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Uticaj Metilprednizolona na ekspresiju i produkciju interferona-y i IL-
17 u eksprimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu

Uvod: Th17 ¢elije predstavljaju populaciju ¢éelija koje imaju ulogu u imunopatogenezi
autoimunskih oboljenja centralnog nervnog sistema kao S$to su multipla skleroza i1
eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE). Efekat glukokortikoida, lekova
koji se primenjuju kao terapija inflamatornih i autoimunskih oboljenja, na IL-17 jo§
uvek nije ispitan. Stoga je u ovoj studiji ispitivano dejstvo sintetskog glukokortikoida
(GK), Metilprednizolona (MP) na ekspresiju i produkciju IL-17. Kako sam mehanizam i
mesto dejstva GK nije precizno definisan, takode je ispitan in vivo efekat MP na
ekspresiju 1 produkciju IL-17 od strane mononuklearnih celija kicmene mozdine
(MNCKM) tretiranih DA  pacova tokom eksperimentalnog autoimunskog
encefalomijelitisa (EAE).

Materijal i metode: EAE je indukovan kod Dark Agouti (DA) pacova sa homogenatom
kicmene mozdine uz kompletni Frojndov adjuvans (CFA). Pocevsi od prvog dana
bolesti, DA pacovi su tretirani sa MP i/ili antagonistom glukokortikoidnog receptora-
RU486. Produkcija citokina od strane ¢elija koje infiltriraju CNS kao i ekspresija gena
je merena ELISA metodom i kvantitativnim PCR-om.

Rezultati: MP inhibira produkciju IL-17 od strane mitogenom stimulisanih ¢elija
limfnog &vora (CLC) DA pacova kao i antigen specifi¢nu produkciju od strane éelija
dreniraju¢eg limfnog c¢vora. Inhibicija produkcije IL-17 je dozno zavisna i nije
uslovljena inhibicijom proliferacije tokom 48h inkubacije. Takode, MP inhibira
produkciju IL-17 od strane prec¢is¢enih T limfocita, ali ne tako izrazeno kao u slucaju
CLC DA pacova. Sa druge strane pokazano je da MP ublazava klini¢ko ispoljavanje
EAE-a §to je praéeno 1 inhibicijom ekspresije i1 produkcije IL-17 od strane
mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine tretiranih DA pacova. Zapazen efekat MP
primenjenog in Vivo nije posledica smanjenja procentualne zastupljenosti CD4+ T
limfocita kao ni njihove apoptoze. Na kraju, antagonist glukokortikoidnog receptora
Mifepriston- RU486 ponistava inibitorno dejstvo MP na ekspresiju i produkeiju IL-17 u
in vitro i u in vivo uslovima, §to ukazuje da su zapazeni efekti MP posredovani putem

glukokortikoidnog receptora.



Zakljucak: Prikazani rezultati nedvosmisleno pokazuju da MP inhibira ekspresiju 1
produkciju IL-17 S§to otvara nove mogucnosti u terapiji autoimunskih oboljenja koje su
posredovane Th17 ¢elijskom subpopulacijom T limfocita.

Kljuéne refi: autoimunost, eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis,

metilprednizolon, IL-17



Effects of methylprednisolone on expression and production of
interferon-y and interleukin-17 in experimental autoimmune
encephalomyelitis

Background: Interleukin-17 (IL-17)-producing cells are increasingly considered to be
the major pathogenic population in various autoimmune disorders. The effects of
glucocorticoids, widely used as therapeutics for inflammatory and autoimmune
disorders, on IL-17 generation have not been thoroughly investigated so far. Therefore,
we studied the effects of a synthetic glucocorticoid methylprednisolone (MP) on IL-17
expression and production in rat lymphocytes. Since the mechanisms and the site of
glucocorticoids' actions are still not completely defined we also investigated the in vivo
effect of the synthetic glucocorticoid MP on the expression and production on IL-17 by
cells infiltrating CNS tissue during experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE).
Methods: EAEwas induced in Dark Agouti (DA) rats by immunization with rat spinal
cord homogenate (SCH) mixed with adjuvant. Commencing on the day when the first
EAE signs appeared, DA rats were injected daily for 3 days with MP and/or RU486, an
antagonist of glucocorticoid receptor. Cytokine production and gene expression in CNS
infiltrating cells and lymph node cells were measured using ELISA and real time PCR,
respectively.

Results: Production of IL-17 in mitogen-stimulated lymph node cells (LNC) from non-
treated rats, as well as in myelin basic protein (MBP)-stimulated draining LNC from
rats immunized with SCH + adjuvant was significantly reduced by MP. The reduction
was dose-dependent, sustained through the follow-up period of 48 hours, and was not
achieved through anti-proliferative effect. Additionally, MP inhibited IL-17 production
in purified T cells as well, but to less extent than in LNC. On the other hand treatment
of rats with MP ameliorated EAE, and the animals recovered without relapses. Further,
MP inhibited IL-17 expression and production in cells isolated from the CNS of DA rats
with EAE after the last injection of MP. The observed effect of MP in vivo treatment
was not mediated through depletion of CD4+ T cells among CNS infiltrating cells, or
through induction of their apoptosis within the CNS. Finally, the glucocorticoid
receptor-antagonist RU486 prevented the inhibitory effect of MP on IL-17 production
both in vitro and in vivo, thus indicating that the observed effects of MP were mediated

through glucocorticoid receptor-dependent mechanisms.



Conclusion: These results show that MP potently inhibits IL-17 expression and
production and suggest that the clinical efficacy of MP in various T-cell-mediated
inflammatory reactions is at least partly due to the inhibition of Th17 lymphocytes.

Key words: autoimmunity, experimental autoimmune encephalomyelitis,

methylprednisolone, IL-17
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1.UVOD

1.1 GLUKOKORTIKOIDI

Glukokortikoidi (GK) spadaju u grupu steroidnih hormona. koje stvara kora
nadbubrezne Zlezde. Pored brojnih funkcija u metabolizmu, razvicu, funkcijama niza
organa i sistema, glukokortikoidi imaju znacajnu ulogu u regulaciji imunskog odgovora.
Poremecaji u njihovoj produkeiji i delovanju predstavljaju endokrinu osnovu brojnih
inflamatornih 1 autoimunskih bolesti, pa stoga 1 njihovi sintetski analozi imaju veoma
Siroku primenu u terapiji inflamatornih 1 autoimunskih oboljenja (De Bosscher i
Haegeman.2008). Naime, davne 1949 godine, Hench i njegove kolege su prvi put
primenili glukokortikoid kortizon kao lek za reumatoidni artritis (Hench i Kendall,
1949) 1 od tada do danas glukokortikoidi se primenju u leCenju autoimunskih 1
inflamatornih oboljenja kao Sto su: multipla skleroza, astma, reumatoidni artritis,
inflamatorne bolesti creva i1 druge bolesti uslovljene ili pra¢ene inflamacijom (Boumpas

1sar.1993).

1.2 GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR

Vecinu svojih mnogobrojnih antiinflamatornih i imunosupresivnih efekata GK obavljaju
vezujuci se za citoplazmatski glukokortikoidni receptor (GR). Gen koji kodira GR
sadrzi devet egzona i lociran je na hromozomu 5q31-q32. GR, 94kDa protein, se nalazi
u citoplazmi u sklopu multiproteinskog kompleksa koji je sacinjen od Saperona i
proteina toplotnog Soka (eng. Heat shock proteins): Hsp 90, 70, 23 i imunofilina
FKBP51, FKBP52, Cyp44 and PP5 (Pratt i Toft. 2003).Postoje vise izoformi ovog
receptora (Duma i sar. 2006). Ipak, najbolje su proucene dve forme, alfa (aGR) i beta
(BGR). Prvo je opisana izoforma oznacena kao alfa koja je (Hollenberg i sar.1985)
eksprimirana u gotovo svim c¢elijama i u potpunosti je funkcionalna kada je aktivirana
glukokortikoidima. Druga izoforma je BGR koji ¢ini 0.2-1% GR i ona, za razliku od
aGR izoforme, nema moguénost vezivanja za glukokortikoide s obzirom da je domen za
vezivanje liganda nefunkcionalan (Lu i1 Cidlowski, 2004) i zna se da deluje kao

dominantno negativan regulator aGR (Bambergeri sar. 1995 ).



1.3 GENOMSKI EFEKTI GLUKOKORTIKOIDA

Zahvaljuju¢i svojoj lipofilnoj strukturi, glukokortikoidi lako prolaze kroz celijsku
plazma membranu i vezuju se visokim afinitetom za ligand-vezuju¢i domen GR $to
rezultira oslobadanjem samog receptora iz multiproteinskog kompleksa (Almawi i sar.,
1996). Translokacija vezanog GR u jedro se deSava u roku od 10-30 minuta nakon
izlaganja glukokortikoidima (Robertson i sar. 1993).

Nakon translokacije u jedro GR se vezuje za specifi¢ne nukleotidne DNK sekvence
nazvane glukokortikoid-odgovarajuéi elementi (eng. glucocorticoid response elements,
GRE) koje sadrze 15 nukleotida (GTACAnnnTGTTCT) (Berg. 1989). Sam broj i
lokalizacija GRE odreduje nivo transkripcione indukcije. Kao S§to je poznato,
transkripcioni faktori su proteini i vezuju se za regulatorne sekvence odgovarajuciih
gena ¢ime povecavaju ili smanjunju nivo genske transkripcije. Stoga i GR koji je vezao
GK predstavlja transkripcioni faktor. Kao takav, GR ostvaruje transaktivaciju tj.
povecanje

transkripcije specifi¢nih gena, bilo direktno stabilizacijom transkripcionih kompleksa ili
indirektno, delovanjem na hromatinske strukture, ¢ime omoguéavaju vezivanje
transkripcionih faktora i samu inicijaciju transkripcije.

Pored transaktivacije GK svoje dejstvo ostvaruju 1 putem transrepresije. Transrepresija
se odnosi na dejstvo GK koje ostvaruju preko negativnih GRE koji su sadrZani u nizu
nukleotida (ATYACnnTnTGATC). Proinflamatorni citokini kao $to su IL-1 i IFN-y su
posebno osetljivi na ovaj vid steroidne inhibicije (Barnes i Adcock. 1993). Naime, GR
za koji je ve¢ vezan glukokortikoid ima mogucénost da direktnim ili indirektnim
interakcijama inhibira transaktivacionu funkciju transkripcionih fakora kao S$to su
aktivacioni protein 1 (AP1) i NFkB. Jedan od nacina je i vezivanje kompleksa GK-GR
za vezujucu subjedinicu transkripcionih faktora i na taj nacin sprecava njihovu
asocijaciju za molekul DNK (Song i sar. 2005, De Bosscher i sar. 2000). Vecinu svojih
antiinflamatornih 1 imunosupresivnih efekata GK ostvaruju putem ove transrepresivne
aktivnosti koja posledicno dovodi do inhibicije sinteze prostanglandina i
proinflamatornih citokina kao $to su IL-1, IL-2, TNF, IFN-y i drugih proinflamatornih
medijatora (Schécke i sar. 2006).

Uprkos tome $to je poznato da je za inhibiciju sinteze proinflamatornih citokina i

prostaglandina neophodno vreme i da je ona izrazena tek nakon nekoliko sati, zapazeno



je da antiinflamatorna i imunosupresivna dejstva mogu nastupiti veoma brzo i tada se ne

mogu objasniti genomskim delovanjem (Croxtall i sar. 2000).

1.4. NE-GENOMSKI EFEKTI GLUKOKORTIKOIDA

Pored genomskog efekta glukokortikoida danas je sve vise podataka koji ukazuju da GK
svoj efekat mogu da ostvare 1 mimo genoma. Naime, rezultat ovog negenomskog efekta
je veoma brz i ne odigrava se na transkripcionom nivou. Do sada opisana su tri nacina

brzog, ne-genomskog delovanja glukokortikoida:

a) Fizicko-hemijske interakcije na nivou celijske membrane (Buttgereit i Scheffold,
2002),

b) Efekat posredovan citoplazmatskim GR (Croxtall i sar., 2000),

c) Efekat posredovan membranskim GR (Bartholome i sar., 2004).

a) Fizicko-hemijske interakcije na nivou éelijskih membrana

Pri visokim koncentracijama glukokortikoidi mogu promeniti fizicko-hemijske osobine
kako plazma membrane tako i membrane mitohondrija. Glukokortikoidi, kao izrazito
lipofilni, umecu se u navedene membrane 1 na taj nacin menjaju funkciju proteina koji
ulaze u njihov sastav i to lipidnom peroksidacijom koja za posledicu ima povecanu
membransku propustljivost (Buttgereit 1 sar. 2004). Glukokortikoidi, takode, dovode i
do inhibicije oksidativne fosforilacije Sto posledicnosmanjuje sitezu molekula ATP-a.
Kako je za sintezu citokina, migraciju, fagocitozu, obradu 1 prezentaciju antigena
neophodna energija u vidu adenozin tri fosfata (ATP), pri visokim dozama
glukokortikoidi ostvaruju svoj imunosupresivni i antiinflamatorni u¢inak inhibicijom

njegove sinteze (Buttgereit i sar. 2000).



b) Efekat posredovan citoplazmatskim GR

Ne-genomski efekat glukokortikoida moze biti posredovan proteinima koji se
oslobadaju iz multiproteinskog kompleksa nakon vezivanja GK sa GR unutar
citoplazme. Oslobodeni proteini, kao $to su Src koji imaju tirozin-kinaznu aktivnost su
odgovorni za neke brze efekte glukokortikoida (Croxtall i sar. 2000). Takode, inhibicija
oslobadanja arahidonske kiseline, koja predstavlja medijator metabolickih i
inflamatornih reakcija, predstavlja jo§ jedan nacin imunosupresivnog delovanja GK koji
se ostvaruje mimo genoma (Croxtall i sar. 2000).0Osim toga, pokazano je da GK
ostvaruju svoj ne-genomski efekat u aktivisanim T limfocitima kod ljudi 1 to putem
delovanja na protein kinaze (Lck) specifi¢ne za limfocite u in vivo 1 in vitro uslovima

(Lowenberg i sar. 2005).

) Efekat posredovan membranskim GR

Pored ne-genomskog efekta koji se ostvaruju putem fizicko-hemijskih interakcija i
citoplazmatskog GR, glukortikoidi ovaj efekat mogu ostvariti i preko membranskog GR
(mGR). mGR je detektovan na humanim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
koristeci visoko senzitivno imunofloroscentno bojenje sa monoklonskim antitelom koje
je specificno za citoplazmatski GR (Song i1 Buttgereit, 2006). Prekomerna ekspresija
citoplazmatskog GR nece rezultirati poveéanjem mGR, pa se stoga moze reci da je
mGR zapravo varijantna citoplazmatskog receptora koji je nastao kao posledica
drugacije posttranslacione obrade, a ne samo jednostavno premestanje citoplazmatskog

GR u plazma membranu (Bartholome i sar. 2004).



1.5 ANTIINFLAMATORNA I IMUNOSUPRESIVNA DEJSTVA
GLUKOKORTIKOIDA

Glukokortikoidi ispoljavaju znacajna antiinflamatorna i imunosupresivna dejstva koje
ostvaruju na krvnim sudovima, ¢elijama i medijatorima zapaljenske i imunske reakcije
(Barnes 2006b). Glukokortikoidi blokiraju sve tipove zapaljenskih reakcija tako Sto
stabilizuju membrane lizozoma, smanjuju propustljivost kapilara, 1 inhibiraju sintezu
arahidonske kiseline i njenih metabolita (prostaglandina i leukotriena), faktora
aktivacije trombocita (PAF), faktora nekroze tumora (TNF), interleukina (IL)-1, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y kao i faktora inhibicije migracije makrofaga (MIF)
(Rhen 1 Cidlowski 2005; Barnes 2006a). Svoj imunosupresivni efekat glukokortikoidi
ostavaruju i indukcijom apoptoze kako nezrelih T limfocita unutar timusa tako i1 zrelih T

limfocita na periferiji (Michalowska-Wender i Wender, 2008).

Svi navedeni efekti glukokortikoidnih hormona pruzaju mnogobrojne moguénosti za
njihovu farmakolosku primenu. Tako su sinteti¢ki glukokortikoidi najces¢e prepisivani
lekovi u lec¢enju inflamatornih stanja i autoimunih bolesti kao S§to su: reumatoidni

arthritis, multipla skleroza, sistemski lupus erytematosus (Gross i Cidlowski 2008).

1.6. AUTOIMUOST I AUTOIMUNSKE BOLESTI

Autoimunost predstavlja reaktivnost prema sopstvenim antigenima. lako je poznato da
je nizak stepen autoreaktivnosti fizioloska pojava (Dighiero i sar., 1999) i da, StaviSe,
prezivljavanje naivnih T 1 B C¢elija na periferiji zahteva njihovo stalno izlaganje
autoantigenima (Goldrath 1 Bevan, 1999), poremecaj osnovnih mehanizama odrzavanja
autotolerancije moze da dovede do pojave autoimunskih oboljenja. Razumevanje
mehanizama kojim fizioloSka autoimunost postaje patoloska, $to uslovljava nastanak
autoimunskih oboljenja, predstavlja jedan od klju¢nih zadataka kako bazi¢ne tako 1
klinicke imunologije.

U osnovi nastanka autoimunskih bolesti stoje poremecaji u selekciji T 1 B limfocita,
njihovoj regulaciji i smrti potecijalno autoreaktivnih klonova (revijski rad Goodnow i
sar., 2001; Marrack 1 sar., 2001). Autoimunske bolesti nisu redak medicinski fenomen,

vec¢, naprotiv, imaju visok morbiditet i mortalitet 1 predstavljaju trec¢i klinicki problem u



razvijenom svetu, odmah posle kardiovaskularnih bolesti i malignih tumora (Nossal,
2001). Autoimunost moze da zahvati razliCite organe, uzrokujuci bolesti koje se krecu u
rasponu od sistemskih koje obuhvataju viSe sistema i organa (kao S$to je sistemski
eritemski lupus), pa do onih usmerenih samo na jedan organ, odnosno tkivo (npr.

multipla skleroza ili insulin-zavisni dijabetes melitus).

1.7 MULTIPLA SKLEROZA

Multipla skleroza (MS) je hroni¢no, inflamatorno oboljenje CNS-a koje se karakteriSe
brojnim, izolovanim podrucjima u kojima se ispoljavaju zapaljenske promene udruzene
sa demijelinizacijom i gliozom (citirano prema Hafler, 2004). MS je prvi put opisana
1868 godine od strane francuskog neurologa Jean Martin Charcot-a koji je primetio
akumulaciju inflamatornih ¢elija u centralnom nervnom sistemu (CNS) pacijenata koji
pate od periodi¢nih epizoda neuroloske disfuncije (citirano prema Hafler, 2004). Godine
1933, Thomas Rivers je pokazao da simptomi, slicni onima koji se vidaju kod
pacijenata koji boluju od multiple skleroze (MS), mogu biti indukovani kod primata
ponavljanim ubrizgavanjem homogenata mozga zeca koji ne sadrze infektivne agense
kao adjuvanse (Rivers i sar., 1933). Ova spoznaja zapravo predstavlja pocetak duge
istorije eksperimentanog autoimunkog encefalomijelitisa (EAE), najviSe proucavanog
animalnog modela MS. Sli¢nost izmedu lezija u CNS kod ljudi obolelih od MS i
eksperimentalnih zivotinja sa EAE inicijalno je dovela do hipoteze da bi MS mogla da
bude autoimunska bolest usmerena protiv komponenti mijelina (Martin i McFarland.,
1995). Ova 1 niz drugih slicnosti predstavljaju osnovu za proucavanje EAE kao
laboratorijskog analoga multiple skleroze (Gold i sar. 2006,).

