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Uticaj vodenog ekstrakta ploda aronije na imunski sistem u mi§jim modelima infekcije i
melanoma

Sazetak

Aronija (lat. Aronia melanocarpa), voce karakteristicno po tamnim bobicama oporog ukusa, sadrzi
mnostvo fenolnih jedinjenja zasluznih za njena bioloSka svojstva. Vodeni ekstrakt ploda aronije
(VEPA) pokazao je proinflamacijsko dejstvo. In vitro primena povecala je fagoctinu sposobnost
makrofaga 1 stimulisala produkciju azot-monoksida iz dendritskih ¢elija, kao i diferencijaciju
proinflamacijskih CD4" T limfocita. In vivo, oralni tretman zdravih miSeva doveo je do promene
distribucije ¢elija imunskog sistema u crevu i povecane produkcije IFN-y u slezini. Efekat VEPA na
imunski sistem ispitan je u mi§jim modelima infekcije unutarcelijskom bakterijom Listeria
monocytogenes i melanoma, indukovanog subkutanim injeciranjem B16 ¢elija. Pretretman VEPA
ublazava klini¢ku sliku i doprinosi eliminaciji infekcije tako $to na mestu inicijacije infekcije — u
Pejerovim plo¢ama i u ciljnom tkivu — slezini, povetava zastupljenost CD8" T limfocita i
makrofaga, pri cemu su efektorska svojstva makrofaga narocCito stimulisana. U modelu melanoma
pretretman VEPA smanjio je incidencu bolesti i zapreminu tumora, istovremeno povecavajuci
infiltraciju ¢elija imunskog sistema u tumor. Zastupljenost NK ¢elija, CD4" i CD8" T limfocita
unutar tumora povecana je usled pretretmana VEPA, kao i ekspresija IFN-y u ovim ¢elijama, dok je
zastupljenost supresivnih ¢elija smanjena. Produkcija IFN-y povecana je i u mezentericnim limfnim
¢vorovima, slezini i serumu pretretiranih zivotinja. Splenociti ove grupe zivotinja pokazali su veéu
citotoksi¢nost prema c¢elijama melanoma, zavisnu od IFN-y. Izostanak direktnog uticaja na B16
¢elije dodatno ukazuje na imunomodulacijska svojstva VEPA. Ovi rezultati ukazuju na potencijal
primene aronije u prevenciji stanja i bolesti u kojima je neophodna stimulacija proinflamacijskog
imunskog odgovora.

Kljuéne redi: Aronia melanocarpa, ekstrakt aronije, Listeria monocytogenes, unutarcéelijska
bakterija, melanom, B16, imunomodulacija, proinflamacijski odgovor, antibakterijski odgovor,
antitumorski odgovor

Naucna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Imunobiologija



Effects of chokeberry fruit water extract on the immune system in mouse models of infection
and melanoma

Abstract

Chokeberry (Aronia melanocarpa), fruit with black berries that leave an astringent mouthfeel after
consumption, is rich in polyphenols responsible for its bioactive properties. Chokeberry extract
(VEPA) showed profound in vitro and in vivo pro-inflammatory effects. When applied in
vitro, VEPA stimulated phagocytic ability of macrophages and NO production from dendritic cells,
as well as differentiation of pro-inflammatory CD4" T cells. In vivo oral treatment of healthy mice
changed the distribution of immune cells within the gut and increased production of IFN-vy in the
spleen. In the mouse model of infection with intracellular bacteria Listeria monocytogenes VEPA
accelerated eradication of infection and improved their general appearance. Also, VEPA
pretreatment increased proportions of macrophages and CD8" T cells both in the gut and the spleen
of infected mice and mainly affected effector functions of macrophages. In the mouse model of
melanoma, induced by subcutaneous injection of B16 cells, VEPA delayed melanoma appearance,
decreased tumor volume and increased infiltration of immune cells in the tumor. Proportion of NK
cells, CD4" and CD8" T cells within the tumor was increased, as well as the expression of IFN-y
within these cells, with downregulated frequency of cells that suppress the immune cells.
Additionally, the production of IFN-y was enhanced in the mesenteric lymph nodes, spleen and the
serum of pretreated animals. Splenocytes from these animals showed enhanced cytotoxicity towards
melanoma cells, dependent on IFN-y. These results point to the applicative potential of VEPA in the
prevention of different states and diseases where an enhanced pro-inflammatory response is needed.

Key words: Aronia melanocarpa, chokeberry extract, Listeria monocytogenes, intracellular
bacteria, melanoma, B16, immunomodulation, pro-inflammatory response, antibacterial response,
antitumor response

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Immunobiology
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1. Uvod



1.1. Aronia melanocarpa

Crna aronija (Aronia melanocarpa [Michx] Elliot; Slika 1) je viSegodi$nja voéna vrsta iz
familije Rosaceae, koja se odlikuje tamnim bobicama oporog ukusa. Ova zbunasta biljka poreklom iz
Severne Amerike preneta je u Evropu pocetkom 20. veka i ubrzo je pocela intenzivno da se koristi za
pravljenje sokova, dZzemova i vina, ali je postala popularna i kao bogat izvor prirodne prehrambene
boje (Kokotkiewicz i sar., 2010). Pored toga, aronija je brzo nasla primenu i u tradicionalnoj medicini,
u lecenju ateroskleroze i u snizavanju krvnog pritiska (Domarew i sar., 2002).

1.1.1. Sastav ploda aronije

Najzastupljenije komponente ploda aronije su fenolna jedinjenja, medu kojima dominiraju
procijanidini, antocijani i fenolne kiseline (Oszmianski i Wojdylo, 2005). Polifenoli su zasluzni za
karakteristican ukus, miris i boju plodova aronije, kao i njihovu antioksidativnu aktivnost (Jurendi¢ i
Séetar, 2021). Na hemijski sastav ploda aronije uticu razli¢iti faktori, kao $to su klimatski uslovi,
zrelost ploda, uslovi gajenja ili skladiStenja (Toli¢ 1 sar., 2017). Shodno tome varira i ukupni sastav
fenolnih jedinjenja zabelezen u literaturi i on se krece od 3440 mg/100 g suve tezine (Kolesnikov i
Gins, 2010) do 7849 mg/100 g suve tezine (Oszmianski i Wojdylo, 2005). Osim toga, sastav
polifenola moze varirati i unutar vrste ili kultivara. Tako, za antocijane, Ciji udeo u sastavu polifenola
ploda aronije moze dostizati i preko 40 % (Jakobek i sar., 2007) je pokazano da njihov sarzaj, osim Sto
je visi u plodu crne aronije u odnosu na crvenu aroniju (Taheri i sar., 2013), moZe varirati i izmedu
razli¢itih kultivara crne aronije. Za kultivare ,,Viking* i ,,Nero“ pokazano je da sadrze viSe antocijana
u odnosu na divlju aroniju (Jakobek i sar., 2012).

Osim §to zastupljenost fenolnih jedinjenja u plodu aronije varira, da bi se njihov visok sadrzaj
zadrzao i nakon ekstrakcije potrebno je pazljivo izvrsiti skladiStenje i cuvanje plodova, ali odabrati
odgovarajuce tehnoloske uslove prerade i ekstrakcije. Temperatura je jedan od najvaznijih faktora, jer
je pokazano da pri izlaganju soka od aronije temperaturama od 60 °C tokom 8 h nivo antocijana opada
za 30 %, dok je njihova antioksidativna aktivnost smanjena za vise od 50 % (Kokotkiewicz i sar.,
2010). Takode, sadrzaj antocijana u soku od aronije znacajno opada tokom Sest meseci na temperaturi
od 25 °C, za razliku od flavonola, ukupnih proantocijanidina i hidoksicinaminskih kiselina (Wilkes i
sar., 2014). Drugi vazan faktor predstavlja sam proces ckstrakcije. Pokazano je da je za ocuvanje
visokog sadrzaja antocijana najpogodnije koriS¢enje zakiSeljenog metanola kao rastvaraca prilikom
ekstrakcije (Gazdik i sar., 2008). Pored ovih, postoje i studije koje su ispitivale efekte kombinovanja
razli¢itih nacina ekstrakcije pri razli¢itim temperaturama (Zekovi¢ i sar., 2014; D’Alessandro i sar.,
2014; Yong, 2016).

Slika 1. Plod aronije. Slika preuzeta sa web adrese:
https://www.exotic-seeds.store/sr/home/aronia-aronija-seme-aronia-melanocarpa.html



Pored polifenola, plodovi aronije sadrze i dijetetska vlakna, u koja spadaju celuloza,
hemiceluloza, lignin i pektin, zatim organske kiseline, kao $to su jabu¢na i limunska kiselina, Secere
glukozu, fruktozu i sorbitol. Takode, bobice aronije su izvor masti i proteina, a od vitamina i minerala
plodovi aronije sadrze kalijum i cink, vitamine Bj, B2, Bs, vitamin C, pantotensku kiselinu i niacin
(Kulling 1 Rawel, 2008; Tanaka i Tanaka, 2001). Sva ova jedinjenja doprinose bioloSkoj aktivnosti
aronije, koja postaje sve ¢es$¢i predmet interesovanja istrazivaca.

1.1.2. BioloSka svojstva crne aronije

Zahvaljuju¢i hemijskom sastavu plodova aronije, koji obiluju bioloski aktivnim
komponentama, ekstrakti ploda, kao i komina i sok od aronije ispitani su u brojnim studijama, i to
kako in vitro, tako i u animalnim i klinickim studijama, samostalno ili u kombinaciji sa drugim
farmakoloskim agensima.

Antioksidativna svojstva pokazana in Vvitro baziraju se na povecanju antioksidativne zastite
nakon primene ekstrakta aronije ili izolovanih bioloski aktivnih supstanci, kao i na smanjenju nivoa
reaktivnih vsta kiseonika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) (Kedzierska i sar., 2012, Ryszawa i
sar., 2006; Zielinska-Przyjemska i sar., 2007). In vivo, kada se pacovima eksperimentalno indukuje
oksidativni stres hranom bogatom fruktozom i injekcijom streptozotocina, primena ekstrakta aronije
dovodi do znacajnog poboljSanja antioksidativnog statusa u jetri, plu¢ima i bubrezima (Jurgonski i
sar., 2008).

Kao antiinflamacijska svojstva aronije navode se protektivno dejstvo na kardiovaskularni
sistem i na oStecenje tkiva, koji su pokazani u animalnim modelima. Ishrana pacova bogata
holesterolom (1 — 4 %) 1 suplementirana ekstraktom aronije tokom 30 dana snizava nivo ukupnog
holesterola u krvnoj plazmi, kao i LDL (engl. Low-Density Lipoprotein)-holesterola i triglicerida
(Valcheva-Kuzmanova i sar., 2007a). U modelu oStecenja jetre dodatak soka od aronije ishrani pacova
pre primene ugljen-tetrahlorida dovodi do smanjenja histopatoloskih oste¢enja, kao i infiltracije ¢elija
imunskog sistema (Valcheva-Kuzmanova i sar., 2004), dok primena soka od aronije pre hemijski
indukovanog oStecenja Zeludca kod pacova dovodi do smanjenja povrsine, broja i intenziteta lezija
(Valcheva-Kuzmanova i sar., 2005). Pored toga, antidijabetogeno dejstvo ostvareno smanjenjem nivoa
glukoze u krvi pokazano je, kako u dijabetesu indukovanom streptozotocinom kod pacova (Valcheva-
Kuzmanova i sar., 2007b), tako i kod dijabeti¢nih pacijenata koji su konzumirali sok od aronije tokom
tri meseca (Simeonov i sar., 2002).

Proizvodi od aronije imaju i antibakterijsko i antivirusno dejstvo. Direktno bakteriostatsko
dejstvo ekstrakta i soka od aronije na Staphylococcus aureus, Bacillus cereus i Pseudomonas
aeruginosa pokazano je in vitro (Valcheva-Kuzmanova and Belcheva, 2006; Jurikova i sar., 2017). Sa
druge strane, polifenolne komponente ploda aronije ispoljavaju efikasnost protiv razli¢itih subtipova
virusa influence (Park i sar., 2013).

Antitumorski efekat aronije takode je zabelezen u literaturi. U poredenju sa grozdem i
borovnicom (Zhao i sar., 2004), kao i ljubiCastom Sargarepom, crnom zovom i rotkvicom (Jing i sar.,
2008), ekstrakti aronije su najpotentniji inhibitori rasta HT29 ¢elijske linije kancera kolona. Ekstrakt
aronije inhibira rast ovih ¢elija za vise od 60 %, dok inhibicija rasta kontrolnih, netransformisanih
¢elija kolona NCM460, iznosi manje od 10 % (Malik i sar., 2003). Za razliku od in vitro istrazivanja,
svega jedna in vivo studija pokazala je protektivno dejstvo ekstrakta aronije u borbi protiv tumora, i to
u eksperimentalnom miSjem modelu kancera pluca izazvanog duvanskim dimom (Balansky i sar.,
2012). U ovom modelu dugotrajna primena vodenog ekstrakta aronije sprecila je gubitak telesne mase
izazvan primenom duvanskog dima, oSte¢enje genetickog materijala cirkuliSu¢ih eritrocita,
degeneraciju jetre i histopatoloske promene na plu¢ima.



Uprkos ovim raznim studijama, koje su najve¢im delom uradene in vitro, nedovoljno
literaturnih podataka zabelezeno je o uticaju aronije na imunski sistem, naroCito in Vivo.
Antiinflamacijska svojstva aronije pokazana su u animalnim modelima kolitisa i dijabetesa, u kojima
primena ekstrakta ploda aronije smanjuje ekspresiju i produkciju proinflamacijskih medijatora
interferona (IFN)-y i faktora nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF) (Badescu i sar.,
2015; Pei i sar., 2019). Sa druge strane, osim supresije imunskog odgovora, pokazano je i stimulatorno
dejstvo na imunski sistem nakon primene ekstrakata aronije. Tako, primena ekstrakta aronije
fermentisanog od strane Lactobacillus plantarium kod miSeva povecava migraciju neutrofila i
fagocitozu, proliferaciju splenocita i povecanje zastupljenosti T limfocita, kao i dozno-zavisno
povecanje odredenih proinflamacijskih medijatora u krvnoj plazmi (Ali i sar., 2021). Nanokompleks
aronije sa fukoidanom primenjen in vitro na RAW264.7 celijsku liniju makrofaga povecava
produkciju proinflamacijskih medijatora, a primenjen in vivo na miSeve kojima je indukovana
imunosupresija takode povecava koncentraciju proinflamacijskih citokina u serumu i slezini (Han i
sar., 2021). Dodatno, studija koja je kombinovala primenu aronije sa pektinima iz jabuke kod
pacijenata sa kancerom dojke u terapiji tokom postoperativne radijacije pokazala je znacajno
povecanje broja CD4" i CD8" T limfocita, kao i NK ¢elija u krvi (Yaneva i sar, 2002).

Pokazana svojstva aronije ukazuju da ona moze delovati na imunski sistem i proinflamacijski i
antiinflamacijski, u zavisnosti od modela, te daju osnov za detaljnije ispitivanje mehanizama delovanja
aronije u zivom sistemu.

Veliki problem danasnjice predstavljaju bakterijske infekcije, usled Siroke primene antibiotika i
razvoja bakterijske rezistencije. Osim toga, do danas nije pronadena univerzalna terapija za leenje
listerioze, infekcije bakterijom Listeria monocytogenes, koja kod imunokompromitovanih osoba moze
izazvati ozbiljne komplikacije. Stoga, primena prirodnih proizvoda, bilo ekstrakata ili izolovanih
jedinjenja predstavlja veliki potencijal u leCenju ovakvih infekcija, bilo samostalno ili u kombinaciji sa
drugim terapeuticima. Takode, jo$ uvek nije pronadena potpuno delotvorna terapija za maligna
oboljenja i neprestano se radi na otkrivanju novih agenasa koji ¢e stimulisati i poboljSati antitumorski
odgovor domacina. Upravo prirodni proizvodi kao $to su neki alkaloidi (vinkristin, vinblastin, taksol)
su od velikog znacaja i u leCenju malignih oboljenja i sve je vise studija koje se baziraju na ispitivanju
i koris¢enju novih biljnih produkata.



1.2. Listeria monocytogenes

Rod Listeria obuhvata grupu fakultativno anaerobnih, Gram pozitivnih Stapicastih bakterija,
koje ne formiraju spore i nemaju kapsulu. Medu do sada opisanih 20 vrsta (Leclercq i sar., 2019)
nalaze se dve patogene vrste: Lysteria ivanovii, karakteristi¢na za prezivare, i Listeria monocytogenes,
patogen Coveka, ali i drugih ki¢menjaka kao $to su ptice i sisari (Barbuddhe i Chakraborty, 2009).

1.2.1. Etiologija i epidemiologija infekcije

Listeria monocytogenes je opsteprisutna u prirodi — ima je u vodi i na tlu, gde kolonizuje biljke
i putem daljeg lanca ishrane, preko herbivora, vraca se u prirodu. Ova fakultativno anaerobna bakterija
nakon unosSenja kontaminirane hrane izaziva listeriozu, relativno retku bolest gastrointestinalnog
trakta, koja se u 20 — 30 % slucajeva zavrSava smrtnim ishodom (de Noordhout i sar., 2014). Kod
zdravih osoba, kod kojih imunski sistem nesmetano funkcioniSe, L. monocytogenes dovodi do
akutnog, samoograniCavajuceg gastroenteritisa pracenog groznicom. Simptomi se javljaju 24 h nakon
unoSenja velike koli¢ine bakterije i bolest traje svega oko dva dana (Ooi i Lorber, 2005). Medutim,
pacijenti kod kojih se ustanovi listerioza su ili izuzetno stari ili izuzetno mladi, ili imaju
dijagnostikovan malignitet, dijabetes, cirozu ili neko drugo oboljenje koje naruSava funkciju stecenog
imuniteta (Pagliano i sar., 2017). Kod odraslih osoba rani simptomi obuhvataju dijareju, groznicu, kao
i gréeve miSica i creva, sa moguc¢om pojavom meningitisa ili infekcije razli¢itih organa, u zavisnosti
od funkcionalnosti imunskog sistema (Temple i Nahata, 2000). Trudnice ispoljavaju simptome slicne
gripu, kod odojcadi moze do¢i do meningitisa, dok kod perinatalne infekcije stepen mortaliteta iznosi
cak 50 % (Madjunkov i sar., 2017). Kao §to je prikazano na slici 2, L. monocytogenes moze proci
crevnu, krvno-mozdanu i feto-placentalnu barijeru i tako inficirati mozak ili matericu dovode¢i do
ozbiljnih infekcija koje mogu ugroziti zivot: meningitisa, encefalitisa ili pobacaja (Buchanan i sar.,
2017).

hrana kontaminirana
L. monocytogenes

S g
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S 1
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limfni
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Slika 2. Sirenje L. monocytogenes unutar domacéina. Kod osoba kod kojih imunski sistem ne funckionise
adekvatno, unosenjem kontaminirane hrane L. monocytogenes dospeva u organizam. Prolaskom crevne barijere,
ova bakterija limfotokom i krvotokom dospeva do jetre i slezine, gde se umnozava i cirkulacijom dospeva do
drugih organa. Osim §to prolazi crevnu barijeru, L. monocytogenes ima sposobnost da prode i krvno-mozdanu i
feto-placentalnu barijeru dovodeci do ozbiljnih poledica. Prilagodeno od Radoshevich i Cossart (2018).
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L. monocytogenes moze dospeti u pogone u kojima se preraduje hrana, gde moze dugo
prezivljavati uprkos neoptimalnim uslovima sredine u pogledu niske temperature i pH vrednosti,
visoke koncentracije soli, kao i koris¢enja sredstava za dezinfekciju (Moorhead i Dykes, 2004; Zhang i
sar., 2011). Kako usled visokih temeperatura pasterizacije dolazi do inaktivacije bakterije, glavni izvor
infekcije predstavlja sirova hrana koja podleze minimalnom procesu obrade, kao $to su povrée, meki
sirevi, pastete, virSle ili mle¢ni proizvodi (Swaminathan i Gerner-Smidt, 2007). Stoga u slabo- i
srednje-razvijenim zemljama, gde ne postoji strog mikrobioloski nadzor proizvodnje hrane i gde
postoji procentualno veliki broj osoba sa naruSenim imunskim sistemom usled visoke prevalence
infekcije HIV virusom, L. monocytogenes predstavlja glavnog patogena poreklom iz hrane (Lecuit,
2020). Primer toga je epidemija L. monocytogenes, koja se desila 2017. godine u Juznoj Africi, usled
kontaminacije velikog pogona za proizvodnju mesnih preradevina. Potvrdeno je 937 slucajeva
listerioze, od ¢ega 193 (27 %) smrtnih ishoda (Thomas 1 sar., 2020). Sa druge strane, u drzavama
SAD-a i Evrope u kojima su primenjeni programi nadzora hrane 1 epidemiologije
L. monocytogenes incidenca listerioze iznosi svega 2 — 5 slucajeva na milion stanovnika godi$nje
(ECDC, 2018; Pohl i sar., 2019).

Zahvaljujuci visokoj sposobnosti adaptacije, sposobnosti da prode razlicite barijere domacina i
jedinstvenog unutarcelijskog naina zivota, L. monocytogenes je jedna od vodecih modela za
studiranje imunskog odgovora na unutarcelijske bakterije, interakcija patogen-domacin, a takode i
interakcija sa mikrobiotom creva (Radoshevich i Cossart, 2018).

1.2.2. Kolonizacija domacdina

Zajedno sa kontaminiranom hranom, L. monocytogenes dospeva u gastrointestinalni trakt, gde
najpre u mukusnom sloju produkuje faktore virulencije, koji omogucavaju invaziju ¢elija epitela.
Stoga se u pocetnom stadijumu infekcije ova bakterija uocava u epitelnim ¢elijama na apikalnom delu
vilusa, koje su zaduzene za apsorpciju, dok se u kasnijoj fazi uocavaju u makrofagima strome vilusa
(Racz 1 sar., 1972), sugeriSu¢i da se prolaskom epitelne barijere creva omogucava Sirenje
L. monocytogenes u organizmu. Detaljnije, pokazano je da ova bakterija prodire u domacina preko M
celija (engl. Microfold cells) iz kojih dospevaju u Pejerove ploce, koje su pozicionirane ispod ovih
celija (Jensen i sar., 1998). Potom, posredstvom dendritskih ¢elija, L. monocytogenes dospeva u
mezenteriéni limfni &vor (MLC). Ove Celije su idealni prenosioci infekcije, buduéi da one nisu mesto
aktivne replikacije bakterije (Pron i sar., 2001). Krvotokom L. monocytogenes dospeva u ciljna tkiva,
jetru i slezinu (Cossart, 2011). Najveci broj se akumulira u jetri, gde biva fagocitovan i eliminisan od
strane rezidentnih makrofaga, Kupferovih celija. Medutim, bakterije koje su prezivele pocinju
masovno da se umnozavaju (Vazquez-Boland i sar., 2001) i, ukoliko imunski odgovor nije dovoljno
efikasan u kontroli infekcije na nivou jetre, prekomerno umnozavanje L. monocytogenes moze
rezultovati oslobadanjem ove bakterije u cirkulaciju, nakon ¢ega sledi kolonizacija razlicitih organa
(Vazquez-Boland i sar., 2001).

Premda najveci deo bakterija odlazi u jetru, procesi u slezini takode su znacajni za odbranu
domac¢ina od L. monocytogenes. lako je pokazano da rezidentni makrofagi i neutrofili nisu toliko
efikasni u eliminaciji ovog patogena (Conlan i North, 1994), sto je potvrdeno u eksperimentu u kome
su miSevi kojima je odstranjena slezina bili otporniji na infekciju L. monocytogenes u odnosu na
kontrolne miseve (Skamene i Chayasirisobhon, 1977), slezina je neophodna za formiranje pravilnog
imunskog odgovora na L. monocytogenes. Naime, slezina obezbeduje mikrosredinu neophodnu za
prikazivanje antigena od strane antigen-prezentujuéih éelija (APC) i aktiviranje CD4" i CD8" T
limfocita specifi¢nih za antigene L. monocytogenes (Van den Eertwegh i sar., 1992)

L. monocytogenes je unutarcelijska bakterija. Kao Sto je prikazano na slici 3, aktivnoséu
toksina listeriolizina O (LLO), koji formira pore na membrani fagocitne vakuole, ova bakterija ima
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sposobnost da opstane unutar ¢elija profesionalnih fagocita (neutrofila, makrofaga i dendritskih celija)
(Gaillard i sar., 1987). Medutim, ono po ¢emu je ovaj patogen takode specifi¢an jeste sposobnost da
izazove svoju internalizaciju u nefagocitne celije, kao §to su epitelne celije. Pomocu internalina A i
internalina B, koji se vezuju za odredene receptore na ¢elijskoj membrani domacina (E-kadherin i Met
receptor), pokrece se endocitoza bakterije posredovana receptorima (Cossart i Helenius, 2014). U
citoplazmi ¢elije domacina L. monocytogenes potom moze da prezivi i da se umnozava, kao i da
dovede do promena u morfologiji ¢elijskih organela, menjajuéi njihovu funkciju u cilju stimulisanja
infekcije, a tokom infekcije ova bakterija moze upravljati 1 transkripcijom i indukovati epigeneticke
modifikacije. Procesom koji ukljucuje polimerizaciju aktina L. monocytogenes se Siri od celije do
¢elije, izbegavajuci ekstracelularnu sredinu u kojoj lako moze biti eliminisana (Radoshevich i Cossart,
2018).

(1]
\\f Slika 3. Patogeneza L. monocytogenes. Nakon
) Zeludac unosenja u organizam (1), prolaZzenjem crevne
- & barijere L. monocytogenes dospeva u
;_ creve cirkulaciju  (2). Fagocitozom od strane
o\ K makrofaga ili drugih fagocitnih Ccelija (3)
! ' L. monocytogenes dospeva u fagocitnu vakuolu
= (4). Aktivnoi¢u listeriolizina O (LLO) bakterija
® /(\$/~ i dospeva u citosol celije (5), gde prezivljava i
W N /S T > . umnozava se, a zahvaljujuéi aktinskim
.) / ® filamentima omoguéena je 1 pokretljivost
® 7 L. monocytogenes (6). Usled aktivnosti
bakterije, inficirana celija formira strukture

- "~
\ .
= @ nalik  pseudopodijama (7), koje bivaju
®

fagocitovane od strane susedne ¢elije (8) u koju
: / o dospevaju okruzene dvostrukom membranom
N @ (9), koju potom takode liziraju i dospevaju u

citosol, Sire¢i se dalje medu celijama.
Prilagodeno od Posfay-Barbe i Wald (2009).

1.2.3. Imunski odgovor na L. monocytogenes

Celije urodene imunosti predstavljaju prvu liniju odbrane od L. monocytogenes. Ove éelije se
aktiviraju nekoliko minuta do nekoliko sati od ulaska patogena u organizam i pruzaju zastitu u ranom
stadijumu infekcije. Osim $to fagocituju i eliminiSu mikroorganizme, ove celije produkuju
proinflamacijske medijatore i aktiviraju Celije steCene imunosti da dodatno, specificno deluju na
patogen (D'Orazio, 2019). Celije urodene imunosti sposobne su za eliminisanje male koli¢ine
L. monocytogenes i ograniCavanje eksponencijalnog rasta ove bakterije, te su miSevi koji nemaju
sposobnost celularnog i humoralnog imunskog odgovora efikasni u borbi sa infekcijom u ranoj fazi.
Medutim, u kasnijim fazama dolazi do velikog porasta broja jedinica formiranja kolonija (engl.
Colony Forming Unit, CFU) bakterija i ovi miSevi ne mogu da se izbore sa infekecijom (Bancroft i
sar., 1986; Pamer, 2004), sugeriSuc¢i znacaj i neophodnost ste¢enog imunskog odgovora u borbi protiv
ove bakterije, ali i neophodnost saradnje sa ¢elijama urodenog imuniteta.

Kada L. monocytogenes dospe u laminu propriju creva najpre se susrece sa celijama urodene
imunosti: monocitima, makrofagima i dendritskim c¢elijama. Pomenute celije na svojoj povrSini
poseduju receptore kojima prepoznaju obrasce patogena. Ovi receptori, koji prepoznaju konzervisane
strukture mikroorganizama neophodne za njihovo prezivljavanje, se nalaze na celijskoj membrani ili
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unutar ¢elije i ispoljavaju razli¢itu ekspresiju u zavisnosti od tipa ¢celije. Aktivacijom unutarcelijskih
receptora nalik domenu oligomerizacije nukleotida (engl. Nucleotide Oligomerization Domain, NOD)
pokrece se signalna kaskada koja ukljucuje nuklearni faktor kapa B (NF-«xB), regulatorne faktore
interferona, aktivacioni protein 1 i mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK), ¢ime se indukuje
produkcija proinflamacijskih citokina, kao §to su interleukun (IL)-1B, IL-6, IL-12, TNF, kao i
antimikrobnih peptida (Lavelle i sar., 2010).

Privu¢eni pomocu IL-6 i drugih medijatora, neutrofili brzo dospevaju na mesto infekcije.
Prepoznavanjem antigena L. monocytogenes oni fagocituju bakterije i produkuju ROS i NO kojima ih
ubijaju. Osim ubijanja mikroorganizama koje su fagocitovali, neutrofili oslobadanjem ekstracelularnih
zamki mogu ubiti bakteriju koja se nalazi izvan ¢elije (Rogers i Unanue, 1993; Segal, 2005). Dodatno,
ove celije produkuju medijatore kojima privlaée makrofage (Guleria i sar., 2001), koji takode
fagocituju bakterije i oslobadaju ROS i NO u cilju eliminacije patogena, sekretuju proinflamacijske
citokine kojima privlace druge celije na mesto infekcije, ali i uCestvuju u prikazivanju antigena T
limfocitima 1 pokretanju adaptivnhog imunskog odgovora, zajedno sa dendritskim celijama
(Shaughnessy i Swanson, 2007). Makrofagi su stoga jedne od najvaznijih ¢elija urodene imunosti za
eliminaciju L. monocytogenes iz organizma, a upravo rezidentni makrofagi jetre, Kupferove celije,
ubijaju najve¢i deo L. monocytogenes (Vazquez-Boland i sar., 2001). Medutim, makrofagi
predstavljaju i primarno mesto replikacije L. monocytogenes, jer se ova unutarcelijska bakterija
odlikuje sposobnos¢u liziranja fagocitne vezikule i premestanja u citoplazmu celije, gde se potom
nesmetano umnozava i Siri.

Koncept aktiviranih makrofaga, koji govori o sposobnosti ovih ¢elija da razviju otpornost na
L. monocytogenes i povec¢anu sposobnost da inhibiraju infekciju ovom bakterijom, objavljen je jos
1962. godine (Mackaness, 1962). Kasnije je pokazano da je IFN-y glavni citokin zaduzen za aktivaciju
makrofaga koja Stiti miSeve od lokalne i sistemske infekcije L. monocytogenes (Kiderlen i sar., 1984).
Naime, inficirani, neaktivirani makrofagi produkuju IL-12, koji stimuliSe urodenoubilacke éelije (engl.
Natural Killer cells, NK cells) i T limfocite da produkuju IFN-y, koji povratno deluje na aktivaciju
makrofaga i drugih ¢elija na mestu infekcije (Tripp 1 sar., 1993; Unanue, 1997). Aktivirani makrofagi
potom produkuju NO, pod delovanjem enzima inducibilne sintaze azot-monoksida (engl. inducible
Nitric Oxide Synthase, iNOS) i ROS. NO je Stetan za unutarcelijske patogene, a u kombinaciji sa
superoksidom moze nastati izuzetno reaktivni produkt peroksinitrit. Dakle, produkcija ROS i
reaktivnih intermedijernih jedinjenja azota predstavlja glavni mehanizam ubijanja L. monocytogenes
od strane makrofaga (MacMicking i sar., 1997). IFN-y, osim §to aktivira makrofage da ispolje svoja
baktericidna svojstva, povecava ekspresiju kostimulatornih molekula i molekula glavnog kompleksa
tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex, MHC), deluju¢i tako i na aktivaciju T
¢elija (D'Orazio, 2019). Misevi kojima je uklonjen gen za IFN-y veoma su podlozni listeriozi (Harty i
Bevan, 1995), sto potvrduje znacaj ovog molekula za eliminaciju L. monocytogenes iz organizma.
Osim [FN-y, produkcija TNF je takode vazna za primarnu odbranu od L. monocytogenes (Pamer,
2004), koji zajedno sa sa IFN-y dovodi do aktivacije makrofaga, usmeravaju¢i ih ka
proinflamacijskom M1 fenotipu (Li i sar., 2017).

