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encefalitogeni potencijal T limfocita pacova u eksperimentalnom autoimunskom 

encefalomijelitisu 

 

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) je model multiple skleroze (MS), 

hroni inflamatorne bolesti centralnog nervnog sistema (CNS). Osnovne patogene 

populacije u EAE su efektorski T limfociti koji produkuju interferon-

interleukin-17 (Th17) i aktivirani makrofagi koji dovode do o  

vidu da krastavac (Cucumis sativus) predstavlja bogat izvor sekundarnih metabolita kao 

ekstrakata krastavca na encefalitogeni potencijal T limfocita, efektorske funkcije 

makrofaga i antigen-

produkciju IFN-  i IL-

puteve Nf- K je ostvario inhibitorno dejstvo na 

efektorske funkcije makrofaga i antigen-

Danio rerio) in vivo. Dalje, ELK 

je uspe  nakon in vivo primene u EAE. 

Kvantitativna i kvalitativna analiza ELK metodom masene spektrometrije potvrdila je 

jedinjenja. Shodno tome, ispitana su i imunomodulacijska dejstva kukurbitacina B i 

va ELK. 

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na to da ekstrakt lista krastavca i 

i 

CNS.  

 

ekstrakt lista krastavca, kukurbitacini 

 Biologija, Imunologija 



 
 

Effects of different Cucumber extracts (Cucumis sativus L. cv. Chinese long) on the 

encephalitogenic pontential of T lymphocytes in experimental autoimmune 

encephalomyelitis 

Abstract 

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal model of multiple 

sclerosis (MS), a chronic inflammatory disease of the central nervous system (CNS). T 

lymphocytes, which produce interferon- -17 (Th17), and activated 

macrophages, that lead to CNS damage, are the major pathogenic cell populations in 

EAE. Having in mind that cucumber (Cucumis sativus) is a rich source of secondary 

metabolites such as polyphenols and cucurbitacins, in this study, for the first time, the 

effects of various cucumber extracts were investigated on encephalytogenic T 

lymphocytes, effector function of macrophages and antigen-presenting activities of 

dendritic cells (DC). The results show that cucumber leaf extract (CLE) expresses the 

most potent effect by inhibiting the production of IFN- -17 in encephalytogenic 

T lymphocytes, through modulation of signaling pathways Nf-

Additionally, CLE imposes an inhibitory effect on the effector functions of 

macrophages and antigen-presenting activity of DC in concentrations that do not show 

cytotoxicity in zebrafish (Danio rerio) in vivo. Also, CLE inhibits generation of 

encephalitogenic cells in vivo. Phytochemical analysis of CLE, characterized by mass 

spectrometry, confirmed the presence of 37 different compounds, among which 

cucurbitacins were the most abundant compounds. Hence, the immunomodulatory 

effects of cucurbitacin B and cucurbitacin E were also examined on the major immune 

cells involved in EAE pathogenesis. The obtained results confirm the effects of CLE, 

suggesting that cucurbitacins are, at least partially, responsible for its effects. The 

results of this doctoral dissertation indicate that the cucumber leaf extract and its major 

constituents cucurbitacins have anti-encephalitogenic effects in the EAE model, 

Moreover, they suggest the importance of additional research towards novel highly 

efficient CNS autoimmunity treatments. 

Key words: experimental autoimmune encephalomyelitis, encephalitogenic T cells, 

cucumber leaf extract, cucurbitacins 

Research area: Biology, Immunology 
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1.2.   Multipla skleroza, etiologija i rizici 

 

Procenjuje se da oko 2.5 miliona ljudi eta boluje od multiple skleroze (MS), 

centralnog nervnog sistema (CNS), koja izaziva ozbiljne 

 (Compston i Coles, 2008). Bolest se 

, pre svega vizuelne smetnje, 

motorne disfunkcije, umor, bolove i kognitivne  (Compston i Coles, 2008). 

K e manifestacije bolesti su posledica lezija unutar CNS (Kearney i sar., 2015). 

Ove lezije su glavna odlika MS i nastaju usled u CNS koju 

predvode CD4+ T limfociti reaktivni na antigene CNS. Kada dospeju unutar CNS, ove 

prekida u prenosu nervnih signala i manifestacije bolesti (Frischer i sar., 2009). Zbog 

se smatra autoimunskom , a autoreaktivni CD4+ T limfociti koji reaguju na 

antigene CNS .  

 koja se jav je relapsno-remitentna 

 

oravka da bi se ciklus relapsa i remisije stalno 

smenjivao tokom bolesti. Relapsi su povezani sa inflamacijom CNS i demijelinizacijom 

koje su prepoznatljive na magnetnoj rezonanci kao lezije u beloj masi CNS (Kutzelnigg 

i Lassmann, 2014) nja tokom svake remisije se smanjuju kako se 

zvije sekundarnu 

progresivnu MS nakon 10  20 godina od uspostavljene dijagnoze. U sekundarnoj 

progresivnoj MS inflamacijske tok bolesti 

je posledica atrofije CNS tj. smanjenja zapremine mozga i gubitka aksona. Svega 10% 

pacijenata razvije primarno-progresivnu bolest, kod koje se stanje pacijenata konstantno 

h remisija. Pored pobrojanih formi MS, postoje i retke forme kao 

-relapsna i pedijatrijska bolest, kao i tumefaktivni oblik MS koji 

Sa druge strane, postoje i benigne 

forme bolesti, gde tokom 

deficita (Dendrou i sar., 2015). 
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Kako s je 

forme bolesti mogu biti klasifikovane kao jedinstvene bolesti i da 

li bi takav pristup imao uticaja 

primenu (Dendrou i sar., 2015). Dobar primer neophodnosti pravilne klasifikacije 

iple skleroze 

(Lennon i sar., 2004)

astrocitima (Lennon i sar., 2005) ija MS 

kontraindikovana kod pacijenata obolelih od OSE (Miller i sar., 2008). Pretpostavlja se 

MS 

nj ija. 

MS da li on varira od pacijenta do 

, kolika je i 

(GWAS, od eng. Genome-Wide Association Studies) su 

 (Miller i sar., 2008). 

doprinose riziku nastanka 

  faktora 

npr. 

podaci (Brodin i sar., 2015) (Belbasis i sar., 2015). Bez jasnih  

koji bi uzrokovali MS i dalje ostaje pitanje da li je  za nastanak bolesti na 

 za 

nastanak MS na periferiji pretpostavka je da autoreakti na 

periferiji  (molekulska mimikrija (Harkiolaki i sar., 2009) 

i sar., 2009) (Olson i sar., 2005), bistandardna aktivacija ili ko-ekspresija T 

TCR, od eng. T Cell Receptor)  (Ji i sar., 

2010)  
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 za razvoj bolesti, pri 

 se  Ovi 

 u CNS bi mogli biti virusna infekcija, neurodegeneracija ili 

oligodendropatija (Heneka i sar., 2014).  

Kada se govori o 

povezanim  (Beecham i 

sar., 2013)

inicijacija 

MS nastaje na periferiji, a ne u CNS. Analize bazirane na traganju za genima 

kandidatima, izdvojile su interleukin(Il)-2, interferone (Ifn) i Nf-  bitnim za nastanak 

bolesti i sar., 2015). saglasnosti 

nastanak bolesti. Do danas, nekoliko genskih alela im 

determinantama za nastanak bolesti. To su: HLA-A*02:01 i HLA-DRB1*15:01 (Friese i 

sar., 2008) (Gregersen i sar., 2006) kao i aleli koji kodiraju e receptora citokina 

IL-2 i IL-7 (IL- - (Hartmann i sar., 2014) (Dendrou i sar., 2009) (Gregory i 

sar., 2007) i sar., 2013)

izmenjene osetljivosti na citokine, produkciju citokina i homeostatsku proliferaciju, a 

sve u konteks

vezi sa genskim polimorfizmima asociranim sa MS je da varijante gena HLA 

 

rizika za 

nastanak MS. 

Ako se govori o faktorima sredine koji doprinose nastanku bolesti, oni se mogu svrstati 

 virusa i obrazci 

mirkroorganizama koji mehanizmom molekulske mimikrije doprinose aktiviranju ovih 

ja (Harkiolaki i sar., 2009) i sar., 2009) (Olson i sar., 2005). 
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Dalje, faktori sredine mogu da dovedu do naru

novih autoantigena (Scally i sar., 2013) 

ela virusnog encefalomijelitisa i sar., 

2009) (Miller i sar., 1997)  sa 

imunomodulacijskim 

stva i proinflamacijski milje. Zanimljivo je da npr. periferna inflamacija izazvana 

perivaskularne makrofage u CNS (Dantzer i sar., 2008)

horoidnom pleksusu mogu da odgovore na molekulske obrazce asocirane sa patogenima 

(PAMP, od eng. Pathogen-Associated Molecular Pattern) (Quan i sar., 1998) (Vitkovic i 

sar., 2000). Pored to

neurodegeneraciju, bez potrebe za prethodnim aktiviranjem autoreaktivnog odgovora. 

Do danas, faktori sredine za koje postoje mnogi pokazatelji 

spadaju nedostatak vitamina D, humani citomegalovirus (Belbasis i sar., 2015), 

 cirkadialni ritam i sar., 2011). P -Barov virus 

(EBV) i dalje  (Belbasis i sar., 2015) iako 

genskog faktora (Belbasis i sar., 2015). o ulozi humanih virusa u 

nastanku MS , razumevanje njihovog uticaja  uvek 

nedovoljno ispitano (Virgin, 2014). Isto je i sa mikrobiomom creva

 su i te kako pod uticajem faktora 

sredine (Yatsunenko i sar., 2012). Studije su pokazale da 

promene u mikrobioti creva , kao i 

same posledice bolesti (Berer i sar., 2011). 

. 
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1.2.   Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis  

 

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) je najbolje okarakterisan i 

 . i 

se  osetljivim vrstama i sojevima glodara i 

primata (Rivers i Schwentker, 1935). Aktivna indukcija podrazumeva imunizaciju 

mijelina (MBP), mijelin oligodendrocitni glikoprotein (MOG), proteolipidni protein 

(PLP), kao i peptidima ovih proteina 

(Gold i sar., 2006). Alternativno, izazvana transferom encefalitogenih 

CD4+ T organa 

aktivan EAE. Ovakav postupak se naziva pasivna indukcija EAE (Ben-Nun i sar., 

1981).  

EAE zavise od vrste i soja  

(Simmons i sar., 2013). ga 

. U EAE se inflamacija predominantn

nedostatak inflamacije u mozgu je osnovna razlika u odnosu na pacijente obolelih od 

lamacijom i u mozgu i u 

C3HeB/FeJ (Stromnes i sar., 

2008).  

su spontano jer njihovi 

limfociti eksprimiraju T elijske receptore i/ili antitela a za antigene mijelina 

(Krishnamoorthy i sar., 2007)

demijelinizacije u CNS izazvan hemijski (kuprizonom, etidijum bromidom, 

lizolecitinom) ili virusom (TMEV, od eng. Theiler's Murine Encephalomyelitis Virus ili 

(Rodriguez, 2007). 

inflamacijskih mehanizama i neurodegeneracija koj kod MS. Dalje, 

monofazni tok bolesti. 



7 
 

-remitentni i progresivni model 

bolesti (Simmons i sar., 2013). Pored spomenute razlike u mestima inflamacije CNS 

infiltrati imunskih 

 unutar CNS se bitno razlikuju u modelu EAE i MS. Tako je zbog imunizacijskog 

+ minantan u EAE, dok su u MS naj

CD8+  (Babbe i sar., 2000). Isto tako, 

heterogenost koja postoji kod obolelih od MS, ali ne i kod EAE modela gde se koriste 

in  (Mix i sar., 2010). 

interpretaciju rezultata, EAE doprinosi rasvetljavanju i i heterogenosti same 

MS, .  

 

1.3. Imunopatogeneza multiple skleroze i eksperimentalnog autoimunskog 

encefalomijelitisa 

 

O

bolesti. Primena antigena 

dovodi do lokalnog aktiviranja antigen-  , 

makrofaga),  i prezentaciju naivnim T 

limfocitima  . Naivne CD4+ T 

svog TCR prepoznaju antigen koji je prikazan u sklopu glavnog kompleksa tkivne 

podudarnosti II (MHC II, od eng. Major Histocompatibility Complex II) od strane 

 -stimulatornim 

encefalitogene pomo  subpopulacije Th1 i Th17 (Th od engl. T helper) (Hafler i 

sar., 2005) (Kapadia i Sakic, 2011)   ulaze u 

cirkulaciju i dospevaju do CNS gde se reaktiviraju dejstvom lokalnih antigen-

,  na mesto 

inicijalne infiltracije i  u CNS (McMahon i sar., 2005) (Ransohoff i 

sar., 2003) (Slika 1). 

 fenotipom i funkcijama (Sonar i Lal, 2017).  
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Tokom aktiviranja TCR, u prisustvu citokina IL-12 i IFN- dolazi do aktiviranja 

signalnih puteva IL-12/STAT4 i IFN-

produkcija proteina regulatora ekspresije gena T-bet, koji je odgovoran za 

populaciju (Szabo i sar., 2000) (Thieu i sar., 2008). 

- faktor nekroze tumora (TNF, od eng. Tumor 

Necrosis Factor)  eliminaciju 

(Knochelmann i sar., 2018). prekomerna 

aktivacija i funkcionisanje a je sa patogenezom EAE, MS i drugim 

autoimunskim bolestima (Yang i sar., 2009). 