Kao i druge bolesti za koje se pretpostavlja da su autoimunske prirode, MS je ¢eséa kod
zena (70% populacije obolelih). 1 MS je vode¢i uzro€nik netraumatskih neuroloskih
deficita kod mladih osoba. U naSoj zemlji MS se javlja sa ucestaloS¢u od priblizno 40
obolelih na 100 000 stanovnika (Pekmezovic i sar., 2001) i mada se retko javlja u formi

akutne smrtonosne bolesti, ona ima veliki medicinski i socio—ekonomski znacaj.



1.7.1 ETIOLOGIJA MULTIPLE SKLEROZE

Iako etiologija ove bolesti nije jasno definisana, brojne ¢injenice ukazuju da je MS
bolest koja je provocirana faktorima spoljasnje sredine kod genetski predisponiranih
individua (Gaudet i sar., 1995). Znacaj i priroda faktora spoljasnje sredine koji
doprinose razvoju MS jo$ uvek nisu precizno definisani, mada se naj¢eS¢e pominju inf

ektivni agensi, a medu njima virusi. Sto se ti¢e genetske predispozicije pokazano je da
su znacajni geni u okviru HLA kompleksa (Ibrahim i sar., 2005), ali i geni koji ne

pripadaju ovom kompleksu (De Jageret i sar., 2009).

1.7.2 Genetski faktori

Slicno drugim autoimunskim bolestima posredovanim T limfocitima, u nastanku MS
vazni su geni glavnog kompleksa tkivne podudarnosti i to pre svega HLA-DR 1 HLA-
DQ geni (Hillert i sar., 1993). Rizik za nastanak uglavnom potice od dva DR alela:
DRB5*0101 (DR2a) i DRB1*1501 (DR2b) koje karakteriSe neuravnotezenost vezanosti
(Gregersen 1 sar., 2006). Mnogo je manje podataka o doprinosu alela HLA I klase u
genetskoj predispoziciji za oboljevanje od MS. Ipak, pokazano je da su HLA-A3 i1
HLA-B7 vise zastupljeni kod obolelih od MS, a HLA-A201 pokazuje protektivni efekat
(Fogdell-Hahn i sar., 2000).

Pored dobro poznate ¢injenice da kod pacijenata obolelih od MS postoji povezanost sa
alelima HLA 1 1 II klase, skorasnji rezultati GWAS studija (eng. genome wide
association studies) nedvosmisleno ukazuju na postojanje viSestrukih ne-MHC alelskih
lokusa koje lezi u osnovi genetske predispozicije (Hafler i sar., 2007). Potvrdena je
uloga tri lokusa (CLECI16A, IL2RA i IL7R) u genetskoj predispoziciji/osetljivosti
(Rubio 1 sar., 2008, Matesanz 1 sar., 2007) dok je nezavisna studija ukazala na vezu
TNFRSF1A (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A) alela 1 genetske

predispozicije (De Jageret i sar., 2009).



1.7.3 Faktori spoljasnje sredine

U prilog presudnog uticaja spoljasnje sredine govore brojni epidemioloski podaci, medu
kojima 1 ¢injenica da se ova bolest u 70% slucajeva ne javlja kod oba monozigotna
blizanca $to samo ukazuje da egzogeni faktori imaju znacajan udeo u nastanku ove
bolesti (Dyment i sar., 2004). Od faktora spoljasnje sredine u predpostavljenoj etiologiji
MS smatra se da vaznu ulogu imaju infektivni agensi, narucito virusi.

Tokom protekle decenije izucavan je veliki broj virusa kao mogucéih etioloskih faktora u
nastanku MS. Pored davno predloZene, ali nedokazane povezanosti virusa parainfluence
1 MS (ter Meulen 1 sar. 1972), u poslednje vreme se sa nastankom ove bolesti povezuju
infekcije prouzrokovane Epstein—Barr virusom (EBV), humanim herpes virusom tip 6
kao 1 retrovirusima (Kakalacheva, 2011). Medu bakterijama, Gram negativna
Chlamydia pneumoniae (Cpn) se dovodila u vezu sa MS, ali su danasnji podaci
kontradiktorni: dok jedna grupa istrazivata povezuje Cpn 1 MS (Sriram 1 sar. 1999)
druga negira postojanje veze (Pucci i sar., 2000). Takode, pokazano je da i deficijencija

vitamina D i puSenje moze doprineti nastanku ovog oboljenja (Lauer. 2010).

1.7.4 .PatohistoloSke karakteristike MS-a

Patohistoloskim ispitivanjem mozdanog tkiva posle smrti bolesnika sa MS otkriveni su
brojni jasno ograni¢eni plakovi u beloj masi CNS sa predilekcionim mestima na
optickim nervima, u periventrikularnoj beloj masi, mozdanom stablu 1 ki¢menoj
mozdini (Murray, 2006). U aktivnim lezijama prisutan je inflamatorni infiltrat koji se
sastoji od CD4" i CD8" T limfocita, makrofaga, B limfocita i plazma ¢elija (revijski rad,
Frohman i sar., 2006). Pored plakova demijelinizacije, u mozdanom tkivu obolelih od
MS postoji 1 difuzno oste¢enje u vidu atrofije sive mase i degeneracije nervnih vlakana
u naizgled normalnoj beloj masi mozga i kicmene mozdine. JoS uvek se ne zna da li se
neurodegenerativni proces razvija nezavisno od inflamacije ili joj mozda predhodi
(Hemmer 1 sar., 2006).

Analizom plakova pokazano je da su obrasci demijelinizacije iako heterogeni izmedu
razli¢itih bolesnika, homogeni u multiplim aktivnim lezijama jednog obolelog od MS,

Sto dokazuje da su razli€iti patogenetski mehanizmi ukljuceni u destrukciji mijelina.



Opisana su Cetri obrasca demijelinizacije (Luchinetti i Lassman 2001):

I obrazac: Makrofagima posredovana demijelinizacija

1l obrazac: Antitelima posredovana demijelinizacija

1Il obrazac: Distalna oligodendrogliopatija posredovana apoptozom, ishemijom i
dejstvom toksina

IV obrazac: Primarna degeneracija oligodendroglije (mogu¢i metabolicki defekti,

genetska predispozicija)

Na osnovu razlika u patohistoloskoj slici moze se zakljuciti da je patogeneza MS
heterogena 1 ukljucuje kako autoimunske tako i neimunske mehanizme. Od imunskih
mehanizama u oSte¢enju tkiva CNS sudeluju autoreaktivni T limfociti svih
subpopulacija, aktivisani makrofagi 1 njihovi solubilni produkti kao Sto su
proinflamatorni citokini, slobodni radikali kiseonika 1 azota 1 razli¢iti enzimi (I obrazac
emijelinizacije) kao i antitela i komplement (II obrazac demijelinizacije) (Lassmann i

sar., 2001).

1.7.5 Klini¢ke forme multiple skleroze

Brojna istrazivanja ukazuju da postoji odredena raznolikost u klinickom ispoljavanju
MS medu razli¢itim pacijentima. Tok bolesti je kod 85% bolesnika na pocetku
remitentan, karakterisan obi¢no naglim nastankom neuroloskih ispada, koje prati potpun
ili delimi¢an oporavak. Nakon odredenog vremena 40% ovih pacijenata razvijaju
progresivnu fazu bolesti sa ili bez ataka i koja se naziva sekundarno progresivna MS
(Confavreux 1 sar., 2001; Yang. 2005). Kod 15% pacijenata MS pocinje primarno
progresivnim tokom, koga karakteriSe nagomilavanje klinickog deficita, a relapsi i
remisije su odsutni. Stoga moze se zakljuciti da se MS odlikuje raznolikom klini¢kom
slikom, gde su neuroloski ispadi sa jedne strane posledica bloka u nervnom sprovodenju

usled oSte¢enja mijelina, a sa druge posledica oStecenja i gubitka aksona.



1.8 EKSPERIMENTALNI AUTOIMUNSKI ENCEFALOMIJELITIS

Veéina sadaSnjih saznanja o patogenezi MS zasnovana je na proucavanju
eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa (EAE), koji predstavlja animalni
model MS, s obzirom da klini¢ki i patoloski aspekti ove dve bolesti imaju brojne
sli¢nosti.

EAE je autoimunska inflamatorna bolest CNS, koja se kod osetljivih sojeva
eksperimentalnih Zivotinja indukuje imunizacijom homogenatom ki¢mene mozdine ili

razli¢itim antigenima mijelina (revijski rad Krishnamoorthy i Wekerle.2009).

1.8.1 Indukcija EAE

EAE se moze indukovati na dva nacina: a) aktivno, imunizacijom i to homogenatom
tkiva CNS, mijelinom ili njegovim proteinskim komponentama (bazni protein mijelina-
MBP, proteolipidni protein-PLP, mijelin oligodendrocitni glikoprotein-(MOG), mijelin-
asocirani glikoprotein-MAG) koji su emulgovani u pogodnom adjuvansu (revijski rad
Krishnamoorthy i Wekerle.2009).b) pasivno, transferom u singene primaoce antigen
specifiénih CD4" T limfocita koji poti¢u iz Zivotinja imunizovanih encefalitogenom
(revijski rad Zamvil i Steinman., 1990).

Pored ove dve indukovane forme postoji i model sponatnog EAE koji se razvija kod
miSeva ¢iji limfociti zahvaljuju¢i genetskim manipulacijama ispoljavaju receptore za
pojedine antigene mijelina (Goverman 1 sar., 1993; Krishnamoorthy 1 sar., 2006; Betelli

1sar., 2006).
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1.8.1a Aktivna indukcija EAE

Prilikom aktivne imunizacije eksperimentalnih Zivotinja u cilju nastanka EAE najcesce
se koriste proteinske komponete mijelina koje su emulgovane u pogodnom adjuvansu.
Najcesc¢e korisc¢eni proteini su:

o Proteolipidni protein (PLP) je najzastupljeniji protein mijelina u CNS (¢ini
50% proteina mijelina), hidrofobne je prirode i evolutivno je konzerviran. Ima vrlo
znacajnu ulogu u odrzavanju strukturnog integriteta i funkcije mijelina (Sospedra i
Martin.2005).

Kod miSeva postoje dva glavne forme ovog proteina; jedna duzine 276 amino kiselina i
druga, DM-20 (kraca za 35 aminokiselina). DM-20 je najzastupljeniji u mozgu i
ki¢menoj mozdini kao i perifernim limfnim organima gde se retko nalazi PLP duZzine
276 amino kiselina. PLP je jaci encefalitogen u poredenju sa mijelin baznim proteinom
(MBP) kod nekih sojeva eksperimentalnih Zivotinja, pre svega kod SJL/J miSeva, kod
kojih je PLP (y39.151) dominantan (Kennedy i sar., 1990; Vanderlugt i sar., 2002).

o Mijelin bazni protein (MBP)

Za razliku od proteolipidnog proteina (PLP), mijelin bazni protein (MBP) je prisutan
kako u centralnom tako i u perifernom nervnom sistemu. Kod sisara postoji pet izoformi
ovog proteina koji se razlikuju po molekulskoj masi (14-21.5kDa). Najzastupljenija je
izoforma molekulske mase 18.5 kDa (duzine 170 aminokiselina) i kao takva je najvise
proucavana u imunoloskim studijama Imunizacija MBP-om u pogodnom adjuvansu
dovodi do pojave EAE kod osetljivih sojeva pacova, miSeva, zamorci¢a i kod primata
(Wekerle 1 sar., 1994). Razli¢iti delovi ovog molekula su encefalitogeni epitopi za
razlicite vrste, pa Cak i za sojeve u okviru iste vrste. Ako se uporedi EAE kod pacova i
primata i1 specifi¢ni imunski odgovor na MBP kod ljudi obolelih od MS, uocava se
sli¢nost izmedu epitopa koji su encefalogeni u animalnom modelu i MBP regiona koji
su imunodominantni u MS (Martin i sar., 1991a i 1991b).

o Mijelin oligodendrocitni glikoprotein (MOG)

Mijelin oligodendrocitni glikoprotein (MOG) se sastoji od 218 amino kiselina,
transmembranski je glikoprotein, pripada imunoglobulinskoj superfamiliji, manje je

zastupljen od drugih proteina mijelina (0,01-0,05%) i ne nalazi se u kompaktnom
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mijelinu ve¢ na spoljaSnjoj povrsini oligodendrocitne membrane. Zahvaljuju¢i tome
MOG je direktno dostupan cirkuliSu¢im antitelima i1 veruje se da je znaCajan ciljni
protein u nastanku celijskog 1 humoralnog imunskog odgovora u MS (Jaskiewicz,
2004). MOG protein se eksprimira kasno u mijelinizaciji i nalazi se isklju¢ivo u mozgu i
ki¢menoj mozdini kao i u retini ali ne u perifernom nervnom sistemu. C57/BL6 miSevi
su osetljivi na indukciju EAE —a ovim proteinom dok MOG3s-s55) dovodi do hroni¢ne
nerelapsirajuce bolesti (Mendel i sar., 2005). Kod pacijenata koji su oboleli od MS iz
periferne krvi izolovani su MOG specificni T limfociti §to upucuje na ulogu ovog

mijelinskog proteina i u patogenezi ove bolesti (Raddassi i sar., 2011).

@) Mijelin-asocirani glikoprotein (MAG)

Mijelin-asocirani glikoprotein (MAG) je veliki mijelinski glikoprotein, molekulske
mase oko 100 kDa, koji se nalazi na unutragnjoj povriini mijelinskog omotaca. Cini
neSto manje od 1% mijelinskih proteina u CNS a jo§ manje je zastupljen u perifernom
nervnom sistemu (Weerth 1 sar., 1999). Zna se da MAG (97-112) ima encefalogeni
potencijal kod ABH (H-2Ag7) miSeva dok su u CSF tecnosti obolelih od MS
detektovani MAG-specificni T i B limfociti (Andersson i sar. 2002).

Pored predhodno navedenih proteina mijelinskog omotaca koji se koriste u imunizaciji
poznati su i1 drugi mijelinski proteini koji u imunopatogenezi eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa/multiple skleroze mogu pokrenuti autoimunski

odgovor:

o 2',3'-Cikli¢na nukleotid 3' fosfodiesteraza (CNPase)

2'3'-Ciklicna  nukleotid 3' fosfodiesteraza (eng. 2'3'-cyclic  nucleotide-
3'phosphodieterase) postoji u svoja dva oblika (CNPase I 1 II, 46 kDa i 48 kDa) i ¢ini
3%—4% ukupnih proteina mijelinskog omotaca. Nalazi se kako unutar oligodendrocita 1
tako i unutar Svanovih celija. Kod pacijenata sa MS, C- terminalni kraj CNPase
(343—373) predstavlja imunodominantni epitop koji visokim aviditetom biva prepoznat
od strane mijelin specifi¢nih T limfocita (Bielekova i sar., 2004).

0 Mijelin udruZeni oligodendrocitni bazni protein (MOBP)
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Mijelin udruzeni oligodendrocitni bazni protein MOBP (eng. myelin associated
oligodendrocytic basic protein) se nalazi iskljucivo u oligodendrocitima. MOBP,;-39) je
identifikovan kao imunodominantni region kod pacijenata koji su oboleli od MS (Holz i
sar., 2000).

Takode, za oligodendrocit-specifican glikoprotein OSP (od eng. oligodendrocyte-
specific glicoprotein), a-B crystallin (aB-C), S100B protein, transaldolaze-H (Tal-H) se

pokazalo da imaju sopsobnost indukcije autoimunskog odgovora.

Pored mijelinskih antigena opisani su i neki nemijelinski antigeni (Pender. 2003)

U toku hroni¢nog autoimunskog odgovora na komponenete mijelina javlja se fenomen
"Sirenja epitopa/determinanti" (engl. epitope/determinant spreading) (Vanderlugt i sar.,
1996) koji predstavlja nastanak imunskog odgovora na nove epitope koji se oslobadaju
tokom pocetnog autoimunskog osSte¢enja CNS. Tako su Yu i sar. (1996) pokazali da u
kasnijim stadijumima hroni¢no-relapsirajuéeg EAE koji je indukovan PLP peptidom
(130-151) dolazi do Sirenja T Celijskog odgovora na druge determinante PLP
(intramolekulsko Sirenje repertoara) kao i na drugi autoantigen-MBP (intermolekulsko
Sirenje repertoara). Ovi podaci bi mogli da objasne teskoce u identifikaciji antigena u
MS, posto postoji moguénost da razli€iti autoantigeni imaju ulogu imunopatogenezi
razli¢itih stadijuma MS.

U svakom slu¢aju, svi ovi modeli su od neprocenjivog znacaja za rasvetljavanje

interakcija koje se desavaju izmedu ¢elija CNS 1 imunskog sistema.
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1.8.1 b Pasivna indukcija EAE

Pored aktivne imunizacije, EAE se moze indukovati i transferom antigen-specificnih
CD4" T limfocita (Ben-Nun i sar. 1981). Paterson je prvi pokazao da EAE moze biti
indukovan ¢elijama limfnog ¢vora pacova koji su predhodno imunizovani
homogenatom ki¢mene mozdine u kompletnom Frojndovom adjuvansu (eng. Complete
Freund’s adjuvant, CFA) (Whitacre 1 Paterson 1977). Medutim, klini¢ki znaci ove
bolesti su bili veoma slabi. Kasnije je pokazano da se EAE sa postojanim klinickim
znacima moze indukovati transferom limfocita zivotinja imunizovanih encefalitogenom
u singene primaoce, pod uslovom da su ¢elije u in vitro uslovima bile aktivisane sa
konkanavalinom A (Panitch i sar., 1977). Pojava prvih klini¢nih znakova, tezina i oblik
bolesti zavisi od broja ¢elija koje su koriS¢éene za pasivni transfer. Paralelni
eksperimenti su pokazali da ozracivanje celog tela zivotinje malim dozama X zracenja i
istovremeno davanje Bordetella pertussis vakcine u mnogome olaksSava indukciju EAE
pasivnim transferom (Lando i sar., 1984).

U supernatantu kultura limfocita tokom in vitro stimulacije sa konkanavalinom A, koja
prethodi transferu, naden je visok nivo IFN-y §to je ukazalo da je Thl subpopulacija
CD4" T limfocita odgovorna za pasivni transfer EAE (Mustafa i sar., 1991). Medutim,
pokazano je da se encefalitogeni potencijal Thl linije gubi ukoliko se u in vivo ili in
vitro uslovima pod dejstvom odgovarajucih citokina ona prevede u Th2 subpopulaciju
(Racke i sar., 1994).

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da je primena modela zasnovanih na
transferu EAE pomocu linija i klonova encefalotigenih T ¢elija dobijenih iz zivotinja
obolelih od EAE u mnogome doprinela razumevanju patogeneze neuroinflamacije

(Richert i sar., 1985; Zamvil i sar.,1985).

