na sprovodenje signala preko normalnog TNFRI1 i da tako dovodi do predispozicije za

MS (Ottoboni, 2013).
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2.CILJEVI



AO i1 DA pacovi se nalaze na suprotnim polovima podloznosti kada je indukovanje

EAE-a u pitanju. KoriS¢enjem ovog modela sojnih razlika moguce je ispitati koji

fenomeni leze u osnovi podloznosti, odnosno rezistentnosti na bolest 1 primeniti stecena

znanja u rasvetljavanju mehanizama koji dovode do autoimunskih oboljenja kod ljudi.

Sa druge strane, citokini su signalni molekuli koji imaju vaznu ulogu u progresiji i

regulaciji imunskog odgovora tokom EAE-a.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje doprinosa IL-10, tipi¢nog anti-inflamatornog

1 TNF, tipi¢nog pro-inflamatornog citokina podloznosti, odnosno rezistenciji na

indukciju autoimunske neuroinflamacije koris¢enjem AO/DA modela. Kako bi se

sproveo ovaj opsti cilj, postavljeni su sledeci specificni ciljevi:

Odredivanje nivoa ekspresije i produkcije IL-10 1 TNF u perifernim limfnim

organima imunizovanih AO i DA pacova u induktivnoj fazi bolesti;

Odredivanje nivoa ekspresije i produkcije IL-10 i TNF u centralnom nervnom
sistemu (homogenati i1 infiltrati kicmene mozdine) imunizovanih AO i DA

pacova u razlicitim klinickim fazama bolesti;

Odredivanje nivoa ekspresije TGF-f u centralnom nervnom sistemu
(homogenati 1 infiltrati kicmene mozdine) imunizovanih AO i DA pacova u

razli¢itim klini¢kim fazama bolesti;

Ispitivanje uticaja sintetickog glukokortikoida metilprednizolona na ekspresiju
IL-10 1 TNF u homogenatima i infiltratima ki¢mene mozdine imunizovanih DA
pacova, kao i njegovog uticaja na ekspresiju IL-10 i TNF u primarnoj ¢elijskoj

kulturi astrocita;

Ispitivanje uticaja neselektivnog inhibitora TNF etanercepta na klinicki tok
EAE-a kod imunizovanih AO i DA pacova;
Ispitivanje uticaja IL-10 1 TNF na ekspresiju CXCL12 u primarnoj celijskoj

kulturi astrocita.
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3.MATERIJAL 1
METODE



3.1 Eksperimentalne Zivotinje

U ovom istrazivanju su korisS¢ene Zenke pacova genetski visokosrodnih sojeva Dark
Agouti (DA) i Albino Oxford (AO), starosti od 2 do 4 meseca. Zivotinje su dobijene iz
uzgajaliSta Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“ i cuvane pod
standardnim uslovima bez ograni¢enja pristupa hrani i vodi. Svi eksperimenti su
odobreni od strane etickog komiteta Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢*

u Beogradu (Odluka br. 2-22/10).
3.1.2 Indukovanje EAE-a

Za indukciju aktivnog EAE-a je koris¢en MBP (100 pg/pacovu, poklon profesora
Aleksandra Flugela, Univerzitet u Getingenu, Nemacka) ili homogenat ki¢mene
mozdine pacova (SCH, od eng. Spinal Cord Homogenate). SCH je pripremljen
homogenizovanjem tkiva ki¢mene mozdine uz dodavanje fizioloSkog rastvora sa
fosfatnim puferom (PBS, od eng. Phosphate Buffer Saline) u odnosu 1 g tkiva prema 1
ml PBS-a. Kao adjuvans koris¢en je kompletni Frojndov adjuvans (CFA, od eng.
Complete Freund’s Adjuvans, Difco Laboratories, SAD). Emulzija za imunizaciju je
pravljena meSanjem jednakih zapremina MBP ili SCH sa CFA. Zivotinje su

imunizovane intradermalnim injektiranjem po 100 pl emulzije u obe zadnje Sape.
3.1.3 Procena klinicke slike

Zivotinje su posmatrane svakodnevno kako bi se utvrdili znaci EAE-a, a ocene su
dobijali prema slede¢im kriterijumima: 0- bez klinickih simptoma; 1-atonija repa, 2-
pareza zadnjih ekstremiteta, 3-paraliza zadnjih ekstremiteta, 4-moribundno stanje ili
smrt. Zivotinje su Zrtvovane ugljen-dioksidom u razli¢itim vremenskim tackama,
odnosno danima posle imunizacije (d.p.i.). Drenirajué¢i limfni ¢vorovi su vadeni u
induktivnoj fazi bolesti (6 d.p.i.). Ki¢mene mozdine su vadene u fazi pocetka (9-11
d.p.i., ocena 1), pika (12-14 d.p.i., ocena 2-3) ili fazi oporavka (18-22 d.p.i., ocena 1 ili
manje) EAE-a kod DA pacova. Pre vadenja ki¢menih mozdina pacovi su perfundovani

fizioloskim rastvorom u cilju eliminisanja ¢elija krvi iz kicmene mozdine.
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3.1.4 In vivo tretman zivotinja metilprednizolonom

Pocevsi od dana pojave prvih klinickih simtoma, DA pacovi imunizovani sa SCH+CFA
su intraperitonealno tretirani sintetickim glukokortikoidom metilprednizolonom (MP,
50 mg/kg pacova) (Hemofarm, Srbija) ili PBS-om 3 dana uzastopno. Pacovi su

zrtvovani 3 sata nakon poslednjeg tretmana.
3.1.5 In vivo tretman zivotinja etanerceptom

Pocevsi od 9. dana nakon imunizacije SCH+CFA, AO 1 DA pacovi su tretirani
etanerceptom (10 mg/kg pacova) (Pfizer, SAD) ili vodom subkutano. Etanercept je
fuzioni protein koji inhibira TNF vezujuéi kako sTNF tako i tmTNF.Ovakav tretman je
ponovljen 12. i 15. dana nakon imunizacije. Zivotinje su posmatrane svakodnevno

tokom 22 dana radi utvrdivanja klinicke slike.

3.2 Priprema celijskih suspenzija i kultivisanje celija
3.2.1 Medijumi za pripremu i kultivisanje ¢elija

Za pripremu celijskih suspenzija i kultivisanje ¢elija koris¢en je medijum RPMI-1640
(PAA Laboratories, Austrija) u koji su dodavane sledeée supstance: 50 puM 2-
merkaptoetanol (Fluka, Nemacka), antibiotici penicilin 1 streptamicin (PAA
Laboratories) 1 antimikotik nistatin (Galenika, Srbija). Fetalni tele¢i serum (FCS, od
eng. Fetal Calf Serum, PAA Laboratories) koji je prethodno inkubiran 30 minuta na 56
°C u cilju inaktivisanja komponenti komplementa, je dodavan medijumu u koncentraciji
od 5 % ili 10 % za kultivisanje ¢elija. U slucaju stimulacije ¢elija MBP-om koriS¢en je
medijum sa 2 % pacovskog seruma (RS, od eng. Rat Serum) obzirom da bi FCS, koji je
poreklom iz druge Zivotinjske vrste, mogao da stimuliSe produkciju citokina i tako
maskira efekat MBP-a. Za kultivisanje astrocita kori§¢en je medijum koji je dodatno

suplementiran sa 4 g/l glukoze.
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3.2.2 Izolovanje mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Krv je izvadena iz srca pacova Spricem od 5 ml koji je prethodno navlazen heparinom. 3
ml heparinizovane krvi naslojeno je na 3 ml medijuma za separaciju limfocita (Sigma-
Aldrich, SAD). Nakon centrifugiranja na 800 g u trajanju od 15 min izdvojen je prsten
mononuklearnih ¢elija periferne krvi. Celije su oprane 2 puta centrifugiranjem (750 g i

700 g 5min) u medijumu sa 5 % FCS, resuspendovane i brojane za dalje koris¢enje.
3.2.3 Izolovanje ¢Celija dreniraju¢eg limfnog ¢vora

Poplitealni limfni ¢vorovi su sterilnim instrumentima vadeni i prenoSeni u sterilne
posude sa medijumom. Tkivo je homogenizovano protiskivanjem kroz metalnu mrezicu
1 potom filtrirano kroz sterilnu konusnu najlonsku mrezicu. Dobijena ¢elijska suspenzija
je centrifugirana (550 g, 5 min), a Celije su resuspendovane u medijumu sa 5 % FCS 1

brojane.

3.2.4 Izolovanje homogenata kicmene mozdine 1 ¢elija koje infiltriraju ki¢menu

mozdinu

U cilju eliminisanja ¢elija krvi iz kicmene mozdine pacovi su najpre perfundovani
sterilnim fizioloskim rastvorom. Ki¢mene mozdine su izolovane iz perfundovanih
zivotinja sterilnim priborom i homogenizovane u 5 ml PBS-a protiskivanjem tkiva kroz
metalne mrezice. Nakon centrifugiranja (100 g, 3 min) 50 ul homogenata je kori§¢eno
za izolaciju RNK. Ostatak dobijene suspenzije je meSan sa 3 ml 30 % Perkola (Sigma-
Aldrich) i naslojen na 3 ml 70 % Perkola. Ovaj gradijent je centrifugiran 50 minuta na
870 g. Nakon centrifugiranja se mogao uociti beli prsten mononuklearnih ¢elija ki¢mene
mozdine koji se nalazio na granici dva sloja. Interfazni prsten je pazljivo sakupljan i dva
puta pran centrifugiranjem (850 g, 10 min) od ostataka Perkola u medijumu sa 5% FCS.
Nakon toga su celije brojane za dalju upotrebu. Alternativno, homogenati ki¢mene
mozdine su centrifugirani na 12000 g, 20 min na 4 °C nakon Cega su sakuljeni

supernatanti koriS¢eni za detekciju TNF.
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3.2.5 Precis¢avanje CD4 " éelija magnetnom separacijom

CD4" ¢elije pacova su prediséene iz éelija drenirajuéeg limfnog &vora ili iz éelija koje
infiltriraju kicmenu mozdinu. U oba slucaja, nakon dobijanja ¢elijske suspenzije, ¢elije
su resupendovane u hladnom puferu za obelezavanje ¢elija (PBS+3 % FCS) u koji je
dodato CD4" antitelo konjugovano sa biotinom (eBioscience, SAD). Nakon inkubacije
na ledu u trajanju od 1 h ¢elije su centrifugirane (2000 g, 3 min) i oprane u PBS-u, a
zatim su resuspendovane u rastvoru za vezivanje magnetnih kuglica (PBS+0.5 %
BSA+2 mM EDTA). Dodate su magnetne kuglice obeleZene streptavidinom (BD
Bioscience, SAD) i ¢elije su inkubirane sat vremena na 4 °C. Nakon inkubacije Celije su
stavljene u magnetno polje kako bi se izdvojile obeleZzene ¢elije. Cistoéa éelija je

proverena na proto¢nom citofluorimetru (> 97 %).
3.2.6 Izolovanje astrocita i uspostavljanje primarne ¢elijske kulture

Za izolovanje astrocita koriS¢eni su mozgovipacovastarih 1-3 dana Mozak je mehanicki
ustinjavan makazama u 5 ml medijuma. Usitnjeno tkivo je propustano kroz Spric, a
zatim kroz iglu pre¢nika 21G. Ovako dobijena suspenzija je kultivisana u flaskovima od
25 cm’. U narednih 21 dan ¢elije su progle kroz 3 ,,pasaza“, odnosno tretmana tripsinom
(Sigma-Aldrich, 0.25 % tripsin i 0.02 % EDTA u PBS-u,) u cilju odlepljivanja ¢elije od
plasticne podloge flaska i ponovne adhezije), kako bi se dobila Cista astrocitna
populacija. Cistoéa ovih ¢elija je proveravana na proto¢nom citofluorimetru bojenjem
na GFAP (od eng. Glial Fibrillary Acidic Protein) i CD11b (> 95 % GFAP pozitivne, <

3 % CD11b pozitivne) U svim koracima su koriS¢eni sterilni rastvori 1 pribor.
3.2.7 Priprema ConA supernatanata

Slezine su izolovane iz zdravih pacova. Tkivo je homogenizovano u PBS-u
protiskivanjem kroz metalne mrezice i potom filtrirano kroz konusne najlonske mrezice.
Dobijena éelijska suspenzija je centrifugirana (550 g, 3 min). 5x10° éelija je stimulisano
konkanavalinom A (ConA, Sigma-Aldrich) u koncentraciji 5Smg/ml. Nakon kultivacije
od 48h pokupljeni su supernatanti koji su, s obzirom da sadrze razliCite citokine

kori$éeni za stimulaciju drugih ¢elija (ConASn).
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3.2.8 Odredivanje broja ¢elija

Iz ¢elijskih suspenzija dobijenih iz zivotinja, deo ¢elija je resuspendovan u PBS-u sa 0,1
% tripan-plavog (BDSL, V. Britanija) i broj ¢elija je odredivan brojanjem pod
mikroskopom u komori po Biirker-Tiirk, pri ¢emu mrtve celije (obojene u plavo usled
narusene grade membrane) nisu brojane. Potom su cCelijske suspenzije podesavane do

zeljene gustine za odgovarajuci eksperiment.
3.2.9 Celijske kulture

Sve ¢elije su kultivisane u plo¢ama za kultivaciju(Sarstedt, Nemacka) u inkubatoru sa
vlaznom atmosferom (Cole Parmer, SAD), na temperaturi od 37 °C i pri koncentraciji
CO; od 5 %. Nacin stimulacije ¢elija je varirao u zavisnosti od eksperimenta. Za
merenje produkcije citokina, ¢elije drenirajuc¢eg limfnog ¢vora su kultivisane u plocama
za kultivaciju sa 24 bazen¢ica (2,5 x 10%/1000 ul/bazenci¢) tokom 24 h u prisustvu 10
ng/ml MBP-a. Celije infiltrata kicmene mozdine su kultivisane u plo¢ama za kultivaciju
sa 96 bazen¢iéa (5 x 10°/ 200 pl/bazen¢i¢) tokom 24 h. CD4" Celije iz drenirajuceg
limfnog &vora su kultivisane u plotama za kultivaciju sa 24 bazenéica (6 x 10°/ 650
ul/bazenci¢) u prisustvu 10 ug/ml MBP-a tokom 24 h. Astrociti su kultivisani u
plodama za kultivaciju sa 24 bazenéi¢a (1.5 x 10°/1000 pl/bazen¢ié), a zatim su
stimulisani sa ConASn (20 %) ili sa citokinima IL-10 (20 ng/ml, Peprotech, SAD), TNF
(10 ng/ml, Peprotech, SAD), IFN-y (10 ng/ml, Sigma-Aldrich, SAD), IL-17 (50 ng/ml,
R&D Systems, SAD) ili tretirani neutraliSu¢im antitelom za IL-10 (0.5 pg/ml, R&D
Systems, SAD), MP-om (100 ng/ml) ili etanerceptom (250 ng/ml).