 

 

 
Slika 1. Shematski prikaz imunopatogeneze EAE.  

 

T  su dugo vremena ama u indukciji EAE (Sospedra i 

sar., 2005) deficijentni u 

regulatornom proteinu T-bet su rezistentni na indukciju EAE (Bettelli i sar., 2004).  
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-23 neohodan za razvoj EAE (Becher i sar., 2002), 

-23 i koje mogu da 

indukuju EAE (Cua i sar., 2003). U mnogim EAE modelima, bolest indukovana Th17 

ona indukovana ma 

(Langrish i sar., 2005a) i sar., 2009). T  

, o su IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 i faktor stimulacije rasta 

granulocita i makrofaga (GM-CSF, od eng. Granulocyte-Macrophage Colony-

Stimulating Factor) (Stadhouders i sar., 2018).  

ROR-  

direktno indukuje ekspresiju citokina IL-17A/F (Ivanov i sar., 2006). Konvencionalne 

prisustvu TGF-  i IL-6 su nepatogene u EAE i imaju ulogu u 

eostaze mukoze i antibakterijsku funkciju (McGeachy i sar., 2007). 

- -23 i TGF-

(Langrish i sar., 2005b) 

(Ghoreschi i sar., 2010) (Stockinger i Omenetti, 2017). Regulatorni protein STAT3 je 

-6 i IL-21. Na molekulskom nivou, STAT3 

-

ra IL-23 (IL-23R), nepohodnog za razvoj Th17 i 

citokina IL-17 potrebnog z ke populacije (Nurieva i sar., 

2007) (Ivanov i sar., 2006). Diferencijacija naivnih T 

molekulima mikroRNK (miRNK) (Teteloshvili i sar., 2015). 

miRNK predstavljaju veliku familiju RNK 

uloga ogleda u post-transkripcionoj regulaciji genske eks

(Krol i sar., 2010) (Eulalio i sar., 2008). Tako je pokazano da miR-146a kontroli  Th1 

diferencijaciju dok miR-155 i miR-326  diferencijaciji (Hu i sar., 

2013).  

M su na ispitivanju uloge  u EAE i MS. Obe 

, i Th1 i Th17 su identifikovane i u CNS i 

(CSF, od eng. Cerebrospinal Fluid) pacijenata sa MS (Link i sar., 1992) (Kebir i sar., 

2007a).  
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tipovima patologije i obrascima inflamacije. 

relapsa i progresije (Frisullo i sar., 2008) (Tzartos i sar., 2008). Studija koja je ispitivala 

CSF produkuje IFN- l va tokom perioda 

relapsa u odnosu na remisiju (Brucklacher-Waldert i sar., 2009). Isto tako, pokazano je 

da pacijenti oboleli od RRMS koji imaju lezije predominantno  

predominantnim u mozgu (Johnson i sar., 2016). 

u EAE 

ukuju CXCL1 i CXCL2 

(Kroenke i sar., 2008). 

su ataksija, defekti u propriocepciji i 

kotrljanje (Stromnes i sar., 2008) (Domingues i sar., 2010). Zbog toga, Th1 i Th17  

odrednice sastava infiltrata i obrazca inflamacije u CNS. 

z bio je 

produkciji citokina istovremeno da 

eksprimiraju regulatorne proteine ROR- -bet i da produkuju oba citokina IL-17 i 

IFN-  (Abromson-Leeman i sar., 2009)

patogena u modelu EAE (Peters i sar., 2011)

mogu da eksprimiraju IL-17 (Kurschus i sar., 2010) i da su IL-17+IFN- + 

detektovane i u mozgu pacijenata obolelih od MS (Kebir i sar., 2009). -

  pratiti produkciju IL-

17 u vremenu, pokazale su e infiltrisanih u CNS u nekom trenutku 

produkuju IL-17, da bi u  produkciju IL-17 zamenila produkcija IFN- (Hirota 

i sar., 2011). ex-Th17  produkciju IL-17 i ROR-

produkciju receptora IL-  zavisan od IL-23.  
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Da bi se detaljnije ispitao uticaj citokina IFN- -17 u patogenezi EAE, napravljeni 

su EAE modeli koji su deficijentni u ovim citokinima h1 

studije su pokazale da IFN- nastanak 

EAE (Ferber i sar., 1996a) (Wensky i sar., 

2005). Na primer, primena IFN- flamaciju (Simmons i 

Willenborg, 1990) (Sethna i Lampson, 1991) dok administracija antitela koja blokiraju 

IFN- EAE (Billiau i sar., 1988). EAE 

nedostaju geni koji kodiraju za citokin IFN- njegov receptor (IFN- p35 

subjedinicu IL-

(Steinman, 2007).  IFN-  

obustavljena je  da ovaj 

citokin ipak deluje proaktivno na samu bolest (Panitch i sar., 1987).  

Iako je pokazano da IL-17 nije obavezan za indukciju EAE (Haak i sar., 2008), 

je pokazano  bolesti EAE, i modeli koji su 

deficijentni u citokinu IL-17 i njegovom receptoru (IL-17R) odlikovali su se smanjenom 

incidencom i bolesti, kao i (Hofstetter i sar., 2005) 

(Hu i sar., 2010). S obzirom na rezultate ovih 

ciljem neutralisanja IL-17 kod pacijenata. Rezultati su pokazali da je primena anti-IL-17 

antitela kod pacijenata obolelih od RRMS dovela do redukcije aktivnih lezija i trenda 

smanjenja perioda relapsa i sar., 2016). 

patogenezi inflamacije CNS, verovatno je balans IL-17, IFN-

(Simmons i sar., 2013). 

MS i EAE, te je 

u in vitro sistemu tako i u EAE od izuzetnog 

MS.  

Rane studije na spontanom transgenom 

MBP pokazale su da bo

CD4+ T limfocita (Lafaille i sar., 1994) (Olivares- i sar., 1998). Tek kasnije 

su identifikovane regulatorne CD4+CD25high 

karakter smanjuje (Kohm i sar., 2002).  
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Uloga ovih 

homeostaze (Lee i Lee, 2018). Nepravilna diferencijacija i funkcionisanje Treg dovodi 

do razvoja autoimunskih bolesti (Li i Zheng, 2015). 

neohodan za nastanak timusnih (t) (Fontenot i 

sar., 2003). Pored (t)Treg, aktivacijom naivnih CD4+ T limfocita u prisustvu antigena i 

adekvatne kombinacije citokina, pre svega IL-2 i TGF-  na periferiji nastaju periferne 

(p)Treg (Kanamori i sar., 2016) (Josefowicz i sar., 2012) (Hadis i sar., 2011). Perifernim 

primiraju 

odgovora jer produkuju velike -10 (Groux i sar., 

1997). Njihova diferencijacija zavisi od prisustva IL-10 i ekspresije receptora aril 

ugljovodonika AhR (od eng. Aryl Hydrocarbon Receptor) (Zeng i sar., 2015). U EAE 

populacija Treg u CNS je jako niska 

toka bolesti  je antigene CNS.  p

(Liu i sar., 2006) (Korn i sar., 

2007) 

zana 

osobama (Frisullo i sar., 2009) (Viglietta i sar., 2004) (Haas i sar., 2005)

- zdravim osobama 

(Dominguez-Villar i sar., 2011)

EAE, obezbedile su nove strategijske pristupe u tretmanu MS. Dakle, jasno je da je 

 jska osobina u 

tretmanu MS. 

antigen-  

imaju izuzetno zato 

citokine potrebne za njihovu dalju diferencijaciju. Tokom aktivne indukcije EAE, 

moraju biti licencirane za ulazak u CNS, odnosno moraju biti reaktivirane u okviru 

krvno- -  (Sie i Korn, 2017).  
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nepotpuna. Nekoliko 

hoemostaze (Prodinger i sar., 2011) (Bulloch i sar., 2008)

-

reaktivacija i prolazak encefalitogenih T limfocita u parenhim CNS (Engelhardt i sar., 

2016)  . 

i u unakrsnoj prezentaciji antigena CD8+ T 

 produkuju azot monoksid 

(NO) i TNF 

 T limfocita (Ji i sar., 2013)

transmigracije humanih monocita u in vitro sistemu, pokazano je da monociti 

m transmigracije kroz krvno- endotelske 

krvnih sudova izvor GM-CSF, neophodnog za ovu tranziciju (Ifergan i sar., 2008). Iz 

efikasnu prezentacij

MS. 

 Ove 

 i smanjenje funkcionalnosti CNS u EAE i MS 

(Bogie i sar., 2014)  mogu obaviti reaktivaciju T limfocita u 

CNS i tako doprineti inicijalnim fazama autoimunosti usmerenim protiv CNS 

i sar., 2009) (Brown i Sawchenko, 2007) i sar., 2009). U 

(Michell-Robinson i sar., 2015)

ijsk vanje 

neurona (Ueno i sar., 2013). 

M1 aktivaciji ili alternativnoj M2 aktivaciji (Martinez i Gordon, 2014). Tip polarizacije 

je kontrolisan epigenet  

(Murray, 2017)

indukovana je stimulatorima TLR (od eng. Toll like Receptor) i IFN-

bakterijske infekcije.  
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-12, IL- -6 i IL-

(Krausgruber i sar., 2011). Zatim, 

makrofaga (Mosser i Edwards, 2008). 

adenin dinukleotid fosfat oksidazu (NADPH) (Xu i sar., 2016) koja stvara reaktivne 

vrste kiseonika (ROS, od eng. Reactive Oxygen Species) kao i inducibilnu azot 

monoksid sintazu (iNOS, od engl. Inducible Nitric Oxide Synthase) koja konvertuje L-

arginin u NO (Panaro i sar., 2003). U reakciji ROS i NO nastaju peroksinitriti, molekuli 

(Gookin i sar., 2005). Pored toga, M1 

makrofagi eksprimiraju visok nivo molekula MHC I i II, kostimulatorne molekule 

(Yin i sar., 2017). Za razliku od M1 aktivacije, M2 

aktivacija je antiinflamacijskog karaktera i podrazumeva aktivnosti 

oporavak ane 

citokina IL-4, IL-10, IL-13 i prisustvom  u okolini. M2 makrofagi 

produkuju antinflamacijske citokine IL-10, TGF-  enzim arginazu 1 koja prevodi L-

arginin u poliamine (Martins i sar., 2011) (Italiani i Boraschi, 2014). Sa druge strane M2 

-10 i imaju ulogu u supresiji adaptivnog 

imunskog odgovora (Boven i sar., 2006). Pored toga, 

faktore rasta  (Stadelmann i sar., 2002). 

kli

patogenezi EAE i MS (Mishra i Yong, 2016). 

M1 mikroglija prelazi u M2 fenotip tokom procesa remijelinizacije (Miron i sar., 2013). 

aktivnosti in vitro, to in vivo. Naime, u in vivo rediti da li 

 M1 ili M2 fenotip. se 

patogenezi EAE i MS fektorske 

MS. 
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MS imaju i 

CD8+ 

da CD8+ (Huseby i sar., 2012) 

(Mars i sar., 2011) + zijama CNS 

u odnosu na CD4+ (Woodroofe i sar., 1986) (Hauser i sar., 1986). Mijelin-

+ 

mo  (Ji i sar., 2013). Nemijelinski 

antigeni astrocita mogu da pokrenu spontani relapsno-

aktiviranjem autoreaktivnih CD8+  (Sasaki i sar., 2014). Pored toga, 

da kompleksna 

multicelularna interakcija i faktori sredine mogu da doprinesu heterogenosti bolesti. 

+ 

produkuje IL-  sa 

mukozom (MAIT, od eng. Mucosa-Associated Invariant T Cells) (Sasaki i sar., 2014). 

na njihovu jako bitnu ulogu u patogenezi bolesti (Abrahamsson i sar., 2013). S obzirom 

+ i CD8+ 

 

Iako 

produkuju autoantitela i proinflamacijske citokine. Prisustvo oligoklonalnih grupacija B 

detekto  (Dargahi i sar., 2017). Interesantno je da preko 

50 antitela izolovanih iz CSF pacijenata nije pokazalo reaktivnost na glavne proteine 

mijelina (MBP, PLP ili MOG) (Disanto i sar., 2012) 

z  (Wekerle, 

2017).  
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-/-)

upotrebom anti- (Simmons 

i sar., 2013)

EAE. U jednim eksperimentima, e su bile nosioci patogeneze EAE, dok su u 

drugim imale protektivnu ulogu (Weber i sar., 2010) (Fillatreau i sar., 2002). Ipak, 

, CD4+ T 

limfociti, dok je efektorska i regulatorna uloga CD8+ T limfocita i B limfocita bitna u 

kasnijim fazama bolesti. 

 

1.4. Terapijski pristupi u multiploj sklerozi 

 

Terapijski pristupi u MS su uglavnom bazirani na supresiji imunskog odgovora. Lekovi 

koji se trenutno koriste u terapiji MS   

rizik za infekcije i kancer (Inglese i Petracca, 2015). Pacijenti oboleli od RRMS su u 

 

injekcijama adrenokortikotropnog hormona (Citterio i sar., 2000). Iako su efikasni u 

redukciji trajanja relapsa i ubrzavanju oporavka pacijenata, ovi terapijski pristupi ne 

poseduju nikakvu neuroprotektivnu vrednost niti modifikuju tok bolesti (Inglese i 

Petracca, 2015) (Morrow i sar., 2009) (Havrdova i sar., 2009). Tek sredinom 90 godina 

napravljen je 

u ovoj generaciji -1, IFN- ),  

(IFN- )  (IFN- ), A  (IFN-  (Kappos i 

sar., 2007) (Koch i sar., 2007).  (glatiramer acetat) 

(Ziemssen i Schrempf, 2007). Oba ova leka se smatraju modifikatorima toka bolesti. 