1.8.1¢ Spontani EAE

Imajuci u vidu da je MS spontana bolest bilo je izuzetno zna€ajno uspostaviti analogni
eksperimentalni model bolesti koja se razvija bez arteficijelne intervencije kakvu

predstavlja klasicna indukcija bolesti uz upotrebu adjuvansa ili transfer antigen

specifiénih CD4" ¢elija. Prvi takav EAE model rezultat je genetskih manipulacija i
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dobijen je po ukrStanju dve transgene linije B10.PlI miSeva od kojih je jedna
eksprimirala a lanac, a druga B lanac T Celijskog receptora specificnog za peptid koga
¢ine 1-11 aminokiselinske sekvence baznog proteina mijelina (Goverman 1 sar., 1993).
Kod ovako dobijenih miSeva vecina T limfocita eksprimira receptor specifican za MBP
a - 11)- Bolest se spontano razvijala kod jednog broja ovakvih miSeva, a ve¢i procenat
obolelih je registrovan kod onih koje su ¢uvane u konvencionalnim uslovima, dok su
zivotinje gajene u sterilnim uslovima ("pathogen free") znacajno manje oboljevale
(Goverman 1i sar., 1993). Ovo ukazuje da i za nastanak EAE veliku ulogu imaju faktori
spoljasnje sredine (infekcija) Sto predstavlja vaznu paralelu sa MS (Brabb i sar., 1997).
Drugu vaznu paralelu u ovom modelu predstavlja i Cinjenica da se bolest javlja
uglavnom kod mladih miseva (Goverman, 1999).

Rezultati dve istrazivacke grupe ukazuju na postojanje jos jednog modela EAE koji je
posledica geneticke manipulacije. Naime, Krishnamoorthy i sar. (2006) i Betelli i sar.
(2006) su razvili model EAE koriste¢i dvostruko transgene zivotinje dobijene
ukr§tanjem miseva IgHY?% i TCRMC Prvima je knock — in tehnologijom ubaden gen za
teski lanac anti-MOG antitela u IgJ region, $to je rezultiralo prisustvom B ¢elija koje su
sekretovale anti-MOG antitela (Litzenburger i sar. 1998). Druga linija miSeva (nazvana
TCRM%) eksprimirala je TCR koji specifi¢no prepoznaje MOG protein i takvi misevi
razvili su opticki neuritis §to je najraniji simptom MS (Bettelli i sar., 2003). Soj dobijen
ukrStanjem ove dve linije miSeva spontano je razvijao posebnu formu bolesti koja je
nazvana optikospinalni EAE (OSE). Patoanatomski supstrat, odnosno promene na
optickom nervu 1 ki¢menoj mozdini u ovom modelu, odgovara neuromijelitis optica

(Devic) koji predstavlja formu MS (Ransohoff i sar., 2006b).
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1.8.2 PATOHISTOLOSKE KARAKTERISTIKE EAE

Histoloske promene EAE se manifestuyju meningealnom, perivaskularnom i
parenhimatoznom mononulearnom i neutrofilnom infiltracijom i razli¢itim stepenom
primarne demijelinizacije (gubitak mijelina na neostecenim aksonima). Takode, prisutno
je 1 oStecenje oligodendrocita, degeneracija aksona i poremecaj prenosa signala kroz
njih. PatohistoloSke lezije unutar CNS zavise od Zivotinjske vrste i oblika bolesti.
Inflamatorni infiltrat kod EAE se sastoji uglavnom od mononuklearnih ¢elija (limfociti,
makrofagi) dok se polimorfonuklearne celije rede nalaze. Edem i ekstravazacija
eritrocita se vida kod akutnog oblika ove bolesti. Hiperakutna forma EAE kod Lewis
pacova se karakteriSe patohistoloSkim nalazom u kome dominiraju infiltrati neutrofila,
edem, fibrinski depoziti, hemoragije, vaskularna i parenhimatozna nekroza kao i
vaskularna tromboza (Levine i Wenk, 1965; Ravkina i sar., 1979). Kod hroni¢nog
oblika EAE inflamatorni infiltrat je prisutan tokom egzercebacije dok je tokom remisije

odsutan (Pender i sar., 1990).

1.8.3 KLINICKI OBLICI EAE-a

Sam klinicki tok EAE u mnogome zavisi od vrste koriS¢enog antigena, nacina
imunizacije 1 vrste zivotinja u kojima se bolest izaziva.Postoji vise klinickih oblika EAE

modela:

1.8.3a Akutni EAE

Neuroloska simptomatologija u ovoj formi EAE ima akutni monofazni tok. Bolest
najceSc¢e pocinje gubitkom telesne tezine 10 do 12 dana posle imunizacije, potom se
manifestuje smanjenom pokretljivo§¢u, atonijom repa, parezom i paralizom zadnjih
ekstremiteta kao i1 inkontinencijom urina i fecesa, dakle pojavom neuroloskih ispada
vezanih za nize segmente kicmene mozdine (revijski rad Aboul-Enein 1 sar., 2006).
Ukoliko zivotinja ne ugine na vrhuncu paralitickog stadijuma, dolazi do spontanog

oporavka i StaviSe, otpornosti na ponovnu indukciju bolesti.
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1.8.3b Hiperakutni EAE

Hiperakutna forma EAE ima kraci latentni period sa rapidnim progresivnim klnickim
pogorsanjem i veéim mortalitetom nego akutni EAE. Ova forma bolesti moze biti
indukovana kod Lewis pacova inokulacijom homogenata ki¢mene mozdine i Pertussis

vakcine (Levine i Wenk, 1965).

1.8.3¢ Hroni¢na relapsirajuca bolest

Imajuéi u vidu da najveci broj pacijenata koji boluju od MS imaju relapsno-remitentni
tok pre nego Sto bolest prede u hroni¢ni progresivni oblik, a da je vecina animalnih
modela monofaznog toka, dizajnirani su EAE modeli koji simuliraju remintentni oblik
MS. U jednom takvom modelu koriste se Biozzi AB/H misevi (Baker i sar., 1990;
Skundric, 2005) imunizovani homogenatom ki¢mene mozdine u adjuvansu bez dodatog
toksina bakterije Bordetella pertussis koji razvijaju hroni¢nu remintentnu
demijeliniziraju¢u bolest. Posle imunizacije, zivotinje prolaze kroz akutnu fazu koja se
ogleda u gubitku tonusa repa i paralizi zadnjiih ekstremiteta, potom se klini¢ki znaci
povlace Sto odgovara remisiji bolesti, a nakon toga dolazi do egzarcebacije Sto sve
zajedno ukazuje da ovakva bolest u velikoj meri ogovara remintentnom obliku MS kod

ljudi.
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1.9 Th1/Th17 PARADIGMA

Prema tradicionalnom konceptu EAE i MS su se smatrale bolestima kod kojih su Thl
¢elije patogene efektorske ¢elije (Alimi, 1998). Osnovni efektorski citokin Thl Eelija je
interferon-y (IFN-y). IFN-y se smatra proinflamatornim citokinom pre svega
zahvaljujuéi svojoj izrazitoj sposobnosti aktivacije makrofaga (Goldberg i sar, 1990).
Takode, IFN-y indukuje povecanu ekspresiju molekula MHC klase I 1 klase II na
razli¢itim ¢elijama (Skoskiewicz i sar, 1985). Pored toga, IFN-y u razliitim tipovima
¢elija stimuliSe proinflamatorne medijatore kao Sto su: IL-12 (Ma i sar. 1996), IL-15
(Doherty 1 sar. 1996), faktor nekroze tumora a (TNFa) (Hayes MP, 1995), inducibilnu
sintazu azot monoksida (iNOS) (Xie QW, 1993) i kaspazu-1 (Tamura i sar. 1996). Svoje
proinflamatorno dejstvo IFN-y ostvaruje i tako Sto povecava ekspresiju adhezionih
molekula ICAM-1 (May & Ager 1992) i V-CAM (Barten & Ruddle,1994) na ¢elijama
endotela 1 stimuliSe transmigraciju limfocita kroz endotel krvnog sudan(May & Ager
1992).

U prilog patogene uloge Thl i IFN-y u nastanku EAE i MS govore brojni
eksperimentalni dokazi. Antigen-specificne CD4+ T ¢elije kojima se moze indukovati
EAE su Thl fenotipa i nakon aktivacije sekretuju citokine kao §to su IFN-y, TNF-a i/ili
LT (Powell 1990). Isti Thl citokini su produkovani u lezijama CNS-a miSeva sa EAE
(Kennedy. 1992). MiSevima kojima su uklonjeni geni za transkripcione faktore koji su
neophodni za Thl diferencijaciju kao Sto su T-bet i STAT4 ne produkuju IFN-y i
otporni su na indukciju EAE (Bettelli i sar. 2004).

U lezijama u CNS obolelih od MS-a detektovani su Thl citokini (Rohowsky-Kochan,
2000) 1 IFNy+ ¢elije (Traugott 1983). Takode, primena rekombinantnog IFN-y kod
obolelih od MS dovela je do pogorSanja bolesti (Panitch HS. 1992), a tretman sa
antitelima specifi¢nim za IFN-y do ublazavanja simptoma (Skurkovich i sar, 2001).
Iako se generalno smatra pro-inflamatornim citokinom, IFN-y ispoljava i izvesne anti-
inflamatorne aktivnosti. Tako IFN-y inhibira produkciju pro-inflamatornih citokina IL-1
i IL-8, stimuliSe ekspresiju ¢lanova porodice regulatornih proteina koji suprimiraju
prenos signala koji pokrecu razliciti citokini (SOCS, od engl. Suppressors of Cytokine

Signaling-), a pokazano je da indukuje apoptozu leukocita (Muhl, Pfeilschifter, 2003).
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Na osnovu svega iznetog moglo bi se tvrditi da su MS 1 njen animalni model EAE Thl
posredovane bolesti. Medutim, eksperiment koji nedvosmisleno potvrduje da IFN-y nije
neophodan za razvoj EAE-a je ne samo indukcija ove bolesti nego i teza klinicka slika
kod migeva kojima je uklonjen gen za IFN-y (IFN-y”) i njegov receptor (Ferber i sar.
1996). Nakon administracije neutraliSu¢ih antitela za IFN-y klini¢ki tok EAE je bio tezi.
(Heremans 1 sar. 1996). Dalje, postoje podaci koji ukazuju da odsustvo IFN-y Cak
pogorSava klini¢ki tok bolesti (Chu i sar., 2000). Nakon ovih saznanja paZznja bazi¢nih
imunologa je bila fokusirana na druge potencijalne citokine koji bi bili znacajni za
razvoj EAE-a. Kao posledica svega navedenog usledeli su eksperimenti koji su jos
jednom doveli u pitanje ulogu Thl ¢elijske subpopulacije i1 njihovog glavnog
produkujuceg citokina IFN-y u EAE-u.

Tako su Kua i1 saradnici koristili zivotinje kod kojih su uklonjeni geni za pl9
(subjedinica IL-23), p35 (subjedinica IL-12) ili p40 (zajednicka subjedinica za IL-23 i
IL-12). Pokazano je da zivotinje kojima nedostaje samo IL-12 (IL-12p35'/ ") oboljevaju
od EAE-a, dok su Zivotinje bez IL-23 (IL-12p19™) ili bez IL-12 i IL-23 (IL-12p40™)
bile u potpunosti otporne na indukciju ove bolesti(Cua i sar., 2003).

Potom su usledili radovi u kojima je potvrdena uloga IL-23 u stvaranju ¢elija koje prevashodno
produkuju IL-17 i pokazano je da te ¢elije predstavljaju novu subpopualciju CD4" T-éelija, koja
se razlikuje od Thl, Th2 i regulatornih T-¢elija (Treg) i koja je nazvana Th17 (Harrington i sar.,
2005; McKenzie i sar., 2006; Weaver i sar., 2006).
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1.10 Th17 POLARIZACIJA

I pored prethodno nesumnjivo dokazane veze IL-23 sa IL-17 u indukciji patogenog
procesa, pokazalo se da za polarizaciju, tj. usmerenje naivne T-Celije ka Th17 ¢eliji nije
neophodno prisustvo IL-23 (Veldhoen i sar., 2006a; Mangan i sar., 2006; Bettelli i sar.,
2006). Naime, razvoj Th17 ¢elija nije bio inhibiran u odsustvu IL-23, niti pojacan pri
dodavanju egzogenog IL-23. Istovremeno, tri grupe nauc¢nika su nezavisno pokazale da
je za polarizaciju Th17 ¢elija kod miseva neophodno prisustvo dva citokina, TGF-f 1
IL-6 (Veldhoen i sar., 2006a; Mangan i sar., 2006; Bettelli i sar., 2006). Druge dve
grupe autora (Mangan i sar., 2006; Bettelli i sar., 2006) su potvrdile ove nalaze i
pokazale da je TGF-B neophodan za razvoj Th17 éelija, ali i regulatornih CD4" T-¢elija
koje eksprimiraju transkripcioni faktor Foxp3 (tzv. Foxp3™ Treg éelije), §to je u skladu
sa zapazanjem da TGF-B moze da ima razli¢ite uloge u imunosti (Wahl, 1994; Li i
Flavell, 2008). Oni su takode dokazali da je presudni Ccinilac koji usmerava
diferencijaciju naivnih CD4" T-éelija u jednom ili drugom smeru bag IL-6. Naime, IL-6
produkovan od strane APC pod dejstvom infektivnih agenasa, odnosno njihovih
produkata, kao $to su komponente ¢elijskog zida gljivica (zimozan) ili mikobakterija, ali
i peptidoglikan, LPS, CpG dinukleotidi ili neki produkti virusa (McGeachy i Cua,
2008), ihibira stvaranje Foxp3" Treg ¢elija, a promovise nastanak Th17 ¢elija (revijski
prikazano u Weaver i sar., 2006). U svakom sluc¢aju, kada su i TGF- 1 IL-6 prisutni, oni
sinergisticki deluju na naivne CD4" T-Celije i usmeravaju njihov razvoj ka Thl17
fenotipu kroz ekspresiju inducibilne komponente receptora za IL-23 (IL-23R), ¢ime ove
¢elije postaju responsivne za ovaj citokin koji je presudan za kasniju fazu u
diferencijaciji Th17 celija (Iwakura i sar., 2011). Ovi rezultati dobijeni in vitro su
kasnije u odredenoj meri potvrdeni i u razli¢itim sistemima in vivo. Tako je pokazano da
zivotinje kod kojih je uklonjen gen za TGF-B nemaju Th17 ¢elije (Mangan i sar., 2006),
da blokiranje signala poreklom od TGF-f blokira razvoj EAE-a (Veldhoen 1 sar.,
2006b), a da preterana ekspresija TGF-B kod transgenih miSeva dovodi do ekspanzije
Th17 ¢elija i egzacerbacije EAE-a (Bettelli i sar., 2006).

Pored predhodno opisanih citokina koji su neophodni za Thl7 diferencijaciju i
transkripcioni faktori imaju veoma vaznu ulogu. Tako, transkripcioni faktor RORYT

(RORC kod ljudi) koji je eksprimiran kod svih ¢elija koje produkuju IL-17 predstavlja
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regulatorni transkripcioni faktor razvoja Th17 ¢elijske subpopulacije. Ukoliko se CD4+
T limfociti kultivisSu sa TGF-B 1 IL-6 nakon 8h eksprimiraju ovaj transkripcioni faktor.
Da je on nezaobilazan u diferencijaciji Th 17 ¢elija dokazuje i ekperiment u kome se
pokazalo da ¢elije kojima je uklonjen gen za RORYT transkripcionni faktor nemaju
mogucnost produkcije IL-17 (Chen i sar. 2011). Takode, RORYT deficijentni miSevi su
parcijalno rezistentni na razvoj EAE-a. Ova pomenuta parcijalna rezistencija se
objaSnjava aktivno$¢éu RORa transkripcionog faktora koji takode reguliSe Thl7
diferencijaciju (Yang i sar. 2008). Nivo ekspresije ovog, za Th17 diferencijaciju, veoma
vaznog transkripcionog faktora je regulisana kako citokinima tako 1 drugim
transkripcionim faktorima. Aktivnost i funkcija RORYyT transkripcionog faktora je pored
citokina regulisana i STAT3 transkripcionim faktorom (od eng. Signaling Transducer
and Activator of Transcription). Ve¢ pomenuti citokini koji ucestvuju u Thl7
polarizaciji (IL-6, TGF-B i1 IL-23) dovode do njegove aktivacije posle ¢ega se direktno
vezuje za STAT vezujuce mesto unutar promotora gena za IL-17 1 na taj nacin inukuje
RORYT ekspresiju 1 ekspresiju receptora za IL-23 kod naivnih, dakle, nediferentovanih
T limfocita (Hwang. 2010). Njegova neophodnost u diferencijaciji Th17 c¢elija se
pokazala kroz eksperiment u kome je pokazano da miSevima kojima je uklonjen gen za
STAT3 transkripcioni faktor (STAT3'/ ) nemaju Th17 ¢elijsku subpopulaciju (Harris 1
sar. 2007). Paraleno, STAT3 aktivacija u prisustvu IL-6 dovodi do smanjene ekspresije
FoxP3 transkripcionog faktora koji je vazan za diferencijaciju T reg limfocita ¢ime se i
obasnjava uloga IL-6 u balansu i plasti¢nosti Th17/Treg. ¢elija (Yang i sar. 2008).

Dalje, interferon regulatorni faktor 4 (IRF4) u sadejstvu sa IL-1 ima ulogu u ranoj Th17
diferencijaciji. RUNX1 1 BATF transkripcioni faktori su neophodni za optimalnu
ekspresiju RORyT transkripcionog faktora i produkciju IL-17 (Hu i sar. 2011).

Citokini koji imaju ulogu u inhibiciji Th17 diferencijacije su IL-10 i IL-27 (Chaudhry
isar. 2011).
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1.11 PLASTICNOST Th 17 CEIJSKE SUBPOPULACIJE

Do skora se smatralo da se Th17 limfociti razvjaju nezavisno od Thl subpopulacije 1
time se objasnjavao nastanak EAE kod Thl deficijentnih miSeva (revijski rad Weaver i
sar., 2006). Medutim, danas se zna da Th17 ¢elije imaju kapacitet produkcije IFN-y Sto
je potvrdeno ex vivo studijom u kojoj je dokazano prisustvo Th17/Thl limfocita u
perifernoj krvi ¢oveka i1 nazvane su Th17/Thl limfociti (Annunziato i sar. 2007).
Takode, i Th17 1 Th17/Thl limfociti klonovi ne samo da eksprimiraju IL23R ve¢ i 32
subjedinicu IL12R kao i T-bet, transkripcioni faktor koji je neophodan za samu Thl
subcelijsku diferencijaciju (Annunziato i sar. 2007). I najvaznije, stimulacija veé
diferenciranih Th17 limfocita ljudskog porekla sa IL-12 dovodi do smanjene ekspresije
RORYT transkripcionog faktora kao 1 povecane ekspresije T-bet transkripcionog faktora
1 time omogucava produkciji IFN-y pored produkcije IL-17. Suprotno tome, jednom
diferentirana Th1 ¢elijska subpopulacija ni pod kojim uslovima nece imati kapacitet
produkcije IL-17 obzirom da je T-bet transkripcioni faktor direktni inhibior ekspresije
RORYyT transkripcionog faktora koji je klju¢an u Th17 diferencijaciji (Lazarevic 1 sar.
2011). Ovi podaci, koji su rezultat dugotrajnog istrazivanja, nam vrlo jasno
demonstriraju plasti¢nost Th17 ¢elijske subpopulacije i zapravo predstavljaju novi
koncept po kome postoji mogucénost preusmeravanja Thl7 ka Thl celijskoj
subpopulaciji dok obrnuti smer, dakle preusmeravanje Thl ka Thl7 ¢elijskoj
subpopulaciji nije mogu¢ (Annunziato i sar. 2007).

