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Uloga mikrobiote i limfnog tkiva creva u otpornosti pacova soja Albino Oksford 

na indukciju eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa 

 

 

taka koji pokazuju ulogu crevne 

autoimunosti CNS dobijeno je  na eksperimentalnom autoimunskom 

-u se 

autoimunski odgovor protiv CNS-a 

imunizacije, gde se CD4+ -a aktiviraju i 

diferenciraju u Th (engl -

produkuju IL-

lokalnih antigen- . Nakon reaktivacije, encefalitogene Th 

 inflamaciju unutar CNS-a.  

Albino oksford (AO) pacovi su veoma otporni na indukciju EAE-a. S druge 

razlikuju po 

GALT-a i mikrobiote creva u otpornosti pacova soja AO na indukciju EAE-a. 

creva 

ulogu u regulaciji imunskog odgovora kroz interakciju sa limfnim tkivom creva (GALT, 

engl. gut-associated lymphoid tissue) -u je pokazano da 

efekte modulacijom odnosa Th1 i Th17 encefalitogenih 

(Treg). Poznato je i da encefalitogene CD4+ 

 Pejerove p  u Treg. Smatra 



 
 

j rediferencijaciji imaju crevne bakterije i njihovi produkti. 

 u crevima 

prevencija i tretman bolesti. 

osoba obolelih od 

multiple skleroze i zdravih osoba pokazuju kod pacijenata 

zastupljenost pojedinih grupa bakterija,  Clostridia klaster XIV i IV, 

Bacteroides fragilis, i rodova Pseudomonas, Mycoplana, Haemophilus, Dorea i Blautia. 

 

propagaciji, ali i u prevenciji autoimunoskih procesa u CNS-u. Sastav mikrobiote creva 

se razlikuje kod pacijenata obolelih od multiple skleroze i zdravih osoba. U skladu sa 

-u, DA, i soj koji je otporan na indukciju EAE-a, AO, 

pokazali su razlike u sastavu mikrobiote creva u . Konkretno, 

Turicibacter Lachnospiraceae 

promoteri otpornosti na indukciju EAE-a ili oporavka od EAE-a.  

 rova, kao i 

 

+ -a -a AO soja pacova 

otpornog na EAE su produkovale manje IFN- - DA sojem pacova 

-a. Produkcija IL-10 kao glavnog imunoregulatornog 

citokina u crevima koji ispoljava imunosupresivne efekte, razlikovala se 

dva soja pacova.  

Antibiotski tretman o otpornost AO pacova prema indukciji EAE-a

oj 

i -17 u CNS-u. Primena antibiotika je dovela i do promena 

u sa 

om zastupljeno  CD4+ proinflamacijskih 

citokina. Analiza zastupljenosti Treg je pokazala da 

sojeva samo  



 
 

 limfnim 

mikrobiote creva AO pacova se znatno promenio nakon  nedelje primene 

e promene izgubile.  

Transferom mikrobiote crev

simptoma EAE-a kod DA pacova. U CNS-u dolazi do smanjenja koncentracije IL-17 

kod tako tretiranih DA 

 

e diverziteta 

crevne mikrobiote tretiranih DA pacov

 

Rezultati ove doktrorske disertacije jasno pokazuju da crevna mikrobiota ima 

bitnu ulogu u patogenezi autoimunskog procesa prisutnog u CNS-u i da bi njena 

modulacija mogla biti novi pristup u terapiji multiple skleroze. 

 

 

 eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, Albino Oksford pacovi, 

mikrobiota creva, limfno tkivo creva. 

 Biologija 

 Imunobiologija  
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Role of gut microbiota and gut-associated lymphoid tissue in resistance of Albino 

Oxford rats to experimental autoimmune encephalomyelitis induction 

Abstract 

 

Multiple sclerosis is a chronic inflammatory neurodegenerative demyelinating 

disease of the central nervous system (CNS). Etiology of multiple sclerosis is still 

unknown, but data are showing that gut microbiota plays an important role in the 

pathogenesis of this disease. Information about the significance of gut microbiota in 

CNS autoimmunity has been dominantly obtained in studies in experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE), an animal model of multiple sclerosis. The 

autoimmune response against CNS starts in lymph nodes draining the site of 

immunization in EAE. There, CD4+ T cells are being activated and differentiated into 

Th1 (helper T cells) and Th17 cells that produce IFN- -17, respectively. When 

Th cells arrive in the CNS, they are reactivated by local antigen-presenting cells. After 

the reactivation, these encephalitogenic T cells initiate and propagate CNS 

inflammation.  

 Albino Oxford (AO) rats are highly resistant to EAE induction. On the other 

hand, Dark Agouti (DA) rats develop EAE even after the mild immunization. In our 

earlier studies it was shown that AO rats had less activated Th1 and Th17 cells in the 

relevant lymph nodes in response to encephalitogenic immunization, unlike DA rats. 

Also, it was shown that relatively small number of encephalitogenic cells infiltrated 

CNS in AO rats. Up until now, the studies of role of GALT and gut microbiota in 

resistance of AO rats in EAE induction have not been conducted.  

It has been increasingly appreciated that gut microbiota plays an important role 

in the regulation of the immune response through interaction with the cells of gut-

associated lymphoid tissue (GALT). In EAE studies specific gut microorganisms have 

been proposed to promote the disease, while others have been shown to have therapeutic 

effects by modulating ratio and activity of encefalitogenic Th1 and Th17 cells and 

regulatory T cells (Treg). Encefalitogenic cells can also migrate to GALT, including 

-differentiated into 



 
 

Treg. It is considered that intrinsic bacteria and their products play an important role in 

this re-differentiation. That is why it has become important to determine which bacteria 

and in what ways are implicated in multiple sclerosis pathogenesis, to prevent and treat 

the disease by modulating gut microbiota. Recent comparative studies of gut microbiota 

content of multiple sclerosis patients and healthy individuals have shown increased 

presence of some groups of bacteria in patients, including Clostridia clusters XIV and 

IV, Bacteroides fragilis, and Pseudomonas, Mycoplana, Haemophilus, Dorea, Blautia. 

However, the results of previous studies cannot clarify what are the mechanisms of 

contribution of gut microbiota to pathogenesis of multiple sclerosis.  

 Gut microbiota and GALT are considered to be important players in initiation, 

propagation, but also in prevention of CNS autoimmunity. Gut microbiota content 

differs among multiple sclerosis patients and healthy subjects. In accordance to that, 

EAE-resistant rat strain and EAE-prone rat strain have different gut microbiota content 

in our experiments. Specifically, Turicibacter sp. and members of Lachnospiraceae 

family are identified as possible promoters of EAE resistance or EAE recovery. Besides, 

AO and DA rats. DA rats have higher proportion of CD4+ cells and more Tregs. Further, 

GALT cells of EAE-resistant rat strain produced less IFN- -17 in comparison to 

EAE-prone rat strain. Production of IL-10, major immunoregulatory cytokine, was also 

different among these rat strains.  

 Antibiotic treatment disturbed EAE resistance in AO rats. It was observed in the 

form of mild clinical symptoms, higher number of spinal cord infiltrates and a higher 

concentration of IL-17 in the CNS. Antibiotic effects were seen in lymph nodes 

draining the site of immunization; they had higher cellularity, a higher proportion of 

CD4+ cells, and higher production of proinflammatory cytokines. Treg analysis showed 

that there was a After the 

immunization, less Treg was observed in draining lymph nodes, mesenteric lymph 

was significantly changed after four weeks of antibiotic treatment. 

 Gut microbiota transfer from AO rats into DA rats resulted in milder EAE 

symptoms in DA rats and lower concentration of IL-17 in CNS. Increased proportion of 



 
 

Treg was observed in draining lymph nodes in the treated animals. Gut microbiota 

transfer led to more significant changes in gut microbiota diversity of treated rats, 

especially in lactic acid bacteria.  

 Results of this doctoral thesis clearly demonstrate important role of gut 

microbiota in the pathogenesis of the CNS autoimmunity. They also imply that 

modulation of gut microbiota could be used as a novel therapeutic approach in multiple 

sclerosis.   

 

 

Key words: experimental autoimmune encephalomyelitis, Albino Oxford rat, gut 

microbiota, gut-associated lymphoid tissue. 
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AO - Albino Oksford  

AhR  aril-hidrokarbonski receptor 

Antb   

 antigen-  

BSA  Serum Albumine) 

CNS  centralni nervni sistem 

ConA  konkanavalin A 

CTL   

Ctrl   

d.p.i.  dan posle imunizacije 

DA - Dark Agouti 

  

DGGE  gel elektroforeza tu (engl. Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) 

Dsc   

EAE  eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

FCS  engl. Fetal Calf Serum) 

GALT  limfno tkivo creva (engl. Gut Associated Lymphoid Tissue) 

Gmbt  transfer crevne mikrobiote (engl. Gut microbiota transfer)  

HKM   

IFN  interferon 

IL  interleukin 

k.s.   



 
 

KFA  kompletni Frojndov adjuvans  

MBP  bazni protein mijelina (engl. Myelin Basic Protein) 

MHC  glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex) 

MKB   

ML  engl. Maximum Likelihood 

  ovi  

MOG  mijelinski oligodendrocitni glikoprotein 

neim   

NO  azot-monoksid 

NSI   

PB   

PBS  engl. Phosphate Buffer Saline 

PLP  proteolipidni protein 

PP   

PSA  polisaharid A 

RPMI  engl. Roswell Park Memorial Institute 

RRMS  relapsno-remitentna multipla skleroza 

RS  pacovski serum (engl. Rat Serum) 

SCFA  t-Chain Fatty Acids) 

Th  elije (engl. helper T cells) 

TMB - tetrametilbenzidin 

TNF  faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor) 

Treg   



 
 

 

1. Uvod ......................................................................................................................... 1 

1.1. Multipla skleroza ............................................................................................... 2 

1.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis ................................................. 6 

1.3. Citokini u multiploj sklerozi i eksperimentalnom autoimunskom 

encefalomijelitisu.......................................................................................................... 8 

1.4. 

autoimunskog encefalomijelitisa .................................................................................. 9 

1.5. Uloga mikrobiote creva u razvoju multiple skleroze i eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa ................................................................................ 10 

1.6. Uloga antibiotika u modulaciji mikrobiote creva i uticaj na eksperimentalni 

autoimunski encefalomijelitis ..................................................................................... 13 

1.7. Primena mikrobiote creva u terapiji multiple skleroze i eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa ................................................................................ 14 

2. Ciljevi ......................................................................................................................... 16 

3. Materijal i metode ....................................................................................................... 19 

3.1. Reagensi i rastvori ............................................................................................... 20 

 ................................................................................... 21 

 ........................................................ 21 

3.3. In vivo tretman AO pacova antibioticima ........................................................ 22 

3.4. Transfer mikrobiote creva AO pacova u DA pacove ...................................... 22 

 ................................................................................................................................ 23 

 ............................ 24 

3.7. Merenje produkcije citokina ELISA testom ........................................................ 24 

 ............................................. 25 

3.8.1. Analiza fenotip  ............................................................... 25 



 
 

 ..................................................................... 26 

 ........................................................... 27 

3.9.1. Bojenje hematoksilinom i eozinom .................................................................. 27 

3.10. Analiza mikrobiote ............................................................................................ 28 

3.10.1. Priprema uzoraka za analizu ....................................................................... 28 

3.10.2. Izolovanje DNK .......................................................................................... 28 

 .. 28 

 ............................................................................... 30 

4. Rezultati .................................................................................................................. 31 

-a ........................................... 32 

33 

imunizovanih AO i DA pacova .............................................................................. 34 

4.1.3. Produkcija IFN-  ............................................... 35 

4.1.4. Produkcija IL-  ............................................... 36 

4.1.5. Produkcija IL-  ............................................... 37 

4.1.6. Produkcija IFN-  ...................... 38 

4.1.7. Produkcija IL-  ....................... 39 

4.1.8. Produkcija IL-  ....................... 40 

AO i DA pacova ..................................................................................................... 41 

imunizovanih AO i DA pacova .............................................................................. 42 

imunizovanih AO i DA pacova .............................................................................. 43 

neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova ................................................. 44 



 
 

 ......................................... 45 

............................................. 48 

4.4. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na otpornost AO pacova na EAE ....... 51 

4.4.1. Uticaj antibiotsk  ............................................. 52 

 .......................................................... 53 

4.4.3. Uticaj antibiotskog tretmana na koncentraciju citokina u homogenatima 

 .................................................................................................... 54 

 ...................................................................................................... 55 

 56 

 ................................................................................................................... 57 

4.4.7. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IFN-

 ............................................................................................................... 58 

4.4.8. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-

 ............................................................................................................... 59 

4.4.9. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL- limfnim 

 ............................................................................................................... 60 

4.4.10. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IFN-

 ................................................................................................. 61 

4.4.11. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-

 ............................................................................................................... 62 

4.4.12. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-

 ............................................................................................................... 63 

4.4.13. Uticaj tretmana antibioticima na zastupljenost CD4+ 

 ................................................................................................. 64 

 ............................................................................................................... 65 



 
 

4.4.15. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost CD4+ 

 ................................................................................................. 66 

4.4.16. Ispitivanje efekta antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u 

 ........................................................................ 67 

4.4.17. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost CD4+ 

 ................................................................................................................... 68 

4.4.18. Ispitivanje efekta antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u Pejerovim 

 ................................................................................................................... 69 

4.4.19. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na sastav mikrobiote creva ........ 70 

4.5. Ispitivanje uticaja transfera mikrobiote creva na GALT i sastav mikrobiote creva

 .................................................................................................................................... 72 

pacova ..................................................................................................................... 73 

4.5.2. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na koncentraciju citokina u 

 .......................................................................... 74 

 ...................................................................................................... 75 

 ............................................................................... 76 

4.5.5. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4+ 

 ............................................................................ 77 

4.5.6. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u 

 ............................................................................ 78 

4.5.7. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4+ 

 ........................................................................ 79 

4.5.8. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u 

 ........................................................................ 80 

4.5.9. Uticaj transfera crevne mikrobiote AO pacova na sastav mikrobiote creva 

 .................................................................... 81 



 
 

4. Diskusija ................................................................................................................. 83 

5.  ................................................................................................................. 99 

7. Literatura .................................................................................................................. 103 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Uvod 
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1.1. Multipla skleroza 

 

, inflamacijska, neurodegenerativna, 

bolest centralnog nervnog sistema (CNS). Oko 2 500 000 ljudi u svetu pati od multiple 

skleroze (Svetska zdravstvena organizacija, 2008), a u nekim zemljama multipla 

skleroza  (preuzeto sa sajta 

Statistika, 2015). Ova bolest zahvata u

godina  (Goldenberg, 2012), ali  i kod dece. Duplo 

p (Sadovnick i Baird, 1982)

 3:1 (Bove i Chitnis, 2013). Usled neadekvatog 

e javljaju kod pacijenata obolelih 

t (parestezija) ili slabost u udovima, 

 seksualna disfunkc

kompletan gubitak centralnog vida, kao i z

gubitak sna, bol, depresija (Loma i Heyman, 2011; Goldenberg, 2012; Kister i sar., 

2013).  