Oni se primenjuju intramuskularno ili subkutano 

. 

(  (dalfampridin, inhibicija 

kalijumovih kanala) (Pikoulas i Fuller, 2012), 

 (Palmer, 2010),  (fingolimod, modulacija preko 

receptora sfingozina) (Choi i sar., 2011), Pl pegIFN- ) (Hoy, 2015), 

(dimetilfumarat, kombinacija imunomodulatorne i imunosupresivne 

aktivnosti) (Albrecht i sar., 2012)) ili subkutano (  (alemtuzumab, deplecija 
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limfocita) (Cohen i sar., 2012)  (natalizumab, inhibicija migracije limfocita) 

(Rice i sar., 2005) i (daklizumab, blokada receptora za IL-2) (Bielekova, 

2018)), ali u dugim vremenskim razmacima koji se mere mesecima (Huang, 2015). Do 

danas, odobreno je 14 FDA lekova nove generacije za RRMS, a nekoliko njih je u 

. Za ove lekove je pokazano da redukuju pojavu relapsa, 

 (Dargahi i sar., 

2017). Generalno, o napada i progresiju bolesti 

imunski odgovor kod pacijenata. Trenutno je fokus 

lekovi nisu efikasni za te forme MS. Jedini terapeutik koji je donekle efikasan u 

njihovom tretmanu je  (mitoksantron, inhibicija aktivacije limfocita i 

makrofaga) (Hartung i sar., 2002), 

 

Pored dostupnih konvencionalnih terapija, indukcija tolerancije na sopstvene antigene i 

ponovni povratak imunske homeostaze su pristupi koji su u fokusu trenutnih 

 encijalni 

vencionalne 

su generalna imunosupresivnost i nedostatak efikasnosti u prevenciji 

CNS tokom inflamacije i stimulaciji oporavka Ovi 

terapijs  modulacija 

imunskog odgovora upotrebom Treg (Nathalie i sar., 2016) 

(Stojanovic i sar., 2017); oporavak defektnog imunskog sistema autologom 

transplatacijom hematopoetskih  

ve sposobnosti u obnavljanju 

indukovanim 

ologodendrocita (Scolding i sar., 2017). 
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Pored svih pobrojanih terapijskih pristupa potraga za novim, efikasnijim, bezbednijim i 

jeftinijim terapijama autoimunosti CNS i dalje traje. Potencijalni kandidati za tretman 

autoimunosti CNS su i biljni ekstrakti i njihove aktivne komponente koji pokazuju 

antiencefalitogeno dejstvo in vitro i ex vivo, kao i u modelima MS. 

 
1.5.   Jedinjenja biljaka kao modulatori imunskog odgovora 
 
 

 biljaka kao 

imunomodulacijskim agensima, kao i potraga za novim jedinjenjima koja 

 posredovanih imunskim mehanizmima.  

Biljke su bogat izvor imunomodulacijskih jedinjenja, u prvom redu polifenola. 

medicinsk acijska, imunomodulacijska, 

antikancerska i antimikrobna dejstva (Paszkiewicz i sar., 2012). Iako su polifenoli 

hemijski okarakterisani kao jedinjenja sa fenolnom strukturom, njihove strukture jako 

variraju i  raz . U polifenole spadaju fenolne kiseline, 

stilbeni, lignani i flavonoidi koji se dalje mogu svrstati u 6 podklasa: flavonole, flavone, 

izoflavone, flavanone, antocijanidine i flavanole (katehine i proantocijanidine). Ova 

r   

hidratima, organskim kiselinama, ali  (Manach, 2004).  

-3-galat (EGCG) iz 

autoreaktivni Th1 i Th17 odgovor, a  (Wang i sar., 

2012b) (Miyake i sar., 2006). In vitro i in vivo eksperimenti su pokazali da naringenin i 

eksperimentalni  (Guo i sar., 2015). Pretpostavlja se da naringenin 

deluje kao agonista receptora AhR koji se potom vezuje u promotorskom regionu Foxp3 

gena i indukuje njegovu ekspresiju (Wang i sar., 2012a). 
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1.6.  

 

Krastavac (C. sativus) je biljka koja 

(koren, list, plod) su ispitivani u terapeutske svrhe (Mukherjee i sar., 2013). List, stablo i 

koren krastavca se koriste u kineskoj narodnoj medicini kao antidiuretik, detoksikant i 

antigonoretik (Mukherjee i sar., 2013) antikosidacijska, 

antimikrobna (Sotiroudis i sar., 2010), andidijabetogena (Dixit i Kar, 2010) i 

hipolipidemijska (Sudheesh i Vijayalakshmi, 1999) svojstva ove biljke. 

Antihijaluronidazna i antielastazna aktivnost krastavca je iskori

industriji (Nema i sar., 2011).  

Pored velikog broja polifenolnih jedinjenja krastavac 

kukurbitacine (Rice i sar., 1981). 

biljkama familije Cucurbitaceae Bryonia, Cucumis, Cucurbita, Luffa, 

Echinocystis, Lagenaria i Citrullus (Aeri i sar., 2015). Nivo kukurbitacina varira 

nalaze u plodu, ali ih ima i u drugim delovima biljke, s 

(Gry i Andersson, 2006). 

-abeo- -lanostan prsten kao osnovu (Slika 2) i 

ukoliko u svom molekulu poseduju diosfenol strukturu uglavnom se nalaze u obliku 

glikozida, e asosovani sa glukozom (Attard i Martinoli, 2015). Pored toga, 

kukurbitacini se razlikuju od ve  

. Strukture 

dobili po slovima abecede: A, B, C, D, E, F, G, 

H, I, J, K, L, O, P, Q, R i S (Gry i Andersson, 2006).  
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Slika 2. Shematski prikaz osnovne strukture kukurbitacina.  

 

antitumorska (Dong i sar., 2010), antiinflamacijska (Jayaprakasam i sar., 2003), 

(Bernard i Olayinka, 2010) i antidijabetogena svojstva (Tan i sar., 

2008) (Harinantenaina i sar., 2006). Pored ispoljenih po eljnih dejstava ova jedinjenja 

pokazuju i in vivo studija 

 (Gry i Andersson, 2006). Smatra se da prisustvo dvostruke 

veze na poziciji atoma 

jedinjenja injenja (peroralno, 

intraperitonealno se koriste u studijama i primenjene doze (Aeri i 

sar., 2015).  

 

1.7. Imunomodulacijske osobine kukurbitacina 

 

 (KukE). Ispitivana su 

njegova antioksidacijska, antitumorska i imunomodulacijska svojstva. 

pokazala da kukurbitacin E smanjuje produkciju NO, TNF, enzima ciklooksigenaze 

(COX) i IL-  (Abdelwahab i sar., 2011a) (Qiao i sar., 

2013) -2, TNF i IFN-

 (Wang i sar., 2015a).  

 

- keton 

diosfenol sistem 
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Kukurbitacin B (KukB) -

 produkciju NO, TNF, IL-6, IL-12 i IL-

 (Kim i sar., 2015a).  

23,24-dihidrokukurbitacin D inhibira produkciju NO od strane peritonelanih makrofaga 

- (Park i sar., 2004). Kukurbitacin 

I j

ovaj kukurbitacin inhibira fosforilaciju tirozina u molekulu STAT3 i njegovo vezivanje 

za regulatorne sekvence na DNK molekulu (Blaskovich i sar., 2003). 

 

 

Imunomodulacijska dejstva kukurbitacina u kontekstu autoimunosti CNS nisu 

sprovedena do studije opisane u ovoj doktorskoj disertaciji. Pored ispitivanja 

antiencefalitogenog dejstva samih kukurbitacina, ova studija je  

dejstva tih organa krastavca 
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2. Ciljevi  
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Biljke predstavljaju bogat izvor najrazli

antinflamacijskom, antioksidacijskom i antidijabetogenom dejstvu krastavca, biljke 

da se 

EAE.  

 

1.  (koren, list, stablo) 

 

2. 

orova i CD4+ T limfocite u modelu EAE in vitro. 

3. Odabir ekstrakta sa najpotentnijim antiencefalitogenim efektom i 

fitohemijska analiza ekstrakta metodom masene spektrometrije. 

4. Ispitivanje imunomodulacijskog efekta odabranog ekstrakta na CD4+ T 

limfocite, makrofage i dendritske  u modelu EAE in vitro. 

5.  ih i molekulskih mehanizama delovanja ekstrakta ex 

vivo u modelu EAE. 

6. Tretman EAE sa odabranim ekstraktom in vivo 

bolesti. 

7. Ispitivanje imunomodulacijskog efekta jedinjenja KukB i KukE na CD4+ T 

limfocite i makrofage u modelu EAE in vitro. 

8.  odabranog ekstrakta i jedinjenja KukB i KukE u 

modelu zebrice in vivo. 
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3. Materijal i metode 



25 
 

3.1. Reagensi i rastvori 

  

U izvo -sulfat 

(CuSO4), kalijum-sulfat (K2SO4), kalijum-hlorid (KCl), kalcijum-nitrat (Ca(NO3)2), 

magnezijum-sulfat (MgSO4), kalijum-dihidrogenfosfat (KH2PO4), mangan-sulfat 

(MnSO4), cink-sulfat (ZnSO4), amonijum-heptamolibdat ((NH4)6Mo7O24), borna 

kiselina (H3BO3 - Fe(III)-EDTA), 

metanol (MeOH), etanol (EtOH), n-heksan, hloroform (CHCl3), etil-acetat (EtOAc), 

metilen-hlorid (CH2Cl2), natrijum-sulfat ( kalcijum-hlorid (CaCl2), natrijum-

hidrogenkarbonat (NaHCO3), natrijum-karbonat (Na2CO3), natrijum-hidroksid (NaOH), 

kalijum-natrijum-tartarat, acetonitril (LC

Britanija), mravlja kiselina (LC

fenola (kofeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, protokatehuinska 

kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina, gentinzinska, siringinska i sinapinska kiselina, 

vanilinska i cinaminska kiselina, aeskuletin, apigenin, apigetrin, viteksin i naringenin), 

kukurbitacin B (KukB) i kukurbitacin E (KukE) (svi nabavljeni od Sigma-Aldrich, 

RPMI (od eng. Roswell Park Memorial Institute) - 

1640 sa 25 mM HEPES i 2 mM L-Glu (PAA Laboratori -

piruvat (Na-piruvat, Sigma-Aldrich), L-glutamin (L-Glu, Sigma-Aldrich), antibiotici 

penicilin, streptomicin, nistatin i gentamicin (svi nabavljeni od Galenike, Beograd, 

 Serum, PAA Laboratories), bazni 

oligodendrocitnog proteina (MOG35-55, Tocris, Bristol, Velika Britanija), lipopolisaharid 

(LPS, Sigma Aldrich) faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (GM-CSF, od 

eng. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor, Peprotech, Rocky Hill, 

SAD), puferisani rastvor fosfatnih soli (PBS, od eng. Phosphate Buffered Saline), 

Perkol (Sigma-Aldrich), pufer za eritrolizu (eBioscience, San Diego, SAD), pufer za 

 Biotium, Hayward, 

SAD), rastvor tripan plavog (TB, od eng. Trypan Blue, BDSL, Velika Britanija), 

rastvor kristal violeta (CV, od eng. Crystal Violet, xxxxx), 

(CH3COOH), (3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid (MTT, Sigma 
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Aldrich), -tetrametilbenzidin (TMB, eBioscience), 

(HCl), dimetil-sulfoksid (DMSO, Sigma Aldrich), nejonski detergent Tween 20 (Sigma 

 frakcija V, 

Sigma Aldrich), kompetni Frojndov adjuvans (CFA, od eng. C

Adjuvant, Difco, Detroit, SAD), soj Mycobacterium tuberculosis H37 RA, reagensa za 

izolovanje RNK (TRIzol, Invitrogen, Carlsbad, SAD), izopropil-alkohol, 

dezoksiribonukleotid-trifosfati (dNTP, Fermentas, Vilnius, Litvanija)

heksamerni prajmeri (Fermentas), komercijalni pufer za reverznu transkripciju 

(Fermentas), enzim  (Fermentas), 

inhibitor RNaze (Fermentas), prajmeri za gene od interesa koji su navedeni u tabeli x 

- SYBR Green PCR Master Mix 

(Fermentas), glicerol, ditiotreitol (DTT), Folin-Ciocalteu reagens (xxx), -

- Tris-HCl (Serva), 

kiselina (EDTA, Sigma Aldrich), fenilmetilsulfonil-fluorid (PMSF, Serva), aprotinin 

(xxx), bromfenol plavo (USB Corporation), amonijum-persulfat (APS, Amersham 

Biosciences), natrijum-

-tetrametiletilendiamin (TEMED), akrilamid/bisakrilamid Rastvor 

29:1 (Serva, Hajdelberg, 

-(1-naftil)etilendiamin-dihidrohlorid, sulfanilamid, 

fosforna kiselina (H3PO4), natrijum-nitrit (NaNO2), dihidrorodamin (DHR, Sigma 

(ImagSAv kuglice, BD 

Biosciences, San Diego, SAD), rastvor avidina konjugovanog sa peroksidazom iz rena 

(avidin-HRP, od engl. Horse Radish Peroxidase), anti-

(eBioscience), 

citokina (pacovski IFN- -6, IL- -10 (R&D Systems, Minneapolis, SAD), 

pacovski TNF (BD Bioscien -17 (eBioscience)), antitela za 

imunofluorescentno bojenje (anti- CD4-PE, - CD11b-FITC (BD Biosciences); anti- 

MHC II-PE (eBioscience), anti- CD80-FITC i anti-CD86-FITC (AbDSerotec, Oxford, 

Velika Britanija), anti- CD11c, anti- CD134-FITC i anti   (eBioscience)), 

aneksinV-FITC (Biotium, Fremont, SAD), antitela za detekciju proteina (anti-STAT3, 

anti- pSTAT3 (Cell Signaling Technology, Boston, SAD), anti-p38, anti-p-p38 (Santa 



27 
 

Cruz Biotechnology, Dalas, SAD) anti- I B, - pI B (Cell Signaling Technology)), 

 

vao u mM: 0.7 K2SO4, 0.1 

KCl, 2 Ca(NO3)2, 0.5 MgSO4 0.1 KH2PO4 4, 0.5 ZnSO4, 0.2 CuSO4 

0.01 (NH4)6Mo7O24, 10 H3BO3. 