3.3 Odredivanje nivoa ekspresije gena

Relativna ekspresija gena je odredivana koriS¢enjem kvantitativne reakcije lancanog
umnozavanja u realnom vremenu ,Real time“ PCR, (od eng Polymerase Chain
Reaction). Prethodno je iz ispitivanih ¢elija izolovana RNK i reverznom transkripcijom

prevodena u komplementarnu DNK (¢cDNK).
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3.3.2 Izolacija RNK

Uzorci koji su sadrzavali 5 x 10° -5 x 10° ispitivanih éelija su preno$eni u epruvete od 2
ml (Sarstedt), centrifugirani (2000 g, 3 min) i po odstranjivanju medijuma su lizirani
blagim pipetiranjem u 500 pl reagensa za izolaciju RNK (Total RNA Isolation Kit,
Metabion, Nemacka). U njih je dodavano 100 pl hloroforma, a zatim su centrifugirani
20 minuta (12000 g, 4 °C). Nakon centrifugiranja i formiranja tri faze u epruveti,
vodena faza koja sadrzi izdvojenu RNK je prenosena u drugu epruvetu. RNK je
precipitirana dodavanjem izopropanola u zapremini koja je bila jednaka zapremini
prenete vodene faze (oko 300 pl). Nakon blagog meSanja, epruvete su ostavljane 10
minuta na -20 °C nakon cega su centrifugirane 20 minuta (12000 g, 4 °C). Potom je
istalozena RNK ispirana sa 1 ml 75 % etanola uz centrifugiranje u trajanju od 10 minuta
(12000 g, 4 °C). Po zavrsetku ispiranja i odstranjivanja etanola, precipitati su suseni i
rastvarani u 13 ul DEPC (od eng. Diethylpyrocarbonate,) vode (Fermentas, Litvanija).
Koncentracija izolovane RNK je odredivana u uzorcima merenjem apsorpcije na 260
nm 1 poredenjem sa vrednostima dobijenim za vodu, odnosno ispitivan stepen njene
Cisto¢e na 280 nm talasne duzine na kojoj je maksimalna mo¢ apsorpcije aromati¢nih
amino kiselina. (Odnos Azgonm/ Azsonm 1zmedu 1.7 1 2 ukazuje na visok stepen Cistoce
RNK u odgovaraju¢em rastvoru). U tu svrhu je koris¢en spektrofotometar (GeneQuant

pro, Amersham, SAD).
3.3.3 Reverzna transkripcija

Nakon izolacije 1 merenja, izolovana RNK je reakcijom reverzne transkripcije
prevodena u cDNK. Iz uzoraka je uzimana ona zapremina koja je sadrzavala 2 pg
rastvorene RNK i dopunjavana je do 12 ul DEPC vodom sa 1 ul heksamernih prajmera
nasumicnih sekvenci (Fermentas) i 1 ul smeSe dezoksiribonukleotid-trifostata (ANTP,
Fermentas) finalne koncentracije 1 mM za svaki ANTP. Po meSanju, rastvorena RNK je
denaturisana na 70 °C 10 minuta, posle ¢ega su uzorci stavljani 2 minuta na led. Nakon
toga u uzorke je dodavano po 4 ul 5 puta koncentrovanog pufera za reverznu
transkripciju (5 x reaction buffer, Fermentas) i 1 pl (200 U) reverzne transkriptaze
Moloni virusa mije leukemije (RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse
Transcriptase, Fermentas). Uzorci su dopunjeni DEPC vodom do finalne zapremine od

20 pl, inkubirani na 25 °C 15 minuta, a potom na 42 °C 60 minuta. Konacno, reakcija je
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prekidana inkubacijom uzoraka na 70 °C, 10 minuta i 95 °C, 3 minuta. Uzorci sa cDNK
su ¢uvani na 4 °C do dalje upotrebe. Reakcija reverzne transkripcije je obavljana u
epruvetama od 200 pl (Eppendorf, Nemacka), a inkubacija na razli¢itim temperaturama
je obavljana pomoc¢u odgovarajuceg aparata (Mastercycler Gradient, Eppendorf). U
cilju provere postojanja kontaminacije, u svakoj reakciji je koriS¢ena 1 negativna

kontrola koja je sadrzavala sve reagense reakcione smeSe osim RNK.
3.3.4 ,Real Time“ RT PCR

Pripremljena ¢cDNK je umnoZena koris¢enjem Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Miksa (Fermentas) u konacnoj zapremini od 20 ul. U eksperimentima je
kori§¢ena ploda sa 96 bazen¢iéa (MicroAmp'™ Optical, Applied Biosystems, SAD) i u
svaki od bazencica je dodavano po 10 pl master miksa, po 2 pl specifi¢nih prajmera za
gen od interesa odnosno za B-aktin (finalne koncentracije 100-900 nM), po 4 ul
odgovarajuc¢eg uzorka razblazenog 10 puta, a sve je do konac¢ne zapremine dopunjeno
vodom. Svi uzorci su radeni u duplikatima. Bunarci¢i su zapecaceni optickim
adhezivnim filmom (Applied Biosystems), ploca je centrifugirana 2 minuta na 1000 g,
preneta u termoblok aparata za ,,Real Time*“ RT PCR (ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System, Applied Biosystems). Uslovi amplifikacije su bili slede¢i: inicijalni
korak od 5 minuta na 50 °C, pracen korakom od 10 minuta na 95 °C, a zatim 40 ciklusa
koji su obuhvatali 15 sekundi na 95 °C i 1 minut na 60 °C. Prajmeri koriS¢eni u

eksperimentima (Metabion) su dati u tabeli:

Gen Prajmer

B-aktin F 5'-GCT TCT TTG CAG CTC CTT CGT-3'

R 5'-CCA GCG CAG CGA TAT CG-3'

IFN-y F 5’-TGG CAT AGA TGT GGA AGA AAA GAG-3

R 5-TGC AGG ATT TTC ATG TCA CCA T-3’

IL-17 F 5’-ATC AGG ACG CGC AAA CAT G-3°

R 5’-TGA TCG CTG CTG CCT TCA C-3°
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IL-10 F 5’-GAA GAC CCT CTG GAT ACA GCT GC-3’

R5-TGC TCC ACT GCCTTG CTT TT-3’

TGF-B F 5’-CCC TGC CCC TAC ATT TGG A-3°

R 5’-ACG GTG ATG CGG AAG CAC-3°

TNF F 5’-TCG AGT GAC AAG CCC GTA GC-3°

R 5’-CTC AGC CACTCC AGCTGC TC -3’

CXCL12 F 5’-GAT TCT TTG AGA GCC ATG TC-3’

R 5-GTC TGT TGT TGC TTT TCA GC-3°

F — prajmer komplementaran kodiraju¢em (sense) lancu DNK

R — prajmer komplementaran nekodiraju¢em (antisense) lancu DNK

Akumulacija PCR produkata je detektovana u realnom vremenu, a rezultati su
analizirani kori§¢enjem programa 7500 System Software (Applied Biosystems). Nivo
ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za -aktin 1

2—dCt

iskazan kao , gde je dCt razlika izmedu Ct vrednosti gena od interesa i endogene

kontrole (B-actin).

3.4 Odredivanje koncentracije citokinaELISA metodom

Koncentracija IL-10 i TNF u supernatantima razli¢itih ¢elijskih kultura je odredivana
ELISA (od eng. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) metodom. U tu svrhu
koriSéene su ploce za mikrotitraciju MaxiSorp (Nunc, Danska) i komercijalni kompleti
monoklonskih antitela za merenje odgovaraju¢ih citokina (BD Bioscience).
Supernatanti kultura su sakupljani posle inkubacije od 24 h i1 odvajani od celija
centrifugiranjem (2000 g, 3 min). Potom su zamrzavani i ¢uvani do analize. Sam
postupak izvodenja ELISA metode je obavljan prema protokolima obezbedenim od

strane proizvodaca. Tipi¢an protokol se sastojao iz slede¢ih faza: oblaganje ploce sa
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primarnim antitelom (50 pl/bazenci¢, preko no¢i na 4 °C ili sobnoj temperaturi),
ispiranje PBS+0.01 % Tween (3 x, 300 pl/bazenci¢), blokiranje PBS+10 %FCS (100
ul/bazenci¢, 1 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (3 x, 300 pl/bazenci¢), inkubacija
uzoraka (50 pl/bazenci¢, 2 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (3 x, 300 pl/bazencic),
inkubacija sa sekundarnim antitelom obelezenim biotinom (50 pl/bazenci¢, 1 h na
sobnoj temperaturi), ispiranje (3 x 300 pl/bazenci¢), inkubacija sa avidin-enzimskim
kompleksom (peroksidaza rena) (50 pl/bazenci¢, 30 minuta na sobnoj temperaturi),
ispiranje (3 x 300 ul/bazencic), inkubacija sa supstratom (tetrametilbenzidin, TMB) (50
ul/bazenci¢, do 30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku), zaustavljanje reakcije sa 1 M
HC1 (50 pl/bazenci¢) i1 ocitavanje apsorbance pomocu spektrofotometra (Titertek,
Nemacka) koris¢enjem filtera za 450 nm. Koncentracija citokina je odredivana
koriSéenjem standardne krive dobijene na osnovu vrednosti apsorbance za serijska

razblazenja rekombinantnih citokina poznatih koncentracija.

3.5 Imunofluorescentno bojenje za detekciju unutarcelijskih citokina na

proto¢nom citofluorimetru

AO 1 DA pacovi imunizovani SCH+CFA emulzijom Zrtvovani su na piku bolesti DA
pacova kada su izolovane éelije koje infiltriraju kiémenu mozdinu. 1x10° ¢elija je
rastvoreno u 500 ul medijuma kome su dodati PMA (od eng. Phorbol Myristate Acetate,
400 ng/ml) 1 jonomicin (800 ng/ml) za stimulaciju ¢elija i brefeldin (1:1000) koji
inhibira oslobadanje proteina iz ¢elija. Uzorci su inkubirani 4 sata na 37 °C. Nakon
inkubacije uzorci su prani u PBS-u (centrifuga 3 min, 800 g), a zatim su obojeni
fluorescentnim anti-CD4 antitelom (anti-pacovsko, PE obelezeno, eBioscience, SAD; ili
anti-pacovsko, PE-Cy5 obeleZzeno, BD Pharmingen, SAD) rastvorenim u 200 pl
PBS+10 % RS u preporuc¢enom razblazenju. Nakon toga su inkubirani 30 minuta na 4
°C. Zatim su celije oprane u PBS-u i1 fiksirane 2 % paraformaldehidom(Serva,
Heidelberg, Nemacka) u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi. Celije su oprane
od paraformaldehida PBS-om (centrifuga 3 min, 900 g) i drzane na 4 °C do
permeabilizacije. Za permeabilizaciju Celija je koriS¢en pufer za permeabilizaciju (PB)
koji se sastojao iz 2 % FCS, 0,01 % Triton i 2 % BSA rastvorenih u PBS-u, u kome su

¢elije inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon isteka vremena ¢elije su prane
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u PB-u, nakon ¢ega im je dodavano fluorescentno obelezeno antitelo za IL-10 (anti-
pacovsko, PE obelezeno, BD Pharmingen) ili TNF (anti-miSje/pacovsko, PE-Cy7
obelezeno, eBioscience) rastvoreno u PB-u u preporu¢enom razblaZzenju. Alternativno,
¢elijama je dodavano flurescentno obelezeno antitelo irelevantne specifi¢nosti kao
izotipska kontrola u istom razblaZenju kao i specifi¢no antitelo. Posle inkubacije od 45
minuta na 4 °C ¢elije su prane jos dva puta u PB-u i jednom u PBS-u, nakon ¢ega su
finalno resuspendovane u PBS-u i analizirane na protocnom citofluorimetru (FACS

Calibur, Becton Dickinson, SAD).

3.6 Histoloska analiza
3.6.1 Priprema tkiva za analizu

Za histolosku analizu koris¢eni su DA pacovi imunizovani SCH+CFA emulzijom.
Pacovi su zZrtvovani na piku bolesti, izolovane su kicmene mozdine 1 fiksirane u 4%
paraformaldehidu rastvorenom u PBS-u preko no¢i na 4 °C. Nakon fiksacije, uzorci su
drzani po 24h u 10%, 20% i 30% rastvoru saharoze (LachNer, Neratovice, Ceska) u
PBS-u na 4 °C. Tkivo je zatim ukalupljeno koris¢enjem medijuma za ukalupljivanje za
seCenje na kriostatu (Killik, Milano, Italija). Poprecni preseci kicmene mozdine debljine
10 um dobijeni su secenjem na kriostatu. Odmah nakon secenja preseci su stavljani na
predmetna stakla SuperFrost (ThermoScientific, MA, SAD). Nakon toga uzorci su

¢uvani na -20 °C do upotrebe.
3.6.2 Histoloska analiza metodom imunoperoksidaze

Preseci koji su prethodno naneSeni na predmetna stakla inkubirani su u rastvoru 1 %
H,0; (Zorka, Sabac, Srbija) u metanolu (Zorka, Sabac, Srbija) 15 minuta na sobnoj
temperaturi da bi se eliminisala aktivnost endogene peroksidaze. Sledilo je blokiranje uz
pomo¢ 10 % pacovskog seruma u 2% BSA, 0.05% Triton X 100 u PBS-u u trajanju od
20 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su inkubirani preko no¢i na 4°C sa antitelima
specificnim za CXCL12; rabbit anti-rat CXCL12 (eBioscience ili Santa Cruz, San
Diego, SAD). Primarna antitela su detektovana koriS¢enjem sekundarnog antitela

konjugovanog sa biotinom; biotinylated goat anti-rabbit antibody (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, SAD) inkubiranjem u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi. Sledilo je
inkubiranje uzoraka sa ekstravidin-peroksidazom (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) na
sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta. Nakon toga su uzorci inkubirani 1 minut sa
supstratom 3,3‘— diaminobenzidinom (Dako, Glostrup, Danska) na sobnoj temperaturi i
na kraju bojeni hematoksilinom u trajanju od 1 minuta. Uzorci su zatim sprovodeni
sukcesivno kroz seriju etanola rastu¢e koncentracije (70%, 86% i 100%) 1 ksilol. Nakon
toga su pokriveni pokrovnim staklom koris¢enjem DPX-a (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD). Preseci su posmatrani i slikani na mikroskopu Axiovert 200M, koriS¢enjem

softvera AxioVision 4.5 (Carl Zeiss, Jena, Nemacka).

3.7 Statisticka obrada podataka

Rezultati dobijeni u viSe nezavisnih eksperimenata su predstavljeni kao srednje
vrednosti (SV) + standardna devijacija (SD) ili SV +/- standardna greska (SE). Za
analizu statisticke znacajnosti razlika srednjih vrednosti ekspresije gena i nivoa
produkovanih citokina je koris¢en Studentov #-test. Pirsonov test korelacije je koriS¢en
za odredivanje koeficijenta korelacije i statisticke znacajnosti korelacije ekspresije

gena. Vrednost parametara p manja od 0.05 je smatrana statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI



4.1 Klinic¢ka slika EAE-a kod DA pacova imunizovanih homogenatom ki¢mene

moZdine i kompletnim Frojndovim adjuvansom

U cilju indukovanja aktivnog EAE-a Zzenke DA pacova starosti 2-4 meseca imunizovane
su homogenatom ki¢mene mozdine (SCH) emulgovanim u kompletnom Frojndovom
adjuvansu (CFA). Imunizovane zivotinje su razvijaleakutnu monofaznu bolest ¢iji su se
prvi znaci obi¢no javljali 9. dana nakon imunizacije. Period pre njihove pojave oznacen
je kao induktivna faza bolesti, a ispoljavanje neuroloSkih poremecaja kao efektorska
faza. U odnosu na klinicke manifestacije tok efektorske faze je podeljen na pocetak (9-
11 dan nakon imunizacije), pik (11-14 dan nakon imunizacije) i oporavak (od 15. dana
nakon imunizacije) (Slika 1).U narednim eksperimentima su izolovani organi iz

Zivotinja u na taj nac¢in definisanim vremenskim tackama.

3.0 -
Pik
2.5 -
20 - Oporavak
Pocetak

1.5 -

Klini¢ka ocena

1.0 {Induktivng

faza
0.5 -

0.0
0 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dani nakon imunizacije

Slika 1: Klini¢ka slika EAE-a kod DA pacova imunizovanih homogenatom ki¢mene
mozdine. Zenke DA pacova stare 2-4 meseca imunizovane su SCH+CFA emulzijom. Zivotinje
su pracene svakodnevno tokom 20 dana. Klinicke ocene su date na slede¢i nacin: 1-atonija repa,
2-pareza zadnjih ekstremiteta, 3-paraliza zadnjih ekstremiteta, 4-moribund. Rezultati su

prikazani kao srednja vrednost + standardna greska klinicke ocene 33 Zivotinje.
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4.2 Ekspresija IL-10 u dreniraju¢em limfnom ¢voru AO i DA pacova

Nakon imunizacije zivotinja imunski ogovor zapo€inje u limfnim organima koji
dreniraju mesto unosa antigena. Kako su ovi limfni organi mesta gde T-limfociti prvi
put susrecu antigen, ekspresija citokina na nivou limfnog ¢vora koji drenira mesto
imunizacije ukazuje na njegovu ulogu u oblikovanju imunskog odgovora. Zato su
pacovima imunizovanim MBP+CFA emulzijom u induktivnoj fazi (6.dana nakon
imunizacije) vadeni poplitealni (drenirajuci) limfni ¢vorovi i iz njih izolovane celije u
kojima je ispitivana ekspresija IL-10 metodom ,,real time*“ RT PCR. Pokazano je da je
ekspresija iIRNK za IL-10 statisticki znacajno veca kod DA u poredenju sa AO
pacovima (Slika 2).

0.025, *
0.020-
0.015-
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Ekspresija iRNK za IL-10

0.000

AO DA

Slika 2: Ekspresija IL-10 u dreniraju¢em limfnom ¢voru AO i DA pacova. Poplitealni
limfni ¢vorovi su izolovani iz AO 1 DA pacova 6. dana nakon imunizacije MBP+CFA. 1z
limfnih ¢vorova je izolovana RNK nakon ¢ega je merena njena ekspresija metodom ,,real time*
RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 6 uzoraka po

grupi. ¥*p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova.

4.3 ProdukcijalL-10 u dreniraju¢em limfnom ¢voru AO i DA pacova

Posto je pokazano da postoji razlika u ekspresiji gena za IL-10 u dreniraju¢em limfnom

¢voru izmedu pacova AO i DA soja bilo je potrebno ispitati da li se ta razlika odrazava i
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na produkciju citokina. Pacovima imunizovanim MBP+CFA emulzijom su vadeni
poplitealni limfni ¢vorovi 6.dana nakon imunizacije. Koncentracija IL-10 je nakon in
vitro restimulacije MBP-om merenametodom ELISA.Utvrdeno je da je produkcija IL-
10 u dreniraju¢em limfnom c¢vorustatisticki znacajno veca kod DA u odnosu na AO
pacove (Slika 3). Dakle, i ekspresija i produkcija IL-10 su vece u dreniraju¢em limfnom

¢voru kod DA u odnosu na AO pacove.
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Slika 3: Produkcija IL-10 u dreniraju¢em limfnom ¢évoru AO i DA pacova. Poplitealni
limfni &vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6. dana nakon imunizacije MBP+CFA. Celije
limfnog ¢vora su stimulisane MBP-om. Supernatanti su prikupljeni nakon 24h i izmerena je
koncentracija proteina metodom ELISA. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku

izmedu AO i DA pacova.