Celije ste¢ene imunosti kljuéne za eliminaciju ove unutaréelijske bakterije su citotoksi¢ni CD8*
T limfociti (D'Orazio, 2019). Za razliku od CD4" T limfocita, kojima samo APC mogu prikazati
antigen u sklopu MHC molekula II klase, CD8" T limfocitima antigen mogu prezentovati sve ¢elije sa
jedrom, u sklopu MHC molekula I klase (Zenewicz i Shen, 2007). Medutim, da bi doslo do aktivacije
naivnih T limfocita, osim prikazivanja antigena u sklopu odgovarajuéeg MHC molekula na APC
T-¢elijskom receptoru na T limfocitu, neophodan je 1 kostimulatorni signal, kao §to je prepoznavanje
CD80/CD86 molekula na APC od strane CD28 molekula na T éeliji. U skladu sa tim, BALB/c miSevi
koji nemaju CD28 pokazuju znaCajno slabiji CD8" T ¢elijski odgovor nakon inficiranja sa
L. monocytogenes, bilo oralnim ili intravenskim putem (Mittriicker i sar., 2001). APC koje su se
pokazale najefikasnijim u pokretanju T ¢elijskog odgovora na L. monocytogenes, zahvaljujuéi svojoj
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sposobnosti da migriraju u oblasti u kojima se nalaze naivni T limfociti, kao Sto su bela pulpa slezine
ili T ¢elijska zona limfnog ¢vora, su dendritske ¢elije (D'Orazio, 2019). Nakon prepoznavanja antigena
u slezini ili dreniraju¢em limfnom &voru, aktivirani CD8" T limfociti migriraju na mesto infekcije.
Svoje efektorske sposobnosti ove ¢elije ostvaruju produkcijom IFN-y i sledstvenom aktivacijom
makrofaga, ili egzocitozom granula koje sadrze perforin, koji pravi pore na ¢elijskoj membrani, kao i
granzim i serin proteaze u cilju direktnog ubijanja zarazene ¢elije, indukovanjem programirane celijske
smrti zarazene celije (Harty i Badovinac, 2002). Nakon liziranja inficirane ¢elije moze do¢i do
oslobadanja preostalih zivih bakterija iz nje, koje potom mogu biti fagocitovane od strane neutrofila ili
aktiviranih makrofaga, gde ¢e finalno biti ubijene (D'Orazio, 2019). Kada je u pitanju produkcija
IFN-y, pokazano je da CD8" T ¢elije eksprimiraju IFN-y ve¢ nekoliko sati nakon izlaganja antigenu,
dok je obi¢no broj CD8" T limfocita koji produkuju TNF mali (Badovinac i Harty, 2000).

Uloga CD4" T limfocita u infekciji L. monocytogenes znatno je manje ispitana. Pokazalo se da
ove c¢elije nisu kljune za eliminaciju L. monocytogenes, verovatno jer ova bakterija naseljava i
replikuje se i u ¢elijama koje ne eksprimiraju MHC molekul II klase (Serody i sar., 1996). Ipak, nakon
oralne infekcije L. monocytogenes, u slezini i MLC-u pronadeni su pomo¢ni¢ki CD4" T limfociti
(engl. T helper, Th) specificni za LLO, koji su prevashodno produkovali citokine karakteristicne za
Thl odgovor, kao §to su IFN-y, TNF i IL-12 (Romagnoli i sar., 2017).

1.2.4. Eksperimentalni modeli infekcije L. monocytogenes

Eksperimentalno, infekcija L. monocytogenes ispituje se pomocu Zzivotinjskih modela koji
ubrajaju zeCeve, pacove, morske prasi¢e, miseve, ali i pse, svinje i primate. Medutim, zbog velike
dostupnosti miseva koji poseduju delecije specificnih gena, kao i zbog brzog Zivotnog ciklusa, upravo
su ove zivotinje mnajbolji kandidati =za ispitivanje mehanizama imunskog odgovora na
L. monocytogenes (Hoelzer i sar., 2012). Ipak, i medu misevima razliCiti sojevi se razlikuju u
osetljivosti na infekciju. Tako, rezistentni C57BL/6 miSevi toleriSu primenu i 100 puta vece doze
L. monocytogenes od doze koja se primenjuje kod osetljivih sojeva, kao $to su BALB/c i DBA/2
misevi (Mandel i Cheers, 1980; Czuprynski i sar., 2003).

L. monocytogenes predstavlja Siroko-koris¢eni model za izucavanje imunskog odgovora na
unutarcelijske bakterije, narocito delovanje citotoksi¢nih T limfocita. Jedan od razloga za to je
prisustvo bakterije u slezini i jetri nekoliko minuta nakon §to je intravenski injecirana miSevima, gde
ubrzo biva ingestirana od strane rezidentnih makrofaga (Mackaness, 1962; Conlan, 1996). Stoga,
vecina danasnjih saznanja o listeriozi potice iz studija na miSevima koriS¢enjem upravo intravenskog
modela infekcije. Medutim, ovaj model potpuno zaobilazi gastrointestinalni trakt, u kome vladaju
surovi uslovi sredine i koji ova bakterija prolazi tokom prirodnog toka infekcije. Ipak, oralna infekcija
miSeva ne dovodi do ozbiljne sistemske bolesti (MacDonald i Carter, 1980). Ova Cinjenica ne
iznenaduje, buduci da L. monocytogenes mora proci nekoliko ,,uskih grla“ da bi dospela do ciljnih
tkiva, jetre i slezine. Cak do 90% inokuluma bakterije ne prezivi uslove u Zelucu ili se izbaci putem
fecesa u roku od nekoliko sati (Bou Ghanem i sar., 2012). Slede¢u poteskocu predstavlja mikrobiota
creva, sa kojom je L. monocytogenes u kompeticiji ne bi li dosla do epitela (Becattini i sar., 2017), a
smatra se da svega jedna od 10° bakterija dospe u laminu propriju (Pitts i D'Orazio, 2018). Da bi
dospela u sistemsku cirkulaciju, L. monocytogenes mora do¢i do MLC-a i preziveti delovanje
fagocitnih celija (Slika 4).
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Slika 4. Putevi oralne i intravenske infekcije L. monocytogenes u eksperimentalnim Zivotinjskim
modelima. Prosavsi crevnu barijeru L. monocytogenes, koja je dospela u organizam oralnim putem (levo),
limfotokom, preko mezenteriénog limfnog ¢vora (MLC), ili krvotokom dospeva u sistemsku cirkulaciju, odakle
moze dospeti u razlic¢ite organe, dok L. monocytogenes dospela u organizam intravenskim injeciranjem (desno)
dospeva direktno u sistemsku cirkulaciju, potpuno zaobilaze¢i gastrointestinalni trakt. Prilagodeno od Pitts i
D'Orazio (2018).

T

Brojcani podaci takode svedoce o osetljivosti koris¢enih modela, prema kojima polovina
letalne doze u intravenskom modelu iznosi 10* — 10° CFU, zavisno od soja, dok u oralnom modelu
infekcije L. monocytogenes primena ¢ak 10° — 10! CFU izaziva blagu klini¢ku sliku (Pitts i D'Orazio,
2018). Medutim, pokazano je da se osetljivost miSeva na oralnu infekciju L. monocytogenes moze
povecati ako se istovremeno intratrahealno indukuje respiratorna koinfekcija (Bortell i sar., 2021). S
obzirom na znacajnost koriS¢enja oralnog modela infekcije L. monocytogenes zbog prirodnog puta
infekcije ovom bakterijom, svaranje geneticki izmenjenih miSeva koji bolje oslikavaju bolest ljudi
(Disson i sar., 2009), kao i stvaranje sojeva L. monocytogenes adaptiranih da inficiraju miseve (Monk i
sar., 2010) dovode do ¢esce upotrebe oralnog puta inficiranja ovih Zivotinja.
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1.3. Melanom

Melanom predstavlja najsmrtonosniji rak koze, €iji je uzro¢nik nekontrolisano umnoZzavanje
melanocita, ¢elija koje produkuju pigment melanin (Slika 5; Tsatmali i sar., 2002). Melanociti su ¢elije
koje su normalno prisutne u bazalnom epidermisu koze i folikulima dlake, na mukoznim povrSinama,
meningama i sudovnja¢i oka (Kanitakis, 2002). Zreo melanocit koze poseduje duge nastavke kojima
se pruza izmedu keratinocita, dosezuci tako do Cak 30 — 40 ¢elija u cilju isporu¢ivanja pigmenta
(Tsatmali 1 sar., 2002). Naime, u odgovoru na oste¢enje DNK keratinocita nastalo UV zracenjem, ove
¢elije produkuju stimuliSu¢i hormon melanocita, koji se vezuje za receptor za melanokortin 1 na
melanocitima, koji potom produkuju melanin. Ovaj pigment preuzimaju keratinociti, u kojima on
apsorbuje UV zraCenje, spreavaju¢i osteCenje DNK. Stoga se za melanocite koze moze reéi da
predstavljaju odbrambeni sistem od ostecenja ¢elija nastalog usled delovanja UV zracenja. Ono §to je
takode vazno pomenuti jeste da u normalnim uslovima stepen pigmentacije koze nije odreden brojem
melanocita, ve¢ nivoom njihove aktivnosti (Lin i Fisher, 2007).
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Slika 5. Popre¢ni presek koZe zdraveg tkiva (levo) i tkiva zahvacenog melanomom (desno).
Nekontrolisanim umnozavanjem melanocita, ¢elija koje produkuju pigment melanin, nastaje melanom, koji
osim S$to se proteze kroz epidermis i dermis i doseze do krvnih sudova, ispoljava se i na povrSini koze.
Preuzeto sa https://www.alamy.com/melanoma-or-skin-cancer-this-rare-type-of-skin-cancer-originates-from-
melanocytes-layers-of-the-human-skin-image389332439.html i prilagodeno.

1.3.1. Etiologija i epidemiologija melanoma

Incidenca kancera koze je u porastu. Za razliku od onih koji ne obuhvataju melanom, ¢ija je
incidenca u poslednjih 20 godina povecana za viSe od 70 % (Mohan i Chang, 2014), incidenca
melanoma u poslednje Cetiri decenije vise nego dvostruko je poveéana kod dece, adolescenata i mladih
adultnih osoba (Mitsis i sar., 2015). Tokom 2020. godine zabelezeno je vise od 320.000 novih
sluajeva melanoma u svetu, od Cega 46,4 % u Evropi, dok petogodisnja prevalenca iznosi 14
sluc¢ajeva na 100.000 ljudi (Sung i sar., 2021).
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Za razliku od drugih solidnih tumora, melanom uglavnom pogada mladu populaciju ili osobe
srednjih godina, pri ¢emu u proseku pacijenti imaju svega 57 godina kada im se dijagnostikuje bolest.
Incidenca se linearno povecava nakon 25. godine zivota sve do 50, kada opada, narocito kod Zzena. S
tim u vezi, u mladoj starosnoj dobi Zene ceS¢e oboljevaju od muskaraca, ali nakon 55. godine Zivota
melanom ¢esc¢e pogada muski pol (Rastrelli i sar., 2014).

Incidenca kutanog melanoma varira izmedu razli¢itih podrucja, kao i izlozenosti UV zracenju.
UV zracenje je zapravo najznacajniji sredinski faktor za nastanak melanoma, pri ¢emu povremeno
intenzivno izlaganje suncevim zracima predstavlja veci rizik od hroni¢nog, konstantnog izlaganja, koje
je vise povezano sa kancerom koze u koji ne spada melanom (Gandini i sar., 2005). Zabelezeni podaci
govore da je 2012. godine ¢ak 75,7 % slu€ajeva melanoma u svetu pripisano delovanju UV zracenja,
pri ¢emu je ovaj broj u Australiji i Novom Zelandu dostizao 93,4 % kod zena i 97,4 % kod muskaraca
(Arnold i sar., 2018; Olsen i sar., 2015).

U nastanku melanoma vaznu ulogu imaju i faktori domacina, u koje spadaju prisustvo urodenih
ili stecenih melanocitnih mladeza, geneticki faktori i istorija bolesti u porodici (Leonardi i sar., 2018).
Interesantno, razliciti fenotipovi koze spadaju u genetiCku predispoziciju, buduéi da su nastali kao
posledica polimorfizma gena receptora za melanokortin 1. Tako, nastanku melanoma su najpodloznije
osobe Cija je koza izrazito svetla, bez sposobnosti tamnjenja i koja uvek pocrveni usled izloZzenosti UV
zracenju, dok su osobe tamno braon do crne koze, koja ne crveni ve¢ uvek tamni najmanje podlozne
razvoju melanoma. (Fitzpatrick, 1988). U faktore rizika spadaju i prisustvo pega na kozi, kao i svetla
boja oc¢iju i kose (O'Neill i Scoggins, 2019). Glavni geneticki faktori koji dovode do razvoja melanoma
usled hroni¢nog izlaganja UV zrafenju su geni za B-Raf proto-onkogen (BRAF), neurofibrinomin 1 i
NRAS, dok je melanom nastao usled periodi¢nog izlaganja koze UV, koji ima nizZi stepen mutacija,
obi¢no povezan sa BRAFYYE (Curtin i sar., 2005).

1.3.2. Imunski odgovor na melanom

Tokom nastanka melanoma tumorske ¢elije interaguju sa ¢elijama imunskog sistema u procesu
nazvanom imunoeditovanje, koji se odvija u najviSe tri faze (Dunn i sar., 2002). U fazi eliminacije
tumorskih ¢elija dolazi do aktivacije ¢elija urodene i steCene imunosti, koje pocinju da ispoljavaju
svoja citotoksicna svojstva u mikrosredini tumora (engl. Tumor Microenvironment, TME). Faza
ravnoteze je druga i najduza faza u kojoj ¢elije imunskog sistema konstantno suprimiraju tumor, ali
Cesto nisu sposobne da ga potpuno eliminisu. Konac¢no, tumor moze potpuno izbe¢i imunski odgovor u
tre¢oj fazi, usled cega dolazi do njegove progresije i metastaziranja (Dunn i sar., 2002; Bhatia i
Kumar, 2011). Slicno bakterijskoj infekciji, za uspesan antitumorski imunski odgovor neophodna je
saradnja celija urodenog i steCenog imuniteta da bi se eliminisali premaligni i rani stadijumi
melanoma, i da bi se obezbedila dugotrajna zastita (Marcus i sar., 2014; Marzagalli i sar, 2019).

Transformisane Celije, koje nastaju usled nepravilnog rada unutraSnjih mehanizama supresije
tumora dovode do remodelovanja strome, pri ¢emu dolazi do oSte¢enja tkiva i oslobadanja signala
opasnosti. Remodelovanje strome desava se kao posledica angiogeneze i intenzivnog rasta tkiva, pri
¢emu moze do¢i do oslobadanja proinflamacijskih medijatora i hemokina, koje mogu produkovati i
same tumorske celije, privlace¢i celije imunskog sistema na mesto nastanka tumora (Hanahan i
Weinberg, 2011). Pri tome se najpre aktiviraju celije urodene imunosti: neutrofili, makrofagi, NK
¢elije 1 dendritske celije (Passarelli i sar., 2017). Svoja direktna antitumorska svojstva neutrofili i
makrofagi ostvaruju sposobnos$c¢u fagocitoze i produkcijom ROS, NO i [FN-y (Fridlender i Albelda,
2012). Takode, ove celije produkuju faktore kojima deluju na druge Celije imunskog sistema. Tako,
makrofagi stimuliSu efektorska svojstva Thl celija, koje povratno deluju na antitumorska svojstva
makrofaga produkcijom IFN-y (Marzagalli i sar, 2019).
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Vezivanjem liganada eksprimiranih na tumorskim celijama za aktivacione receptore na NK
¢elijama, kao §to su NKG2D ili NKp46, a u odsustvu liganada za inhibitorne receptore na NK
¢elijama, dolazi do direktnog ubijanja transformisanih celija. Ovo je naro€ito znacajno za uspesan
antitumorski imunski odgovor jer celije tumora poseduju mehanizme kojima izbegavaju imunski
odgovor. Tako, prisustvo MHC molekula I klase na ¢eliji domac¢ina, neophodno za prikazivanje
antigena i aktivaciju naivnih CD8" T limfocita, predstavlja ujedno i ligand za inhibitorni receptor na
NK ¢elijama i sprecava njihovu aktivaciju. Jedan od na¢ina kojima tumorske ¢elije izbegavaju imunski
odgovor CD8" T ¢elija jeste odsustvo ekspresije MHC I. Medutim, kao posledica toga inhibitorni
receptor na NK ¢elijama nije aktiviran i ne dolazi do inhibicije signala sa aktivacionog receptora, $to
rezultuje aktivacijom i pokretanjem efektorskih svojstava NK ¢elija (Paul i Lal, 2017). Produkcijom
IFN-y, TNF i drugih citokina i hemokina NK ¢elije deluju na sazrevanje ili migraciju drugih celija
imunskog sistema (Fauriat i sar., 2010), dok produkcijom perforina i granzima dovode do direktnog
ubijanja tumorskih ¢elija (Topham i Hewitt, 2009). Osim pomenutih markera NK ¢elija koji su vazni
za efektorske funkcije ovih ¢elija, tokom sazrevanja NK c¢elija dolazi do povecane ekspresije molekula
CD27, CD11b i KLRG-1. Stoga, prisustvo ili odsustvo ovih markera ukazuje na razlic¢ite funkcionalne
karakteristike NK ¢elija (Chiossone i sar., 2009).

Pod uticajem efektorskih mehanizama NK ¢elija i makrofaga dolazi do liziranja tumorskih
éelija i oslobadanja antigena, koje potom preuzimaju dendritske éelije. Ove profesionalne APC
migriraju do dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, gde dovode do aktivacije T ¢elija prikazivanjem antigena i
ekspresijom kostimulatornih molekula (Banchereau i sar., 2000). Antigen-specificne T celije potom
odlaze u TME gde ispoljavaju svoja efektorska svojstva (Kim i sar., 2007). Kada su u pitanju CD4" T
limfociti, u TME dominantne su Thl ¢elije, koje produkuju IFN-y, kao i IL-2, ¢ime odrzavaju CD8" T
limfocite aktivnim. CD8" T limfociti su naro¢ito znacajni za eliminaciju tumorskih ¢elija jer poseduju
svojstva direktnog ubijanja transformisanih ¢elija. U odgovoru na tumor, aktivirani antigen-specifi¢ni
CDS8" T limfociti u TME produkuju velike koli¢ine IFN-y, ¢ime mogu zaustaviti rast tumora i ¢ak
dovesti do ubijanja tumorskih ¢elija mehanizmima zavisnim od IFN-y, kao §to su inhibicija ¢elijskog
ciklusa, apoptoza i indukovanje tumoricidnih efekata makrofaga (Dunn i sar., 2004). Osim toga,
produkcijom perforina 1 granzima citotoksiéni T limfociti dovode do direktnog ubijanja
transformisanih ¢elija, pri ¢emu se oslobadaju dodatni antigeni, koji ¢e preuzimanjem i prikazivanjem
od strane dendritskih celija dovesti do formiranja i ekspanzije novih T limfocita specificnih za
melanom (Straten i sar., 1999). Iako se B limfociti mogu na¢i unutar melanoma i TME, kada je u
pitanju antitumorski imunski odgovor fokus je na T limfocitima kao glavnim efektorskim celijama
(Chiaruttini i sar., 2017).

Ukoliko imunski sistem efikasno eliminiSe sve tumorske celije, proces imunoeditovanja moze
se zavrsiti fazom eliminacije (Bhatia i Kumar, 2011). Medutim, u slucaju da su neke varijante
tumorskih c¢elija otporne, one prezivljavaju i proces imunoeditovanja prelazi u narednu fazu, fazu
ravnoteze. Ova faza je klju¢na jer moze rezultovati ili konacnom eliminacijom tumora ili njegovom
progresijom i potpunim suprimiranjem antitumorskog imunskog odgovora (Drake i sar., 2006). U fazi
ravnoteze, koja kod ljudi moZze trajati i nekoliko godina, neprestano se eliminiSu tumorske ¢elije, pri
¢emu najvazniju ulogu ostvaruju T limfociti (Bhatia i Kumar, 2011).

1.3.3. Mehanizmi izbegavanja imunskog odgovora od strane tumora

Celije tumora prilagodavaju se odbrambenim mehanizmima domacéina delovanjem na razli¢ite
bioloske signalne puteve. Ove celije izbegavaju supresore rasta i indukovanje ¢elijske smrti, uspesno
proliferisu i replikuju se, postaju invazivne i metastaziraju. Osim toga, celije tumora razvijaju
mehanizme kojima izbegavaju prepoznavanje i efektorske mehanizme ¢elija imunskog sistema
(Hanahan i Weinberg, 2011), kao Sto je prikazano na slici 6.
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Tokom razvoja melanoma, dendritske ¢elije preuzimaju antigene tumora i prikazuju ih naivnim
T limfocitima, koji nakon aktivacije odlaze u TME 1 ispoljavaju svoja efektorska svojstva. Medutim,
tokom progresije melanoma, dolazi do produkcije imunosupresivnih citokina od strane tumorskih
¢elija. Ovi citokini naruSavaju pravilno funkcionisanje dendritskih celija 1 prikazivanje antigena
naivnim T limfocitima u limfnom ¢voru dovode¢i do smanjene aktivacije T ¢elija. Ovo nepravilno
prikazivanje antigena nastaje usled smanjene ekspresije MHC molekula i kostimulatornih molekula na
APC (Stoitzner i sar., 2008; Mittal i Roche, 2015). Takode, kao $to je pomenuto, neke varijante
melanoma sposobne su da dovedu do smanjene ekspresije glavnih komponenti MHC molekula I klase
i na taj nacin izbegnu imunski odgovor CD8" T limfocita (Kageshita i sar., 1999). Jo§ jedan nacin
izbegavanja efikasnog antitumorskog imunskog odgovora predstavlja netipi¢na ekspresija MHC
molekula II klase na ¢elijama melanoma, koja dovodi do aktivacije CD4" T limfocita i dominantne
lokalne produkcije TNF, koji ne samo $to ne uti¢e na prezivljavanje i proliferaciju tumorskih ¢elija,
ve¢ dovodi do inhibicije imunskog odgovora CD8" T limfocita posredstvom IFN-y (Donia i sar.,
2015).

Ekspresija kljuénih
inhibitora T ¢elija

f
&

Neadekvatno / \ Povecana zastupljenost

prepoznavanje melanoma supresivnih imunskih éelija . o

tokom njegovog nastanka i
prepoznavanje tumora u TME

Slika 6. Mehanizami kojima melanom izbegava efikasan imunski odgovor. Kao $to je opisano u tekstu,
tumorske celije pod pritiskom imunskog odgovora produkuju medijatore kojima privlace imunosupresivne
¢elije - regulatorne T limfocite (Treg) i supresorske celije mijeloidnog porekla (engl. Myeloid Derived
Suppressor Cells, MDSC) u TME, menjaju ekspresiju molekula vaznih za prikazivanje antigena i aktivaciju
efektorskih ¢elija imunskog sistema ili eksprimiraju inhibitore T celija, pokuSavajuéi da izbegnu antitumorski
imunski odgovor ili smanje njegov intenzitet. Na ovaj nacin faza eliminacije moze pre¢i u fazu ravnoteze u
kojoj se selektuju otporne varijante tumorskih ¢elija, koje, ukoliko dovoljno uspesno izbegavaju imunski
odgovor, dovode do progresije tumora. Prilagodeno od Eddy i Chen (2020).

FizioloSka uloga regulatornih T limfocita (Treg) je sprecavanje prekomernog imunskog
odgovora 1 sledstveno oStecenje tkiva (Vignali i sar., 2008). Produkcijom citokina, kao $to su IL-10 i
faktor transformacije rasta  (engl. Transforming Growth Factor-B, TGF-f), indukovanjem c¢elijske
smrti, metabolickim narusavanjem funkcije ¢elija, Treg vrSe supresiju efektorskih ¢elija imunskog
sistema (Deng, 2018). Ovo svojstvo su iskoristile tumorske c¢elije, koje produkcijom citokina i
hemokina privlace Treg u TME. Kao posledica toga dolazi do supresije imnuskog odgovora na
melanom i nesmetane proliferacije i ekspanzije tumorskih ¢elija. Pokazano je da je u perifernoj krvi,
limfnim ¢vorovima i TME pacijenata sa melanomom povecano prisustvo Treg, kao i smanjena
citoliticka sposobnost ¢elija imunskog sistema (Viguier i sar., 2004). Dodatno, sposobnost supresije
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efektorskih T c¢elija poseduju i supresorske celije mijeloidnog porekla (engl. Myeloid Derived
Suppressor Cells, MDSC). Ove ¢elije u TME narusavaju glavne metabolicke puteve zaduzene za
funkcionisanje T limfocita, Sto rezultuje apoptozom ovih ¢elija (Gabrilovich i sar., 2009). MDSC na
taj nacin omogucavaju progresiju tumora i diseminaciju tumorskih ¢elija. Kod pacijenata obolelih od
melanoma povecanje broja MDSC zabelezeno je u perifernoj krvi i TME i u korelaciji je sa loSom
prognozom bolesti (Jordan i sar., 2013). Pokazana sposobnost tumorskih ¢elija da mijeloidne celije iz
kostne srzi transformisu u MDSC sugeriSe da tumorske celije zaista deluju na MDSC u cilju
izbegavanja imunskog odgovora (Eddy i Chen, 2020).

U fizioloskim uslovima delovanje supresivnih ¢elija imunskog nije jedini vid zastite organizma
od prekomernog imunskog odgovora i razvoja autoimunosti. Klju¢ni inhibitorni receptori T celija
(Nishimura i sar., 2001; Parry i sar., 2005), od kojih su najviSe istraZeni antigen 4 koji je asociran sa
citotoksi¢nim T limfocitima (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein 4, CTLA-4) i protein
1 programirane c¢elijske smrti (engl. Programmed cell Death protein 1, PD-1), tzv. negativni regulatori
imunskog odgovora, ve¢ su postali predmet istrazivanja brojnih studija. Vezivanjem odgovarajuéeg
liganda za PD-1, koji je eksprimiran na T limfocitima, sprecava se dalja aktivacija ovih ¢elija. Ovo je
znacajno npr. prilikom borbe sa patogenom, jer ¢elije koje okruzuju mesto infekcije na svojoj povrsini
eksprimiraju ligand za PD-1, koji nakon vezivanja za PD-1 sprecava aktivaciju T Celija i oStecenje
sopstvenog tkiva (Chemnitz i sar., 2004; Blackburn 1 sar., 2009). Sli¢no PD-1, prenos signala preko
CTLA-4 dovodi do anergije T limfocita i njihove nesposobnosti da ispolje svoja efektorska svojstva.
Naime, ovaj molekul je u kompeticiji sa CD28 za vezivanje za kostimulatorne molekule CD80/86 i
ima vaznu ulogu u spreCavanju autoimunskih reakcija (Sansom, 2000). Ova svojstva negativne
regulacije T celija iskoristile su tumorske celije da sprece efektorske mehanizme T limfocita,
najznacajnijih ¢elija za uspeSan antitumorski imunski odgovor. Pokazano je da signalna transdukcija
preko PD-1 i CTLA-4 pokre¢e mehanizme unutar ¢elija melanoma koji mogu biti odgovorni za
proliferaciju ¢elija, rast, prezivljavanje, signale za metastaziranje, a pored toga obrazuju
imunosupresivnu sredinu oko tumora (Contardi i sar., 2005; Clark i sar., 2016). Dodatno, u kutanom
melanomu je pokazano da 62 % celija eksprimira PD-1 (Kaunitz i sar., 2017). Ova svojstva
iskoriS¢ena su u svrhu imunoterapije tumora i danas su u upotrebi monoklonska antitela specifi¢na za
CTLA-4 i PD-1 (Ribas i Wolchok, 2018). Medutim, ovi negativni regulatori nisu prisutni samo na
efektorskim T celijama, ve¢ ih eksprimiraju i Treg. Ekspresija CTLA-4 na Treg je pove¢ana u TME i u
pozitivnoj je korelaciji sa loSom prognozom bolesti (Kwiecien i sar., 2017; Paulsen i sar., 2017).

Pomenuti mehanizmi aktiviraju se tokom faze ravnoteze, pri cemu se pod pritiskom imunskog
odgovora selektuju otporne varijante tumorskih ¢elija. Ukoliko je imunski odgovor efikasan, proces
imunoeditovanja zavrSava se fazom ravnoteze. Medutim, ukoliko prevladaju otporne varijante tumora,
proces imunoeditovanja prelazi u poslednju, tre¢u fazu u kojoj imunski sistem ne moze da se izbori sa
rastu¢im tumorom, rezultujuci njegovim odmetanjem (Dunn i sar., 2004).

1.3.4. Eksperimentalni modeli melanoma

Da bi se razumela biologija nastanka i progresije melanoma, tumora koji ima tendenciju
formiranja metastaza (Sandru i sar., 2014), i da bi se ispitali terapijski pristupi u leCenju koristi se
kombinacija in vitro i in vivo modela. In vitro modeli obuhvataju dvodimenzionalnu (2D) i
trodimenzionalnu (3D) ¢elijsku kulturu ¢elija melanoma, dok in vivo modeli obuhvataju razli¢ite
animalne modele.

Konvencionalne 2D ¢elijske kulture su pogodan model za ispitivanje razli¢itih karakteristika
¢elija melanoma, kao §to su proliferacija, pokretljivost, citotoksi¢nost, invazivnost, ekspresija proteina,
plasti¢nost signalnih puteva, molekularna i geneticka karakterizacija, osetljivost i vreme delovanja
lekova (Rebecca i sar., 2020). Ono $to je prednost ovog modela, osim jednostavnosti i niske cene
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gajenja ovih Celija u plasticnim sudovima u kojima su izlozene hranljivim materijama i kiseoniku, je
da ove celijske linije predstavljaju Ciste kulture ¢elija, u kojima nisu prisutne druge celije. Ovo je
znacajno za ispitivanje delovanja nekog terapeutika direktno na tumorske ¢elije, kao i uticaja drugih
¢elija koriS¢enjem kokulture ili transvel sistema (Gregg, 2021). Za razliku od 2D modela, u kojima su
tumorske ¢elije izolovane, 3D modeli ukljucuju trodimenzionalnu orijentaciju ovih ¢elija, u kojoj se
uspostavlja dinamicna interakcija sa vancelijskim matriksom i drugim c¢elijama, kao Sto su celije
endotela, fibroblasti i ¢elije imunskog sistema (Smalley i sar., 2008). Jedan od 3D modela, 3D
rekonstrukt koze, izgraden je od izolovanih populacija ¢elija tako da one obrazuju slojeve koze:
terminalno diferenciran epiderm sa keratinocitima 1 melanocitima, dermalni sloj sa fibroblastima
okruzenim kolagenom, kao i bazalnu membranu (Berking i Herlyn, 2001). Upotreba 3D modela od
znacaja je za pretklini¢ka i klini¢ka ispitivanja, jer su ovi modeli manje kompleksni od in vivo modela,
jeftiniji su i zahtevaju manje vremena. Dodatna prednost je redukcija koriS€enja zivotinja u
istrazivanju, medutim, buduc¢i da delovanje nekih terapeutika zahteva metabolicku konverziju u
organizmu ili ostvaruje sistemsko delovanje, a ne lokalno, upotreba animalnih modela je neizbezna
(Beaumont i sar., 2013).

U in vivo istrazivanjima melanoma, najceS¢e se koriste misji modeli. Melanom moze biti
indukovan na viSe nacina: transplantacijom ili injeciranjem tumora u singene, geneticki identi¢ne
miSeve, injeciranjem humanih tumorskih c¢elija u imunokompromitovane miSeve, kori§¢enjem
genetiCki izmenjenih miseva ili indukcijom pomocu UV zraCenja (Gregg, 2021). Pretklinicka
ispitivanja delovanja terapeutika Cesto ukljuuju koriS¢enje humane celijske linije melanoma. Ove
¢elije subkutano se injeciraju imunokompromitovanim misevima, misevima koji nemaju funkcionalan
imunski sistem. lako ovo omoguéava kontrolisano ispitivanje humanih celija melanoma in vivo,
bududi da se kontrolisanim brojem celija i uslovima davanja moze odrediti tok nastanka tumora, ovaj
model ne ukljucuje delovanje imunskog sistema, koje je neizbezno za eliminaciju melanoma
(Beaumont i sar., 2013). To se moze prevazi¢i koriS¢enjem singenog modela, pri ¢emu je najvise
korisS¢ena B16 celijska linija dobijena iz C57BL/6 misa nakon hemijski indukovanog melanoma
(Fidler 1 Nicolson, 1976). Da bi se indukovao solidni tumor, B16 (B16-F1) ¢elije injeciraju se
miSevima subkutano i na mestu inokulacije dolazi do formiranja melanoma (Overwijk i Restifo, 2001).
Sa druge strane, intravensko injeciranje B16-F10 celijske linije koristi se za ispitivanje metastaza,
budué¢i da ovakvim nacCinom primene celije odlaze u plu¢a, gde formiraju kolonije (Giavazzi i
Garofalo, 2001). Pored ovih mi$jih modela, koji su pogodni za ispitivanje imunskog odgovora na
melanom 1 nisu zahtevni u pogledu cene i tehnologije, koriS¢enjem humanizovanih i geneticki
izmenjenih miSeva mogu se dobiti dodatni, specificniji rezultati koji se tiCu nastanka i lecCenja
melanoma.