Multipla skleroza  im tokom bolesti kod pacijenata i 

sar., 2007; Hawker, 2011). Na osnovu frekvencije ispada (relapsa) i obrazaca progresije 

-remitentna multipla 

skleroza (RRMS) kod koje su 

perioda oporavka i ovakva forma bolesti se naziva sekundarno progresivna multipla 

skleroza (Fletcher i sar., 2010). S druge strane kod nekih pacijenata dolazi do 

progresivnog toka ih manifestacija pa je takva bolest 

-relapsna 

multipla skleroza (Sospedra i Martin, 2005)

ispada ne dolazi do daljeg razvoja multiple 

skleroze (Miller i sar., 2012) se 

ovati u multiple skleroze (Lassmann i sar., 2001).  
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Inflamacijske 

m

(Ochoa- i Kasper, 2014)

- cijskom reakcijom koju 

 infiltrati sastavljeni (Wekerle, 2015). 

 u beloj masi CNS-a 

neurona i inflamatorne lezije (Siffrin i sar., 2010)

dolazi do autoimunskih ili do neurodegenerativnih procesa u multiploj sklerozi, ali je 

neosporna uloga imunskog sistema u patologiji multiple skleroze i 

.  

Iz ispitivanja u kojima je pokazano prisustvo inflamacijskih 

produkata u lezijama u mozgu pacijenata obolelih od multiple skleroze, kao i iz 

hipoteza. Smatra se 

da je multipla skleroza 

(Compston i 

Coles, 2008). Autoreaktivni T limfociti migriraju kroz krvno-

(Fletcher i sar., 2010). CD4+ T limfociti (Th, engl. T helper; 

multiple skleroze jer svojom 

(Weiner, 2009)

(IFN)- aktiviraju makrofage koji mogu direktno uticati na neurone i oligodendrocite 

svojim produktima, poput proinflamacijskih citokina interleukina (IL)- -6 i faktora 

nekroze tumora (TNF, engl. Tumor necrosis factor), kao i reaktivnim vrstama kiseonika 

i azota (Benveniste, 1997; Shin i sar., 2012). Druga glavna populacija patogenih CD4+ 

-  (Hofstetter i sar., 

2005; Iwakura i Ishigame, 2006). nflamacijska reakcija u CNS-u

permeabilnost krvno-

u sledstvenoj neuroinflamaciji i neurodegeneraciji (Grigoriadis, van Pesch i ParadigMS 

Group, 2015). Tako, CD8+ CTL) 

granzima deluju direktno na oligodendrocite i aksone (Sobottka i sar., 2009). Sa druge 

strane, B limfociti produkcijom antitela aktiviraju sistem komplementa koji je 
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(Nicol i sar., 2015)

regulatornih T  (Treg), zbog defekta u Treg ili nedovoljno efikasne u supresiji 

 demijelinizaciju i 

-a 

disfunkcije astrocita i mikroglije (Sospedra i Martin, 2005).  

estima 

demijelinizacije (Fletcher i sar., 2010)

m broju nervnih vlakana 

(McDonald i Sears, 1970). Tokom 

-a se smanjuju i smatra se da dolazi do 

-u usled remijelinizacije. Nasuprot tome, gubitak 

om (Fletcher i sar., 

2010)

demijelinizacije (Ferguson i sar., 1997; Trapp i sar., 1998)

demijelinizacije, kada je uzrokovano neadekvatnim funckionisanjem mitohondrija 

unutar samog aksona (Bitsch i sar., 2000)

oset  (Kornek i sar., 2000). Gubitak aksona u lezijama u kojima ne 

thoditi. U prilog ovome su nalazi 

RR multiple 

skleroze sti, pa se multipla skleroza 

(Sospedra i Martin, 2005; Aharoni, 2013). 

Zato,  

pacijenata.  
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Trenutno dostupni terapeutici za multiplu sklerozu imaju primarno ulogu u 

deluje samo na neke od aspekata patogeneze multiple skleroze, a zbog heterogenosti 

bolesti nisu podjednako delotvorni kod svih pacijenata (Tanaka, Tanaka i Komori, 

2009; Axtell, Raman i Steinman, 2013)

terapije za svaku formu bolesti.  

i podaci ukazuju da su i genets

patologiju multiple skleroze (Handel i sar., 2010). Poznato je da neki haplotipovi 

glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC, engl. Major histocompatibility 

complex), kao i neki aleli gena za citokine i njihove receptori  

rizikom za nastanak multiple skleroze (Gourraud i sar., 2012). Sredinski faktori 

(Ascherio i 

Munger, 2008; Handel i sar., 2010). Do sada je pokazana uloga virusnih infekcija u 

indukciji multiple skleroze

mikrobiote creva i limfnog tkiva creva (GALT, engl. Gut-Associated Lyphoid Tissue) 

sa multiplom sklerozom (Newland, Heitkemper i Zhou, 2016). Izmenjena kolonizacija 

patogenim mikroorganizmima, do koje dolazi usled izmenjenih sredinskih uslova poput 

Treg s druge 

strane (Ochoa- i Kasper, 2014). Jasno je da su odnosi genetskih i sredinskih 

CNS-u  

Iako se autoimunski proces usmeren protiv antigena CNS-a 

creva ima 

ulogu u pokretanju autoimunoskih procesa CNS-a (Berer i Krishnamoorthy, 2012; Lee i 

sar., 2011) + su 

specijalizovane za tkiva CNS-a  

(Targoni i sar., 2001). Smatra se da bi molekulska 

mikroorganizama i antigena CNS-a mogla biti odgovorna za aktivaciju i diferencijaciju 

-u (Croxford i sar., 2002; Joscelyn i Kasper, 
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2014) creva u 

patogenezi autoimunskog odgovora u multiploj sklerozi, postoje korelacione studije 

koje pokazuju prisustvo disbioze u crevima pacijenata obolelih od multiple skleroze. 

 

obolelih od multiple skleroze kih procesa u CNS-

u (Berer i sar., 2017) creva u razvoju multiple skleroze. 

erije koje se povezuju sa multiplom sklerozom, a koje 

proinflamacijske sredine i in vitro i in vivo uslovima (Berer i sar., 2017). 

 

1.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

 

 (Lassmann i Horssen, 2011). Predstavlja 

-a. Za razliku od multiple skleroze, 

etiologija i patogeneza EAE-a su dobro istr

dobijena na EAE-u dovela su do razumevanja nekih mehanizama neuroimunskih 

multiple skleroze i sar., 2001; Gold, 

Linington i Lassmann, 2006) -a 

antiinflamacijskih i imunomodulatornih terapija multiple skleroze. Ipak treba pristupiti 

- , 

jer ovaj model, kao i svi  

autoimunsku patogenezu multiple skleroze (Steinman i Zamvil, 2005; Gold i sar., 2006; 

Farooqi i sar., 2010; Buettner i Lochner, 2016). -a i 

multiple skleroze u 

kojima se indukuje EAE (Mestas i Hughes, 2004); multipla skleroza se razvija spontano 

te u 

sistem ljudi (Adams i sar., 2003) upotreba 
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EAE-a 

patogenezu multiple skleroze. 

antigenima CNS-a, poput baznog proteina mijelina (MBP), mijelinskog 

oligodendrocitnog glikoproteina (MOG), proteolipidnog proteina (PLP) ili 

EAE. (Krishnamoorthy i i sar., 2011). 

ns, koji 

u sebi ima bakterijske komponente sposobne da aktiviraju 

 (Libbey i Fujinami, 2011). Osim toga, 

iranih T limfocita izolovanih iz 

 u singene neimunizovane  (pasivni EAE) 

(Stromnes i Goverman, 2006) e imati akutni monofazni, relapsno-remitentni 

-

imunizacionog protokola (Steinman, 1999; Krishnamoorthy i Wekerle, 2009; Souza-

Moreira i sar., 2013). 

antigen-

obrade ubrizgane antigene, potom migriraju u dreniraju  i 

prezentuju antigene im T limfocitima. Prezentacija antigena se odigrava u 

sklopu MHC molekula II klase naivnim autoreaktivnim CD4+ T limfocitima (Fletcher i 

sar., 2010). Aktivirani CD4+ CD4+ T 

limfocite koji produkuju IFN- -

(Petermann i Korn, 2011; Ciric i Rostami, 2013). Ovakvi T limfociti cirkulacijom 

-a i prolaze krvno-

 (Hickey i sar., 1991; Furtado i sar. i sar., 2008). 

CD4+ T limfociti -a 

prostoru (Kuerten i Lehmann, 2011)

prikazani peptidi mijelina putem MHC molekula II klase koji se nalaze na rezidentnim 

fagocitima CNS-a

a  (Becher i sar., 2006). Pokrenuta inflamacija rezultuje 
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spada kod ljudi obolelih od multiple 

skleroze (Fletcher i sar., 2010). 

 

1.3. Citokini u multiploj sklerozi i eksperimentalnom autoimunskom 

encefalomijelitisu 

 

Interferon (IFN)-

imunomodulaciji. Smatrano je da je IFN- -a

obolelih od EAE-a je detektovan visok nivo IFN- u piku bolesti, ali se njegova 

IFN-  

(Ferber i sar., 1996; Krakowski i Owens, 1996; Chu, Wittmer i Dalton, 2000). Ovim je 

pokazano da postoje i drugi faktori, pored IFN-

 

Interleukin (IL)-

-17 u krvi i CNS-u, tokom faze relapsa (Matusevicius 

i sar., 1999). Pored toga, T limfociti koji produkuju IL-17 se nalaze u velikom broju u 

lezijama u multiploj sklerozi i EAE-u (Tzartos i sar., 2008). Uloga IL-17 u 

 

EAE, ali doprinosi razvoju bolesti. IL-17 indukuje sekreciju CCL2, IL-6 i IL-8 i 

 krvno- e 

barijere (Luchtman i sar., 2014) -

(Kebir i sar., 2007a; Huppert i sar., 2010; Larochelle i sar, 2011) i 

sekreciji proinflamacijskih medijatora, IL- -6 i azot-monoksida, od strane 

astrocita (Trajkovic i sar., 2001; Ma i sar., 2010). Osim toga, IL-

mikroglije, koje kada su stimulisane produkuju CXCL12 i IL-6. Ovi faktori ostvaruju 

povratno dejstvo na IL- Th adaptivne 

 (Luchtman i sar., 2014). 
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IL-10 je prototipski 

 (Li i Flavell, 2008). IL-10 se generalno smatra  

supresivnim, antiiflamacijskim citokinom i povezuje se sa fazom remisije u multiploj 

sklerozi, kada s uje -10 (Kennedy i sar., 

1992; Balashov i sar., 2000). Knoc -

(Bettelli i sar., 1998), dok je pokazano da je IL-10 efikasan u prevenciji nastanka EAE 

(Rott, Fleischer i Cash, 1994; Cua i sar., 1999). IL-10 se smatra glavnim 

imunomodulatornim citokinom u interakciji mikrobiote creva i GALT-a (Levast i sar., 

2015) -a

  

(Levast i sar., 2015) od strane Treg u 

GALT-u -u (Telesford i sar., 

2015). 

 

1.4. eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa 

 

-a u zavisnosti od izbora adjuvansa i proteina mijelina koji se 

koriste za imunizaciju, ali i od vremena njhove primene. Soj albino Oksford (AO) 

pacova je inbredni soj koji je veoma otporan na indukciju EAE-a

se kod drugih relativno otpornih sojeva razvija EAE (Miljkovic i sar., 2006). Nasuprot 

njima je soj Dark Aguti (DA) pacova koji je an indukciji EAE-a. DA pacovi 

prisustva adjuvansa (Stosic-Grujicic i sar., 2004). Zato je ispitivanje razlika u 

imunskom odgovoru usmerenom protiv CNS-a 

h za patogenezu EAE-a i potencijalno 

anja u inicijalnoj fazi EAE-a

-
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 (Vukman i sar., 

1989; Vukmanovir i sar., 1990)  

azot monoksida (NO) (Miljkovic i sar., 2006). 