4.4 Ekspresija IL-10 u CD4" ¢elijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog évora AO i DA

pacova

T-¢elije, i to prevashodno populacija CD4" T-¢elija, se smatraju osnovnom ¢elijskom
populacijom odgovornom za nastanak i patogenezu EAE-a (El-behi, 2010). Shodno
tome, na$ sledeci korak je bio odredivanje ekspresije IL-10 u ovim ¢elijama. Pacovi su
imunizovani MBP+CFA emulzijom. Poplitealni limfni ¢vorovi su vadeni iz pacova 6.

. . .. .. .. . + ., .o
dana nakon imunizacije i1 iz njih su izolovane CD4 (¢elije metodom magnetne
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separacije. Ekspresija iRNK je odredivana ,real time®“ RT PCR metodom.Ustanovljeno
je da je ekspresija iRNK za IL-10u izolovanim CD4" ¢elijama statisti¢ki zna¢ajno manja
kod DA u poredenju sa AO pacovima (Slika4). Dakle, ekspresija IL-10 u ovim ¢elijama
ne pratiobrazac ekspresije primecen u poplitealnom limfnom ¢voru kada je u pitanju

poredenje AO i DA pacova.
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0.06 -
0.05
0.04 -
0.03 A *

0.02 -
0.01 i
0.00

AO DA

Ekspresija iRNK za IL-10

Slika 4: Ekspresija IL-10 u CD4" ¢elijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog ¢vora AO i
DA pacova. Poplitealni limfni ¢vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6. dana nakon
imunizacije MBP+CFA. Iz limfnih &vorova je pre¢i$éena populacija CD4" ¢elija iz kojih je
izolovana RNK. Zatim je merena ekspresija iRNK metodom ,,real time*“ RT PCR. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova.

4.5 Produkcija IL-10 u CD4" éelijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog ¢vora

AO i DA pacova

Kako bi se utvrdilo da li produkcija IL-10 u CD4" ¢éelijama izolovanim iz poplitealnih
limfnih ¢vorova prati relativnu gensku ekspresiju ovog citokina, ove ¢elije su izolovane
iz pacova imunizovanih MBP+CFA emulzijom 6. dana nakon imunizacije. CD4"
¢elijesu restimulisane MBP-om i nakon 24h je merena koncentracija IL-10u

sakupljenim ¢elijskim supernatantima metodom ELISA. Pokazano je da nema razlike u
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produkciji IL-10 od strane CD4" (elija izolovanih iz poplitealnih limfnih &vorova

izmedju AO i1 DA pacova (Slika 5).

Koncentracija IL-10 (ng/ml)
S —~ N W A Lo

AO DA

Slika 5: Produkcija IL-10 u CD4" éelijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog ¢vora AO i
DA pacova.Poplitealni limfni ¢vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6. dana nakon
imunizacije MBP+CFA. Iz limfnih &vorova je izolovana populacija CD4'¢elija koje su
stimulisane MBP-om. Nakon 24h prikupljeni su supernatanti i izmerena je koncentracija
proteina ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 6

uzoraka po grupi.

4.6 Ekspresija IL-10 u homogenatima ki¢cmene mozdine AO i DA pacova

EAE je bolest centralnog nervnog sistema. Zato je, kod proucavanja fenomena koji
potencijalno dovode do razlika u podloznosti razvijanju ove bolesti kod dva soja,pored
»desavanja“ na periferiji, bitno utvrditi i Sta se dogada sa imunskim odgovorom u CNS-
u. Zbog toga je u cilju daljeg poredenja AO i DA pacova slede¢i korak bio utvrdivanje
ekspresije IL-10 u homogenatima kiémene mozdine ovih pacova. Zivotinje su
imunizovane SCH+CFA emulzijom i Zrtvovane u fazi pocetka, pika 1 oporavka kako bi
se dobili homogenati. Takode, da bi seporedileinherentne razlike izmedu AO i DA
zivotinja, koris¢eni su ihomogenati zdravih pacova. Ekspresija IL-10 je odredivana ,,real
time* RT PCR metodom. Utvrdeno je da je ekspresija IL-10 kod imunizovanih pacova

oba soja veca u poredenju sa zdravim kontrolnim zivotinjama, a da je kod imunizovanih
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DA veca u odnosu na AO pacove u svim ispitivanim terminima, pri ¢emuje ova razlika
statisticki znacajna samo na piku bolesti. EkspresijalL-10 kod osetljivih DA pacova je
statistiCki znacajno rasla na pocetku bolesti, odrzavala se na piku, a zatim statisticki

znacajno opadala u oporavku(Slika 6).

0.0104 cAO=DA
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Slika 6: Ekspresija IL-10 u homogenatima ki¢mene moZdine AO i DA pacova. Ki¢mene
mozdine su vadene iz neimunizovanih (zdravih) iZivotinja imunizovanihSCH+CFA emulzijom
u razli¢itim fazama bolesti DA pacova. 1z homogenate je izolovana RNK, a zatim je merena
ekspresija iRNK metodom ,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani na logaritamskoj skali
kao srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja
statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu
razliku izmedu faze pocetka i zdravih pacova unutar soja. "p<0.05 predstavlja statisticki

znacCajnu razliku izmedu faze oporavka i faze pika unutar soja.

4.7 Ekspresija IL-10 u infiltratima ki¢mene moZdine AQ i DA pacova

Homogenatikicmene mozdine izolovani iz imunizovanih pacova sadrze kako imunske
¢elije koje su infiltrirale u CNS (T-Celije, makrofagi, B-Celije, granulociti, NK, NKT
¢elije) (Miljkovi¢, 2011a), tako i rezidentne ¢elije CNS-a (neuroni i glijalne ¢elije).Zato

nas je dalje zanimalo da ekspresiju IL-10 ispitamo na populaciji ¢elija koja infiltrira
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centralni nervni sistem tokom razvoja EAE-a. U tom cilju, Zivotinje su imunizovane
SCH+CFA emulzijom, ki¢mene mozdine su vadene u razli¢itim fazama bolesti pa su iz
njih izolovani infiltrati mononuklearnih ¢elija (u daljem tekstu infiltrati).Ekspresija IL-
10 je odredivana ,,real time*“ RT PCR metodom.Kao 1 u slu¢aju homogenata, pokazano
je da je ekspresija IL-10 sa statisticki znacajnom razlikom veca kod DA u odnosu na
AO pacove na piku bolesti. Za razliku od homogenata, ekspresija IL-10kod DA pacova
se povecavalana piku u odnosu na pocetak bolesti, dok se u oporavku smanjivala, ali

bez statistiCke znacajnosti (Slika 7).
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Slika 7: Ekspresija IL-10 u infiltratima kicmene mozZdine AO i DA pacova. [zZivotinja
imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su kicmene mozdine u razli€itim fazama bolesti
DA pacova. Iz njih su dobijeni infiltrati ki¢mene mozdine iz kojih je izolovana RNK, a zatim je
merena ekspresija iRNK ,,real time*“ RT PCR metodom. Rezultati su prikazani na logaritamskoj
skali kao srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05
predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO 1 DA pacova. #p<0.05 predstavlja statisticki

znacajnu razliku izmedu faze pika i faze pocetka unutar soja.

4.8 Produkcija IL-10 u infiltratima ki¢mene moZdine AO i DA pacova

Kako smo utvrdili da postoji razlika na nivou ekspresije gena za IL-10 u infiltratima
ki¢mene mozdine AO 1 DA pacova, slede¢i korak je bio da se ispita da li ova razlika

moze da se uoci i na nivou produkcije citokina. Zivotinje su imunizovane SCH+CFA
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emulzijom, Zrtvovane u fazi pocetka i pika bolesi kada su izolovani infiltrati ki¢mene
mozdine. Infiltrati su gajeni u kulturi i nakon 24h je merena koncentracija IL-10 iz
supernatanata metodom ELISA.Kao i u slucaju genske ekspresije, pokazano je da je
produkcija IL-10 statisticki znac¢ajno ve¢a kod DA u odnosu na AO pacove na piku
bolesti, dok razlike nema na pocetku EAE-a. Zanimljivo je da je produkcija IL-10 kod
AO pacova opadala na piku u odnosu na pocetak bolesti, dok je kod DA pacova
rasla(Slika 8).
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Slika 8: Produkcija IL-10 u infiltratima ki¢mene moZdine AO i DA pacova. IzZivotinja
imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su kicmene mozdine u razli¢itim fazama bolesti
DA pacova. Iz njih su izolovani infiltrati kicmene mozdine koji su gajeni u kulturi 24h. Nakon
inkubacije sakupljeni su supernatanti i odredivana je koncentracija citokina metodom ELISA.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po
grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0.05

predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu faze pika i faze pocetka unutar soja.

4.9 Ekspresija IL-10 u CD4" éelijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene moZdine AO

i DA pacova

Kako CD4" populacija T-limfocita predstavlja najbrojniju populaciju medu éelijama

koje infiltriraju centralni nervni sistem tokomrazvoja EAE-a, slede¢i korak je bilo
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utvrdivanje mogucih razlika na nivou ekspresije IL-10 u ovim ¢elijama. Pacovi su
imunizovani MBP+CFA emulzijom i zrtvovani u fazi pika bolesti. Iz kicmenih mozdina
su izolovani infiltrati, a iz njih CD4" éelije metodom magnetne separacije. Genska
ekspresija je odredena ,,real time“RT PCR metodom. Utvrdeno je da je ekspresija IL-10
u CD4" ¢elijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene mozdine na piku bolestive¢a kod DA

u odnosu na AO pacove (Slika 9).
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Slika 9: Ekspresija IL-10 u CD4" ¢elijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene moZdine AO i
DA pacova. Izzivotinja imunizovanih MBP+CFA emulzijom vadene su ki¢mene mozdine na
piku bolesti DA pacova. 1z njih su izolovani infiltrati kicmene mozdine iz kojih su izolovane
CD4" ¢elije. Iz CD4" ¢elija je izolovana RNK, a zatim je merena ekspresija iRNK metodom
,real time“ RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 6

uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova.

4.10 Unutaréelijska produkcija IL-10 u infiltratima ki¢cmene moZdine AO i DA

pacova

Posto je na nivou genske ekspresije pokazana razlika izmedu CD4" ¢elija izolovanih iz
infiltrata kicmene mozdine AO i DA pacova, zeleli smo da ispitamo unutarcelijsku
produkciju IL-10 u ovim ¢elijama. Pacovi su imunizovani SCH+CFA emulzijom i
zrtvovani u fazi pika bolesti. 1z kicmenih mozdina su izolovani infiltrati, a zatim je

primenjena metoda unutarcelijskog bojenja kojom su na protocnom citofluorimetru
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utvrdeni procenti CD4" (elija koje produkuju IL-10.Potvrdeno je da DA pacovi
procentualno imaju vise CD4" ¢elija u infiltratima kiémene mozdine na piku bolesti
(Miljkovi¢, 2011b).Pokazano je da kod DA pacova ima vise CD4" ¢éelija koje produkuju
IL-10 (Slika 10).

IL-10 srednja
%% CD4" IL-10% vrednost intenziteta
fluorescence
AO 10.4 +/- 6.5 40.5 +/- 13.1 20.0 +/- 3.5
DA 45.6 +/- 4.5* 76.9 +/-17.4* 41.1 +/- 16.0*
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Slika 10: Procenat CD4" i IL-10" CD4" ¢éelija u infiltratima ki¢mene moZdine AO i DA
pacova.lz zivotinja imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su kicmene mozdine na piku
bolesti i iz njih su izolovani infiltrati. Celije su stimulisane brefeldinom, PMA i jonomicinom 4
h, zatim su inkubirane u trajanju od 30 min sa fluorescentnim antitelom sprecificnim za CD4.
Nakon inkubacije, ¢elije su fiksirane, permeabilizovane, a zatim obojene fluorescentnim
antitelom specificnim za IL-10. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +/- standardna
devijacija 5 uzoraka po grupi(tabela). Na slici je prikazan jedan reprezentativni plot (slika gore i
dole levo), kao i histogram na kome je prikazan procenat CD4'IL-10" éelija u odnosu na
izotipsku kontrolu (slika gore i dole desno).*p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku

izmedu AO i DA pacova.

4.11 Ekspresija TGF- u homogenatima ki¢cmene moZdine AO i DA pacova

TGF-B je pored IL-10 jedan od najbitnijih anti-inflamatornih citokina u imunskom
odgovoru, pa nasje zanimalo da ispitamo razlike izmedu AO i DA pacova u nivou jo$
jednog citokina sli¢nog anti-inflamatornog dejstva. Pacovi su imunizovani SCH+CFA
emulzijom. Zdravim Zivotinjama, kao i Zivotinjama u razli¢itim fazama bolesti su
vadenekicmene mozdine, a ekspresija TGF-Bu homogenatimaje odredjivana
metodom*“real time* RT PCR. Pokazano je da je ekspresija TGF-3 u homogenatima
vec¢a kodAO pacova u odnosu na DA pacove (statisticka znacajnost na pocetku ina i
piku bolesti). Zanimljivo je da je ekspresija TGF-B bila veca Cak i1 kod zdravih AO u
poredenju sa DA pacovima. U oba soja ekspresija je rasla na pocetku sa statistickom

znacajnoscu, a opadala u oporavku samo kod DA pacova (Slika 11).
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Slika 11:Ekspresija TGF-f u homogenatima ki¢mene moZdine AO i DA pacova. Ki¢mene
mozdine su vadene iz neimunizovanih (zdravih) izivotinja imunizovanih SCH+CFA emulzijom
u razli¢itim fazama bolesti DA pacova. Homogenati kicmene mozdine su koris¢eni za izolaciju
RNK, a zatim je merena ekspresija iRNK metodom ,,real time* RT-PCR. Rezultati su prikazani
na logaritamskoj skali kao srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po
grupi. *p<0.05 predstavlja statistiCki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0.05
predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu faze pocetka i zdravih Zivotinja unutar soja.

"p<0.05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu faze oporavka i faze pika unutar soja.

4.12 Ekspresija TGF-f u infiltratima ki¢mene moZdine AO i DA pacova

Dalje nas je zanimalo da ispitamo ekspresiju TGF-B u ¢elijama koje infiltriraju centralni
nervni sistem. Zato su pacovima imunizovanim SCH+CFA emulzijom vadene kicmene
mozdine u razli¢itim fazama bolesti. Iz njih su izolovani infiltrati u kojima je ekspresija
TGF-B odredjivana metodom “real time* RT PCR. Pokazano je da je ekspresija TGF-
B u infiltratima statisticki znacajno ve¢a kod AO u odnosu na DA pacove na pocetku
kao i na piku bolesti, ali ne i u oporavku. Kod oba soja ekspresija je rasla na piku u
odnosu na pocetak bolesti, dok je kod DA pacova nastavila da raste i u oporavku (Slika

12).
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Slika 12: Ekspresija TGF-B u infiltratima kicmene moZdine AO i DA pacova. [zzivotinja
imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su kicmene mozdine u razli¢itim fazama bolesti
DA pacova. 1z njih su dobijeni infiltrati kicmene mozdine iz kojih je izolovana RNK, a zatim je
merena ekspresija iRNK ,,real time* RT PCR metodom. Rezultati su prikazani na logaritamskoj
skali kao srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05
predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO 1 DA pacova. #p<0.05 predstavlja statisticki
znacajnu razliku izmedu faze pika i faze pocetka unutar soja. "p<0.05 predstavlja statisticki

znacajnu razliku izmedu faze oporavka i faze pika unutar soja.

4.13 Ekspresija TGF-B u CD4" ¢elijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene moZdine

AO i DA pacova

Kao i prilikom ispitivanja ekspresije IL-10, Zeleli smo da utvrdimo ekspresiju TGF-f3 u
CD4" ¢elijama koje infiltriraju CNS. Zato su iz zivotinja imunizovanih
MBP+CFAemulzijom nakon vadenja ki¢cmenih mozdina na piku bolesti iz infiltrata
izolovane CD4" ¢elije metodom magnetne separacije. Genska ekspresijaje utvrdena
,real time“ RT PCR metodom. Pokazano je da je genska ekspresija TGF-p u CD4"
¢elijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene moZzdine na piku bolesti ve¢a kod AO u

odnosu na DA pacove (Slika 13).
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Slika 13:Ekspresija TGF-B u CD4" éelijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene moZdine AO i
DA pacova. Izzivotinja imunizovanih MBP+CFA emulzijom vadene su ki¢mene mozdine na
piku bolesti DA pacova. 1z njih su izolovani infiltrati ki¢mene mozdine iz kojih su izolovane
CD4" ¢elije. Iz CD4" ¢elija je izolovana RNK, a zatim je merena ekspresija iRNK metodom
,real time“ RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 6

uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO 1 DA pacova.