Efekat vodenog ekstrakta ploda aronije (VEPA) na imunski sistem u misjim modelima infekcije
L. monocytogenes i melanoma nije prethodno testiran. Na osnovu svega navedenog moze se
pretpostaviti da VEPA poseduje potencijal da modulise imunski odgovor. U skladu sa time, u ovoj
doktorskoj disertaciji je testiran uticaj VEPA na imunski sistem u misjim modelima infekcije i
melanoma, sa posebnom paznjom na Celije urodene i stecene imunosti 0d znacaja za antibakterijski i
antitumorski imunski odgovor.
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2. Ciljevi



S obzirom da ekstrakt aronije pokazuje zastitna svojstva u razli¢itim stanjima i bolestima, kao i
da su pokazana kako antiinflamacijska tako i proinflamacijska svojstva razli¢itih ekstrakata aronije,
osnovna hipoteza ove doktorske disertacije je da vodeni ekstrakt ploda aronije ostvaruje
imunomodulacijsko dejstvo i da pretretman miSeva ovim ekstraktom stimuliSe antibakterijski i
antitumorski imunski odgovor. Da bi se ova hipoteza ispitala postavljeni su slede¢i ciljevi:

1. Ispitati dejstvo VEPA na ¢elije urodene i steCene imunosti in vitro:

Odredivanjem vijabilnosti dendritskih ¢elija i produkcije proinflamacijskih medijatora
Ispitivanjem produkcije proinflamacijskih medijatora iz makrofaga i odredivanjem
sposobnosti fagocitoze ovih ¢elija

Merenjem vijabilnosti splenocita, zastupljenosti CD4", CD8" T limfocita i B limfocita i
produkcije proinflamacijskih citokina

Odredivanjem uticaja na diferencijaciju naivnih CD4" T limfocita

2. Ispitati dejstvo VEPA na ¢elije urodene i ste¢ene imunosti in vivo:

3.

4.

Odredivanjem broja c¢elija u limfhnom tkivu creva (intraepitelnim limfocitima i
Pejerovim plocama) nakon tretmana zdravih C57BL/6 miSeva, kao i zastupljenosti
¢elija urodene i steCene imunosti u ovim tkivima, ispitivanjem uticaja na morfologiju
slojeva tankog creva i merenjem produkcije proinflamacijskih citokina u slezini

Ispitati dejstvo pretretmana VEPA na eliminaciju L. monocytogenes kod BALB/c miSeva i
odrediti ¢elijske i molekulske mehanizme uocenih efekata:

Pra¢enjem toka infekcije nakon administracije L. monocytogenes merenjem telesne
mase i ispitivanjem prisustva bakterije u ciljnim tkivima (slezini 1 jetri)

Odredivanjem zastupljenosti razli¢itih populacija ¢elija imunskog sistema u limfnom
tkivu creva i u slezini

Ispitivanjem ¢elija Pejerovih ploda, MLC-a i slezine na prisustvo citotoksiénih
medijatora

Odredivanjem sposobnosti fagocitoze i produkcije ROS mijeloidnih ¢elija Pejerovih
plo¢a i slezine, kao i ekspresije kostimulatornih molekula na APC-ama Pejerovih plo¢a,
slezine i MLC-a

Odredivanjem ekspresije iRNK proinflamacijskih medijatora u slezini

Ispitivanjem ekspresije iRNK za proinflamacijske medijatore i signalne puteve
ukljucenih u njihovu ekspresiju nakon in vitro primene VEPA u ¢elijskoj kulturi
makrofaga poreklom iz BALB/c misa

Ispitati dejstvo pretretmana VEPA na razvoj melanoma kod C57BL/6 miSeva i odrediti
¢elijske i molekulske mehanizme uocenih efekata:

Prac¢enjem razvoja bolesti i merenjem zapremine tumora

Odredivanjem zastupljenosti razli¢itih populacija celija urodene i steCene imunosti
unutar tumora i merenjem produkcije medijatora koji su od znacaja za antitumorski
imunski odgovor

Ispitivanjem zastupljenosti razli¢itih populacija ¢elija imunskog sistema u MLC-u,
prisustva citokina od znacaja za imunski odgovor na melanom, kao i udela tkivno-
specificnih citotoksi¢nih T limfocita
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Merenjem produkcije proinflamacijskih citokina u slezini i serumu

Odredivanjem citotoksicnosti ¢elija slezine poreklom iz kontrolnih ili pretretiranih
inokulisanih miSeva u kokulturi sa B16 celijama i odredivanjem mehanizma
citotoksicnosti neutralizacijom I[FN-y

Ispitivanjem vijabilnosti i ¢elijske smrti B16 ¢elija nakon in vitro primene VEPA
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3. Materijal i metode



3.1. Reagensi i rastvori

U izradi ove doktorske disertacije koris¢eni su sledeci reagensi i rastvori:

Medijum za uzgajanje ¢elija RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute)-1640, serum fetusa
goveceta (engl. Fetal Calf Serum — FCS; PAA Laboratories, PaSing, Austrija), govedi albumin iz
seruma (engl. Bovine Serum Albumine — BSA; Applichem, Darmstadt, Nemacka), gentamicin,
penicilin, (Galenika, Beograd, Srbija), streptomicin (Biological Industries),

natrijum dihidrogenfosfat-2-hidrat (NaH,PO4 x 2 H,O; Analytika, Prag, Ceska), natrijum
hlorid (NaCl; ICN, Aurora, Ohajo, SAD), glicerol, natrijum hidroksid (NaOH), kalijum hlorid (KCI),
kalijum-natrijum-tartarat, kalijum dihidrogenfosfat (KH2PO4; LachNer, Neratovice, Ceska), bromfenol
plavo, natrijum nitrit (NaNO2), dinatrijum hidrogenfosfat-2-hidrat (Na2HPOs x 2 H>0), natrijum
karbonat (Na;COs;; Carlo Erba, Milano, Italija), fosforna kiselina (H3POs), bakar sulfat-5-hidrat
(CuSO4 x 5 H20), kalcijum hlorid (CaCl,), paraformaldehid, metanol, etanol, izopropil-alkohol, ksilol,
hlorovodonic¢na kiseline (HCI), sir¢etna kiselina (CH3COOH; svi dobavljeni od Zorka, Sabac, Srbija),

tripan plavo (BDSL, Velika Britanija), konkanavalin A (ConA, Pharmacia, Upsala, Svedska),
lipopolisaharid (LPS, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), faktor stimulacije rasta granulocita i makrofaga
(engl. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF; Peprotech, Roki Hil, SAD),
pufer za lizu eritrocita (eBioscience, San Dijego, SAD), tripsin, akutaza (ThermoFisher, Voltam,
Masacusets, SAD), (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT), rastvor kristal
violeta (engl. Crystal Violet, CV), parafin (Novogen Diagnostik, Istanbul, Turska), Majerov
hematoksilin (BioOptica, Milano, Italija), eozin (Molar, Budapest, Madarska), DPX, Triton X-100, o-
mlecna kiselina, fenazin metosulfat, p-jodonitrotetrazolijum, B-nikotinamid adenin dinukleotid (svi od
Sigma Aldrich),

puferi za fiksaciju i permeabilizaciju ¢elija (Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer
Set), koktel za stimulaciju ¢elija koji sadrZi 1 inhibitore transportnih proteina i sastoji se od forbol
miristat acetata, jonomicina, brefeldin A i monensina (Cell Stimulation Cocktail; eBioscience),
dihidrorodamin 123 (DHR; Molecular Probes, Judzin, Oregon, SAD), rastvor fluorescentno obelezenih
kuglica za fagocitozu (Sigma Aldrich), aneksin V-FITC (BD Pharmingen, San Dijego, Kalifornija,
SAD), 10 x pufer za vezivanje aneksina V (engl. Annexin V Binding Buffer, ABB; Biotium, Hayward,
SAD), propidijum jodid (PI; Sigma Aldrich),

Tween-20 (Sigma Aldrich), supstrat za peroksidazu 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB;
eBioscience), rastvor avidina konjugovanog sa peroksidazom iz rena (engl. Horse Radish Peroxidase,
avidin-HRP), Perkol, rastvor za izolovanje ¢elija po gustini (Histopaque-®1077; Sigma Aldrich),
rastvor magnetnih kuglica obeleZenih streptavidinom (ImagSAv kuglice; BD Biosciences, San Diego,
SAD),

reagens za izolovanje RNK (TRI Reagent; Invitrogen, Karlsbad, Kalifornija, SAD), koktel za
inhibiciju proteaza (engl. Protease Inhibition Cocktail, Sigma Aldrich), hloroform (Merck, Darmstadt,
Nemacka), B-merkaptoetanol, etilendiamin tetrasircetna kiselina (engl. ethylenediamin tetra-acetic
acid, EDTA), dimetil sulfoksid (Sigma-Aldrich), ditiotreitol (DTT), Tris (Fluka, Buh, Nemacka),
amonijum persulfat, natrijum dodecil sulfat (SDS; Applichem); glicin, N, N, N’, N’-tetrametiletilen
diamin, akrilamid/bisakrilamid rastvor 29:1 (Serva, Hajdelberg, Nemacka), proteinski marker poznatih
molekulskih masa (PageRuler, Termo Fisher Scientific), ECL rastvor za detekciju (GE Healthcare,
Bakinghemsir, Velika Britanija),

nasumicni  heksamerni  prajmeri, komercijalni pufer za reverznu transkripciju,
dezoksiribonukleotid-trifosfati, reverzna transkriptaza Moloni virusa misje leukemije, inhibitor RNaze
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(svi od Fermentas, Vilnus, Litvanija), komercijalna smesa za RT-PCR (SYBR Green PCR Master
Mix), voda bez nukleaza (engl. RNase Free Water; Applied Biosystems, Varington, Velika Britanija).

Kao medijum za uzgajanje Celija koriS¢en je RPMI-1640 sa 25 mM HEPES (engl. 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) i 2 mM L-glutaminom (Biological Industries, Kibbutz
Beit-Haemek, Izrael), u koji su dodavani koktel antibiotika penicilina (100 IU/mL), streptomicina (100
IU/mL), nistatina (10 U/ml), gentamicina (100 pg/ml) i 5 % FCS. FCS je pre dodavanja medijumu radi
kultivacije ¢elija inkubiran 30 minuta na 56 °C u cilju inaktivacije komponenti komplementa.

Za uzgajanje dendritskih ¢elija koriS¢en je medijum za uzgajanje ¢elija sa dodatkom 200 mM
L-glutamina, 100 mM Na-piruvata i 20 % FCS. Za in vitro diferencijaciju T limfocita koris¢en je
medijum za uzgajanje ¢elija sa dodatkom 0,02mM Na-piruvata, 5 uM B-merkaptoetanola i 10 % FCS.

Za detektovanje mikroorganizama koji rastu koriS¢ena je hranljiva podloga BHI (engl. Brain
Heart Infusion).

Puferisani rastvor fosfatnih soli (engl. Phosphate Buffered Saline, PBS) u destilovanoj vodi
(dH:0) pravljen je od 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na,HPO4 x 2 H,0, 1,76 mM KH>POu, pH
=74.

Pufer za magnetne kuglice pravljen je od PBS 0,5 % BSA i2 mM EDTA.

Grisov reagens, koji se sastoji od 0,1 % rastvora N-1-naftilendiamin dihidrohlorida 1 1 %
rastvora sulfanilamida u 5 % H3PO4 pomesanih u odnosu 1:1, koristio se za odredivanje koncentracije
nitrita u supernatantima celijskih kultura.

Rastvor PBS 0,25 % tripsin i 0,02 % EDTA koristio se za odlepljivanje adheriranih ¢elija od
podloge. PBS 0,1% rastvor tripan plavo je upotrebljavan za brojanje zivih ¢elija.

Za potrebe imunoblot analize korisceni su slede¢i rastvori: rastvor za liziranje ¢elija (62,5 mM
Tris-HCI pH 6,8, 2 % SDS, 10 % glicerol i 50 mM DTT u dH»0O) koji je neposredno pred upotrebu
obogacen koktelom za inhibiciju proteaza (1:20); 5 x PBS (400 mM Na;HPO4 x 2 H,O, 500 mM
NaCl, 100 mM NaH>PO4 x 2 H>O u dH>0), 5 x pufer za elektroforezu (125 mM Tris, 0,5 % SDS, 1,25
M glicin u dH20), 4 x pufer za nalivanje na gel za elektroforezu (engl. Loading buffer, LB: 1 M Tris-
HCI pH 6,8, 20 % SDS, 0.2 M B-merkaptoetanol, 0,004 % bromfenol plavo, 20 % glicerol), pufer za
transfer na membranu (25 mM Tris, 192 mM glicin, 10 % metanol, 0,1 % SDS u dH>0). Za pranje
membrana koriS¢en je rastvor PBS 0,1% Tween-20 (PBSTw), nespecificno vezivanje antitela
blokirano je sa PBSTw 5 % BSA, dok su antitela rastvarana u PBSTw 1 % BSA.

3.2. Biljni materijal

3.2.1. Prikupljanje biljnog materijala i priprema ekstrakta

Plodove aronije obezbedila je kompanija Conimex Trade d.o.o, Srbija. Bobice su sakupljane u
Cetvrtoj godini kultivacije sa sertifikovanog organskog eksperimentalnog polja u selu Grabovci blizu
Rume u avgustu 2017. godine. Bobice su u proseku bile prec¢nika 7,1 mm, dok je prosecna tezina bila
1,18 g. Neposredno po sakupljanju, bobice su suSene 48 h na 40 °C u laboratorijskoj suSnici
(Instrumentaria ST 01/02, Zagreb, Hrvatska) i samlevene pomocu laboratorijskog mlina na Institutu za
proucavanje lekovitog bilja “Dr Josif Pan¢i¢” u Beogradu, sa sertifikovanim standardom kvaliteta
(ISO 9001:2015 i HACCP).
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Biljni materijal je ekstrahovan sa 50 % etanola na orbitalnom Sejkeru uz meSanje na
170 rpm tokom 60 min, tako da odnos ¢vrste i te¢ne faze iznosi 1:20. Nakon ekstrakcije, etanol je
isparen u vakuum uparivacu i dobijen je vodeni ekstrakt, koji je zamrznut na —80 °C nakon Cega je
liofilizovan (Beta 1-8 Freeze Dryer; Martin Christ GmbH, Osterode am Harc, Nemacka). Od
100 g bobica aronije dobijeno je 47,3 g liofilizovanog vodenog ekstrakta. VEPA nije sadrzao zive
bakterije (testirano na BHI medijumu). Endotoksin takode nije detektovan (ispitano pomocu
PYROGENT™-5000 Kinetic Turbidimetric LAL Assay; Lonza Netherlands B.V, Geleen, Holandija).

Detekcija 1 kvantifikacija pojedinacnih fenolnih jedinjenja vrSena je visoko efikasnom te¢nom
hromatografijom, na HPLC aparatu (engl. High Performance Liquid Chromatography; Agilent 1200
RR, Valdbron, Nemacka), uz upotrebu DAD detektora, na reverzno-faznoj koloni Lichrospher RP-18
(250 x 4 mm, 5 um veli¢ina pora, Agilent). Mobilnu fazu A ¢inio je 0,1 % rastvor mravlje kiseline u
vodi, a kao mobilna faza B je koriS¢en acetonitril. Razdvajanje antocijana je vrSeno slede¢im
gradijentom: 1 % B 0-0,5 min; 1-7 % B 0,5-1 min; 7 % B 1-4 min; 7-10 % B
4-7,5 min; 10- 14 % B 7,5-11,5 min; 14-25 % B 11,5-15,5 min; 25-40 % B 15,5-18,5 min; 40-75 % B
18,5-22 min; 75 % B 22-25 min, sa protokom od 1 ml/min. Detekcija je vrSena na 290, 350 i
520 nm. Sadrzaj antocijana je odreden na osnovu kalibracione krive, koja je konstruisana
na osnovu standarda antocijana, cijanidin-3-O-galaktozida, cijanidin-3-O-glukozida i cijanidin-3-O-
arabinozida. Rezultat je izrazen kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom, u mg po gramu suve
materije (mg/g).

Sadrzaj ukupnih proantocijanidina u uzorku odreden je spektrofotometrijski, pomocu
modifikovane metode p-DMACA (p-dimetilaminocinamaldehid). 100 ug ekstrakta aronije pomeSano
je sa 80 pl p-DMACA reagensa, 2 ml metanola 1 kapljicom glicerola i absorbancija je nakon 7 min
merena na 640 nm. Sadrzaj proantocijanidina u uzorku izrazen je u miligramima ekvivalenta katehina
(engl. Catechin Equivalents, CE) po gramu ekstrakta (mg CE/g).

Sve analize su vrSene u tri ponavaljanja.

3.3. Priprema L. monocytogenes za inficiranje miSeva

U izradi ove doktorske disertacije koriS¢ena je Listeria monocytogenes ATCC19111. Bakterija
je uzgajana na hranljivoj podlozi BHI na rotiraju¢em Sejkeru uz mesanje na 180 rpm pri temperaturi od
37 °C. Nakon 20 h bakterijska kultura je razblazivana 50 x i potom uzgajana do dostizanja sredine
logaritamske faze rasta. Opticka gustina bakterijske suspenzije odredena je spektrofotometrijski i broj
CFU L. monocytogenes odredivan je na osnovu standardne krive rasta. Da bi se pripremio inokulum za
infekciju miSeva, pravljena su odgovaraju¢a razblazenja u sterilnom PBS rastvoru da bi se finalno
dostigla koncentracija od 5.5 x 107 bakterijskih ¢elija/ml. Provera broja CFU u inokulumu vriena je
zasejavanjem na BHI agar.

3.4. Kulture ¢elija

B16 c¢elijska linija melanoma, poreklom iz C57BL/6 miSa napravljena u American Type
Culture Collection (Manasas, Virdzinija, SAD), uzgajana je u sterilnim uslovima na Institutu za
bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢"- Institutu od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu (IBISS). Celije su uzgajane u sterilnim plasti¢nim flasama (25 cm®; Sarstedt,
Numbreht, Nemacka) u 5ml medijuma za kultivaciju ¢elija u inkubatoru, pri temperaturi od 37 °C u
atmosferi zasi¢enoj vodenom parom i pri koncentraciji CO2 od 5 %. Na svaka tri dana medijum za
kultivaciju je menjan, a po dostizanju 80 % konfluentnosti ¢elije su presadivane u nove sterilne
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plasti¢ne flage ili su koriséene u eksperimentima. Celije su odlepljivane od podloge postupkom
tripsinizacije. Medijum u kome su ¢elije rasle je prosipan, a plasti¢na flasa prana pomoc¢u 5 ml PBS.
Nakon dodavanja 500 pl rastvora PBS 0,25 % tripsin i 0,02 % EDTA 1 inkubacije tokom 3 min na
temperaturi od 37 °C, odlepljenim ¢elijama je dodavan medijum za kultivaciju, ¢ime je prekidan
proces tripsinizacije. Celijska suspenzija je centrifugirana tokom 3 min na 1000 rpm, talog éelija je
resuspendovan u 1 ml medijuma, odredivan je broj celija i one su koriS¢ene u daljem
eksperimentalnom radu.

3.5. Eksperimentalne Zivotinje

U izradi ove doktorske disertacije koris¢eni su miSevi starosti 2 — 3 meseca i to sledecih sojeva:
muzjaci BALB/c i C57BL/6 sojeva i zenke C57BL/6 soja. Sve Zivotinje su uzgajane i Cuvane u
uzgajalistu u IBISS u standardnim uslovima, bez ogranicenja pristupa hrani i vodi. Svi eksperimenti su
uradeni u skladu sa direktivom 2010/63/EU i odobreni od strane Etickog komiteta IBISS (01-2420 od
23.11.2018. godine, 01-539 od 28.02.2019. godine i 01-1036 od 06.05.2019. godine) i Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije, Uprave za veterinu (broj 323-07-
01819/2020-05 1 323-07-07965/2020-05).

3.5.1. Tretman miSeva vodenim ekstraktom ploda aronije

U cilju ispitivanja delovanja VEPA na ¢elije imunskog sistema in vivo, zdravi 8 — 12 nedelja
stari muzjaci soja C57BL/6 tretirani su VEPA. MiSevima je tokom sedam dana oralnom gavazom
davano 50 mg/kg telesne mase VEPA rastvorene u 100 pl ¢esmenske vode, dok je kontrolna grupa
primala istu koli¢inu ¢esmenske vode. EX Vvivo analiza je radena desetog dana.

U cilju ispitivanja delovanja pretretmana VEPA na eliminaciju infekcije L. monocytogenes,
muzjaci BALB/c soja miSeva starosti 8 — 12 nedelja tretirani su tokom sedam dana VEPA, na isti nacin
kao S§to je opisano, dok je kontrolna grupa primala ¢esmensku vodu. Nakon sedam dana obe grupe
miseva su oralnom gavazom primile 5 x 10° CFU L. monocytogenes u 100 pl PBS, a ex vivo analiza
radena je nakon 48 h, osim u eksperimentu prac¢enja toka infekcije. Dodatno, u cilju ispitivanja
delovanja VEPA na imunski sistem zdravih BALB/c miSeva, miSevi starosti 8 — 12 nedelja tretirani su
tokom sedam dana VEPA, na isti na¢in kao S$to je opisano, dok je kontrolna grupa primala ¢esmensku
vodu. Desetog dana radena je ex vivo analiza.

U cilju ispitivanja delovanja pretretmana VEPA na razvoj melanoma, zdrave C57BL/6 zenke
starosti 8 — 12 nedelja tretirane su VEPA na isti nacin kao u prethodim eksperimentima. Kontrolna
grupa primala je ¢esmensku vodu. Nakon sedam dana, obema grupa miseva je subkutano ubrizgano
2,5 x 10° B16 ¢elija melanoma resuspendovanih u PBS, u donji desni deo leda. Tretman VEPA
nastavljen je do kraja eksperimenta i ex Vvivo analiza je radena 13. dana od administracije B16 celija,
osim u eksperimentu pracenja razvoja bolesti. Kada su postali palpabilni, tumori su svakodnevno
mereni u dve dimenzije i zapremina tumora je radunata na slede¢i na¢in: duzina x $irina’ x 0,52.
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3.6. Metode izolovanja celija

3.6.1. Izolovanje ¢elija limfnih ¢vorova

Mezentericni limfni ¢vor misa potiskivan je kroz sterilnu najlonsku mrezicu promera 70 um u
3 ml PBS 3 % FCS. Celijska suspenzija je centrifugirana na 550 g tokom 5 min i potom je éelijski
talog resuspendovan u 1 ml PBS 3 % FCS. Celije su brojane i fenotipski okarakterisane pomoéu
protoc¢nog citofluorimetra.

3.6.2. I1zolovanje splenocita

Celijska suspenzija splenocita dobijena je potiskivanjem slezine kroz sterilnu najlonsku
mrezicu promera 70 um u 5 ml PBS 3% FCS. Nakon centrifugiranja (550 g, 5 min), na talog ¢elija
sipano je 2 ml pufera za lizu eritrocita u cilju odstranjivanja ovih ¢elija. Nakon 5 min na sobnoj
temperaturi uz povremeno muckanje reakcija je prekinuta dodavanjem 10 ml PBS 3% FCS i nakon
centrifugiranja (550 g, 5 min) ¢elije su brojane i koriS¢ene za uspostavljanja ¢elijske kulture ili su
analizirane pomocu proto¢nog citofluorimetra.

3.6.3. Izolovanje ¢elija Pejerovih ploca

Pejerove ploce odsecane su makazama iz tankog creva. Suspenzija c¢elija dobijena je
potiskivanjem Pejerovih plo¢a kroz sterilnu najlonsku mrezicu promera 70 um u 3 ml PBS. Nakon
centrifugiranja tokom 5 min na 550 g celije brojane i koriS¢ene za fenotipizaciju na proto¢nom
citofluorimetru.

3.6.4. Izolovanje Celija peritonealnog ispirka

5 ml hladnog PBS ubrizgavano je u peritonealnu Supljinu misa, i potom pipetom izvlaceno u
epruvetu. Nakon centrifugiranja na 550 g tokom 5 minuta ¢éelije su resuspendovane u RPMI-1640 5%
FCS i prebrojane. 1 x 10° éelija/bunaru postavljeno je u plo¢u sa 24 bunara ravnog dna (Sarstedt).
Nakon 2 sata inkubacije na 37 °C bunari su ispirani sa PBS u cilju odstranjivanja neadherentnih ¢elija.
Peritonealne celije koje su adherirale za dno bunari¢a odlepljivane su u mlazovima hladnog PBS,
centrifugirane (500 g, 5 min), brojane i analizirane pomoc¢u protocnog citofluorimetra.

3.6.5. I1zolovanje intraepitelnih éelija iz tankog creva

Tanko crevo je u Petri Solji sa PBS pazljivo ¢iS¢eno od masnog tkiva. Pejerove ploce su
odbacene, sadrzaj creva je istisnut, crevo je uzduzno proseceno i potom skraé¢ivano na delove duzine
oko 3 cm. U cilju odstranjivanja mukusa uzorci su nakon pranja pomoc¢u hladnog RPMI-1640
inkubirani na sobnoj temperaturi tokom 15 minuta u ImM DTT. Nakon centrifugiranja (1500 rpm, 5
min), talog je rastvoren u RPMI-1640 5 % FCS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT i mesan tokom sat vremena
na temperaturi od 37 °C na orbitalnom Sejkeru na 140 rpm. Uzorci su propustani kroz konusnu
najlonsku mrezicu promera 70 pm a potom i kroz najlonsku mrezicu promera 40 pm. Nakon
centrifugiranja (1500 rpm, 5 min) talog ¢elija je resuspendovan u 3 ml 40% Perkola i nalivan na 2,5 ml
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80 % Perkola pri ¢emu se formirao koncentracijski gradijent Perkola. Izotoni¢ne koncentracije Perkola
pripremane su od Stoka koji je pravljen meSanjem Perkola i 10 x PBS u odnosu 9:1. Nakon
centrifugiranja na 1500 rpm tokom 20 min, na granici dva sloja uocavao se beli prsten intraepitelnih
limfocita, koji je pazljivo sakupljan. Od ostatka Perkola ¢elije su prane dva puta sa PBS, nakon Cega su
resuspendovane u RPMI-1640 5 % FCS, brojane i okarakterisane pomocu proto¢nog citofluorimetra.

3.6.6. Izolovanje tumor-infiltriSué¢ih limfocita

Nakon izolovanja tumora iz miseva, tumor je ociS¢en od okolnog tkiva i nakon potiskivanja
kroz konusnu najlonsku mrezicu promera 70 um u 5 ml PBS dobijena je ¢éelijska suspenzija, koja je
dodatno propustena kroz najlonsku mrezicu promera 40 um. Talog ¢elija resuspendovan je u 3 ml
RPMI 5 % FCS 1 pazljivo naliven na gradijent gustine, pri ¢emu su se formirala dva sloja. Nakon
centrifugiranja (550 g, 20 min) uocCavao se beli¢ast prsten limfocita na prelazu izmedu dva sloja, koji
je pazljivo izvlaCen pipetom. Nakon dva pranja sa 5 ml PBS, tumor-infiltriSu¢i limfociti
resuspendovani su u 1 ml RPMI 5 % FCS i brojani. Celije su dalje pripremane za fenotipsku
karakterizaciju na protocnom citofluorimetru.

3.7. Odredivanje broja zivih ¢elija

Za detekciju zivih ¢elija i1 odredivanje njihovog broja koris¢en je 0,1 % rastvor boje tripan
plavo u PBS. Kako boja ulazi u ¢elije koje imaju narusenu celijsku membranu, zive Celije ostaju
neobojene i na osnovu toga se moze dobiti broj zivih éelija, kao i ukupni broj éelija. Celijska
suspenzija mesana je sa bojom tripan plavo u odnosu 1:10 nakon Cega su Celije brojane pod svetlosnim
mikroskopom u komori po Tiirker-Biirku. Broj zivih ¢elija po mililitru suspenzije racunat je na sledeci
nadin: broj zivih ¢éelija / broj polja x 2,5 x 10°. U zavisnosti od eksperimentalnog rada, uziman je broj
c¢elija potreban za datu metodu.

3.8. Odredivanje broja CFU L. Monocytogenes u tkivima inficiranih miSeva

Jetra 1 slezina odstranjene iz inficiranih miSeva su homogenizovane u 2 ml sterilnog PBS
protiskivanjem kroz sterilne konusne najlonske mrezice promera 70 pm. Napravljena su dvostruka
razblazenja i naneta na BHI agar u triplikatima. Nakon inkubacije tokom 24 h na temperaturi od
37 °C, odredivan je broj CFU po gramu tkiva.

3.9. In vitro diferencijacija éelija

3.9.1. Diferencijacija dendritskih ¢elija in vitro

Dendritske ¢elije su dobijene od progenitorskih ¢elija kostne srzi C57BL/6 miSa. Butna kost
preseCena na oba kraja ispirana je pod mlazom RPMI 10% FCS. Isprane celije kostne srzi su
centrifugirane na 500 g tokom 5 min, a eritrociti su odstranjeni pomocu pufera za lizu eritrocita, kao
Sto je prethodno opisano. Talog c¢elija je resuspendovan u medijumu za dendritske ¢elije 1 Celije su
brojane. 1 x 10° ¢elija/ml postavljeno je u plo¢u sa 24 bunara i dendritske éelije su propagirane tokom
8 dana uz konstantno prisustvo 20 ng/ml GM-CSF. Svakog drugog dana menjana je polovina
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medijuma (500 pl medijuma je odlivano i dodavano je 500 pl sveZzeg medijuma koji je sadrzao GM-
CSF). Nakon cetiri dana od postavljanja ¢elijske kulture, polovina ¢elija prebacivana je u nove bunare,
a odvadeni medijum nadoknaden je dodavanjem novog. Dendritske celije su osmog dana skidane iz
ploce. 200 pl enzima akutaze dodavano je u svaki bunari¢ i nakon 2 min na temperaturi od 37 °C
reakcija je prekinuta dodavanjem medijuma za dendritske celije. Celije su prebacivane u epruvete,
centrifugirane (500 g, 5 min) i brojane. 5 x 10° dendritskih ¢elija po bunaru postavljano je u plo¢u sa
96 bunara u prisustvu ili odsustvu rastucih koncentracija VEPA (6 — 50 pg/ml). Nakon 48 h sakupljeni
su supernatanti, dok su ¢elije analizirane pomoc¢u proto¢nog citofluorimetra.

3.9.2. PreciS¢avanje naivnih T limfocita magnetnom separacijom i in vitro diferencijacija ka Thl, Th17 i
Treg subpopulacijama

Celije slezine dobijene su iz zdravog C57BL/6 mi$a na prethodno opisan nadin. 80 x 10° éelija
resuspendovano je u 800 ul PBS 3 % FCS u tubama od 2 ml (Sarstedt). Dodato je biotinom obelezeno
anti-CD25 antitelo (1:1000, eBioscience) i uzorci su inkubirani 20 min na temperaturi od 4 °C, uz
povremeno muckanje. Nakon dva ispiranja (centrifuga na 550 g, 3 min) sa 1 ml PBS i jednog sa 1 ml
hladnog pufera za magnetne kuglice, ¢elije su resuspendovane u 800 pl hladnog pufera za magnetne
kuglice. Dodavane su magnetne kuglice obelezene streptavidinom (1:20, eBioscience) i uzorci su
inkubirani tokom 30 minuta na temperaturi od 4 °C uz povremeno muckanje. Uzorci su potom izlagani
delovanju magnetnog polja tri puta po 8 minuta (BD IMag™ Cell Separation Magnet). Kako su se
Celije vezane za magnetne kuglice (CD25" éelije) pod uticajem magnetnog polja lepile za zidove tuba,
izvlaéenjem celijske suspenzije u magnetnom polju dobijena je frakcija CD25" ¢éelija, dok su CD25"
celije ostale zalepljene za zidove tuba. Nakon pranja sa 1 ml pufera za magnetne kuglice i jednom sa 1
ml u PBS, CD25" ¢elije su resuspendovane u 800 pl PBS 3% FCS, dodato je anti-CD4 antitelo
obelezeno biotinom (1:60, eBioscience) i uzorci su inkubirani 20 min na temperaturi od 4 °C uz
povremeno muckanje. Nakon pranja dva puta sa 1 ml PBS i jednom sa 1 ml hladnog pufera za
magnetne kuglice, ¢elije su resuspendovane u 800 pl hladnog pufera za magnetne kuglice. Dodate su
magnetne kuglice obelezene streptavidinom i uzorci su inkubirani 30 minuta na temperaturi od 4 °C uz
povremeno muckanje. Uzorci su izlagani delovanju magnetnog polja tokom 3 x 8 minuta. Ovog puta
Celijska suspenzija je odbacivana, a ¢elije zalepljene za zidove tuba (CD4" éelije) resuspendovane su u
puferu za magnetne kuglice. Nakon pranja sa 1 ml pufera za magnetne kuglice i jednom sa 1 ml PBS,
CD4'CD25" ¢éelije su resuspendovane u 1 ml PBS 3% FCS i potom su brojane.