- - -a koje su stimulisane MBP-om, 

 (Miljkovic i sar., 2006). S druge strane, nivo ekspresije gena 

 kod DA pacova nego kod AO, ali 

se produkcija IFN- uje 

imuniza  (Miljkovic i sar., 2006; Markovic i sar., 2009). Na nivou CNS-a 

 

i sar., 2011) -a AO 

pacovima i i sar., 1990). 

 

1.5. Uloga mikrobiote creva u razvoju multiple skleroze i eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa 

 

creva u 

brojnim bolestima, poput gojaznosti, dijabetesa tipa 2, inflamacijskih bolesti creva 

(Mielcarz i Kasper, 2015; Budhram i sar., 2017), ali i 

dijabetes tipa 1, reumatoidni artritis i multipla skleroza (Berer i Krishnamoorthy, 2012). 

Pod pojmom crevne mikrobiote podrazumevaju se svi mikroorganizmi koji nastanjuju 

digestivni sistem nekog organizma. Ukupan genom mikrobiote creva 

mikrobiom (Ochoa- i sar., 2011). 99% mikrobioma ljudi je bakterijski (Qin i 

sar., 2010) creva odraslih 

ljudi su Archaea, virusi i gljive (Bhargava i Mowry, 2014). Generalno se smatra da je 

 

et al., 2008; Collado et al., 2016), ali ove tvrdnje je potrebno detaljnije ispitati. 

Prvi mikroorganizmi koji naseljavaju creva su poreklom od majke i iz okolne sredine 

(Falk i sar., 1998)  
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gestacionu starost, ishranu, higijenu i antibiotike (Bennel i Nord, 1987; Balmer, Hanvey 

i Wharton, 1994). Do jedne godine starosti bebe imaju jedinstven profil mikrobiote koju 

 (Palmer i 

sar., 2007; Quigley, 2013). Diverzitet mikrobiote creva 

adolescenciji, kada postaje stabilan i sastoji se predominantno od razdela Firmicutes i 

Bacteroidetes i Claesson, 2010; Quigley, 2013). U samim crevima postoji 

 (Bhargava i Mowry, 2014). Terminalni ileum je regija u kojoj 

dolazi do prelaza od aerobnih ka predominantno anaerobnim bakterijskim vrstama 

(Quigley, 2013). Unutar creva se razlikuje zastupljenost bakterija u zavisnosti od toga 

 (Swidsinski i sar., 2005; Carroll i 

sar., 2011)

creva zasniva na analizi uzoraka fecesa.  

 (Lee & Mazmanian, 

2010; Maynard i sar., 2012). Neki komensalni mikroorganizmi Treg 

koje produkuju IL-10. Treg dovode do supresije imunskog odgovora na komensalne 

 (Lee i sar., 2011; Atarashi i sar., 2013; 

Bhargava i Mowry, 2014). Pored modulacije imunskog sistema, crevna mikrobiota ima 

engl., short 

chain fatty acids - SCFA) i metabolizma lekova (Bhargava i Mowry, 2014). SCFA, kao 

G 

CD4+  (Arpaia i sar., 2013; Smith i sar., 2013). 

AhR (aril-hidrokarbonski receptor) 

indukuju produkciju IL-22 (Veldhoen i sar., 2008)  menjaju Th17 odgovor 

u crevima (Perdew i Babbs, 1991). Bacteroides fragilis svojim produktom, 

polisaharidom A (PSA)  (J 
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Ochoa- i sar., 2010; Bhargava i Mowry, 2014)

mogu imati imunoregulatorne efekte (Berer i Krishnamoorthy, 2014). Primer je lipid 

654 kojeg produkuju brojne bakterije koje pripadaju Bacteroides vrstama, a za koji je 

pokazano da se nalazi u smanjenoj koncentraciji kod pacijenata obolelih od multiple 

skleroze osobama (Farrokhi i sar., 2013)

 (Atarashi i sar., 2008).  

Mikrobiota creva 

GALT-a (Sommer i sar., 2014), dok je njena disbioza povezana sa raznim bolestima 

(Carding i sar., 2015). Doprinos mikrobiote creva multiploj sklerozi 

nalazi 

 za razumevanje patogeneze bolesti (Dendrou i sar., 2015; Mielcarz 

i Kasper, 2015). Skorije komparativne studije sastava mikrobiote creva pacijenata 

obolelih od multiple skleroze i zdravih osoba pokazuju da je smanjena zastupljenost 

Faecalibacterium (Cantarel i sar., 2015), Clostridia klastera XIVa, IV, Bacteroides 

fragilis, Sutterella wadsworthensis (Miyake i sar., 2015), Butyricimonas (Jangi i sar., 

2016) i Parabacteroides, Adlercreutzia i Prevotella rodova (Chen i sar., 2016) kod 

pacijenata obolelih od multiple skleroze. Nasuprot tome, pokazano je da je sastav 

Methanobrevibacter i Akkermansia (Jangi i sar., 2016), Psuedomonas, Mycoplana, 

Haemophilus, Blautia, i Dorea rodova (Chen i sar., 2016) 

ukazali na prisustvo novih 

Acinetobacter, kod pacijenata sa multiplom sklerozom. 

Nasuprot tome, mikrobiota creva je jasno povezana sa patogenezom EAE-a

tok EAE-a  creva. Na primer, pokazano je da 

indukciju EAE (Berer i sar., 2011; Lee i sar., 2011). U skladu sa tim, oralni tretman 

slike EAE-a (Yokote i sar., 2008; Ochoa-Reparaz i sar., 2009)

ideju da disbioza mikrobiote creva aktivno doprinosi razvoju i progresiji multiple 

skleroze (Ochoa-Reparaz i sar., 2009; Berer i sar., 2011; Lee i sar., 2011). Ipak, 

mikrobiota creva -a, s obzirom da se krvno-



 
13 

 

(Braniste i sar., 2014; Erny i sar., 2015). 

Kona no, u nedavno objavljenim radovima prikazani su rezultati funkcionalnih 

studija sa mikrobiotom pacijenata obolelih od multiple skleroze (Berer i sar., 2017; 

Cekanaviciute i sar., 2017). Naime, pokazano je da transfer mikrobiote pacijenata u 

omog  nakon indukcije EAE-a. 

dijagnozu i terapiju ove bolesti. Terapija bi se oslanjala na tretman antibioticima i 

probioticima, kao i na transfer mikrobiote creva 

poznato da je mikrobiota creva 

mikrobiote creva (Lozupone i sar., 2012). Stoga su dalja ispitivanja na 

eksperimentalnim modelima neophodna.   

 

1.6. Uloga antibiotika u modulaciji mikrobiote creva i uticaj na 

eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

 

Antibiotici oralno primali 

antibiotike razvoju autoimunskih modela bolesti 

studijama koje su sproveli Ochoa- -a je povezano 

sa smanjenim IFN- i IL-17, pove anjem IL-13 i IL-10 u  limfnim 

i 

sistemskom stimulacijom Tre  (Ochoa-Reparaz i sar., 2009; 

Javier Ochoa- i sar., 2010) ica da antibiotici pomeraju Th1/Th2 

rav Th2 smeru je u skladu sa higijenskom hipotezom (Fleming i sar., 2011). U 

ranijim i eni smanjeni 

nivoi proinflamacijskih citokina i IFN- i IL-17, 

kod EAE-om tretiranim antibioticima (Yokote i sar., 2008). 

-u

creva skih 

mehanizama (Wang i Kasper, 2014)
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lipopolisaharida (i samim tim i 

u signalu CNS-a

ekspresija BDNF (engl. Brain Derived Neurotrophic Factor) u hipokampusu (Sandler i 

sar., 2000; Bercik i sar., 2011; Ait-Belgnaoui i sar., 2012).  

vankomicina, samo jednu nedelju pre indukcije EAE-a 

simptoma bolesti. Ovo je om produkcijom proinflamacijskih 

citokina, IFN- -17, TNF i IL-

miks antibiotika doveo je i do 

 

FoxP3+ Treg (Yokote i sar., 2008)

vankomicin, neomicin sulfat i metronidazol), pre indukcije EAE-a nije doveo do 

promena u nastanku EAE-a  limfnim 

i cervikalnim limfnim 

 u 

 

konverzije naivnih CD4+  (Ochoa-Reparaz i sar., 2009). Ukratko, 

antibiotici mogu promeniti  imunski status koji je oblikovan komensalnim 

mikroorganizmima i samim tim da dovedu do promene u predispoziciji ka 

poreme ajima CNS-a. 

 

1.7. Primena mikrobiote creva u terapiji multiple skleroze i eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa 

 

-a 

bakterija i njihovih produkata. U brojnim ispitivanjima je pokazano da Bacteroides 

fragilis i njegov kapsularni PSA imaju povoljne efekte na EAE (Mielcarz i Kasper, 

2015) Salmonella typhimurium u 

kojoj su eksprimirane CFA/I fimbrije E. coli, ili Bifidobacterium animalis, ili 
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Lactobacillus spp. ili drugih  

probiotika koja se sastojala od Lactobacillus spp., Bifidobacterium bifidum i 

Streptococcus thermophilues (Mielcarz i Kasper, 2015)

pokazuje da su terapijski efekti ostvareni kroz inhibiranje produkcije IL-17 ili IFN-

strane encefalitogenih Th17 i Th1 (Mielcarz i Kasper, 

2015)

usmerenu ka CNS-u (Petermann i Korn, 2011; Dendrou i sar., 2015) nastaju u 

dr  u EAE-u

) i 

PP) 

protiv bolesti (Esplugues i sar., 2011; Califano i sar., 2014). 

Kod pacijenata obolelih od multiple skleroze 

 bakterijom 

Clostridium difficile creva 

cijalnu ulogu i u terapiji multiple 

skleroze (Borody i Campbell, 2012; Borody i Khoruts, 2012; Evrensel i Ceylan, 2016). 

multiple 

skleroze

efekte. Borody i sa

pacijenta obolela od multiple skleroze

 (Borody i 

Khoruts, 2012; Xu i sar., 2015)

dobijeni u kontrolisanoj studiji, pa se samim tim moraju uzeti sa rezervom. 
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2. Ciljevi 
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Osnovna hipoteza ovog rada je da GALT i mikrobiota creva imaju ulogu u 

otpornosti pacova soja AO na indukciju EAE-a, te da modulacija sastava mikrobiote 

creva i sledstvene promene u sastavu i funkcionisanju GALT-a dovode do 

 

1. Da se ustanove razlike na nivou GALT-a i mikrobiote creva kod AO i DA 

pacova pre i nakon indukcije EAE-a kako bi se identifikovali potencijalni 

-a: 

  kod 

neimunizovanih AO i DA pacova  

 Analizom produkcije proinflamacijskih citokina, IFN- -17, i 

antiinflamacijskog citokina IL-

 kod neimunizovanih AO i DA pacova 

  

 kod neimunizovanih AO i DA pacova  

 Analizom uzoraka fecesa neimunizovanih AO i DA pacova radi 

 

 Ispitivanjem razlika u celularnosti 

 

e odgovaraju induktivnoj fazi, piku bolesti i oporavku kod 

DA pacova 

 Uporednom analizom produkcije citokina kod pacova sojeva AO i DA 

nakon imunizacije 

Frojndovog adjuvansa 

 pacova koji su imunizovani  

 Analizom sastava mikrobiote creva 

tokom EAE-a kod AO i DA pacova 

 

2. Da se  AO pacova na indukciju EAE-a modulacijom sastava 

mikrobiote creva t ktra u trajanju od  

 i da se uradi: 

  -a kod pacova soja AO 
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 a analiza 

analiza homogenata  

 Analiza  tokom EAE-a   

 Analiza 

creva 

 

 Analiza 

 kod AO pacova koji su bili pod 

nakon imunizacije 

 Analiza produkcije citokina u 

 

indukcije EAE-a 

 

3. u DA pacove kako bi se ispitao 

njihov potencijalno terapeutski efekat: 

 Ispitivanjem uticaja transfera mikrobiote creva AO pacova u DA pacove 

-a 

 Ispitivanjem efekta transfera mikrobiote creva AO pacova 

koncentracije citokina u  DA pacova u 

piku bolesti 

 Ispitivanjem razlika ih i kontrolnih DA pacova u 

induktivnoj fazi bolesti 

 Ispitivanjem uticaja transfera mikrobiote creva na broj a i funkcije 

 tretiranih i kontrolnih DA pacova  

 Ispitivanjem razlika u sastavu mikrobiote creva DA pacova koji su 

primili mikrobiotu AO pacova i netretiranih DA pacova, u vreme 

-a. 
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3. Materijal i metode 
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3.1. Reagensi i rastvori 

 

PBS (engl. Phosphate Buffered Saline) rastvor u vodi pravljen je od 137 mM 

NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4 x 2 H2O, 1,76 mM KH2PO4 (LachNer, 

 

RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute)-1640 (sa 25mM-HEPES i 2mM-

L glutaminom) sa dodatkom antibiotika penicilina (100 IU/ml) i gentamicina (100 

-merkaptoetanola i 5% FCS ili 2% 

pacovskog seruma (RS, engl  

engl. Fetal Calf Serum) (PAA Laboratories, 

 

 

Pacovski serum (RS, engl. Rat serum), gentamicin (Galenika, Beograd, Srbija), 

penicilin, (Galenika, Beograd, Srbija), kompletni Frojndov adjuvans - KFA (Difco, 

Detroit, MI, USA), M.tuberculosis H37Ra (Difco), MBP (poklon profesora Alexander 

neomicin sulfat 6 %, oksitetraciklin hidrohlorid 

(ConA; Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), 

trizol (The

-20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), avidin konjugovan sa HRP 

(eBioscience, San Diego, SAD), tetrametilbenzidin (TMB, eBioscience, San Diego, 

 engl. Bovine 

engl. Permeabilization Buffer, eBioscience, San Diego, SAD), Majerov hematoksilin 

(BioOptica, Milano, Italija), eozin (Molar, Budapest, 

( -Aldrich, St. Louis, 

SAD), parafin (Novogen Diagnostik, Istanbul, Turska), 6xLoading Dyu Solution 

(Thermo Scientific, Kalifornija, SAD). 
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3.2.  