4.14 Klinicka slika DA pacova tretiranih metilprednizolonom

Rezultati ekspresije IL-10 u CNS-u AO i DA pacova ukazali su na mogucnost da se
ekspresija IL-10 indukuje samo u uslovima veoma snazne inflamacije. U cilju provere
ove pretpostavke DA pacovi su tretirani sintetickim  glukokortikoidom
metilprednizolonom (MP) koji je dokazani inhibitor neuroinflamacije (Tischner,
2007).U skladu sa prethodno opisanim tretmanom ovim lekom koji je efikasno
suprimirao EAE u DA pacova (Miljkovi¢ 2009), DA pacovi suimunizovani SCH+CFA
emulzijom, a zatim su od pojave prvih simptoma tretirani 3 dana uzastopno MP-om ili
PBS-om. Na osnovu klinicke slike ovih zivotinja moglo se zakljuciti da MP inhibira

bolest (Slika 14).
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Slika 14: Klini¢ka slika DA pacova tretiranih metilprednizolonom. Zenke DA pacova
stare 2-4 meseca su imunizovane SCH+CFA emulzijom. Od pojave prvih simptoma Zivotinje su
tretirane MP-om (50mg/kg) ili PBS-om uzastopno 3 dana. Tri sata nakon poslednjeg tretmana,
zivotinje su zrtvovane. Klinicke ocene su date u trenutku Zrtvovanja na sledeci nacin: 1-atonija
repa, 2-pareza zadnjih ekstremiteta, 3-paraliza zadnjih ekstremiteta, 4-moribund. Rezultati
klinicke ocene prikazani su kao srednja vrednost + standardna greSka klinicke ocene6 Zivotinja
po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu zivotinja tretiranih PBS-om

(kontrola) i Zivotinja tretiranih MP-om.

4.15 Ekspresija citokina u homogenatima ki¢mene mozdine DA pacova tretiranih

metilprednizolom

Kako je potvrdeno da MP inhibira EAE, ispitali smo ekspresijulL-10 u CNS-u pacova
nakon in vivotretmana ovim sintetickim glukokortikoidom. DA pacovi su imunizovani
SCH+CFA emulzijom i tretirani su MP-om u trajanju od tri dana pocev od pojave prvih
simptoma bolesti. Zrtvovani su 3 sata nakon poslednjeg tretmana i izvadene su im
ki¢mene mozdine. Ekspesija IL-10, ali i [IFN-y i IL-17 (pro-inflamatornih citokina koje
sekretuju Thl 1 Th17, ¢elijske populacije koje se smatraju odgovornim za patogenezu
EAE-a (Petermann, 2011))je odredivana ,real time“RT PCR metodom.Primenjen na
opisan nacin MP je znaCajno inhibirao ekspresiju IFN-y i IL-17, a nije znacajno uticao
na ekspresiju IL-10 kod imunizovanih DA pacova (Slika 15).Stavise, umesto poveéanja
koje bi bilo u skladu sa pretpostavljenom inhibitornom ulogom ovog citokina, ovakav

tretman je doveo do blagog smanejnja ekspresije IL-10 bez statisticke znacajnosti.
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Slika 15: Ekspresija iRNK citokina u homogenatima ki¢mene mozdine DA pacova
tretiranih metilprednizolonom. Zenke DA pacova stare 2-4 meseca imunizovane su
SCH+CFA emulzijom. Od pojave prvih simptoma Zivotinje su tretirane MP-om (50mg/kg) ili
PBS-om uzastopno 3 dana. Tri sata nakon poslednjeg tretmana, zivotinje su zrtvovane, izvadene
su im ki¢émene mozdine i iz njih je izolovana RNK. Ekspresija iRNK je merena metodom ,,real
time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6
uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu zivotinja tretiranih

PBS-om (kontrola) i zivotinja tretiranih MP-om.

4.16 Ekspresija IL-10 u infiltratima ki¢mene moZdine DA pacova tretiranih

metilprednizolonom

S obzirom da se u homogenatima odreduje ekspresija gena za IL-10 u svim ¢elijama
tkiva, sledec¢i korak je bio da se izoluju infiltrati i u njima ispita ekspresija IL-10. Pacovi
su imunizovani SCH+CFA emulzijom, tretirani su PBS-om ili MP-om od pojave prvih
simptoma bolesti tri dana uzastopno. Tri sata nakon poslednjeg tretmana zivotinje su
zrtvovane, izvadene su im ki¢mene mozdine iz kojih su dobijeni infiltrati. Genska
ekspresija je odredivana metodom ,,real time*“ RT PCR. Utvrdeno je da tretman MP-
omstatistiCki znacajno povecava ekspresiju IL-10 u infiltratima ki¢cmene mozdine DA
pacova (Slika 16). Dakle, za razliku od homogenata kicmene moZzdine, inhibicija EAE-a

MP-om bila je pracena povecanjemekspresije IL-10 u infiltratima kicmene mozdine.
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Slika 16:Ekspresija IL-10 u infiltratima Kki¢mene moZdine DA pacova tretiranih
metilprednizolonom. Zenke DA pacova 2-4 meseca stare imunizovane su SCH+CFA
emulzijom. Od pojave prvih simptoma zivotinje su tretirane MP-om (50mg/kg) ili PBS-om
uzastopno 3 dana. Tri sata nakon poslednjeg tretmana, Zivotinje su Zrtvovane, izvadene su im
ki¢mene mozdine iz kojih su dobijeni infiltrati. Izolovana je RNK, a ekspresija iRNK je merena
metodom ,real time“ RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Zivotinja

tretiranih PBS-om (kontrola) i Zivotinja tretiranih MP-om.

4.17 Eskpresija IL-10 u astrocitima DA pacova tretiranim metilprednizolonom

Kako su podaci dobijeni za ekspresiju IL-10 u homogenatima i infiltratima kicmene
mozdine pacova tretiranih MP-om imali suprotnu tendenciju, potrebno je bilo ispitati
koje su to ¢elije koje se nalaze u homogenatima ki¢mene mozdine koje dovode do toga
da je ukupna ekspresija IL-10 nakon tretmana MP-om blago smanjena. S obzirom da su
astrociti najbrojnija populacija ¢elija u CNS-u na$ slede¢i korak je bio ispitivanje
ekspresije IL-10 u ovim celijama. Zato jein vitro uspostavljena kultura astrocita DA
pacova tretirana ConASn (supernatant splenocita tretiranih konkanavalinom A, bogat
razli¢itim citokinima), u cilju imitiranja inflamatornih uslova koji se dogadaju u CNS-u
pacova koji su razvili EAE, i potom tretirana MP-om. Iz astrocita je izolovana RNK iz
koje je metodom,,real time* RT PCR odredivana genska ekspresija. Pokazano je da MP
statistiCki znacajno smanjuje ekspresiju IL-10 u astrocitima tretiranim ConASn (Slika

17).
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Slika 17: Eskpresija IL-10 u astrocitima tretiranim metilprednizolonom./n vitro
uspostavljena kultura astrocita DA pacova. je stimulisana ConASn u osustvu ili prisustvu MP-a
(100 ng/ml). Nakon 24 h kultivacije iz astrocita je izolovana RNK i izmerena je eksresija iRNK
,real time“ RT PCR metodom Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija 3 eksperimenta. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu konrola i

tretmana MP-om.

4.18 Produkcija IL-10 u astrocitima DA pacova tretiranim metilprednizolonom

Posto smo registrovalismanjenje ekspresije IL-10 u kulturi astrocita DA pacova pod
delovanje MP-a, zanimalo nas je da ispitamo i produkciju ovog citokina u istim
uslovima. Kultura astrocita DA pacova je tretirana IFN-y+IL-17 kako bi se simulirala
inflamacija koja se dogada u CNS-u ovih pacova prilikom razvijanja EAE-a, a zatim je
tretirana MP-om. Nakon kultivacije ¢elija u trajanju od 24h iz prikupljenih supernatanta
je odredivana koncentracija IL-10 metodom ELISA. Kao 1 u slucaju ekspresije,
pokazano je da MP statisticki znacajno smanjuje produkciju IL-10 u astrocitima

tretiranim [FN-y+IL-17 (Slika 18).
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Slika 18: Produkcija IL-10 u astrocitima tretiranim metilprednizolonom./n vitro
uspostavljena kultura astrocita DA pacova je stimulisani IFN-y (10 ng/ml)+ IL-17 (50 ng/ml) u
odsustvu ili prisustvu MP-a (100 ng/ml). Nakon 24h kultivacije sakupljeni su supernatanti i
koncentracija proteina je izmerena metodom ELISA. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ standardna devijacija 3 eksperimenta. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu

konrola i tretmana MP-om.

4.19 Ekspresija CXCL12 u homogenatima ki¢cmene mozZdine AO i DA pacova

CXCLI12 je molekul sa pretpostavljenom protektivnom ulogom u neuroinflamaciji
(Momc¢ilovi¢, 2012). Stoga smo zeleli da ispitamo kakva je ekspresija ovog molekula u
homogenatima ki¢menih mozdina zdravih Zivotinja, kao i zivotinja na piku bolesti.AO i
DA pacovi su imunizovani SCH+CFA emulzijom. Zdravim zivotinjama, kao i
zivotinjama na piku bolesti su vadene ki¢mene mozdine, a ekspresija CXCL12u
homogenatima je odredivana metodom “real time* RT PCR. Pokazano je da nema
razlike u ekspresiji CXCL12 izmedu zdravih AO 1 DA pacova, dok je na piku bolesti
ekspresija ovog molekula ve¢a kod AO pacova (Slika 19).
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Slika 19: Ekspresija CXCL12 u homogenatima ki¢émene moZdine AO i DA pacova.
Ki¢mene mozdine su vadene iz neimunizovanih (zdravih) iZivotinja imunizovanih SCH+CFA
emulzijom u fazi pika bolesti DA pacova. Iz homogenata je izolovana RNK, a zatim je merena
ekspresija iRNK metodom ,,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu

razliku izmedu AO i DA pacova.

4.20 Ekspresija CXCL12 u astrocitima DA pacova

Astrociti su vazni regulatori inflamacije u CNS-a (Miljkovi¢, 2011c). Kako je CXCL12
molekul bitan regulator neuroinflamacije koga u CNS-u najviSe produkuju astrociti,
zeleli smo da proverimoda li je on eksprimiran na astrocitima imunohistohemijskim
bojenjem. Zato su iz DA pacova imunizovanih SCH+CFA emulzijom uzete kicmene
mozdine na piku bolesti i pripremljeni su histoloski preparati koji su obelezeni
antitelima specificnim za CXCL12. CXCL12 pozitivne ¢elije lokalizovane su skoro u
potpunosti u beloj masi ki¢mene mozdine. Bojenje relativno slabog intenziteta
primeceno je u ¢elijama sa dugim, tankim, nerazgranatim nastavcima, koji se pruzaju ka

pialnoj povrsini, predstavljajuci najverovatnije fibrozne astrocite (Slika 20).
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Slika 20: Ekspresija CXCL12 u ki¢menoj moZdini DA pacova. Ki¢mene moZzdine su
izvadene iz DA pacova imunizovanih SCH+CFA emulzijom u fazi pika bolesti i pripremljene
su za histolosku analizu.Preseci kicmenih moZzdina su obelezeni antitelima specificnim za
CXCLI12. Na slici je prikazan reprezentativni presek na uvecanju 40x.Strukture pozitivne na

CXCL12 su naznacene strelicama.

4.21 Uticaj IL-10 na ekspresiju CXCL12 u astrocitima DA pacova

Posto su astrociti vazni regulatori inflamacije u CNS-u (Miljkovi¢, 2011c), na$ sledeci
cilj je bio da proverimo kako IL-10 utice na ekspresiju CXCL12 u astrocitima.
Uspostavljena astrocitna kultura iz DA pacova je stimulisana IL-10 u uslovima kada
nema inflamacije (medijum) i u uslovima u kojima se oponasa inflamacija (IFN-y+IL-
17). 1z astrocita je izolovana RNK i ekspresija CXCL12 je izmerena ,real time* RT
PCR metodom.Pokazano je da IL-10 sam ne uti¢e na ekspresiju CXCL12, dok u
saradnji sa IFN-y+IL-17,IL-10 dovodi do statisticki znacajnog povecanja ekspresije
CXCLI12 u astrocitima (Slika 21).
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Slika 21: Uticaj IL-10 na ekspresiju CXCL12 u astrocitima. Astrociti su tretirani IL-10 (10
ng/ml) u odsustvu ili prisustvu IFN-y (10ng/ml)+IL-17 (50 ng/ml). Nakon 24h kultivacije
izolovana je RNK i izmerena je ekspresija iRNK,,real time*“ RT PCR metodom. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 3 eksperimenta. *p<0.05 predstavlja

statisticki znacajnu razliku izmedu netretiranih i ¢elija tretiranih IL-10.

4.22 Uticaj neutralizacije IL-10 na ekspresiju CXCL12 u astrocitima DA pacova

Kako bismo potvrdili da IL-10 povecava ekspresiju CXCL12 u astrocitima uraden je jo$ jedan
eksperiment. Astrociti su in vitro stimulisaniConASn,a potom su tretirani neutraliSu¢im
antitelom za IL-10. Nakon 24h kultivacije je izolovana RNK i odredena je genska
ekspresija,,real time*“ RT PCR metodom. U astrocitima izolovanim iz DA pacova ConASn je

povecavao ekspresiju CXCL12.0vo povecanje ekspresije je inhibirano upotrebom neutraliSuc¢eg

antitela za IL-10 (Slika 22).

54



0.504 00 manti-IL-10

(@\|
3 0.45-
@)
< 0.40-
@) %
< 0.354
N i
2 0.30
o 0.25-
<
= 0.20
(]
‘g 0.154
o 0.101

ool r'—-

0.00

medijum ConASn

Slika 22: Uticaj neutralizacije IL-10 na ekspresiju CXCL12 u astrocitima. Astrociti su
tretirani anti-IL-10 antitelom (0.5 pg/ml) u odsustvu ili prisustvu ConASn. Nakon 24h
kultivacije izolovana je RNK i izmerena je ekspresija iRNK ,real time*“ RT PCR metodom.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 3 eksperimenta. *p<0.05

predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu netretiranih i ¢elija tretiranih anti-IL-10.

4.23 Ekspresija TNF u dreniraju¢em limfnom ¢voru AO i DA pacova

Kao i u slucaju IL-10, odlucili smo se da razlike izmedu AO i DA pacova u pogledu
TNF pocnemo da proucavamo u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima. U tu svrhu pacovi su
imunizovani MBP+CFA emulzijom. U induktivnoj fazi bolesti, 6. dana nakon
imunizacije, pacovima su izvadeni dreniraju¢i limfni ¢vorovi u kojima zapocinje
imunski odgovor na antigen. Iz njih je potom izolovana RNK, nakon ¢ega je metodom
oreal time*“ RT PCRodredena genska ekspresija TNF. Utvrdeno je da ucelijama
poplitealnih limfnih ¢vorova nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji TNF izmedu

imunizovanih AO i1 DA pacova (Slika 23).
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Slika 23: Ekspresija TNF u dreniraju¢em limfnom ¢voru AO i DA pacova. Poplitealni
limfni ¢vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6. dana nakon imunizacije MBP+CFA. Iz
limfnih ¢vorova je izolovana RNK nakon ¢ega je merena njena ekspresija metodom ,,real time*

RTPCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 4 uzorka po grupi.

4.24 Produkcija TNF u dreniraju¢em limfnom ¢voru AO i DA pacova

Da bismo ispitali da 1i postoji razlika u produkciji TNF izmedu AO i DA pacova,
zivotinjama imunizovanim MBP+CFA emulzijom 6.dana nakon imunizacije su izvadeni
drenirajuci limfni ¢vorovi. Dobijena ¢elijska suspenzija ovih limfnih ¢vorova je in vitro
restimulisana MBP-om i TNF je izmeren nakon 24h kultivacije metodom ELISA. Kao i
u slucaju genske ekspresije, pokazano je da se produkcija TNF ne razlikuje izmedu AO

1 DA pacova u dreniraju¢em limfnom ¢voru (Slika 24).
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Slika 24: Produkcija TNF u dreniraju¢éem limfnom ¢voru AO i DA pacova. Poplitealni
limfni &vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6. dana nakon imunizacije MBP+CFA. Celije
limfnog ¢vora su stimulisane MBP-om. Nakon 24h prikupljeni su supernatanti i izmerena je
koncentracija proteina ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

standardna devijacija 4 uzorka po grupi.