Ovako precis¢eni naivni T limfociti resuspendovani su u medijumu za in vitro diferencijaciju T
limfocita. Ploca sa 96 bunara U-dna (Sarstedt) najpre je oblozena anti-CD3 antitelom (1 pg/ml;
eBioscience) rastvorenim u PBS, tokom 2 h na 37 °C. Potom je postavljeno 5 x 10° éelija/bunaru i
¢elije su stimulisane solubilnim anti-CD28 antitelom (1 pg/ml; eBioscience).

Za diferencijaciju ka Thl fenotipu ¢éelije su dodatno stimulisane pomocu IL-12 (20 ng/ml,
R&D Systems) i anti-IL-4 antitelom (10 ng/ml; eBioscience). Za diferencijaciju ka Th17 fenotipu
¢elije su stimulisane pomo¢u TGF-f (10 ng/ml) i IL- 6 (10 ng/ml; oba od R&D Systems), dok su za
diferencijaciju ka regulatornim T limfocitima (Treg) kao stimulansi koris¢eni TGF- (2 ng/ml) i
IL- 2 (10 ng/ml; R&D Systems). VEPA je dodat 24 h nakon postavljanja ¢elijske kulture 1 72 h kasnije
prisustvo podtipova T limfocita analizirano je na proto¢nom citofluorimetru.
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3.10. Testovi za odredivanje vijabilnosti i funkcija éelija imunskog sistema

3.10.1. Odredivanje vijabilnosti ¢elija MTT testom

MTT test je kolorimetrijska metoda kojom se meri metabolicka aktivnost ¢elija i koja se
zasniva na stvaranju formazana, jedinjenja ljubicaste boje, usled redukcije tetrazolijumove soli, MTT
(3-(4,5-dimethil-2-tiazolil)- ~ 2,5-difenil-2H-tetrazolijum  bromid) = pomo¢u  mitohondrijskih
oksidoreduktaza. Uzorci ¢elijskih kultura prebacivani su u tube od 1,5 ml (Sarstedt) i centrifugirani
(550 g, 5 min). Supernatanti su odlivani, a na talog celija je dodavano 200 pl rastvora MTT
(0,5 mg/ml) u medijumu za uzgajanje ¢elija. Nakon pola sata do sat vremena inkubacije na 37 °C
uzorci su centrifugirani (550 g, 5 min) a talog ¢elija je resuspendovan u 200 pl dimetil sulfoksida. U
ploc¢u sa 96 bunara uzorci su razlivani u triplikatima, po 50 pl i apsorbancija je merena pomocu
spektrofotometra (LKB 5060-006, LKB Instruments, Be¢, Austrija) na 540 nm, dok je korekcija
necistoca radena na 670 nm. Vijabilnost ¢elija je izraZzena kao As4o.

3.10.2. Odredivanje vijabilnosti Celija kristal violet testom

Vijabilnost adherentnih ¢elija moze se odrediti i kristal violet (CV) testom. CV je bazna boja
koja boji negativno naelektrisane proteine, polisaharide i nukleinske kiseline u ¢eliji, tako da koli¢ina
vezane boje oslikava broj ¢elija u kulturi. Iz ploc¢e sa 96 bunara u kojoj su gajene ¢elije odlivani su
supernatanti a u bunare je dodavano po 50 pl 4 % paraformaldehida da bi se ¢elije fiksirale za dno.
Nakon 10 minuta paraformaldehid je odliven, a ploca je ostavljena na sobnoj temperaturi da se osusi.
U bunare je sipan 0,1 % rastvor CV u PBS (50 pl/bunaru) i nakon 15 min na sobnoj temperaturi ploca
je dobro isprana pod mlazom hladne vode. U osuSene bunare sipano je po 50 pl 33 % rastvora siréetne
kiseline radi rastvaranja vezane boje, a intenzitet boje odreden je merenjem apsorbancije pomocu
spektrofotometra (LKB 5060-006) na 540 nm, dok je korekcija necisto¢a radena na 670 nm.

3.10.3. Odredivanje koncentracije nitrita u supernatantima ¢elijskih kultura Griess reakcijom

Koncentracija nitrita u supernatantima ¢elijskih kultura je indikator oslobadanja NO iz ¢elija i
moze se odrediti Griess reakcijom, baziranim na reakciji diazotizacije. U plo¢i sa 96 bunara ravnog
dna 50 pl supernatanta celijskih kultura pomesano je sa 50 pl Griess reagensa (0,1 % rastvor N-1-
naftilendiamin dihidrohlorida i 1 % rastvor sulfanilamida u 5 % H3PO4) i nakon 10 minuta inkubacije
u mraku na sobnoj temperaturi intenzitet boje detektovan je pomocu spektrofotometra (LKB 5060-
006), merenjem apsorbancije na 540 nm i 670 nm. Koncentracija nitrita raCunata je na osnovu
standardne krive dobijene odredivanjem absorbancija za poznate koncentracije NaNOs.

3.10.4. Odredivanje produkcije citokina ELISA metodom

Supernatanti ¢elijskih kultura testirani su na produkciju citokina sendvi¢ ELISA testom u
mikrotitar plocama MaxiSorp sa 96 bunara (Nunc, Roskilde, Danska). Koris¢eni su komercijalni
parovi antitela navedeni u tabeli 1. U bunare je sipano po 50 ul rastvora vezujuceg antitela u PBS i
inkubacija je trajala tokom no¢i na 4 °C ili na sobnoj temperaturi, u zavisnosti od preporuke
proizvodaca. U cilju uklanjanja nevezanog antitela, bunari su ispirani tri puta sa PBS 0,05 % Tween-
20 (PBST; 200 pl/bunaru) a potom je blokiranje nespecificnog vezivanja vrseno rastvorom PBS 10 %
FCS ili PBS 1 % BSA (prema preporuci proizvodaca, a u zavisnosti od koriS¢enog seta antitela) u
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zapremini od 100 pl/bunaru tokom sat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon tri pranja sa PBST u
ploc¢u su u duplikatu nalivani uzorci (50 pl/bunaru), kao i set razblazenja rekombinantnog citokina ¢ija
se koncentracija odreduje, u cilju formiranja standardne krive. Inkubacija je trajala 2 h na sobnoj
temperaturi i nakon tri pranja sa PBST uzorci su inkubirani sa adekvatnim detektuju¢im antitelom, za
koje je vezan biotin (50 pl/bunaru) tokom 1 h na sobnoj temperaturi. Ploca je prana tri puta sa PBST i
dodat je rastvor avidin-HRP (50 pl/bunaru). Detektujuce antitelo i avidin-HRP rastvarani su u rastvoru
za blokiranje. Posle 30 min inkubacije i tri pranja sa PBST u plocu je nalivan TMB, supstrat za
peroksidazu (50 pl/bunaru). Po razvijanju boje reakcija je prekidana sa 50 ul IM HCl a apsorbancija je
merena na spektrofotometru (LKB 5060-006) na 450 nm, sa korekcijom necistoa na 670 nm.
Koncentracija citokina u uzorku, odredivana na osnovu standardne krive formirane na osnovu poznate
koncentracije ispitivanog citokina u standardima, izraZena je u ng/ml.

Tabela 1. Parovi antitela kori§¢eni ELISA metodom.

Koncentracija Koncentracija

Citokin vezujuleg antitela detektujuceg antitela Proizvodac
TNF 1:1000 1:1000 eBioscience
IL-1B 1:250 1:250 eBioscience
IL-17A 1:1000 1:1000 eBioscience
IFN-y 1:750 1:750 eBioscience
IL-12 1:250 1:250 eBioscience
TGF-B 1:120 1:60 R&D Systems
IL-6 1:500 1:500 Abcam

3.10.5. Oslobadanje laktat dehidrogenaze (LDH) — test citotoksi¢nosti

LDH test je test ¢celijske citotoksi¢nosti. Nakon liziranja ¢elija, LDH se oslobada iz oStec¢enih
¢elija i moze se detektovati u supernatantu celijske kulture. U plocu sa 96 bunara ravnog dna sadeno je
4 x 10 B16 ¢elija po bunaru. Celije slezine, dobijene na ve¢ opisan nacin, poreklom iz Zivotinja
kojima je indukovan tumor (netretiranih i pretretiranih sa VEPA) dodavane su bunarima sa B16
¢elijama u odnosu 20:1 ili 10:1. Nakon inkubacije u trajanju od 48 h, u supernatantima je raden LDH
test, prema instrukcijama proizvodaca. Kao pozitivna kontrola uziman je supernatant B16 celija
tretiranih sa Triton X-100, dok su kao negativna kontrola uzimani supernatanti netretiranih B16 ¢elija.
Absorbancija je merena na spektrofotometru (LKB 5060-006) na 492 nm, sa korekcijom necistoc¢a na
592 nm a procenat nekroti¢nih ¢elija odreden je prema formuli:

(AB16+splenociti — AB16) / (AB16+Triton X-100— AB16) X 100

Na ovaj nacin dobijen je procenat nekroticnih ¢elija, koji je predstavljen kao mera citotoksicnosti
efektorskih ¢elija.
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3.11. Histoloska analiza

3.11.1. Priprema histoloskih preparata u parafinu

U cilju ispitivanja uticaja VEPA na imunski sistem zdravih miSeva, iz miSeva tretiranih VEPA
i kontrolnih miSeva tretiranih vodom uzimani su uzorci tankog creva duzine oko 1 cm i neposredno po
vadenju iz zivotinja stavljani u rastvor 10 % formalina u kome su ostavljani 48 h, nakon Cega su
prevodeni u parafin. Najpre je radena dehidratacija tkiva, tako S$to je tkivo izlozeno rastu¢im
koncentracijama etanola, pocevsi od 30 %, 50 % 1 70 % ectanola (u svakom 2 x 30 min). Potom je tkivo
prebacivano u 96 % i apsolutni etanol, u kojima je inkubirano 2 x 1 h. Parafinizacija tkiva je zapoceta
prebacivanjem tkiva u ksilol (2 x 3 min), nakon ¢ega je inkubirano u prethodno otopljenom parafinu 1
h na 56 °C. U drugom parafinu uzorci su ostavljani preko no¢i i kona¢no kalupljeni u tre¢em parafinu,
u kome su Cuvani na sobnoj temperaturi do dalje obrade. Tkiva su secena na Leica RM2265
mikrotomu (Leica Microsystems GmbH, Veclar, Nemacka), a isecci debljine 5 um stavljani su na
predmetna stakla SuperFrost (ThermoScientific, Braunsvajg, Nemacka).

3.11.2. Bojenje tkivnih preseka hematoksilinom i eozinom

Neposredno pred bojenje dobijenih tkivnih preseka vrSena je deparafinizacija potapanjem
predmetnih stakala u ksilol 2 X 3 min, a potom i rehidratacija potapanjem u rastvore etanola, pocevsi
od apsolutnog, 96 % i na kraju 70 % (svaki po 5 min), nakon ¢ega su uzorci potapani u destilovanu
vodu. Bojenje celijskih jedara vrSeno je potapanjem tkiva u Majerov hematoksilin tokom 8 minuta.
Nakon ispiranja destilovanom vodom, bojenje eozinom trajalo je 3 minuta, u cilju bojenja citoplazme
¢elija. Nakon ispiranja destilovanom vodom, predmetna stakla pokrivana su pokrovnim staklima uz
koris¢enje DPX. Preseci su posmatrani i fotografisani digitalnom kamerom Leica DFC295 (Leica,
Heerbrugg, Svajcarska) povezanom sa svetlosnim mikroskopom Leica DM4000 B LED (Leica,
Veclar, Nemacka). Svi elementi tankog creva mereni su pomocu softvera Fiji, pri uve¢anju x 200.

3.12. Analiza ¢elija metodom protocne citofluorimetrije

Metoda protocne citofluorimetrije omogucava brzo i precizno odredivanje fluorescentnih
signala poreklom od individualnih ¢elija. Ova metoda zasniva se na koriS¢enju fluorescentnih boja
kojima se obelezavaju antitela specifi¢na za razli¢ite povrSinske ili unutarcelijske molekule, ¢elijske
markere. Kako se fluorofora ekscituje svetlos¢u odredene talasne duzine a emisija fluorofore se Cita na
emisionoj talasnoj duzini, moguca je primena razli¢itih fluorofora u istom uzorku. Intenzitet
fluorescencije obelezenih uzoraka koris¢enih u izradi ove doktorske disertacije detektovan je pomocu
proto¢nog citofluorimetra Partec CyFlow Space i analiziran FlowMax softverom (Partec, Gerlic,
Nemacka) ili BD FACSCalibur i BD FACSAria III proto¢nim citofluorimetrima (BD Biosciences) i
analiziran FlowMax ili FlowJo (Treestar, Eslend, Oregon, SAD) softverom. Fluoroscentne boje vezane
za anti-misja antitela koris¢ene u ovoj doktorskoj disertaciji date su u tabeli 2.

Tabela 2. Fluorescentne boje sa odgovaraju¢im ekscitacionim i emisionim maksimumima koris¢ene za potrebe

protocne citofluorimetrije. FITC — fluorescein izotiocijanat, PE — fikoeritrin, Cy — cijanin, APC — alofikocijanin,
DHR - dihidrorodamin 123, PI — propidijum jodid
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Fluorescentna Ekscitacioni Emisioni

boja maksimum (nm) maksimum (nm)
FITC 495 520
Alexa Fluor 488™ 500 520
PE 565 575
PE-Cy5 565 670
PE-Cy5.5 565 670
PerCP-Cy5.5 482 690
PE-Cy7 565 770
APC 650 660
DHR 500 536
PI 536 617

3.12.1. Imunofluorescentno bojenje povrsinskih molekula

Nakon izolacije, 1 x 10° vijabilnih éelija prebacivano je u plasticne epruvete za proto¢nu
citofluorimetriju. Antitela su rastvarana u PBS 1 % BSA (100 pl po uzorku, u koncentraciji prema
preporuci proizvodaca) i uzorci su inkubirani tokom 45 min u mraku, na temperaturi od 4 °C. Nakon
ispiranja sa 1 ml PBS 1 % BSA (centrifugiranje na 700 g, 3 min) i ispiranja sa PBS, ¢elije su
resuspendovane u 1 ml PBS i detektovane na proto¢nom citofluorimetru. Dodatno, koris¢ena je
negativna kontrola, u kojoj su ¢elije inkubirane bez dodatog antitela. Antitela su rastvarana prema
preporuci proizvodaca, a u tabeli 3 su navedena koris¢ena anti-misja antitela.

Tabela 3. Fluorescentno obelezena antitela koriS¢ena za potrebe protocne citofluorimetrije.

Anti-miSje antitelo Fluorescentni konjugat Izotipska kontrola Proizvodac

CDh4 }Eggp_ Cy5.5 IgG2b «k lanac iz pacova  eBioscience

CDS8 PE IgG2a « lanac iz pacova  eBioscience
PerCP-Cy5.5

CD3 PE IgG iz hrcka eBioscience

CD25 PE IgG1 X lanac iz pacova  eBioscience
PerCP-Cy5.5

B220 FITC IgG2a « lanac iz pacova eBioscience

CDl1c FITC IgG iz hr¢ka eBioscience
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PE

PE-Cy5.5
CDl11b FITC IgG2b « lanac iz pacova  eBioscience
F4/80 FITC IgG2a « lanac iz pacova eBioscience
Ly-6G/Ly-6C PE-Cy5.5 IgG2b « lanac iz pacova  eBioscience
CD40 PE IgM iz hrcka eBioscience

PE-Cy5
CD206 PE IgG2b « lanac iz pacova eBioscience
CD86 PE-Cy5.5 IgG2a « lanac iz pacova  eBioscience
MHCII FITC IgG2b « lanac iz pacova eBioscience
NKI1.1 }Eggw IgG2a « lanac iz miSa eBioscience
CD49b FITC IgM « lanac iz pacova eBioscience
KLRG-1 PE-eFluor® 610 IgG iz sirijskog hrcka eBioscience
PD-1 FITC IgG iz hrcka eBioscience
CTLA-4 PE IgG iz hrcka eBioscience
Ly49c FITC IgG2a « lanac iz misa eBioscience
CD27 PE IgG iz hr¢ka eBioscience
CCR5S AlexaFluor® 488 IgG iz hrcka BioLegend
CCR9 FITC IgG2a lanac iz miSa eBioscience

3.12.2. Imunofluorescentno bojenje unutarcelijskih molekula

Za unutaréelijsko bojenje takode je koriséeno 1 x 10° vijabilnih éelija. Celije su najpre
stimulisane koktelom za stimulaciju ¢elija koji sadrzi i inhibitore transportnih proteina (Cell
Stimulation Cocktail; 1:500 u RPMI-1640 5% FCS) tokom 4 h na 37 °C. Nakon centrifugiranja u PBS
1 % BSA (700 g, 3 min) Celije su bojene antitelima specificnim za povrSinske molekule, kao Sto je
prethodno opisano. Nakon ispiranja sa 1 ml PBS 1% BSA i ispiranja sa 1 ml PBS, celije su
resuspendovane u 400 pl 4 % paraformaldehidu i inkubirane tokom 15 min na sobnoj temperaturi u
mraku, radi fiksacije. Nakon centrifugiranja (900 g, 3 min) i ispiranja sa 1 ml PBS, uzorci su
resuspendovani u 1 ml PBS i ostavljeni preko no¢i na 4 °C, u mraku. Sutradan, nakon centrifugiranja,
uzorci su resuspendovani u 400 pl pufera za permeabilizaciju ¢elija (Permeabilization buffer, PB) i
inkubirani tokom 15 minuta na 4 °C u mraku. Nakon centrifugiranja sledilo je unutaréelijsko bojenje u
100 pl PB po uzorku (45 min, 4 °C, u mraku). Celije su nakon toga ispirane sa 1 ml PB, potomsa 1 ml
PBS i finalno resuspendovane u 1 ml PBS radi analize na proto¢nom citofluorimetru. U tabeli 4
navedena su anti-misja antitela, koja su koriS¢ena u koncentraciji prema preporuci proizvodaca.
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Tabela 4. Fluorescentno obelezena antitela koris¢ena za potrebe protocne citofluorimetrije.

Anti-miSje antitelo Fluorescentni konjugat Izotipska kontrola Proizvodac
FITC

IFN-y PE IgGl « lanac iz pacova  eBioscience
PerCP-Cy5.5

Granzim B FITC IgG2a « lanac iz pacova eBioscience

TNF PE IgG1 « lanac iz pacova  eBioscience
PerCP-Cy5.5 IgG2a « lanac iz pacova eBioscience

IL-17 . ..
PE IgG1 « lanac iz pacova  BD Biosciences

Za detekciju transkripcionih faktora nakon povrsinskog bojenja 1 x 10° vijabilnih éelija, éelije
su resuspendovane u 100 pl pufera za fiksaciju i permeabilizaciju ¢elija (Fix/Perm buffer) i ostavljene
tokom no¢i na 4 °C u mraku. Sutradan, u uzorke je dodato 1 ml PB i nakon centrifugiranja (800 g, 3
min), bojenje fluorescentno obeleZenim antitelima specificnim za transkripcione faktore vrSeno je u
100 pl PB po uzorku (45 min, 4 °C, u mraku). Nakon ispiranja sa 1 ml PB, potom sa 1 ml PBS, ¢elije
su finalno resuspendovane u 1 ml PBS radi analize na proto¢nom citofluorimetru, a koris¢ena antitela
su navedena u tabeli 5.

Tabela 5. Fluorescentno obelezena antitela koriS¢ena za potrebe protocne citofluorimetrije.

Anti-miS$je antitelo Fluorescentni konjugat Izotipska kontrola Proizvodac
PE . .

FoxP3 APC IgG2a « lanac iz pacova eBioscience

Perforin PE IgG2a « lanac iz pacova eBioscience

3.12.3. Detekcija fagocitoze

Detekcija fagocitoze radena je u in vitro i ex vivo eksperimentima. In vitro su ispitivane Celije
peritonealnog ispirka, koje su inkubirane tokom 24 h u prisustvu ili odsustvu stimulatora LPS (100
ng/ml) i IFN-y (10 ng/ml) i u prisustvu ili odustvu VEPA (25 pg/ml). Celije su najpre postavljene u
plou sa 24 bunara u koncentraciji 1 x 10° ¢elija/bunaru i nakon 1 h inkubacije na
37 °C neadherentne c¢elije su eliminisane pranjem dva puta sa 1 ml PBS. Potom su ¢elije stimulisane i
tretirane VEPA tokom 24 h. Lateks kuglice (amin-modifikovane polistiren kuglice veli¢ine oko 1 pm)
obelezene fikoeritrinom preopsonizovane su u PBS 50 % FCS. Nakon odlivanja supernatanta, ¢elije iz
kulture su inkubirane sa 500 pl rastvora kuglica (10 kuglica po ¢eliji) tokom 1 h na 37 °C. Rastvor je
odlivan, ¢elije su ispirane dva puta sa po 1 ml PBS i, u cilju gaSenja fluorescence koja poti¢e od
kuglica vezanih za samu povrSinu celija, u bunare je sipano po 300 pl duplo razblazenog radnog
rastvora tripan plavog tokom 2 min. Ovaj rastvor je potom odlivan, bunari su prani dva puta sa po 1 ml
PBS, ¢elije su skidane sa podloge, centrfugirane (550 g, 3 min) i finalno resuspendovane u 1 ml PBS
radi detekcije fagocitoze pomocu protoc¢nog citofluorimetra. Detektovan je procenat celija koje su
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fagocitovale, a kao mera fagocitne aktivnosti uziman je prosecni intenzitet fluorescence (engl. Mean
Fluorescence Intensity, MFI).

Ex vivo, ¢elije slezine i Pejerovih ploca zasejavane su u plocu sa 24 bunara u koncentraciji
1 x 10° ¢elija/bunaru. Nakon 1 h inkubacije na 37 °C dodato je 500 pl rastvora preopsonizovanih
kuglica (10 kuglica po ¢eliji). Dalji protokol bio je isti kao u in vitro sistemu.

3.12.4. Detekcija Celijske smrti

Uticaj VEPA na apopzozu BI16 c¢elija melanoma odredivan je pomocu protocnog
citofluorimetra koris¢enjem fluorescentno obelezenog aneksina V i PI. Aneksin V je protein koji se
vezuje za fosfatidil serin, koji je kod celija koje ulaze u proces apoptoze eksprimiran na spoljasnjoj
membrani, dok je PI fluorescentna boja koja ulazi samo u ¢éelije koje imaju narusenu propustljivost
éelijske membrane. B16 ¢elije melanoma zasejavane su u plo¢u sa 6 bunara u koncentraciji 2,5 x 10°
celija/bunaru. Nakon 24 h inkubacije na 37 °C supernatanti su odlivani a VEPA je dodat u
koncentracijama od 200 i 400 pl/bunaru, dok je u pojedinim bunarima izostao tretman, radi negativne
kontrole. Tretman je trajao 24 h, nakon ¢ega su uzorci prebacivani u plasti¢ne epruvete za protoc¢nu
citofluorimetriju i centrifugirani (750 g, 3 min). Aneksin V-FITC (1 mg/ml) i PI (1 mg/ml) rastvarani
su u 100 ul ABB. Bojenje je trajalo 15 min na sobnoj temperaturi (u mraku), reakcija je prekinuta
dodavanjem 900 pul ABB/uzorku, nakon Cega su ¢elije analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rano
apoptoti¢ne ¢elije detektovane su kao Aneksin V', dok su nekroti¢ne Celije detektovane kao PI" ¢elije.

3.12.6. Odredivanje produkcije reaktivnih vrsta kiseonika

DHR (dihidrorodamin 123) je nepolarno jedinjenje koje lako ulazi u ¢elije, gde nakon reakcije
sa ROS postaje fluorescentno. Neposredno nakon izolovanja, 0,5 x 10° ¢elija slezine i Pejerovih ploca
je inkubirano sa 5 uM DHR rastvorenim u 100 pl RPMI-1640 5 % FCS tokom
20 min na 37 °C. Nakon centrifugiranja u 1 ml PBS (550 g, 3 min), ¢elije su finalno resuspendovane u
1 ml PBS i analizirane pomoc¢u protocnog citofluorimetra. Detektovan je procenat celija koje
produkuju ROS, a kao mera unutaréelijskog oslobadanja ROS uziman je MFI.

3.13. Imunoblot

3.13.1. Izolacija proteina

U 5 x 10° ¢elija dobijenih ex vivo naliveno je 400 ul TriReagent i uzorci su ¢uvani na -20 °C do
dalje upotrebe. Radi izolacije proteina, uzorci su odmrznuti i u svaki je naliveno 80 pl hladnog
hloroforma. Nakon centrifugiranja na 12.000 g tokom 20 min na 4 °C, iz donjeg sloja uzimana je
frakcija proteina na koju je nalivan hladan aceton u odnosu 3:1, radi precipitacije proteina. Inkubacija
je vrSena na sobnoj temperaturi tokom 10 min i uzorci su centrifugirani (12.000 g, 10 min, 4 °C).
Talog, u kome se nalaze proteini je resuspendovan u 1 ml rastvora 96 % etanola sa 2,5 % glicerola 1
0,3 M guanidin hidrohlorida i uzorci su sonifikovani dva puta po 10 s. Nakon 10 min inkubacije na
sobnoj temperaturi, sledila su tri ispiranja u 1 ml rastvora 95% etanola sa 2,5 % glicerola i 0,3 M
guanidin hidrohlorida (centrifugiranje na 8.000 g, 5 min, 4 °C) i talog je resuspendovan u 1 ml rastvora
za finalno ispiranje, 95% etanol sa 2,5% glicerola. Nakon 10 min inkubacije na sobnoj temperaturi i
centrifugiranja (8.000 g, 5 min, 4 °C) talog je suSen i resuspendovan u 100 pl pufera za liziranje ¢elija
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u koji je prethodno dodato 5 pl koktela za inhibiciju proteaza. Uzorci su cuvani na -20 °C do dalje
upotrebe.

3.13.2. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu, transfer proteina na membranu i vizuelizacija
proteinskih traka

Radi detekcije proteina, uzorci su mesSani sa puferom za nalivanje na gel za elektroforezu u
odnosu 3:1, kuvani tokom 5 min na 95 °C 1 nanoSeni na 12 % SDS-poliakrilamidni gel, odnosno u
bunaric¢e u gelu koji su prethodno napravljeni utiskivanjem kalupa. Uzorci su nalivani u zapremini od
20 pl/bunaru, a nanet je i proteinski marker poznatih molekulskih masa (PageRuler). U sistem za
elektroforezu (Biometra) nalivan je 1 x pufer za elektroforezu (razblazenje 5 x pufera za elektroforezu
u dH20) i proteini su razdvajani pri jacini struje od 25 mA. Nakon elektroforeze sledio je transfer
proteina sa gela na polivinildifluoridnu membranu kori§¢enjem polusuvog bloting sistema (Fastblot
B43, Biorad, Getingen, Nemacka), pri ja¢ini struje od 5 mA/cm?. Nakon transfera na membranu
vrSeno je blokiranje nespecifi¢nog vezivanja u rastvoru PBSTw 5% BSA tokom 1 h na sobnoj
temperaturi. Membrana je potom tokom no¢i inkubirana u rastvoru primarnog antitela rastvorenom u
PBSTw 1 % BSA na 4 °C. Slede¢eg dana, nakon pranja sa PBSTw 5 x 5 min, rastvor sekundarnog
antitela konjugovanog sa HRP u PBSTw 1 % BSA je naliven preko membrane i inkubiran tokom 1 h
na sobnoj temperaturi. Membrana je ispirana sa PBSTw 5 X 5 min i vezana antitela su detektovana
hemiluminiscencijom, koris¢enjem ECL reagensa. Signal je detektovan na rendgenskom filmu
(Kodak, Rocester, Njujork, SAD), film je skeniran i koli¢ina proteina od interesa u uzorcima merena je
pomocu programa Fiji, verzije Imagel softvera, i izraZzena u odnosu na nefosforilisanu formu proteina
ili B-aktin.

Kori$¢ena su sledeca antitela:

Tabela 6. Antitela koriS¢ena za potrebe imunoblot metode.

Pri.lvqarno -anti- Poreklo Koncentracija Proizvodac Sekuqdarno Koncentracija Proizvodac
miSje antitelo antitelo

fosfo- IxB Kuni¢ 11000 [S;{gdrﬁzil ;gécg}sﬁgaza 1:5000 Invitrogen

IxB Kuni¢ 1:1000 i‘llgdrrrizh ;gécgllil;gaza 1:5000 Invitrogen

Notchl Kuni¢ 1790 ilfc’:]rrrzzil fgécﬁi?gaza 1:5000 Invitrogen

B-aktin Mis 1:1000 ill%?:iil ;gécinﬁg;o z 1:5000 Invitrogen
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3.14. Metoda reakcije lanéanog umnoZavanja

3.14.1. Izolacija celokupne RNK

U 5 x 10° ¢éelija dobijenih ex vivo naliveno je 400 ul TriReagent i uzorci su ¢uvani na -20 °C do
dalje upotrebe. Radi izolacije RNK, uzorci su odmrznuti 1 u svaki je naliveno 80 pl hladnog
hloroforma. Nakon centrifugiranja na 12.000 g tokom 20 min na 4 °C, iz uzoraka je uzimano po
200 pl vodene faze (RNK frakcija) na koju je nalivano 250 pl hladnog izopropanola. Uzorci su
inkubirani na temperaturi od -20 °C tokom 30 min i potom centrifugirani (12.000 g, 20 min, 4 °C).
Supernatanti su odlivani i uzorci su ispirani tri puta sa po 1 ml 70 % etanola (centrifugiranje na
12.000 g, 5 min, 4 °C). Talozi su potom suSeni na sobnoj temperaturi i resuspendovani u 20 pl vode
bez nukleaza (engl. RNase Free Water). Koncentracija RNK u wuzorcima merena je
spektrofotometrijski (GeneQuant Pro, AmerSam, Bakingemasajr, Velika Britanija), na osnovu cega je
odredivana koli¢ina (ng) RNK u uzorcima.

3.14.2. Reakcija reverzne transkripcije

Nakon izolovanja RNK, sledila je sinteza komplementarnog DNK lanca pomocu enzima
reverzne transkriptaze. Za reakciju reverzne transkripcije (RT) uziman je 1 pg RNK/uzorku, u
zapremini od 11,5 pl i dodavan je po 1 pl nasumicnih heksamernih prajmera. Nakon 5 min inkubacije
na 70 °C u cilju vezivanja prajmera za RNK, reakcija je prekinuta prebacivanjem uzoraka na led. U
uzorke je dodavano po 7,5 pl rastvora koji je sadrzao po 4 pl pufera za reverznu transkripciju, po 2 pl
pomesanih dezoksiribonukleotid-trifosfata (10 mM), po 0,5 pl inhibitora RNaze (Ribolock) i po 1 pl
enzima reverzne transkriptaze Moloni virusa misje leukemije, tako da je finalna zapremina svakog
uzorka iznosila 20 pl. Uzorci su inkubirani na 25 °C tokom 15 min, a nakon toga na 42 °C tokom 1 h.
Reakcija je prekidana inkubacijom uzoraka na 70 °C tokom 10 min i 95 °C tokom 3 min, radi
inaktivacije enzima i razdvajanja sintetisanog lanca DNK. Uzorci su do dalje upotrebe ¢uvani na
temperaturi od -20 °C.

3.14.3. Reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu (RT-PCR)

Za analizu relativne promene transkripcije iRNK gena od interesa koriS¢ena je reakcija
lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu (engl. Real-time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR). U
plocu sa 96 bunara adaptiranu za kvantitativni PCR (MicroAmpTM Optical; Applied Biosystems)
najpre je sipano po 8 ul rastvora koji je sadrzao po 5 pl reakcione smese SYBR Green PCR Master
Mix, koja u sebi sadrzi fluorescentnu boju SYBR Green, enzim DNK polimerazu (AmpliTaq Gold) i
dezoksiribonukleotid-trifosfate, po 1 pl specifi¢nih prajmera za gen od interesa ili referentni gen, za
koji je uziman B-aktin (finalne koncentracije 500 nM) 1 po 2 ul vode bez nukleaza. U bunarice je
potom nalivano po 2 ul odgovarajué¢eg uzorka komplementarnog DNK lanca da bi finalna zapremina
svakog bunari¢a iznosila 10 pl. Uzorci su nalivani u duplikatima. Ploca je pokrivana optickim
adhezivnim filmom (Applied Biosystems), centrifugirana tokom 2 min na 500 g i preneta u termoblok
aparata za kvantitativni PCR (ABI Prism 7000; Applied Biosystems). Amplifikacija je vrSena pod
slede¢im uslovima: 95 °C tokom 10 min, a potom 40 ciklusa na 95 °C tokom 15 s i na 60 °C tokom 1
min. Za analizu dobijenih rezultata koris¢en je softverski program 7000 System. Nivo ekspresije
ispitivanog gena racunat je u odnosu na ekspresiju gena za -aktin detektovanu u istom uzorku prema
formuli: 29, gde dCt predstavlja razliku izmedu Ct vrednosti gena od interesa i referentnog gena. U
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tabeli 7 nabrojane su sekvence prajmera koris¢ene u RT-PCR reakciji (dobavljene od Integrated DNA

Technologies, Koralvil, SAD).