 

Dark Agouti (DA), starosti do 12 nedelja

 u Beogradu (Odluka br. 

04-  

 

 

 

(HKM) DA pacova i PBS (engl. phosphate buffered saline) (1g HKM/1 ml PBS) 

emulgovanom u istoj zapremini KFA suplementiranog sa 5 mg/ml M.tuberculosis 

- elijama 

suplementiranog sa 5 mg/ml M. tuberculosis 

bolesti. Ocene su davane prema sled - - gubitak 

tonusa u repu, 2 - pareza zadnjih ekstremiteta, 3 - paraliza zadnjih ekstremiteta, 4 - 

.-11. dan posle 

12.-16. -4) i oporavak, 18-

broj dana tokom kojih 

analizirani u skladu sa fazama bolesti kod DA pacova.  
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3.3. In vivo tretman AO pacova antibioticima 

 

Pacovi soja AO su primali antibiotski tretm

 

sastojao od primene 2,5 g/l Neosulfox (Sulfadimidin natrijum 10 %, neomicin sulfat 6 

%, oksitetraciklin hidrohlorid 4 %), 2,5 g/l Pentrexyl (ampicillin). Antibiotici su davani 

je dostignuta sedmog dana postpartum. 

Pacovima je voda sa antibioticima bila na raspolaganju da je piju ad libitum tokom 

 nedelje, odnosno tokom perioda dojenja, sve do odvajanja mladunaca od majke. 

Nakon odvajanj   

bile bez ikakvog tretmana. U osmoj 

ex vivo analize. Uzorci fecesa su sakupljani od majki na dan okota, a od 

mladunaca na dan prestanka antibiotskog tretmana odnosno na dan razdvajanja od 

majki, nultog d.p.i. (dan imunizacije), sedmog d.p.i. (induktivna faza), 14. d.p.i. (pik 

bolesti) i u oporavku (35. je su uzgajane i analizirane uporedo 

iz istih okota. 

 

3.4. Transfer mikrobiote creva AO pacova u DA pacove 

 

Za analizu transfera crevne mikrobiote (Gmbt, engl. Gut microbiota transfer), 

 

odi i davano DA pacovima da piju 

ad libitum
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kuma. Pacovi su imunizovani sa 

osam 

istih okota. 

-a. 

 

3.5. ,  

 

 i 14. dana posle 

imunizacije. Po   

 

e 

 

izolovane 

tri 

 

2 od 5 % i na temperaturi od 

6 6/ml) su uzgajane u 

RPMI-1640 medijumu suplementiranom 5% FCS-om 

 6/ml) su 

uzgajane u RPMI-1640 medijumu suplementiranim 2% RS-om 

 BP-om

zamrzavani na -

nizovan u 

2 ml PBS-a  
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-u sa 0,1 % tripan plavog u 

-

 

 

3.7. Merenje produkcije citokina ELISA testom 

 

antite

i rastvorom PBS + 0,01% Tween (tri puta sa 200 

primarno

tri puta sa 200 

konce

tri 

-om 

ispirane tri puta rastvorom za pranje i dodavano je 

(TMB) ane u mraku. Po pojavi reakcije (plava obojenost rastvora), 
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Za detekciju IL-10 pacovski IL-10 Duo

- -

-pacovsko IL-

monoklonsko antitelo (67232; R&D), biotinilizirano anti-pacovsko IL-10 kozje 

-pacovsko IFN-

antitelo (DB1; eBioscience), biotinilizirano anti-pacovsko IFN- sko 

- -17 pacovsko monoklonsko antitelo 

- -17 

pacovsko monoklonsko antitelo (eBio17B7; eBioscience). Uzorci su analizirani u 

duplikatima i rezultat

poznatih koncentracija rekombinantnih citokina: IL-10 (R&D Systems), IFN- -17 

(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA). 

 

 

 

fluorescentnim bojama. Intenz

 

 

 

 

imunskog sistema. Nakon izolacije 3x105 

tri -a. 
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itofluorimetrije su prikazani kao procenat 

mfi (engl., mean fluorescence intensity). 

-

monoklonsko OX35; eBioscience, San Diego, CA, SAD), anti-CD8 konjugovano sa 

-CD25 konjugovano sa 

-CD80 konjugovano sa PE 

e), anti-

 

 

 

 

koja eksprimira FoxP3 u okviru populacije CD4+CD25+ 

resuspendovane u rastvoru PBS-a 

markere CD4-PE i CD25-FITC po opisanom protokolu. Po 

ne sa FoxP3 antitelom 

konjugovanim sa PE-Cy5 (pacovsko monoklonsko antitelo FJK-16s, eBioscience). 

izotipske 

vez  



 
27 

 

3.9 u 

 

njihovim kontrolama, 

u PBS-u po 30 minuta u 30 % 

etanolu i dva puta po 30 minuta u 50 % etanolu. Po isteku vremena tkivo je ostavljano u 

puta po 1h u 96% i 100 % etanolu, a potom dva puta po pet minuta u ksilolu. Tkivo je 

-

predmetna stakla SuperF  

 

3.9.1. Bojenje hematoksilinom i eozinom 

 

dva puta po pet minuta u 

ksilolu, kako bi bili dostupni za bojenje. Nakon toga su preseci rehidratisani u rastvoru 

destilovanoj vodi. Preseci su zatim izlagani bojenju hematoksilinom u trajanju od 10 

dva 

minuta 

pet minuta. 

DPX-a. Preseci su posmatrani i fotografisani na mikroskopu Leica (Leica Microsystems 

pet 

dobijenih od 120 preseka po grupi.  
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3.10. Analiza mikrobiote 

 

3.10.1. Priprema uzoraka za analizu 

 

li danu razdvajanja od majki 

etvrta nede  nedelja starosti), kao i terminima koji 

odgovaraju fazi indukcije (devet nedelja starosti), vrhunca bolesti (10 nedelja starosti) i 

 -

analize. 

 

3.10.2. Izolovanje DNK 

 

Bakterijska DNK iz uzoraka tankog creva je izolovana  kita za 

izolaciju DNK iz tkiva (ZR Genomic DNATM  Tissue MiniPrep; Zymo Research, 

Irvine, CA, USA). Bakterijska DNK iz zamrznutih uzoraka fecesa je izolovana 

upotrebom QIAamp DNA stool minikit za izolaciju DNK iz fecesa (Qiagen, Hilden, 

 

 

3.10 gel elektroforeza (DGGE) i sekvenciranje DNK 

 

DGGE je tehnika koja se koristi za separaciju DNK fragmenata na osnovu 

njihov

koncentracija formamida/uree) (Fischer i Lerman, 1979). Ovo je molekularna metoda 

uzoraka. 

Nakon izolacije DNK sledi priprema PCR 

Polymerase Chain Reaction) produkata za DGGE analizu

uzoraka na gel, a zatim sekvenciranje DGGE traka. PCR sa izolovanom DNK kao 
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matricom je postavljen u skladu sa procedurom iz rada Lukic i sar., 2013. Neposredno 

-

2001 (C.B.S. Scientific, Kalifornija, SAD). 

akrilamid:bisakrilamid 19:1 (40 %) i 30  60 % gradijent uree i formamida (80 % se 

odnosi na 5,6 M ureu i 32 % formamid). Uzorci na gelu su razdvajani tokom 16h, pri 

TAE pufer  (40 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 7,4, 20 

) i temperaturi razdvajanja od 56-

 fiksiran rastorom 10 % etanola i  i 

obojen u 0,1 % srebro nitrat 1,5 % NaOH, 0,1 % 

NaBH4, i 0,048 % formaldehida, do pojave vidljivih traka. DNK fragmenti od interesa 

su izolovani sa DGGE 

i sar.

 

za Lactobacillus sp. -

0159f (Metabion International, Martinsried, German), u kombinaciji sa univerzalnim 

reverznim prajmerom Uni-0515GCr (Metabion International, Martinsried, Germany; 

Heilig i sar., 2002), kao i sa univerzalnim setom prajmera U-968-GC-f u kombinaciji sa 

L1401-

ligirani unutar pBluescriptT/A vektora (Uzelac i sar., 2015), odnosno pJET1.2/blunt 

vektora (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific) (20). Ligirani konstrukti su 

transformisani u Ca2-indukov  (Hanahan, 1983). 

Transformanti sa ligiranim konstruktima su odabirani kao bele kolonije na Luria-

-Gal (5-

bromo-4-hloro-3-indolil- -D-  

(Promega, Madison,WI, USA). Za svaku izolovanu traku DNK je odabrana jedna bela 

kolonija i plazmidi su izolovani upotrebom QIAprep spin miniprep kita (Qiagen). 

upotrebom M13F/R prajmera u Macrogen Europe Service (Amsterdam, Holandija). 
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upotrebom pJET1.2 prajmera u Macrogen Europe Service (Amsterdam, Holandija). 

 

 

3.10.4. Filogenetska analiza 

 

(Kumar i sar..

Clustal W sa podrazumevanim parametrima. Konstrukcija DA/AO filogenetskog stabla 

na Tamura-Nei modelu. Butstrap  

 

 

3.11. Statisti ka obrada podataka 

 

Two- -tailed) ili Mann-Whitney 

S  je smatrana p-

vrednost manja od 0,

  Dice similarity coefficient). 

 

Dsc = 2j x 100 / a + b 

Gde je: a broj DGGE traka u jednoj grupi; b broj DGGE traka u drugoj grupi; j 

bro
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4. Rezultati 
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-a 
 

-a u patogenezi autoimunosti 

CNS-a indukcije EAE, ova 

nivou GALT-a -a 

identifikovali potencijalni i i molekulski faktori 

EAE. EAE je indukovan ubrizgavanjem HKM+KFA emulzije ili, alternativno, 

i su GALT i mikrobiota 

pacova AO i DA soja su izolovane i analiziran

 orimetrijom. 
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4.1.1. Brojnost P  neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova 

 

predstavljaju mesta indukcije imunskog odgovora u crevima (Jung, Hugot i Barreau, 

2010). Kako bismo ustanovili da li i u kojoj meri GALT ima ulogu u otpornosti AO 

pacova na indukciju EAE-a

in vitro 

izolovanim iz neimunizovanih pacova sojeva AO i DA. Izolovane su PP tankog creva i 

 

-a

Broj PP i broj po jeva u terminu koji odgovara 

induk  d.p.i.) i piku bolesti (13-15 d.p.i.). Ni u 

jednom od posmatranih termina nije bilo razlika u broju PP izolovanih iz svake 

e nije menjala nakon 

imunizacije. 

 

Grafik 1. Broj PP i broj u PP kod neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova. 

PP su izolovane iz tankog creva ne  

u in  d.p.i.) 

i piku bolesti (13.-

SD  
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4.1.2.  neimunizovanih i 

imunizovanih AO i DA pacova 

 

efektorskih i Treg  (Ivanov i sar., 2006). Iz 

ja i 

stog d.p.i. i 13-

jednom od posmatranih termina ni

la 

sojeva i nije se menjala nakon imunizacije. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 2. Broj AO i DA soja pacova. iz neimunizovanih 

 

in  d.p.i.) i piku bolesti (12-16. dan). Podaci su predstavljeni 
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4.1.3. Produkcija IFN-  

 

patogenezu EAE-a, -

imuni ConA

stimulisane ConA, produko -

IFN- acije i u induktivnoj fazi i u piku 

EAE-a. 

 

Grafik 3. Produkcija IFN- iz 

neimunizovanih a,  d.p.i. (induktivna faza EAE-a) i 13-15 d.p.i. (pik EAE-a). 

metodom 

SD. Re

#
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4.1.4. Produkcija IL-17 u  

 

proinflamacijskog citokina IL-17. Produkcija IL- elijama PP je a 

imu

-17 kod DA 

nakon imuniz -

pacova.  

 

Grafik 4. Produkcija IL-17 u PP AO i DA pacova. 

 d.p.i. i 13-15 

u prisustvu ConA. Nakon 24h 

inkubacije, supernatanti su sakupljeni i ELISA metodom -17. Podaci su 

avisna eksperimenta. 

#p<0,05 predstavlja 
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4.1.5. Produkcija IL-10 u  

 

IL-

crevna i GALT-a. Njegova produkcija od strane Treg u GALT-u 

-u (Berer i Krishnamoorthy, 

2012; Telesford, Ochoa- i Kasper, 2014)

indukciju 

EAE-a -a. Produkcija IL-

izolovanim iz neimunizov og i 13-15 d.p.i. Produkcija 

IL- a -15 d.p.i. 

u periodu 13.-15. danu, gde je nastanak 

IL- . Sojne razl -15. 

dana, kada je produkcija IL-  

Grafik 5. Produkcije IL- Produkcija IL-

izovanih AO i DA pacova st i 13-15 nakon 

-10 je merena 

isna eksperimenta. *p<0,05 predstavlja 

#
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4.1.6. Produkcija IFN-  

 

Kako bismo odredili ulogu GALT-a u patogenezi EAE-a

citokina, IFN-

, i nakon indukcije EAE-a

-

pacova. Nakon imunizacije do  

IFN-   DA pacova. Kao p  

DA pac   d.p.i. 