4.25 Ekspresija TNF u CD4" éelijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog ¢vora AO i DA

pacova

U pogledu potencijalnih razlika izmedu AO i DA pacova kada je TNF u pitanju, dalje nas je
zanimalo $ta se deSavasa CD4 ¢elijskom populacijom u drenirajuéem limfnom &voru.Zato su
izpoplitealnog limfnog &vora pacova imunizovanih MBP+CFA emulzijom izolovane CD4"
Celije6. dana nakon imunizacije,agenska ekspresija TNF u ovim delijama je odredena
metodom ,,real time* RT PCR.U slu¢aju CD4" éelija drenirajuéeg limfnog &vora, pokazano je

da je ekspresija TNF statisticki zna¢ajno manja kod DA u odnosu na AO pacove (Slika 25).
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Slika 25: Ekspresija TNF u CD4 ¢elijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog &vora AO i
DA pacova. Poplitealni limfni ¢vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6. dana nakon
imunizacije MBP+CFA. Iz limfnih &vorova je izolovana CD4" populacija éelija iz kojih je
izolovana RNK. Zatim je merena ekspresija iRNK metodom ,,real time* RT-PCR. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost +standardna devijacija 8 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja

statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova.

4.26 Produkcija TNF u CD4" ¢elijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog ¢vora

AO i DA pacova

Posto je u CD4" ¢éelijama poplitealnog limfnog &vora primeéena razlika izmedu AO i
DA pacova na nivou genske ekspresije, dalje nas je zanimalo da li se ta razlika odrazava
i na produkciju TNF. Zato su CD4" ¢elije izolovane iz drenirajuéeg limfnog &vora
pacova imunizovanih MBP+CFA emulzijom restimulisane MBP-omin vitro,a nakon
24h kultivacije je merena koli¢ina TNF metodom ELISA. Utvrdeno je da je, za razliku
od ekspresije, produkcija TNF od strane CD4 " éelija kod DA pacova statisti¢ki znacajno

veca u odnosu na AO pacove (Slika 26).
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Slika 26: Produkcija TNF u CD4" ¢éelijama izolovanim iz drenirajuéeg limfnog ¢vora AO i
DA pacova.Poplitealni limfni ¢vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6. dana nakon
imunizacije MBP+CFA. Iz limfnih &vorova je izolovana CD4'populacija ¢elija koje su
stimulisane MBP-om. Nakon 24h prikupljeni su supernatanti i izmerena je koncentracija
proteina ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 8

uzoraka po grupi.

2.27 Ekspresija TNF u mononuklearnim éelijama periferne krvi AO i DA pacova

Kako bi se ispitala ekspresija TNF u ¢elijama koje su napustile drenirajuéi limfni ¢vor i
usle u cirkulaciju, iz pacova imunizovanih MBP+CFA emulzijom su izolovane
mononuklearne ¢elije periferne krvi. Ove Celije su izolovane u fazi pocetka i fazi pika
bolesti kod DA pacova, a zatim je izmerena genska ekspresija ,real time*“ RT PCR
metodom.U sluc¢aju mononuklearnih ¢elija periferne krvi pokazano je da nema razlike

na nivou genske ekspresije za TNF izmedu AO i DA pacova (Slika 27).
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Slika 27: Ekspresija TNF u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. Mononuklearne ¢elije
periferne krvi izolovane su iz AO i DA pacova imunizovanih MBP+CFA emulzijom u fazi
pocetka i pika bolesti kod DA pacova. Iz ovih ¢elija je izolovana RNK. Zatim je merena
ckspresija iRNK metodom ,,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

standardna devijacija najmanje 8 uzoraka po grupi.

4.28 Ekspresija TNF u homogenatima ki¢mene moZdine AO i DA pacova

Dalja istrazivanja bazirala su se na ispitivanju razlika izmedu AO i DA pacova u
imunskom odgovoru u centralnom nervnom sistemu. Za ove potrebe Zzivotinje su
imunizovane SCH+CFA emulzijom. Zrtvovane su zdrave Zivotinje i Zivotinje u
razli¢itim fazama bolesti, izvadene su im ki¢mene mozdine i homogenat tkiva je
iskoris¢en za izolovanje RNK. Genska ekspresija je utvrdena metodom ,,real time“ RT
PCR.U svim fazama bolesti, ali i kod zdravih Zivotinja ekspresija TNF bila je statisticki
znaCajno veca u homogenatima ki¢mene mozdine AO u odnosu na DA pacove (Slika
28). Takode,ekspresija kod AO pacova rasla je u fazi pocetka bolesti, smanjivala se na
piku bez znacajnosti, a zatim se statisticki znac¢ajno smanjila u fazi oporavka vracajuci

se na nivo koji ima kod zdravih Zivotinja.
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Slika 28: Ekspresija TNF u homogenatima ki¢mene moZdine AO i DA pacova. Ki¢mene
mozdine su vadene iz neimunizovanih (zdravih) izivotinja imunizovanih SCH+CFA emulzijom
u razli¢itim fazama bolesti DA pacova. Iz homogenatakicmene mozdine je izolovana RNK, a
zatim je merena ekspresija iRNK metodom ,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja
statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova. #p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu
razliku izmedu faze pocetka i zdravih Zivotinja unutar soja. "p<0.05 predstavlja statisticki

znacajnu razliku izmedu faze oporavka i faze pika unutar soja.

4.29 Ekspresija TNF u infiltratima kicmene moZdine AO i DA pacova

Kako bismo ispitali da li postoje razlike u pogledu ekspresije TNF u celijama koje sa
periferije infiltriraju u centralni nervni sistem, Zivotinje su imunizovane SCH+CFA
emulzijom. Zrtvovane su u fazi pocetka i pika kada su im izvadene kiémene mozdine iz
kojih su izolovani infiltrati. Infiltrati su koriS¢eni za dobijanje iRNK, a genska
ekspresija ja odredena metodom ,,real time*“ RT PCR. Kao 1 u slucaju homogenata i u
infiltratima je pokazano da je genska ekspresija TNF statisticki znacajno veca kod AO u

odnosu na DA pacove u fazi pikabolesti (Slika 29).
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Slika 29: Ekspresija TNF u infiltratima kicmene moZdine AO i DA pacova. Izzivotinja
imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su kicmene mozdine u razli€itim fazama bolesti
DA pacova. Iz njih su izolovani infiltrati ki¢mene mozdine iz kojih je izolovana RNK, a zatim
je merena ekspresija iRNK metodom ,,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki

znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova.

4.30 Produkcija TNF u infiltratima kicmene mozdine AO i DA pacova

Da bi se utvrdilo da li se razlike u ¢elijama koje infiltriraju centralni nervni sistem na
nivou genske ekskpresije odrazavaju i1 na nivou produkcije TNF, iz Zzivotinja
imunizovanih SCH+CFA emulzijom su izolovane kicmene mozdine u fazi pocetka i
pika bolesti. Iz kicmenih mozdina su izolovani infiltrati mononuklearnih ¢elijakoje su in
vitro kultivisane 24h. Nakon ovog perioda je izmerena koliina proteina metodom
ELISA. Kao i u slucaju ekspresije, pokazano je da je produkcija TNF u infiltratima
kicmene mozdinestatisticki znac¢ajno vec¢a kod AO pacova u odnosu na DA pacove u

fazi pika bolesti (Slika 30).
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Slika 30: Produkcija TNF u infiltratima kicmene moZdine AO i DA pacova. [zZivotinja
imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su kiémene mozdine u razli¢itim fazama bolesti
DA pacova. Iz njih su izolovani infiltrati kicmene mozdine koji su gajeni u kulturi 24h. Nakon
inkubacije sakupljeni su supernatanti i odredivana je koncentracija citokina metodom ELISA.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija najmanje 6 uzoraka po

grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu AO i DA pacova.

4.31 Ekspresija TNF u CD4" ¢elijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene mozZdine AO

i DA pacova

Imajuéi u vidu znacajnu ulogu CD4 éelija u patogenezi EAE kao i ¢injenicu da je CD4"
¢elijska populacija najbrojnija u infiltratima kicmene mozdine,u slede¢em eksperimentu
je ispitivana ekspresije TNF u CD4' (¢elijama infiltrata. Zato su iz Zivotinja
imunizovanih MBP+CFA emulzijom izvadene ki¢mene moZzdine u fazi pika bolesti i iz
njih su dobijeni infiltrati. Iz infiltrata ki¢mene moZzdine su metodom magnetne
separacije pre¢is¢ene CD4" éelije u kojima je merena genska ekspresija metodom ,,real
time* RT PCR. Pokazano je da je ekspresija TNF u CD4" ¢elijama izolovanim iz
infiltrata kicmene mozdine u fazi pika bolesti statisticki znaCajno veéa kod AO u

odnosu na DA pacove(Slika 31).
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Slika 31: Ekspresija TNF u CD4 ¢éelijama izolovanim iz infiltrata ki¢mene moZdine AO i
DA pacova. IzzZivotinja imunizovanih MBP+CFA emulzijom vadene su kicmene mozdine na
piku bolesti DA pacova. Iz njih su izolovani infiltrati kicmene moZzdine iz kojih su izolovane
CD4" ¢elije. 1z CD4" ¢elija je izolovana RNK, a zatim je merena ekspresija iRNK
metodom,,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu AO i DA

pacova.

4.32 Unutaréelijska produkcija TNF u infiltratima kicmene moZdine AO i DA

pacova

Poito je uodena razlika u nivou ekspresije gena za TNF u CD4" ¢elijama infiltrata
ki¢mene mozdine izmedu AO i DA pacova, dalje smo hteli da ispitamo da li postoji
razlika i u nivou produkcije TNF u ovim ¢elijama. Zivotinje su imunizovane SCH+CFA
emulzijom i Zrtvovane u fazi pika bolesti kada su izolovani infiltrati kicmene mozdine.
Primenjena je metoda unutarcelijskog bojenja kojom su na proto¢nom citofluorimetru
utvrdeni procenti CD4" ¢elija koje produkuju TNF. Iako je pokazano da nema razlike u
procentu CD4" ¢éelija infiltrata koje produkuju TNF na piku bolesti izmedu AO i DA
pacova, utvrdeno je da je srednja vrednost fluorescence ovih celija ve¢a kod AO u

odnosu na DA pacove (Slika 32).
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TNF srednja
%CD4" TNF% vrednost intenziteta
fluorescence
AO 8.1+/-44 34.6 +/- 6.6 14.0 +/- 6.7
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Slika 32: Procenat CD4" i TNF™ CD4" éelija u infiltratima ki¢mene moZdine AO i DA

pacova.lz zivotinja imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su kicmene mozdine na piku

bolesti i iz njih su izolovani infiltrati. Celije su stimulisane brefeldinom, PMA i jonomicinom 4
h, zatim su inkubirane u trajanju od 30 min sa fluorescentnim antitelom sprecificnim za CD4.

Nakon inkubacije, Celije su fiksirane, permeabilizovane, a zatim obojene fluorescentnim

antitelom specificnim za TNF. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +/- standardna
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devijacija 5 uzoraka po grupi (tabela). Na slici je prikazan jedan reprezentativni plot (slika gore
i dole levo), kao i histogram na kome je prikazan procenat CD4 TNF" éelija u odnosu na
izotipsku kontrolu (slika gore i dole desno).*p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku

izmedu AO i DA pacova.

4.33 Ekspresija TNFR1 u homogenatima kicmene mozdine AQO i DA pacova

TNF ostvaruje svoje dejstvo vezujucéi se za dva receptora koji preferencijalno vezuju
solubilnu, odnosno membransku formu ovog citokina (McCoy, 2008). Zato je nas dalje
zanimalo da ispitamo da li postoje razlike na nivou ekspresije TNFR1 u CNS-u AO i
DA pacova. U tu svrhu su iz pacova imunizovanith SCH+CFA emulzijom vadene
ki¢mene mozdine u razli¢itim fazama bolesti. Iz homogenata tkiva ki¢mene mozdineje
izolovana RNK, nakon cega je genska ekspresija odredena ,real time“ RT PCR
metodom. Pokazano je da nema statisticki znacajne razlike u nivou ekspresije TNFR1 u
homogenatima kicmene mozdine izmedu AO i1 DA pacova ni u jednoj fazi bolesti, kao

ni u istom soju izmedu razli¢itih faza (Slika 33).
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Slika 33:Ekspresija TNFR1 u homogenatima ki¢cmene moZdine AO i DA pacova.
Izzivotinja imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su ki¢mene moZzdine u razliitim

fazama bolesti DA pacova. Iz homogenata je izolovana RNK, a zatim je merena ekspresija
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iRNK metodom ,,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna

devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu

AO i DA pacova.

4.34 Ekspresija TNFR2 u homogenatima kicmene mozdine AQO i DA pacova

Posto smo ispitali ekspresiju TNFR1 dalje nas je zanimalo da li postoje razlike u nivou
ekspresije TNFR2 izmedu AO i DA pacova. Zato su pacovi imunizovani SCH+CFA
emulzijom, 1 Zrtvovani u razli¢itim fazama bolesti. Izolovane su kicmene mozdine i iz
homogenata tkiva je izolovana iRNK. Genska ekspresija je odredena ,real time* RT
PCR metodom. Pokazano je da je ekspresija TNFR2 u homogenatima kicmene mozdine
statistiCki znacajno veca kod DA u odnosu na AO pacove na piku bolesti. Takode,
ekspresija TNFR2 kod DA pacova je statisticki znacajno rasla na piku bolesti, dok je u

oporavku opadala.Kod AO pacova nisu uocene znacajne razlike u ekspresiji (Slika 34).
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Slika 34:Ekspresija TNFR2 u homogenatima ki¢mene moZdine AO i DA pacova.
Izzivotinja imunizovanih SCH+CFA emulzijom vadene su ki¢mene moZzdine u razliitim
fazama bolesti DA pacova. Iz homogenata je izolovana RNK, a zatim je merena ekspresija

iRNK metodom ,,real time* RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
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devijacija najmanje 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu
AO 1 DA pacova. # p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu faze pocetka i pika
kod DA pacova. " p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu faze pika i oporavka

kod DA pacova.

4.35 Odredivanje nivoa solubilnog TNF u homogenatima ki¢mene mozdine AQO i

DA pacova

Posto je poznato da postoje dve forme TNF, solubilna i membranska, Zeleli smo da
ispitamo da li postoje razlike na nivou solubilnog TNF u CNS-u AO i DA pacova. Zato
su pacoviimunizovani SCH+CFA emulzijom 1 Zrtvovani u fazi pika bolesti kada su im
izvadene kicmene mozdine. Pripremljeni su homogenati koji su centrifugirani na
visokim brzinama, a zatim su supernatanti iskoriS¢eni za odredivanje koncentracije
solubilnog TNF metodom ELISA. Pokazano je da se koncentracija solubilnog TNF
izmerena u homogenatima ki¢mene mozdine ne razlikuje izmedu AO 1 DA pacova

(Slika 35).
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Slika 35:Nivo solubilnog TNF u homogenatima kicmene moZdine AO i DA pacova. Iz
pacova imunizovanih SCH+CFA emulzijom izvadene su ki¢cmene mozdine u fazi pika bolesti.
Homogenati ki¢cmenih mozdina su centrifugirani na 12000g, pa je u dobijenim supernatantima
odredena koli¢ina citokina ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

standardna devijacija 6 uzoraka po grupi.
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4.36 Klinicka slika AO i DA pacova tretiranih etanerceptom

Kako bismo dalje ispitali ulogu TNF u neuroinflamaciji AO i DA pacova, Zivotinje
imunizovane SCH+CFA emulzijom su tretirane etanerceptom,
neselektivniminhibitorom TNF (Brambilla, 2011). Zivotinje su tretirane etanerceptom
ili vodom subkutano 9., 12. i 15. dana nakon imunizacije. Zivotinje su posmatrane
svakodnevno tokom 22 dana radi utvrdivanja klinickih simptoma. Pokazano je da
etanercept ne dovodi do prevazilazenja rezistentnosti na indukciju EAE-a kod AO
pacova jer ni kod jednog AO pacova tretiranog etanerceptom nije doSlo do pojave
klinickih simptoma EAE-a. Takode je pokazano da etanercept ne uti¢e na jaCinu EAE u
DA pacova, odnosno da nema razlike u klinickoj slici DA pacova tretiranih
etanerceptom i onih koji su tretirani vodom, osim u duzini trajanja bolesti (Slika 36 i
Tabelal). Konacno, tokom perioda posmatranja, kod DA pacova nije doslo do pojave

relapsa EAE pod uticajem etanercepta.
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Slika 36: Klini¢ka slika DA pacova tretiranih etanerceptom. Zenke DA pacova stare 2-4
meseca su imunizovane SCH+CFA emulzijom. 9., 12. i 15. dana nakon imunizacije Zivotinje su
subkutano tretirane etanerceptom (10 mg/kg pacova) ili vodom. Zivotinje su posmatrane
svakodnevno tokom 22 dana radi utvrdivanja klini¢ke slike. Klinicke ocene su date na sledeci

nacin: l-atonija repa, 2-pareza zadnjih ekstremiteta, 3-paraliza zadnjih ekstremiteta, 4-
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moribund. Rezultati klinicke ocene prikazani su kao srednja vrednost +/- standardna greska

klini¢ke ocene 10 zivotinja po grupi.