Tabela 7. Parovi prajmera koris¢eni za potrebe RT-PCR metode.

Gen Parovi prajmera

Pristupni broj u bazi podataka

iNOS F 5'-CTG CAG CAC TTG GAT CAG GA-3’
R 5-GCC AGA AAC TTC GGA AGG GA-3'
F 5'-CCA CGT CGT AGC AAA CCA C-3'
R 5'-TGG GTG AGG AGC ACG TAG T-3'

F 5-GCT GAA AGC TCT CCA CCT CAA-3’
IL-1 R 5-TGT CGT TGC TTG GTT CTC CTT G-3'

TNF

IL-6 F 5-TTG CCT TCT TGG GAC TGA TGC T-3'
R 5'-GTA TCT CTC TGA AGG ACT CTG G-3'
F 5'-GAC CTG ACA GAC TAC C-3'

pakiin - 'S GGC ATA GAG GTC TTT ACG G-3'

3.15. Statisticka obrada podataka

NM_001313922.1

NM 013693.3

NM_008361.4

NM 031168.2

NM_007393.2

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (SV) = standardna devijacija (SD) dobijene u vise
nezavisnih eksperimenata. Analiza statisticke znaCajnosti podataka utvrdivana je Studentovim t-
testom, za odredivanje znacajnosti izmedu eksperimentalnih grupa. Za analizu rezultata koji nemaju
normalnu distribuciju koris¢en je Mann-Whitney neparametarski test. Vrednost parametra p manja od
0,05 smatrana je statisticki znacajnom razlikom izmedu eksperimentalnih grupa. Za statisticku analizu
koris¢en je GraphPad Prism 8 softverski program (GraphPad Software, Inc., La Hoja, Kalifornija,

SAD).

37



4. Rezultati



4.1. Odredivanje sadrzaja fenola u VEPA

Na hemijski sastav biljnih plodova mogu uticati razli¢iti faktori, kao §to su tip i sastav zemljista
ili klima podneblja na kome se biljka nalazi. Zbog toga je vazno pre ispitivanja dobijenog ekstrakta u
nau¢nom istrazivanju odrediti njegov hemijski sastav. Takode, sadrzaj aktivnih sastojaka moze
znacajno da varira i u ekstraktima dobijenim od plodova u zavisnosti od vrste i uslova ekstrakcije.

Sastav fenolnih jedinjenja VEPA koris¢enog u izradi ove doktorske disertacije odreden je
metodom HPLC i rezultati su prikazani u tabeli 8. Medu antocijanima, dominantno jedinjenje je bio
cijanidin-3-galaktozid dok je kvercetin-3-galaktozid bio dominantno flavonoidno jedinjenje. Tecnom
hromatografijom je detektovana i znacajna koli¢ina hlorogene kiseline. Vizuelnom inspekcijom
rastvora ekstrakta nakon 24 h inkubacije na 37 °C, utvrdeno je odsustvo zivih bakterija, a LAL testom
je dokazano odsustvo endotoksina.

S obzirom na pokazani sastav fenolnih jedinjenja, kao i odsustvo kontaminacije VEPA Zivim
bakterijama ili endotoksinom, utvrdeno je da je VEPA pogodan za ispitivanje ciljeva ove doktorske
disertacije.

Tabela 8. Sastav fenolnih jedinjenja VEPA.

Grupa fenolnih

jedinjenja Koncentracija
cijanidin-3-galaktozid 0,34 mg/g
Antocijani cijanidin-3-arabinozid 0,16 mg/g
cijanidin-3-glukozid 0,06 mg/g
kvercetin-3-galaktozid 0,31 mg/g
Flavonoidi kvercetin-3-rutinozid 0,28 mg/g
kvercetin-3-glukozid 0,15 mg/g
Fenolne kiseline  hlorogena kiselina 3,53 mg/g
Proantocijanidini ukupni sadrzaj 36,5 CE/g

4.2. Efekat primene VEPA na ¢elije imunskog sistema C57BL/6 miSa in vitro

4.2.1. Uticaj primene VEPA na ¢elije urodene imunosti in vitro

Celije urodene imunosti predstavljaju prvu liniju odbrane od patogena, a osim toga neophodne
su i za eliminaciju transformisanih ¢éelija i efikasan antitumorski imunski odgovor. Ove ¢elije sposobne
su da direktno ubiju mikroorganizam ili transformisanu ¢eliju, da produkuju faktore kojima regrutuju
druge ¢elije imunskog sistema na mesto inflamacije, kao i da uc¢estvuju u aktivaciji naivnih T limfocita
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i otpocinjanju stecenog imunskog odgovora. Uticaj VEPA ispitan je stoga najpre na celije urodene
imunosti, dendritske ¢elije 1 makrofage.

4.2.1.1. Uticaj VEPA na dendritske Celije

Dendritske éelije, kao profesionalne APC, nakon preuzimanja i obrade antigena migriraju u
dreniraju¢e limfne ¢vorove gde srecu naivne T limfocite. Prikazivanjem antigena u sklopu MHC
molekula uz prisustvo kostimulatornih molekula dolazi do aktivacije naivnih T limfocita i ekspanzije
ovih ¢elija specificnih za dati antigen. Medutim, osim prikazivanja antigena, aktivirane dendritske

¢elije se odlikuju i produkcijom proinflamacijskih medijatora kojima mogu uticati na usmeravanje
toka imunskog odgovora.

U cilju odredivanja dejstva primene VEPA na dendritske ¢elije najpre je odredena vijabilnost
ovih ¢elija nakon primene VEPA tokom 48 h. I CV (Grafik 1A,B) i MTT (Grafik 1C,D) testovi
pokazali su da VEPA ne utie na vijabilnost dendritskih ¢elija pri svim ispitanim koncentracijama

VEPA, bilo da su ¢elije stimulisane pomoc¢u LPS-a u cilju aktivacije (Grafik 1A,C) ili nestimulisane
(Grafik 1B,D).
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Grafik 1. Uticaj VEPA na vijabilnost dendritskih éelija. Dendritske celije, dobijene iz butne kosti C57BL/6
misa, stimulisane sa 100 ng/ml LPS ili nestimulisane, gajene su u prisustvu rastuc¢ih koncentracija VEPA (12,

25150 pg/ml) ili u odsustvu VEPA u trajanju od 48 h. Vijabilnost ¢elija odredena je CV (A,B) i MTT (C,D)
testom i izrazena je kao SV £ SD.
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Dodatno, u supernatantima celijske kulture merena je akumulacija nitrita Griess reakcijom, dok
je produkcija proinflamacijskih citokina IL-6, TNF i IL-13 merena ELISA testom.

Rezultati su pokazali da VEPA povecava akumulaciju nitrita u svim ispitanim koncentracijama (Grafik
2A), kao 1 produkciju proinflamacijskog citokina TNF (Grafik 2B) iz dendritskih ¢elija. Produkcija

IL-6 ostala je nepromenjena nakon primene VEPA, dok je produkcija IL-1B bila nedetektabilna
(Grafik 2B).
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Grafik 2. Uticaj primene VEPA na akumulaciju nitrita i proinflamacijskih citokina u supernatantima
éelijske kulture dendritskih éelija. Dendritske celije dobijene iz butne kosti C57BL/6 miSa, stimulisane sa
LPS (100 ng/ml), gajene su u prisustvu rastu¢ih koncentracija VEPA (12, 25 i 50 pg/ml) ili u odsustvu VEPA u
trajanju od 48 h. Koncentracija nitrita u supernatantima odredena je Griess testom (A), dok je koncentracija
IL-6, TNF i IL-1B odredena ELISA metodom (B). Rezultati su prikazani kao SV £ SD. * p < 0,05 predstavlja
statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (medijum). ND — nedetektabila koncentracija.

Ovakvi rezultati ukazuju na to da VEPA deluje na dendritske ¢elije da ispolje svoja
proinflamacijska svojstva poveCanjem produkcije NO 1 proinflamacijskog TNF, pritom ne
narusavajuci prezivljavanje ovih ¢éelija.

4.2.1.2. Uticaj VEPA na makrofage

Makrofagi su fagocitne ¢elije urodene imunosti koje nakon preuzimanja patogena produkuju
faktore kojima dovode do njegovog ubijanja i produkuju proinflamacijske citokine kojima uticu na
aktivaciju drugih ¢elija urodene i steCene imunosti. Iz peritonealnog ispirka miSa moZze se na

jednostavan nacin dobiti mnostvo naivnih makrofaga i stoga su ove ¢elije Cesto koriS¢ene u in vitro
istrazivanjima.

S obzirom da primena VEPA nije uticala na vijabilnost makrofaga (podaci nisu graficki
prikazani), u cilju odredivanja dejstva primene VEPA na makrofage, ispitana je sposobnost ovih ¢elija
da vrse fagocitozu. Na osnovu prethodnih rezultata odredena je doza VEPA od 25 pg/ml i ona je
primenjivana u narednim eksperimentima. Nakon inkubacije u trajanju od 48 h fagocitne celije su
detektovane metodom protocne citofluorimetrije. Dodatno, u supernatantima c¢elijske kulture
makrofaga odredena je i produkcija proinflamacijskih citokina ELISA metodom.
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Rezultati su pokazali da u kulturi peritonealnih makrofaga primena VEPA povecéava udeo celija koje
vrse fagocitozu (Grafik 3A), a povecava i produkciju proinflamacijskih citokina IL-6 i IL-12 (Grafik
3B). Efekat na produkciju IL-1p i TNF je izostao.
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Grafik 3. Uticaj VEPA na fagocitnu sposobnost peritonealnih makrofaga i njihovu produkciju
proinflamacijskih citokina. Makrofagi dobijeni iz peritonealnog ispirka C57BL/6 miSa stimulisani su pomoc¢u
LPS (100 ng/ml) i gajeni u prisustvu VEPA (25 pg/ml) ili u njegovom odsustvu (medijum). Udeo ¢elija koje su
fagocitovale lateks kuglice (A) odreden je metodom protocne citofluorimetrije nakon 48 h, dok je koncentracija
IL-1PB, IL-6, IL-12 i TNF u supernatantima celijske kulture odredena ELISA metodom (B). Rezultati su

prikazani kao SV £ SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu
(medijum).

Ovakvi rezultati ukazuju na to da VEPA utice na funkcionalnost makrofaga tako Sto povecava
njihovu sposobnost fagocitoze. Takode, VEPA deluje na makrofage da ispolje svoja efektorska
svojstva povecanjem produkcije proinflamacijskih citokina IL-6 i IL-12.

4.2.2. Uticaj primene VEPA na ¢elije adaptivne imunosti in vitro

Za razliku od ¢elija urodene imunosti koje pruzaju brz, nespecifi¢an odgovor na patogen, ¢elije
steCene imunosti aktiviraju se kasnije, ali pruzaju visokospecifican odgovor neophodan za eliminaciju
patogena ili sopstvenih transformisanih ¢elija. Faktori koje produkuju efektorski CD4" i CD8" T
limfociti, kao i antitela koje produkuju B limfociti efikasno se bore protiv vanéelijskih i unutaréelijskih
patogena, zarazenih ili transformisanih ¢elija, dok su kao regulatori imunskog odgovora prisutni
regulatorni limfociti, kao Sto su Treg.

U cilju ispitivanja uticaja VEPA na ¢elije adaptivne imunosti in vitro nakon 48 h primene
VEPA na celije slezine analizirana je vijabilnost ovih ¢elija MTT metodom. U cilju aktivacije, ¢elije

su stimulisane sa ConA.

Rezultati su pokazali da u celijskoj kulturi splenocita VEPA povecava vijabilnost ovih ¢elija (Grafik
4).
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Grafik 4. Uticaj primene VEPA na vijabilnost splenocita. Celije dobijene iz slezine C57BL/6 misa
stimulisane su sa ConA (1 pg/ml) i gajene u prisustvu (25 pg/ml) ili odsustvu VEPA tokom 48 h, nakon ¢ega je
MTT testom odredena vijabilnost ¢elija. Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki
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znacajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (medijum).

Zastupljenost CD4", CD8" T limfocita, kao i B limfocita medu ¢elijama slezine nakon primene
VEPA odredena je pomoc¢u protocnog citofluorimetra, dok je produkcija proinflamacijskih citokina
IFN-y 1IL-17, kao 1 antiinflamacijskog citokina TGF-f odredena ELISA metodom.

Rezultati su pokazali da VEPA znacajno povecava broj T limfocita u ¢elijskoj kulturi splenocita, pri
¢emu povecava zastupljenost i CD4" i CD8" T limfocita. Osim toga, nakon primene VEPA zabelezen
je 1 porast broja B limfocita (Slika 7A). Medutim, produkcija citokina ostala je nepromenjena nakon
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Slika 7. Uticaj VEPA na apsolutni broj T i B limfocita u éelijskoj kulturi splenocita i na produkciju
citokina iz ovih ¢elija. Celije dobijene iz slezine C57BL/6 mi$a gajene su u prisustvu (25 pg/ml) ili odsustvu
VEPA (medijum) u trajanju od 24 h . Metodom protoéne citofluorimetrije analizirane CD4", CD8" i B220"
celije (A), sa reprezentativnim dot plotovima prikazanim sa donje strane grafika. U supernatantima celijske
kulture ELISA metodom odredena je koncentracija IFN-y, IL-17 i TGF-B (B). Rezultati su prikazani kao SV +
SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (medijum).

S obzirom da su pokazani rezultati dobijeni primenom VEPA na ukupnu populaciju celija
slezine, dalje je ispitan uticaj VEPA na diferencijaciju naivnih T limfocita, precis¢enih iz ukupne
populacije splenocita i gajenih u prisustvu faktora koji usmeravaju diferencijaciju ka Thl, Th17 ili
Treg fenotipu. Nakon 24 h, ¢elije su izlozene 25 pg/ml VEPA i 72 h kasnije analizirane pomocu
protocnog citofluorimetra. Osim udela odredenih subpopulacija Th c¢elija posmatran je i nivo
ekspresije proinflamacijskih citokina IFN-y 1 IL-17.

Rezultati su pokazali da primena VEPA znacajno povecava diferencijaciju naivnih T limfocita u Thl
subpopulaciju, §to je praceno smanjenjem diferencijacije u Treg. Udeo ¢elija koje su se diferencirale u
Th17 subpopulaciju ostao je nepromenjen u odnosu na kontrolnu grupu nakon primene VEPA (Slika
8A). Medutim, VEPA ne ostvaruje dejstvo na ekspresiju citokina IFN-y unutar Thl subpopulacije, kao
ni [L-17 unutar Th17 subpopulacije (Slika 8§B).
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Slika 8. Uticaj VEPA na diferencijaciju naivnih CD4" T limfocita i ekspresiju odgovarajuéih citokina.
Naivne CD4" CD25" éelije dobijene iz slezine C57BL/6 miSa stimulisane sa anti-CD3 (1 pg/ml) i anti-CD28 (1
pg/ml) antitelima i faktorima koji stimuliSu Thl (IL-12 i anti-IL-4 antitelo), Th17 (IL-6 i TGF-B) ili Treg (IL-2 i
TGF-pB) diferencijaciju. Nakon 24 h celije su izlozene 25 pg/ml VEPA 1 72 h kasnije udeo Thl
(IFN-y"), Th17 (IL-17") i Treg (CD25"*°** FoxP3") &elija analiziran je pomoéu protoénog citofluorimetra (A).
Reprezentativni dot plotovi prikazani su u donjem delu slike. Istom metodom odredena je ekspresija IFN-y u
okviru Thl subpopulacije i IL-17 u okviru Th17 subpopulacije, izrazena kroz MFI (B). Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (medijum).

Ovi rezultati ukazuju na to da VEPA ostvaruje efekat na cCelije adaptivne imunosti, tako Sto
povecava broj T 1 B limfocita u ¢elijskoj kulturi splenocita. Dodatno, VEPA uti¢e na diferencijaciju
naivnih T limfocita, pospesuju¢i Thl diferencijaciju, a suprimirajuci diferencijaciju u Treg. Zajedno sa
prethodnim rezultatima, ovi rezultati ukazuju da VEPA deluje na ¢elije imunskog sistema, kako celije
urodene imunosti tako i stecene, da deluju proinflamacijski.

4.3. Efekat primene VEPA na ¢elije imunskog sistema in vivo

Da bi se utvrdilo da li VEPA pokazane in vitro rezultate ostvaruje i in vivo, delujuci na imunski
sistem miSa, uraden je set eksperimenata u kojima je VEPA davan C57BL/6 miSevima oralnom
gavazom. Na osnovu literaturnih podataka odredena je doza VEPA od 50 mg/kg telesne mase, koja je
C57BL/6 misevima davana tokom sedam dana, dok je kontrolna grupa primala istu zapreminu vode.
Ex vivo analiza radena je desetog dana od pocetka eksperimenta. S obzirom da je VEPA davan
misevima oralnom gavazom, najpre su analizirane ¢elije imunskog sistema limfnog tkiva creva —
intraepitelni limfociti i ¢elije Pejerovih ploca, kao lokalno mesto delovanja VEPA, a analizirana je i
morfologija tankog creva nakog tretmana VEPA. Dodatno, da bi se ispitalo da li VEPA ostvaruje
sistemske efekte, analizirane su ¢elije imunskog sistema u slezini.
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4.3.1. Uticaj tretmana VEPA na ¢elije imunskog u limfnom tkivu creva C57BL/6 miSeva

4.3.1.1. Uticaj tretmana VEPA na intraepitelne limfocite

Iako su medu njima zastupljene i druge ¢elije imunskog sistema, veéinu intraepitelnih celija
imunskog sistema predstavljaju limfociti i stoga se ove ¢elije uopsteno nazivaju intraepitelni limfociti
(Olivares-Villagobmez i Van Kaer, 2018). Da bi se utvrdio uticaj oralne primene VEPA na imunski
sistem miSa najpre je odreden apsolutni broj ovih ¢elija, kao i udeo i apsolutni broj makrofaga i T i B
limfocita pomoc¢u proto¢nog citofluorimetra.

Rezultati su pokazali da tretman VEPA ne dovodi do znacajne promene apsolutnog broja intraepitelnih
limfocita u tankom crevu miSa (Slika 9A). Medutim, kada su u pitanju odredene populacije celija
imunskog sistema unutar intraepitelnih limfocita, tretman VEPA ostvario je uticaj na njihovu
distribuciju. ZabeleZen je povecan udeo i apsolutni broj makrofaga, dok je udeo i apsolutni broj CD8*
T limfocita znac¢ajno smanjen (Slika 9B,C). Uticaj na CD4" T limfocite i B limfocite nije primecen, ni
kada je u pitanju udeo ni kada je u pitanju apsolutni broj ovih ¢elija (Slika 9B,C).
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Slika 9. Uticaj oralnog tretmana VEPA na intraepitelne limfocite tankog creva. Zdravi C57BL/6 miSevi
tretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je kontrolna grupa primala vodu. Desetog dana radena je ex vivo
analiza 1 intraepitelni limfociti, dobijeni iz tankog creva, analizirani su pomocu protocnog citofluorimetra.
Odreden je apsolutni broj ovih ¢elija (A), udeo F4/80" makrofaga, CD4" T limfocita, CD8" T limfocita i CD19"
B limfocita (B), sa reprezentativnim dot plotovima prikazanim sa donje strane, i apsolutni broj F4/80"
makrofaga, CD4" T limfocita, CD8" T limfocita, i CD19" B limfocita (C). Rezultati su prikazani kao SV + SD.
*p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu.

Ovi rezultati ukazuju na to da oralna primena VEPA menja zastupljenost ¢elija imunskog
sistema unutar intraepitelnih limfocita tankog creva misa, pri tome i ¢elija urodene (makrofagi) i ¢elija
stecCene imunosti (citotoksicni T limfociti).

4.3.1.2. Uticaj tretmana VEPA na ¢éelije Pejerovih ploca

Pejerove ploce, izolovane nakupine limfoidnih folikula duz creva, osim u odbrani od patogena
vazne su i za prikazivanje antigena naivnim T limfocitima, koji nakon aktivacije napustaju ovo tkivo i
odlaze na mesto inflamacije (Jung i sar., 2010).

Da bi se utvrdio dalji uticaj oralne primene VEPA na ¢elije imunskog sistema u limfnom tkivu
creva, odredeni su broj i zastupljenost ¢elija urodene i steCene imunosti u Pejerovim plocama, kao i
udeo aktiviranih i regulatornih ¢elija unutar CD4" T limfocita metodom proto¢ne citofluorimetrije.

Rezultati su pokazali da, iako oralna primena VEPA dovodi do statistiCcki znaCajnog porasta broja
¢elija po Pejerovoj plo¢i (Slika 10A), udeo makrofaga, dendritskih ¢elija, CD4" i CD8" T limfocita
znacajno je smanjen (Slika 10B). Medutim, s obzirom na ukupno povecéanje broja ¢elija u Pejerovim
plo¢ama, apsolutni broj ovih ¢elija nije se znacajno razlikovao u odnosu na netretiranu grupu miseva,
osim kada su u pitanju B limfociti, ¢iji je apsolutni broj znacajno povecan nakon tretmana VEPA
(Slika 10C). Dodatno, tretman VEPA znacajno je smanjio udeo aktiviranih CD4" T ¢elija u Pejerovim

plo¢ama, dok je efekat na udeo Treg izostao (Slika 10D).
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Slika 10. Uticaj oralnog tretmana VEPA na distribuciju ¢elija unutar Pejerovih ploca. Zdravi C57BL/6
miSevi tretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je kontrolna grupa primala vodu. Desetog dana radena je ex
Vvivo analiza i ¢elije Pejerovih ploca analizirane su pomocu proto¢nog citofluorimetra. Odreden je broj ¢elija po
Pejerovoj ploci (A), udeo F4/80" makrofaga, CD11c" dendritskih ¢elija, CD4" T limfocita, CD8" T limfocita i
CDI19" B limfocita (B), sa reprezentativnim dot plotovima prikazanim sa donje strane, i odreden je apsolutni
broj ovih ¢elija (C). Istom metodom odreden je i udeo CD4" CD25"%¢* aktiviranih limfocita i CD4" CD25x*
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Treg (D). Reprezentativni dot plotovi su prikazani sa desne strane. Rezultati su prikazani kao SV + SD.
*p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu.

Ovi rezultati ukazuju na to da VEPA povecava broj ¢elija unutar Pejerovih ploc¢a, medu kojima
dolazi do promene zastupljenosti celija urodenog i steCenog imuniteta, tj. do smanjenog udela
makrofaga, dendritskih ¢elija, pomo¢nickih i citotoksi¢nih T limfocita.

4.3.1.3. Uticaj tretmana VEPA na morfologiju tankog creva

Pored ispitivanja zastupljenosti ¢elija imunskog sistema u limfnom tkivu tankog creva, ispitan
je 1 uticaj oralnog tretmana VEPA na strukturu tankog creva. Posmatrana je morfologija unutrasnje
povrsine tankog creva i merena je debljina slojeva tankog creva i elemenata ovih slojeva.

Rezultati su pokazali da tretman VEPA ne dovodi do narusavanja unutrasnje povrSine tankog creva
(Slika 11A), niti utice na debljinu glavnih slojeva zida tankog creva: mukoze, submukoze i miSi¢nog
sloja. Takode, tretman VEPA ne utiCe na elemente mukoze (debljinu crevnih resica, dubinu
Liberkinovih kripti, debljinu epitela i muskularis mukoze), kao ni na elemente misi¢nog sloja (debljinu
cirkularnog 1 longitudinalnog mi§i¢nog sloja) (Slika 11B).
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Slika 11. Uticaj oralnog tretmana VEPA na morfologiju slojeva tankog creva. Zdravi C57BL/6 miSevi
tretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je kontrolna grupa primala vodu. Desetog dana radena je ex vivo
analiza. Reprezentativne mikrografije morfologije tankog creva posmatrane na svetlosnom mikroskopu pri
uvecanju x 200 (A), mikrometrija odredenih slojeva i podslojeva tankog creva odredena pomocu Fiji softvera
(B). Rezultati su prikazani kao SV £ SD.

Ovi rezultati ukazuju na to da oralni tretman miSeva VEPA ne dovodi do naruSavanja
unutrasnje povrsine tankog creva, niti do morfo-anatomskih promena glavnih slojeva zida creva.

4.3.2. Uticaj tretmana VEPA na ¢€elije imunskog sistema u slezini CS7BL/6 miSeva

S obzirom da oralni tretman VEPA ostvaruje efekat na zastupljenost ¢elija imunskog sistema u
limfnom tkivu creva, sledeci korak je bio ispitati da li VEPA ostvaruje efekat na imunski sistem i van
lokalnog mesta delovanja. Stoga je u Ccelijskoj kulturi splenocita odredena produkcija
proinflamacijskih citokina IFN-y i IL-17 ELISA metodom.

Rezultati su pokazali da tretman VEPA povecava produkciju IFN-y iz ¢elija slezine, dok efekat na
produkciju IL-17 izostaje (Grafik 5).
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Grafik 5. Uticaj oralnog tretmana VEPA na produkciju proinflamacijskih citokina u slezini. Zdravi
C57BL/6 misevi tretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je kontrolna grupa primala vodu. Desetog dana
radena je ex vivo analiza i celije slezine su postavljene u ¢elijsku kulturu. Nakon 24 h u supernatantima celijske
kulture ELISA metodom je odredena koncentracija IFN- y i IL-17. Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p <
0,05 predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu.

Ovi rezultati ukazuju da oralni tretman miSeva VEPA ostvaruje efekat na imunski sitem, ne
samo lokalno, u limfnom tkivu creva, ve¢ i u slezini, usmeravajuci ¢elije imunskog sistema da ispolje
svoja proinflamacijska svojstva.

Rezultati dobijeni u prvom delu ove doktorske disertacije ukazuju da VEPA stimulise
proinflamacijski odgovor celija imunskog sistema, prvenstveno Thl imunski odgovor. Ovi rezultati
dali su osnov za dalje ispitivanje VEPA u modelima bolesti u kojima je proinflamacijski imunski
odgovor protektivan, i stoga su, kao dalji ciljevi ove doktorske disertacije, ispitani dejstvo VEPA u
misjem modelu infekcije L. monocytogenes i dejstvo VEPA u misjem modelu melanoma.
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4.4. Efekat primene VEPA na infekciju L. monocytogenes

L. monocytogenes predstavlja Siroko koris¢eni model za ispitivanje delovanja imunskog
sistema na unutarcelijske bakterije. Kako je pokazano da VEPA ostvaruje uticaj na ¢elije imunskog
sistema, bez Stetnog delovanja na zid tankog creva, ovaj ekstrakt je pogodan za ispitivanje imunskog
odgovora na bakterijsku infekciju, a takode i1 neskodljiv za upotrebu pri dozi od 50 mg/kg telesne
mase.

S obzirom na prirodni tok infekcije, u ispitivanju delovanja pretretmana VEPA na infekciju
L. monocytogenes koris¢en je oralni put inficiranja miSeva. Pri tome, C57BL/6 soj miSeva rezistentan
je na infekciju L. monocytogenes, te je koris¢en podlozan, BALB/c s0j.

Kao i u prethodnim in vivo eksperimentima, miSevi su pretretirani VEPA u dozi od 50 mg/kg
telesne mase oralnom gavazom tokom sedam dana, dok je kontrolna (netretirana) grupa primala istu
zapreminu vode (100 pl/misu). Osmog dana miSevi su inficirani sa 5 x 10° CFU L. monocytogenes,
takode oralnim putem i eksperimentalne grupe su predstavljene kao LM (netretirana inficirana grupa) i
VEPA+LM (pretretirana inficirana grupa).

4.4.1. Uticaj pretretmana VEPA na eliminaciju infekcije L. monocytogenes

Najpre je tokom pet dana nakon inficiranja miSeva merena njihova telesna masa, radi
odredivanja toka infekcije i1 pracenja opsteg stanja miseva.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA spreCava znaCajan gubitak telesne mase miSeva nakon
infekcije L. monocytogenes (Grafik 6). U kontrolnoj grupi gubitak telesne mase bio je najve¢i drugog
dana nakon inficiranja miSeva, te se moze zakljuciti da ova vremenska tacka predstavlja pik infekcije.
Stoga, u narednim eksperimentima ex Vivo analiza radena je drugog dana nakon administracije
L. monocytogenes.
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Grafik 6. Uticaj pretretmana VEPA na promenu telesne mase nakon infekcije L. monocytogenes. BALB/c
misevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu, i osmog dana inficirani
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sa 5 x 10° CFU L. monocytogenes, takode oralnom gavazom. Telesna masa je pracena tokom pet dana i
analiziran je procenat promene telesne mase. Rezultati su prikazani kao SV £ SD. * p < 0,05 predstavlja
statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na netretiranu inficiranu grupu.

Kako nakon prolaska crevne barijere L. monocytogenes kolonizuje ciljne organe, jetru i
slezinu, da bi se ispitao uticaj VEPA na eliminaciju infekcije iz organizma izmerene su mase jetre i
slezine, a dodatno je ispitano i prisustvo bakterije u ovim tkivima.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA sprecava znaCajno povecanje mase slezine izazvano
inficiranjem L. monocytogenes (Slika 12A,B), dok masa jetre ostaje nepromenjena u odnosu na
kontrolnu inficiranu grupu (Slika 12C). U poredenju sa slezinom netretiranih inficiranih miseva, u
slezini pretretiranih inficiranih miSeva nadeno je znacajno manje CFU (Slika 12D), sugerisuc¢i da
pretretman VEPA dovodi do brze eliminacije L. monocytogenes iz slezine. Sa druge strane, broj CFU
u jetri nije se promenio usled pretretmana VEPA (Slika 12D), $to je u skladu sa odsustvom dejstva
VEPA na relativnu masu ovog tkiva.
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Slika 12. Uticaj pretretmana VEPA na masu slezine i jetre nakon infekcije L. monocytogenes, kao i na
prisustvo bakterije u ovim tkivima. BALB/c miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je
netretirana grupa primala vodu. Osmog dana miSevi su inficirani sa 5 x 10° CFU L. monocytogenes. Ex vivo
analiza je radena 48 h nakon infekcije. Odredena je apsolutna masa slezine (A) i jetre (C), dok je proses¢na
masa ovih tkiva kod intaktnih Zivotinja prikazana isprekidanom linijom. (B) Slezine izolovane iz pretretiranih i
netretiranih inficiranih miSeva 48 h nakon administracije L. monocytogenes. Suspenzije celija slezine i jetre
razblazivane su metodom dvostrukih razblazenja i inkubirane tokom 24 h na BHI agaru, nakon ¢ega je odreden
broj CFU (D). Rezultati su prikazani kao SV =+ SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu
na netretiranu inficiranu grupu.
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Zajedno sa prethodnim rezultatima koji su pokazali da pretretman VEPA spreCava znacajan
gubitak telesne mase nakon inficiranja miSeva, ovi rezultati ukazuju da VEPA dovodi do brze
eliminacije L. monocytogenes iz organizma.

4.4.2. Uticaj pretretmana VEPA na zastupljenost ¢elija imunskog sistema u limfnom tkivu creva

Da bi se ispitao uticaj pretretmana VEPA na udeo ¢elija imunskog sistema u limfnom tkivu
creva u odgovoru na L. monocytogenes, u piku infekcije analizirana je zastupljenost razli¢itih
populacija celija imunskog sistema unutar Pejerovih ploca. Dodatno, s obzirom da su u
eksperimentima koris¢eni BALB/c misevi, na kojima nije prethodno ispitan uticaj VEPA, odredena je
zastupljenost Celija imunskog sistema u Pejerovim plocama i u odsustvu infekcije. U tu svrhu zdravi
BALB/c misevi tretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je kontrolna grupa primala istu zapreminu
vode. Desetog dana je metodom protocne citofluorimetrije odreden udeo razli¢itih populacija ¢elija
imunskog sistema unutar Pejerovih ploca.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA znaajno poveava udeo CD11b" makrofaga i CD8" T
limfocita u ¢elijama Pejerovih ploca nakon administracije L. monocytogenes, dok ne ostvaruje efekat
na promenu udela CD11c" dendritskih ¢elija i CD4" T limfocita (Slika 13A). S obzirom na to da ovaj
efekat nije primecen u odsustvu infekcije, gde je tretman miSeva VEPA povecao udeo samo CD1l1c”
dendritskih celija, koje su vazne za aktivaciju antigen-specificnih T limfocita (Slika 13B), pokazani
rezultati ukazuju da pretretman VEPA dovodi do efikasnijeg odgovora na L. monocytogenes i na nivou
Pejerovih ploca.
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Slika 13. Uticaj VEPA na udeo ¢elija imunskog sistema u Pejerovim plocama 48 h nakon infekcije L.
monocytogenes ili u odsustvu infekcije kod BALB/c miSeva. (A) BALB/c miSevi pretretirani su VEPA tokom
sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana miSevi su inficirani sa 5 x 10° CFU L.
monocytogenes. 48 h nakon infekcije radena je ex vivo analiza i metodom proto¢ne citofluorimetrije u
Pejerovim plotama odreden je udeo CD11b" makrofaga, CD11¢" dendritskih éelija, CD8" T limfocita i CD4" T
limfocita. (B) BALB/c miSevi tretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu.
Desetog dana je radena ex vivo analiza i metodom protoéne citofluorimetrije u Pejerovim plo¢ama odreden je
udeo CD11b" makrofaga, CD11¢" dendritskih ¢elija, CD8" T limfocita i CD4" T limfocita. Rezultati su prikazani
kao SV+ SD. Reprezentativni dot plotovi prikazani su sa desne strane. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu
promenu u odnosu na netretiranu inficiranu grupu/netretiranu grupu.