Grafik 6. Produkcija IFN-  

neimunizovanih AO i DA pacova. EAE je indukovan ubrizgavanjem emulzije HKM+KFA (5 

mg  d.p.i. i 13-15 d.p.i. i  

lije su kultivisane u prisustvu 

-

#

e istog soja.  

 



 
39 

 

4.1.7. Produkcija IL-17 u  

 

populacije CD4+ -17 je 

oj fazi i 

 s -17 kod neimunizovanih DA 

pacova, da bi se ta razlika  piku 

bolesti ponovo do  -17 kod DA pacova u odnosu na 

AO pacove.  

Grafik 7. Produkcija IL-

neimunizovanih AO i DA pacova. EAE je indukovan ubrizgavanjem emulzije HKM+KFA (5 

mg  d.p.i. i 13-15 d.p.i. izolovano je po  

lije su kultivisane u prisustvu 

-17 ELISA testom. Dobijeni podaci su prikazani kao srednje vrednosti 

#
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4.1.8. Produkcija IL-10 u  

 

Kao antiinflamacijski citokin, IL-

homeostaze u crevima. Zato je bilo bitno ispitati kako izgleda profil produkcije IL-10 u 

-a indukciju EAE-a. 

Produkcija IL-10 je odre nih pacova AO i DA 

soja, kao i iz -15. dana nakon 

- d neimunizovanih AO pacova i 

dana, ali se zatim smanjivalo u terminu 13-15 d.p.i. Nasuprot tome, produkcija IL-10 se 

 kod DA pacova, a zatim se vratila na bazalni nivo, kao kod 

 u terminu 13-15 d.p.i. Zanimljivo je da je produkcija IL-10 

kod AO u svim posmatranim vremenskim 

. 

Grafik 8. Produkcija IL-

neimunizovanih AO i DA pacova. EAE je indukovan ubrizgavanjem emulzije HKM+KFA (5 

mg  d.p.i. i 13-15  

kultivisane u prisustvu 

-10 ELISA testom. Dobijeni podaci su prikazani kao srednje vrednosti 

 

#
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4.1.9. Fenotipska  neimunizovanih i imunizovanih AO 

i DA pacova 

 

CD4+ 

-a

+ 

anti-CD4 i anti-

analizu. Proporcija CD4+ 

nego kod AO pacova, a isti feno  

sojeva pacova u + kod 

DA pacova u piku, i u odnosu na neimunizovane i  dan. Zastupljenost 

CD8+ u piku u odnosu na 

+ 

smanjenje CD8+ dan. 

Grafik 9. Analiza fenotipskih markera u PP AO i DA pacova. 

 i 13-15 

d.p.i. O  fluorescentnim antitelima i analizirane 

metodom e citofluorimetrije. Procenti CD4+ (A) i CD8+ 

#

"p<0,05 predstavlja stati

 i 13-15 d.p.i. unutar soja. 
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4.1.10. Analiza zastupljenosti Treg u   neimunizovanih i 

imunizovanih AO i DA pacova 

 

utualizma sa mikrobiotom u crevima (Craig L. 

Maynard i sar., 2012) -u 

regulaciji autoimunosti CNS-a. Produkcijom IL-

simptoma EAE-a (Berer i Krishnamoorthy, 2012). Kako bi se identifikovale Treg, 

proporcija FoxP3+ +CD25+ 

jeva, 

o i nakon imunizacije. Kod oba soja, AO i DA, pacova 

u 

 istog soja u 

induktivnoj fazi. 

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 10. Prisustvo Treg u PP AO i DA pacova. 

emulzijom HKM+K  i 13-

+ 

 

# 

istog soja. "

13-15 d.p.i. unutar soja. 
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4.1.11. Fenotipska analiza  neimunizovanih i 

imunizovanih AO i DA pacova 

 

induktivnoj fazi i u piku bolesti. Procenat CD4+ neimunizovanih 

pacova DA soja. Nakon imunizacije nije bilo razlike iz + 

+ 

+  se smanjila 

zastupljenost CD8+ T 

U + T 

otinjama. Kod AO pacova bilo je 

u procentu CD8+ T u piku bolesti u odnosu na induktivnu fazu. 

Grafik 11. Fenotipska analiza T 

ind  d.p.i.) i piku bolesti (12-

 

#

"

 i 13-15 d.p.i. unutar soja.  
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4.1.12. Analiza zastupljenosti Treg  

neimunizovanih i imunizovanih AO i DA pacova 

 

identifikovane kao CD4+CD25+FoxP3+ Procenat Treg kod 

 je 

u piku bolesti. Nije 

AO i kod DA u induktivnoj fazi u odnosu na neimunizovane. Kod AO i DA pacova u 

o i u odnosu na neimunizovane.  

Grafik 12. Prisustvo  

imunizacijom 

+CD25+ 

at FoxP3+ 

#p<0,05 

"p<0,05 

-15 d.p.i. unutar soja. 
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 4.2. Analiza crevne  

 

Mikrobiota creva ima ulogu u razvoju struktura GALT-a

creva ima ulogu u patogenezi autoimunosti CNS-a

sastav mikrobiote creva s

bismo odredili da li se pacovi sojeva AO i DA razlikuju po sastavu mikrobiote creva, 

diverzitet vrsta roda Lactobacillus je ispitan DGGE analizom amplikona rDNK 

Lactobacillus sp. Za ovu analizu, DNK je 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. DGGE 

profil rDNK 

amplifikona 

dobijenih 

prajmera 

Lactobacillus sp. 

16 jedinstvenih 

traka DNK 

fragmenata, 9 

poreklom iz 

fecesa (A) i 7 iz 

uzorka tkiva (D), 

klonirano je i 

sekvencirano.  
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Analiza sekvenci je pokazala  vrstama roda 

Lactobacillus (99,23- 100 % identi  

analiziranih sekvenci, najzastupljenije su bile sekvence vrste Lactobacillus murinus (12 

ove bakterijske vrste kod pacova oba soja. 

 

Tabela 1. Klonovi sekvenciranih traka AO i DA pacova poreklom iz uzoraka fecesa (f) i 

tkiva tankog cre  u odnosu na poznate sekvence u BLAST 

bazi podataka.  

Uzorak 
No klonova 

(Slika 13) 
Bakterijske vrstea NSI (%) 

AO (f) 1 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74% 

AO (f) 2 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.49% 

AO (f) 4 L. johnsonii soj NCC 533 (NR_075064.1) 99.74% 

AO (f) 7 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74% 

AO (f) 8 Turicibacter sanguinis soj MOL361 (NR_028816.1) 94.93% 

DA (f) 3 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74% 

DA (f) 5 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.23% 

DA (f) 6 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74% 

AO (t) 10 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 100.00% 

AO (t) 13 L. intestinalis soj TH4 16S (NR_117071.1) 100.00% 

AO (t) 14 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.23% 

AO (t) 15 Atopostipes suicloacalis soj PPC79 (NR_028835.1) 96.65% 

DA (t) 9 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 100.00% 

DA (t) 11 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74% 

DA (t) 12 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.23% 

DA (t) 16 L. murinus soj NBRC 14221 (NR_112689.1) 99.74% 

avrste su imenovane u odnosu na najsrodnije bakterijske vrste. NSI-  

nukleotidne sekvence. 
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soja AO i DA, upotrebljen je Fisher-ov egzaktni test. Samo trake koje su jasno vidljive i 

a su otkrili da je kod AO 

pacova detektovano  L.murinus, 

trakama 1 i 2. Generalno, AO  Lactobacillus vrsta. Osim 

, ali ne i kod DA pacova (trake 8 i 

15). Sekvenciranje trake  Turicibacter 

(94,93% Turicibacter sanguinis soj MOL361) u uzorku fecesa, a sekvenciranje trake 

Atopostipes (96,65% Atopostipes 

suicloacalis soj PPC79) u uzorku tkiva creva. 

 

ofilu 

AO i DA pacova.  

Broj traka 
 

test) 
AO pacovi DA pacovi 

1 7 1 0.005 * 

2 6 1 0.029 * 

3 4 4 1.000 

4 7 5 0.462 

5 6 6 1.000 

6 1 3 0.559 

7 5 1 0.103 

8 7 0 0.001 * 

9 0 4 0.070 

10 5 1 0.103 

11 0 4 0.070 

12 0 3 0.192 

13 6 3 0.266 

14 1 3 0.559 

15 4 0 0.070 

16 3 4 1.000 

 (p< 0,05) 
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 4.3. Analiza crevne mikrobiote  

 

simptoma EAE-a kod DA pacova kao i kod AO pacova koji su otporni na indukciju 

EAE-a, diverzitet mikrobiote creva je okarakterisan DGGE analizom rDNK amplikona 

DA pacova. Analiza sekvenci vrstama 

roda Latobacillus Lactobacillus 

kalixensis, L. johnsonii, L. intestinalis i L. faecalis koji su detektovani u svim uzorcima, 

u mikrobiotu  koja je merljiva ovom 

metodom. L. helveticus, L. murinus/animalis i L. vaginalis, kao i vrste roda 

Enterococcus 

E-a.  

Slika 2  

rod Lactobacillus iz bakterijske DNK izolovane iz uzoraka fecesa AO i DA pacova. Uzorci 

o 30 

jedinstvenih DNK fragmenata-traka, 16 izolovanih iz fecesa AO pacova i 14 iz fecesa DA 

pacova. 

vidljive predstavnika 

familije Lachnospiraceae 

zdravih pacova i kod pacova kod kojih su se razvili simptomi EAE-a , 

bakterije koje pripadaju rodu Turicibacter su detektovane kod imunizovanih DA 
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simptome EAE, ali nisu detektovane kod neimunizovanih DA pacova. S druge strane, 

jedna grupa bakterija koja pripada filumu Firmicutes i bakterije koje pripadaju filumu 

Proteobacteria (Burkholderiales, Undibacterium oligocarboniphilum) detektovane su 

samo kod DA pacova na piku bolesti (12-15. d.p.i.). Generalno, kod pacova soja AO, 

koji je otporan na indukciju EAE-a no je prisustvo samo lactobacila i enterokoka, 

dva AO pacova (jedan neimunizovani i jedan na 16. d.p.i.) gde je 

detektovan predstavnik roda Anaerobiospirillum kao i kod imunizovanih DA pacova 

(15 d.p.i.). 

Slika 3. Identitet rDNK klonova dobijenih iz DGGE traka kod AO i DA pacova. Uzorci 

indukovan EAE, u terminima koji odgova  d.p.i.) i piku bolesti 

(12-16 d.p.i.). Brojevi 1-30 na y-osi koreliraju sa brojevima izolovanih traka, dok brojevi na x-

osi odgovaraju brojevima uzoraka sa slike 2. dobijenih  pacova. Unutar svakog 

. i 12 uzoraka 

sa 12-16 dp.i. Bilo je DA pacova koji nisu imali simptome EAE (NS - no symptoms) (4 uzorka).  
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crevnu mikrobiotu u dve 

Firmicutes i bakterije iz familija 

Lactobacillacae, Enterococcaceae i Turicibacteraceae. Manja i manje konzervirana 

grupa, grupa II se sastoji od bakterija koje pripadaju filumima Firmicutes i 

Proteobacteria Lachnospiraceae, Oxalobacteraceae i 

Succinivibrionaceae. Zanimljivo je da su rezultati ML filogenetskih analiza otkrili 

prisustvo klonova 2 i 7 samo kod zdravih DA pacova, kao i da ovi klonovi pripadaju 

istoj filogenetskoj grupi unutar familije Lachnospiraceae

Nasuprot tome, klonovi 6 i 18 koji su detektovani samo kod DA pacova sa simptomima 

EAE-a 

unutar familije Lachnospiraceae. 

Slika 4 rija izolovanih iz uzoraka 

fecesa AO i DA pacova. Filogenetsko stablo 16s rRNK gena je konstruisano metodom ML 

-Nei modela matriksa distance. Brojevi u zagradama 

odgovaraju brojevima izolovanih, kloniranih i sekvenciranih DGGE traka. Punom linijom je 

filuma Firmicutes, i bakterije iz familija 

Lactobacillaceae, Enterococcaceae i Turicibacteraceae. 

grupa II kojoj pripadaju bakterije iz filuma Firmicutes i Proteobacteria, 

Lachnospiraceae, Oxalobacteriaceae i Succinivibrionaceae. 



 
51 

 

 4.4. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na otpornost AO pacova na EAE 

 

-a i crevne 

mikrobiote, pristupili smo modulaciji crevne mikrobiote AO primenom antibiotika kako 

rastvarana u vodi i primenjivana svakog drugog dan

rte nedelje starosti kada su mladunci o

iste starosti kao i tretirane i nisu primale nikakav tretman. Kada su dostigli osam nedelja 

starosti, pacovi su imunizovani i dalje analizirani. Kako bismo ustanovili da li su 

posmatrane promene u crevnoj mikrobioti i GALT-a 

-a

imunizovane HKM+KFA emulzijom. Pacovi su svakodnevno posmatrani radi 

imptoma EAE-a

 proinflamacijskih citokina u supernatantima 

 

m iz neimun  

 14 d.p.i. Ispitivana je celularnost, zastupljenost CD4+ 

kao i produkcija proinflamacijskih citokina, IFN- -17, i antiinflamacijskog citokina, 

IL-10. 

 

 

 

 

 

Slika 5. Antibiotski tretman AO pacova. AO pacovi su tretirani antibioticima kako bi im se 

 nedelje, do trenutka 

odvajanja od majki ioticima, preko majki. 

, na dan razdvajanja, na dan imunizacije, 

kao i nakon imunizacije u induktivnoj fazi izacija 
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4.4.1. Uti  

 

Za razliku od kontrolnih netretiranih pacova koji su s  

antibioticima je pokazalo blage simptome EAE-a. 