-1640 u koji 

je dodavan miks antibiotika penicilina (100 IU/mL), streptomicina (100 IU/mL), 

nistatina (10 U/ml), gentamicina  FCS koji je prethodno inkubiran 30 

minuta na 

35-55 

20% FCS, 2% L-Glu (200 mM), 2% Na-piruvat (100 mM) u RPMI-1640.  

5.5 mg KCl, 

294 mg CaCl2 2O, 123 mg MgSO4 2O i 63 mg NaHCO3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Metode uzgajanja biljaka, pripreme i karakterizacije biljnih 

ekstrakata 
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3.2.1. Uzgajanje biljaka u hidroponici 

 

Semena krastavca (Cucumis sativus L. cv. Chinese long, dobijeno 

CuSO4 

ostavljena u mraku da proklijaju. Nakon 6 dana, proklijala semena su prenesena u 

-EDTA u 50 mM 

koncentraciji. Rastvor je menjan na svakih 5 dana. Biljke su uzgajane 3 nedelje u 

kontrolisanim us

-2s-1 

- Pored toga 

uzgajane su bilj

lista.  

 

3.2.2.  

 

dela i ekstrahovano po protokolima prikazanim na slikama 3 i 4. Ekstrakcija i 

mac

staklenim erlenmajerima od 1 L tokom 24h. Nakon isteka vremena, metanolni ekstrakt 

 

-200, Buchi). Talog u balonu je resuspendovan u 100 

mL 90% MeOH i ekstrahovan sa 100 mL n-

Heksanski sloj je pot

pritiskom do vodene faze. Zatim je vodenoj fazi dodata voda do 100 mL i vodeni sloj je 

ekstrahovan sa 100 mL CHCl3 3 

upotrebom anhidrovanog 

CHCl3  
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Slika 3. Shematski prikaz protokola 1 ekstrakcije lista krastavca. 

 

 

 

 

 
 

 
 

-  

-   
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D

anhidrovanog 

sa 100 mL n-  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4. Shematski prikaz protokola 2 ekstrakcije lista krastavca. 

 

protokolu 2.  

 

 
 

 
 

 
-  

-   
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3.2.3. Kvalitativna i kvantitativna analiza ekstrakta lista krastavca 

 

Hromatografsko 

ultravisokih performansi (UHPLC, od eng. Ultrahigh-Performance Liquid 

(ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany). UHPLC sistem je bio povezan sa 

lenearnim jonskim trapom - OrbiTrap hibridnim masenim spektrometrom (LTQ 

OrbiTrap MS) koji je opremljen zagrejanim jonizacionim izvorom elektrospreja (HESI-

II, od engl. Heated Electrospray Ionization Probe, ThermoFisher Scientific). Za 

Thermo Fisher Scientific). Mobilna faza se sastojala od rastvora (A) vode + 0.1% 

1.0 min 5% (B), 1.0 16.0 min od 5% 

do 95% (B), 16.0 16.1 min od 95% do 5% (B), zatim 5% (B) 4 min. Zapremina uzorka 

 

acionom modu. Parametri HESI 

- -35 V, 

2 

od eng. Arbitrary Units). Maseni spektri su snimani u opsegu masa od 100 do 1500 m/z 

pri rezoluciji 30 000. Fragmentacija MS2 

detektovanim u opsegu MS spektra. Joni od interesa su izolovani jon-trapom i aktivirani 

sa 35% nivoom kolizione energije. Smanjenje ponavljanja iden

(Banjanac i sar., 2017). Jedinjenja su 

kotrolu 

(verzija 2.1, Thermo 

detektovale monoizotopske mase nepoznatih jedinjenja sa nivoom fragmentacije do 

MS4  
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UHPLC sistema Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific) povezanog sa tripl-

kvadrupol masenim spektrometrom (TSQ Quantum Access Max, Thermo Fisher 

 

(A) vode + 0.1% mravlje kiseline i (B) acetonitrila sa protokom 0.4 mL/min i 

i sar., 2015). Zapremina uzorka 

 

Uslovi 

isparavanja 350 2 na pritiscima 28 AU, 0 AU i 4 AU sa 

kvantifikaciju jedinje

upnih standarda u opsegu koncentracija od 0.001 

osnovu standardne prave napraveljene za KukB. Za kotrolu instrumenta, prikupljanje i 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Metode indukcije eksperimentalnog autoimunskog 

encefalomijelitisa  
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3.3.1.  

 

Dark Aguti (DA), starosti od 2 - 

 

-

10/15).  

 

3.3.2.  

 

ptid MOG35-55 (2 mg/mL) 

liofilizovanih bakterija Mycobacterium tuberculosis H37 RA

 

 50% w/v) emulgovanim 

 

 

3.3.3. Primena ekstrakta lista krastavca na pacovima in vivo 

 

ELK je primenjivan u emulziji za imunizaciju. Za in vivo 

emulzije: MOG35-55 + CFA + ekstrakt lista krastavca (0.5 mg/mL) i HKM + CFA + 

ekstrakt lista krastavca (1 mg/mL).  

 

3.3.4.  

 

pa  



34 
 

ekstremiteta).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.  
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3.4.1.  

 

Tkivo je homogenizovano u PBS 

2% RS RPMI-1640 i 

kukurbitacin B i k + 

ex vivo eksperimentima. U 

 

 

3.4.2.  CD4+ T  

 

-

dva puta sa 1 mL PBS i jednom sa 1 mL hladnog pufera za magnetne kuglice (0,5% 

ako 

s + T 

-biotin.  

+ T limfocita.  
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Na kraju, + T 

jedinjenjima kukrurbitacin B i k

RNK i ukupnih protein.  

 

3.4.3.  

 

Infiltrati 

- 

najpre perfundovane sterilnim rastvorom PBS. KM su izolovane iz perfundovanih 

 

g, 3 min), a talog je resuspendovan u 3 mL 30% Perkola i nanesen na 2,5 mL 70% 

V 10 x koncentrovanog PBS. Nakon centrifugiranja u trajanju od 50 minuta na 870 g u 

jan i pran od ostataka Perkola u 

njima kukrbitacina B i E. I u ovom 
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3.4.4.  

 

ubrizgavanjem po 10 mL 

peritonealni ispirak je centrifugiran (

za dobijanje populacije peritonealnih makrofaga, uspostavljanje kulture makrofaga i 

njihov tretman ekstraktom lista krastavca i jedinjenjima KukB i KukE. 

 

3.4.5.  

 

-1640. Kost je s

-

uspendovan u 

1 mL pufera za lizu eritrocita u trajanju od 5 min na sobnoj temperaturi. Nakon isteka 

vremena, reakcija liziranja je prekidana sa 9 mL 10% FCS RPMI-

profiltrirane  i centrifugirane (500 g, 5 

prebrojavane.  

6 

-CSF (20 ng/mL). Medijum je 

menjan svaki drugi dan narednih 6 dana, tako da je polovina medijuma zamenjenjivana 

-

acivana u nove 

-CSF. Sedmog 

-kultivacije sa 

CD4+ T limfocitima. 
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3.4.6.  

 

mikroskopom u komori po - -u  

 0.1% rastvorom TB i 

 

 

3.4.7.  

 

sa 2% RS RPMI-

Numbreht, Nem x 106 

su u zavisnosti od prethodne imunizacije restimulisane peptidom MOG35-55 ili MBP u 

KukB ili Kuk

2 

produkcije citoki

za izolaciju RNK. 

CD4+ -CD3 i anti-

koncentraciji CO2 od 5 %. Nakon isteka v

testom MTT ili za izolaciju RNK. U eksperimentima koji su zahtevali analizu 

 x 106 CD4+ T limfocita je kultivisano u 5% FCS 

RPMI-

uzoraka za analizu na Western blotu ili za izolacij  
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koncentraciji 2 x 106 -1640 u prisustvu ekstrakta lista 

(500 g, 3 min), 

produkcije citokina testom ELISA.  

 

6 

inkubato

su adherirale za podlogu smatrane makrofagima, a potom je dodat medijum za 

citokina testom EL

nivoa fagocitoze, produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (ROS, od eng. Reactive Oxygen 

Species) metodom  

-CSF, sedmog dana su 

tretirane peptidom MOG35-55 u cilju pripreme za ko-kultivaciju sa CD4+ T limfocitima.  

 

3.4.8. Ko- + T limfocitima 

 

-CSF, sedmog dana su 

od 24h. Nakon toga u kulturu je dodat peptid MOG35-55  

CD4+ T limfociti su izolovani sedmog dana metodom magnetne separacije 

prethodno imunizovanih sa MOG35-55 u CFA.  
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 i CD4+ T U-

metodom ELISA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.  
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3.5.1.  

 

testom 

. 

tube od 1.5 mL i centrifugirani (500 g, 3 min). Nakon toga, supernatanti su odliveni, a 

- fugirani 

. Apsorbancija rastvora je 

spektrofotometra (Titertek) ili kao 

A540. 

 

3.5.2.  

 

fiksirale za dno bunara. Posle 10 min, metanol je odliven, 

isprana u hladnoj vodi i 

(Titertek) 

na 540 nm. Izmerene apsorbance odgovarale su intenzitetu boje, pa samim tim i 

kulturama. 
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3.5.3. Merenje produkcije citokina testom ELISA  

 

ELISA. 

odgovara - -6, TNF, IFN- -17 i IL-10 (eBioscience). Sam 

za citokine IFN- -17, IL-10 i TNF), odnosno 

1% BSA PBS (za citokine IL- -6). Nakon ponovnog ispiranja, uzorci i standardi 

 

je ponovno ispiranje rastvorom tPBS i 

avidina konjugovanog HRP, 30 min na sobnoj te

merena 

(Titertek) na 450 nm. 

 

 

3.5.4. 

citofluorimetrija 

 

ekspres

 



43 
 

citofluorimetriju (u broju od 5 x 105 do 1 x 105) i centrifugirane (800 g, 3 min). Posle 

citofluorimetru. 

 

3.5.5. Merenje nivoa apoptoze 

 

aneksinV-

6) su prebacivani u 

 i centrifugirani (500 g, 3 min). Nakon 

c

i dodavan je aneksinV-

resu  

 

3.5.6. Merenje nivoa fagocitoze 

 

vane u 

rane 

-2 min) u 

sa 

podloge, centrifugirane (500 g, 3 min), finalno resuspendovane u 2 mL PBS i 
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3.5.7. Merenje produkcije reaktivih vrsta kiseonika 

 

Produkija ROS u makrofagima je odre

rastvor LPS (100 ng/mL) u medijumu u cilju 

1 mL PBS, skinute sa podloge, centrifugirane (500 g, 3 min), finalno resuspendovane u 

imetrijom.  

 

3.5.8. Merenje produkcije azot monoksida 

 

produkcije NO makrofagi su tretirani 

 reagensa (1:1 rastvor 0.1% naftiletilendiamin 

dihidrohlorida i 1% sulfanilamida u 5% H3PO4). Apsorbancija tako nastalog rastvora 

u (Titertek) na 570 nm, a koncentracija 

poznatih koncentracija NaNO2.  

 

3.5.9.  

 

3.5.9.1. Izolovanje ukupne RNK 

 

Svi uzorci za izolovanje RNK su 

 - L hladnog 

na ledu. Nakon centrifugiranja uzoraka dolazilo 
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Vodena faza je 

izopropil-alkohola, a ostatak je odbacivan. Nakon izlaganja temperaturi od -20oC u 

precipitirala na dnu, a supernatanti su odlivani. Talog je ispiran dodavanjem 500 L 

vanje realtivne promene miRNK uzorci su resuspendovani u 26 

 

 

racije RNK na spektrofotometru. Finalna koncetracija 

meren je i odnos apsorbancija A260/A280  

 

3.5.9.2. Reakcija reverzne transkripcije (RTs) 

 

Reakcija RTs se koristi da bi se izolovana RNK prevela u cDNK. Za reakciju RTs su 

ine (1 - 

 

inhibitora RNaze, 2 L enzima reverzne transkriptaze 

Reakcije je nastavljena inkubacijom 10 m

rajmeri (Stem-

loop prajmeri, Invitrogen, Carlsbad, SAD, Tabela 1).  
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prajmera, a druga za standardnu r

s 

opisano.  

 

3.5.9.3.  