Ovi rezultati sugeriSu da pretretman VEPA nakon inficiranja miSeva sa L. monocytogenes
ostvaruje efekat na distribuciju ¢elija imunskog sistema na mestu inicijacije infekcije, u limfnom tkivu
creva, povecavajuci zastupljenost onih ¢elija koje su od znacaja za eliminaciju ove bakterije.

4.4.3. Uticaj pretretmana VEPA na zastupljenost ¢elija imunskog sistema u slezini

S obzirom da je u piku infekcije pokazano smanjeno prisustvo L. monocytogenes u slezini
pretretiranih inficiranih miSeva, slede¢i korak bio je ispitivanje uticaja pretretmana VEPA na udeo
razli¢itih populacija ¢elija imunskog sistema u ovom tkivu nakon inficiranja miSeva. Dodatno, i u
ovom tkivu je ispitan uticaj VEPA na distribuciju ¢elija imunskog sistema u odsustvu infekcije.

Rezultati su pokazali da i u slezini pretretman VEPA povecava udeo ¢elija znacajnih za antibakterijski
imunski odgovor, CD11b" makrofaga i CD8" T limfocita nakon administracije L. monocytogenes, ali i
smanjuje udeo dendritskih ¢elija (Slika 14A). Tako udeo CD4" T limfocita nije promenjen nakon
infekcije (Slika 14A), tretman miSeva VEPA u odsustvu infekcije smanjuje udeo ovih ¢elija (Slika
14B). S obzirom da u odsustvu infekcije zastupljenost ostalih ispitivanih populacija ¢elija imunskog
sistema nije promenjena u odnosu na netretiranu grupu (Slika 14B), ovi rezultati ukazuju na
sposobnost VEPA da stimuliSe efikasniji imunski odgovor u slezini nakon administracije
L. monocytogenes.
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Slika 14. Uticaj pretretmana VEPA na udeo ¢elija imunskog sistema u slezini 48 h nakon infekcije
L. monocytogenes ili u odsustvu infekcije kod BALB/c miSeva. (A) BALB/c miSevi pretretirani su VEPA
tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana miSevi su inficirani sa 5 x 10° CFU
L. monocytogenes. 48 h nakon infekcije radena je ex vivo analiza i metodom protoéne citofluorimetrije u slezini
je odreden udeo CD11b" makrofaga, CD11c" dendritskih ¢elija, CD8™ T limfocita i CD4" T limfocita. (B)
BALB/c miSevi tretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Desetog dana od
poCetka eksperimenta metodom protocne citofluorimetrije u slezini je odreden udeo CD11b" makrofaga,
CD11c¢" dendritskih ¢elija, CD8" T limfocita i CD4" T limfocita. Reprezentativni dot plotovi prikazani su sa
desne strane. Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu
na netretiranu inficiranu grupu/netretiranu grupu.

Ovi rezultati ukazuju da VEPA deluje na ¢elije imunskog sistema, ne samo na mestu inicijacije
infekcije, ve¢ 1 u ciljnom tkivu za kolonizaciju L. monocytogenes, da efikasnije reaguju na prisustvo
ove bakterije. S obzirom da pretretman VEPA dovodi do povec¢anja zastupljenosti makrofaga i CD8* T
limfocita u slezini inficiranih miseva, ali ne i neinficiranih, moze se zakljuciti da pretretman VEPA
priprema imunski sistem da efikasnije reaguje na L. monocytogenes i dovede do njene brze eliminacije
iz organizma.

4.4.4. Uticaj pretretmana VEPA na produkciju citotoksi¢nih medijatora

Citotoksi¢ni T limfociti, zahvaljujuc¢i svojoj sposobnosti da produkuju perforin i granzim b
kojima vrSe liziranje zarazene ¢elije, veoma su znacajni za eliminaciju unutarcelijskih patogena, a
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samim tim i L. monocytogenes. Ove ¢elije, osim direktnog ubijanja ¢éelija, zajedno sa pomoc¢nickim T
limfocitima produkuju i druge proinflamacijske medijatore kojima usmeravaju imunski odgovor i
aktiviraju druge ¢elije imunskog sistema da ispolje efektorska svojstva. NK ¢elije takode produkuju
perforin i granzim b, medutim one su znacajno manje zastupljene u tkivima kao $to su slezina i limfni
¢vorovi (Hensel i sar., 2019).

S obzirom da su rezultati ove doktorske disertacije pokazali povecanje zastupljenosti
makrofaga i CD8" T limfocita u Pejerovim plo¢ama i slezini, dalje istraZivanje je usmereno ka
odredivanju mehanizama antibakterijskog imunskog odgovora. Ekspresija citotoksi¢nih medijatora,
kao pokazatelja znacaja citotoksi¢nih T limfocita u infekciji L. monocytogenes ispitana je metodom
protoéne citofluorimetrije unutar limfnog tkiva creva (u Pejerovim plo¢ama i MLC-u) i slezine.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA povecava udeo ¢elija koje eksprimiraju perforin u slezini
nakon infekcije sa L. monocytogenes, medutim ne dovodi do promene udela ¢elija koje eksprimiraju
granzim b i IFN-y u ovom tkivu (Grafik 7B). Na nivou creva, ni u Pejerovim plocama (Grafik 7A) ni u
MLC-u (Grafik 7C) nije doglo do promene udela ¢elija koje eksprimiraju granzim b, perforin i IFN-y
ili IL-17, sugerisuci da su citotoksi¢ni T limfociti znacajni za eliminaciju L. monocytogenes u slezini,
ali da je imunski odgovor na L. monocytogenes na nivou creva verovatno posredovan drugim
mehanizmima koji ne ukljuéuju produkciju pomenutih medijatora iz CD8" T limfocita.
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Grafik 7. Uticaj pretretmana VEPA na produkciju citotoksicnih medijatora 48 h nakon infekcije
L. monocytogenes. (A) BALB/c misevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa
primala vodu. Osmog dana miSevi su inficirani sa 5 x 10® CFU L. monocytogenes i 48 h nakon infekcije radena
je ex vivo analiza. Metodom proto¢ne citofluorimetrije u Pejerovim plo¢ama (A) i slezini (B) odreden je udeo
granzim b’, perforin® i IFN-y" ¢elija, dok je u MLC-u (C) odreden udeo granzim b*, perforin® i
IL-17" ¢&elija. Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki zna¢ajnu promenu u odnosu
na netretiranu inficiranu grupu. PP — Pejerove ploée, MLC — mezenteriéni limfni ¢vor

Ovi rezultati ukazuju da je u slezini, kao ciljnom tkivu za diseminaciju L. monocytogenes,
povecana produkcija perforina usled pretretmana VEPA, efektorskog molekula koji se najve¢im delom
produkuje iz CD8" T limfocita, zna¢ajna za eliminaciju bakterije iz slezine, $to se odrazava i na njenu
eliminaciju iz organizma.
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4.4.5. Mehanizam dejstva VEPA na mijeloidne ¢elije

Celije urodene imunosti neophodne su za ranu odbranu od infekcije. Kao $to je veé re¢eno, one
su sposobne da fagocituju patogene, da produkuju ROS i NO u cilju njihovog ubijanja, da produkuju
medijatore inflamacije kojima aktiviraju i privlace druge c¢elije imunskog sistema na mesto infekcije,
kao i da prikazuju antigene naivnim T limfocitima i da uc¢estvuju u njihovoj aktivaciji.

Kako je pokazano da pretretman VEPA povecava udeo makrofaga u Pejerovim plocama i
slezini miSeva nakon infekcije L. monocytogenes, sledeci korak u cilju odredivanja dejstva VEPA na
eliminaciju ove bakterije bio je odredivanje mehanizma dejstva VEPA na mijeloidne celije. Stoga je

metodom protocne citofluorimetrije analizirana sposobnost ¢elija Pejerovih ploca i slezine da vrse
fagocitozu i da produkuju ROS.

Rezultati su pokazali da pretretman miSeva VEPA povecava sposobnost ¢elija Pejerovih ploca (Grafik
8A) i slezine (Grafik 8C) da vrse fagocitozu lateks kuglica nakon infekcije L. monocytogenes, izrazenu
kroz MFI. Dodatno, u Pejerovim plocama povecan je i udeo ¢elija koje su izvrsile fagocitozu, dok
udeo ovih ¢elija nije bio promenjen u slezini. Kada je u pitanju produkcija ROS, u Pejerovim plo¢ama
pretretiranih inficiranih Zivotinja VEPA je povecao udeo ¢elija koje produkuju ROS (DHR" éelije), bez
uticaja na sposobnost njihove produkcije (Grafik 8B), dok je u slezini efekat na produkciju ROS
potpuno izostao (Grafik 8D).
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Grafik 8. Uticaj pretretmana VEPA na fagocitnu sposobnost i produkciju ROS éelija Pejerovih ploca i
slezine 48 h nakon infekcije L. monocytogenes. BALB/c miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok
je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana miSevi su inficirani sa 5 x 10° CFU L. monocytogenes i 48 h
nakon infekcije radena je ex vivo analiza. Metodom protoéne citofluorimetrije u Pejerovim ploéama (A) i slezini
(C) odreden je udeo celija koje su fagocitovale lateks kuglice obeleZene fikoeritrinom i njihov MFI. Udeo ¢elija
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koje produkuju ROS (DHR" éelije) i njihov MFI takode je odreden u Pejerovim plo¢ama (B) i slezini (D).
Rezultati su prikazani kao SV 4+ SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu na netretiranu
inficiranu grupu. PP — Pejerove ploce

Da bi se dalje ispitao efekat pretretmana VEPA na imunski odgovor na L. monocytogenes,
ispitan je udeo makrofaga i dendritskih celija koji eksprimiraju kostimulatorni molekul CD86 u
Pejerovim plo¢ama, slezini i MLC-u.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA dovodi do povecanja ekspresije CD86 na makrofagima u
svim ispitivanim tkivima (Slika 15A-C) nakon infekcije sa L. monocytogenes. Osim toga, zabelezeno
je i povecanje zastupljenosti CD86" dendritskih éelija u MLC-u (Slika 15C), dok se udeo ovih éelija u
Pejerovim ploCama i slezini nije razlikovao u odnosu na netretiranu inficiranu grupu (Slika 15A,B).
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Slika 15. Uticaj pretretmana VEPA na ekspresiju kostimulatornih molekula na makrofagima i
dendritskim ¢elijama 48 h nakon infekcije L. monocytogenes. BALB/c miSevi pretretirani su VEPA tokom
sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana miSevi su inficirani sa 5 x 10° CFU
L. monocytogenes i 48 h nakon infekcije radena je ex vivo analiza. Metodom proto¢ne citofluorimetrije je u
Pejerovim ploéama (A), slezini (B) i MLC-u (C) odreden udeo CD11b" CD86" makrofaga i CD11c" CD86"
dendritskih ¢elija. Reprezentativni dot plotovi prikazani su u donjem delu slike. Rezultati su prikazani kao SV +

SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na netretiranu inficiranu grupu. PP — Pejerove
plo¢e, MLC — mezentericni limfni ¢vor

58



S obzirom da je slezina ciljno tkivo za kolonizaciju L. monocytogenes, dalje je u slezini
metodom RT-PCR ispitana relativna ekspresija iRNK za proinflamacijske medijatore koji su znacajni
za odbranu od patogena.

Rezultati su pokazali da pretretman miSeva VEPA dovodi do povecanja ekspresije iRNK za iNOS i

IL-6 u slezini nakon infekcije L. monocytogenes (Grafik 9A,C), dok ne ostvaruje efekat na ekspresiju
iRNK za IL-1B i TNF (Grafik 9B,D).
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Grafik 9. Uticaj pretretmana VEPA na ekspresiju iRNK za proinflamacijske medijatore u slezini 48 h
nakon infekcije L. monocytogenes. BALB/c miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana
grupa primala vodu. Osmog dana misevi su inficirani sa 5 x 10° CFU L. monocytogenes i 48 h nakon infekcije
radena je ex vivo analiza. Metodom RT-PCR u slezini je odredena ekspresija iRNK za iNOS (A), IL-1B (B),
IL-6 (C) i TNF (D). Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u
odnosu na netretiranu inficiranu grupu.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da pretretman miseva VEPA stimuliSe efektorska svojstva
mijeloidnih ¢elija na nivou limfnog tkiva creva i slezine nakon infekcije L. monocytogenes. Ove celije
povecano su vrSile fagocitozu, produkovale ROS i eksprimirale kostimulatorni molekul CD86.
Dodatno, povecana ekspresija proinflamacijskih medijatora u slezini sugeriSe da VEPA deluje na
mijeloidne ¢elije da ostvaruju proinflamacijski odgovor, $to doprinosi brzoj eliminaciji
L. monocytogenes iz organizma.
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Da bi se dodatno ispitalo kako VEPA deluje na mijeloidne ¢elije u odsustvu infekcije, i da bi se
potvrdili dobijeni rezultati da VEPA svoje antibakterijsko dejstvo ostvaruje posredstvom celija
imunskog sistema, a ne direktnim ubijanjem L. monocytogenes, uraden je dodatni in vitro eksperiment
u kome je testiran uticaj VEPA na makrofage dobijene iz peritonealnog ispirka BALB/c miSa.
Akumulacija nitrita u supernatantima celijske kulture merena je Griess reakcijom, dok je u ¢elijama
metodom RT-PCR odredena ekspresija iRNK za proinflamacijske medijatore.

Rezultati su pokazali da primena VEPA znacajno povecava akumulaciju nitrita u supernatantima
¢elijske kulture makrofaga (Grafik 10A), kao i relativnu ekspresiju iRNK za iNOS (Grafik 10B) i IL-6
(Grafik 10D), dok ne ostvaruje efekat na ekspresiju iRNK za IL-1p (Grafik 10C) 1 TNF (Grafik 10E).
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Grafik 10. Uticaj primene VEPA na akumulaciju nitrita i ekspresiju iRNK za proinflamacijske
medijatore u peritonealnim makrofagima. Peritonealni makrofagi dobijeni iz BALB/c miSa gajeni su u
prisustvu VEPA u koncentraciji od 25 pg/ml ili odsustvu VEPA (medijum) tokom 24 h. Griess reakcijom
odredena je akumulacija nitrita u supernatantima celijske kulture (A), dok je u ¢elijama metodom RT-PCR
odredena ekspresija iRNK za iNOS (B), IL-1p (C), IL-6 (D) i TNF (E). Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p
< 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (medijum).

Ekspresija proteina uklju¢enih u ekspresiju IL-6 i iNOS odredena je imunoblot metodom.
Naime, kako aktivacija transkripcionog faktora NF-xB vodi ekspresiji iNOS i produkciji NO, ali i
ekspresiji IL-6, na koju utie samostalno ili u kombinaciji sa regulatorom transkripcije Notchl,
ispitana je ekspresija upravo NF-xB i Notchl.
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Rezultati su pokazali da primena VEPA na makrofage znacajno povecava fosforilaciju I-xB (Slika
16A), kao 1 ekspresiju Notchl proteina (Slika 16B), sugeriSué¢i na znacaj ovih molekula u aktivnosti i
funkconalnosti makrofaga, ¢elijama od znacaja za borbu protiv unutarcelijskih patogena.
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Slika 16. Uticaj primene VEPA na ekspresiju proteina u peritonealnim makrofagima. Peritonealni
makrofagi dobijeni iz BALB/c miSa gajeni su u prisustvu VEPA u koncentraciji od 25 pg/ml ili odsustvu VEPA
(medijum) tokom 24 h. Metodom imunoblot je odredena ekspresija p-IkB/IkB (A) i1 Notchl/aktin (B).
Reprezentativne proteinske trake prikazane su sa desne strane. Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05
predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (medijum).

Ovi rezultati sugeriSu da primena VEPA i u ¢elijskoj kulturi makrofaga stimulise
proinflamacijski imunski odgovor ovih ¢elija aktivacijom NF-«B, povec¢anom ekspresijom Notchl i
sledstvenom ekspresijom IL-6 i produkcijom NO. Ovi rezultati u skladu su sa in vivo rezultatima
primene VEPA u modelu infekcije L. monocytogenes i sugeriSu da je efikasniji antibakterijski odgovor
na ovu bakteriju posledica delovanja VEPA na ¢elije imunskog sistema da deluju proinflamacijski.

Rezultati dobijeni u drugom delu ove doktorske disertacije ukazuju na to da tretman VEPA pre
infekcije L. monocytogenes dovodi do brze eliminacije bakterije iz organizma, delujuci na povecanje
udela CD8" T limfocita i makrofaga u limfnom tkivu creva i slezini, c¢elija znacajnih za antibakterijski
imunski odgovor. Pri tome, najznacajniji uticaj VEPA ostvaruje na makrofage, tako §to povecava
sposobnost fagocitoze i produkcije ROS, povecava ekspresiju kostimulatornih molekula, produkciju
NO i proinflamacijskog citokina IL-6, dok je u slezini znacajna i produkcija perforina, koji dovodi do
direktnog ubijanja inficiranih celija. Takode, pokazano je da VEPA pokazani antibakterijski efekat
ostvaruje indirektno, delujuci preko celija imunskog sistema.
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4.5. Efekat primene VEPA na razvoj melanoma

Dosadasnji rezultati pokazali su sposobnost VEPA da deluje na ¢elije imunskog sistema da
ostvare svoja proinflamacijska svojstva, Sto se pokazalo protektivnho u miSjem modelu infekcije. S
obzirom da melanom ima veliku sposobnost aktivacije i modulacije imunskog odgovora (Shankaran i
sar., 2001), zivotinjski model ovog tumora pogodan je za ispitivanje antitumorskog imunskog
odgovora i delovanja razli¢itih terapeutika koji se zasnivaju na imunomodulaciji. Nalik bakterijskoj
infekciji, eliminacija tumorskih celija takode zahteva snazan proinflamacijski imunski odgovor i
saradnju ¢elija urodene i steCene imunosti.

U cilju odredivanja efekta pretretmana VEPA na razvoj melanoma, C57BL/6 misevi
pretretirani su VEPA tokom sedam dana, nakon Cega je tumor indukovan subkutanim ubrizgavanjem
B16 ¢elija. Tretman VEPA nastavljen je do kraja eksperimenta, a eksperimentalne grupe su
predstavljene kao ME (netretirana inokulisana grupa) i ME+VEPA (pretretirana inokulisana grupa).

4.5.1. Uticaj pretretmana VEPA na incidencu i razvoj melanoma

U cilju odredivanja uticaja pretretmana VEPA na razvoj melanoma, tokom 15 dana pracena je
pojava tumora, koji su detektovani metodom palpacije, a potom je merena i njihova zapremina.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA smanjuje incidencu melanoma izmedu 10. i 13. dana nakon
inokulacije (Grafik 11A). Medutim, iako su 13. dana nakon inokulacije svi miSevi razvili melanom,
pretretman miseva VEPA znacCajno je smanjio zapreminu tumora u odnosu na netretiranu inokulisanu
grupu, Sto se odrzalo do kraja eksperimenta (Grafik 11B).
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Grafik 11. Uticaj pretretmana VEPA na razvoj melanoma. C57BL/6 miSevi pretretirani su VEPA tokom
sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana je melanom indukovan subkutano,
ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja eksperimenta. Tokom 15 dana pracena je
incidenca pojave melanoma (A), kao i zapremina tumora (B). Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05
predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu na netretiranu inokulisanu grupu.
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S obzirom na tok razvoja melanoma, za €X Vivo analizu izabran je 13. dan nakon inokulacije,
dan kada su svi miSevi u obe ispitivane grupe imali palpabilan tumor, ali je zapremina tumora usled
pretretmana VEPA bila znafajno manja u odnosu na netretiranu grupu. Svi naredni ex Vivo
eksperimenti radeni su u toj vremenskoj tacki.

Najpre su merene zapremina i masa izolovanih tumora i odreden je broj celija imunskog
sistema koje su infiltrirale u tumor, izazen kao broj ¢elija imunskog sistema po gramu melanoma.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA, osim §to smanjuje zapreminu tumora nakon inokulacije
B16 ¢elijama (Slika 17A,C), povecava i infiltraciju ¢elija imunskog sistema u tumor (Slika 17B).
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Slika 17. Uticaj pretretmana VEPA na zapreminu melanoma i infiltraciju éelija imunskog sistema.
C57BL/6 miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana
je melanom indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja
eksperimenta. Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i odredena je zapremina tumora (A) i
broj ¢elija imunskog sistema po gramu melanoma (B). (C) Reprezentativna slika izolovanih tumora. Rezultati su
prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisti¢ki znac¢ajnu promenu u odnosu na netretiranu inokulisanu

grupu.

Ovi rezultati bi mogli ukazati da pretretman miSeva VEPA poveéanjem infiltracije celija
imunskog sistema u TME dovodi do kasnije pojave melanoma i smanjenja njegove zapremine.

4.5.2. Uticaj pretretmana VEPA na imunski profil unutar tumora

Da bi se odredila zastupljenost razli¢itih populacija celija urodenog i steCenog imunskog
odgovora od znacaja za antitumorski imunski odgovor, metodom protoc¢ne citofluorimetrije analizirani
su limfociti koji infiltriraju tumor (engl. Tumor Infiltrating Lymphocytes, TIL). Pri tome, treba istaci
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da TIL ne obuhvataju samo efektorske T limfocite, ve¢ i Treg, NK celije, dendritske ¢elije i makrofage
(Antohe 1 sad., 2019). Osim ve¢ opisane uloge ¢elija urodene i steCene imunosti u antitumorskom
imunskom odgovoru, subpopulacija NKT ¢elija, koje nalikuju Thl ¢elijama, dodatno doprinosi
eliminaciji transformisanih Celija jer dovodi do brze stimulacije T celija specifiCnih za antigene
tumora, kao i efektorskih NK ¢elija (Krijgsman i sar., 2018).

Rezultati su pokazali da pretretman miSeva VEPA povecava zastupljenost odredenih ¢elija imunskog
sistema unutar TIL nakon indukcije melanoma. Medu ¢elijama urodene imunosti pretretman VEPA
povecava udeo NK, NKT ¢celija i makrofaga, dok izostaje efekat na dendritske ¢elije (Slika 18A). Kada
su u pitanju T limfociti, VEPA uti¢e na povecanje i CD4" i CD8" T subpopulacije ovih ¢elija (Slika
18B).
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Slika 18. Uticaj pretretmana VEPA na distribuciju ¢elija imunskog sistema unutar melanoma. C57BL/6
misSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana je
melanom indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja
eksperimenta. Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i metodom proto¢ne citofluorimetrije
odreden je udeo NK (NK1.1%) i NKT (NK1.1°CD3") ¢éelija, makrofaga (F4/80") i dendritskih ¢elija (CD11c")
(A), sa reprezentativnim dot plotovima prikazanim sa donje strane grafika, kao i udeo CD8" i CD4" T limfocita
(CD8", odnosno CD4" ¢elije) unutar tumora (B), sa reprezentativnim dot plotovima prikazanim sa desne strane
grafika. Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu na
netretiranu inokulisanu grupu.

Da bi se ispitalo da li je povecana infiltracija celija imunskog sistema u tumor pracena
efikasnijim antitumorskim odgovorom, ispitana su njihova efektorska svojstva odredivanjem
ekspresije proinflamacijskih medijatora u TME.

Rezultati su pokazali da pretretman miSeva VEPA pre indukcije melanoma povecava udeo ¢elija koje
eksprimiraju IFN-y, kako NK i NKT ¢elija (Slika 19A), tako i CD4" i CD8" T limfocita (Slika 19B),
sugeriSu¢i na efikasniji imunski odgovor u TME usled pretretmana VEPA. Za razliku od IFN-y,
pretretman VEPA ne povecava udeo NK celija i T limfocita koji produkuju perforin (Slika 19C) i
granzim b (Slika 19D), kao ni udeo Celija koje produkuju TNF, bilo da su to limfociti (CD3") ili
nelimfocitne (CD3) ¢elije (Slika 19E), sugeriSu¢i da produkcija ovih proinflamacijskih medijatora nije
mehanizam kojim VEPA ostvaruje dejstvo na ¢elije imunskog sistema da deluju protiv melanoma.
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Slika 19. Uticaj pretretmana VEPA na udeo IFN-y" i TNF" éelija unutar melanoma. C57BL/6 misevi
pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana melanom je
indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja eksperimenta.
Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i metodom protoéne citofluorimetrije odreden udeo
IFN-y" NK (IFNy" NK1.17) i IFN-y" NKT (IFN-y" NK1.1" CD3") ¢elija (A), kao i udeo IFN-y" ¢elija unutar
CD4" i CD8" ¢elija (B) u TIL. Reprezentativni dot plotovi prikazani su sa desne strane. Odreden je i udeo
perforin” (C) i granzim b* (D) ¢elija unutar NK1.1" i CD8" ¢éelija, kao i udeo TNF" CD3" i TNF' CD3" ¢elija (E).
Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisti¢ki znac¢ajnu promenu u odnosu na netretiranu
inokulisanu grupu.

NK ¢elije su ¢elije urodene imunosti koje imaju vaznu ulogu u antitumorskom imunskom
odgovoru, koje svoju ulogu ostvaruju nakon stimulacije aktivacionih receptora. Produkcijom IFN-y
ove c¢elije pokre¢u mehanizme ubijanja transformisane ¢elije, a uticu i1 na stimulaciju makrofaga. S
obzirom na primecen efekat pretretmana VEPA na NK celije, dalje je ispitana ekspresija markera NK
¢elija povezanih sa njihovom funkcijom. Metodom proto¢ne citofluorimetrije odredena je ekspresija
KLRG-1, inhibitornog receptora NK ¢elija, CD27, markera aktivacije, i CD11b, adhezivnog receptora
ovih ¢elija.

Rezultati su pokazali da pretretman miSeva VEPA pre indukcije melanoma ne utiCe na ekspresiju
posmatranih markera, KLRG-1, CD27, i CD11b, na NK ¢elijama koje su infiltrisale tumor (Grafik 12),
sugeriSu¢i da ovi markeri nisu ukljuceni u efektorski odgovor NK ¢celija u TME koji je podstaknut
pretretmanom VEPA.
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Grafik 12. Uticaj pretretmana VEPA na eskpresiju markera NK ¢{elija unutar melanoma. C57BL/6
misevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana melanom
je indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja eksperimenta.
Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i metodom proto¢ne citofluorimetrije odreden udeo
KLRG-1", CD27" i CD11b" ¢elija unutar populacije NK ¢éelija. Rezultati su prikazani kao SV+ SD.

U daljem ispitivanju delovanja VEPA na razvoj melanoma odreden je odnos M1 i M2
makrofaga unutar tumora. Takode, odreden je udeo antigen-prezentuju¢ih dendritskih ¢elija.

Rezultati su pokazali da pretretman miSeva VEPA ne menja znacajno odnos proinflamacijskih i
antiinflamacijskih makrofaga unutar tumora u odnosu na netretiranu inokulisanu grupu (Grafik 13A),
sugeriSu¢i da VEPA verovatno deluje na povecanje zastupljenosti obe subpopulacije ovih ¢elija u
TME. Osim s§to ne menja udeo dendritskih ¢elija unutar melanoma, pretretman VEPA ne menja ni
udeo antigen-prezentujucih dendritskih ¢éelija (Grafik 13B), sugerisu¢i da TME verovatno nije glavno
mesto prikazivanja antigena.

087 A 044 B
B ME

o~ 0.6 T S 031 1 ME+VEPA
& <
2 04- 5 0.2
o
5 3

0.2 = 0.1

0.0- 0.0-

ME  ME+ CD86 MHCIT'CD11¢”
VEPA

Grafik 13. Uticaj pretretmana VEPA na profil makrofaga i dendritskih ¢elija unutar melanoma.
C57BL/6 miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Melanom je
indukovan osmog dana subkutanim ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja
eksperimenta. Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i metodom protoéne citofluorimetrije
odreden je odnos M1 (F4/80" CD40" Celije) i M2 (F4/80" CD206" ¢elije) makrofaga (A), kao i udeo antigen-
prezentujucih dendritskih ¢elija (CD86" MHCII™ CD11c¢" éelije) (B). Rezultati su prikazani kao SV+ SD.
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Unutar tumora, osim ¢elija koje deluju antitumorski, zastupljene su i supresorske populacije
¢elija imunskog sistema, kao $to su Treg i MDSC, koje suprimiraju efektorske ¢elije imunskog sistema
1 na taj naCin promovisu rast tumora. Da bi se ispitao uticaj VEPA i na ove ¢elije nakon indukcije
melanoma ispitana je njihova zastupljenost u TIL.

Rezultati su pokazali da pretretman miSeva VEPA dovodi do smanjenja udela imunosupresivnih
MDSC u TIL nakon indukcije melanoma. Pri tome, osim smanjenog udela ukupnih MDSC, smanjen je
i udeo ovih ¢celija koje eksprimiraju CCRS5, koje se odlikuju izuzetnom imunosupresijom i tako
promoviSu rast tumora (Blattner i sar., 2018) (Slika 20A). lako pretretman VEPA ne dovodi do
promene udela Treg ¢elija u TIL (Slika 20B), kao ni do promene udela Treg koje eksprimiraju PD-1,
udeo Treg koje eksprimiraju CTLA-4 znacajno je smanjen (Slika 20C). Kako je ekspresija ovog
molekula na Treg u vezi sa progresijom tumora, ovo bi moglo ukazati da iako ukupna zastupljenost
Treg u TME nije promenjena usled pretretmana VEPA, ove celije bi mogle biti manje efikasne u
supresiji efektorskih ¢elija imunskog sistema i samim tim ne bi doprinosile razvoju tumora.
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Slika 20. Uticaj pretretmana VEPA na udeo imunosupresorskih éelija unutar melanoma. C57BL/6 miSevi
pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana melanom je
indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja eksperimenta.
Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i metodom protocne citofluorimetrije odreden udeo
MDSC (CDI11b" Ly6G/C* ¢elije) i CCR5" MDSC (CCR5" CDI11b" Ly6G/C" ¢elije) (A), udeo Treg
(CD25"5%*FoxP3") ¢elija (B), kao i udeo CTLA-4" Treg (CD25"*°*‘FoxP3'CTLA-4") i PD-1" Treg
(CD25"°*"FoxP3"PD-17) (C) unutar melanoma. Reprezentativni dot plotovi prikazani su u donjem delu slike.
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Rezultati su prikazani kao SV &+ SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu na netretiranu
inokulisanu grupu.

Ovi rezultati ukazuju da pretretman VEPA stimuliSe antitumorski imunski odgovor unutar
tumora nakon njegove indukcije. Osim povecanja zastupljenosti ¢éelija koje su od znacaja za
antitumorski odgovor, produkcija IFN-y iz ovih ¢elija je poveCana, uz istovremeno smanjenje
zastupljenosti ¢elija imunskog sistema koje promovisu rast tumora.

4.5.3. Uticaj pretretmana VEPA na zastupljenost ¢elija imunskog sistema unutar MLC-a

S obzirom na put administracije VEPA, dalje ispitivanje njegovog uticaja na razvoj melanoma
usmereno je ka ispitivanju imunskog odgovora u MLC-u, kao delu limfnog tkiva creva. Metodom
proto¢ne citofluorimetrije analizirana je zastupljenost celija imunskog sistema od znacaja za
antitumorski imunski odgovor, ¢ije je prisustvo pove¢ano u TME, kao i zastupljenost Treg.