Ako plasti¢nost Th17 ¢Eelijske subpopulcije posmatramo u odnosu na T regulatornre
¢elije (Treg) postoje podaci koji ukazuju da 1 one mogu postati IL-17 produkujuce Celije
ukoliko se kultiviSu u prisustvu IL-6 $to korelira sa pove¢anom ekspresijom RORyT
transkripcionog faktora (Yang i sar. 2008). Postoje i podaci koje ukazuju na prisustvo
IL-17 produkujucih ¢elija kod misa koje eksprimiriju Foxp3 transkripcioni faktor, za
koga se zna da je eksprimiran u T regulatornoj ¢elijskoj subpopulaciji (Lochner I sar.
2008)

Mehanizam plasticnosti i reprogramiranja subpopulacija T limfocita uopste kao i Th17
¢elijske subpopulacije jo§ uvek nije dovoljno razjaSnjen. Wei i njegovi saradnici su
sproveli H3 lizind (H3K4) i lizin 27 (H3K27) studiju i dosli su do zakljucka da su
prisutne epienetske modifikacije Tbx21gena koje se ticu diferencijacije T limfocita Sto

naravno korelira sa njihovim transkripcionim statusom. Naime gen poseduje binarnu
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modifikaciju hromatina $to moze rezultirati 1 aktivacijom i inhibicijom transkripcionih
faktora koji su bitni za Th17 polarizaciju u zavisnosti od citokinskog miljea u kome se

¢elije nalaze (Wei i sar. 2009; Dong.2011).

1.11.1 BioloSke funkcije IL-17

Th17 ¢celije, yo T limfociti sekretuju proinflamatorni citokine IL-17A- IL-17F. Prvo je
identifikovan IL-17A kao cDNK transkript kod pacova i nazvan je CTLAS8 (Rouvier i
sar., 1993). On moze pokrenuti sekreciju proinflamatornih citokina i hemokina (Fossiez
1 sar., 1996) kao §to su IL-1B 1 TNF-a za koje je pokazano da mogu biti medijatori
inflamatornog procesa u mnogim autoimunskim oboljenjima (Suttoni i sar., 2006). IL-
17 se smatra proinflamatornim citokinom obzirom da je poznato da ovaj citokin
indukuje ekspresiju brojnih medijatora inflamacije u razliitim tipovima ¢elija. Posto je
IL-17A prototipski citokin porodice IL-17 1 najviSe eksperimentalnih podataka se
odnosi na njega i u daljem tekstu ¢e se, uostalom kao 1 u vec¢ini nauc¢nih radova, pod IL-
17 uvek podrazumevati IL-17A, a pod IL-17R receptor za IL-17A, osim ako drugacije
nije naglaseno.

IL-17 in vitro prevashodno stimuliSe produkciju hemokina koji specifi¢no privlace
neutrofile 1 monocite na mesto zapaljenja kao §to su IL-8, GROa (engl. Growth Related
Oncogene a), GCP-2 (od engl.Granulocyte Chemotactic Protein 2), MCP-1 (engl.
Monocyte Chemotactic Protein 1), CXCL1, CXCL2, CXCL5,CCL2 i CCL5 (Miyamoto
I sar. 2003, Witowski i sar. 2000), ali 1 citokina koji reguliSu sazrevanje i proliferaciju
mijeloidnih ¢elija kao Sto su IL-6, G-CSF (eng. Granulocyte Colony Stimulating
Factor) 1 GM-CSF (eng. Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor) ( Jones i
Chan. 2002).

IL-17 stimulise lokalnu inflamaciju tako $to indukuje tipi¢ne proinflamatorne cytokine
IL-6,TNF-a i IL-1b (Yao i sar. 1995), i druge medijatore inflamacije, prostaglandine
(PGE2) 1 azot monoksid (Fossiez i sar. 1996). Vazan aspekt proinflamatornog dejstva
ovog citokina jeste da vrlo Cesto saraduje sa drugim proinflamatornim citokinima kao
Sto su IL-1b, TNF- a i IFN-y ( Ruddy 1 sar. ,2004, Albanesi i sar., 1999).

Obzirom na njegov znacaj u zapocinjanju i odrZavanju inflamacije, IL-17 predstavlja

znacajan modulator ranog imunskog odgovora na patogene. lako do sada nije jasno koja
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grupa patogena predominantno indukuje Th17 odgovor pokazano je da raznovrsni
mikroorganizmi kao Sto su Gram-pozitivne bakterije Propionibacterium acnes, Gram-
negativne bakterije Citrobacter rodentium (Mangan et al, 2006), Klebsiella pneumoniae
(Ye I sar.,, 2001), Borrelia Burgidorferi (Infante-Duarte i sar., 2000), zatim
Mycobacterium tuberculosis i gljivica Candida albicans indukuju znacajan Thl7
odgovor. Produkt izveden iz celijskog zida gljiva, zimozan ili derivat bakterijskog
peptidoglikana kao $to je muramildipeptid mogu da promovisu IL-17 produkciju u T
¢elijama (van Beelen i sar., 2007). Danas se pouzdano zna da, Thl7 Ccelijska
subpopulacija u fizioloSkim uslovima ima ulogu u odbrani od mukozalnih gljivi¢nih
infekcija. Tada, ova Celijska subpopulacija produkuju¢i hemoatraktante kao Sto su
CXCLI1, CXCLS5 1 IL-8 dovodi do neutrofilne infiltracije za koje se zna da imaju
dominatnu ulogu u odbrani od ove vrste infekcija (Conti i Gaffen. 2010).

Prema tome, Th17 odgovori se najverovatnije javljaju kao rani odgovor na brojne
patogene koji nisu pokriveni Thl i Th2 imunskim odgovorima i koji, da bi bili

eliminisani, zahtevaju jaku inflamaciju.

1.12 Uloga IL-17 u autoimunskim bolestima

Prekomerna produkcija IL-17 moze da izazove inflamatornu reakciju koja doprinosi
osecenju tkiva $to je sluc¢aj kod mnogih autoimunskih bolesti i drugih patoloskih stanja
u ¢ijoj je osnovi hroni¢na inflamacija. Do sada je pokazano da je IL-17 prisutan u
serumu 1 eksprimiran u ciljnim tkivima obolelih od reumatoidnog artritisa (Nakae i sar.,
2003), sistemskog eritemskog lupusa (Wong i sar., 2000), psorijaze (Wilson 1 sar.,
2007), inflamatorne bolesti creva (Fujino i sar., 2003) i multiple skleroze (Matusevicius
i sar., 1999). U lezijama CNS obolelih od MS je utvrdena poveéana ekspresija IL-17
(Lock 1 sar., 2002), a u cerebrospinalnoj tecnosti obolelih od MS povecane
koncentracije IL-17 (Ishizu i sar., 2005). IL-17 stimuliSe prolaz T limfocita kroz krvno
mozdanu barijeru, a receptori za IL-17 su eksprimirani na endotelu MS lezija. Takode,
memorijske T ¢elije koje produkuju IL-17 su identifikovane u infiltratima MS lezija
(Kebir 1 sar.,, 2007). Mnogobrojni dokazi ukazuju da su Thl7 celije pokretaci
autoimunskog procesa u EAE-u, a moguc¢e i u MS-u. Postavlja se pitanje da li su Th17

jedine ¢elije koje dovode do patoloskih promena u ovim bolestima i kakva je uloga Thl
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¢elija? Iako navedeni rezultati govore u prilog dominantne uloge Th17 ¢elija, nalaz da
zivotinje bez gena za T-bet i STAT4 (dakle bez Thl ¢elija) ne oboljevaju od EAE-a,
iako imaju veliki broj Th17 ¢Celija, govori suprotno (Chitnis 1 sar., 2001; Bettelli i sar.,
2004). Sli¢no proizilazi iz ¢injenice da Zivotinje koje nemaju Th17 ¢elije ipak razvijaju
EAE, mada sa blazom klini¢kom slikom (Komiyama i sar., 2006; Ivanov i sar., 2006).
Verovatno je da su obe ove éelijske subpopulacije CD4" T-¢elija vazne u patogenezi

EAE-a i drugih organ-specifi¢nih autoimunskih bolesti.

1.12.a Efekti glukokortikoida u multiploj sklerozi i u eksperimentalnom

autoimunskom encefalomijelitisu

lako primena GK ima malog uticaja na dugorocnu prognozu MS, visoke doze
glukokortikoida i dalje predstavljaju zlatni standard za lecCenje akutnih recidiva i
optickog neuritisa i tada se intravenozno primenjuje 0,5-2 g metilprednizolona pet
uzastopnih dana (Pozzilli i sar., 2004).

Svoj povoljan efekat terapiji multiple skleroze i eksperimentalnog autoimunskog

encefalomijelitisa ostvaruje putem veceg broja mehanizama.
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1. Indukcija apoptoze

Fenomen apoptoze indukovane glukokortikoidima je prvi put je opisao Screpanti davne
1989. godine (Screpanti i sar., 1989). U prisustvu glukokortikoida DNK zavisna
transkripcija 1 de novo genska ekspresija posledicno dovodi do stvaranja pro-
apoptotskih proteina kao §to su Bim i PUMA (Erlacher i sar., 2005; Wang i sar., 2006;
Almawi I sar., 2004) . i apoptoze. Nakon primene glukokortikoida dolazi do aktivacije
endogenih i1 egzogenih kaspaza, oslobadanja katepsina B iz lizozoma, poviSenog nivoa
H,0 i1 produkcije ceramida koji predstavljaju preduslov za nastanak apopotoze (Herold
i sar., 2006). Indukcija apoptoze T limfocita unutar CNS-a je zapazena kako u EAE
modelu tako i kod pacijenata koji su oboleli od multiple skleroze. U fazi remisije kod
Lewis pacova u MBP indukovanom EAE zapaZena je masivna apoptoza autoreaktivnih
T limfocita kicmene mozdine prouzrokovani kako egzogenim davanjem (Tabi i sar.,
1994) tako i endogeno produkovanim glukokortikoidima (Pender i sar., 1992). Da
endogeni glukokortikoidi imaju veoma vaznu ulogu u regulaciji neuroinflamacije
potvrdeno je ¢injenicom da pacovi kojima je otklonjena adrenalna zlezda oboljevaju od
fulminantnog oblika EAE koji je pracen odsustvom apoptoze (Grauer i sar., 2001;
Smith i sar., 1996). Suprotno tome, visoke doze metilprednizolona primenjene u AT-
EAE kod Lewis pacova dovode do dozno zavisne apoptoze T limfocita Sto je praceno 1
blazom klini¢kom slikom (Schmidt i sar., 2000). Ovaj fenomen je zapaZen i kod ljudi i
potvrden je prisustvom apoptoze leukocita periferne krvi poreklom od pacijenata koji su
oboleli od MS nakon terapijske aplikacije visokih doza GK (Leussink i sar., 2001).
Pokazano je da su CD4+ T limoficiti mnogo podlozniji DNK fragmentaciji u odnosu na
CD8+ T limfocite §to se delimi€no moZe objasniti razliitim nivoom ekspresije pro-
apoptotskog Bcl-2 proteina (Migita i sar.,1997). Uzimajuci u obzir sve navedeno, moze
se zakljuciti da endogeni i egzogeni glukokortikoidi u MS i njenom eksperimentalnom
analogu EAE imaju veliku ulogu u indukciji apoptoze T limfocita i1 to pretezno CD4+

subpopulacije i na taj nacin u mnogome ublazavaju klinicki tok bolesti.
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2. Dejstva na krvno-moZdanu barijeru i migraciju leukocita

Krvno-mozdana barijera predstavlja selektivno propustljivu endotelnu barijeru izmedu
krvi 1 nervnog tkiva. Ova selektivna propustljivost je odredena liposolubilno$¢u
supstanci 1 prisustvom specifi¢nih transportnih sistema koji sa jedne strane
omogucavaju prolazak esencijalnih molekula u mozdano tkivo, a sa druge uklanjaju
produkte metabolizma iz mozdanog tkiva (Pardridge 1 sar., 1993). Krvno mozdanu
barijeru u najuzem smislu ¢ine endotelne ¢elije kapilara mozga. Njihov zid ne sadrzi
glatke misiéne celije ni elasti¢na vlakna, pa se ovi kapilari po tome kao i po svojoj
manjoj veli¢ini mogu razlikovati od drugih kapilara sistemske cirkulcije (Goldstein i
sar., 1983). Kapilari unutar mozdanog parenhima ne propustaju makromolekule i
cirkuliSuce ¢Celije usled jakih interendotelnih veza (engl. tight junction). Ove ¢vrste veze
sprecavaju prolazak leukocita kroz entotel. Transcelularno kretanje celija je takode
onemoguceno zbog slabog kapaciteta ¢elija endotela za pinocitozu.

U fizioloSkim wuslovima vaskularne endotelne celije ne eksprimiraju adhezione
molekule kao §to su ICAM-1 and VCAM-1 koji se eksprimiraju u uslovima inflamacije
kao odgovor na prisustvo IFN-y i TNF-a (Sloka i Stefanelli, 2005). Posledi¢no, integrini
na encefalogenim T limocitima reaguju sa ICAM-1 I VCAM-1 adhezionim molekulima
Sto uslovljava ekstravazaciju efektorskih T limfocita unutar CNS-a (Engelhardt, 2006).
Poznato je da glukokortikoidi smanjuju nivo integrina na T limfocitima kao i nivo
endotelnih adhezionih molekula. Rezultati jedne opsezne klinicke studije su
nedvosmisleno pokazali da nakon aplikacije MP dolazi do redukcije solubilnih VCAM-
1 i E-selektina u serumu pacijenata koji su oboleli od MS (Elovaara 1 sar., 2000).
Takode, postoje podaci koji ukazuju na inhibitorno dejstvo GK na okludin 1 klaudin 5
proteine kao i na matriks metaloproteinazu 9 (MMP9)(Blecharz i sar. 2010). Hartmann i
njegovi saradnici su pokazali da GK dovode do smanjenja aktivnosti MMP9 tako $to
dovode do povecanja ekspresije njenih endogenih inhibitora TIMP3 (od eng. tissue
inhibitors of metalloproteinases) (Hartmann 1 sar. 2009). U sklopu dejstva GK na
krvno-mozdanu barijeru moze se zakljuciti da GK svoj povoljan efekat ostvaruju putem

delovanja na meducelijski kontakt i remodelovanje matriksa.
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3. Uticaj na aktivaciju T limfocita

U miSijem EAE modelu pokazano je da se manipulacijom B7-CD28/CTLA-4
kostimulatornih molekula moze spreciti nastanak EAE (Karandikar et al. 1998).
Vanderheyde i njegova istrazivacka grupa su pokazali da metilprednizolon dovodi do
smanjene aktivacije T limfocita putem CD86 signalnog sistema, inhibicije sazrevanja
dendritskih celija putem CD86/80 koreceptorskih molekula i smanjene produkcije
TNF-0, IL-6 i1 IL-12 S$to rezultira smanjenim inflamacionim odgovorom (Vanderheyde

et al. 1999).

28



2. CILJEVI

Promena koncepta patogeneze EAE-a i MS-a sa Thl na Th17 ¢elijsku subpopulaciju je
dovela i do promene fokusa potencijalnih terapijskih pristupa sa komponenti Thl do
Th17 puta (Kleinschek, 2007). Danas se u terapiji multiple skleroze pored novih
terapijskih modaliteta 1 dalje primenjuju glukokortikoidi u cilju kupiranja akutnog
relapsa 1 pogorSanja bolesti. Jo§ uvek nisu poznati svi mehanizmi delovanja
glukokortikoida kao ni relativni doprinos pojedinih efekata njithovom povoljnom
terapijskom delovanju u multiploj sklerozi i drugim bolestima u kojima se primenjuju.
Takode se ne zna kako deluju na novootkrivene medijatore ostecenja, kakav je u slucaju
autoimunskih bolesti centralnog nervnog sistema IL-17. Stoga je cilj ovog rada da
ispitamo da li, kako i gde glukokortikoidi, preciznije Metilprednizolon (MP) deluju na
ekspresiju i produkciju IL-17.

Da bi se na ta pitanja odgovorilo u ovom istrazivanju postavljeni su sledeci ciljevi:

1. Ispitati dejstvo MP na ekspresiju i produkciju IFN-y i IL-17 od strane ¢elija limfnog
¢vora neimunizovanih DA pacova u in vitro uslovima

2. Ispitati dejstvo MP na antigen specificnu produkciju IFN-y 1 IL-17 u in vitro
uslovima.

3. Ispitati dejstvo MP na produkciju IFN-y 1 IL-17 od strane pre€iS¢enih T limfocita.

4. Ispitati moguée sinergisti¢no inhibitorno dejstvo IFN-y i MP na produkciju IL-17 u
in vitro uslovima.

5. Ispitati dejstvo MP na ekspresiju i produkciju IFN-y i IL-17 od strane c¢elija
poreklom iz infiltrata ki¢mene mozdine DA pacova obolelih od EAE-a

6. Ispitati dejstvo MP na klinnicko ispoljavanje EAE-a

7. lIspitati dejstvo MP na ekspresiju 1 produkciju IFN-y 1 IL-17 od strane
mononuklearnih ¢elija kicmne mozdine DA pacova u in vivo uslovima

8. Ispitati mehanizam kojim MP inhibira ekspresiju i produkciju IFN-y i IL-17 u in
vivo uslovima

9. Ispitati uticaj MP na cCelijski infiltrat unutar kicmene mozdine DA pacova obolelih

od EAE-a
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10. Analizirati da li MP svoje dejstvo na ekspresiju i produkciju IFN-y i I[L-17 ostvaruje
putem glukokortikoidnog receptora primenom antagonista glukokortikoidnog receptora

Mifepristona (RU 486).
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

U ovom istrazivanju koriSéeni su pacovi oba pola genetski visokosrodnog soja Dark
Agouti (DA) 1 soja AO (Albino Oxford ) starosti od 2 do 6 meseci kao i NOD (eng.
Non-obese diabetic) misevi muskog pola. Zivotinje su dobijene iz uzgajali§ta Instituta
za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢® i ¢uvane pod standardnim uslovima bez
ogranicenja pristupa hrani i vodi. Svi eksperimenti su odobreni od strane Etickog

.komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.2 INDUKCIJATEVALUACIJA EAE-A

3.2.1 Imunizacija Zivotinja

Za indukciju EAE-a kod pacova DA soja koriS¢en je homogenat kicmene mozdine
pacova (HKM) koji je pripremljen homogenizovanjem tkiva kicmene mozdine DA
pacova uz dodavanje fizioloSkog rastvora sa fosfatnim puferom (PBS, engl. Phosphate
Buffer Saline,) u odnosu 1g tkiva prema Iml PBS-a (50 % teZina u odnosu na
zapreminu). Kao adjuvansi su u zavisnosti od eksperimenta koriS¢eni Kompletni
Frojndov adjuvans (CFA, Difco Laboratories, SAD, koji sadrzi 1mg/ml Mycobacterium
tuberculosis). EAE je indukovan intradermalnim (i.d) ubrizgavanjem u zadnju Sapu
pacova 0.1 ml encefalitogene emulzije, napravljene meSanjem istih zapremina
homogenata ki¢mene mozdine (KM) pacova i kompletnog Frojnovog adjuvansa (CFA,
Difco Laboratories, SAD, koji sadrzi 1mg/ml Mycobacterium tuberculosis). Ki¢mena
mozdina pacova je homogenizovana uz dodavanje puferizovanog fizioloskog rastvora
(PBS, engl. Phosphate Buffer Saline,) u odnosu 1g tkiva prema Iml PBS-a (50 % tezina
u odnosu na zapreminu).