 

Grafik 13  

Kontrolnim (Ctrl) i AO pacovima tretiranim antibioticima (Antb) je indukovan EAE. 

SE. Rezultati su dobijeni od ukupno 20 Ctrl i 17 Antb pacova, iz 2 nezavisna eksperimenta.  

 

-a kod AO pacova. 

 incidenca 

bolesti 

kumulativni k.s. trajanje  maksimalni k.s. 

Ctrl 0/20 / 0 0 0 0 

Antb 9/17      

kontrolnih (Ctrl) i Antb). 



 
53 

 

4.4.2.  a 

 

Imunizovani pacovi soja AO koji su tretirani antibioticima, kao i njihove 

 

tretirane antibioticima. Ovo ukazuje da je gubitak 

-a kod 

 

 

Slika 6. Uticaj antibiotskog tretmana na infiltraciju . 

Prikazani su i odabrani 

preseka dobijenih iz pet pacova po grupi. *p<0,05 predstavlja 

 i Ctrl pacova. (B)  
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4.4.3. Uticaj antibiotskog tretmana na koncentraciju citokina u homogenatima 

 

 

U 

-17 

pacova koji su prima

IFN-  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 14. Uticaj antibiotskog tretmana na koncentraciju proinflamacijskih citokina u 

AO pacovi koji su tretirani antibioticima (Antb) i 

netretirani pacovi (Ctr  piku bolesti. U supernatantima dobijenim 

- -17. Podaci su 

i su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. 

 

 

 

 



 
55 

 

4.4.4. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na brojnost 

 

 

U EAE-u 

 

sedmog i 14. d.p.i. 

 

 

Grafik 15 Netretirani AO pacovi 

(Ctrl) i pacovi tretirani antibioticima (Antb) su imunizovan

 

acova.  
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4.4.5. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na brojnost  

 

PP su izolovane iz tankog creva kontrolnih i antibioticima tretiranih neimunizovanih i 

 d.p.i. i 

14. 

 

 

Grafik 16. Uticaj antibiotskog tretmana na broj 

neimunizovanih i imunizovanih pacova koji su bili tretirani antibioticima (Antb) ili su bili bez 

dmog i 

14. d.p.i. 

Antb i Ctrl 

pacova.  
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4.4.6. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na broj 

 

 

Kako bi se ispitao efekat primene antibiotika na GALT, osim PP analizirane su i 

 

 

Grafik 17. Uticaj antibiotskog tretmana na broj AO pacovi su bili netretirani (Ctrl) 

izolovane iz 

broj 

. D. Rezultati su dobijeni iz dva 

Antb i Ctrl 

pacova.  
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4.4.7. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IFN-

 

 

Efekat antibiotskog 

-a. Produkcija IFN-

-a, 

 d.p.i. IFN-  

dok sedmog 

IFN- vnoj fazi govori u prilog da pod uticajem antibiotika dolazi do 

pokretanj  

Grafik 18. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IFN- Netretirani (Ctrl) i 

, sedmog i 14 d.p.i. (HKM+MBP). 

-

testom. 

nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja stat Antb i Ctrl 

pacova.  
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4.4.8. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-17 u 

 

 

Produkcija IL-

 

fenomen kao i kod produkcije IFN- - ih i 

 d.p.  usled 

primene antibiotika. Sedmog d.p.i nije bilo promena u produkciji IL-17 usled 

antibiotskog tretmana. 

 

Grafik 19. Efekat tretmana antibioticima na produkciju IL- AO pacovi koji su 

tretirani antibioticima (Antb) ili su bili netretirani (Ctrl), imunizovani s

 i 14 d.p.i. i kultivisane u prisustvu MBP. Rezultati dobijeni ELISA 

testom iz dva nezavisna 

Antb i Ctrl pacova.   
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4.4.9. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-10 u 

 

 

Produkcija antiinflamacijskog citokina IL-10 je mer

stimulisanih MBP. AO pacovi koji su bili sa ili bez antibiotskog tretmana su 

imunizovani HKM+M  d.p.i. kako bi se 

-u. Ni u jednoj od posmatran

 

 

Grafik 20. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IL-  AO pacovi su bili 

netretirani (Ctrl) ili tretirani antibioticima (Antb) i imunizovani sa HKM+MB

 i 14 d.p.i. Produkcija IL-

metodom. 

nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 p Antb i Ctrl 

pacova.  
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4.4.10. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IFN-

 

 

-  je 

ispitivana kod   nakon imunizacije, 

 

antibioti , kao i sedmog d.p.i. nije bilo razlike 

 d.p.i. gde je produkcija IFN-

pacova. 

 

Grafik 21. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IFN- AO pacovi su bili 

bez tretm iz 

 

produkcija IFN- jeni iz 

Antb i Ctrl 

pacova.  
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4.4.11. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-17 u 

 

 

Produkcija IL-

-17 u 

 

 

Grafik 22. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IL- AO pacovi su bili 

d.p.i. merena je produkcija IL-17. Podaci su predstavljeni 

Antb i Ctrl pacova.  
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4.4.12. Ispitivanje uticaja antibiotika na produkciju IL-10 u 

 

 

-

-  

 

Grafik 23. Efekat tretmana antibiticima na produkciju IL- AO pacovi bez 

tretmana (Ctrl) i pacovi koji su primali tretman antibioticima (Antb) su imunizovani 

 

tog i sedmog d.p.i.. Produkcija IL- Podaci su 

Antb i Ctrl pacova.   
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4.4.13. Uticaj tretmana antibioticima na zastupljenost CD4+ 

 

 

tretman antibioticima deluje na zastupljenost CD4+ 

 , 

sedmog  + 

 

 

 

Grafik 24  

munizovani HKM+KFA,  i 14 d.p.i. 

Rezultati su dobijeni i

Antb i Ctrl pacova.  
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4.4.14. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost Treg u 

 

 

Dalje nas je zanimalo da ispitamo kako tretman anti

zastupljenost CD4+CD25+Foxp3+ 

nosu na kontrolne 

 i 14.  

 

Slika 7 AO pacovi su bili 

izolovane  i 14 d.p.i. i anal Podaci su 

 (A). Na reprezentativnivnim plotovima dobijenim 

  

Rezultati su dobijeni iz dv

Antb i Ctrl pacova.  
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4.4.15. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost CD4+ 

 

 

da ispitamo efekat antibiotskog 

tretmana na procenat CD4+ + 

je, ali i nakon i  d.p.i. 

 14. d.p.i.  

 

Grafik 25. Zastupljenost CD4+ T u 

AO pacovi su bili bez tretmana (Ctrl) ili su primali tretman antibioticima 

izolovane 

14. d.p.i. Podaci su predstavljeni kao 

Antb i Ctrl pacova.  
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4.4.16. Ispitivanje efekta antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u 

 

 

u 

koje su primale a  

cima u odnosu na kontrolne, 

rtog i sedmog d.p.i. Pre imunizacije i u 

 

 

Slika 8 ane iz 

 i 14. d.p.i.) AO pacova. Pacovi su bili bez 

 (A). Na 

reprezentativnivnim plotovima d  

 Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 

Antb i Ctrl pacova.  
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4.4.17. Ispitivanje uticaja antibiotika na zastupljenost CD4+ ejerovim 

 

 

zastupljenost CD4+  

i 

zastupljenosti CD4+  

 

Grafik 26. Zastupljenost CD4+ T u PP nakon antibiotskog tretmana. AO pacovi su 

izolovane izolovane 

sedmog i 14. d.p.i. Podaci su predstavljeni kao 

Antb i Ctrl pacova.   
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4.4.18. Ispitivanje efekta antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u Pejerovim 

 

 

zastupljenosti Treg u PP, identifikovali smo FoxP3+ 

CD4+CD25+ 

usled antibiotskog 

 d.p.i. nije bilo razlike. 

 

Slika 9. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na zastupljenost Treg u PP. AO pacovi su 

iz 

d.p.i.  

(H Podaci su predstavljeni kao 

 (A). Na reprezentativnivnim plo  d.p.i. je 

 Rezultati su dobijeni iz 

Antb i Ctrl 

pacova.    
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4.4.19. Ispitivanje uticaja antibiotskog tretmana na sastav mikrobiote creva 

 

m  starosti), 

u vreme imunizacije (nultog d.p.i., osam nedelja starosti), nakon imunizacije sa 

HKM+KFA u induktivnoj fazi EAE (sedmog d.p.i., deet nedelja starosti) i u vreme pika 

bol

E 

 

DGGE gelu koje predstavljaju glavnu mikrobiotu  u 

 L. murinus i L. intestinalis, odsutne u 

osmoj, devetoj 

mikrobiote AO pacova. Prisustvo L. murinus kod tretiranih pacova i L. intestinalis kod 

kontrolnih L. murinus odigrava 

smanjena. Ipak, razlike u prisustvu L. intestinalis se gube na 14 d.p.i. Zanimljivo je da 

se Roseburia sp., komensalna bakterija koja produkuje butirat, i L. gasseri 

isklj  i 14 d.p.i.  
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Slika 10. Uticaj antibiotskog tretmana na sastav crevne mikrobiote AO pacova. Netretirani 

(C) i AO pacovi tretirani antibioticima (A) su imunizovani HKM+KFA. Uzorci fecesa su 

sakupljani na dan razdvajanja mladunaca od majke (4w), na dan imunizacije (0 d.p.i.) i u vreme 

koje odgovara induktivnoj fazi EAE-a (sedmi d.p.i.) i piku EAE (14 d.p.i.). DGGE profil rDNK 

amplikona Lactobacillus sp, i bakterijske DNK 

izolovane iz fecesa kao matrice. Svaki uzorak 

pokazuju DGGE trake koje su prisutne kod kontrolnih uzoraka i kojih nije bilo kod tretiranih 

  

 

 

 

 

 

 



 
72 

 

 4.5. Ispitivanje uticaja transfera mikrobiote creva na GALT i sastav mikrobiote 

creva 

 

primenjivati kao terapija u EAE-u

 AO pacova rastvorenog u 

nedeljno. Donori crevne mikrobiote i fecesa su bile zdrave netretira

starosti  

ini kao i tretiranoj grupi. Sa osam 

kta transfera crevne 

-a

 

 

 

 

 

Slika 11. Transfer crevne mikrobiote AO pacova u DA pacove. DA pacovi su kontinuirano 

an HKM+KFA kada su 

pacovi bili osam rta 

nedelja), na dan razdvajanja, na dan imunizacije (nulti d.p.i.), u induktivnoj fazi (sedam d.p.i., 

devet  
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4.5.1. imptome EAE kod DA 

pacova 

 

-a. DA pacovi su kontinuirano 

izlagani crevnoj mikrobioti AO pacova od  EAE je 

indukovan pacovima sa osam 

-a kod DA pacova koji su 

primali crevnu mikrobiotu AO pacova u odnosu na netretirane  

Grafik 27. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote AO pacova na EAE kod DA 

pacova. DA pacovi su bili netretirani (Ctrl) ili su tretirani crevnom mikrobiotom AO pacova 

na 

Gmbt i Ctrl pacova.   

Tabela 4. Efekat transfera crevne mikrobiote AO pacova na EAE kod DA pacova. 

 incidenca 

bolesti 

Kumulativni k.s. trajanje 

(dani) 

 maksimalni k.s. 

Ctrl  15/15      

Gmbt  13/13      

kontrolnih (Ctrl) i Gmbt). 
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4.5.2. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na koncentraciju citokina u 

 

 

pacova. Tretirani i 

netretirani DA pacovi su imunizovani i na piku bolesti su analizirani homogenati 

-u  

proinflamacijskih citokina u CNS-u -a, 

rezultat da je koncentracija IL-

je d FN-  

Grafik 28. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na koncentraciju citokina u 

HKM. DA pacovi su bili bez tretmana (Ctrl) ili su primali tretman crevnom mikrobiotom AO 

pacova (G inje su imunizovane HKM+KFA i 14. 

nez Gmbt i Ctrl 

pacova.  
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4.5.3. 

 

 

koj slici prate i promene u 

imu  

induktivnoj fazi boles  

 

 

Grafik 29

pacova koji su bili bez tretmana (Ctrl) ili tretirani crevnom mikrobiotom AO pacova (Gmbt), 

 

Podaci su predstavljeni kao srednje 

a nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja 

Gmbt i Ctrl pacova.   
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4.5.4. 

 

 

-a, 

je su 

 d.p.i

posmatranih termina. 

 

Grafik 30 DA 

pacovi su bili bez tretmana (Ctrl) 

 d.p.i. 
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4.5.5. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4+ 

u  

 

Kako bi se ispitao uticaj transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4+ T 

atrane su 

i i sedmi + 

 

Grafik 31

AO pacova 

(Gmbt) su imunizov  d.p.i. i analizirane 

dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 predstavlja st

Gmbt i Ctrl pacova.    
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4.5.6. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u 

 

 

CD4+CD25+FoxP3+ a, u induktivnoj 

edmi 

 

 

Slika 12. Uticaj transfera crevne mikrobiote na zastupl DA pacovi su 

bili bez tretmana (Ctrl) ili su tretirani crevnom mikrobiotom AO pacova (Gm

 d.p.i. (HKM+KFA) i analizirane 

citofluorimetrije. Podaci su predstavljeni kao srednje vredn  (A). Na 

reprezent  

 Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna eksperimenta. *p< 0,05 

Gmbt i Ctrl pacova.    
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4.5.7. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost CD4+ 

u  

 

-u. 

Ispitivana je  zastupljenost CD4+ 

ane u dve vremenske 

sedmog 

promene u zastupljenosti CD4+  

 

Grafik 32 DA pacovi 

su imunizovane HKM+KFA  d.p.i. i analizirane na 

. 