Rezultati su pokazali da pretretman miseva VEPA ne menja znacajno udeo c¢elija imunskog sistema u
MLC-u nakon indukcije melanoma. Udeo ¢elija urodene imunosti, NK, NKT ¢éelija i makrofaga
(Grafik 14A), kao i ¢elija steGene imunosti, CD4" i CD8" T limfocita i Treg (Grafik 14B), u grupi
pretretiranoj VEPA ostao je nepromenjen u odnosu na netretiranu inokulisanu grupu.
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Grafik 14. Uticaj pretretmana VEPA na distribuciju éelija imunskog sistema unutar MLC-a nakon
indukcije melanoma. C57BL/6 miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa
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primala vodu. Osmog dana melanom je indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 éelija i tretman je
nastavljen do kraja eksperimenta. Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i metodom proto¢ne
citofluorimetrije u MLC-u je odreden udeo NK (NK1.1%) i NKT (NK1.17CD3") ¢elija i makrofaga (F4/807) (A),
kao i udeo CD8", CD4" ¢elija i Treg (CD4'CD25'FoxP3") (B). Rezultati su prikazani kao SV + SD.

U ¢elijama MLC-a ispitana je i ekspresija IFN-y, s obzirom na poveéanu ekspresiju ovog
proinflamacijskog citokina u TME usled delovanja VEPA. Dodatno, odredivanjem ekspresije CCR9
na CD8" T limfocitima ispitano je svojstvo ovih ¢elija da migriraju, s obzirom da celije koje
eksprimiraju CCR9 specifi¢no naseljavaju crevo (Hammerschmidt i sar., 2008).

Rezultati su pokazali da pretretman miseva VEPA pre indukcije melanoma dovodi do povecanja udela
éelija koje produkuju IFN-y u MLC-u (Slika 21A), sugeriuéi na zna¢aj ovog molekula u
antitumorskom imunskom odgovoru usled primene VEPA. Dodatno, udeo CD8" T (elija koje
eksprimiraju CCR9 unutar MLC-a smanjen je u odnosu na netretiranu inokulisanu grupu, sugeri§uci na
smanjenu zastupljenost tkivno-specifiénih CD8" T limfocita u limfnom tkivu creva usled delovanja
VEPA i njihovu potencijalnu migraciju u TME (Slika 21B).
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Slika 21. Uticaj pretretmana VEPA na antitumorski imunski odgovor u MLC-u. C57BL/6 misevi
pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana melanom je
indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja eksperimenta.
Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i metodom proto¢ne citofluorimetrije odreden udeo
IFN-y" ¢elija (A), kao i udeo CCR9" CD8" ¢elija (B) unutar MLC-a. Reprezentativni dot plotovi prikazani su sa
desne strane. Rezultati su prikazani kao SV = SD. * p < 0,05 predstavlja statisti¢ki znac¢ajnu promenu u odnosu
na netretiranu inokulisanu grupu.
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Ovi rezultati ukazuju da pretretman VEPA, iako ne menja zastupljenost ¢elija urodene i steCene
imunosti u MLC-u nakon indukcije tumora, ostvaruje izvesno antitumorsko dejstvo povecanjem
produkcije IFN-y i smanjenjem zastupljenosti tkivno-specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita.

4.5.4. Uticaj pretretmana VEPA na produkciju citokina u slezini i serumu

Dalje je u serumima i supernatantima celijske kulture splenocita poreklom iz netretiranih
zivotinja ili Zivotinja pretretiranih VEPA odredena koncentracija proinflamacijskih citokina ELISA
metodom, koja bi mogla oslikati sistemske efekte delovanja VEPA u tretmanu melanoma.

Dobijeni rezultati pokazali su isti trend u slezini (Grafik 15A) i serumu (Grafik 15B). Koncentracija
IFN-y nakon indukcije melanoma znacajno je poveéana usled pretretmana miSeva VEPA, dok je efekat
na koncentraciju IL-17, IL-1B 1 TNF u serumu i njihovu produkciju u slezini izostao.
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Grafik 15. Uticaj pretretmana VEPA na sistemsku produkciju proinflamacijskih citokina nakon
indukcije melanoma. C57BL/6 miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa
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primala vodu. Osmog dana melanom je indukovan subkutano, ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 éelija i tretman je
nastavljen do kraja eksperimenta. Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i ELISA metodom
odredena je koncentracija IFN-y, IL-17, IL-1 1 TNF u supernatantima 24 h ¢elijske kulture splenocita (A) i u
serumu (B). Rezultati su prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki znacajnu promenu u odnosu
na netretiranu inokulisanu grupu. ND — nedetektabilna koncentracija.

Ovi rezultati ukazuju da VEPA, osim na mestu inflamacije — mestu nastanka tumora i lokalnog
mesta delovanja — limfnog tkiva creva, ostvaruje efekat i sistemski, povecavaju¢i produkciju IFN-y u
slezini, kao 1 koncentraciju ovog citokina u serumu. Moglo bi se zakljuciti da VEPA na sistemskom
nivou deluje u cilju stimulacije antitumorskog imunskog odgovora.

4.5.5. Uticaj VEPA na B16 ¢elije melanoma

Osim delovanja na imunski sistem, VEPA bi mogla ostvariti direktno dejstvo na tumorske
¢elije. Stoga, B16 celije su gajene u prisustvu VEPA, nakon Cega je odredena vijabilnost B16 ¢elija
MTT testom, a udeo apoptoti¢nih i nekroti¢nih Celija odreden je metodom protocne citofluorimetrije.

Rezultati su pokazali da primena VEPA ne ostvaruje efekat na vijabilnost B16 ¢elija (Grafik 16A), niti
dovodi do apoptoze i nekroze ovih ¢elija (Grafik 16B,C), sto ukazuje da VEPA ne ostvaruje direktan
efekat na tumorske celije.
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Grafik 16. Uticaj primene VEPA na B16 ¢elije melanoma. B16 ¢elije gajene su u prisustvu rastucih
koncentracija VEPA (50 — 400 pg/ml) ili u odsustvu VEPA u trajanju od 24 h, nakon ¢ega je MTT testom
odredena vijabilnost ¢elija (A), dok su za odredivanje udela apoptoti¢nih ili nekroti¢nih ¢elija primenjene doze
VEPA od 200 i 400 pg/ml. Celije su izlozene delovanju VEPA ili gajene u odsustvu VEPA tokom 24 h, nakon
Cega je metodom protocne citofluorimetrije odreden udeo aneksin V™ apoptoti¢nih (B) i PI" nekroti¢nih (C)
¢elija. Rezultati su prikazani kao SV + SD.

Dodatno, da bi se potvrdio mehanizam delovanja VEPA, ispitana je citotoksi¢nost celija
slezine dobijenih iz VEPA pretretiranih ili netretiranih inokulisanih miSeva prema B16 ¢elijama. Ove
¢elije gajene su u kokulturi, nakon ¢ega je LDH testom odredena citotoksicnost efektorskih ¢éelija
slezine.

Rezultati su pokazali da pretretman VEPA povecava citotoksi¢nost celija slezine nakon indukcije
melanoma. U kokulturi sa B16 ¢elijama splenociti poreklom iz zivotinja pretretiranih VEPA pokazali
su vecu citotoksi¢nost u obe primenjene koncentracije, 10:1 i 20:1 (Grafik 17), u poredenju sa
splenocitima poreklom iz netretiranih inokulisanih miseva, sugeriSu¢i da pretretman VEPA deluje na
imunski sistem miSa da efikasnije odgovori na melanom.
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Grafik 17. Uticaj pretretmana VEPA na citotoksi¢nost splenocita u kokulturi sa B16 ¢elijama melanoma.
C57BL/6 miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa primala vodu. Osmog dana
melanom je indukovan subkutanim ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je nastavljen do kraja
eksperimenta. Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i ¢elije slezine postavljene su u kokulturu
sa B16 celijama melanoma u odnosu 20:1 i 10:1. Nakon 48 h uraden je LDH test i odredena je citotoksi¢nost
splenocita poreklom iz pretretiranih inokulisanih (ME+VEPA) miSeva i splenocita poreklom iz netretiranih
inokulisanih (ME) miseva. Rezultati su normirani i iskazani kao stepen promene u odnosu na netretiranu
inokulisanu grupi kojoj je dodeljena vrednost 1 i prikazani kao SV + SD. * p < 0,05 predstavlja statisticki
znacajnu promenu u odnosu na netretiranu inokulisanu grupu.

Konacno, da bi se utvrdilo da 1li je produkcija IFN-y glavni mehanizam dejstva VEPA,
ponovljen je eksperiment citotoksi¢nosti ¢elija slezine dobijenih iz VEPA pretretiranih ili netretiranih
inokulisanih miseva prema B16 ¢elijama, s tim Sto je dodatno primenjeno anti-IFN-y antitelo u cilju
neutralizacije IFN-y.

Rezultati su pokazali da je usled primene neutraliSu¢eg antitela na IFN-y citotoksi¢nost splenocita
poreklom iz VEPA pretretiranih Zivotinja smanjena na nivo citotoksi¢nosti splenocita poreklom iz
netretiranih inokulisanih Zivotinja (Grafik 18). Ovi rezultati sugeriSu da pretretman VEPA zaista
pospesuje antitumorska svojstva ¢elija slezine preko produkcije IFN-y. Na validnost ovog rezultata
ukazuje 1 primena kontrolnog antitela, koje nije dovelo do smanjenja citotoksi¢nosti ovih ¢elija (Grafik
18).
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Grafik 18. Uticaj pretretmana VEPA na citotoksi¢nost splenocita posredstvom IFN-y u kokulturi sa B16
éelijama melanoma. C57BL/6 miSevi pretretirani su VEPA tokom sedam dana, dok je netretirana grupa
primala vodu. Osmog dana melanom je indukovan subkutanim ubrizgavanjem 2,5 x 10° B16 ¢elija i tretman je
nastavljen do kraja eksperimenta. Trinaestog dana od inokulacije radena je ex vivo analiza i Celije slezine
poreklom iz netretiranih inokulisanih (ME) i VEPA pretretiranih inokulisanih (ME+VEPA) Zivotinja
postavljene su u kokulturu sa B16 ¢elijama melanoma u odnosu 20:1 u trajanju od 48 h. Kao negativna kontrola
analizirani su supernatanti samih B16 ¢elija. Dodatno, kokultura je gajena u prisustvu anti-IFN-y antitela
(ME+VEPA+anti-IFN-y) ili izotipske kontrole (ME+VEPA+izotipska kontrola). Nakon 48 h uraden je LDH
test 1 odredena je citotoksi¢nost splenocita. Rezultati su normirani i iskazani kao stepen promene u odnosu na
netretiranu inokulisanu grupi kojoj je dodeljena vrednost 1 i prikazani kao SV £+ SD. * p < 0,05 predstavlja
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statisticki znacajnu promenu u odnosu B16 grupu. # p < 0,05 predstavlja statisticki znac¢ajnu promenu u odnosu
na ME+VEPA grupu.

Ovi rezultati pokazuju da VEPA ne deluje direktno na ¢éelije melanoma indukuju¢i njihovu
smrt, ve¢ deluje antitumorski posredstvom ¢elija imunskog sistema. Usled pretretmana VEPA ¢elije
urodene i steCene imunosti produkuju IFN-y i mehanizmima zavisnim od ovog citokina suprimiraju
razvoj melanoma.

Rezultati dobijeni u trecem delu ove doktorske disertacije ukazuju na to da pretretman miseva
VEPA pre indukcije melanoma i nastavak tretmana do kraja eksperimenta usporava nastanak tumora i
smanjuje njegovu velicinu. VEPA deluje na celije imunskog sistema da migriraju u tumorsko
mikrookruzenje i produkuju IFN-y, ali povecava produkciju ovog proinflamacijskog citokina i u
limfnom tkivu creva i u slezini, dok je povecana koncentracija |FN-y primecena i u serumu.
Istovremeno, VEPA smanjuje imunosupresivne sposobnosti MDSC i Treg c¢elija u TME. S obzirom da
ne dovodi direktno do smrti B16 celija, VEPA svoje dejstvo ostvaruje iskljucivo imunomodulacijom i
stimulacijom produkcije 1FN-y.

Objedinjeni rezultati ukazuju na to da VEPA deluje na imunski sistem tako da nakon infekcije
ili pojave transformisanih Celija pospesi proinflamacijski imunski odgovor. Obzirom da ne narusava
opste stanje zdravih miseva, VEPA je u dozi od 50 mg/kg telesne mase neskodljiv za upotrebu na ovim
Zivotinjama.
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5. Diskusija



Dobijeni rezultati su pokazali da VEPA ispitivan u ovoj doktorskoj disertaciji poseduje
imunomodulacijska svojstva. Primenjen in vitro i in vivo, VEPA je doveo do stimulacije celija
imunskog sistema, S§to je rezultovalo brzom eliminacijom L. monocytogenes u misjem modelu
infekcije 1 do odloZene pojave tumora i suprimiranja njegove progresije u misjem modelu melanoma.

Polifenoli su najzastupljenije komponente ploda aronije. Oni predstavljaju veliku grupu
bioaktivnih jedinjenja koja se nalaze u biljkama, koji su dalje klasifikovani u flavone, flavonole,
antocijane, proantocijanidine, fenolne kiseline i druge. Glavnim mehanizmom dejstva polifenola
smatrana je njihova direktna antioksidativna sposobnost, pri ¢emu antocijani narocito doprinose ovim
svojstvima, §to je pokazano ne samo kada je u pitanju aronija, ve¢ i drugo bobicavo voc¢e — borovnice,
brusnice i kupine (Joseph i sar., 2014). Takode, zabeleZena je velika antiinflamacijska aktivnost
cijanidina i njihovih glukozida (Wang i sar., 1999; Jung i sar., 2014).

VEPA kori$¢en u ovoj doktorskoj disertaciji ispoljio je imunomodulacijska dejstva, koja bi se
mogla pripisati delovanju fenolnih jedinjenja. Naime, kao izolovana jedinjenja, polifenoli predstavljaju
potentne modulatore imunskog odgovora. Oni uticu na regulaciju imunskog odgovora delovanjem na
populacije ¢elija imunskog sistema i modulisu produkciju proinflamacijskih citokina i njihovu gensku
ekspresiju (Yahfoufi i sar., 2018). Mnostvo studija govori o antiinflamacijskim efektima polifenola,
koji se =zasnivaju na inhibiciji proinflamacijskih citokina, enzima ukljuenih u inflamaciju,
transkripcionih faktora i na redukciji diferencijacije Thl i Th17 limfocita (Capiralla i sar., 2012;
Siddiqui i sar., 2006; Gupta i sar., 2011; Wang i sar., 2013). Sa druge strane, pokazano je da polifenoli
mogu i stimulisati imunski sistem. Oralna primena polifenola ekstrahovanih iz Phoenix dactylifera L.
dovela je do povecane zastupljenosti dendritskih ¢elija, makrofaga, NK celija i Thl limfocita u
Pejerovim plocama i slezini C3H/HeN miSeva (Karasawa i sar., 2011), a primena polifenola iz cveta
Cassia auriculata stimulisala je proliferaciju splenocita, kao i povecanje zastupljenosti T i B limfocita
u modelu starenja kod pacova (John i sar., 2011).

Medutim, Sto se ti¢e efekata u pogledu neutralizacije slobodnih radikala, rezultati in vitro
studija viSe se ne smatraju relevantnim za in Vivo sisteme zbog toga $to u vecini tkiva polifenoli ne
dostizu dovoljnu koncentraciju da bi se postigli znacajni efekti (Fraga i sar., 2019). Takode, antocijani
aronije osetljivi su na alkalnu pankreasnu digestiju, $to znacajno uti¢e na njihovu biolosku dostupnost i
pokazano je da se rezultati in vitro i in vivo studija znacajno razlikuju (Bermudez-Soto i sar., 2007). U
pacovskom modelu pokazano je da je apsorpcija antocijana niska u tankom crevu i Zeludcu, i to bi
moglo biti objasnjeno transformacijom, metilacijom ili konjugacijom ovih jedinjenja sa glukuronskom
kiselinom (Jurikova i sar., 2017; Talavéra i sar., 2004). Takode je pokazano da na hemijsku stabilnost,
apsorpciju i metabolizam antocijana uticu i aglikoni i molekuli Secera (Wu i sar., 2005). Medutim,
osim antioksidativnih, otkriveni su i drugi moguci biohemijski i molekularni mehanizmi njihovog
delovanja, ukljucuju¢i unutaréelijske signalne puteve, kao Sto je regulacija sinteze transkripcionih
faktora ili modulacija sinteze medijatora inflamacije, uklju¢uju¢i TNF, IL-1f 1 IL-6 (Kim 1 sar., 2014).
Ipak, studija u kojoj je odredivana antioksidativna i antiinflamacijska aktivnost antocijana iz ploda
aronije koriS¢enjem frakcije bogate antocijanima pokazala je snazniju antioksidativnu aktivnost u
poredenju sa resveratrolom. Medutim, iako je resveratrol doveo do povecane produkcije TNF i
smanjene produkcije IL-10 iz stimulisanih humanih monocita, frakcija bogata antocijanima iz aronije
pokazala je samo blag efekat na smanjenje produkcije IL-10, Sto sugeriSe da antocijani ne poseduju
znacajna imunomodulacijska svojstva (Xu i Mojsoska, 2013). Ovo bi moglo ukazati na to da za
pokazana imunomodulacijska svojstva aronije nisu odgovorni antocijani, ve¢ druge bioloski aktivne
komponente koje se nalaze u sastavu njenog ploda.

Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja VEPA ispitanog u ovoj doktorskoj disertaciji u skladu je sa
literaturnim podacima (Kulling i Rawel, 2008), ali sadrzaj pojedina¢nih antocijana u VEPA je nizi u
odnosu na sadrzaj ovih jedinjenja u ekstraktima koji su ispitani u literaturi (30-80 mg ukupnih
antocijana/g ekstrakta) i ukupni sadrzaj antocijana izrazen HPLC metodom iznosi svega 0,56 mg/g
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ekstrakta. Tako je poznato da su antocijani izuzetno bioloski aktivni, manji udeo antocijana u VEPA
ide u prilog hipotezi da antocijani nisu jedina jedinjenja koja doprinose uo¢enim svojstvima ekstrakta.
Sadrzaj proantocijana, flavona i fenolnih kiselina je u skladu sa drugim ispitivanim ekstraktima
(Kulling 1 Rawel, 2008), te bi se moglo pretpostaviti da su ove fenolne komponente takode potakle
proinflamacijski imunski odgovor, koji se kao takav pokazao protektivan u mi§jim modelima infekcije
i melanoma. Takode, bitno je naglasiti da je Cesto za biolosku aktivnost razli¢itih ekstrakata pokazano
da je od znacaja i sinergisticko delovanje razli¢itih grupa jedinjenja (Vaou i sar., 2022).

Razlic¢iti ekstrakti aronije ispitani su u Zivotinjskim modelima razli¢itih inflamatornih stanja,
pri ¢emu opseg primenjenih doza iznosi od 10 do 2680 mg/kg telesne mase (Kang i sar., 2017;
Valcheva-Kuzmanova i sar., 2018). Sve ispitane doze pokazale su povoljne efekte. Kada je u pitanju
VEPA koris¢en u ovoj doktorskoj disertaciji, ispitana je potencijalna kontaminacija ekstrakta zivim
bakterijama ili endotoksinom 1 isklju¢ena kao uzrok aktivacije ¢elija imunskog sistema. Stoga bi
pokazani efekti ovog ekstrakta i delovanje razlic¢ito od nekih rezultata zabeleZenih u literaturi mogli
biti pripisani proceduri ekstrakcije ili sadrzaju nefenolnih komponenti VEPA. Naime, iako je ukupni
sastav polifenola u skladu sa literaturnim podacima, sadrzaj organskih kiselina, Secera, dijetetskih
vlakana, minerala, vitamina i proteina mogao bi se razlikovati i uticati na biolosku aktivnost ekstrakta,
kao i njihov medusobni odnos.

Osim VEPA, i drugi biljni ekstrakati ispoljili su proinflamacijsko dejstvo. Slicno pokazanim
efektima VEPA, vodeni ekstrakt licija stimulisao je proinflamacijske medijatore IL-1B, iNOS i
ciklooksigenazu-2 u RAW264.7 ¢elijskoj liniji makrofaga (Wang i sar., 2016). Za ovakve efekte
zasluzni su specificni proteini identifikovani u li¢iju. U skladu sa tim, proteini bi mogli biti zasluzni za
efekte VEPA pokazane u ovoj doktorskoj disertaciji. Takode, pektini dobijeni iz citrusa mogu povecati
produkciju IL-17, IFN-y i TNF iz misjih splenocita nakon unosa ovih pektina kroz pija¢u vodu tokom
21 dana (Merheb i sar., 2019). Pektini su takode visoko zastupljeni u ekstraktima aronije, u kojima je
sadrzaj pektina slican onom u jabukama i kruSkama, za koje je poznat visok sadrzaj ovog jedinjenja
(Nawirska 1 Kwasniewska, 2005). Stoga, proinflamacijska priroda VEPA mogla bi biti povezana i sa
delovanjem pektina koji su prisutni u ekstraktu.

Studije koje su ispitivale uticaj aronije na imunski sistem uglavnom su pokazale efekat na
produkciju proinflamacijskih medijatora, bez ispitivanja delovanja na zastupljenost populacija ¢éelija
imunskog sistema ili njihovih efektorskih funkcija. Ove studije ukazuju na antiinflamacijska svojstva
aronije. Tako, ekstrakt ploda aronije primenjen u dozi od 10 ili 100 mg/kg telesne mase poboljsao je
klinicku sliku u ulceroznom kolitisu indukovanom dekstran natrijum sulfatom kod BALB/c miseva i
uticao je na smanjenje proinflamacijskih medijatora NO, IL-6 i TNF u makrofagima stimulisanim sa
LPS (Kang i sar., 2017). U miSjem modelu kolitisa izazvanog transferom T celija, suplementacija
hrane prahom aronije tokom pet nedelja inhibirala je inflamaciju u crevu deluju¢i na smanjenje odnosa
tezine i duzine kolona, kao i smanjenje ekspresije TNF i [FN-y. Osim toga, primena aronije smanjila je
inflamaciju 1 na sistemskom nivou (Pei i sar., 2019). Studija na dijabeticnim Wistar pacovima koja se
bavila uporednom analizom polifenolnog ekstrakta aronije i crne zove pokazala je da primena aronije
kod dijabeti¢nih pacova smanjuje koncentraciju TNF i IFN-y u serumu u odnosu na nedijabeticne
pacove tretirane aronijom. Medutim, u obe grupe pacova doSlo je do dozno-zavisnog porasta
koncentracije ovih proinflamacijskih citokina u serumu (Badescu i sar., 2015).

Sa druge strane, studije koje su se detaljnije bavile imunomodulacijskim svojstvima crne
aronije pokazale su i stimulativni efekat na celije i medijatore imunskog sistema. Tako, primena
ekstrakta aronije fermentisanog od strane Lactobacillus plantarium na BALB/c miSeve tokom 21 dana
u dozama od 125, 250 i 500 mg/kg telesne mase povecala je migraciju neutrofila i fagocitozu, kao i
proliferaciju splenocita, a takode i zastupljenost CD4" i CD8" T limfocita u slezini. Takode, u ovoj
studiji uoceno je dozno-zavisno povecanje koncentracije [FN-y, IL-2 i IL-4 u krvnoj plazmi, dok je
koncentracija TNF i IL-6 bila smanjena (Ali i sar., 2021). Nanokompleks aronije sa fukoidanom
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primenjen na RAW264.7 ¢elijsku liniju makrofaga povecao je produkciju IL-2, IL-6, TNF i NO, a
primenjen in vivo, na BALB/c miSeve kojima je ciklofosfamidom indukovana imunosupresija,
povecao je koncentraciju IL-2, IL-6, TNF, IL-10, IL-12 i IFN-y u serumu i slezini ovih miseva (Han i
sar., 2021). Osim stimulacije imunskog sistema u zivotinjskim modelima, studija koja je kombinovala
primenu aronije sa pektinima iz jabuke kod pacijenata sa kancerom dojke u terapiji tokom
postoperativne radijacije pokazala je znacajno povecanje broja CD4" i CD8" T limfocita, kao i NK
¢elija (Yaneva 1 sar, 2002). Takode, primena soka od aronije kod osoba sa rizikom od
kardiovaskularnih oboljenja dovela je do povecanja ekspresije iIRNK u mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi za proinflamacijske medijatore kao S$to su TNF, IL-1f i IL-8, rezultujuci
proinflamacijskim miljeom, koji nije pogodan u ovakvim stanjima (Stojkovi¢ i sar., 2020).

U ispitivanju ciljeva ove doktorske disertacije, VEPA primenjen na ¢éelije urodene imunosti,
dendritske ¢elije, doveo je do povecanja produkcije NO, proinflamacijskog medijatora koji je vazan za
eliminaciju patogena (Fonseca i sar., 2003), pri tome ne smanjuju¢i prezivljavanje ovih ¢elija. lako
neki gore navedeni literaturni podaci pokazuju drugacije, ovi rezultati su u skladu sa studijom koju su
u radili Han i saradnici, koja je pokazala povecanu produkciju NO iz makrofaga in vitro nakon
primene nanokompleksa u kome se nalaze ekstrakt aronije 1 fukoidan (Han i sar., 2021). U skladu sa
zabelezenom povecanom produkcijom NO, dendritske celije i makrofagi nakon primene VEPA
povecano su produkovali proinflamacijske citokine TNF, odnosno IL-6 i IL-12. Dodatno, kako je za
eliminaciju mikroorganizama, kao i za prikazivanje antigena i sledstvenu aktivaciju naivnih T
limfocita neophodan proces fagocitoze (Guerriero, 2019), povec¢ana fagocitna sposobnost makrofaga
nakon primene VEPA sugeriSe da VEPA stimuliSe efektorska svojstava ovih ¢elija.
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Slika 22. In vitro delovanje VEPA na celije urodene i ste¢ene imunosti pokazano u ovoj doktorskoj
disertaciji.

Osim na ¢elije urodene imunosti, VEPA je ostvario uticaj i na celije steCenog imuniteta in
vitro. Primena VEPA dovela je do poveanja udela B i T limfocita, pri ¢emu i CD4" i CD8" T
limfocita. Tako produkcija citokina IFN-y, IL-17 i TGF-P karakteristi¢nih za Th1, Th17, odnosno Treg
¢elije nije bila promenjena usled primene VEPA, ovaj ekstrakt primenjen na naivne T limfocite
stimulisao je Thl diferencijaciju, dok je suprimirao diferencijaciju naivnih CD4" T limfocita u Treg. S
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obzirom da je Thl diferencijacija proces zavisan od IL-12 (Zhang i sar., 2014), ovo bi se moglo
povezati sa tim da je primena VEPA dovela do poveéane produkcije IL-12 iz makrofaga i da VEPA
upravo preko IL-12 stimulise Thl diferencijaciju. Osim toga, inhibicija Treg diferencijacije takode bi
mogla biti razlog stimulacije Thl diferencijacije. Medutim, iako usled primene VEPA makrofagi
povecano produkuju i IL-6, citokin koji promovise Thl7 diferencijaciju, diferencijacija naivnih T
limfocita u Th17 subpopulaciju nije promenjena usled primene VEPA. Razlog moze biti u tome Sto
ove celije zahtevaju prisustvo i TGF-B (Korn i sar., 2009), ¢ija je koncentracija u supernatantima
splenocita ostala nepromenjena nakon primene VEPA. Pokazani efekti in vitro primene VEPA na
¢elije urodene i steCene imunosti prikazani su na slici 22.

In vivo, oralna primena VEPA takode je ostvarila dejstvo na celije imunskog sistema misa.
Kada je u pitanju limfno tkivo creva, tretman miseva VEPA povecao je broj ¢elija unutar Pejerovih
plo¢a, u kojima je doslo do promene zastupljenosti razli¢itih populacija ¢elija imunskog sistema.
Medutim, obzirom da su B limfociti najzastupljenije ¢elije Pejerovih ploca, ¢ine¢i vise od polovine
¢elija imunskog sistema u ovom tkivu (Jung i sar., 2010), primena VEPA znacajno je povecala
apsolutni broj jedino B limfocita. Pokazano povecanje broja ¢elija u Pejerovim plocama moglo se
odigrati ili delovanjem VEPA na in situ proliferaciju ¢elija ili na migraciju ¢elija iz drugih tkiva, $to
nije dalje ispitivano u ovoj doktorskoj disertaciji. Tretman miSeva VEPA nije promenio apsolutni broj
intraepitelnih limfocita, ali je promenio zastupljenost makrofaga i citotoksi¢nih T limfocita, 1 kada je u
pitanju udeo i kada je u pitanju apsolutni broj ovih ¢elija. Dok je zastupljenost makrofaga unutar
intraepitelnih limfocita povecana usled tretmana VEPA, zastupljenost CD8" T limfocita je smanjena.
Osim toga, smanjen je i udeo efektorskih T limfocita, CD4" CD25%4¢" ¢elija. Ovo bi moglo ukazati
da unutar intraepitelnih limfocita VEPA dovodi do stimulacije ¢elija urodene imunosti, ali da u
odsustvu stimulusa na koji treba pokrenuti imunski odgovor ne dolazi do aktivacije ¢elija stecene
imunosti. U prilog tome idu rezultati dobijeni u misjim modelima infekcije i melanoma, u kojima
primena VEPA, osim povecéanja zastupljenosti makrofaga, dovodi i do poveéanja zastupljenosti
efektorskih ¢elija steCene imunosti znacajnih za eliminaciju L. monocytogenes, odnosno melanoma.
Dodatno, iako menja zastupljenost ¢elija imunskog sistema u limfnom tkivu creva, tretman VEPA
oralnom gavazom ne dovodi do oStecenja zida tankog creva, niti dovodi do morfoloskih promena
mukoze, submukoze i miSi¢nog sloja, sto ukazuje na odsustvo toksi¢nosti primenjene koncentracije
VEPA in vivo.

Osim lokalnog mesta delovanja VEPA, ispitan je i efekat koji ovaj ekstrakt ostvaruje na nivou
slezine, koji bi mogao odraziti uticaj VEPA na sistemski imunski odgovor. U supernatantima ¢elijske
kulture splenocita tretiranih zivotinja pokazano je da VEPA pospesuje produkciju proinflamacijskog
citokina IFN-y, dok ne ostvaruje uticaj na produkciju IL-17, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim in
vitro, gde je pokazano da VEPA stimuliSe diferencijaciju Thl subpopulacije T limfocita, koje
produkuju upravo IFN-y u cilju ostvarivanja svojih efektorskih svojstava.

Ovi rezultati pokazali su da oralna primena VEPA u dozi od 50 mg/kg telesne mase
neskodljiva za upotrebu jer ne narusava opste stanje miSeva, ne dovodi do smrtnih ishoda, niti dovodi
do ostecenja zida creva. S obzirom da in vitro primena VEPA deluje na ¢elije imunskog sistema i
pospesSuje oslobadanje proinflamacijskih medijatora, §to je potvrdeno i u in vivo uslovima nakon
oralnog tretmana miseva, moglo bi se zakljuciti da VEPA ima proinflamacijsko dejstvo.

Generalno, proinflamacijsko dejstvo razlicitih prirodnih i1 sintetskih jedinjenja ili smese
jedinjenja korisno je za modulaciju imunskog odgovora tokom infekcija i1 kancera. S obzirom na sve
¢eS¢u pojavu rezistencije na antibiotike, biljni produkti ostvaruju veliki potencijal na polju lecenja
bakterijskih infekcija, naroc¢ito unutarcelijskim patogenima, kako zbog svoje dostupnosti, niske cene i
netoksi¢nosti, tako i zbog svojih bioaktivnih komponenti koje mogu samostalno ili u kombinaciji sa
drugim terapeuticima ostvariti baktericidno dejstvo.
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Hipoteza o protektivnom efektu VEPA u misjem modelu infekcije L. monocytogenes,
unutarcelijske bakterije za ¢iju je eliminaciju neophodan jak proinflamacijski odgovor (Pamer, 2004),
pokazala se tacnom. Primena VEPA sedam dana pre inficiranja miSeva dovela je do brze eliminacije
bakterije iz organizma. Pretretman VEPA, osim §to je doveo do znacajno manjeg gubitka telesne mase
usled infekcije L. monocytogenes, sprecio je i uvecanje slezine, kao i prisustvo bakterije u ovom tkivu.