NOD misevi su imunizovani MOG 3355 peptidom (Tocris Bioscience, Minneapolis, MN,
USA.) i to 4 mg/ml. Kao adjuvans je koris¢en Kompletni Frojndov adjuvans (CFA,
Difco Laboratories, SAD) koji sadrzi 1mg/ml Mycobacterium tuberculosis 1 Pertusis

toksin 50 mg/ml (Sigma, USA) aplikovan na dan imunizacije i nakon 48h. Nakon 48h
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od imunizacije imunizovanim zivotinjama je aplikovan 0.5 ml 200 mg Pertusis toksina

L.p.
3.2.2 Evaluacija klinicke slike

Zivotinje su posmatrane svakodnevno pogev od 6. dana po imunizaciji. Dan kada su
registrovani prvi znaci bolesti, najc¢eS¢e atonija repa, oznacavan je kao pocetak bolesti.
Stepen tezine bolesti izrazavan je kroz klini¢ki skor prema skali od 0 do 4 na sledeci
nacin: 0, odsustvo klinickih manifestacija bolesti; 1, atonija repa; 2, pareza zadnjih
ekstremiteta; 3, paraliza zadnjih ekstremiteta 1 4, moribundno stanje ili smrt Zivotinje.
Stepeni 2 1 3 Cesto su bili udruZeni sa inkontinencijom urina i fecesa. U slu€aju kada su
neuroloski znaci bili slabije izrazeni od tipi¢nih za odredeni stepen, koriS¢ene su i

intermedijarne vrednosti

3.3 Tretman Metilprednizolonom

Od prvog dana bolesti DA pacovima je aplikovan MP (Hemofarm,Vrsac, Srbija) u dozi
od 50 mg/kg telesne tezine. Pored ove grupe Zivotinja jednu grupu smo tretirali sa PBS i
predstavljala je kontrolu eksperimentalnu grupu. Nakon tre¢eg dana Zivotinje su
zrtvovane 3h nakon poslednje aplikcije glukokortikoida.

3.3.1 Tretman antagonistom glukokortikoidnog receprora, Mifepristone- RU486
Od prvog dana bolesti DA pacovima je aplikovan antagonista glukokortikoidnog

receptora, Mifepriston-RU486 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) u dozi od 25 mg/kg

zajedno sa MP. Nakon tre¢eg dana zivotinje su zrtvovane 3h nakon poslednje aplikcije
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3.4 PRIPREMA CELIJSKIH SUSPENZIJA I KULTIVISANJE CELIJA

3.4.1 Medijum za pripremu i kultivisanje Celija

Za pripremu celijskih suspenzija i kultivisanje ¢elija koris¢en je medijum RPMI-1640
(Sigma, SAD) u koji su dodavane sledece supstance: 20 mM pufer HEPES (Flow
Laboratories, V. Britanija), 50 pM 2-merkaptoetanol (Fluka, Nemacka), 2 mM L-
glutamin (US Biochemical Corp., SAD), 10 mM natrijum-piruvat (Sigma), antibiotici
penicilin (100 IU/ml), gentamicin (100 pg/ml) i antimikotik nistatin (svi Galenika,
Srbija). Fetalni tele¢i serum (FCS, PAA laboratories, Austrija) koji je prethodno
inkubiran 30 minuta na 56 °C, u cilju inaktivisanja komponenti komplementa, je
dodavan medijumu u koncentraciji od 5 % za kultivisanje ¢elija. U slucaju stimulacije

¢elija specifiénim antigenom koriséen je medijum sa 2 % pacovskog seruma

3.4.2 1zolovanje ¢elija limfnog ¢vora

Eksperimentalne zivotinje su zrtvovane etarskom anestezijom, nakon ¢ega su sterilnim
instrumentima vadeni cervikalni 1 poplitealni limfni ¢vorovi 1 prenoSeni u sterilne
posude sa medijumom. Tkivo je potom protiskivano kroz sterilnu najlonsku mrezicu i
dobijena c¢elijska suspenzija je filtrirana kroz istu. Celije su zatim taloZene
centrifugiranjem (500 g, 5 minuta), resuspendovane u medijumu i brojane. Iz ¢elijskih
suspenzija dobijenih ekstrakcijom iz zivotinja, deo ¢elija je resuspendovan u PBS-u sa
0,1% tripan-plavog (BDSL, V. Britanija) i broj ¢elija je odredivan brojanjem pod
mikroskopom u komori po Biirker-Tiirk-u, pri ¢emu mrtve ¢elije (obojene u plavo usled
naruSene grade membrane) nisu brojane. Potom su c¢elijske suspenzije podesavane do

zeljene gustine za odgovarajuci eksperiment.
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3.4.3 1zolovanje monunuklernih ¢elija kicmene moZdine

Zivotinje su Zrtvovane u razli¢itim terminima po imunizaciji. U cilju eliminisanja krvnih
¢elija iz kicmene mozdine zivotinje su najpre perfundovane sterilnim rastvorom PBS.
Ki¢mena mozdina je izolovana iz perfundovanih zivotinja sterilnim priborom. Nakon
homogenizacije kicmene mozdine, dobijena suspenzija je nanoSena na gradijent Perkola
koji je formiran naslojavanjem razli¢itih koncentracija (70% 1 30% ) izotoni¢nog
Perkola. 1zotoni¢ni Perkol je pripreman od 9 ml Perkola + 1ml 10 x koncentrovanog
PBS. U konusne epruvete od 15 ml je prvo nanoseno 6 ml 70% Perkola, a potom 3 ml
suspenzije Celija resuspendovanih u 30% Perkolu. Nakon centrifugiranja u trajanju od
60 minuta na 800 g u epruveti sa gradijentom Perkola se mogao uociti beli prsten
mononuklearnih éelija ki¢émene mozdine (MNCKM) koji se nalazio na granici dva sloja.
Interfazni prsten je pazljivo sakupljan i dva puta pran od ostataka Perkola
centrifugiranjem u medijumu sa 5% FCS. Odredivanje broja celija je odredivan na

predhodno opisan nacin (opisan u delu Izolovanje éelija limfnog cvora).

3.4.4 Preciséavanje CD3" T limfocita

Nakon zrtvovanja eksperimentalnih Zivotinja etarskom anestezijom, sterilnim
instrumentima su vadeni limfni ¢vorovi (cervikalni, ingvinalni, paraaortalni, poplitealni)
1 prenoSeni u sterilne posude sa medijumom. Tkivo je potom protiskivano kroz sterilnu
najlonsku mrezicu i dobijena ¢elijska suspenzija je filtrirana kroz istu. Nakon dva pranja
u sterilnom PBS-Celije su inkubirane biotinskim antitelom specificnim za CD3
povriinski receptor (BD Biosciences, San Diego,CA) i to 0,25 pg na 1x10° ¢elija u 400
ul PBS 2mM EDTA 0.5% BSA PBS u trajanju od 30 minuta na +4°C. Nakon
inkubacionog perioda Celije su prane dva puta u 200 pul PBS 2mM EDTA 1 inkubirane u
prisustvu metalnih kuglica koje su obelezene streptavidinom (Streptavidin MicroBeads)
u 200ul PBS EDTA u trajanju od 30 minuta na na + 4 °C. Nakon inkubacionog perioda
¢elije su oprane tri puta u PBS EDTA 1 obeleZene ceije su resuspendovane 500 pl PBS
EDTA 1 kao takve su nanesene na MACS separacionu kolonu (Miltenyi Biote, Aubum,
CA) koja je prislonjena na magnet. Kolonica se ispira 3 puta sa 500 ul PBS EDTA koji

sadrze CD3- ¢elije. Nakon ispiranja, skida se sa magneta, lagano se naliva 1ml PBS
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EDTA 1 tecnost se protiskuje kroz kolonu klipom u novu epruvetu. Protiskivana te¢nost
sadrzi CD3+ celije 1 nakon brojanja istih (detaljno opisano u delu Izolovanje celija
limfnog évora ) CD3+ éelije su kultivisane (2x10°/500ul RPMI 5%FSC) i stimulisane u
prisustvu CD3 (1pg/ml; eBioscience, San Diego,CA) 1 CD28 (1pg/ml; eBioscience, San
Diego,CA) antitela. Pored pomenutih antitela ¢elije su tretirane MP (10 ng/ml).

CD3- ¢elije su kultivisane (4x10%bunaru) sa LPS (1pg/ml) i MP (10 ng/ml) u trajanju
od 19h.

3.4.5 Celijske kulture

Sve celije su kultivisane u plo€ama za kultivaciju sa 24 ili 96 bazenci¢a ravnog dna
(Sarstedt, Nemacka) u inkubatoru sa vlaznom atmosferom (Cole Parmer, SAD), na
temperaturi od 37 °C i pri koncentraciji CO, od 5 %. Vreme inkubacije 1 nacin
stimulacije celija je varirao u zavisnosti od eksperimenta. Za merenje produkcije
citokina, ¢elije limfnog ¢vora su kultivisane u ploc¢ama za kultivaciju sa 24 bazencic¢a
(2.5 x 10°1000 pl/bazenié¢) tokom 96 h. Celije kitmene mozdine su kultivisane u

plo¢ama za kultivaciju sa 96 bazen¢iéa (5 x 10°/ 200 pl/bazenci¢) tokom 72 h.
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3.5 ODREPIVANJE PROLIFERATIVNOG ODGOVORA CELIJA

Proliferativni odgovor c¢elija limfnog ¢vora DA pacova je odredivan merenjem
ugradivanja timidina obeleZenog radioaktivnim *H u novosintetisanu DNK ispitivanih
éelija. Celije (2 x 10°/200 ul/bazentié) su kultivisane u plo¢ama za mikrokultivaciju sa
96 bazenci¢a tokom 96 h u odsustvu (spontana proliferacija) ili prisusutvu 10 ng/ml
MBP-a (dobijen ljubazno$éu prof. Hartmut Wekerle, Max Planck Institute of
Neurobiology, Germany) Nemackoj) (antigen-specifi¢na proliferacija) i 16 sati pre kraja
inkubacije u bazen¢ice je dodavan *H-timidin (5 pCi/ml, Sigma). Po isteku inkubacije,
kulture su sakupljane na filtere od staklenih vlakana pomocu poluautomatskog
sakupljaca Celija (Titertek Cell Harvester, Norveska). Filteri su suSeni i stavljani u po 3
ml scintilacione te¢nosti koja sadrzi 4 g PPO 10,1 g POPOP u 1 1 toluola u bo¢icama za
merenje radioaktivnosti (hemikalije i bo¢ice, NEN, SAD). Radioaktivnost, koja je
srazmerna ugradnji °H-timidina u novosintetisanu DNK i predstavlja merilo
proliferacije ¢elija u kulturi, odredivana je scintilacionim beta brojacem (Rackbeta
Spectral LKB Wallac, Finska). Svaki uzorak je ispitivan u triplikatu, a rezultati su
iskazani kao srednje vrednosti broja otkucaja u minutu triplikata. Takode, uticaj MP na
proliferaciju ¢elija limfnog &vora (CLC) DA pacova je odredivan i smanjenjem
inteziteta fluoroscence CFSE boje (CFSE, Sigma). Za potrebe ovog testa CLC DA su
bile izlozene SuM CFSE boji u trajanju od 10 minuta i nakon inkubacionog perioda su
su tri puta prane u PBS-u i kultivisane narednih 48h u prisustvu Con A (2.5 ug/ml) sa i

bez MP (10 ng/ml).

3.6.IMUNOFLUORESCENTNO BOJENJE I PROTOCNA
CITOFLUORIMETRIJA

3.6.1 Detekcija membranskih molekula

Fenotipska karakterizacija ¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora i mononuklearnih cCelija

kicmene mozdine DA pacova vrSena je tehnikom direktne 1 indirektne

imunofluorescencije koriS¢enjem proto¢nog citofluorimetra (FACSCalibur, Becton
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Dickinson, SAD). Ispitivana je ekspresija slede¢ih povrSinskih markera: CD3 (marker T
limfocita), CD4 (marker Th ¢elija), CD62L (marker naivnih ¢elija), CD 134 (marker
aktivisanih ¢elija), CD 11b (marker makrofagno/monocitne loze). Monoklonska i
poliklonska antitela koriS¢ena u eksperimentima i njihove koncentracije/razblazenja
navedeni su u Tabeli 1. Po dobijanju jednocelijske suspenzije, ¢elije su prebacivane u
plasti¢ne epruvete (u broju od 2 x 10° do 1 x 10° u zavisnosti od eksperimenta) i
istalozene centrifugiranjem (500 g, 3 minuta). Posle centrifugiranja i1 odlivanja
supernatanta dodavana su odgovarajuca antitela u 100 ul PBS-a sa 2 % FCS-a i ¢elije su
inkubirane 30 do 45 minuta na 4 °C. Antitela koja su obelezena biotinom (CD62, OX40)
dodatno su inkubirana u prisustvu SAv-FITC (engl. Streptavidin/Peridinin Chlorophyll
protein;, BD Biosciences) u trajanju od 30 minuta. Nakon inkubacionog perioda celije
su prane dva puta (PBS), resuspendovane u 300 p PBS-a i analizirane na proto¢nom

citofluorimetru.

Tabela 1. Antitela koriS¢ena za fenotipsku karakterizaciju Celija

Antitelo Proizvoda¢ Koncentracija | Razblazenje | Obeleziva¢
(mg/ml)

CD4 BD Biosciences | 0,2 1:100 PE

CD62 BD Biosciences | 0.5 1:125 Biotin

0X40 BD Biosciences | 0.8 1:150 Biotin

CD25 AbD Serotec 0.5 1:100 FITC

CDl11b AbD Serotec 0.5 1:150 FITC

SAv-PerCP* konjugat | BD Pharmingen | 0,1 1:600 PerCP

* od engl. Streptavidin/Peridinin Chlorophyll protein (Sav/PerCP) Conjugate

Antitela koja su konjugovana sa biotinom su kasnije obelezena sa SAv-FITC

FITC — fluorescein izotiocijanat

PE — fikoeritrin
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3.6.2 Detekcija unutarcelijskih citokina

Za detekciju unutarcelijskih citokina na proto¢nom citofluorimetru je primenjena
metoda dvostrukog unutaréelijskog bojenja. U tu svrhu, 1 x 10° éelija resuspendovanih u
400 pl medijuma u plasticnim epruvetama je stimulisano sa phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA, 200 ng/ml) i jonomicinom (10,400 ng/ml) i inkubirano na 37 °C u
trajanju od 5 h. Nakon prvog sata inkubacije je dodavan inhibitor oslobadanja proteina,
Brefeldin A (5 uM). Posle inkubacije, u nekim eksperimentima je sledilo obelezavanje
¢elija sa anti-CD4 antitelom (kao sto je opisano u prethodnom poglavlju). Potom su
¢elije fiksirane 2 % paraformaldehidom u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi,
oprane u PBS-u i1 drZzane na +4 °C u frizideru do permeabilizacije. Za permeabilizaciju
je koris¢en pufer za permeabilizaciju (PB) koji se sastojao iz 2 % FCS, 0,01% Triton-a i
2% BSA u kome su ¢elije inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi. Potom su
centrifugirane i resuspendovane u 100 pl istog pufera. Celije su prvo inkubirane 30 min
na +4 °C u prisustvu biotinom obelezenih anti-IFN-y antitela ili odgovarajuce izotipske
kontrole, potom prane dva puta u puferu za permeabilizaciju, resuspendovane u 100 pl
PB i nakon dodavanja anti-IL-17 antitela i odgovarajuée izotipske kontrole i Sav-PerCP
konjugata inkubirane 90 minuta na +4 °C. Nakon dva pranja u PB, ¢celije su

resuspendovane u 300 ul PBS-a i analizirane na protocnom citofluorimetru
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.Tabela 2. Reagensi koriS¢eni za unutarcelijsko bojenje

Antitelo Izotip Proizvoda¢ Koncentraci | Razblazenje | Obeleziva¢

ja

(mg/ml)

Pacovsko anti-misije eBioscience
IL-17A IgG2a (San Diego, USA) 0,2 1:200 PE
Pacovsko anti-misje eBioscience
irelevantne specificnosti | [gG2a (San Diego, USA) 0,2 1:200 PE
Pacovsko anti-miSije eBioscience
IL-17A IgG2a (San Diego, USA) 0,5 1:200 FITC
Pacovsko anti-misje eBioscience
irelevantne specificnosti | IgG2a (San Diego, USA) 0,5 1:200 FITC
Anti-pacovsko/misje Biosource
IFN-y IgG1 [ (San Diego, USA) 0,5 1:500 Biotin
Misje anti-pacovsko eBioscience
irelevantne specificnosti | IgG1 [ (San Diego, USA) 0,5 1:500 Biotin
SAv-PerCP* BD Pharmingen
konjugat / (San Diego, USA) 0,1 1:600 PerCP

39




3.7 ODREDIVANJE NIVOA EKSPRESIJE GENA

Relativna ekspresija pojedinih gena u razlicitim éelijama poreklom iz imunizovanih DA
pacova odredivana je koriS¢enjem kvantitativne reakcije lan¢anog umnoZzavanja (od
engl. Polymerase chain reaction, PCR). Prethodno je iz ispitivanih ¢elija izolovana

RNK i reverznom transkripcijom prevodena u komplementarnu DNK (cDNK).