Rezultati su dobijeni iz dva nezavisna 

Gmbt i Ctrl pacova.    
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4.5.8. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote na zastupljenost Treg u 

 

 

tretirane crevnom mikrobiotom soja 

izolovane u dva termina na  d.p.i. U skladu 

sa pretpostavkom, transfer crevne mikrobiote je doveo do 

 

 

Slika 13 DA pacovi su 

bili bez tretmana (Ctrl) ili su primali crevnu mikrobiotu AO pacova (Gmbt) i imunizovani su 

HKM+KFA  d.p.i. Podaci su predstavljeni kao srednje 

 (A). Na reprezent  d.p.i. je prikazana 

 Rezultati su dobijeni iz dva 

Gmbt i Ctrl 

pacova.    
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4.5.9. Uticaj transfera crevne mikrobiote AO pacova na sastav mikrobiote creva 

 

 

Transfer crevne 

ih bakterija 

nja od majki do  nedelja 

 sojeva iz AO u DA pacove kojima je 

v  sojevima 

 je rastao 

 na sastav kakav 

nosti u sastavu MKB 

ne mikrobiote tretiranih DA pacova se 

 ko

do sedmog nih DA pacova bila najmanja na 

sedmom  
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Slika 14. Ispitivanje uticaja transfera crevne mikrobiote AO pacova na sastav crevne 

mikrobiote DA pacova. DA pacovi su bili netretirani (Ctrl) ili tretirani mikrobiotom AO 

razdvajanja od majke (weaning), na dan imunizacije (0 d.p.i.) i nakon imunizacije sedmog i 14. 

Lactobacillus iz 

mikrobiote (Gmbt) i kontrolnih DA pacova koji su bili bez tretmana (Ctrl). DGGE trake koje su 

edstav

-plot 

razlikom. 
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4. Diskusija 
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U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da pacovi soja AO, koji su otporni na 

indukciju EAE, imaju manje CD4+ T limfocita u GALT-u 

manje proinflamacijskih citokina, IFN- -

ciji EAE-a. Nakon imunizaci CD4+ T 

CD8+ T -u u 

terminu koji odgovara piku EAE-a

u odnosu na DA pacove. U oba soja pacova u induktivnoj fazi EAE-a je procenat ovih 

. U PP nema razlike u zastupljenosti Treg 

-a 

-10 prati trend Treg, 

manje je kod AO pacova u svim ispitivanim terminima . Razlike 

 u sastavu mikrobiote creva. Kod neimunizovanih AO 

 vrsta rodova Turicibacter i Atopostipes, kojih kod DA 

diverzitetu bakterijskih grupa kod DA pacova, dok su kod AO pacova identifikovane 

Lachnospiraceae  

GALT i crevna mikrobiota, modulisali smo sastav 

cima dolazi do pojave blagih 

simptoma EAE-a  i 

- mene se 

 - -17, ali ne i 

antiinflamacijskog citokina IL-

GALT-u 

AO pacova, dok do smanjenja zastupljenosti 

Treg nakon imunizacije. 

sastav crevne mikrobiote. Naji v  

i.  

indukciju EAE-a

-a. Prvo smo 

posmatrali do kakvih promena ovaj transfer dovodi u CNS-u, a zatim i u GALT-u. DA 
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pacovi kojima je  mikrobiote 

simptome EAE-a i imaju manju koncentraciju IL-

-a 

Transferom crevne mikrobiote je izmenjen div elinskih bakterija u 

periodu odvajanja mladunaca od majki.  

T limfociti se smatraju k m u patogenezi multiple skleroze i EAE-a 

(Petermann i Korn, 2011) + T limfocita koji 

 (Dendrou i sar. 

2015)

u CNS. U EAE-u

a zatim se diseminuju kroz telo u -a i koje 

(Sosa i Forsthuber, 2011)

dolazi do njihove ekspanzije. Takve AP -a imunizovanih 

-a pacijenata obolelih od multiple skleroze (Sosa i Forsthuber, 

2011; Chastain i sar., 2012). Nakon 

CNS-a i sar., 2009), dolazi do intenzivne produkcije proinflamacijskih 

- to sve rezultuje 

-u gde se mogu rediferencirati u Treg 

(Esplugues i sar., 2011; Califano i sar., 2014)  

u patogenezi autoimunoskih procesa u CNS-u

i PP soja koji je otporan na indukciju EAE-a -a 

CD4+ + 

kod DA pacova , ovaj  oba soja nakon 

imunizacije, dok se + 

 piku bolesti. Stoga, apsolutni broj T 

 kod oba soja

-a, razumljivo je da ova 
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-a kod AO i DA 

pacova. 

Citok oze 

-u (Palle i sar., 2017). IFN- -17 su glavni 

 (Fletcher i sar., 2010; Nicol i sar., 2015). 

ektorske funkcije u autoimunoskim 

procesima u CNS-u

neutrofili, koji dovode do destrukcije tkiva CNS-a mi imaju i 

-a (Kurschus, 2015). Na primer, pokazano je da 

IFN- (Vartanian i sar., 1995), 

a da IL- - (Kebir i sar., 2007b). 

Prethodno je pokazano da je produkcija IFN- -17 smanjena u GALT-u i CNS-u kod 

-a 

-a (Lee i sar., 2011). 

 i 

 

citokina u CNS-u AO pacova u odnosu na CNS DA pacova je prethodno pokazana od 

i sar., 2011)

produkcije IFN- -17 u crevima prati obrazac produkcije ovih citokina u CNS-u kod 

 

Zanimljivo je da je produkcija IFN- -u 

-

+ 

+ 

smanjenje produkcije IFN- + T 

- -

Zanimljivo je da takvo smanjenje 

 da nakon imunizacije Th17 

-u na indukciju EAE-a, ali ne i u GALT-u 

-a

 (Berer i Krishnamoorthy, 
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2014). U skladu sa tim su ispitivanja u kojima je pokazano da crevna mikrobiota i 

-a. 

Prethodno je pokazano da otpornost na indukciju EAE-a kod B10.S 

(Berer, Boziki i Krishnamoorthy, 2014)

obrazac produkcije IL-  AO i DA pacova ne podrazumeva da se 

a kod soja pacova otpornog na EAE. Ipak, treba 

kod AO pacova nego kod DA pacova (Miljkovic i sar., 2006). Iz tog razloga je upitno 

da li je 

da bi se promene u IL-17 detektovale ELISA testom. 

FoxP3+CD4+CD25+ njihov nastavak biva 

indukovan na periferiji. Treg imaju bitnu ulogu u regulaciji imunskog odgovora 

(Fontenot, Gavin i Rudensky, 2003; Hori i Sakaguchi, 2004). U velikom broju su 

zastupljene u GALT-u

procesa u CNS-u

patogenezu bolesti. U ispitivanjima EAE-a indukovanog MOG je pokazano da 

 (Kohm, Carpentier i 

Miller, 2003)

Treg iz naivnih oma kod aktivno indukovanog 

EAE-a (Ochoa- i sar., 2007) udelu 

-a. 

indukcije Treg (Berer i Krishnamoorthy, 2012). Ranije je pokazano da je oralna 

-a (Santos 

i sar., 1994; Song i sar., 2008)

indukuju CD39+ na Treg u GALT-u rene ka CNS-u gde 

(Wang i sar., 2014). Stoga, posmatrano smanjenje 

z u piku EAE-a 
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u CNS-u 

oporavka pacova od EAE-a. 

Smatra se da Treg suprimiraju imunski odgovor putem nekoliko mehanizama. 

Dominantan mehanizam dejstva Treg u crevima je produkcijom antiinflamacijskog 

citokina IL-10 (Maynard i sar., 2012). Poznato je da u EAE-u IL-10 inhibira ekspresiju 

gen  (Fiorentino i sar., 1991; 

Matsuda i sar., 1994; Ito i sar., 1999). IL-

+ (Rohrer i sar., 1995; Groux i 

sar., 1996). Osim toga, IL-  ekspresije 

proteina bitnih za prezentaciju antigena, poput MHC II, kostimulatornih molekula i 

(Rohrer i sar., 1995; 

Groux i sar., 1996). U ispitivanjima u kojima je IL-10 primenjivan u terapijske svrhe, 

njegova primena je dovela d -a (Rott, Fleischer i Cash, 

1994; Rohrer i sar., 1995; Groux i sar., 1996).  

Nedavno je pokazano da IL-10 kao jedan od glavnih regulatornih citokina 

imunskog sistema ima bitnu ulogu i u imunoregulaciji u GALT-u (Rie Gaboriau-

R -Bensussan, 2011; Levast, Li i Madrenas, 2015) pod uticajem 

i XIVa roda Clostridium (Atarashi i sar., 2011). 

- elije GALT-a  ulogu u 

regulaciji autoimunskih procesa u CNS-u. Naime, pokazano je da su Treg koje 

produkuju IL- -a  tretiranih kapsularnim 

PSA poreklom od Bacteroides fragilis (Telesford i sar., 2015). Vredi napomenuti da su 

klasteri roda Clostridium, XIVa i IV, koji su identifikovani kao dominantni u indukciji 

crevnih Treg koje produkuju IL-

obolelih od multiple skleroze (Miyake i sar., 2015)

-10 u GALT-u -10 koji su 

produkovale regu + 

izgradnji regulatorne sredine u tkivu creva (Guo, 2016). U skladu sa tim, nedostatak 

receptora za IL-10 na makrofagima, a ne deficijencija IL-10 indukuje inflamaciju u 

crevima (Shouval i sar., 2014; Zigmond i sar., 2014)

-10 i nastaju pod uticajem promena u mikrobioti, 
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EAE-a (Javier Ochoa- i sar., 2010). Stoga, je nastala potreba da se detaljnije 

 Treg koje produkuju IL-10 u crevima kako bi se ispitala protektivna uloga 

crevne mikrobiote u multiploj sklerozi.  

Detaljna analiza produkcije IL-10 u CNS-u 

-

bitno za oporavak DA pacova od EAE-a i sar., 2013)

produkcija IL-

 nakon imunizacije i sar., 2013). 

IL-10 kod DA pacova pre imuniza  13.-16. dana nakon 

imunizacije. Zapravo, produkcija IL-10 kod AO pacova je ostala na bazalnom nivou 

 13.-16. 

dana. Zanimljivo je da produkcija IL-

pacova, a zatim raste ka bazalnom nivou 13.-16. dana. 

odigrava redi -

-a. Drugo 

-

elementi koji inhibiraju IL-10 da deluju unutar PP imunizovanih DA pacova. Ova dva 

mehanizma ne mora da se  i mogu delovati u saradnji kako bi modulisali 

-10 u GALT-u.  

d (Ezendam i van Loveren, 2008; 

Ezendam i sar., 2008; Berer i sar., 2011; Lee i sar., 2011)

diverziteta Lactobacillus spp., kod AO i DA pacova ko a 

indukciju EAE-a L. johnsonii i L. intestinalis 

L. johnsonii 

NCC 533 je humani izolat koji je intenzivno ispitivan zbog svojih probiotskih 
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(Haller, Blum, i sar., 2000; Haller, Bode, i 

sar., 2000; Ibnou-Zekri i sar., 2003). Pokazano je da E. coli koja 

(Kumar, Stecher i 

Tamura, 2016). L. intestinalis 

mikrobiote i sar., 2004; Buhnik-Rosenblau, Danin-Poleg i Kashi, 2011). Stoga je 

funkcionalna analiza doprinosa ovih bakterija otpornosti EAE-a 

zanimljiviji pronalazak je da su bakterije rodova Turicibacter i Apostipes prisutne kod 

neimunizovanih AO pacova, ali ne i u crevima neimunizovanih DA pacova. Obe 

Turicibacter sanguinis je anaerobna, 

-pozitivna 

je da Turicibacter 

njene kvantitativne varijacije povezane sa gen (Benson i sar., 2010). 

Turicibacter (Liu i 

sar., 2014) (Zhong, Nyman i 

2015). Ishran

(Maslowski i sar., 2009; Erny i sar., 2015). Zanimljivo je da je porast bakterija roda 

Turicibacter 

porastom buterne kiseline (Zhong, Nyman i 

-a (Bienenstock, 

Kunze i Forsythe, 2015). Antiinflamacijski efekti bakterija roda Turicibacter su 

 (Werner i sar., 2011) kao i kod 

knoc koji su otporni na razvoj kolitisa (Presley i sar., 

2010). Stoga, primamljivo je pretpostaviti da Turicibacter doprinosi otpornosti pacova 

soja AO na indukciju EAE-a. Atopostipes suicloacale je fakultativno anaerobna, 

katalaza-

Gram pozitivnih bakterija sa niskim sastavom guanina i citozina (Cotta i sar., 2004). Za 

razliku od roda Turicibacter, nema podataka o efektima bakterija roda Atopostipes na 

imunski sistem. Zanimljivo je da j

Turicibacter -10 kod DA pacova u piku 

bolesti. Porast Turicibacter sp. creva 

kiseline, SCFA sa imunomodulatornim potencijalom (Zhong, Nyman i . 
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Pore Turicibacter sp. 

(Presley i sar., 2010; Werner i sar., 2011; Suchodolski i sar., 2012). 

da Turicibacter sp. mogu doprineti otpornosti AO pacova na indukciju EAE-a

uricibacter sp. kod DA pacova u piku 

ano da mikro RNK 

(miRNK) u fecesu 

transspecijske regulacije gena u bakterijama (Liu i sar., 2015). Bilo bi jako interesantno 

Turicibacter sp. u neimunizovanim i imunizovanim 

AO i DA pacovima  

familije Lachnospiraceae -a. 