 

 realnom vremenu (Real-time qPCR, od 

eng. Real-Time Polymerase Chain Reaction) 

transkripcije i

TM Optical, Applied Biosystems, 

referentni gen (Gapdh ili U6

(Forward i Reverse, Tabela 1

k aparata 

za kvantitativni PCR (ABI PRISM 7000, Applied Biosystems). Uslovi amplifikacije 

e 

aparata za kvantitativni PCR (Applied Biosystems). Vrednosti relativnih promena 

U6 dok su promene svih ostalih gena 

e u odnosu na referentni gen Gapdh i iskazane kao 2-dCT gde je dCt razlika 
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3.5.9.4. Prajmeri  

 

 -155 i miR-146 

 u reakciji RT-  i Reverse 

prajmeri. Sekvence prajmera date su u Tabeli 1. 

 
s i RT-qPCR. 

 

miR-155 Stem Loop prajmer 

-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG ACC 

CCC TA-  

miR-146 Stem Loop prajmer 

-GTC GTA TCC AUC AGG GTC CGA GGT ATT CGC ACT GGA TAC GAC AAC 

CCA-  

U6  

F  -TGC TTC GGC AGC ACA TAT AC-  

R - -TTCACGAATTTGCGTGTCAT-   

Gapdh 

F - - TGG ACC TCA TGG CCT ACA T-   

R - 5 -GGA TGG AAT TGT GAG GGA GA-  

miR-155 

F - -GGA GGT TAA TGC TAA TTG TGA TAG-  

R - -GTG CAG GGT CCG AGG T-  

IFN-  

F - -TGG CAT AGA TGT GGA AGA AAA GAG-  

R - -TGC AGG ATT TTC ATG TCA CCA T-  

IL-10 

F - -GAA GAC CCT CTG GAT ACA GCT GC 

R - -TGC TCC ACT GCC TTG CTT TT-  

IL-17 

F - -ATC AGG ACG CGC AAA CAT G-  

R - -TGA TCG CTG CTG CCT TCA C-  

T-bet 

F - -CCA ACA ATG TGA CCC AGA TGA T-  

R - -CTG GCT CAC CGT CAT TCA-  
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3.5.10. Metoda Western blot  

 

3.5.10.1. proteina metodom po 

Loriju 

 

Priprema uzoraka za analizu metodom Western blot podrazumevala je izolovanje 

L pufera za liziranje (62.5 mM Tris 

(pH 6.8), 2% w/v SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT). Usled liziran

proteina u uzorcima, metodom po Loriju. Metoda se zasniva na reakciji peptidnih veza 

-

redukcionu reakciju fosfomolibdensko-fosfovolframovog reagensa sa tirozinom daje 

vano 4  u 

dejonizovanoj vodi i dodavano je 300 

2% Na2CO3 u 0,1 M NaOH i 1% CuSO4 x 5H2O i 2% K-Na-tartarat u H2O u razmeri 

-Ciocalteu reagensa. Uzorci su ponovo vorteksovani i 

inkubirani 30 min uz povremeno vorteksovanje, dok se boja nije razvila. Istim 

postupcima su tretirani i rastvori poznatih koncentracija proteina BSA (1 - 10 mg/mL) 

koji su bili potrebni za pravljenje standardne prave.  

TGF-  

F - -CCC TGC CCC TAC ATT TGG A-  

R - -ACG GTG ATG CGG AAG CAC-  

 

miR-146  

F - -GGC GAT GAG AAC TGA ATT CCA-  

R - -GTG CAG GGT CCG AGG T-  

 

Cyp1A 

F - -GGG GAG GTT ACT GGT TCT GG-  

R - -CGG ATG TGG CCC TTC TCA AA-   
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na spektrofotometru (Titertek). Nepoznata koncentracija proteina u uzorcima je 

acija BSA.  

 

3.5.10.2. Elektroforeza proteinskih uzoraka na SDS poliakrilamidnom gelu i 

transfer proteina na polivinildifluoridnu (PVDF) membranu 

 

-

-ME, 0,008% bromfenol plavo, 40% glicerol), kuvani 5 

molekulskih masa (PageRuler, Termo Fisher Scientific). Sistem je nalivan Tris-

 

r 

proteina sa gela na 

transfera je bila 5 mA/cm2 gela.  

 

3.5.10.3. Vizuelizacija proteinskih traka i denzitometrijska analiza  

 

Nakon transfera proteina sa gela na membranu sledila je detekcija proteina od interesa. 

BSA u tPBS (0,1% Tween 20 PBS), 1 h na sobnoj temperaturi. Zatim je membrana 

s

sane forme pSTAT3, p-

 

5 

sobnoj temperaturi sa sekundarnim anitelom. Nakon inkubacije membrana je ponovo 
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3.6.  u in vivo modelu zebrice  

 

Odrasle jedinke zebrica, soja 

protoklima (Westerfield, 2007)

krastavca, KukB i KukE usledio je 6h nakon fertilizacije. Svaki tretman je 

rioni su posmatrani u tri vremenske 

 

 

 

Svi eksperimenti na zebricama su sprovedeni u skladu sa standardnim protokolima 

(Westerfield, 2007). 
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3.7.    

 

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti  standardna devijacija (SV  SD) 

-test, Mann-Whitney test, one-way ANOVA 

Dunette post hok test, two-way ANOVA Sidak post hok test

Vrednost 
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4. Rezultati 
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4.1. 

krastavca na e ne CD4+ T limfocite in 

vitro  

 

 lista krastavca, poznatih koncentracija, 

rastvorena u etanolu i ozna E1-3. E1 - hloroformski ekstrakt; E2 - etilacetatni 

ekstrakt; E3 - metilenhloridni ekstrakt.   

Na po ktivnosti pripremljenih ekstrakata in vitro. 

izolovane sedmog dana nakon imunizacije DA pacova peptidom MOG35-

55 -3 u prisustvu MOG35-55 u trajanju 

glavnih proinflamacijskih citokina IFN- -17. 

Rezultati testa MTT su pokazali da ekstrakti E2 i E3 u koncentracijama od 50 

 5A

ekstrakata su izabrane za dalji rad. Hloroformski ekstrakt E1 nije imao uticaja na 

 

Rezultati merenja produkcije citokina IFN- -

pokazali da ekstrakt E3 smanjuje produkciju oba citokina u primenjenoj koncentraciji 

istoj koncentraciji smanjuje produkciju citokina IFN-

E1 ne ostvaruje efekat na produkciju pomenutih citokina ni u jednoj od testiranih 

koncentracija (Slika 5B, C).  

ivanih 
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Slika 5 produkciju citokina u 

35-55 (10 

A). Produkcija citokina IFN- -17 je 

srednje vrednosti ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p 
< 0.01, *p < 0.05 pred # p < 0.05 predstavlja 

- 
 

 
+ 

+ T 

imunizovane peptidom MOG35-55.  

B C 
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+ T limfociti su stimulisani 

24h sa anti-CD3 i anti-

citokina IFN- -  

Rezultati su pokazali da jedino ekstrakt E3 dovodi do smanjenja produkcije oba 

 (Slika 6A, 

B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6.  produkciju citokina u 
CD4+ T limfocitima. CD4+ 
anti-CD3 i anti-
ekstrakata u trajanju od 24h. Produkcija citokina IFN- -

dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 
predstavlja # 

-  

 

 ne 

+ 

Zbog toga je metoda njegove pripreme izabrana kao standardna metoda za pripremanje 

 

A B 
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4.2. Uporedna analiza imunomodulacijskog efekta ekstrakata korena, stabla i 

lista krastavca na in vitro  

 

Nakon izbora metode za pripremu ekstrakata, pripremeljeni su ekstrakti korena, stabla i 

lista biljaka koje su gajene u normalnim uslovima i biljaka kojima su ubodom igle 

poredno su testirani njihovi 

imunomodulacijski efekti. Kao i u prethodnom eksperimentu, ekstrakti su primenjeni na 

 

merena testom MTT i produkcija citokina IFN- -17. 

Rezultati su po

jednoj od dve testirane koncentracije (Slika 7A)

smanjile produkciju citokina IFN-

citokina IL-

ek  (Slika 7B, C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Slika 7. Efekat ekstrakata korena, stabla i lista krastavca na vijabilnost i produkciju 

MOG35-55 

IFN- - A (B, C). Rezultati su 
predstavljeni kao srednje vrednosti  ****p < 0.0001, 
***p < 0.001, **p < 0.01, * # p < 0.05 

- bez 
 

 

-R, Stablo-R, List- citokina 

IFN- -

-  

(Slika 8A, B). 

 

 

 

 

 

 

 

B C 

A B 
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Slika 8. Efekat ekstrakata Korena-R, Stabla-R i Lista-

35-55 

-
i IL-
predstavljeni kao srednje vrednosti  nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 
***p < 0.001, **p < 0.01, * # p < 0.05 

-bez 
 

 

S obzirom da je ekstrakt List-

proinflamacijiskih citokina IFN- -

-R odredi i produkcija antiinflamacijskog citokina IL-10. 

Rezultati su pokazali da je produkcija IL-

IFN- -17 (Slika 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 9. Efekat ekstrakta List-R na produkciju citokina IL-

35-55 

-
 testom ELISA. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 

 ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 
- be  
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Ovi rezultati su pokazali da su svi pripremeljeni ekstrakti (Koren, Stablo, List, Koren-R, 

Stablo-R i List-

u svakoj grupi ekstrakt lista krastavca izdvajao kao najpotentniji. Posebno je iz

antiinflamacijski potencijal ekstrakta List-

produkciju citokina IL-10 i pokazao izrazit uticaj na smanjenje produkcije citokina IFN-

- e 

 

 

4.3. Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na CD4+ T limfocite in 

vitro 

 

bio da se taj efekat ispita na CD4+ 

prethodno imunizovane peptidom MOG35-55

separacijom dobijeni CD4+ T limfociti su stimulisani 24h sa anti-CD3 i anti-CD28 

-17 i IL-10 je 

 

produkciju proinflamacijskih citokina IFN- -17, dok produkcija antiinflamacijskog 

citokina IL-1  (Slika 10).  
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Slika 10. Efekat ELK na produkciju citokina u + T limfocitima. CD4+ T 
-CD3 i anti-CD28 antitela (1 

IFN- -17 i IL- ura testom ELISA. Rezultati su 
predstavljeni kao srednje vrednosti . ****p < 0.0001, 
***p < 0.001, **p < 0.01, * - bez 

 

 
 

Nakon + T 

puteve NF- -

aktivnost CD4+ 

pripremeljeni za analizu metodom Western blot. Merenjem nivoa ukupne i fosforilisane 

forme regulatorn

signalnog puta NF-

kontrolom (Slika 11A, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 11. Efekat ELK na signalne puteve u + T limfocitima. CD4+ T 

-p38/p38 (B). Rezultati su predstavljeni 
kao srednje vrednosti . ****p < 0.0001, ***p < 0.001, 
**p < 0.01, * - be

 

 

A B 
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Dalje, relativna promena (iRNK) Tbet, glavnog regulatornog proteina odgovornog za 

+ T limfocita, merena je metodom 

RT-

smanjuje ekspresiju (iRNK) Tbet u p Slika 12). 

 

Slika 12. Efekat ELK na ekspresiju T-bet. CD4+ T 

od 24h. Relativna promena (iRNK) Tbet 
metodom RT-qPCR. Rezultati su predstavljeni kao 
srednje vrednosti 
eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, 
*
na 0; NS - be  
 

 

Ovi rezultati su pokazali da je ELK smanjio aktivnost encefalitognih CD4+ T limfocita 

in vitro - -

nog puta NF-

produkcije (iRNK) regulatornog proteina TBET i aktivacije signalnog puta p38 MAPK 
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4.4. Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista kras

in vitro  

 

S obzirom da su creva bitno mesto za uspostavljanje i homeostazu imunskog sitema, ali 

pacova 

ELK u trajanju od 24h. 

Testom ELISA merena je produkcija citokina IFN- -17 i IL-10 u supernatantima 

 

Rez

citokina IFN- - -  (Slika 13A, 

B).  

 

 

 

 

 

Slika X. 

 
Slika 13. Efekat ELK 

1 ) u odsustvu (0) ili 
-17 i IL-10 je 

predstavljeni kao srednje vrednosti . ****p < 0.0001, 
***p < 0.001, **p < 0.01, *  - bez 

 

 

 

 

A B 
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imunskog sistema creva kroz inhibiciju produkcije proinflamacijskih citokina IFN-

IL- -

poliklonske aktivacije limfocita.  

 

4.5.  Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na infiltrat

in vitro  

 

Nakon indukcije aktivnog EAE imunizacijom DA pacova sa HKM + CFA, u toku pika 

bolesti dolazi do infiltracije efektorskih CD4+ T 

e 

KM imunizovanih pacova (IKM) in vitro. Inf

smatraju in vivo reaktiviranim u CNS.  

smanjuje pro -17 od strane IKM, dok 

produkcija IL-10 ostaje nepromenjena (Slika 14).  