3.7.1 Izolacija RNK

Uzorci koji su sadrzavali 5 x 10° ispitivanih ¢elija prenoseni su u epruvete od 2 ml
(Sarstedt), centrifugirani (2000 g, 3 minuta) i po odstranjivanju medijuma lizirani su
blagim pipetiranjem u 500 pl reagensa za izolaciju RNK (Total RNA Isolation Kit,
Metabion, Nemacka). Potom su dopunjavani sa 100 ul hloroforma, mesani na mesalici
tokom 10 sekundi, ostavljani 15 minuta na 4 °C i centrifugirani 15 minuta (12800 g, 4
°C). Nakon centrifugiranja 1 formiranja tri faze u epruveti, vodena faza koja sadrzi
izdvojenu RNK prenosena je u drugu epruvetu i RNK je precipitirana dodavanjem
izopropanola u zapremini koja je bila jednaka zapremini prenete vodene faze (oko 300
ul). Nakon blagog mesSanja, epruvete su ostavljane tokom 30 minuta na sobnoj
temperaturi 1 centrifugirane 15 minuta (12800 g, 4 °C). Potom je istalozena RNK
ispirana sa 1 ml 75 % etanola uz centrifugiranje od 5 minuta (12800 g, 4 °C). Po
zavrsetku ispiranja i odstranjivanja etanola, precipitati su suSeni i rastvarani u 10 pl
demineralizovane H,O. Takode je odredivana koncentracija izolovane RNK u uzorcima
merenjem apsorpcije na 260 nm i poredenjem sa vrednostima dobijenim za vodu,
odnosno ispitivan stepen njene ¢istoce na 280 nm talasne duzine na kojoj je maksimalna
mo¢ apsorpcije aromatiénih amino kiselina. (Odnos Ajzeonm/ Azsonm izmedu 1,7 1 2
ukazuje na visok stepen ¢istoce RNK u odgovaraju¢em rastvoru). U tu svrhu koris¢en je

spektrofotometar (GeneQuant pro, Amersham, SAD).
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3.7.2 Reverzna transkripcija

Nakon izolacije 1 merenja, izolovana RNK je reakcijom reverzne transkripcije
prevodena u cDNK. Iz uzoraka je uzimana ona zapremina koja je sadrzavala 1 pg
rastvorene RNK 1 dopunjavana je do 15 pl demineralizovanom vodom sa 0,2 pg
heksamerskih prajmera nasumic¢nih sekvenci (Fermentas, Litvanija) 1 smeSe
dezoksiribonukleotid-trifostata (AINTP, Fermentas) u koli¢ini koja odgovara finalnoj
koncentraciji od 1 mM za svaki ANTP. Po meSanju, rastvorena RNK je denaturisana na
70 °C 10 minuta, posle ¢ega su uzorci stavljani 2 minuta na led. Nakon toga u uzorke je
dodavano po 4 ul 5 puta koncentrovanog pufera za reverznu transkripciju (5 x reaction
buffer, Fermentas) i 1 pl (200 U) reverzne transkriptaze Moloni virusa misje leukemije
(RevertAidTM H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase, Fermentas), uzorci su mesani i
inkubirani na 25 °C, 15 minuta, a potom na 42 °C, 60 minuta. Konacno, reakcija je
prekidana inkubacijom uzoraka na 70 °C, 10 minuta i 95 °C, 3 minuta. Uzorci sa cDNK
su C¢uvani na 4 °C do dalje upotrebe. Reakcija reverzne transkripcije obavljana je u
epruvetama od 200 pl (Eppendorf, Nemacka), a inkubacija na razli¢itm temperaturama
je obavljana pomocu odgovarajuceg aparata (Mastercycler Gradient, Eppendorf). U
cilju provere postojanja kontaminacije, u svakoj reakciji koriS¢ena je 1 negativna

kontrola koja je sadrzavala sve reagense osim RNK.

3.7.3 Prajmeri

Prajmeri koriS¢eni u PCR reakciji dizajnirani su na osnovu sekvenci dostupnih u bazi
podataka ENTREZ koriS¢enjem odgovarajueg kompjuterskog programa (Primer
Express® software v2.0, Applied Biosystems, SAD). Sekvence i finalne koncentracije
prajmera koji su kori$¢eni za umnoZzavanje 1 detektovanje cDNK za GAPDH, B-aktin i
citokine navedeni su u Tabeli 3 Svi prajmeri su sintetisani i1 nabavljeni od strane

kompanije Sigma.

41



Tabela 3. Prajmeri i probe koris¢eni u PCR reakciji

Sekvenca (5°-3’) Konc. (nM)
p-aktin
F - CCCTGGCTCCTAGCACCAT 330
R - GAGCCACCAATCCACACAGA 330
IFN-y
F- AACAGTAAAGCAAAAAAGGATGCA 330
R - TGTGCTGGATCTGTGGGTTGT 110
IL-17
F - CTACCTCAACCGTTCCACTTCAC 330
R - CCTCCCAGATCACAGAAGGATATC 330
IL-23
F - TCC ACC AAA CTC CCC AGA CA 320
R-CTG TGC ATG CTCTTT GGT TGA T
320
RoryT
F - GAC AGG GCC CCA CAG AGA 230
R- TTT GTG AGG TGT GGG TCT TCT TT
280

T-bet
F- CCA ACAATGTGA CCCAGATGAT
R- CTG GCT CAC CGT CAT TCA

110
130

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

R — prajmer komplementaran nekodiraju¢em (antisens) lancu DNK
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3.7.4 Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (,,Real-time”“ PCR) koriS¢en je za analizu relativne ekspresije
citokinskih gena kod DA pacova. U eksperimentima je koriS¢ena ploca sa 96 bazencica
adaptirana za kvantitativni PCR (MicroAmp'™ Optical, Applied Biosystems) i u svaki
od bazenci¢a dodavano je po 10 pl reakcione smese, koja se sastojala od 8 ul 2,5 x
koncentrovanog komercijalno pripremljenog ,,master-miksa“ (2.5 x RealMasterMix-
Probe, Eppendorf) i po 1 pl specifi¢nih nukleotida za gen od interesa odnosno za B-aktin
(smesa je za svaki gen sadrzavala par prajmera i obelezenu probu kao §to je prikazano u
tabeli 2). Potom je u svaki bazenci¢ dodavanio po 10 pl odgovaraju¢eg uzorka
razblazenog 10 puta (1 pl uzorka u 9 pl demineralizovane vode). Koncentracije
prajmera i proba za razliCite gene odredene su preliminarnim eksperimentima. Svi
uzorci su radeni u duplikatima. Bunarci¢i su zapecaceni optickim adhezivnim filmom
(Applied Biosystems), ploca je centrifugirana 2 minuta na 1000 g, preneta u termoblok
aparata za kvantitativni PCR (ABI Prism 7500, Applied Biosystems). Uslovi
amplifikacije bili su slede¢i: 1 minut na 95 °C, a zatim 40 ciklusa koji su obuhvatali 15
sekundi na 95 °C i 1 minut na 60 °C. Za analizu dobijenih rezultata koriSéen je
odgovarajuc¢i kompjuterski program (7500 System software) obezbeden od proizvodaca
aparata za kvantitativni PCR (Applied Biosystems). Nivo ekspresije ispitivanog gena
standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za [-aktin detektovanog u istom

bazencicu i iskazan kao srednja vrednost duplikata pojedinacnih zivotinja.
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3.8 ELISA i cELISA

Produkcija citokina u supernatantima celijskih kultura odredivana je ELISA (od engl.
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) metodom. U tu svrhu koriS¢ene su ploce za
mikrotitraciju MaxiSorp (Nunc, Danska) i komercijalni kompleti monoklonskih antitela
za merenje odgovarajucih citokina i to: za IFN-y i IL-17 (OptEIA Rat IFN-y, odnosno
IL-17 set, BD Biosciences Pharmingen, SAD). Supernatanti kultura su sakupljani posle
inkubacije od 72 h i odvajani od ¢elija centrifugiranjem (12000 g, 3 minuta). Potom su
zamrzavani 1 ¢uvani do analize. Sam postupak izvodenja ELISA metode obavljan je sa
reagenasima i rastvorima i prema protokolima obezbedenim od strane proizvodaca.
Tipi¢an protokol se sastojao iz slede¢ih faza: oblaganje ploce sa primarnim antitelom
(50 pl/bazenci¢, preko noc¢i na 4° C), ispiranje (5 x, 300 pl/bazenci¢), blokiranje (200
ul/bazenci¢, 1 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 x, 300 upl/bazencic), inkubacija
uzoraka (50 pl/bazenci¢, 2 h na sobnoj temperaturi), ispiranje (5 x, 300 pl/bazencic),
inkubacija sa sekundarnim antitelom obeleZenim biotinom (50 pl/bazenci¢, 1 h na
sobnoj temperaturi), ispiranje (5 x 300 pl/bazenci¢), inkubacija sa avidin-enzimskim
kompleksom (peroksidaza rena) (50 pl/bazenc¢i¢, 30 minuta na sobnoj temperaturi),
ispiranje (7 x 300 ul/bazencic), inkubacija sa supstratom (tetrametilbenzidin, TMB) (50
pl/bazenci¢, do 30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku), zaustavljanje reakcije sa 50
ul IM HCI ili H,SO4 1 ocitavanje apsorbancije pomocu spektrofotometra (Titertek)
koris¢enjem filtra za 450 nm. Svaki uzorak je raden u duplikatu, a za pojedine citokine
(IFN-y), supernatanti su razblazivani pre analize (najces¢e 4 puta). Koli¢ina citokina (u
pg/ml) odredivana je koriS¢enjem standardne krive dobijene na osnovu vrednosti
apsorbancije za rekombinantni citokin koji je prethodno serijski razblaZzen (dvostruko
opadajuce razblazenje u rasponu od 10000 pg/ml do 15,6 pg/ml).

Za potrebe cELISA testa ¢elije (4x10° u200 pl po bazen¢iéu ) su nanesene u bazendiée
koji su predhodno obloZeni sa Poly-L-lizinom (1:1000). Nakon inkubacije preko no¢i u
RPMI 0.5% FCS ¢elije su tretirane sa MP (10 ng/ml) u trajanju od 2h, nakon cega su
stimulisane u prisustvu ConA (2,5 pg/ml) u tranjanju od 40 minuta. Nakon pomenutih
inkubacija celije su fiksirane sa 4% paraformaldehidom 1 izloZene antitelima
specificnim za p-ERK, p-p38, p-JNK, p-JUN i c-Fos (Santa Cruz Biotechnology,CA) i

odgovaraju¢im sekundarnim antitelima (Santa Cruz Biotechnology,CA).
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3.9 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + standardna devijacija ili standardna
greSka (SV £ SD ili SE) dobijene u viSe nezavisnih eksperimenata ili kao rezultati
jednog reprezentativnog eksperimenta izabranog od nekoliko ponovljenih
eksperimenata sa sli¢nim rezultatima. Za analizu statisticke znacajnosti razlika srednjih
vrednosti ekspresije gena 1 nivoa produkovanih citokina je koriS¢en Studentov f-test.

Vrednost parametara p manja od 0,05 je smatrana statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1 Uticaj MP na produkciju, proliferaciju ¢elija limfnog ¢vora i ekspresiju gena
Th1 i Th17 citokina u in vitro uslovima

Obzirom da MP predstavlja terapiju izbora u lecenju relapsa MS nas prvi korak je bio

da ispitamo dejstvo MP na produkciju i ekspresiju IFN-y i IL-17, citokina koji imaju

dominantnu ulogu u imunopatogenezi MS 1 EAE-a.

4.1.1 Uticaj MP na produkciju IFN-y i IL-17 od strane mitogenom aktivisanih
¢elija limfnog ¢vora
U cilju ispitivanja dejstva MP na produkciju IFN-y 1 IL-17 kultivisali smo ¢elije limfnog
&¢vora (CLC) neimunizovanih AO i DA pacova u prisustvu optimalne koncentracije T
¢elijskog mitogena ConA (2.5 ug/ml) bez ili sa MP u razli¢itim dozama (0.1ng/ml,
Ing/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml). Nakon 48h inkubacije merili smo koncentraciju
produkovanih IFN-y i IL-17 u supernatantima ¢elijskih kultura. Sude¢i po dobijenim
rezultatima (Prilog 1A) inhibicija produkcije IFN-y pod uticajem MP bila je dozno-
zavisna, a doze MP od 10 ng/ml i 100 ng/ml dovele su do statisticki znacajne inhibicije
produkcije ovog citokina. Kada se analizira inhibicija produkcije IL-17 (Prilog 1B)
jasno je da je 1 u ovom slucaju bila prisutna dozno-zavisna inhibicija produkcije, ali
diskretnija ukoliko se uporedi sa inhibicijom produkcije IFN-y. Dalje, kada smo
uporedili dejstvo MP na CLC AO i DA pacova (Prilog 1A I B) jasno je da ovaj fenomen
dejstvo MP tj. inhibicija je bila izraZenija u poredenju sa stepenom inhibicije oba

citokina u slu¢aju CLC AO pacova.
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Prilog 1. MP na dozno-zavisni nacin inhibira produkciju IFN- y i IL-17 od strane mitogenom
aktivisanih CLC pacova. CLC AO I DA pacova (2,5x10%ml) su kultivisane u prisusutvu ConA
(2.5 pg/ml) bez i sa MP (0.1ng/ml, Ing/ml, 10 ng/ml, 100ng/ml) i meren je nivo produkcije IFN-
v I IL-17 u supernatantima kultura nakon 48h inkubacije koris¢enjem ELISA metode. Rezultati
su izrazeni kao procenat produkcije ovih citokina u kulturama sa MP u odnosu na produkciju
bez dodatog MP i predstavljaju srednju vrednost (+/-SD) iz 4 uradena nezavisna eksperimenta
sa sliénim rezultatima (* p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike produkcije IFN-y u
odnosu na produkeciju citokina u kulturi bez dodatog MP).
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4.1.2 Uticaj MP na proliferaciju éelija limfnog ¢vora DA pacova

Poznato da je jedan od nacdina kojim MP ostvaruje svoja antiinflamatorna i
imunosupresorna dejstva inhibicija proliferacije ¢elija imunskog sistema. Kako bismo
utvrdili da predhodno pokazani rezultat koji se odnosio na inhibiciju produkcije i IFN-y
1 IL-17 nije samo posledica inhibicije proliferacije ¢elija ispitali smo uticaj MP na
proliferaciju CLC. Koriste¢i identi¢an eksperimentalni dizajn kao u predhodnom
eksperimentu stimulisali smo CLC DA pacova sa ConA (2.5 pg/ml) i kultivisali ih u
odsustvu ili prisusustvu MP u rastu¢im dozama (0.1ng/ml,1ng/ml,10 ng/ml, 100 ng/ml).
Proliferativni odgovor smo odredivali merenjem inkorporacije timidina obelezenog
radioaktivnim vodonikom (*H) u novosintetisanu DNK aktiviranih CLC DA pacova.
Zapaza se (Prilog 2A) doza od 100 ng/ml dovodi do izrazene i statist¢ki znacajne
inhibicije proliferacije, pa je inhibicija produkcije citokina pri ovoj dozi MP velikim
delom posledica smanjenja broja ¢elija koje produkuju citokine. Medutim, poSto smo
pokazali da doza od 10 ng/ml dovodi do izraZene inhibicije produkcije IFN-y i nesto
diskretnije inhibicije produkcije IL-17 (Prilog 1) bilo je znacajno videti koji je uticaj
MP u toj dozi na proliferaciju CLC kako bi iskljugili potencijalnu inhibitornu ulogu MP
na proliferaciju. Odsustvo znacajne inhibicije proliferacije limfocita u prisutvu MP u
dozi od 10 ng/ml nedvosmisleno ukazuje da zapazena inhibicija produkcije oba citokina
pri ovoj dozi nije posledica smanjenog broja ¢elija. Dalje, MP pri manjim dozama (0.1
ng/ml i 1 ng/ml) nije uticao na proliferaciju, ali obzirom da je pri tim malim dozama
izostala statisticki znacajna inhibicija produkcije oba citokina, u daljim eksperimentima
th nismo koristili. Odsustvo inhibicije mitogenom indukovane proliferacije limfocita u
prisutvu MP u dozi od 10 ng/ml potvrdili smo analizom smanjenja inteziteta CFSE boje
u ovim c¢elijama. Naime, poznato je da se CFSE boja vezuje kovalentnim vezama za
proteine 1 da intezitet fluorescence opada nakon svake deobe (Lyons i Parish, 1994).
Stoga smo uticaj MP na proliferaciju ispitali 1 smanjenjem inteziteta fluoroscence CFSE
boje na protocnom citofluometru i pokazali da MP primenjen u koncentraciji od 10
ng/ml ne inhibira deobu CLC stimulisanu ConA (Prilog 2B). Dakle, i merenjem
inkorporacije timidina obeleZenog radioaktivnim vodonikom (*H) u novosintetisanu

DNK i odredivanjem dilucije CFSE boje jasno je pokazano da MP u koncentraciji od 10
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ng/ml nje doveo do znacajnijih promena u proliferaciji CLC DA pacova. Imajuéi to u

vidu u daljim eksperimentima je koris¢ena doza od 10 ng/ml.
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Prilog 2. Uticaj MP na proliferaciju limfocita pacova. CLC su kultivisane u plodama za
mikrokultivaciju sa 96 bazenéica (2 x 10°/200 pl/bazenéi¢) tokom 48 h u prisustvu Con A (2,5
pg/ml) i MP (0.1 — 100 ng /ml) i 16 sati pre kraja inkubacije u bazenéice je dodavan *H-timidin
(5 uC/ml). Za potrebe CFSE bojenja CLC DA pacova su kutivisane sa 5uM CFSE boje i
inkubirane 10 minuta. Nakon inkubacije CLC su tri puta prane u PBS-u i kultivisane narednih
48h u prisustvu Con A (2.5 ug/ml) sa i bez MP (10 ng/ml). Nakon isteka inkubacionog perioda
CLC su analizirane na protoénom citometru. Tamno siva linija predstavlja CLC kultivisane sa
ConA, svetlo siva linija predstavlja CLC kultivisane sa ConA+MP. Rezultati su izraZeni kao
procenat ConA indukovane proliferacije u kulturama sa razli¢itim koncentracijama MP u
odnosu na prliferaciju bez dodatog MP (Prilog 2A). Rezultati CFSE bojenja predstavljaju
srednju vrednost dilucije CFSE boje.(B). Prikazani su rezultati jednog od 3 uradena
eksperimenta sa slicnim rezultatima. (* p < 0,05 predstavlja statisticku znacajnost razlike
procenta inhibicije proliferacije izmedu kultura tretiranih razlic¢itim dozama MP).
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4.1.3 MP inhibira ekspresiju IFN-y i IL-17 u CLC DA pacova aktivisanim
mitogenom