L. monocytogenes uneta oralnim putem dospeva u mukozu creva direktno, preko enterocita, ili
indirektno, putem Pejerovih ploca, nakon ¢ega sistemski dospeva do slezine, jetre i mozga (Schuppler
i Loessner, 2010; Pitts i D'Orazio, 2018). Drugog dana nakon administracije L. monocytogenes, u piku
infekcije, pretretman VEPA povecao je zastupljenost CD11b" makrofaga i CD8" T ¢elija i na mestu
inicijacije infekcije — u Pejerovim plo¢ama, kao i u ciljnom organu, slezini. Ovo je narocito vazno jer
smanjeno prisustvo L. monocytogenes u slezini moze biti posledica efikasnijeg imunskog odgovora na
bakteriju u ovom tkivu /ili u limfnom tkivu creva i samim tim manjeg broja bakterija koje su prosle
crevnu barijeru. Pri tome, najznacajnije ¢elije za eliminaciju unutarcelijskih bakterija su makrofagi,
zahvaljuju¢i svojstvu fagocitoze i produkcije ROS i NO, koji ucestvuju u ubijanju bakterije, kao i
citotoksi¢ni CD8" T limfociti, koji produkcijom perforina i granzima b direktno ubijaju zaraZzene ¢elije
(Pamer, 2004). S obzirom da je tretman VEPA u odsustvu infekcije doveo do promene zastupljenosti
samo dendritskih ¢elija u Pejerovim plo¢ama i CD4" T limfocita u slezini, ¢elija koje nisu neophodne
za eliminaciju L. monocytogenes ali su vazne za aktivaciju efektorskih ¢elija, moze se zakljuciti da je
pokazana brza eliminacija L. monocytogenes kod miseva pretretiranih VEPA najverovatnije rezultat
promena u imunskom sistemu koje su se desile pre infekcije i1 sledstvene brze aktivacije celija
znacajnih za antibakterijski imunski odgovor nakon infekcije. Dodatno, izostanak tretmana jedan dan
pre inficiranja miSeva iskljucio je direktan antibakterijski efekat VEPA.

Najuocljivija promena u piku infekcije nastala je u imunskom sistemu creva, gde je pretretman
VEPA, osim §to je povecao udeo CD11b" makrofaga, povecao i fagocitnu sposobnost mijeloidnih
¢elija, $to je u skladu sa pokazanim in vitro rezultatima koji su takode pokazali povec¢anu fagocitnu
sposobnost makrofaga usled primene VEPA. Slican efekat opisan je u studiji u kojoj proteinska
frakcija dobijena iz belog luka povecava citotoksi¢nost makrofaga i njihovu fagocitnu sposobnost in
vitro i aktivira makrofage da stimuliSu proliferaciju limfocita (Hirao i sar., 1987). Vodeni ekstrakt
Aralia cordata, biljke koja se se u azijskoj tradicionalnoj medicini koristi kao antiinflamacijski lek,
primenjen na makrofage dobijene iz kostne srzi doveo je do dozno-zavisne aktivacije ovih ¢elija,
povecane produkcije NO i proinflamacijskih citokina, kao i do brze eliminacije L. monocytogenes in
ViVO pospeSivanjem antibakterijskog imunskog odgovora. Imunomodulacijska svojstva ovog ekstrakta
uklju¢uju TLR/MyDS88 i NF-kB/MAPK signalne puteve (Seo i sar., 2016). Tretman VEPA pre
inficiranja miseva, osim povecane fagocitne sposobnosti mijeloidnih ¢elija Pejerovih ploca, doveo je i
do povecane produkcije ROS iz ovih ¢elija. Takode, pokazano je da je primena kvercetina, jedne od
aktivnih komponenti flavonoida, u miSjem modelu leukemije dovela do poveéane fagocitne
sposobnosti peritonealnih makrofaga (Yu i sar., 2010). S obzirom da su flavonoidi visoko zastupljeni u
VEPA, ova jedinjenja bi mogla biti odgovorna za stimulaciju fagocitoze koja je usled primene VEPA
primecena u ¢elijama Pejerovih plo¢a nakon inficiranja miSeva L. monocytogenes, ali i in vitro.

Nakon oralne primene L. monocytogenes, u MLC-u dolazi do prikazivanja antigena naivnim
CD8" T limfocitima, prvenstveno od strane dendritskih ¢elija (Qiu i sar., 2018). Kao $to je veé
pominjano, mijeloidne c¢elije fagocituju patogene i potom poveéavaju ekspresiju kostimulatornih
molekula CD80, CD86 ili CD40, koji posreduju u aktivaciji ¢elija adaptivnog imuniteta (D'Orazio,
2019). S tim u vezi, u MLC-u inficiranih miSeva usled administracije VEPA doslo je do poveéane
zastupljenosti CD11c¢” CD86" ¢elija, koje bi se mogle pripisati dendritskim ¢elijama koje eksprimiraju
CDS86, ali i CD11b" CD86" (elija, koje bi se mogle pripisati makrofagima koji eksprimiraju CDS86.
Ovo bi moglo ukazati da VEPA stimuli$e svojstva APC da aktiviraju naivne T limfocite.
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Prisustvo dendritskih ¢elija u slezini drugog dana nakon inokulacije L. monocytogenes bilo je
smanjeno u grupi pretretiranoj VEPA, Sto bi moglo ukazati da slezina, ciljni organ za diseminaciju ove
bakterije ne predstavlja primarno mesto u kome dolazi do prikazivanja antigena i aktivacije efektorskih
T ¢elija. Medutim, povecana zastupljenost makrofaga u slezini prac¢ena je pove¢anom zastupljenoscu
CD86" makrofaga u ovom tkivu, $to ukazuje da VEPA, osim §to pospesuje efektorska svojstva ovih
celija da eliminiSu bakteriju, ipak stimuliSe i svojstva koja ucestvuju u aktivaciji ¢elija adaptivne
imunosti. Nalik deSavanjima u slezini, i na mestu inicijacije infekcije, u Pejerovim plocama, VEPA je
povecao zastupljenost CD86" makrofaga, dok je efekat na zastupljenost CD86" dendritskih ¢elija
1zostao.

Osim povecane zastupljenosti makrofaga koji eksprimiraju ovaj kostimularorni molekul, usled
pretretmana VEPA, medu ¢elijama slezine povecana je i ekspresija iRNK za IL-6, citokin koji je je
vazan za eliminaciju L. monocytogenes od strane mijeloidnih celija (Liicke i sar., 2018), ali i za
aktivaciju ¢elija adaptivne imunosti i ispoljavanje efektorskih svojstava CD8" T limfocita (Bottcher i
sar., 2014). Dodatno, pretretman VEPA povecao je i ekspresiju iRNK za iNOS u splenocitima. Sli¢ni
rezultati dobijeni su in vitro, na peritonealnim makrofagima, u kojima je primena VEPA povecala
ekspresiju iNOS 1 IL-6, kao i produkciju NO. Ovi rezultati, iako u suprotnosti sa literaturnim podacima
do kojih su dosli Yahfoufi i sar. (2018), koji svedoce o uticaju aronije na smanjenje produkcije NO, u
skladu su sa pokazanim delovanjem VEPA in vitro i in vivo.

Medutim, postoje i studije koje su pokazale stimulatorne efekte aronije na produkciju NO,
kako primene etanolne frakcije aronije na endotelne éelije in vitro (Varela i sar., 2016), tako i soka od
aronije in vivo (Kim i sar., 2013). Takode, osim ekstrakata aronije i drugi ekstrakti su pokazali
stimulatorni efekat na aktivaciju makrofaga i produkciju NO. Tako, vodeni ekstrakt Herba
pogostemonis povecava ekspresiju iRNK za iNOS u makrofagima i menja njihovu morfologiju Stite¢i
miSeve od oStecenja jetre izazvane infekcijom Salmonella typhimurium i smrti (Kim i sar., 2012).
Ekstrakt Echinacea purpurea aktivira urodeni imunski odgovor, stimuliSu¢i produkciju IL-6, TNF,
IL-12 1 NO iz makrofaga in vitro (Sullivan i sar., 2008). Odredeni flavonoidi, kao Sto su
proantocijanidini mogu umereno povecati nivo NO u makrofagima (Kolodziej i sar., 2001), kao i u
endotelnim ¢elijama (Furuuchi i sar., 2018). U radu Lopez-Lopez i sar. (2004), detaljnije su ispitani
efekti kvercetina na NO i pokazano je da oni imaju sposobnost povecanja produkcije NO, kao i da
ostvaruju dugotrajniji efekat NO jer dovode do supresije enzima koji ucestvuju u stvaranju ROS 1 vrse
redukciju superoksida i peroksinitrita, koji neutralizuju NO. Medutim, povec¢ana produkcija ROS
nakon primene VEPA nije mehanizam povecanja NO. Rezultati su pokazali da VEPA deluje na
signalne puteve koji vode nastanku NO, kao $to je povecana aktivacija transkripcionog faktora NF-xB
i sledstvena stimulacija ekspresije iRNK za iNOS.

Osim povecane ekspresije proteina pl-kB/I-kB, VEPA je povecao ekspresiju i Notchl. Na
osnovu toga bi se moglo se zakljuciti da stimulatorni efekat na makrofage VEPA verovatno ostvaruje
upravo aktivacijom transkripcionog faktora NF-kB i regulatora transkripcije Notchl. Naime, IL-6
moze biti regulisan kanonskim NF-xB signalnim putem (Kishimoto, 1989) samostalno ili u
kombinaciji sa Notchl, proteinom koji omogucava deaktivaciju specifiénih represora RNK
transkripcije (Wongchana i Palaga, 2012). Stoga, povecanje ekspresije NF-xB i1 Notchl u
makrofagima nakon primene VEPA najverovatnije je odgovorno za povecanu ekspresiju iRNK za
IL-6. Dodatno, povecana ekspresija CD86 mogla bi biti odgovorna za povecanu ekspresiju IL-6, jer je
pokazano da unakrsno vezivanje CD80/CD86 stimuliSe IL-6 u dendritskim celijama preko NF-«xB i
Notchl (Koorella i sar., 2014).

Povecanje ekspresije CD86 u limfnom tkivu creva i u slezini nakon infekcije L. monocytogenes
kod miSeva pretretiranih VEPA praceno je povecanjem zastupljenosti populacije CD8" T limfocita.
Kada su u pitanju efektorska svojstva ovih celija, prisustvo ¢elija koje eksprimiraju perforin i koje
ucestvuju u direktnom ubijanju bakterija (Podack i Munson, 2016) je bilo povecano u slezini Zivotinja
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pretretiranih VEPA, dok je udeo ¢elija koje produkuju druge proinflamacijske medijatore (IFN-v,
granzim b) ostao nepromenjen. Unutar limfnog tkiva creva (Pejerove ploée, MLC), udeo éelija koje
produkuju perforin, granzim b i IFN-y ili IL-17 nije promenjen usled pretretmana VEPA. Ovo sugerise
da povecanje udela CD8" T limfocita uti¢e na efikasniju eliminaciju L. monocytogenes iz slezine, a
samim tim 1 iz organizma. Slicno ovome, primena ekstrakta belog luka nije dovela do promene
zastupljenosti makrofaga, dendritskih ¢elija, CD4" i CD8" T limfocita tokom eliminacije
Mycobacterium tuberculosis (Dwivedi i sar., 2019). Medutim, primena ovog ekstrakta stimulisala je
zastupljenost ¢elija koje produkuju IFN-y.

Ovi rezultati, prikazani na slici 23, mogli bi ukazati da VEPA deluje na brzu eliminaciju
L. monocytogenes iz organizma, prvenstveno deluju¢i na makrofage da ispolje svoja efektorska
svojstva na mestu inicijacije infekcije 1 u ciljnom organu za diseminaciju ove bakterije. Dodatno, u
slezini dolazi do povecane produkcije perforina, koji direktnim ubijanjem zarazenih ¢elija pospesuje
imunski odgovor na L. monocytogenes.
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Slika 23. Delovanje oralnog pretretmana VEPA na ¢elije imunskog sistema miSa vaZnih za eliminaciju
infekcije L. monocytogenes pokazano u ovoj doktorskoj disertaciji.

Hipoteza da ¢e VEPA delovati protektivno i u modelu kancera pokazala se tacnom, jer je u
miSjem modelu melanoma, tumora za ¢iju je eliminaciju takode neophodan jak proinflamacijski
imunski odgovor, VEPA ostvario znacajan efekat.

Poslednjih godina, zbog slabog odgovora na konvencionalnu terapiju, terapija kancera
fokusirana je na imunski sistem domacina i ulazu se veliki napori da se izazove efikasan antitumorski
imunski odgovor. Takode, konvencionalna terapija, kao Sto je hemoterapija, uniStava tumorske celije
koje se brzo umnozavaju, ali dovodi do ostecenja i drugih ¢elija u organizmu, dok imunoterapija pruza
mogucénost ciljanog ubijanja transformisanih ¢elija (Singh i Salama, 2016). U tom pogledu,
obecavajucu strategiju predstavljaju monoklonska antitela na negativne regulatore CTLA-4 i PD-1 i
humana IgG4 monoklonska antitela specificna za PD-1, pembrolizumab i nivolumab, predstavljaju
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prve terapeutike koji deluju na PD-1 i koje je odobrila Svetska zdravstvena organizacija u lecenju
melanoma koji ne reaguje na terapiju i na melnom koji nije moguée odstraniti hirurskim putem
(Carlino 1 sar., 2021). Medutim, iako inhibicija negativnih regulatora predstavlja efikasnu
antitumorsku terapiju, ona ispoljava i nezeljena dejstva zbog neadekvatne kontrole efektorskih
imunskih mehanizama. Tako, smanjenje broja naivnih T ¢elija sa jedne strane praceno je nakupljanjem
visoko reaktivnih memorijskih T ¢elija u perifernim organima, koje izazivaju inflamaciju i oStecenje
tkiva (Fritz i Leonardo, 2019). Anti-CTLA-4 terapija najvise pogada gastrointestinalni trakt i mozak,
dok anti-PD-1 terapija nosi rizik od oStecenja jetre, hipotireoidizma i upale plu¢a (Kumar i sar., 2017).
Stoga, upotreba prirodnih proizvoda, kao Sto su biljni ekstrakti koji deluju stimulatorno na imunski
sistem predstavljaju potencijal u lecenju tumora i u modelu melanoma razliciti produkti biljaka ili
gljiva pokazali su obecavajuce rezultate. Tako, ekstrakt opne crvenog pasulja pokazao je snazan
odgovor na melanom in vitro indukcijom apoptoze i vakuolizacije u B16-F10 ¢elijama (Nie i sar.,
2021), dok je ekstrakt crne kleke (Juniperus indica Bertol.) inhibirao rast i proliferaciju ovih celija
(Huang i sar., 2021). Dodatno, ekstrakt kivija ispoljio je antiproliferativna i proapoptotska svojstva na
CRL-11147 humanim ¢elijama melanoma (Kou i sar., 2021). Medutim, VEPA ispitan u ovoj
doktorskoj disertaciji nije ostvario direktan $tetan uticaj na B16 ¢elije melanoma in vitro, sude¢i prema
vijabilnosti ovih ¢elija nakon primene VEPA, kao i nepromenjenom udelu apoptoticnih i nekroti¢nih
¢elija u odnosu na netretirane celije. Uzimajuéi u obzir prethodne rezultate, moze se zakljuciti da
VEPA ostvaruje imunomodulacijsko dejstvo, i da pokazano antitumorsko dejstvo ostvaruje
delovanjem na ¢elije imunskog sistema da deluju protiv melanoma.

Osim u in vitro uslovima, pokazano je da ekstrakti biljaka deluju protiv melanoma in vivo, u
misjim modelima. Ekstrakt heksana iz korena Lithospermum erythrorhizon, biljke koja se koristi u
azijskoj tradicionalnoj medicini znacajno je smanjio veliinu i tezinu tumora i povecao broj
nekroti¢nih ¢elija u tumoru kod C57BL/6 miSeva. Ovaj ekstrakt je i in vitro ispoljio antitumorsko
dejstvo, indukcijom apoptoze u ¢elijama melanoma (Rajasekar i sar., 2012). Sli¢ne rezultate dali su i
ekstrakti drugih biljaka, kao $to su Alocasia cucullata, Bryonia dioica i Spondias cytherea, ¢iji se
efekti baziraju na direktnom negativnom uticaju na ¢elije melanoma i pokazani su i u in vivo i u in
vitro studijama (Fang i sar., 2018; Ben Abdessamad i sar., 2020; Yolande i sar., 2018).

Za razliku od veéine studija, koje pokazuju direktan negativan uticaj ekstrakata biljaka ili
njihovih izolovanih komponenti na c¢elije melanoma, studije koje pokazuju antitumorski efekat
delovanjem preko modulacije imunskog odgovora znacajno su rede. Za vodeni ekstrakt biljke Daphne
gnidium pokazano je da stimuli§e citotoksi¢nu aktivnost NK ¢elija i CD8" T limfocita, kao i
lizozomalnu aktivnost makrofaga kod miSeva sa melanomom (Chaabane i sar., 2016). Sli¢no, ekstrakt
Limoniastrum guyonianum ispoljio je jak antitumorski odgovor, ne samo inhibicijom rasta tumora i
povecanom apoptozom tumorskih ¢elija, ve¢ i pove¢anom proliferacijom splenocita i pojacanom
aktivno$¢éu NK ¢elija i CD8" T limfocita (Krifa i sar., 2014), dok su nanocestice poreklom od Panax
ginseng C.A. Mey suprimirale rast melanoma promovisuéi promenu polarizacije makrofaga od M2 ka
M1 fenotipu (Cao i sar., 2019).

U ovoj studiji, pretretman VEPA odloZio je pojavu tumora i usporio njegovu progresiju, koja
se odrazila u smanjenoj zapremini tumora. Osim toga, primecena je i povecana infiltracija celija
imunskog sistema u tumor, ukazujuci da se fokus imunskog odgovora nalazi u samom TME. Poznato
je da je za efikasan antitumorski imunski odgovor neophodna kooperacija ¢elija urodene i stecene
imunosti (Marzagalli i sar., 2019). U skladu sa tim, pretretman VEPA povecao je udeo makrofaga, NK
i NKT ¢elija unutar tumora — ¢elija urodene imunosti, kao i CD4" i CD8" T limfocita — ¢elija steCene
imunosti.

Sudeci po studiji koja je identifikovala proantocijanide iz semena grozda kao glavne medijatore
stimulacije imunskog sistema tokom antitumorskog imunskog odgovora posredstvom povecane
produkcije TNF iz ¢elija imunskog sistema (Tong i sar., 2011), moglo bi se pretpostaviti da su upravo
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proantocijanidini, koji su visoko zastupljeni u VEPA, odgovorni za dobijeni efekat potenciranja
proinflamacijskog odgovora. Medutim, suprotno ovoj studiji, pretretman VEPA nije promenio udeo
celija koje eksprimiraju TNF u TME. Osim TNF, drugi proinflamacijski medijatori mogli bi biti
odgovorni za pokazana svojstva VEPA. U odgovoru na tumor CD8" T limfociti i NK ¢elije dovode do
direktnog liziranja transformisanih ¢elija produkcijom perforina (Osinska i sar., 2014) i granzima b
(Hoves i sar., 2012). Medutim, udeo ¢elija koje produkuju ove medijatore u TME nije se promenio
usled pretretmana VEPA. Konac¢no, s obzirom da je produkcija IFN-y veoma vazna u odgovoru na
tumor, i1 da su prethodni rezultati pokazali da VEPA stimuliS§e Thl imunski odgovor i produkciju
IFN-y, pretretman VEPA pre indukcije melanoma i nastavak tretmana povecao je udeo IFN-y" NK
¢elija, CD4" i CD8" T limfocita u TME, ukazuju¢i da VEPA stimuliSe efektorske funkcije ovih éelija,
koje se ogledaju u produkciji IFN-y.

IFN-y je proinflamacijski citokin koga produkuju makrofagi, aktivirani CD8" T limfociti, NK
¢elije 1 Thl pomo¢nic¢ki T limfociti. Tokom inflamacije on ima ulogu hemoatraktanta, privlaceci
neutrofile i T ¢elije na mesto inflamacije, a takode utiCe i na ubijanje transformisanih ili inficiranih
¢elija od strane citotoksi¢nih T limfocita povecanjem ekspresije MHC molekula I klase na ciljnoj ¢eliji
(Bhat i sar., 2017). Takode, pokazano je da u odsustvu perforina IFN-y povecava sposobnost CD8" T
limfocita da ubiju ciljnu ¢eliju posredstvom Fas/Fas liganda (McKenzie i sar., 2006). U miSjem
modelu tumora oka pokazano je da je odbacivanje ovog tumora zavisno od IFN-y i citotoksi¢nih T
limfocita. Subkutana indukcija tumora koja je prethodila intraokularnoj indukciji tumora sprecila je
razvoj tumora oka kod kontrolnih Zivotinja, dok se kod miSeva kojima je deletiran gen za IFN-y tumor
oka razvio, uprkos migraciji CD8" T limfocita specificnih za antigene tumora u oko. Medutim,
citotoksi¢ni T limfociti poreklom iz kontrolnog misa koji su adoptivnim transferom preneti u misa koji
ne proizvodi IFN-y doveli su do odbacivanja tumora oka, sugeriSuc¢i na neophodnost IFN-y za efikasan
CD8" T ¢elijski odgovor na tumor (Ligocki i sar., 2016). Osim $to uti¢e na CD8" T ¢elije da ispolje
svoja efektorska svojstva, IFN-y se produkuje iz ovih ¢elija i on ima vaznu ulogu u antitumorskom
imunskom odgovoru. Pokazano je da u kulturi cCelijskih linija karcinoma pluca A549 1 H460
aktivacijom JAK-STAT1 kaspaznog signalnog puta IFN-y dovodi do apoptoze ovih ¢elija (Song i sar.,
2019). U misjem modelu melanoma takode je pokazano da IFN-y zajedno sa IRF3 i [ISG54 ucestvuje u
kontroli tumorskih ¢elija tokom antitumorskog imunskog odgovora (Guinn i sar., 2017). Tako prva
klinicka ispitivanja upotrebe rekombinantnog IFN-y u leCenju kancera nisu pruzila obeéavajuce
rezultate (Zaidi, 2019) i iako postoje literaturni podaci o efektima ovog citokina na promovisanje rasta
tumora (Mojic i sar., 2018), rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da VEPA imunomodulacijom
stimuliSe antitumorski imunski odgovor i produkciju IFN-y, koja deluje inhibitorno na razvoj i rast
melanoma. Ovo sugeriSe da nezeljena dejstva koja proizilaze iz direktne upotrebe rekombinantnog
IFN-y mozda mogu biti izbegnuta upotrebom prirodnih proizvoda koji podsti¢u njegovu produkciju
delovanjem na ¢elije imunskog sistema da efikasnije odgovore na tumor.

Dodatno, pretretman VEPA je doveo do povecane koncentracije IFN-y u supernatantima
¢elijske kulture splenocita i u serumu, $to bi moglo oslikati sistemski imunski odgovor na primenu
VEPA, koji nije uticao na produkciju drugih proinflamacijskih citokina. Takode, ovo sugeriSe da je
glavni efekat delovanja VEPA na imunski sistem u mi§jem modelu melanoma produkcija IFN-y. Ovo
je potvrdeno eksperimentom u kome je pokazano da Celije slezine poreklom iz Zivotinja pretretiranih
VEPA ostvaruju vecu citotoksi¢nost prema B16 ¢elijama u odnosu na celije iz kontrolnih Zivotinja
kojima je indukovan melanom. Dodatno, primena neutraliSu¢eg anti-IFN-y antitela dovela je do
izostanka ovog efekta, pri cemu je citotoksicnost ¢elija poreklom iz VEPA pretretiranih Zivotinja
ostala na nivou ¢elija poreklom iz kontrolne grupe.

Osim povecanja zastupljenosti efektorskih celija, pretretman VEPA smanjio je zastupljenost
MDSC u TME, kao i CCR5" MDSC. Ovo je naro¢ito vazno jer su CCR5" MDSC izuzetno potentne
imunosupresivne celije, za koje je pokazano da se akumuliraju u lezijama melanoma i da je njihovo
prisustvo u vezi sa progresijom tumora (Blattner i sar., 2018). Osim toga, iako VEPA nije doveo do
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promene udela Treg unutar tumora, udeo Treg koje eksprimiraju CTLA-4 bio je smanjen. Naime,
povecana ekspresija ovog negativnog regulatora imunskog odgovora na Treg u pozitivnoj je korelaciji
sa progresijom tumora. Tako, u kanceru plu¢a pronadeno je znacajno vise Treg koje eksprimiraju
CTLA-4 u bronhoalveolarnoj te¢nosti nego u bronhoalveolarnoj tec¢nosti ili perifernoj krvi zdravih
osoba (Kwiecien i sar., 2017). Takode, Treg koje eksprimiraju CTLA-4 na svojoj povrSini povecano su
zastupljene u tkivima tumora glave i vrata i u vezi su sa jakim supresivnim funkcijama Treg (Matoba i
sar., 2019). S tim u vezi, moglo bi se re¢i da VEPA smanjenjem udela Treg koje eksprimiraju CTLA-4
unutar tumora smanjuje supresivna svojstva ovih ¢elija, ¢ime se, pored ostalog, ostvaruje efektivniji
antitumorski imunski odgovor. Sli¢no rezultatima dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji, pokazano je
da lipozomi koji sadrze hlorogenu kiselinu pokazuju snazan antitumorski odgovor stimuliSuci
infiltraciju CD4" i CD8" T limfocita i inhibiraju¢i MDSC (Zhang i sar., 2021), §to bi moglo ukazati da
i hlorogena kiselina, jedna od najzastupljenijih komponenti VEPA, moze doprineti pokazanim
imunomodulacijskim i antitumorskim svojstvima VEPA. Na slici 24 prikazani su efekti pretretmana
VEPA na antitumorski imunski odgovor unutar melanoma.

VEPA pretretman

E

+
indukcija melanoma
i nastavak tretmana

|

__________________ IFN-y produkujuce
g CD4 T, CD8Ti NK celije

ﬁ i NK celije -
1 B 83

CTLA4 * Treg celi
CDA4T celije bk

CD8T celije s
NKT celije

T%%*T%Tﬁ

makrofagi

Slika 24. Delovanje oralnog pretretmana VEPA na ¢€elije imunskog sistema misa u TME nakon indukcije
melanoma pokazano u ovoj doktorskoj disertaciji.

Oralna primena supstanci moze uticati na sastav mikrobiote u gastrointestinalnom traktu, na
imunski sistem creva, kao i na njihov medusobni uticaj (Buchta Rosean i Rutkowski, 2017). S obzirom
da ciljevi ove doktorske disertacije ne ukljucuju ispitivanje delovanja VEPA na mikrobiotu creva,
ispitani su efekati oralne primene VEPA na imunski sistem creva odredivanjem sastava celija
imunskog sistema u MLC-u. Iako nije ostvario uticaj na zastupljenost razli¢itih populacija éelija
imunskog sistema u MLC-u, VEPA je poveéao zastuplienost IFN-y" ¢elija i smanjio zastupljenost
CCR9" CD8' T ¢elija. Kako je CCR9 receptor karakteristi¢no eksprimiran u crevu (Hammerschmidt i
sar., 2008), odsustvo celija koje eksprimiraju ovaj marker moze sugerisati na njihovu migraciju u
TME, gde je svakako pokazana povecana zastupljenost CD8" T ¢elija nakon pretretmana VEPA. Ovi
rezultati ukazuju da VEPA ostvaruje efekte znacajne za antitumorski imunski odgovor i u limfnom
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¢voru koji drenira crevo, iako ovo tkivo nije glavno mesto delovanja VEPA u eksperimentalnom
modelu melanoma.

Na osnovu rezultata dobijenih u misjem modelu melanoma moze se zakljuciti da VEPA
poseduje svojstva znacajna za antitumorski imunski odgovor, koja ostvaruje povecanjem
zastupljenosti efektorskih ¢elija u TME i produkcijom IFN-y, ne samo u TME, ve¢ i u limfnom tkivu
creva, u slezini i serumu. Ovi efekti su dodatno pojacani inhibicijom MDSC i CTLA-4" Treg u TME,
¢elija koje podrzavaju rast tumora. Ovakva funkcionalna aktivacija imunskog sistema od strane VEPA
moze biti obecavajuca strategija za tretman melanoma samostalno ili u kombinaciji sa drugim
poznatim citostaticima ili drugim lekovima.

Svi zajedno, rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na imunomodulacijska svojstva VEPA
i potencijalnu primenu u lecenju stanja koja zahtevaju proinflamacijski imunski odgovor, samostalno
ili kao dopunska terapija.
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6. Zakljucci



Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata, iz ove doktorske disertacije mogu se
izvesti slede¢i zakljucci:

1. VEPA deluje na celije urodene i steCene imunosti da ostvare svoj proinflamacijski
potencijal in vitro:

e Povecanjem produkcije proinflamacijskih medijatora iz dendritskih ¢elija i makrofaga, kao
i povecanjem sposobnosti makrofaga da vrse fagocitozu

e Povecanjem udela CD4", CD8" T limfocita i B limfocita u ¢elijskoj kulturi splenocita

e Stimulisanjem diferencijacije naivnih CD4" T limfocita ka Thl fenotipu i supresijom
diferencijacije Treg

2. VEPA ostvaruje efekat na ¢elije urodene i steCene imunosti in vivo:

e Promenom zastupljenosti ¢elija urodene i stecene imunosti unutar intraepitelnih limfocita i
Pejerovih ploca, kao i povecanjem produkcije proinflamacijskog citokina IFN-y u slezini
nakon tretmana zdravih C57BL/6 miSeva

3. Pretretman VEPA pospesuje eliminaciju L. monocytogenes:

e Povecanjem zastupljenosti makrofaga i citotoksicnih T limfocita u Pejerovim plocama i
slezini

e Povecanom ekspresijom citotoksicnog medijatora u ¢elijama slezine

e Stimulisanjem fagocitoze u Pejerovim plocama 1 slezini, kao i povec¢anoj produkciji ROS u
Pejerovim plodama, poveéanjem ekspresije kostimulatornog molekula na APC-ama u
Pejerovim plo¢ama, MLC-u i slezini i poveéanjem ekspresije iRNK za proinflamacijske
medijatore u slezini

e In vitro povecanoj ekspresiji iRNK za proinflamacijske medijatore u makrofagima, kao i
povecanoj ekspresiji proteina uklju¢enih u signalne puteve ovih proinflamacijskih
medijatora

4. Pretretman VEPA suprimira razvoj melanoma:

e Povecanjem zastupljenosti ¢elija imunskog sistema unutar tumora, i to i ¢elija urodene i
steCene imunosti, koje su od znacaja za antitumorski imunski odgovor sa istovremenim
smanjenjem zastupljenosti ¢elija imunskog sistema koje promovisu rast tumora

e Povecanjem produkcije IFN-y od strane NK ¢elija, CD4" i CD8" T limfocita

e Poveéanjem produkcije IFN-y u MLC-u i slezini i povecanjem koncentracije ovog
proinflamacijskog citokina u serumu

e Smanjenjem zastupljenosti tkivno-specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita u MLC-u

e Povecanjem citotoksicnosti splenocita delovanjem preko IFN-y

e Nezavisno od direktnog citotoksicnog uticaja na B16 celije

Na osnovu iznetih konkretnih zaklju¢aka moze se izvesti opsti zakljucak da pretretman VEPA
deluje na ¢elije imunskog sistema da efikasnije odreaguju na unutarcelijske bakterije, Sto je pokazano
u misjem modelu infekcije L. monocytogenes, ili protiv transformisanih celija, §to je pokazano u
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miSjem modelu melanoma. U odsustvu dodatnog stimulusa koji bi uticao na imunski odgovor,
odnosno primenom VEPA na intaktne Zivotinje, dolazi do lokalne promene distribucije c¢elija
imunskog sistema i sistemske produkcije proinflamacijskih medijatora. Pokazane efekte VEPA

ostvaruje isklju¢ivo imunomodulacijom, budu¢i da samostalno ne dovodi do ubijanja B16 ¢elija
melanoma.
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Institutu od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, u okviru istog projekta, a od januara 2020. godine u
okviru aktivnosti ugovora br. 451-03-68/2020-14/200007, takode finansiranom od strane Ministarstva
prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije. Zvanje istrazivac saradnik stekla je u novembru
2020.godine. Kao uéesnik programa ,,Saradnja srpske nauke sa dijasporom — vauceri za razmenu znanja‘,
finansiranog od strane Fonda za nauku Republike Srbije, u okviru projekta ,, Treatment of type 1 diabetes
with mesenchymal stem cells isolated from hair follicles* (T1DmCell) u periodu jun-jul 2021. godine
boravila je u Lajpcigu, Nemacka, gde je stekla znacajna znanja i iskustva.

Clan je Drustva imunologa Srbije, Srpskog biohemijskog drustva, Srpskog drustva za molekularnu
biologiju, a putem ovih i Evropske federacije imunoloskih drustava (European Federation of
Immunological Societies, EFIS) i Federacije evropskih biohemijskih drustava (Federation of European
Biochemical Societies, FEBS).

Dragica Gaji¢ je koautor na 12 nauc¢nih radova objavljenih u medunarodnim casopisima. Ima 8 saopsStenja
na skupovima medunarodnog znacaja i 12 saopStenja na skupovima nacionalnog znacaja. Iz doktorske
disertacije proistekla su tri rada, objavljena u ¢asopisima M21 kategorije. Kao predava¢ ucestvovala je u
promociji imunoterapije u Srbiji, kampanji nagradenoj od strane Internacionalne unije imunoloskih
drustava (IUIS) 2016. godine, kao i u organizaciji i realizaciji dvodnevne radionice u okviru projekta
T1DmCell za 20 ucesnika, medu kojima najvise studenata.
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