 

 

 

 

 

 
 
 
Slika 14. Efekat ELK Infiltrati 

-17 i IL-
jeni kao srednje vrednosti 

. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 
- be  
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Ovi rezultati pokazuju da u in vitro uslovima ELK ostvaruje antiencefalitogeni 

 

 

4.6.  Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na makrofage in vitro  

 

tvuju u 

 

ELK. Nakon 24h 

merenjem produkcije proinflamacijskih citokina IL- -6, TNF testom ELISA, zatim 

merenjem produkcije nitrita metodom po Grisu, merenjem reaktivnih kiseo

 

Rezultati su pokazali da ELK u koncentracijama od 50 i 100 

vijabilitet (Slika 15A)

in vitro. Rezultati metode po Grisu, 

dukciju nitrita 

od strane aktiviranih makrofaga (Slika 15B).  
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Slika 15. Efekat ELK na vijabilnost i produkciju NO u makrofagima. Peritoenalni 

nitrita testom Gris (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 
nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja 

- be  

 

Koncetracija ELK od 10  

dok koncentacija od 5   (Slika 16). 

produkciju citokina TNF, dok produkcija IL- -6 ostaje nepromenjena u odnosu na 

netretiranu kontrolu (Slika 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 16. Efekat ekstrakta lista krastavca na apoptozu 
makrofaga. Peritoenalni makrofagi su stimulisani LPS (10 

kao srednje vrednosti eni iz tri nezavisna 
eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 

- be  
  

A B 
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Slika 17. Efekat ELK na produkciju citokina u makrofagima. Peritoenalni makrofagi su 

Nakon 24h, produkcija citokina IL- -
predstavljeni kao srednje vrednosti  tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, 
***p < 0.001, **p < 0.01, * - bez 

 

 

makrofaga (Slika 18A)

 (Slika 18B)

nakon tretmana makrofaga sa ELK (Slika 18C). 

 

 

 

 

 

 

 

B A 



67 
 

 

Slika 18. Efekat ELK 
 Peritoenalni makrofagi su 

. 

CD11b (A), fagocitoza (B) i produkcija ROS (C) s
citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 
eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *

bez s  

 

 in vitro

ROS i citokini, 

prezentaciju antigena. 

 

4.7.  Imunomodulacijski uticaj ekstrakta lista krastavca na dendritske e in 

vitro 

 

-

-

imunskog odgovora, 

ispitan u in vitro - + 

T limfocitima.  

 

C 
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-CSF. ELK (10 

) je dodat sedmog 

sedam dana i dobijanja zrelih 

C  

 (Slika 19A). Dalje, pokazano je da ELK 

u istoj koncentraciji smanjuje 

MHC II ostaje nepromenjena (Slika 19B).  

 

Slika 19. Efekat ELK 
li prisustvu ( ) 

ELK u trajanju od 24h. 

su predstavljeni kao srednje vrednosti  dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 
0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *
- be  

 

U eksperimentu ko- dobojene u prisustvu 10 ELK su 

MOG35-55 i kokultivisane sa CD4+ 

MOG35-55 imunizovanih DA pacova u trajanju od -

kultivacije, merena je produkcija proinflamacijskog citokina IL-17 testom ELISA u 

prisustvu 10  ELK inhibiraju produkciju IL-17 od strane CD4+ T limfocita (Slika 

20).  

A B 
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produkciju citokina IL-

sistemu ko-

nivo fagocito

-  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20. Efekat ELK na produkciju citokina IL-17 u 
sistemu ko-
limfocitima. 
ng/mL) u odsustvu ili prisustvu ( ) ELK u trajanju 

-kultivisane sa CD4+ T 
nja 

imunizovanih peptidom MOG35-55. Ko-kultivacija je 
izvedena u prisustvu peptida MOG35-55 
trajanju od 120h. Nakon isteka vremena, produkcija 
citokina IL-
kultura testom ELISA. Rezultati su predstavljeni kao 
srednje vrednosti 
eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p 

- be  
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4.8.  Imunomodulacisjki uticaj ekstrakta lista krastavca na encefalitogene e 

in vivo i ex vivo 

 

je pokazan imunomodulacijski efekat ELK in vitro, gde se jasno vidi da ELK 

inhibira encefalitogeni potencijal CD4+ T limfocita, kao i efektorske funkcije makrofaga 

i antigen- in vivo, u 

modelu EAE.  

U tu svrhu, ELK je primenjen zajedno sa emulzijom za imunizaciju (MOG35-55 + CFA + 

sedmi dan nakon imunizacije 

+, procenat aktiviranih 

CD4+ + u CD4+), zatim procenat MHC II+ kao i procenat CD80+ u MHC 

II+  

dobile ELK u emulziji za imunizaciju (Slika 21A), dok je procenat CD4+ kao i MHC II+ 

ostao nepromenjen u odnosu na netretiranu kontrolu (Slika 21B, D). Sa druge strane, 

procenat CD134+ + 

 (Slika 21C) + 

+  (Slika 21E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Slika 21. Efekat ELK na ence  in vivo i ex vivo. 
imunizovane peptidom MOG35-55 + CFA ili peptidom MOG35-55 + CFA + ELK (0.5 mg/mL). 
Sedmi 

+ (B), CD134+ u CD4+ (C), MHC II+ (D) i 
CD80+ u MHC II+ (E) odr Rezultati su predstavljeni 
kao srednje vrednosti (n=6 pacova po grupi) . *****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p 

-ELK; NS - be  

 

peptidu 

MOG35-55 

e ukupne 

RNK i merenje relativne promene (iRNK) Ifng, Il17, Tgfb i Il10 metodom RT-qPCR. 

manje produkuju citokine IFN- -17 nakon restimulacije peptidom MOG35-55, dok 

produkcija citokina TGF- -10 ostaje nepromenjena (Slika 22A). S druge strane, 

rezultati RT-

Ifng (Slika 22B).  

B C 

D E 
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Slika 22. Efekat ELK ex vivo 
uslovima. 35-55 + CFA ili peptidom MOG35-55 
+ CFA + ELK (0.5 mg/mL). Sedmi 

i tretirane su peptidom MOG35-55 

citokina IFN- -17 i IL- A). Alternativno, u  
Ifng, Il17, Tgfb i Il10 

metodom RT-qPCR (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti (n=6 pacova po grupi) 
. *****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *

odnosu na -ELK; NS - be  

 

Ovi rezultati ukazuju da primena ELK zajedno sa emulzijom za imunizaciju negativno 

+ 

ispitivanje produkcije (iRNK) Ifng, Il17, Tgfb i Il10 i relevantnih citokina pokazalo je 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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4.9.  

autoimunuskog encefalomijelitisa 

 

emulzijom HKM 

  (Slika 23).  

 

 
 

 
Slika 23

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti (n=6 pacova po grupi) + SD. *****p < 0.0001, 
***p < 0.001, **p < 0.01, * . 

 

Ovi rezultati ukazuju da in vivo nak 

 

 

 

slika 
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4.10. Efekat ekstrakta lista krastavca na razvoj embriona zebrice 

 

 

 i naredna 72h se 

(ra

 

Rezultati su pokazali da doze ELK od 10 i 50 

embriona zebrice, opigmetaciju embriona 

nakon 48h (Slika 24E)

retiranom 

grupom (Slika 24B, C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 24. Efekat ELK na razvoj embriona zebrice in vivo. Razvoj embriona se pratio u 

olnom grupom. 

B C 

D 

48h 24h 

A 

E 

24h 

48h 

48h 
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in vivo modelu zebrice pokazali su da ELK ne ostvaruje 

imunomodulacijski efekat u in vitro uslovima. 

 

4.11. Kvalitativna i kvantitavna analiza ekstrakata lista krastavca 

 

Nakon in vitro i in vivo eksperimenata usledila je fitohemijska analiza ELK. 

masenim spektrometrom.  

h jedinjenja koji se mogu svrstati u dve 

em dostupnih standarda, dok su preostala 

identifikovana na osnovu masa njihovih deprotovanih molekula ([M-H] ), MS4 

dostupnih u literaturi. Hromatogram ELK je prikazan na slici 25.
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Slika 25. Hromatogram UHPLC analize ekstrakta lista krastavca. 
mg/mL) rastvoren u MeOH je injektovan u UHPLC sistem opremeljen C18 kolonom koji je bio 
povezan sa linearnim jonskim trapom - OrbiTrap hibridnim masenim spektrometrom (LTQ 

vode + 0.1% mravlje kiseline i acetonitrila. Rezultati su prikazani kao hromatogram relativne 
zastupljenosti jedinjenja i vremena elucije. Oznake pikova odgovaraju oznakama u TabeliX. 

 

Redni broj pikova, retenciona vremena (tR, min), nazivi jedinjenja, molekulske formule, 

- H]

fragmentacija MS2, MS3 i MS4 prikazani su u tabeli 2

ferulinske kiseline (Tabela 2

(gubitak heksoze, 162 kDa). Pored toga, identifikovano je 19 derivata flavonoida od 

kojih 8 C,O di i tri glikozida, 7 O-glikozida, 2 C-glikozida i 2 aglikana. Jedinjenje 17, 

tR (5.30 min) i [M - H]  -C-heksozid-7-O-

heksozid. Ovo jedinjenje fragmentacijom MS2 dalo je osnovni pik na 503 m/z (gubitak 

120 kDa) i fragmentacijom MS3 

(Ferreres i sar., 2007) -O-

heksozil derivat jedinjenja 17, dok je jedinjenje 22 pozicioni izomer jedinjenja 15. 

sa - H]  

fragmentacije, identifikovani su kao luteolin 6-C-heksozid-7-O-heksozid i luteolin 6-C-

-O-heksozil)heksozid, redom. Fragmentacioni obrazci ova dva jedinjenja mogu se 

raturi (Ferreres i sar., 2008). Apigenin 6-C- -O-heksozil)heksozid 

(jedinjenje 26) sa tR 6.13 min i [M - H]  na 593 m/z, fragmentacijama MS2 i MS3 dalo je 

(Shizhong i sar., 2016)

se na referencu (Yin i sar., 2008) jedinjenje 20, tR 

naringenin 7-O- -heksozil)heksozid. Pik na tR 7.07 min i [M - H]  na 477 m/z 

identifikovan je kao isorhamnetin 3-O-heksozid (jedinjenje 27). Ovo jedinjenje daje 

osnovne pikove MS2 na 314 i 315 m/z, koji odgovaraju gubitku heksoze (162 kDa) i 

MS3 osnovni pik na 285 m/z. MS2 spektar jedinjenja 30, tR 7.38 min i [M - H]  na 461 

m/z, identifikovanog kao hrizoeriol 7-O-heksozide, dao je osnovni pik fragmenta na 299 

m/z (deprotonovani hrizoeriol). MS3 i MS4 spektri ovog jedinjenja na 284 m/z i 256 
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fragmentacija ovo jedinjenje je identifikovano kao hrizoeriol 7-O-heksozid (Pereira i 

sar., 2013). U ekstraktu s

kukurbitacin F (KukF), kukurbitacin C (KukC), 2-O-heksozid kukurbitacina B (BH) i 3-

O-heksozid kukurbitacina C (CH). Sva 4 jedinjenja pojavila su se u MS spektru kao 

konjugati sa mravljom kiselinom ([M + HCOOH-H] ), tako da su fragmentacioni joni 

koji zaista odgovaraju molekulskim jonima identifikovani u MS2 

karakteristika glikozida kukurbitacina je bio nedostatak fragmenta koji bi odgovarao 

aglikanskom delu molekula u MS2 spektru, s obzirom da se fragmentacija desila na 

nekoj drugoj poziciji steroidnog molekula. Npr. jedinjenje BH, tR 9.22 min dalo je 

molekulski jon na 765 m/z i osnovni pik MS2 

mravlje kiseline i vode. Dalje, osnovni pik MS3 
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kukurbitacina u ELK -qqqMS2 sistema. Fenolna jedinjenja su 

derivati, to su hidroksicinaminske (jedinjenja 7, 8, 10, 12, 13) i hidroksibenzoeve 

kiseline (1, 4, 9, 11) i (2) flavo

njihovih retencionih vremena, MS i MS2 spektara referentnih standarda. Kukurbitacini 

su identifikovani na osnovu standarda KukB. Koliziona energija (20-30 eV) 

eksperimentalno je optimizovana za svako jedinjenje dok nije postignut stabilan 

fragmentacioni obrazac. 30 eV za fenolna jedinjenja i glikozide kukurbitacina i 20 eV 

za aglikane kukurbitacina. Po dva karakter

kvantifikaciju svakog jedinjenje u SRM modu UHPLC/MS instrumenta (Tabela 3).  

Rezultati su pokazali da su kukurbitacini daleko najzastupljenija grupa jedinjenja u 

ELK. Koncentracija najzastupljenijeg kukurbitacina, kukurbitacina C 3-O-heksozida 

koncentracija kukurbitacina C, drugog najzastupljenijeg jedinjenja (Tabela 3). 