S obzirom da glukokortikoidi svoje efekte ostvaruju kako uticajem na transkripciju
gena, tako 1 negenomskim mehanizmima, u slede¢im eksperimentima ispitali smo da li
je inhibicija produkcije IFN-y i IL-17, prethodno ustanovljena pri delovanju MP u dozi
koja ne utice na proliferaciju ¢elija, posledica inhibicije ekspresije gena za ove citokine.
Stoga smo ispitali da li MP ima inhibitorno dejstvo na ekspresiju gena za [FN-y i IL-17
u CLC neimunizovanih DA pacova. Nakon ConA stimulacije i kultivacije sa MP u
razli¢itim vremenskim tackama (1h, 3h, 6h, 24h) izolovana je RNK iz CLC i reverznom
transkripcijom prevedena u cDNK, a potom je koriS¢enjem odgovarajucih prajmera i
PCR metode izmerena relativna ekspresija iRNK za IFN-y i IL-17 u odnosu na
ekspresiju konstitutivno eksprimiranog gena (B-aktin). Sudeci po dobijenim rezultatima
(Prilog 3) MP nakon jednocasovne inkubacije nije doveo do inhibicije ekspresije gena
za IFN-y, ¢ak naprotiv, doveo je i do blagog porasta Sto nije statistiCki znacajno.
Medutim, ako pogledamo relativnu ekspresiju gena za IFN-y posle duze inkubacije (3h,
6h 1 24h) vrlo jasno se vidi da je doSlo do inhibicije koja je najizrazenija nakon 6h. Ovo
ukazuje da je predhodno pokazana inhibicija produkcije ovog citokina (Prilog 1)
zapravo posledica genomskog mehanizma delovanja MP. Ako se osvrnemo na IL-17
dobijeni rezultat ukazuje da nakon 1h kultivacije nije doslo do inhibicije ekspresije IL-
17 (kao 1 u slucaju IFN-y), dok je ona bila vrlo diskretna nakon 3h kultivacije. Kada je
kultivacija tj. dejstvo MP duze (6h i 24h) vrlo jasno se uocava da je MP doveo do
izrazene 1 statisticki znacajne inhibicije ekspresije gena za ovaj citokin. Imajué¢i u vidu
ovaj rezultat mozemo zaklju¢iti da MP pored izrazitog inhibitornog dejstva na
ekspresiju IFN-y dovodi 1 do inhibicije ekspresije gena za IL-17. Sa druge strane, ako
uporedimo stepen inhibicije ekspresije gena za IL-17 sa stepenom inhibicije gena za
IFN-y (Prilog 3) jasno se vidi da ona nije tako izrazena kao u sluc¢aju IFN-y posebno
nakon 6h §to 1 odgovara nalazu koji ukazuje na razli€iti stepen inhibicije produkcije oba

citokina (Prilog 1).
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Prilog 3. MP inhibira ekspresiju gena za IFN-y i IL-17u CLC DA pacova. CLC DA pacova
(5x10%ml) su u in vitro uslovima aktivirane sa mitogenom ConA (2.5 pg/ml) i kultivisani u

prisustvu/odsustvu MP (10 ng/ml). U razli¢itim vremenskim tackama (lh, 3h, 6h i 24h)
izolovana je RNK i reverznom transkripcijom prevedena u cDNK, a potom je koris¢enjem
odgovarajuéih prajmera i PCR metode odredena relativna ekspresija iRNK za IFN-y i IL-17.
Rezultati predstavljaju srednju vrednost relativne ekspresije gena (2°") CLC DA pacova za
odredeni termin = SD koji su dobijeni iz 4 uradena nezavisna eksperimenta sa sli¢nim
rezultatima (*p<0.05 oznacava statistiCku znacajnost razlike ekspresije IFN-y i IL-17 u odnosu

na ekspresiju gena u u kulturi bez dodatog MP).
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4.1.4 MP inhibira ekspresiju transkripcionog faktora RoryT od strane CLC DA
pacova aktivisanim mitogenom
Predhodni rezultati su nedvosmisleno pokazali da MP dovodi do inhibicije i ekspresije
(Prilog 3) i1 produkcije IL-17 (Prilog 1). Dalje je bilo interesanto ispitati uticaj MP na
ekspresiju transkripcionog faktora RORyt, koji je esencijalan za samu ekspresiju ovog
citokina (Ivanov i sar., 2006). Obzirom da smo pokazali da MP dovodi do inhibicije
produkcije IL-17 (Prilog 1B) 1 ekspresije gena za IL-17 ( Prilog 3) na$ sledec¢i korak je
bio da ispitamo da li je pokazana ihhibicija prac¢ena i inhibicijom RoryT transkripcionog
faktora. Stoga smo Con A aktivisane CLC neimunizovanih DA pacova kultivisali u
prisustvu ili odsustvu MP (10 ng/ml). Nakon razli¢itih inkubacionih perioda (3h i 24h)
izolovana je RNK 1 reverznom transkripcijom prevedena u cDNK, a potom je
koriS¢enjem odgovaraju¢ih prajmera i PCR metode izmerena relativna ekspresija iRNK
za RoryT u odnosu na ekspresiju konstitutivno eksprimiranog gena (p-aktin). Kao $to se
moze videti (Prilog br 4), MP je doveo do statistiCki znaCajne inhibicije ovog
transkripcionog faktora ve¢ nakon 3h inkubacije S§to nam, bar delimi¢no, razjasnjava
mehanizam inhibicije kako ekspresije tako i produkcije IL-17. Ovaj podatak nam
ukazuje da u naSem sisitemu inhibicija ekspresije RoryT transkripcionog faktora
zapravo predhodi kasnijoj inhibiciji ekspresije gena za IL-17 i posledi¢noj inhibiciji

produkcije ovog citokina.
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Prilog 4. MP inhibira ekspresiju RoryT transkripcionog faktora u CLC DA pacovaNakon
kultivacije CLC limfnog &vora (5x10%ml) neimunizovanih DA pacova u prisustvu Con A (2.5
ug/ml) bez i sa MP (10 ng/ml) i u trajanju od 3 i 24h izolovana je RNK i reverznom
transkripcijom prevedena u ¢cDNK, a potom je koris¢enjem odgovarajué¢ih prajmera i PCR
metode izmerena relativna ekspresija iRNK za RoryT. Rezultati predstavljaju srednju vrednost
relativne ekspresije gena (2°“") DA pacova za odredeni termin + SD. Prikazani su sumirani
rezultati iz 2 uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima (p<0.05 oznaCava
statisticku znacajnost razlike ekspresije RoryT transkripcionog faktora u odnosu na ekspresiju
gena u u kulturi bez dodatog MP).
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4.1.5 Kinetika inhibicije produkcije IFN-y od strane CLC DA pacova aktivisanih
mitogenom pod uticajem MP
Obzirom da smo predhodno pokazali da MP dovodi do inhibicije ekspresije gena za
IFN-y u razli¢itim vremenskim tackama (Prilog 3) nas slede¢i korak je bio da ispitamo
da li je kinetika inhibicije ekspresije pracena istom kinetikom inhibicije produkcije ovog
citokina. U tom cilju smo CLC iz neimunizovanih DA pacova u in vitro uslovima
aktivisali sa ConA (2.5 pg/ml) 1 kultivisali bez ili sa MP (10 ng/ml). Nakon razli¢itog
inkubacionog perioda (3h, 6h, 24h 1 48h) merili smo produkciju IFN-y ELISA
metodom. Analiziraju¢i dobijene rezultate (Prilog 5) wuprkos veoma niskim
koncentracijama produkovanog citokina u kontrolnoj kulturi, vidi se da MP nakon 3h
inkubacije nije uticao na ovu produkciju §to se podudara i sa njegovim dejstvom na
ekspresiju gena za ovaj citokin gde postoji ¢ak 1 diskretno povecéanje relativne ekspresija
gena (Prilog 3). U slucaju inkubacije u trajanju od 6h doslo je do statisticki znacajne
inhibicije produkcije IFN-y Sto, takode, odgovara i inhibiciji ekspresije gena za ovaj
citokin. Kao S§to se 1 moglo oc¢ekivati, u duzim inkubacionim periodima (24h i 48h) MP
je doveo do statisti¢ki znacajne inhibicije produkcije IFN-y S§to opet u potpunosti
odgovara inhibiciji ekspresije gena (Prilog3). Svi ovi nalazi nam, nedvosmisleno,
ukazuju da MP svoje dejstvo na produkciju ovog citokina ostvaruje putem genomskih

efekata.
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Prilog 5. Kinetika inhibicije produkcije IFN-y pod uticajem MP. Nakon kultivacije CLC
(2,5x10%ml) u prisusutvu ConA (2.5 pg/ml) i MP (10 ng/ml) meren je nivo produkcije IFN-y u
supernatantima kultura nakon 3h, 6h, 24h i 48h koris¢enjem ELISA metode. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost koncentracije citokina (ng/ml) produkovanih od strane CLC DA
pacova za odredeni termin + SD koji su dobijeni iz 4 uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim
rezultatima (p<0.05 oznaCava statisticku znacajnost razlike produkcije IFN-y u odnosu na
produkciju citokina u kulturi bez dodatog MP).
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4.1.6 Kinetika inhibicije produkcije IL-17 od strane CLC DA pacova aktivisanih
mitogenom pod uticajem MP
Posto smo pokazali da je MP doveo do inhibicije kako produkcije IFN-y (Prilog 1A)
tako 1 ekspresije gena za IFN-y (Prilog 3) i ne tako izraZene inhibicije ekspresije gena
za IL-17 (Prilog 3) na$ slede¢i korak je bio da ispitamo kinetiku desjtva MP na
produkciju IL-17, kao 1 da uporedimo stepen inhibicije produkcije ovog citokina u
odnosu na IFN-y. Tako smo kultivisali CLC neimunizovanih DA pacova u prisustvu
/odsustvu MP (10 ng/ml). Dobijen rezultat je vrlo slican predhodnom koji se odnosi na
inhibiciju produkcije IFN-y. Dakle, nakon inkubacije sa MP od samo 3h dolazi do vrlo
diskretne inhibicije produkcije IL-17 koja nije statisticki znacajna. U uslovima duze
inkubacije (6h, 24h i 48h) dolazi do statisticki znacajne inhbicije produkcije ovoga
citokina $to se u potpunosti podudara sa inhibicijom ekspresije gena za IL-17 (Prilog 3)
. Stoga mozemo re¢i da je predhodno pokazana inhibicija ekspresije gena za IL-17
prac¢ena i inhibicijom produkcije i to u gotovo istom vremenskom obrascu koji se odnosi
na odsustvo statisti¢ki znaCajnog dejstva nakon 3h inkubacije i statisticki znacajnu
inhibiciju produkcije nakon duzih inkubacionih perioda. Takode, ako se ovi rezultati
uporede sa rezultatima koji se odnose na kinetiku inhibicije produkcije IFNy (Prilog 5)
uocava se da stepen inhibicije nije isti. Naime, inhibicija produkcije IL-17 je svakako
prisutna u duzim inkubacionim periodima ali je ona, i ovoga puta, diskretnija u

poredenju sa inhibicijom produkcije IFN-y (Prilog 5).
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Prilog 6. Kinetika inhibicije produkcije IL-17 pod uticajem MP. Nakon kultivacije CLC
(2,5x10%ml) u prisusutvu ConA (2.5 pg/ml) bez i sa MP (10 ng/ml) meren je nivo produkcije
IL-17 u supernatantima kultura nakon 3h, 6h, 24h i 48h koris¢enjem ELISA metode. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost koncentracije citokina (ng/ml) produkovanih od strane CLC DA
pacova za odredeni termin = SD koji su dobijeni iz 4 uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim
rezultatima (p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike produkcije IL-17 u odnosu na
produkciju citokina u kulturi bez dodatog MP).
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4.2 Uticaj MP na produkciju IFN-y i IL-17 od strane antigen-specifi¢nih ¢elija

U svim dosadasnjim rezultatima pokazano je da MP, bez izuzetka, inhibira ekspresiju i
produkciju IFN-y i IL-17 od strane CLC neimunizovanih DA pacova. Sa druge strane u
imunopatogenezi MS 1 EAE-a dominantnu ulogu imaju antigen-specifi¢ne ¢elije unutar
CNS-a. Stoga smo u cilju razja$njavanja potencijalnih mehanizama kojima MP
ostvaruje svoja povoljna dejstva u EAE-a ispitali i njegov uticaj na produkciju oba
citokina od strane antigen-specifi¢nih celija poreklom iz dreniraju¢eg limfnog ¢vora

(DLC) i KM DA pacova koji su oboleli od EAE-a.

4.2.1 MP inhibira antigen-specificnu produkciju IFN-y od strane Ccelija
drenirajuceg limfnog ¢vora DA pacova koji su oboleli od EAE-a
Prethodni rezultati pokazali su da MP inhibira mitogenom indukovanu produkciju IFN-y
od strane CLC neimunizovanih pacova DA soja (Prilog 5). S obzirom na naéin
aktivacije, u produkciji ispitanog citokina sudelovali su svi T limfociti, ukljuc¢ujuéi i
veliki broj naivnih ¢elija. Stoga smo u slede¢im eksperimentima zeleli da ispitamo da li
MP u istoj dozi ima inhibitorno dejstvo na produkciju IFN-y od strane ¢elija koje su
prethodno in vivo aktivisane specificnim antigenom, proliferisale i diferentovale u
efektorske celije. Stoga je naredni korak bila imunizacija DA pacova homogenatom
ki¢mene mozdine (HKM) emulgovanim u CFA S§to je uobiCajen imunizacioni protokol
za koji je poznato da dovodi do indukcije EAE-a kod razli¢itih eksperimentalnih
zivotinja (Baxter, 2007). Imajuéi u vidu da imunski odgovor na antigene CNS koji
dovodi do EAE zapocinje u limfnim ¢vorovima koji dreniraju mesto ubrizgavanja
encefalitogene emulzije analizirane su ¢elije poplitealnih limfnih ¢vorova. U tom cilju,
Sestoga dana nakon imunizacije Celije su kultivisane sa specifiénim antigenom-mijelin
baznim proteinom (MBP) u dozi 10 pg/ml u odsustvu ili prisustvu MP u dozi od 10
ng/ml. Posle inkubacije u trajanju od 72h u supernatantima kultura merena je koli¢ina
produkovanog IFN-y koris¢enjem ELISA metode. Kao §to se moze videti (Prilog 7) MP
je doveo do statisticki znacajne inhibicije antigen specifi¢ne produkcije IFN-y od strane
éelija DLC imunizovanih pacova. Ovaj nalaz nam, bez sumnje, ukazuje da MP svoje
inhibitorno dejstvo tokom primene u MS-u i EAE-u ostvaruje dejstvom i na antigen

specifi¢nu produkciju IFN-y, glavnog medijatora neuroinflamacije.
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Prilog 7. MP inhibira antigen-specifiénu produkciju IFN-y od strane ¢(elija DLC
imunizovanih DA pacova Celije DLC (2,5x10%ml) DA pacova Zrtvovanih 6. p.i su kultivisane
sa MBP-a (10 pg/ml) bez ili sa MP (10 ng/ml). Koncentracija citokina u supernatantima je
odredivana ELISA metodom nakon 72 h inkubacije. Rezultati su prikazani kao SV+£SD
koncentracija citokina (pg/ml) iz 5 uradenih nezavisnih eksperimenata sa sli¢nim rezultatima
(*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike antigen specifi¢cne produkcije IFN-y u odnosu
na produkciju citokina u kulturi bez dodatog MP).
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4.2.2 MP inhibira antigen-specifi¢ne produkciju IFN-y od strane mononuklearnih
¢elija izolovanih iz kicmene moZdine DA pacova obolelih od EAE-a

Pored nedovoljnog poznavanja svih mehanizama koji se nalaze u osnovi povoljnog
terapijskog delovanja glukokortikoida u autoimunskim bolestima CNS-a, kontradiktorni
su 1 podaci koji koji se odnose na mesto njihovog delovanja. Dok se po jednima svi
efekti ostvaruju iskljucivo na periferiji (Wiist i sar. 2008), postoje i ubedljivi dokazi koji
govore u prilog delovanja glukokortikoida u okviru samog CNS (Sorrells 1 Sapolsky.
2007). Kako smo predhodnim rezultatima pokazali da MP dovodi do inhibicije i
antigen- specifi¢ne produkcije IFN-y od strane éelija DLC (Prilog 7) u induktivnoj fazi
bolesti nas slede¢i korak je bio da ispitamo da li MP deluje i na produkciju IFN-y od
strane mononuklearnih ¢éelija izolovanih iz ki¢mene mozdine (MNCKM) DA pacova u
razvijenoj fazi bolesti.Tako je 10-tog dana nakon imunizacije nakon perfuzije izvadena
KM obolelih pacova i iz nje su izolovane MNCKM. Nakon izolacije, MNCKM
kultivisane su u prisusutvu MBP (10 pg/ml) i odsustvu ili prisustvu MP (10 ng/ml) u
trajanju od 72h nakon Cega je merena produkcija IFN-y koris¢enjem ELISA metode.

Analiziraju¢i dobijeni rezultat jasno je da je MP pored svog inhibitornog dejstva na
produkciju IFN-y od strane DLC statisti¢ki zna¢ajno inhibirao produkciju IFN-y i od
strane MNCKM (Prilog 8 ). Sve predhodno navedeno nas navodi na zaklju¢ak da MP
deluje kako u perifernom limfnom tkivu tj. DLC tako i u CNS-u odnosno da svoje

dejstvo ostvaruje kako u pokretanju imunskog odgova tako i u kasnijoj fazi bolesti.
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Prilog 8. MP inhibira antigen-specifi¢nu produkciju IFN-y od strane MNCKM DA pacova
obolelih od EAE. MNCKM (0,25x10%200p1) imunizovanih DA pacova Zrtvovanih 10. dana p.i.
su kultivisane sa MBP-a (10 pg/ml) i sa ili bez MP (10 ng/ml). Koncentracija citokina u
supernatantima je odredivana ELISA metodom nakon 72 h inkubacije. Rezultati su prikazani
kao SV£SD koncentracija citokina (pg/ml) iz 5 uradenih nezavisnih eksperimenata sa sli¢nim
rezultatima (*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike antigen specificne produkcije IFN-
v u odnosu na produkciju citokina u kulturi bez dodatog MP).
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4.2.3 MP inhibira antigen-specificnu produkciju IL-17 od strane Ccelija
drenirajuceg limfnog ¢vora DA pacova obolelih od EAE-a
Posto smo pokazali da MP dovodi do inhibicije antigen specifi¢ne produkcije IFN-y nas
slededi cilj je bio da ispitamo da li MP ostvaruje isto dejstvo na produkciju IL-17 od
strane antigen specifi¢nih ¢éelija poreklom iz DLC u induktivnoj fazi bolesti. Stoga smo
koriste¢i indenti¢an eksperimentalni dizajn iz predhodnog priloga DLC kultivisali u
prisusutvu MBP (10 pg/ml) i prisustvu ili odsustvu MP (10ng/ml) u trajanju od 72h
nakon ¢ega je merena produkcija IL-17 koriS¢enjem ELISA metode.
Ocigledno je da MP pored inhibicije antigen specificne produkcije IFN-y dovodi i do
inhibicije antigen specifiéne produkcije IL-17 od strane DLC na samom poéetku bolesti
(Prilog 9). Medutim, ukoliko i ovoga puta uporedimo stepen inhibicije antigen-
specifi¢ne produkcije IL-17 od strane ¢elija DLC sa stepenom inhibicije antigen
specifi¢ne produkcije IFN-y (Prilog 7) ocigledno je ona manje izraZena, sli¢no rezultatu
koji se ti¢e inhibicije produkcije IL-17 od strane CLC poreklom iz neimunizovanih DA
pacova (Prilog 6). Analizirajuci ovaj rezultat moZzemo zakljuciti da je IL-17 neSto manje
osetljiv na inhibitorno dejtvo MP kako na nivou eskpresije (Prilog 3) i produkcije
(Prilog 6) od strane CLC DA pacova tako i od strane antigen specifi¢nih ¢elija poreklom

iz DLC na samom pocetku bolesti.
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Prilog 9. MP inhibira antigen-specifiénu produkciju IL-17 od strane Ccelija DLC
imunizovanih DA pacova. Celije DLC (2,5x10%ml) DA pacova Zrtvovanih 6. p.i su kultivisane
sa MBP (10 pg/ml) sa ili bez MP (10 ng/ml). Koncentracija citokina u supernatantima je
odredivana ELISA metodom nakon 72 h inkubacije. Rezultati su prikazani kao SV+SD
koncentracija citokina (pg/ml) iz 5 uradenih nezavisnih eksperimenata sa slicnim rezultatima
(*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike antigen specifi¢ne produkcije IFN-y u odnosu
na produkciju citokina u kulturi bez dodatog MP).
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4.2.4 MP inhibira antigen-specificne produkciju IL-17 od strane
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz ki¢mene moZdine DA
pacova obolelih od EAE-a

Imaju¢i u vidu ve¢ pomenute kontradiktorne podatke iz literature koji se tiCu mesta
delovanja MP u EAE-u sa jedne strane i dosadasnje rezultate koji nedvosmisleno
ukazuju da je IL-17 u nekoj meri manje osetljiv na dejstva MP kako na nivou ekspresije
tako i na nivou produkcije od strane CLC neimunizovanih DA pacova, bilo je
interesantno istraziti dejstvo MP na antigen specificnu produkciju IL-17 od strane
MNCKM DA pacova obolelih od EAE. Tako smo koriste¢i isti eksperimentalni dizajn
nakon izolacije MNCKM kultivisali u prisusutvu MBP (10 pg/ml) i prisustvu /odsustvu
MP (10ng/ml) u trajanju od 72h nakon ¢ega je merena produkcija IL-17 koris¢enjem
ELISA metode. Sudeci po dobijenom rezultatu (Prilog 10) MP je doveo do vrlo jasne 1
statisti¢ki znaajne inhibicije antigen specifiéne produkcije IL-17 od strane MNCKM. I
ovoga puta inhibicija je bila nesto diskretnija ukoliko se uporedi sa MP uslovljenom

antigen-specifi¢nom produkcijom IFN-y od strane MNCKM.
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Prilog 10. MP inhibira antigen-specificnu produkciju IL-17 od strane MNCKM
imunizovanih pacova MNCKM (0,25x10%/200ul) imunizovanih DA pacova Zrtvovanih 10.
dana p.i. su kultivisane sa MBP (10 pg/ml), sa ili bez MP (10 ng/ml). Koncentracija citokina u
supernatantima je odredivana ELISA metodom nakon 72 h inkubacije. Rezultati su prikazani
kao SV£SD koncentracija citokina (pg/ml) iz 5 uradenih nezavisnih eksperimenata sa slicnim
rezultatima (*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike antigen specifi¢éne produkcije IFN-
v u odnosu na produkciju citokina u kulturi bez dodatog MP).
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4.3 Dejstvo MP da produkciju IFN-y i IL-17 od strane T limfocita

Obzirom da postoje brojni mehanizmi koji mogu biti u osnovi razli¢ite osetljivost IFN-y
1 IL-17 na dejstvo MP na$ slede¢i cilj je bio da ispitamo da li, i u kom stepenu MP

inhibira produkciju IFN-y i IL-17 od strane precis¢enih T limfocita.