Tabela 1: Klini¢ki parametri EAE-a kod DA pacova tretiranih etanerceptom

. Dan Trajanje S.V. k.o. Kumulativna Maksimum
Incidenca <
tretman pocetka k.o. k.o.
(n/n) (SV +/- (SV +/-
(SV +/- SD) SD) SD) (SV +/-SD) (SV +/-SD)
Voda 9/9 10.6 +/-0.7 | 8.6+/-1.2 1.1+/-04 9.6 +/-3.7 2.0 +/-0.9
Etanercept 9/9 104 +/-1.0 | 7.0 +/-1.5% | 1.2+/-0.5 85+/-4.4 2.3+/-0.9

n —broj zivotinja, k.o.-klinicka ocena. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu

pacova tretiranih vodom 1 pacova tretiranih etanerceptom.

4.37 Ekspresija TNF u homogenatima kicmene moZdine DA pacova tretiranih

metilprednizolonom

Kako bismo ispitali ekspresiju TNF u uslovima smanjene inflamacije, DA pacove koji
su imunizovani SCH+CFA emulzijom smo tretirali MP-om. Zivotinje su ovaj tretman
primale uzastopno tri dana od pojave prvih simptoma. Zrtvovane su tri sata nakon
poslednjeg tretmana i izvadene su im ki¢mene mozdine. Homogenati kicmene mozdine
su koris¢eni za izolovanje RNK, a ekspresija TNF je odredena metodom ,,real time* RT
PCR. Kao $to je prethodno pokazano tretman MP-om je ublazio tezinu klini¢ke slike
EAE-a kod DA pacova (Slika 37). Pokazano je da tretman MP-om statisticki znacajno

smanjuje ekspresiju TNF u homogenatima kicmene mozdine DA pacova (Slika 33).
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Slika 37: Ekspresija TNF u homogenatima ki¢mene moZdine DA pacova tretiranih
metilprednizolonom. Zenke DA pacova 2-4 meseca stare imunizovane su SCH+CFA
emulzijom. Od pojave prvih simptoma Zzivotinje su tretirane MP-om (50mg/kg) ili PBS-om
uzastopno 3 dana. Tri sata nakon poslednjeg tretmana, zivotinje su Zrtvovane, izvadene su im
ki¢mene mozdine i iz njih je izolovana RNK. Ekspresija iRNK je merena metodom ,,real time*
RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 6 uzoraka po
grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu zivotinja tretiranih PBS-om

(kontrola) i Zivotinja tretiranih MP-om.

4.38 Ekspresija TNF u infiltratima ki¢cmene moZdine DA pacova tretiranih

metilprednizolonom

Dalje nas je zanimalo da li MP moduliSe ekspresiju TNF u infiltratima ki¢mene
mozdine DA pacova. Pacovi su imunizovani SCH+CFA emulzijom i tretirani MP-om
uzastopno tri dana od pojave prvih simtoma bolesti. Tri sata nakon poslednjeg tretmana
zivotinje su zrtvovane, izvadene su im ki¢mene mozdine i iz njih su izolovani infiltrati.
Genska ekspresija je odredena metodom ,real time* RT PCR.Za razliku od efekta koji
MP ima na homogenate, kada su u pitanju infiltrati kicmene mozdine DA pacova,
pokazano je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji TNF izmedu tretmana 1

kontrole(Slika 38).
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Slika 38:Ekspresija TNF u infiltratima ki¢mene moZdine DA pacova tretiranih
metilprednizolonom. Zenke DA pacova 2-4 meseca stare imunizovane su SCH+CFA
emulzijom. Od pojave prvih simptoma Zivotinje su tretirane MP-om (50mg/kg) ili PBS-om
uzastopno 3 dana. Tri sata nakon poslednjeg tretmana, Zivotinje su Zrtvovane, izvadene su im
ki¢mene mozdine iz kojih su dobijeni infiltrati. Izolovana je RNK, a ekspresija iRNK je merena
metodom,,real time*“ RT PCR. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija 6 uzoraka po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu Zivotinja

tretiranih PBS-om (kontrola) i zivotinja tretiranih MP-om.

4.39 Produkcija TNF u ¢elijama drenirajuéeg limfnog ¢vora DA pacova in vitro

tretiranim metilprednizolonom.

Posto je pokazano da MP ne inhibira ekspresiju TNF u ¢elijama koje infiltriraju CNS,
zanimalo nas je da proverimo kako MP deluje na ¢elije dreniraju¢eg limfnog Cvora
restimulisane antigenom in vitro. Za ovaj eksperiment pacovi su imunizovani
MBP+CFA emulzijom i Zrtvovani 6. dana nakon imunizacije. Celije poplitealnog
limfnog ¢vora su restimulisane u kulturi MBP-om uprisustvu ili odsustvu MP-a i nakon
24h su pokupljeni supernatanti koji su iskoriS¢eni za merenje koncentracije TNF
metodom ELISA. Pokazano je da MP inhibira produkciju TNF u ¢elijama drenirajuceg

limfnog ¢vora DA pacova restimulisanim MBP-om in vitro (Slika 39).
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Slika 39: Produkcija TNF u celijama drenirajuceg limfnog ¢vora DA pacovain vitro
tretiranih metilprednizolonom.Poplitealni limfni ¢vorovi su izolovani iz AO i DA pacova 6.
dana nakon imunizacije MBP+CFA. Celije limfnog &vora su stimulisane MBP-om u prisustvu
ili odsustvu MP-a. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 6 uzoraka
po grupi. *p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu ¢elija koje nisu tretirane i onih

koje su tretirane MP-om.

4.40 Ekspresija TNF u astrocitima DA pacova tretiranim metilprednizolonom

Kako je pokazano da MP ima efekte na ekspresiju TNF u homogenatima, ali nema
efekta na infiltrate, zanimalo nas je na koje celije deluje ovaj sintetski glukokortikoidu
tkivu kiémene mozdine. Zato su in vitro kultivisani astrociti stimulisani ConASn da bi
seoponasali inflamatorni uslovi, a zatim su tretirani MP-om. Nakon 24h kultivacije
izolovana je RNK 1 ekspresija TNF odredena je metodom ,real time*“ RT
PCR.Pokazano je da MP statisti¢ki znacajno smanjuje ekspresiju TNF u astrocitima DA

pacova(Slika 40).
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Slika 40: Eskpresija TNF u astrocitima tretiranim MP-om. /n vitro uspostavljena kultura
astrocita DA pacova. je stimulisana ConASn u osustvu ili prisustvu MP-a (100 ng/ml). Nakon
24 h kultivacije iz astrocita je izolovana RNK i izmerena je ekspresija iRNK ,,real time* RT
PCR metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 3
eksperimenta. *p<0.05 predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu konrola i tretmana MP-

om.

4.41 Korelacija ekspresije gena za TNF i CXCL12 u homogenatima ki¢mene

moZdine DA pacova

Pokazano je da je TNF u homogenatima ki¢mene mozdine visi kod AO u odnosu na DA
pacove. U naSim ranijim istrazivanjima je utvrdeno da ekspresija CXCL12 u
homogenatima ki¢mene mozdine prati isti trend (Miljkovi¢, 2011b), pa je izraCunat
koeficijent korelacije ekspresije gena ova dva molekula u homogenatima ki¢mene
mozdine. Kori§¢eni su homogenati ki¢mene mozdine DA pacova imunizavanih
SCH+CFA emulzijom i to po 5 zdravih, 5 u fazi pocetka, 5 u piku i 5 zZivotinja u fazi
oporavka. Na ovom uzorku (n=20) je uraden Pirsonov test korelacijei dobijen je
koeficijent korelacije r=0.870 sa verovatno¢om p<0.01. Dakle, pokazano je da su
ekspresije TNF i CXCL12 u homogenatima ki¢mene mozdine DA pacova u statisti¢ki

znacajnoj pozitivnoj korelaciji (Slika 41).
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Slika 41: Korelacija ekspresije gena za TNF i CXCL12 u homogenatima ki¢mene moZdine
DA pacova. Na uzorku od 20 homogenata kicmene mozdine DA pacova imunizovanih
SCH+CFA emulzijom uraden je Pirsonov test korelacije. KoriS¢ene su vrednosti genske
ekspresije za TNF i CXCL12 iz 5 zdravih, 5 u fazi poéetka, 5 na piku i 5 Zivotinja u fazi

oporavka. Kriva prikazana na grafiku je linija trenda korelacije uzoraka.

4.42 Uticaj TNF na ekspresiju CXCL12 u astrocitima DA pacova

Kako je u prethodnom rezultatu pokazano da su TNF i CXCL12 u pozitivnoj korelaciji,
dalje nas je zanimalo da ispitamo da liTNF ostvaruje uticaj na ekspresiju CXCLI12 u
astrocitima koji su osnovni proizvoda¢i ovog hemokina u CNS-u u inflamaciji
(Ambrosini, 2005). Zbog toga su kultivisani astrociti DA pacova i tretirani TNF u
odsustvu ili prisustvu pro-inflamatornih citokina (IFN-y+IL-17). Nakon 24h in vitro
kultivacije izmerena je genska ekspresija CXCL12 metodom,real time“ RT
PCR.Pokazano je da TNF statisticki znacajno povecava ekspresiju CXCL12 kako sam,
tako 1 u prisustvu IFN-y+IL-17(Slika 42).
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Slika 42: Uticaj TNF na ekspresiju CXCL12 u astrocitima. Astrociti su tretirani TNF (10
ng/ml) u odsustvu ili prisustvu IFN-y (10ng/ml)+IL-17 (50 ng/ml). Nakon 24h kultivacije
izolovana je RNK i izmerena je ekspresija iRNK ,real time* RT PCR metodom. Rezultati 2
eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. *p<0.05 predstavlja

statistiCki znacajnu razliku izmedu ¢elija koje nisu tretirane i onih koje su tretirane TNF.

4.43 Uticaj etanercepta na ekspresiju CXCL12 u astrocitima DA pacova

Kako bismo potvrdili da TNF povecava ekspresiju CXCLI12 u astrocitima, uradili smo
eksperimente u kojima smo koristili etanercept, inhibitor TNF. Astrociti su in vitro
stimulisani ConASn, a potom su tretirani etanerceptom. Nakon 24h kultivacije je
izolovana RNK i odredena je genska ekspresija ,real time“ RT PCR metodom. U
astrocitima izolovanim iz DA pacova ConASn je povecavao ekspresiju CXCL12. Ovo
povecanje ekspresije je inhibirano upotrebom etanercepta(Slika 43) Sto je potvrdilo da

TNF ima stimulatorno dejstvo na ekspresiju CXCL12 u astrocitima.
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Slika 43:Uticaj etanercepta na ekspresiju CXCL12 u astrocitima. Astrociti su gajeni u
kulturi u medijumu ili stimulisani ConASnu prisustvu ili odsusutvu etanercepta (250 ng/ml).
Nakon 24h kultivacije izolovana je RNK 1 izmerena je ekspresija iRNK ,,real time* RT PCR
metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija 4 eksperimenta.
*p<0.05 predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu ConASn stimulisanih ¢elija netretiranih

1 tretiranih etanerceptom.
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S5.DISKUSIJA



U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazan povecan nivo IL-10 u CNS-u DA pacova koji
su podlozni razvoju EAE-a u odnosu na AO pacove koji su rezistentni na indukciju
bolesti.Pokazano je da ovaj citokin eksprimiraju CD4" éelije koje su infiltrirale u CNS.
Za razliku od CNS-a ovakav obrazac ekspresije IL-10 nije primeéen u CD4" ¢éelijama
dreniraju¢eg limfnog ¢vora. Dalje je pokazano da tretman imunizovanih DA pacova
metilprednizolonom smanjuje ekspresiju IL-10 u homogenatu ki¢mene mozdine, ali ne i
u celijama koje infiltriraju CNS. Sa druge strane, u ovoj doktorskoj disertaciji je
pokazano da je nivo TNF u CNS-u visi kod AO u odnosu na DA pacove. Ova razlika je
karakteristi¢na za CNS, posto u imunskim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova kao ni
u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi razlike izmedu AO i1 DA soja nema. /n vivo
blokada TNF nije uticala na klinic¢ki tok bolesti, a in vivo primena metilprednizolona
nije dovela do inhibicije ekspresije TNF u ¢elijama koje infiltriraju u CNS. Na kraju,
pokazano je da i IL-10 i TNF dovode do povecéane ekspresije CXCL12 u astrocitima.

IL-10 je predstavnik anti-inflamatorne grupe citokina. Zbog potencijalnog terapeutskog
dejstva njegova uloga je dosta ispitivana u EAE-u. Subkutana administracija IL-10
umanjivala je simptome bolesti kod Lewis pacova imunizovanih MBP-om, smanjujuci
duzinu trajanja kao i broj infiltriSu¢ih ¢elija u CNS-u (Rott, 1994). Nazalna
administracija IL-10 inhibirala je kako akutni EAE kod Lewis pacova imunizovanih
homogenatom ki¢mene mozdine, tako i relapsno-remitentni EAE kod DA pacova
imunizovanih na isti na¢in (Xiao, 1998). Kada je u pitanju misji EAE, podaci se
razlikuju. Jedna grupa autora je detektovala inhibiciju bolesti intravenskom primenom
vakcine sa virusom koji je nosio gen za IL-10 kod SJL/J miSeva imunizovanih
homogenatom ki¢mene mozdine (Willenborg, 1995). Medutim, druga grupa autora
intravenskom primenom humanog rekombinantnog IL-10 kod istih miSeva nije dobila
nikakvo poboljsanje u klinickoj slici EAE-a (Santambrogio, 1995). Ni kod pasivno
indukovanog EAE-a kod SJL/J miSeva intravenska primena IL-10 nije inhibirala bolest.
Medutim, kod ovih miSeva je primena neutraliSu¢eg antitela za IL-10 dovela do
pogorsanja klinicke slike (Cannnella, 1996). Dalje, primena virusnog vektora koji je
sadrzao gen za IL-10 nije imala nikakav efekat na tok EAE-a kod Balb/c miSeva
imunizovanih homogenatom ki¢mene mozdine (Broberg, 2001). Kontradiktornost
navedenih podataka moze se objasniti ¢injenicom da sistemska primena citokina ne

moze da oponaSa stvarno delovanje citokina u tkivnoj mikrosredini, zbog njihovog
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kratkog poluzivota i otezanog dospevanja do odgovarajuceg ciljnog organa. Upotreba
genetski modifikovanih zivotinja u istrazivanju uloge IL-10 u razvoju EAE-a dodatno je
ukazala na vaznu ulogu koji bi ovaj citokin mogao da ima u imunosupresiji oboljenja.
Kod C57BI miseva koji nemaju IL-10 (IL-10 KO, od eng. knockout) imunizovanih
MBP-om bolest je bila jaca nego kod kontrolnih miSeva (Segal, 1998). Takode, kod
istih miSeva imunizovanih MOG peptidom (35-55) pokazano je da IL-10 KO miSevi
razvijaju tezu bolest, nekad cak i1 bez oporavka (Samoilova, 1998). Takode,
encefalitogene T celije iz IL-10 KO miSeva su nakon transfera u miseve primaoce
dovodile do nastanka tezeg oblika EAE-a (Betelli, 1998). Jo$ je pokazano da su
transgeni miSevi kod kojih je prekomerno eksprimiran IL-10 bili potpuno rezistentni na
razvoj EAE-a (Cua, 1999). Ipak, mora se naglasiti da upotreba ,,knockout* Zivotinja nije
u potpunosti adekvatan model sistem za proucavanje uloge citokina u razvoju neke
autoimunske bolesti. Kako citokini imaju razli¢ite bioloSke uloge, od kojih se neke
medusobno preklapaju, moze se o¢ekivati da kod Zivotinja deficijentnih u genu za jedan
citokin, moze do¢i do promena u razli¢itim fizioloskim procesima kao i do toga da
ulogu deficijentnog preuzme neki drugi citokin (Steinman, 1997).