Kukurbitacini F i kukurbitacin B 2-O- m 

fenolima, apigenin 8-C-glukozid (25) je bio najzastupljenije jedinjenje ~2384 ng/100 

mg, zatim kofeinska kiselina ~1313 ng/100 mg i naringenin ~802 ng/100 mg. Ostali 

fenoli su bil  
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Table 3. Kvantitativna analiza odabranih jedinjenja ekstrakta lista krastavca upotrebom UHPLC-qqqMS2 

2 fragmenta za svako jedinjenje.  

pika 
tR, 
min 

Naziv jedinjenja [M H]  MS2 fragmenti 
[M H]  

Koncentracija 
(ng/100 mg suvog ELK) 

1 1.75 Protokatehuinska kiselinab 153 109;108 t 

4 2.53 p-Hidroksibenzoeva kiselinab 137 109; 93 t 

7 3.07 Aeskuletinb 177 149; 105  

8 3.19 Kofeinska kiselinab 179 135; 134  

9 3.54 Siringinska kiselinab 197 182; 123 1,433 0,213 

10 4.03 p-Kumarinska kiselinab 163 119; 93  

11 4.25 Vanilinska kiselinab 167 152; 123 t 

12 4.51 Sinapinska kiselina b 223 193; 121 38,275 1,517 

13 4.51 Ferulinska kiselina b 193 178; 134  

24 4.58 Kvercetin-3-O-rutinozid (Rutin)b 609 301; 300 8,260 0,146 

25 4.61 Apigenin 8-C-glukozid (Viteksin)b 431 311; 269  

26 4.84 Kvercetin-3-O-glukozid 
(Isokvercetin)b 

463 300; 243 50,149 4,179 

30 5.09 Apigenin-7-O-glukozid (Apigetrin)b 431 268; 211 22,197 2,812 

32 6.36 Naringeninb 271 151; 119  

33 6.40 Apigeninb 269 149;117  

KukF 5.40 Kukurbitacin Fc,d 563 517; 487  

CH 5.75 Kukurbitacin C 2-O heksozidc,d 767 722; 704  

BH 6.42 Kukurbitacin B 2-O heksozidc,d 765 702; 618  

KukC 6.57 Kukurbitacin Cc,d 605 559; 500  

"t"- Detektovani u tragovima. 
a Tabeli 2 i Slici 25. 
b Kvantifikovani  
c 

podacima dostupnim u literaturi. 
d Molekulski joni derivata kukurbitacina su detektovani u masenom spektru kao konjugati sa mravljom 
kiselinom. 

 
 

klasama jedinjenja, od kojih triterpeni kukurbitacini predstavljaju daleko 

zastupljenosti u ELK izdvojio se KukC i njegov 3-O-glikozid, a zatim KukF i glikozid 

KukB.  
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4.12. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na  in vitro 

 

glikozid KukC i KukC u odnosu na ostala jedinjenja, pretpostavka je bila da 

koji je jedan od najzastupljenijih i najispitivanijih kukurbitacina u prirodi.  

Prvi korak je bio da se ispita ef  in vitro

izolovane 7. dana nakon imunizacije DA pacova MOG35-55 peptidom, a potom 

produkcija relevantih citokina testom ELISA.  

Rezultati su pokazali da KukB u koncentracijama od 100 i 200 ng/mL smanjuje 

 (Slika 

26A)

 (Slika 26B)

-

IL-17, dok je produkcija IL-10 ostala nepromenjena u odnosu na netretiranu kontrolu 

(Slika 26C) - -17 (Slika 

26D).  
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Slika 26
 35-55 

SA 
- -17 i IL-

tretiranih sa KukB (C), dok je produkcija citokina IFN- -
rednje vrednosti 

dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 
- be  

 

Ovi rezultati su pokazali da jedinjenja KukB i KukE u 

produkciju proinflamacijskih citokina IFN- -   

 

 

A B 

C D 
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4.13. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na ne CD4+ T limfocite in vitro  

 
+ 

 

CD4+ 

ranije. 

anti-CD3 i anti CD-28 antitelima i tretirane jedinjenjima KukB i KukE.  

Rezultati su pokazali da je KukB smanjio produkciju IL-17, dok je produkcija IL-10 i 

IFN- + T limfocitima iz MOG35-55 imunizovanih pacova 

(Slika 27A) - -17 od strane 

CD4+ T limfocita iz MBP imunizovanih pacova (Slika 27B).  

 

 

Slika 27. Efekat KukB i KukE na produkciju citokina u + T limfocitima. 
CD4+  35-55 ili MBP, a 
potom stimulisani u prisustvu anti-CD3 i anti-

citokina IFN- -17 i IL- ukB (A), dok je 
produkcija citokina IFN- -
KukE (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 
eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p 

- be  

 

 

B A 
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citokina od strane antigen- + 

+ T 

limfociti iz MBP imunizovanih pacova su tretirani sa KukE u kratkim vremenskim 

i ukupni proteini i pripremljeni za 

analizu metodom Western blot.  

vremenska intervala (Slika 28A), dok je aktivacija signalnog puta NF-

nakon 60 min (Slika 28B). Nasuprot smanjenoj aktivaciji signalnih puteva STAT3 i NF-

 (Slika 28C).  

 

 

 

A B 

C 
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Slika 28. Efekat KukE na signalne puteve u + T limfocitima. CD4+ T 

Wester - -p38/p38 (C). 
Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 
nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja 

- be  

 

Pored analize ova tri signalna puta, analiziran je i relativan nivo ekspresije miR-155, 

miR-146 i (iRNK) Cyp1a za koje je pokazana bitna uloga u funkcionisanju efektorskih 

CD4+ T limfocita. Rezultati RT-qPCR su pokazali da KukE dovodi do smanjenja nivoa 

relativne ekspresije miR-146 nakon 60 min (Slika 29A), dok su nivoi ekspresije miR-

155 i (iRNK) Cyp1a  (Slika 29B, C).  

 

 

Slika 29. Efekat KukE na signalne puteve u + T limfocitima. CD4+ T 

trajanju od 30 i 60 min. Nakon isteka vremena, ukupna RNK je izolovana i lativna 
promena miR-146 (A), miR-155 (B) i (iRNK) Cyp1a (C) metodom RT-qPCR. Rezultati su 
predstavljeni kao srednje vrednosti . ****p < 0.0001, 
***p < 0.001, **p < 0.01, * t u odnosu na 0; NS - bez 

  

A B 

C 
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Ovi rezultati nam ukuzuju da KukB i KukE ostvaruju inhibitorni efekat na 

encefalitogene CD4+ - -17 od strane 

+ T 

STAT3, NF- i nivo miR-146, dok je sa druge strane uticao na aktiviranje signalnog 

-155 i (iRNK) Cyp1a. 

 

4.14. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na makrofage in vitro  

 

oktorske disertacije je bio da se ispita uticaj KukB i KukE na 

efektorske funkcije peritonealnih makrofaga.  

 

Rezultati ovih eksperimenata su pokazali da KukB u koncentraciji od 100 ng/mL, kao i 

ekspe  (Slika 30A). U koncentraciji od 

-

IL-6 i TNF (Slika 20B, C). Isto tako, smanjen je nivo ekspresije molekula MHC II na 

 (Slika 30D). 

 (Slika 30E)

KukB izosta

 (Slika 30F).  
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Slika 30
Peritoenalni 

makrofagi su stimulisani LPS (10 ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukB u 
trajanju od 24h. 

citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 
eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *

- be  

A B 

C D 

E F 
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koncentracije nisu imale uticaja (Slika 31A). Dalje, KukE je smanjio produkciju nitrita i 

 (Slika 31B). KukE u koncentraciji od 50 ng/ml je smanjio 

produkciju IL-6, ali ne i drugih ispitanih citokina (Slika 31C)

efekat (Slika 31D), ali je zato procenat i nivo fagocitoze kao i produkcija ROS smanjena 

u makrofagima nakon tretmana KukE (Slika 31E, F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 

E F 
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Slika 31. Efekat KukE na vijabilnost, produkciju nitrita, ekspresiju 
 Peritoenalni 

makrofagi su stimulisani LPS (10 ng/mL) u odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukE u 
trajanju od 24h. stom CV (A), a produkcija nitrita 

citofluorimetrije. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 
eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *

- be  

 

efekat delovanja na peritonealne makrofage in vitro

produkciju NO i citokina IL-  ROS, gde je 

KukE za razliku od KukB inhibirao njihovu produkciju, dok je KukB sa druge strane 

smanjio produkciju citokina IL-  
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4.15. Imunomodulacijski uticaj odabranih jedinjenja kukurbitacina B i 

kukurbitacina E na infiltrate in vitro  

 

imunizovanih HKM u CFA. IKM su potom tretirani sa KukB ili KukE bez dodatne 

stimulacije jer se ov in vivo reaktiviranim u CNS.  

smanjuje produkciju glavnih efektorskih citokina IFN- -17 od strane IKM, dok 

produkcija IL-10 ostaje nepromenjena (Slika 32A)

produkcije IFN-  (Slika 32B).  

 

Slika 32. Efekat Kukurbitacina B i Kukurbitacina E na produkciju citokina u infiltratima 
su tretirani u 

odsustvu (0) ili prisustvu (50 ng/mL) KukB ili KukE u trajanju od 24h. Testom ELISA je 
-17 i IL-

-
tretiranih sa KukE (B). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti 
nezavisna eksperimenta. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 predstavlja 

0; NS be  

 

Ovi rezultati nam govore da oba jedinjenja smanjuju produkcije citokina IFN-

-17. Produkcija 

citokina IL-10 je ostala nepromenjena u tretmanu sa KukB. Sveukupni efekat govori o 

 

A B 
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4.16. Efekat odabranih jedinjenja kukurbitacina B i kukurbitacina E na razvoj 

embriona zebrice 

 

 4.10. c abranih 

jedinjenja KukB i KukE na modelu zebrice.  

 

Rezultati su pokazali da doze KukB od 10, 50, 100, 500 i 1000 ng/mL ne ispoljavaju 

smrtnosti embriona nakon 48h (Slika 33J, K). Za razliku od KukB, embrioni tretirani sa 

500 ng/mL KukE razvili 

 (Slika 33C, F)

 

(Slika 33D).  
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J 

KukB 5000 ng/mL 

 

 

 

 

 
Slika 33. Efekat KukB i KukE na razvoj embriona zebrice in vivo. Razvoj embriona se 

ng/mL). Prikazane su reprezentativne slike 
- yolk sac edema, AYE - 

abnormal yolk extension, BS - bent spine, HE  hemaglutinacija, SBL - shortening of the body 

 

 

an efekat na embrionima 

zebrice u dozama koje su iznad onih primenjenih u in vitro eksperimentima.  

 

 

 

 

 

K J 
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5. Diskusija 
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Terapijski pristupi u autoimunskim bolestima predstavljaju veliki izazov posebno zato 

 

nastaju kao posledica 

nskog odgovora protiv CNS 

ra. Pored polifenola 

a krastavca, biljke koja se 

 

(Mukherjee i sar., 2013).  

Kao model sistem u ovoj doktorskoj 

kstrakti krastavca su pripremani od biljaka 

koje su gajene u kontrolisanim uslovima hidroponike. Za pripremu ekstrakata 

in 

vitro sistemu  imunizovanih da razviju EAE. U tom 

encefalitogenih citokina IFN- - njeno sa ciljem odabira ekstrakta sa 

najpotentnijim imunomodulacijskim svojstvima. Nakon odabira ekstrakta lista krastavca 

ELK na CD4+ T limfocite. Posmatrana je produkcija citokina (IFN- -17, IL-10) kao 

i aktivacija glavnih signalnih puteva odgovornih za aktivaciju i diferencijaciju CD4+ T 

-  
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e upravo u 

In vitro je 

- -17 i IL-  

imun  in vitro. Eksperimenti ko-

encefalitogenim T li

na makrofage koji su bitni u efektorskoj fazi EAE. U tom smislu, posmatrani su glavni 

parametri aktivacij -

IL- -stimulatornog 

molekula CD86. Pored toga, procenjen je i uticaj ELK na fagocitnu aktivnost makrofaga 

i produkciju ROS i NO.  

U cilju definisanja potencijalnih molekula odgovornih za imunomodulacijske osobine 

spektrometrije. Na osnovu dobijenih rezultata i konsultovanjem literature odabrana su 

jedinjenja 

testirana u modelu EAE in vitro i in vivo. Na kraju, ELK, KukE i KukB su primenjeni in 

vivo 

slika i ex vivo + T limfocita, 

 

Prvi korak u ispitivanju biolo

om ekstrakcije jedinjenja se 

 (Sarker i sar., 2005).  
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ciji procedure za 

ekstrakciju. Kada je potrebno izvesti veliki broj ekstrakcija, generalno nije prikladno 

u obzir testiranje 

 (Statz i Coon, 1976). Ovakav pristup 

je primenjen u ovoj tezi. Za pripremu ekstrakata, konsultovanjem literature (Sarker i 

sar., 2005), izabrana su dva pristupa ekstrakcije, prvi u 

biljnog tkiva sa MeOH ili EtOH. U protoklu 1, maceracija se odvijala u 100% MeOH na 

sobnoj temperaturi, a u drugom protokolu u 96% EtOH na +30

 

n-  su 

3 i 

EtOAc, dok je u drugom protokolu 40% MeOH rastvor ekstrahovan sa Na ovaj 

3 i 

 

prednosti u biomasi 

- hloroformski ekstrakt; E2 - etilacetatni ekstrakt; E3 - 

metilenhloridni ekstrakt.  

+ 

imuniz

produkcije citokina IFN- -

osnovu ovog rezultata, metoda pripreme ekstrakta prema protoklu 2 je izabrana za 

pripremu svih drugih ekstrakta. 
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stabla i lista biljaka gajenih u normalnim uslovima, kao i ekstrakti listova kojima su 

 (de Matos Nunes i sar., 2014).  

lista krastavca (ELK) 

na smanjenje produkcije proinflamacijskih citokina IFN- -17. Iz tog razloga, ELK 

ove doktorske disertacije.  

a. Identikovana polifenolna jedinjenja u 

luteolin i hrizoeriol) se uglavnom pojavljuju kao flavonoid C-glikozidi u ektraktu 

krastavca (Abu-Reidah i sar., 2012) (Yasir i sar., 2016), 

-C-glukozid je nazastapljeniji u ELK. Pored 

toga identifikovano je prisustvo kvercetina, kofeinske kiseline i naringenina. 