Prethodno je pokazano da su bakterije koje pripadaju familiji Lachnospiraceae 

dominantno prisutne u 

(Reeves i sar., 2011) Lachnospiraceae 

koja dovodi do otpornosti na 

Clostridium difficile 

Lachnospiraceae u crevnoj mikrobioti pacijenata sa inflamatornom bolesti creva (Frank 

i sar., 2007). Lachnospiraceae su Gram-pozitivne obligatorne anaerobne bakterije koje 

uglavnom ne formiraju spore (Cotta i Forster, 2006). Zanimljivo je da su klonovi 2, 7 i 

20 Lachnospiraceae 

redom Clostridiales. Takson Clostridiales je red bakterija razdela Firmicutes 

ulogom u fermentaciji dijetarnih vlakana u debelom crevu (Chinda i sar., 2004). 

Clostridiales

Lachnospiraceae krobiote u crevima 

zdravih odraslih osoba koji u velikoj meri doprinose produkciji SCFA u crevu (Chinda i 

sar., 2004; Peris-Bondia i sar., 2011)

aktivnosti za intestinalnu mukozu, dok je smanjenje koncentracije SCFA povezano sa 

(Leonel i Alvarez-Leite, 2012)

Clostridiales i Lachnospiraceae kod zdravih DA pacova povezano sa 

sa boljim 

zdravstvenim statusom i sar., 2000; Bourassa i sar., 2016; Tremlett i sar., 

2016).  
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dobijeni iz DA pac u piku 

laktobacila 

preovladavaju usled nedostatka laktobacila. Produkcija IL- je stabilnija kod 

predstavljati bitan faktor u otpornosti AO pacova na EAE. S druge strane, 

-a. Iz 

tog razloga smo uradili eksperimente u kojima smo remetili crevnu mikrobiotu AO 

pacova primenom antibiotika, kako bismo ispitali posledice koje ovakav tretman ima na 

otpornost u autoimunosti CNS-a. Od ranije je 

autoimunost. Pokazano je da kod  sa dromom 

indukovanog infekcijom primena  (St 

Charles i sar., 2017)

(Sun et al., 

2015)

  

ma. 

proinflamacijskog citokina, IL-17, ali je zato nivo IFN-

tretiranih antibioticima. Diferenci ukuju IL-17 i IFN-

autoimunoskim procesima u CNS-u -a su 

-17 ili IFN-

(Fletcher et al., 2010; B.Ciric i A.Rostami, 2013). Iako 

(Simmons i sar., 2013)

IFN-  (Pierson i 

sar., 2012). Ipak, relativno visok odnos IL-17 i IFN-

-a kod AO pacova, dok se suprotan odnos 

-a -
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pacova. 

staviti da je mehanizam koji stoji iza efekata 

posledica promena u sastavu mikrobiote koja je poremetila regulaciju imunskog 

pacova koji su tretirani antibioticima - -17, citokina koji su 

vanja Treg s obzirom da je 

mali je u skladu sa 

je pokazala da se povoljni efekti mikrobiote creva na EAE ostvaruju kroz stvaranje Treg 

(Kwon i sar., 2013). 

Promene na nivou GALT-a 

smanjenje udela 

kapsularnog PSA komensalne bakterije Bacteroides fragilis 

IL- -10. Protektivni efekti ovih 

(Bhargava i Mowry, 2014; Ochoa- i Kasper, 2014; Mielcarz i Kasper, 2015). 

Salmonella typhimurium 

d -a (Jun i sar., 2005, 2012; Ochoa- i sar., 

2007)

-a je tretman probiotskim 

bakterijama vrste roda Lactobacillu  Treg koje su produkovale IL-10 

(Lavasani i sar., 2010; Takata i sar., 2011)

indukciju EAE-a 

otpornosti usled antibiotskog tretmana govori u prilog crevne mikrobiote kao bitnog 

indukciju EAE-a koji 
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 nakon antibiotskog 

-a, robiotom. Ovi efekti 

su u vezi 

limfnim organima i unutar CNS-a, u r  d.p.i.), u 

vreme kada nastaje autoimunski odgo

efekti na imun  d.p.i. mogli biti posledica disbioze 

crevne mikrobiote indukovane antibiotici  nedelje 

razvojem autoimunskih bolesti. 

propagaciji, ali ta  CNS-u (Lee i 

Mazmanian, 2010; Bhargava i Mowry, 2014; Mielcarz i Kasper, 2015). Sastav crevne 

mikrobiote se razlikuje kod pacijenata obolelih od multiple skleroze i zdravih osoba 

(Cantarel i sar., 2015; Miyake i sar., 2015; Chen i sar., 2016; Jangi i sar., 2016), a kao 

koji su otporni na indukciju EAE-a

antibioticima na razvoj EAE-a 

primenjivali antibiotike kako bi delovali na druge komponente koje su u vezi sa 

patogenezom EAE-a us mikrobiota creva, a koji su 

ikrobiote u EAE-u. Oni svi prikazuju 

povoljne efekte tretmana antibioticima na EAE-a

mogu imati  CNS-u, s obzirom da su AO 

pacovi koji su otporni na razvoj EAE-a ljili bolest nakon antibiotskog 

eksperimentima u kojima su primenjivani antibiotici rezultirali primenom antibiotika od 

ijazi kod 
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 tokom neonatalnog perioda bili tretirani antibioticima ovelo do 

 

simptome bolesti (Zanvit i sar., 2015)

 (Ferrer i sar., 2017)

da tretman neomicinom rezultuje  autoimunskog dijabetesa, dok 

primena vankomicina  (Hu i sar., 2016). 

su drugi primetili u odnosu na prekid otpornosti na indukciju EAE-a koji je dobijen u 

, koji su radili na 

a koji selektivno ciljaju 

 

koja nalikuje lupusu (Qinghui, Husen i Xin, 2015)

tretman antibioticima j

pripadnici roda Roseburia su detektovani kod pacova tretiranih antibioticima 14. d.p.i. 

Pokazano je da promene u zastupljenosti Roseburia spp. koreliraju sa brojnim 

iritabilnog creva, dijabetesa tipa 2, oboljenja nervnog 

sistema i alergije, dok prisustvo Roseburia spp. ispoljava blagotvorne efekte kao 

probiotik za obnavljanje povoljnih mikroorganizama (Tamanai-Shacoori i sar., 2017).  

Zanimljivo, diverzitet crevne mikrobiote je uglavnom obnovljen u periodu nakon 

tpornih na indukciju EAE-a

 koje su u vezi sa patogenezom EAE-a korelira sa 

promocijom autoimunoskog procesa i simptoma bolesti.  

kod pacova tretiran  

ta udaljeno od imunizacije (u osmoj nedelji starosti). 
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predispoziciju za razvoj autoimunoskih procesa CNS-a koja mogu biti pokrenuti 

nezavisnim stimulusima u kasnijoj dobi. Zaista, razlike u crevnoj mikrobioti su bile 

istaknute n  nedelja starosti), ali su skoro u 

potpunosti izostali u vreme imunizacije (osam nedelja starosti). Ovo implicira da se 

sistema. Shodno tome, bilo je manje Treg u PP kod ovih pacova. Da bi se utvrdilo da li 

multiple skeroze

ranom postnatalnom periodu na GALT, kao i detaljne korelativne studije na 

za razvoj 

autoimunske bolesti (Molloy, Bouladoux i Belkaid, 2012; Mueller i sar., 2015). 

ornosti AO 

pacova za indukciju autoimunskih procesa u CNS-u

simptome EAE-a kod primalaca. Ovo je u skladu sa idejom da modulacija 

up u 

terapiji multiple skleroze

multiplu sklerozu menjaju sastav crevne mikrobiote, npr. potenciraju zastupljenost 

rodova Prevotella i Sutterella, a smanjuju udeo roda Sarcina kod pacijenata obolelih od 

multiple skleroze koji su primali tretman (Jangi i sar., 2016). Isto tako, suplementacija 

vrsta rodova Akkermansia, Faecalibacterium i 

Coprococcus kod pacijenata (Cantarel i sar., 2015). Tek treba ustanoviti da li su ove 

h efekata ovih 

agenasa u multiploj sklerozi ili samo koreliraju sa izmenjenom patogenezom bolesti. 

sredstvo za smanjenje encefalitogenog imunskog odgovora u multiploj sklerozi, ako 

bude neophodno.  

Povoljni efekat transfera mikrobiote creva AO pacova u DA pacove je bio 

paralelan sa smanjenjem IL-17, a ne IFN-

ntibiotski 

-
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EAE. Pored toga, kao i kod antibiotskog tretmana, i nakon transfera crevne mikrobiote 

reg se 

tencijala Treg i 

 aktivnosti Th1/Th17 su najverovatniji mehanizmi 

z  

 

crevne mikrobio, najmanja sedmog 

pacova kojima je i

uputiti da se pozitivan uticaj transfera mikrobiote creva AO pacova u DA pacove 

na indukciju EAE-a u pa -a 

terapija mogla biti primenjena i u terapiji multiple skleroze pitivanja treba da 

ustanove 

za AO pacove ili 

povoljne efekte u terapiji d  bolesti. 

 (Evrensel i Ceylan, 2016). Ipak, u 

 pa sve do posle indukcije EAE-a

arkeri koji predisponiraju  

za multiplu sklerozu

je otpornost uspostavljene crevne mikrobiote na promene (Sommer i sar., 2014). Dok 

vno pokazano da 

tretmana u trajanju od samo dva dana), a koji su sprovedeni tri dana nakon imunizacije, 

-a (Chitrala i sar., 2017). Takav kratkotrajan a efikasan 
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tretman kod ljudi bi predstavljao revolucionarni napredak u terapiji. Naravno, efikasnost 

procedure bi trebalo proveriti u ra  pre primene kod 

ljudi.  

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj tezi pokazuju da se AO soj pacova koji je 

otporan na indukciju EAE-a -a razlikuju 

 GALT-a, u -a i u 

 sojevima pacova na indukciju 

EAE-a zumevanje patogeneze multiple skleroze 

-a svakog od sojeva, kao i izolacija, 

ja koje su povezane sa 

 na indukciju EAE-a

mikrobiota predstavlja bitan faktor u autoimunoskim procesima u CNS-u

multiple skleroze. 
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U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije, a na osnovu dobijenih 

 

 

 

 ni u jednom od posmatranih termina.  

 Soj pacova otporan na EAE ima manje CD4+ -u 

produkuju manje IFN- -

indukciji EAE-a. 

 Bakterije rodova Turicibacter i Atopostipes 

gastrointestinalnom traktu neimunizovanih pacova koji su otporni na indukciju 

EAE-a. 

 Nakon imunizacije, udeo CD4+  se 

sm   

piku bolesti. 

  Proporcija CD8+ -u i AO i DA pacova u terminu 

koji odgovara piku EAE-a kod DA pacova (13-15 d.p.i.). 

 Produkcija IFN- -u DA pacova opada nakon imunizacije, za razliku od 

IL-

citokina se ne menja u GALT-u AO pacova sa imunizacijom. 

  Treg 

 , a u induktivnoj fazi 

EAE udeo Treg se smanjuje u o u piku bolesti. 

 

ni posle imunizacije,  piku bolesti i kod AO i kod 

DA pacova. 

 Produkcija IL- a  kod DA 

pacova, pre imunizacije,  d.p.i.) i u piku (13-16 

d.p.i  dolazi do smanjene produkcije IL-10 nakon 

imunizacije kod DA pacova, da bi se u piku bolesti vratila na bazalni nivo. 

 Lactobacillus spp. nego 

ustvo vrste roda Turicibacter i 
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Atopostipes 

 u piku 

bolesti. Predstavnici familije Lachnospiraceae su identifikovani 

grupa bakterija koja bi mogla da bude odgovorna za modulaciju toka EAE-a. 

 

 

otpornosti na EAE. U 

-17, dok je nivo IFN-  

  pacova tretiranih 

antibioticima u odnosu na netretirane, ali  

u GALT-u 

grupa ni u jednom posmatranom terminu. 

 Zastupljenost CD4+ -a 

  

  AO pacova tretiranih antibioticima 

- -17, ali ne i IL-

  dok se na 

7 d.p.i. produkcija IFN- -17 i 

IL-10 nema.  

 Kod  tretiranih antibioticima 

 

imunizacije dolazi do smanjenja udela Treg u 

  i 14 d.p.i.) usled primene antibiotika.  

  menja antibiotskim tretmanom. 

 

promene u sastavu mikrobiote izazvane antibioticima prolazne.   
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 Nako

-a kod DA pacova. Koncentracija IL-17 je smanjena 

koncentracija IFN-  

  se razlika u celularnosti  u grupa, gde 

bolesti. 

 

. 

 

kterija u periodu od odvajanja od majki, da bi u vreme 

a 

 

usled dejstva imunskih mehanizama na sastav mikrobiote. 

 

Osnovna hipoteza ove doktorske disertacije je da se GALT i mikrobiota creva razlikuju 

kod sojeva pacova kod kojih postoji suprotnost indukciju EAE-a, a da 

se modulacijom mikrobiote creva i sledstvenim promenama u sastavu i funkcionisanju 

GALT-a -a. Na osnovu dobijenih rezultata 

-a i mikrobiote 

-a i DA pacova koji su 

 indukciji EAE-a. Osim toga, modulacija mikrobiote creva primenom 

otpornosti AO pacova na EAE-a. Promene u 

-u  i 

GALT-u krobiote u autoimunskim 

procesima u CNS-u

crevne mikrobiote AO pacova, koji su otporni na indukciju EAE-a, u DA pacove, koji 

ciji EAE-a

-a. I  modulacija mikrobiote creva 

u terapiji multiple skleroze kao     
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