Ova doktorska disertacija je pokazala visi nivo IL-10 u CNS-u DA pacova na piku
EAE-a u odnosu na AO soj. Takode, ekspresija ovog citokina u homogenatima kicmene
mozdine DA pacova je rasla na samom pocetku bolesti, ostajala visoka na piku, a zatim
blago opadala u oporavku. U infiltratima kicmene mozdine je obrazac ekspresije ovog
citokina bio drugaciji, posto je ekspresija IL-10 bila najve¢a na piku, posle Cega je
ostajala konstantna. Ovakav obrazac ekspresije bi mogao da ukaze da je
imunosupresivni citokin IL-10 bitan za oporavak zivotinja od EAE-a. Drugi autori su
takode detektovali slicne obrasce ekspresije IL-10 u CNS-u. Kod Lewis pacova
imunizovanih MBP-om najvisi nivo iRNK za IL-10 je dostignut na piku, nakon cega je
u oporavku nivo opadao (Jander, 1998). Dalje, kod Lewis pacova imunizovanih
homogenatom ki¢mene mozdine iRNK za IL-10 je takode rasla na pocetku bolesti, dok
je kod DA pacova imunizovanih na isti nacin bila niska sve vreme trajanja bolesti
(Diab, 1997). Bitno je naglasiti da su Lewis pacovi kod ove grupe autora razvijali
akutnu monofaznu bolest, dok je kod istih autora kod DA pacova bolest relapsno-
remitentna. U naSoj laboratoriji DA pacovi razvijaju akutnu monofaznu bolest, pa se

moze pretpostaviti da IL-10 ima ulogu ne samo u oporavku, ve¢ i u onemogucavanju da
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bolest dobije hroni¢nu formu. Zaista, kod DA pacova imunizovanih MBP-om koji
razvijaju relapsno-remitentni oblik bolesti nema detektabilnog nivoa IL-10 ni na
periferiji ni u CNS-u (Issazadeh, 1996), dok kod Lewis pacova nivo IL-10 raste na
samom pocetku bolesti (Tanuma, 1997). Doduse, Tanuma i1 sar. (Tanuma, 2000)
dobijaju i rezultate u kojima DA pacovi, u zavisnosti od nacina imunizacije (MBP ili
homogenat ki¢mene mozdine) razvijaju akutnu ili hroni¢nu formu EAE-a, bez promene
nivoa iRNK za IL-10 tokom bolesti. U nasim rukama nakon SCH+CFA ili MBP+CFA
imunizacije DA pacovi razvijaju akutni oblik bolesti, pa ovo moze objasniti
nepodudaranje rezultata koje su dobili Tanuma i sar. i rezultata naSe laboratorije.
Takode, naSe istrazivanje pokazuje da AO pacovi koji su rezistentni na bolest imaju
nizak nivo IL-10 celim tokom bolesti. Kod Brown Norway soja pacova koji su relativno
rezistentni na razvoj EAE-a nivo IL-10 u dreniraju¢em limfnom ¢voru je manji u
odnosu na Lewis pacove podlozne razvoju bolesti (Cautain, 2001). Ovo doprinosi
pretpostavci da je IL-10 bitan za oporavak, pa je kod rezistentnih sojeva kod kojih je

inflamatorna reakcija slaba i njegov nivo nizak.

Povecanje nivoa IL-10 kod DA pacova koji razvijaju EAE nakon imunizacije nije
posledica tzv ,,citokinske oluje”do koje dolazi usled inflamatorne reakcije. Visi nivo
TGF-B u CNS-u rezistentnih AO pacova u odnosu na DA pacove to jasno pokazuje.
Ova doktorska disertacija pokazuje visi nivo TGF-3 kod AO pacova ne samo tokom
razvoja bolesti, ve¢ i kod zdravih Zivotinja, ukazuju¢i na mogucnost da je TGF-p bitan
za rezistenciju AO soja. Nivo iRNK za ovaj citokin raste na pocetku bolesti kod oba
soja u homogenatima ki¢mene mozdine, dok je u celijskim infiltratima nivo iRNK
najveéi na piku. U akutnom monofaznom EAE-u indukovanom MBP-om kod Lewis
pacova, nivo iRNK za TGF-} je takode najveci na piku (Issazadeh, 1995). Medutim isti
autori kod DA pacova koji razvijaju relapsno-remitentni oblik bolesti ne pronalaze
detektabilan nivo ovog citokina, ni u perifernim limfnim organima, ni u CNS-u. Ovo bi
moglo da ukaze da DA pacovi sa akutnom monofaznom boles¢u eksprimiraju TGF-
B kao mehanizam koji koriste da bi se oporavili od bolesti. O vaznosti TGF- u
regulaciji EAE-a govori podatak da je kod DA pacova imunizovanih homogenatom
kicmene mozdine, intravenska primena fibroblasta transformisanih vektorom koji je

sadrzao gen za TGF-B dovela do smanjenja mortaliteta i poboljSanja klinicke slike
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(Zargarova, 2004). Dalje, Cautain i1 sar. su pokazali visi nivo TGF- u serumu BN
pacova rezistentnih na bolest u odnosu na podlozne Lewis pacove nakon imunizacije
MBP-om. Takode, ovi autori su pokazali da intravenska primena neutraliSuceg antitela
za TGF-B dovodi do razvoja bolesti kod ovih, inace rezistentnih pacova. Zajedno sa
ovim rezultatima, ova doktorska disertacija ukazuje da bi vis$i nivo TGF-§ u CNS-u AO
u odnosu na DA pacove zapravo mogao da bude faktor koji doprinosi rezistenciji AO

pacova na razvoj EAE-a.

Kada je u pitanju TNF, brojna istrazivanja potvrduju njegovu pro-inflamatornu ulogu u
EAE-u. Kada je humani rekombinantni TNF davan Lewis pacovima imunizovanim
homogenatom ki¢mene mozdine, dolazilo je do produzetka EAE-a i povecanja broja
infiltrata u CNS-u (Kuroda, 1991). Tretman Lewis pacova imunizovanih MBP-om
pomocu inhibitora TNF (TNFR1 vezan za polietilen glikol) je na dozno zavisan nacin
umanjivao klinicke simptome bolesti, dovode¢i do odlaganja pocCetka i smanjenja
duzine trajanja EAE-a (Martin, 1995). Kao i u modelu aktivnog EAE-a i u pasivhom
EAE-u indukovanom kod SJL/J mi$eva transferom MBP specifi¢nih CD4" T-limfocita
je nakon inhibicije TNF (subkutanom administracijom TNFR1) dolazilo do blokiranja
kako klini¢kih simptoma, tako i1 patoloskih promena (demijelinizacije i infiltracije Celija
u CNS) kod zivotinja (Selmaj, 1995a). U pasivnom EAE-u indukovanom kod Lewis
pacova (transfer MBP specificnih ¢éelija) treman TNF inhibitorom (TNFR1 vezan za
IgGl) stitio je od pojave klinickih simptoma (Klinkert, 1997). Nivo TNF u
supernatantima mononuklearnih infiltrata CNS-a bio je povec¢an kod Lewis pacova
imunizovanih MBP-om na pocetku bolesti, nakon ¢ega je opadao, ukazuju¢i na ulogu
TNF u indukciji EAE-a (Iwahashi, 1997). Direktno uvodenje TNF u CNS dovodilo je
do tezeg oblika EAE-a koji je ranije pocinjao kod (PLJxSJL)F1 miSeva imunizovanih
MBP-om (Dal Canto, 1999). TNF KO misevi C57B1/6 geneticke podloge imunizovani
MOG peptidom (35-55) imali su odlozen pocetak bolesti 1 smanjenu duzinu trajanja, ali
je bolest imala istu jac¢inu kao i kod kontrolnih miseva (Sean Riminton, 1998). Ovi
autori pokazali su da TNF uti¢e na kretanje leukocita u CNS-u odnosno na prelazak T-
limfocita iz perivaskularnog prostora u parenhim, kao i da nedostatak TNF ne utice na
demijelinizaciju. Jo$ jedna grupa autora je dobila odloZen pocetak i1 blazu klinicku sliku
bolesti koris¢enjem istog modela (Eugster, 1999), ali samo ako je u imunizaciji koriS§¢en

MOG peptid (35-55), dok prilikom imunizacije homogenatom ki¢mene mozdine izmedu
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TNF KO i kontrolnih miSeva razlike nije bilo. Kassiotis i saradnici (Kassiotis, 1999b)
pokazali su da je TNF neophodan za inicijaciju bolesti, jer je TNF KO miSevima
imunizovanim MBP-om bio odlozen pocetak bolesti, bez uticaja na kasnije stadijume,

kao ni na jacinu bolesti.

Medutim, ista grupa autora je dve godine kasnije pokazala da pored poznate pro-
inflamatorne uloge, TNF mozZe da ima i imunosupresivnu funkciju (Kassiotis, 2001).
Koris¢enjem TNF KO modela oni su pokazali da miSevi bez TNF imaju produzenu
reaktivnost na MBP i da je ekspanzija aktiviranih/memorijskih T-limfocita kod ovih
miSeva produzena, dovodeci tako do pogorsanja EAE-a. Takode, oni su pokazali da
TNF $titi miSeve imunizovane MOG peptidom (35-55) od pojave hroni¢ne bolesti, jer
kod TNF KO miseva kod kojih je odloZen pocetak i smanjena jacina bolesti, nakon
oporavka od akutnog EAE-a dolazi do razvoja hroni¢ne progresivne bolesti. Da TNF
moze da ima i neuroprotektivnhu ulogu u EAE-u nagovesteno je i ranije. Indukujuci
aktivni EAE imunizacijom MBP-om, Villarroya 1 saradnici (Villarroya, 1997) su kod
dva pacovska soja, Lewis i DA, detektovali prisustvo TNF u CNS-u tokom svih faza
bolesti, ali i mesec dana nakon oporavka Zzivotinja. Dalje, kod miSeva bez TNF
imunizovanih MOG peptidom (35-55) pokazana su teSka neuroloSka ostecenja, visok
mortalitet, inflamacija i demijelinizacija. Jo$ je pokazano da nedostatak TNF dovodi do
toga da inace rezistentni sojevi miSeva postanu podlozni razvoju EAE-a, kao i da
tretman TNF smanjuje tezinu bolesti kod ovih miSeva (Liu, 1998). Rezultati ove
doktorske disertacije su u skladu sa protektivnom ulogom TNF prilikom razvoja EAE-a,
posto pokazuju poviSen nivo ovog citokina u CNS-u AO pacova koji su rezistentni na
indukciju bolesti. Nivo ovog citokina se kod AO pacova statisticki znacajno povecava
odmah na pocetku bolesti i ostaje visok sve do faze oporavka, dok kod DA pacova koji
su podlozni razvoju EAE-a ni u jednoj fazi bolesti ne dolazi do povecanja TNF.
Zanimljivo je da ¢ak i1 zdravi AO pacovi imaju visi nivo TNF u odnosu na DA pacove,
Sto ukazuje da bi poviSen nivo ovog citokina mogao da bude jedan od faktora koji

doprinosi njihovoj rezistenciji.

Poslednjih desetak godina pocinje da se nagovestava razlog ovakve dvostruke uloge
TNF. Koris¢enjem genetski modifikovanih C57Bl/6 miSeva imunizovanih MOG
peptidom (35-55) pokazano je da miSevi bez TNFR1 imaju odlozen pocetak, slabiju
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progresiju i smanjenu demijelinizaciju, dok miSevi bez TNFR2 imaju jacu bolest 1 isti
stepen demijelinizacije kao kontrolni miSevi (Eugster, 1999). Ovi rezultati prvi ukazuju
na kljuénu ulogu TNFRI1 u razvoju EAE-a i na protektivhu ulogu signalnog puta
pokrenutog vezivanjem za TNFR2 u klinickom toku ove bolesti. Zatim slede brojna
istrazivanja koja potvrduju gore navedeno. TNFR1 KO miSevi imunizovani MOG
peptidom (35-55) su bili potpuno rezistentni na indukciju bolesti, dok su TNFR2 KO
imali jacu bolest nego kontrolni miSevi, pracenu jakom inflamacijom 1
demijelinizacijom (Suvannavejh, 2000). U modelu pasivnog transfera indukovanog
MOG peptidom (35-55), TNFR1 KO miSevi nisu pokazivali klini¢ke simptome bolesti.
Takode, pokazano je da je interakcija TNF i TNFR1 odgovorna za prelazak celija iz
perivaskularnog prostora u parenhim CNS-a, posto su se kod TNFR1 KO miseva T-
¢elije zadrzavale u perivaskularnom prostoru (Gimenez, 2006). Druga studija je
pokazala da TNFR2 KO miSevi imunizovani MOG peptidom (35-55) imaju pojacane
simptome EAE-a (Tsakiri, 2012). Kod ovih miSeva je pokazan povecan broj Th17 ¢éelija
kako u ki¢menoj mozdini, tako i u perifernim limfnim organima. Takode, u istim
tkivima je detektovan smanjen broj i proliferativni kapacitet Foxp3® Treg, smanjen
odlazak ovih ¢elija u ciljna tkiva kao i njihova smanjena supresivna mo¢ (Tsakiri,
2012). U revijskom radu Caminero i saradnici (Caminero, 2011) jasno ukazuju na
razdvajanje uloge TNFR1 i TNFR2 u razvoju EAE-a, navode¢i angazovanje TNFR1
kao klju¢no za inflamaciju i1 demijelinizaciju, a angazovanje TNFR2 za ograniCavanje
patologije EAE-a. U ovoj doktorskoj disertaciji nije pokazana razlika u nivou ekspresije
TNFR1 u CNS-u izmedu AO i DA pacova, kao ni u razli¢itim fazama EAE-a unutar
soja. Kada je u pitanju ekspresija TNFR2, pokazano je da je ona visa u CNS-u DA
pacova na piku bolesti u odnosu na AO pacove, kao 1 da je TNFR2 ekspresija kod DA
pacova na piku bolesti statisticki znacajno viSa u odnosu na fazu pocetka i na fazu
oporavka unutar ovog soja. Ovi rezultati pokazuju da rezistentnost AO pacova na
indukciju EAE-a nije posledica niti smanjene ekspresije TNFRI1, niti povecane
ekspresije TNFR2. Sa druge strane, moze se pretpostaviti da je povecana ekspresija
TNFR2 kod DA pacova na piku bolesti vazna za otpocinjanje procesa oporavka kod

ovih pacova.

Dualna uloga TNF i razdvajanje signalnog puta koji se pokre¢e vezivanjem sTNF za

TNFR1 od onog koji se pokrece vezivanjem tmTNF za TNFR2 je moguce objasnjenje
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zaSto klinicka studija u kojoj je za leCenje obolelih od MS-a koriS¢en neselektivni
inhibitor TNF (lenercept) nije donela ocekivane rezultate. Zato se predlaze selektivno
blokiranje sSTNF/TNFR1 ose, a oCuvanje tmTNF/TNFR2 signalnog puta kao moguci
pristup za tretman MS-a (Van Hauwermeiren, 2011). Koris¢enjem selektivnog
antagonista TNFR1 (PEG-RlantTNF) dobijaju se smanjeni klinicki simptomi i
demijelinizacija na pocetku EAE-a kod C57Bl/6 miSeva imunizovanih MOG peptidom
(35-55), kao 1 smanjena infiltracija Thl 1 Th17 u CNS (Nomura, 2011). Kod istih
miSeva koriS¢enjem selektivnog inhibitora sTNF Xprol595 doslo je do znacajnog
smanjenja klinickih simptoma u odnosu na kontrolne miseve (Taoufik, 2011; Brambilla,
2011). U ovoj doktorskoj disertaciji nije pokazana razlika u nivou solubilnog TNF u
homogenatima ki¢mene mozdine izmedu imunizovanih AO 1 DA pacova na piku
bolesti. Ovo ostavlja prostor da se pretpostavi da bi poviSen nivo TNF kod AO pacova
mogao da bude posledica povisenog nivoa protektivnog transmembranskog TNF, zbog
¢ega su AO pacovi rezistentni na indukciju EAE-a. Ova pretpostavka nije ispitana u

naSem istrazivanju.

Tretman pacova neselektivnim inhibitorom etanerceptom nije imao uticaj na klinicku
sliku imunizovanih DA pacova, osim $to je smanjio trajanje bolesti. Ovo je u skladu sa
podacima koje su dobili Taofik i Brambilla (Taofik, 2011; Brambilla, 2011) gde, za
razliku od primene selektivnog inhibitora za solubilnu formu TNF (Xpro1595), primena
etanercepta nije dovela do poboljSanja EAE-a kod imunizovanih miseva. Postoji
skorasnji podatak druge grupe autora koji su kod C57Bl/6 miSeva imunizovanih MOG
peptidom (35-55) dobili odlozen pocetak i smanjenu incidencu bolesti koriS¢enjem
etanercepta, ali kod ve¢ uspostavljene bolesti, tretman nije uticao na njenu tezinu
(Batoulis, 2013). Razlike izmedu rezultata ove doktorske disertacije i rezultata koje su
dobili Batoulis i saradnici mogu se pripisati razlicitom nacinu tretmana Zivotinja, posto
je protokol koris¢en ovde (preuzet iz Taofik, 2011; Branbilla, 2011) podrazumevao
subkutanu aplikaciju etanercepta pocevsi od pojave prvih simptoma bolesti, dok su
Batoulis i saradnici etanercept primenjivali intraperitonealno pocevsi ve¢ tri dana nakon
imunizacije. Dalje, tretman AO pacova etanerceptom nije doveo do razvoja EAE-a.
Medutim, iz svega gore navedenog, neselektivnom inhibicijom TNF blokiraju se
njegova pro-inflamatorna, ali i imunosupresivna svojstva, pa tretman AO pacova

etanerceptom verovatno nije dovoljan za prevazilaZzenje njihove rezistencije na
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indukciju bolesti. Takode, rezistentnost AO pacova verovatno nije posledica samo
povecane ekspresije TNF, te multifaktorijalnost moze biti razlog neprevazilaZzenja

njihove rezistencije koriS¢enjem etanercepta (Miljkovic, 2006a).