Fitohemijska analiza ELK je i u saglasnosti sa nekim ranijim studijama, koje su 

pokazale visoku zastupljenost kukurbitacina u krastavcu i generalno u vrstama familije 

Cucurbitaceae. Kukurbitacin C predstavlja najzastupljeniji kukurbitacin u krastavcu 

(Chen i sar., 2005). Glikozilovane forme ovog kukurbitacina (Kukurbitacin C 3-O 

(Zhong i sar., 2017), koji je 

dominantan kukurbitacin u ELK. Iako je KukB prisutan u mnogim Cucurbitaceae 

vrstama (Chen i sar., 2005)

glikozid (Kukurbitacin B 2-O-

prethodno detektovano u dinji (Cucumis melo) (Xu i sar., 2013)

Cucurbitaceae familiji (Chen i sar., 2005)

ELK. Kako najzastupljenija komponenta ELK, KukC, nije komercijalno dostupan, 

na KukB i KukE.  
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Iako su kukurbitacini dominantno prisutani u ELK kao glikozidi, pretpostavka je da se 

(Gry i 

Andersson, 2006). Isto tako, treba napomenuti da kukurbitacini 

sistemima. Iz tog razloga, imunomodulacijski efekti jedinjenja KukB i KukE su ispitani 

na CD4+ T limfocitima i makrofagima in vitro. 

U ovoj studiji je pokazano da ELK, KukB i KukE ostvaruje inhibitorni efekat na 

produkciju proinflamacijskih citokina IFN- -17 u  

peptidom MOG35-55. Pored toga, produkcija antiinflamacijskog citokina IL-10 ostala je 

 citokina IFN-

IL-

(Wekerle i 

sar., 2013). Pored toga, ELK i KukE su inhibirali produkciju IFN- -17 u CD4+ T 

inhibiciji IL- -

druge strane, ELK i KukB su uspeli da inhibiraju produkciju IFN- -17 u in vivo 

restimulisanim CD4+ 

- in vivo 

dovela je do smanjene produkcije ovih cito

sa emulzijom za imunizaciju na DA pacovima je smanjila ekspanziju encefalitogenih 

ex vivo 

procenta aktiviranih CD4+ limfocita (CD134+CD4+) u ukupnoj populaciji CD4+ T 

MOG35-55 u cilju 

relativan nivo (iRNK) Ifng i Il17, 

smanjenje produkcije citokina IFN- Tgfb i Il10 ostao je 

nepromenjen nakon tretmana sa ELK. Ovi rezultati pokazuju efikasnost ELK u 

in vivo. 
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Sposobnost ELK i njegovih aktivnih komponenti da inhibiraju produkciju IFN-  i IL-

antiencefalitogeno delovanje. 

IFN- - mnogim 

studijama (Arellano i sar., 2015). Pokazano je da IFN-

neutrofila u CNS (Lee i sar., 2012). Pored toga, IFN-

doprinosi neuroinflamaciji.  

-

CNS (Krakowski i Owens, 1996) (Ferber i sar., 1996b) -17 ispoljava svoje 

-

(Kebir i sar., 2007b) (Huppert i 

sar., 2010). Sa druge strane, ELK, KukB i KukE ne inhibiraju produkciju IL-10, za koji 

je pokazana nauroprotektivna funkcija u MS i EAE. Glavna uloga ovog citokina je u 

supresiji  produkcije proinflamacijskih citokina 

(IL-1 , IL-6, IL-12, i TNF) (von Boehmer, 2005). Pored toga, IL-10 inhibira 

presiju molekula MHC II i 

ko- (Kwilasz i sar., 2015). 

Istra

pokazala da luteolin i apigenin inhibiraju proliferaciju antigen-s

produkciju IFN- in vitro (Verbeek i 

sar., 2005) (Verbeek i sar., 2004)

-remitentnom modelu EAE (Ginwala i 

sar., 2016). Ova jedinjenja su detektovana i u ELK. Sposobnost ELK, KukB i KukE da 

- - -10 in vitro i in vivo 

 

-

aktivacijom p38 signalnog puta u encefalitogenim CD4+ T limfocitima pod uticajem 

+ 

KukE koji koji je inhibirao signalni put STAT3, NF- -146, dok je sa druge 

-155 
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i (iRNK) Cyp1a u CD4+ T limfocitima. Signalni put NF-

CD4+ (Dong, 2008)

-

indukciju EAE i da poseduju smanjen broj Th17 

(Greve i sar., 2007) -

-6 i 

IL- (Sun i sar., 2013). Isto tako, NF-

-Rel, 

subjedinicu NF-

IFN- (Hilliard i sar., 2002).  

polifenoli deluju na signalni put Nf- pigenin inhibira 

translokaciju NF-

CD4+ T limfocita periferne krvi, kao i u (Xu i sar., 2008). 

Kukurbitacini tako ostvaruju dejstvo na signalni put Nf-

okazale da KukE inhibira signalni put NF-

RAW 264.7 (Qiao i sar., 2013),  (Wang i sar., 2015b), mikrogliji 

(Park i sar., 2015)  (Jia i sar., 2015). Sa druge strane, pokazano 

(Wang i sar., 2015b)

kat na 

(Yin i sar., 2008). Dalje, 

(Liu 

i sar., 2010)  (Ishdorj i sar., 2011). Iako se 

-

je pokazano da je aktivacija signalnog puta NF-

signalnog puta pokrenutog Na-salicilatom, sorbitolom, vodonik peroksidom, arsenitom i 

vitaminom C (Bowie i  (Schwenger i sar., 1998). Pretpostavljeni 

put NF- (Cheung i sar., 2003)

molekulski mehanizmi delovanja ELK i kukurbitacina na CD4+ T limfocite koji 

pokazuju da je inhibicija signalnog puta NF-
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Pored inhibicije signalnog puta NF- + 

T limfocitima. Naime, STAT3 signalni put je esencijalan za nastanak i diferencijaciju 

(Nurieva i sar., 2007) (Ivanov i sar., 2006)

Stat3 u CD4+ T limfocitima pokazali su rezistentnost ka indukciji EAE (Xuebin i sar., 

2008). 

 

(Sun i sar., 2010), (Dong i sar., 2010)

(Huang i sar., 2012), dojke (Lan i sar., 2013) i mikroglije (Park i sar., 2015).  

Cyp1a u CD4+ T limfocitima, nakon tretmana sa KukE, 

posredstv

aktivacije AhR (Furman i sar., 2009)

protein se eksprimira u 

ema. Posebno je zastupljen u imunskim 

 - i Quintana, 2018). AhR je prvo 

prepoznat kao regulatorni protein koji se aktivira na prisistvo ksenobiotika dioksina kao 

-tetrahlorodibenzo-p-dioksin) (Poland i Knutson, 1982). Pored 

Brassica kojem pripadaju karfiol, brokoli i kupus. Nakon 

-3-

carbinol (I3C) i indol-3-acetonitril (I3ACN) (Loub i sar., 1975). I3C i I3ACN se dalje 

diindolilmetan (DIM), 2-

(indol-3-metil)-3,3 -diindolilmetan i indolo[3,4-b]carbazol (ICZ) (Bjeldanes i sar., 

1991) (Chen i sar., 1996) (Degner i sar., 2009). Rouse i sar. su pokazali da pretretman 

AhR  (Rouse i sar., 2013). Pored toga pokazano 

 (Wang i sar., 2012a), a ova 

jedinjenja su detektovana i u ELK.  
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Iako je u ovoj doktorskoj tezi pokazano da je relativan nivo (iRNK) Cyp1a 

nakon tretmana CD4+ T limfocita sa KukE, ova prome

drugih uticaja koji su nezavisni od signalnog puta AhR, pa su dalja ispitivanja potrebna 

da bi se ispitala tvrdnja o direktnom uticaju KukE na ovaj signalni put.  

-146 i miR-155 usko povezane sa patogenezom 

MS i EAE (Mccoy, 2017). Tako je pokazano da miR-

i sar., 2010) i sar., 2015) 

- ama periferne 

krvi obolelih od MS (Fenoglio i sar., 2011). Iako KukE nije uticao na relativan nivo 

miR-155, nivo miR-146 je bio smanjen u CD4+ T limfocitima nakon tretmana sa KukE. 

imunosti, 

sposobnost produkcije NO i ROS. NO nastaje kao proizvod enzimske reakcije iNOS u 

CNS (Cross i sar., 1997) (Mitrovic i sar., 

1995) (Smith i Lassmann, 2002) 

(Okuda i sar., 1997) (Zettl i sar., 1997). 

2  

(Cross i sar., 

1997)

produkuju reaktivne vrste kiseonika i azota u blizini aksona (Lassmann, 2010). Zbog 

toga je inhibicija produkcije ROS i NO u makrofagima dodatni antiencefalitogeni uticaj 

ROS. Dalje, pokazano je da ELK, KukB i KukE inhibiraju proces fagocitoze u 

makrofagima. Kako je poznato da je KukE inhibitor depolimerizacije aktina i 

sar., 2012)

aktinskih filame  
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Sa druge strane, 

eksperimenti ko-kulti + T limfocita u prisustvu 

antigena (MOG35-55). Smanjenje produkcije citokina IL-17 u supernatantima ko-kultura 

aciju antigen-

imunskog odgovora.  

Dalje, ispitivanje uticaja ELK, KukB i KukE na produkciju glavnih proinflamacijskih 

citokina makrofaga (IL- -

IL-

 (Dinarello, 2009). IL-

ekspresiju gena i sintezu COX-2, fosfolipaze tipa 2 i iNOS, zatim produkciju 

prostaglandina-E2 (PGE2), aktivaciju faktora koagulacije i produkciju NO (Dinarello, 

2009)

 (Wang i 

sar., 1995) ija imunskog sistema iz cirkulacije u 

ekstravaskularni prostor i indukuje proces inflamacije na mestu infekcije. U rezultatima 

ove teze pokazano je da je jedino KukB ostvario inhibitorni uticaj na produkciju ovog 

citokina od strane LPS stimulisanih makrofaga. Dalje, KukB i KukE su smanjili 

produkciju citokina IL-6 od strane makrofaga. IL-6 se 

citokinom, -

pokazuje i izvesna antiinflamacijska dejstva (Kishimoto, 2010). Ovaj citokin je 

esencijalan za diferencijaciju Th17  (Yamashita i sar., 2011) pa je inhibicija 

njegove produkcije od strane makrofaga pod uticajem KukB i KukE jasan pokazatelj 

njihove antiencefalitogene aktivnosti. TNF predstavlja 

citokin koga primarno produkuju makrofagi (Parameswaran i Patial, 2010). Pored 

makrofaga ovaj citokin produkuju i T limfociti (von Fliedner i sar., 1992).  
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 (Parameswaran i 

Patial, 2010). U ispitivanjima imunomodulacijskih efekata ELK na makrofage pokazano 

je da ELK ihhibira produkciju ovog citokina, ali da nema uticaja na produkciju IL-

IL-6. 

makrof IL- -

nepromenjena (Kim i sar., 2015b)

istoj studiji je no inhibira produkciju NO i ROS. Isto tako, 

(Abdelwahab i sar., 2011b). Za flavonoid naringenin, koji je sastavni deo ispitivanog 

ELK, pokazano je da efikasno inhibira iNOS u RAW 274.6 makrofagima i BV2 

 (Chao i sar., 2010). Sveukupno rezultati dobijeni u in vitro 

ispitivanjima na makrofagima jasno govore o supresivnom efektu koje ELK, KukB i 

KukE ostvaruju na efektorske funkcije makrofaga. Pored toga, ELK doprinosi i 

 

Analize  ELK, KukB i KukE na modelu zebrice pokazale su odsustvo 

koje su ostvarile 

imunoregulatorno dejstvo in vitro

eksperimentima.  

in vivo primeni 

istog. Samim tim, ovi rezultati ukazuju da bi primena ELK i kukurbitacina bila 

bezbedna u in vivo modelu EAE. 

Na kraju, primena ELK u emulziji za imunizaciju in vivo 

fazama.  
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Razumljivo je pretpostaviti da bi prolongirana aplikacija ELK ili neki drugi vid 

administracije npr. peroralna ili intraperitonealna, mogla da ostvari povoljne efekte u 

razvoju EAE.  

kB i KukE ostvarili povoljne efekte na 

autoimunost CNS. Ovi rezultati ukazuju i na to da su kukurbitacini kao glavni 

konstituenti ELK odgovorni i za antiencefalitogene osobine ELK. Ipak, da bi se 

, neophodno je utvrditi i 

kao najzastupljenije jedinjenje u ELK. 

potentno anti-encefalitogeno dejstvo koje je vredno daljeg ispitivanja. 
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6.  
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iz ove doktorske disertacije: 

1. Pripremljeni ekstrakti korena, lista i stabla krastavca su ostvarili 

imomodulacijske efekte in vitro e  i 

CD4+ limfocite ekstrakt lista krastavca (ELK) ostvario 

antiencefalitogeno dejstvo. 

2. ELK je inhibirao Th1 i Th17 autoimunski odgovor in vitro i in vivo kao i 

efektorske funkcije makrofaga i antigen-

 

3. Primena ELK in vivo 

bolesti. 

4. Fitohemijska analiza ELK metodom masene spektrometrije utvrdila je 

posebno jedinjenja Kukurbitacin C 2-O heksozid i Kukurbitacin C.  

5. + 

 in 

vitro. 

6. Analiza  ELK, KukB i KukE na modelu zebrice pokazala je da 

koncentracije koje ostvaru  in vitro 

 

 

antiencefalitogeno dejstvo je pokazano na T limfocitima, makrofagima i dendritskim 

m na kukurbitacine, najzastupljenije 

konstituente ekstrakta,  imunosupresivni kapacitet  u ovoj studiji.  
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