Razlike u nivou IL-10 i TNF izmedu imunizovanih DA i AO pacova se barem
delimi¢no mogu objasniti razlikama u ekspresiji ovih citokina u CD4" éelijama infiltrata
kiémene mozdine. Naime, CD4" ¢elije koje infiltriraju u CNS-u pokazuju veéu
ekspresiju IL-10 kod DA pacova u odnosu na iste ¢elije AO soja. Mnogi radovi govore
o vaznosti produkcije IL-10 tokom razvoja EAE-a od strane T-¢elija. Tako je pokazano
da T-¢elije Lewis pacova reaktivirane MBP-om eksprimiraju IL-10 (Sun, 1995), kao 1
da encefalitogena T celijska linija izolovana iz imunizovanih DA pacova produkuje ovaj
citokin (Lenz, 1999). Th2 ¢elije su pokazale sposobnost suprimiranja EAE-a u misjem
modelu, upravo preko IL-10 (Stohlman, 1999). Pored toga $to je pokazano da klasi¢ne
Treg celije koje produkuju IL-10 Stite od EAE-a i u pasivnom transferu mogu da
indukuju tolerancu (Rynda-Apple, 2011), zanimljivo je da je pokazano da od Thl
¢elijske populacije mogu da nastanu Treg ¢elije odgovorne za suprimiranje EAE-a koje
ne eksprimiraju Foxp3, a pored IFN-y sintetiSu i IL-10 (Gabrisova, 2010). Takode, 1
Th17 ¢elije mogu da produkuju IL-10 i ovakve Th17 ¢elije dovode do slabijeg razvoja
EAE-a prilikom pasivnog transfera (Zhang, 2011). Ovaj mehanizam autoregulatorne
povratne sprege koriste CD4" éelije kako bi ograni¢ile produkciju pro-inflamatornih
citokina (Huss, 2011), pokazujuéi vaznost produkcije IL-10 od strane CD4" éelija za
oporavak od bolesti. Zanimljivo je da su rezultati ove doktorske disertacije pokazali da
u ¢elijama drenirajuc¢eg limfnog ¢vora izolovanim u induktivnoj fazi bolesti razlika u
nivou IL-10 postoji u korist imunizovanih DA pacova, dok razlike izmedu AO i DA
pacova nema u CD4" ¢elijama ovih organa. Ranije je objavljen podatak da u ¢elijama
drenirajuc¢eg limfnog ¢vora nema razlike u produkciji IL-10 izmedu imuninizovanih AO
1 DA pacova na pocetku EAE-a (Luki¢, 2001). Zajedno sa nasim rezultatima ovo
ukazuje na verovatnocu da milje CNS-a u inflamaciji kod imunizovanih DA pacova
dovodi do poveéane ekspresije IL-10 od strane infiltrisu¢ih CD4" ¢elija, u cilju

oporavka od EAE-a.

Kada je u pitanju TNF, ova doktorska disertacija je pokazala da CD4" koje infiltriraju u

CNS tokom razvoja EAE-a produkuju ovaj citokin. lako su Renno i saradnici (Renno,
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1995) identifikovali makrofage kao osnovne proizvodace TNF medu infiltriSu¢im
éelijama CNS-a, postoje i literaturni podaci koji ukazuju na vaznost CD4" éelija.
Kruglov 1 saradnici (Kruglov, 2011) pokazuju da su pored mijeloidnih ¢elija upravo T-
¢elije kljucni izvor TNF tokom razvoja EAE-a. Dalje, ova disertacija je pokazala da
nema razlike u nivou TNF izmedu imunizovanih AO i DA pacova u perifernim limfnim
organima, ve¢ da su ove razlike uocene u ciljnom tkivu (CNS). Ranije je pokazano da se
aktivacioni status CD4" T ¢elija ne razlikuje u éelijama periferne krvi, veé¢ u CNS-u
imunizovanih AO i DA pacova, odnosno da DA pacovi imaju veci broj aktiviranih, a
manji broj naivnih CD4" éelija u CNS-u u odnosu na AO soj (Miljkovi¢, 2011b).
Takode, pokazano je da se imunizovani AO 1 DA pacovi razlikuju po ekspresiji IL-17 i
IFN-y u infiltratima CNS-a, ali da se ove razlike gube kade se ¢elije restimuliSu i gaje u
kulturi (Miljkovi¢, 2011b). U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da nakon
imunizacije upravo CD4" éelije infiltrata rezistentnih AO pacova imaju veéu ekspresiju
TNF u odnosu na podlozni DA soj. Ovi rezultati, zajedno sa rezultatima vezanim za IL-
10 doprinose pretpostavci da je milje CNS-a odgovoran za primecene razlike u

podloznosti indukciji EAE-a izmedu AO i DA soja.

O wulozi IL-10 i TNF u razvoju EAE-a posredno govori in vivo tretman
metilprednizolonom koji dovodi do poboljSanja klinicke slike imunizovanih DA
pacova. Tretman MP-om ne dovodi do povecanja ekspresije IL-10 u homogenatima
kicmene mozdine DA pacova. Kako se povecanje ekspresije IL-10 inace dogada nakon
imunizacije u odsustvu tretmana, moze se zakljuciti da u uslovima smanjene inflamacije
do kojih dovodi MP nema ni potrebe za povecanom ekspresijom ovog citokina.
Medutim, ono $to je zanimljivo je da MP ipak dovodi do povecane ekspresije ovog anti-
inflamatornog citokina u infiltratima ki¢mene mozdine. Kao §to je prethodno pokazano
MP smanjuje ekspresiju i produkciju pro-inflamatornih citokina u infiltratima CNS-a u
DA pacova (Miljkovi¢, 2009), a sada se njegovom pozitivnom efektu u tretmanu EAE-a
moze dodati i sposobnost povecanja ekspresije anti-inflamatornog citokina IL-10, kao
mehanizma za ograni¢avanje neuroinflamacije. Ipak, u ovoj doktorskoj disertaciji je
pokazano da in vitro tretman astrocita MP-om dovodi do smanjenja ekspresije 1L-10.
Od ranije se zna da MP moze razli¢ito da deluje na razlicite tipove ¢éelija, npr smanjuje
broj aktiviranih i memorijskih CD8" éelija, a poveéava broj naivnih i regulatornih ¢elija

kod pacijenata obolelih od MS-a (Aristimuno, 2008). Takode, zna se da u povredenom
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CNS-u glukokortikoidi mogu da dovedu i do pro-inflamatornog odgovora, u zavisnosti
od primenjene koncentracije (Sorrells, 2007). Na osnovu navedenog, moguce je
zakljuciti da u EAE-u koji se indukuje u nasoj laboratoriji MP ima razliCit uticaj na
¢elije koje infiltriraju CNS 1 na astrocite koji predstavljaju rezidentnu celijsku

populaciju, ali sumarno dovode¢i do smanjenja EAE-a kod DA pacova.

Tretman DA pacova MP-om smanjuje ekspresiju TNF u homogenatima ki¢mene
mozdine, pri tome ne uticuci na ekspresiju ovog citokina u ¢elijama koje infiltriraju
CNS. Pokazano je da MP zapravo deluje na astrocite, ¢elije koje su identifikovane kao
osnovni proizvodaci TNF u CNS-u pacijenata obolelih od MS-a (Cannela i Raine,
1995). Oba primecena fenomena mogu biti protumacena kao pozitivno delovanje TNF
na smanjenje inflamacije u CNS-u tokom EAE-a. Naime, smanjenje ekspresije TNF u
astrocitima pod delovanjem MP-a moze se tumaciti kao smanjenje potencijalnog Stetnog
delovanja koje TNF ispoljava tokom razvoja EAE-a, kao S$to je npr. njegova
citotoksi¢nost za oligodendrocite (Selmaj 1 Raine, 1988). Sa druge strane, izostanak
uticaja MP-a na ekspresiju TNF u ¢elijama koje infiltriraju CNS takode se moze
posmatrati kao pozitivno delovanje TNF na smanjenje inflamacije tokom razvoja EAE-
a. Zanimljivo je da sam TNF posredno moze da dovode do sekrecije glukokortikoida
(Bernardi, 1990), pa bi oCuvanje njegove lokalne produkcije u infiltratima moglo da
bude blagotvorno, dovode¢i da sekrecije glukokortikoida od strane neurona i na taj
nacin umanjujuéi inflamaciju. Dalje, pokazano je da je jedan od mehanizama kojima
MP dovodi do neuroprotekcije apoptoza T-Celija koje infiltriraju CNS (Smidth, 2000).
Sa druge strane, pokazano je da je sprovodenje signala preko TNFR1 odgovorno za
apoptozu T-limfocita u inflamatornim lezijama miSeva kod kojih je indukovan EAE
(Bachmann, 1999). Dakle, ocuvanje lokalne produkcije TNF od strane infiltriSucih
¢elija CNS-a pod delovanjem MP bi moglo za posledicu imati indukciju apoptoze u T-
¢elijama. Kada je u pitanju poredenje AO i DA pacova, veca stopa apoptoze je
primecena u infiltratima rezistentnog AO soja (Luki¢, 2001; Miljkovié, 2011b). Luki¢ i
sar. su smanjenu stopu apoptoze kod DA podloznog soja objasnili izostankom delovanja
TGF-B na indukciju apoptoze. Kako je u ovoj disertaciji pored povisenog nivoa TGF-3
pokazan 1 poviSen nivo TNF kod AO u odnosu na DA pacove, moze se pretpostaviti da

ova dva citokina zajedno doprinose rezistenciji AO soja indukujuci apoptozu u ¢elijama
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koje infiltriraju CNS. Takode, iz ovih rezultata je moguce zakljuciti da TNF u CNS-u

moze da ima razli¢itu ulogu u zavisnosti od tipa ¢elija koje ga produkuju.

Konac¢no, rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da ispitivani citokini uticu na
razvo] EAE-a povecanjem ekspresije CXCL12 hemokina u astrocitima. CXCL12 je
molekul koji moze da ograni¢i neuroiflamaciju tokom razvoja EAE-a (Momcilovi¢,
2012). Pokazano je da CXCLI12 inhibira EAE limitiraju¢i prelazak imunskih celija iz
perivaskularnog prostora u parenhim CNS-a (Mc Candles, 2006; 2008). Dalje je
pokazano da CXCL12 dovodi do promene polarizacije Thl ¢elija u regulatorne celije
koje sekretuju IL-10 (Meiron, 2008), kao i da moZe da dovede do apoptoze CD4" T-
¢elija (Colamussi, 2001). U nasoj laboratoriji je pokazano da je ekspresija CXCL12 kod
AO pacova rezistentnih na EAE veca nego kod DA pacova koji podlezu bolesti, kao i da
primena inhibitora ovog hemokina dovodi do prevazilazenja rezistencije AO pacova na
indukciju EAE-a (Miljkovi¢, 2011b). Astrociti su najpotentniji producenti CXCLI12 u
CNS-u obolelih od MS-a (Ambrosini, 2005). Takode, oni imaju veoma vaznu
regulatornu ulogu u neuroinflamaciji (Miljkovi¢, 2011c). Ekspresijom CXCL12 astrociti
mogu da privuku nezrele dendritske ¢elije u CNS (Ambrosini, 2005) koje zatim, pod
delovanjem IL-10 mogu da kontroliSu pro-inflamatroni odgovor u MS-u (Adikari,
2004). Kako je ova doktorska disertacija pokazala da IL-10 dovodi do povecanja
ekspresije CXCL12 zanimljivo je pretpostaviti da IL-10 i CXCL12 u CNS-u DA pacova
deluju jedan na drugog mehanizmom pozitivne povratne sprege. IL-10 koji je poviSen u
CNS-u DA pacova nakon imunizacije stimuliSe ekspresiju CXCL12 u astrocitima.
Ekspresija CXCL12 dovodi do jos ve¢e produkcije IL-10 od strane T-¢elija, kao i do
privlacenja nezrelih dendritskih ¢elija u CNS. Nezrele dendritske ¢elije pod dejstvom
IL-10 dovode do stvaranja pozitivhog miljea za razreSavanje neuroinflamacije, pa tako
CXCLI12 1 IL-10 zajedno doprinose oporavku DA pacova od EAE-a. Sa druge strane,
zna se da je TNF bitan za kretanje leukocita jer utiCe na ekspresiju hemokina
(Sedgwick, 2000). Medutim, njegov uticaj na povecanje ekspresije neuroprotektivnog
CXCL12 bi mogao da bude jedan od faktora koji doprinose rezistenciji AO pacova na
indukciju EAE-a.

Sumarno, rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da bi IL-10 mogao da bude vazan

faktor za otpocinjanje oporavka od EAE-a kod DA pacova, dok bi TNF i TGF-§ mogli
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da imaju ulogu u smanjenju inflamacije, odnosno da predstavljaju faktore koji dovode

do rezistencije AO pacova na indukciju bolesti.
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6.ZAKLJUCCI



Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, a u skladu sa postavljenim ciljevima,

dosli smo do slede¢ih zakljucaka:

e Ekspresija i produkcija IL-10 je veca kod DA u odnosu na AO pacove u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima izolovanim u induktivnoj fazi bolesti, dok ove

. + e . . . . . .
razlike nema u CD4" T-¢elijama ovih organa izolovanim u istoj fazi;

e Nema razlike u ekspresiji 1 produkciji TNF u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima
AO i DA pacova izolovanim u induktivnoj fazi bolesti, kao ni u CD4" T-

¢elijama ovih organa izolovanim u istoj fazi;

e Ekspresija i produkcija IL-10 je veéa u homogenatima CNS i infiltratima
imunskih éelija u ki¢menoj mozdini, kao i u CD4" T-¢elijama infiltrata kiémene

mozdine kod DA u odnosu na AO pacove na piku bolesti;

e Ekspresija TGF-f je veca u homogenatima CNS 1 infiltratima imunskih ¢elija u
ki¢menoj mozdini, kao i u CD4" T-¢elijama infiltrata ki¢mene mozdine kod AO

u odnosu na DA pacove na piku bolesti;

e Ekspresija i produkcija TNFje ve¢a u homogenatima i infiltratima imunskih
éelija u kiémenoj mozdini, kao i u CD4" ¢éelijama infiltrata kiémene mozdine

kod AO u odnosu na DA pacove na piku bolesti;

e Tretman imunizovanih DA pacova metilprednizolonom dovodi do smanjenja
ekspresije IL-10 u homogenatima kicmene mozdine, kao i1 u primarnoj ¢elijskoj
kulturi astrocita, dok u infiltratima imunskih celija kicmene mozdine povecava

ekspresiju IL-10;

e Tretman imunizovanih DA pacova metilprednizolonom dovodi do smanjenja
ekspresije TNFu homogenatima ki¢mene mozdine, kao i u primarnoj c¢elijskoj
kulturi astrocita, ali ne utice na ekspresiju TNF u infiltratima imunskih c¢elija

ki¢mene mozdine;
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e Tretman etanerceptom ne uti¢e na klinic¢ki tok EAE-a kod AO i DA pacova;

e [L-10 i TNF dovode do povecanja ekspresije CXCL12 u primarnoj c¢elijskoj

kulturi astrocita.

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje doprinosa IL-10, tipicnog anti-
inflamatornog 1 TNF, tipi¢nog pro-inflamatornog citokina podloZznosti, odnosno
rezistenciji na indukciju EAE-a koris¢enjem AO/DA modela. Na osnovu dobijenih
rezultata, moze se zakljuciti da bi IL-10 mogao biti vazan za oporavak DA pacova od
EAE-a, dok bi TNF mogao biti jedan od faktora koji dovode do rezistencije AO pacova

na indukciju bolesti.
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Lista najceSce koriSc¢enih skracenica:

MS- multipla skleroza

CNS- centralni nervni sistem

CD- cluster of differentiation (eng.)

MHC- major histocompatibility complex (eng.)
GWAS- genome wide association studies (eng.)
IL- interleukin

IFN- interferon

Th- T helper (eng.)

TNF- tumor necrosis factor (eng.)
EAE-eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis
MBP- mijelin bazni protein

PLP- proteolipidni protein

MOG- mijelin oligodendrocitni glikoprotein
TCR- T cell receptor (eng.)

DA- Dark Agouti

BN- Brown Norway

AO- Albino Oxford

iRNK- informaciona ribonukleinska kiselina
TACE- TNF-alpha converting enzyme (eng.)
SCH- spinal cord homogenate (eng.)

PBS- phosphate buffer saline (eng.)



CFA- complete Freund’s adjuvant (eng.)
d.p.i.- dan posle imunizacije

MP- metilprednizolon

FCS- fetal calf serum (eng.)

RS- rat serum (eng.)

BSA- bovine serum albumin (eng.)
GFAP- glial fibrillary acidic protein (eng.)
ConASn- konkanavalin A supernatant
DEPC- diethylpyrocarbonate (eng.)

PCR- polymerase chain reaction (eng.)
ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay (eng.)
dNTP- dezoksiribonukleotid-trifosfat
PMA- phorbol myristate acetate (eng.)
PB- permeabilization buffer (eng.)

KO- knockout (eng.)
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