4.3.1 MP inhibira produkciju IFN-y od strane preciS¢enih T limfocita

Posto smo pokazali da MP dovodi do inhibicije kako ekspresije i produkcije IFN-y od
strane CLC neimunizovanih DA pacova tako i antigen-specifi¢nu produkciju od strane
DLC i MNCKM DA pacova obolelih od EAE sledeée $to se nametnulo kao predmet
naSeg istrazivanja je da li je ova inhibicija posledica direktnog dejstva MP na T
limfocite ili je rezultat prethodno opisane inhibicije produkcije -citokina koji
uslovljavaju diferencijaciju CD4+ T ¢elija u pravecu Thl subpopulacije (Zen i sar.,
2011) Prec¢is¢enu populaciju T limfocita dobili smo izdvajanjem CD3+ celija iz
suspenzije CLC magnetnom separacijom (opisano u poglavlju Materijal i metode).
Dobijenu ¢elijsku suspenziju preciS¢enih T limfocita aktivisali smo kultivacijom sa anti-
CD3 i anti-CD28 antitelima u prisustvu ili odsustvu MP. Dobijeni rezultati (Prilog 11A)
su pokazali da je MP doveo do inhibicije produkcije IFN-y od strane precis¢enih T
limfocita veé nakon 24h, kao i u slu¢aju CLC neimunizovanih DA pacova . Nakon 48h
kultivacije produkcija IFN-y od strane T limfocita i CLC neimunizovanih DA pacova
bila je ocekivano veéa u odnosu na inkubaciju u trajanju od 24h, dok se stepen ihibicije
produkcije ovog citokina nije bitno razlikovao od inhibicije nakon 24h inkubacije

(Prilog 11B).
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Prilogl1 MP dovodi do inhibicije produkcije IFN-y od strane preci§é¢enih T limfocita

Iz poplitealnih, cervikalnih, ingvinalnih i paraaortalnih limfnih ¢vorova izolovali smo CD3+
¢elije koriste¢ci MACS streptavidin mikrokuglice i MACS separacione kolone Nakon toga su
CD3+ ¢elije (1.5 x10°ml ) aktivirane sa anti-CD3 antitelima (1pg/ml) i anti-CD28 antitelima
(1pg/ml) 1 kultivisane u osustvu ili prisustvu MP (10 ng/ml). Koncentracija IFN-y u
supernatantima je odredivana ELISA metodom nakon 24h i 48h inkubacije. Rezultati su
prikazani kao SV£SD koncentracija citokina (pg/ml) iz 3 nezavisna eksperimenta, (p<0.05
oznacava statistiCku znacajnost razlike produkcije IFN-y u odnosu na produkciju citokina u
kulturi bez dodatog MP).
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4.3.2 MP inhibira produkciju IL-17 od strane preciS¢enih T limfocita

Naredni korak je bio da se ispita da li i na koji na¢in MP inhibira produkciju IL-17 od
strane preciS¢enih T limfocita poreklom iz neimunizovanih DA pacova. Stoga smo,
koriste¢i identi¢ni eksperimentalni dizajn kao i u slucaju IFN-y, dobili rezultate koji
ukazuju da MP dovodi do inhibicije produkcije ovog citokina (Prilog 12). Uocljivo je da
je u sluéaju kultivacije CLC sa MP inhibicija produkcije ovog citokina bila izraZenija
kada se uporedi sa dejstvom MP na precisc¢ene T limfocite. Ovakav rezultat nas navodi
na zakljucak da MP ima dvostruko dejstvo na produkciju IL-17: direktno na T limfocite
1 indirektno na tzv. akcesorne celije unutar limfnog ¢vora gde zapocinje sam
autoimunski proces. Nakon 24h inkubacije inhibicija produkcije ovog citokina bila je
manje izraZena kako od strane T limfocita tako i od strane CLC (Prilog 12A), dok je
inhibicija produkcije IL-17 bila izrazenija kada je inkubacioni period duzi (48h) (Prilog
12B). Takode, kada se stepen inhibicije produkcije IL-17 uporedi sa inhibicijom
produkcije IFN-y, 1 ovoga puta, jasno se vidi da je ona mnogo manje izraZzena kako u
slu¢aju pre¢is¢enih T limfocita tako i u slu¢aju CLC. Uzimajuéi u obzir ovaj nalaz i
predhodno pokazane rezultate koji se odnose na manje izrazenu inhibiciju ekspresije
gena za IL-17 (Prilog 3), produkcije IL-17 od strane CLC (prilog br 6) kao i antigen-
specifi¢nu produkciju IL-17 u odnosu na IFN-y i od strane DLC (Prilog 9) kao i od
strane MNCKM (Prilog 9) mozemo zakljuéiti da IL-17 i u slucaju dejstva MP na

precis¢ene T limfocite pokazuje manji stepen osetljivosti na inhibitorno dejstvo MP.
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Prilog 12. MP dovodi do inhibicije produkcije IL-17 od strane preciSéenih T limfocita

Iz poplitealnih, cervikalnih, ingvinalnih i paraaortalnih limfnih ¢vorova izolovali smo CD3+
¢elije koriste¢i MACS streptavidin mikrokuglice i MACS separacione kolone Nakon toga su
CD3+ ¢elije (1.5 x10%ml ) aktivirane sa anti-CD3 antitelima (1pg/ml) i anti-CD28 antitelima
(1pg/ml) 1 kultivisane u prisustvu ili odsustvu MP (10 ng/ml). Koncentracija IL-17 u
supernatantima odredivana je ELISA metodom nakon 24h i 48h inkubacije. Rezultati su
prikazani kao SV4SD koncentracije citokina (pg/ml) iz 3 nezavisna eksperimenta, p<0.05
oznacava statistiCku znacajnost razlike izmedu MP tretiranih i netretiranih ¢elija.
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4.3.3 MP inhibira IL-6 produkciju od strane CD3" ¢elija

Imajué¢i u vidu razliku u stepenu inhibicije produkcije IL-17 izmedu precis¢enih T
limfocita i ukupne populacije ¢elija limfnog ¢vora koja je ukazivala na indirektno
delovanje MP, ispitali smo efekte MP na produkciju IL-6 od strane CD3- ¢elija. U
heterogenoj mesavini CD3- ¢elija dobijenih posle prethodno opisanog izdvajanja CD3+
T limfocita nalaze se i akcesorne Celije koje svojim citokinima, ukljucujuéi IL-6,
omogucavaju polarizaciju ka Th17 odgovoru. Vrlo snazan aktivator ovih celija je
endotoksin- lipopolisaharid (LPS). Stoga su, CD3- <¢elije koje smo dobili
pre¢iS¢avanjem CD3+ celija iz limfnog ¢vora, bile aktivisane sa LPS, i kultivisane u
odsustvu ili prisustvu MP. Kao $to se moze videti (Prilog 13) nakon aktivacije CD3-
¢elija limfnog ¢vora sa LPS u prisustvu MP (10 ng/ml) doslo je do ihibicije produkcije
IL-6, citokina koji je vazan za Thl7 polarizaciju. Dakle, moze se zakljuciti da je
izrazenija inhibicija IL-17 u sludaju kultivacije CLC sa MP u odnosu na pre¢iséene T
limfocite (Prilogl3) bar delimi¢no uslovljena ihibicijom produkcije citokina IL-6 koji

ima veoma vaznu ulogu u diferencijaciji Th17 ¢elijske subpopulacije.
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Prilog 13. MP inhibira IL-6 produkciju od strane CD3 (elija. CD3- Celije (1.5 x10%ml )
dobijene negativnom selekcijom éelija poreklom iz CLC neimunizovanih pacova DA soja
kultivisane su in vitro sa LPS (1ug/ml) i u odsustvu ili prisustvu MP (10ng/ml). 48h kasnije je u
supernatantima kultura merena je koncentracija IL-6 koris¢enjem ELISA metode. Rezultati su
prikazani kao SV£SD koncentracije citokina (ng/ml) iz 2 nezavisna eksperimenta. (*p<0.05
oznacava statisticku znacajnost razlike izmedu MP tretiranih i netretiranih ¢éelija.
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4.4 Uticaj endogenog IFN-y na produkciju IL-17 od strane dcelija
limfnog ¢vora neimunizovanih DA pacova

Do sada je, bez izuzetaka, pokazano da MP inhibira produkciju i IFN-y 1 IL-17 kao i da
inhibicija produkcije IFN-y nikada nije potpuna. Takode, uzimaju¢i u obzir uocenu
razliku u osetljivosti IFN-y i IL-17 na dejstvo MP postavlja se pitanje da li i na koji
nacin uvek prisutan IFN-y reguliSe produkciju IL-17. Stoga smo, u cilju rasvetljavanja
njihovog medusobnog odnosa ispitali produkciju IL-17 od strane CLC neimunizovanih
DA pacova u prisustvu egzogeno dodatog rekombinantnog IFN-y kao i njegovog

neutraliSuceg antitela.

4.4.1 MP zajedno za IFN-y dovodi do inhibicije produkcije IL-17

Mnogobrojni podaci ukazuju da IFN-y inhibira polarizaciju ka Thl7 C¢elijama i
sledstveno smanjuje produkciju IL-17 (Prinz i Kalinke. 2010). Analiziraju¢i IFN-y kao
potencijalni inhibitor Th17 polarizacije i posledi¢ne produkcije IL-17 1 imaju¢i u vidu
pokazanu diskrepancu u stepenu inhibicije produkcije IFN-y (Prilog 5) i IL-17 (Prilog
6) pod uticajem MP od strane CLC neimunizovanih DA pacova postavilo se pitanje na
koji nacin uvek prisutan IFN-y utic¢e na produkciju IL-17. Stoga, na$ sledeci korak je bio
da ispitamo da li je manja osetljivost IL-17 na dejstvo MP zapravo posledica eliminacije
IFN-y pod uticajem MP. Za potrebe ovog eksperimenta CLC neimunizovanih DA
pacova smo stimulisali sa ConA 1 kultivisali sa MP sa ili bez dodatog rekombinatnog
IFN-y (Prilog 14A). Kao §to se moze videti, egzogeni IFN-y nije uticao na produkciju
IL-17 u kulturi mitogenom stimulisanih ¢elija 1 nije promenio stepen inhibicije ove
produkcije pod uticajem MP. Nakon ovakvog rezultata bilo je zanimljivo ispitati
posledice neutralizacije preostalog, endogenog IFN-y specifi¢nim anti-IFN-y antitelom.
Iz ovih rezultata (Prilog 14B) se moze zakljuciti da primena antitela koje neutraliSe
IFN-y dovodi do statisticki znac¢ajnog povecanja IL-17 produkcije kako u odsustvu, tako
1 u prisustvu MP S§to nije slucaj sa njegovom nespecificnom izotipskom kontrolom.
Stoga, moZzemo re¢i da u nasem eksperimentalnom modelu endogeni IFN-y i u malim
koli¢inama predstavlja negativan regulator IL-17 produkcije 1 na taj nac¢in ucestvuje sa

MP u inhibiciji produkcije IL-17 od strane CLC neimunizovanih DA pacova.
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Prilog 14. MP zajedno za IFN-y dovodi do inhibicije produkcije IL-17.CLC DA pacova
(2,5x10%ml) su stimulisane sa ConA (2.5ug/ml) i inkubirane sa ili bez MP (10ng/ml), IFN-y
(IFN-y 100 ng/ml), neutraliSu¢eg IFN-y antitela (a-IFN-y lpg/ml) i njegovom izotipskom
kontrolom (a-Iso 1pug/ml) u trajanju od 24h. Nakon toga su u supernatantima kultura merene
koncentracije 1L-17 koris¢enjem ELISA metode. Rezultati su prikazani kao SV+SD
koncentracija citokina (ng/ml) iz 2 nezavisna eksperimenta *p < 0,05 predstavlja statisticku
znacajnost u odnosu na kontrolne ¢elije kultivisane u medijumu
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4.4.2. MP svoje dejstvo ne ostvaruje delujuc¢i na ERK, P38 ili JNK
signalni put kod ConA stimulisanih éelija limfnog ¢vora DA
pacova

Nasi dosadasnji rezultati su pokazali da MP dovodi do inhibicije produkcije IL-17 od
strane CLC DA pacova (Prilog 6). Imajuéi u vidu da ovoj inhibiciji produkcije IL-17
predhodi i inhibicija ekspresije gena za ovaj citokin (Prilog 3) moze se reé¢i da je ovaj
efekat ostvaren putem genomskih mehanizama. Isto tako, poznato je da glukokortikoidi
svoja dejstva mogu ostvariti delovanjem na unutracelijsku signalizaciju. Obzirom da se
zna da nakon vezivanja antigena/stimulusa za T celijski receptor dolazi do aktivacije
MAPK signalnih puteva (eng. Mitogen Activated Protein Kinases) (Abram i sar. 2007)
nas$ sledeci korak je bio da ispitamo uticaj MP na ConA indukovani MAPK signalni put
kod CLC DA pacova. U cilju da saznamo da li i na koji MAPK signalni put MP deluje
koristili smo inhibitore MAP kinaza i to: ERK inhibitor (UO126), p38 inhibitor
(SB202190) i JNK inhibitor (SP600125) i nakon 40 min merili smo produkciju IL-17
ELISA metodom. Sude¢i po dobijenom rezultatu (Prilog 15) svaki od ovih inhibitora
pojedinacno, kada se uporedi sa kontrolom (medijum) dovodio je do inhibicije
produkcije IL-17. Medutim, kada je bilo koji od inhibitora primenjen u kombinaciji sa
MP i dalje je dolazilo do statisti¢ki znacajne inhibicije produkcije ovog citokina §to nam
ukazuje da MP svoje inhibitorno dejstvo ne ostvaruje putem ERK, p38 i INK signalnog
puta.
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Prilog 15. MP dovodi do diskretne inhibicije ERK, P38 ili JNK signalnog puta kod ConA
stimulisanih Celija limfnog évora DA pacova. CLC (2,5x10%ml) DA pacova smo aktivisali sa
ConA (2.5ul/ml) i kultivisali u prisustvu/odsustvu MP (10ng/ml) i ERK inhibitora (UO126,
20uM) ili p38 inhibitora (SB202190, 20 uM) ili JNK inhibitora (SP600125, 40 uM) i nakon 24h
merili smo produkciju IL-17 ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao SV+SD koncentracija
citokina (pg/ml) iz 3 nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 predstavlja statisticku znacajnost u
odnosu na kontrolnu kulturu u kojima nije dodat MP.
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4.4.3 MP svoje inhibitorno dejstvo na IL-17 produkciju ostvaruje
putem inhibicije Jun aktivacionog puta

Prethodnim rezultatom smo pokazali da MP dovodi do inhibicije produkcije 1L-17
uprkos prisustvu inhibitora ERK, inhibitora p38 i inhibitora JNK i time dokazali da MP
ne deluje na ove komponente MAPK signalnog puta. Pored pomenutih MAP kinaza u
aktivaciji ¢elija imunskog sistema transkripcioni faktor AP-1 ima veoma vaznu ulogu.
On je sacinjen iz dve subjedinice: p-Jun 1 Fos proteina i predstavlja vrlo vazan, gotovo
neizostavni, transkripcioni faktor prilikom aktivacije ¢elija imunskog sistema i Celija
uopste. Uzimajudi sve u obzir, nas$ sledeci korak je bio da ispitamo da li MP ima udela u
smanjenju untracelijskog nivoa pomenutih proteina ¢ije smo inhibitire koristili u
predhodnom eksperimentu kao 1 da proverimo da li deluje na inhibiciju fosforilisanog
Jun (p-Jun) i fosforilisanog Fos proteina (cFos) subjedinice AP-1. U tom cilju smo CLC
DA pacova kultivisali sa MP u trajanju od 2h. Nakon toga smo aktivisali CLC sa ConA
i nakon 40 min inkubacije smo analizirali unutracelijski nivo p-ERK, p-p38, p-JINK, p-
Jun 1 cFos proteina cELISA metodom. Dobijeni rezultat nedvosmisleno pokazuje da MP
ne deluje na unutracelijski nivo p-ERK, p-p38, p-JNK MAP kinaza. Ovaj rezultat kao i
rezultat koji se odnosi na inhibiciju produkcije IL-17 uprkos prisustva inhibitora
UO126, SB202190 i SP600125 (Prilog 15) nam jo$ jednom potvrduje da MP u nasem
sistemu ne deluje na aktivnost pomenutih MAP kinaza. Ali ako pogledamo dejstvo MP
na unutracelijski nivo p-Jun proteina jasno je da dolazi do statisticki znacajnog sniZzenog
unutracelijskog nivoa ove subjeninice AP-1 transkripcionog faktora. Na kraju, ovakav
nalaz ukazuje da MP ima inhibitorno dejstvo na p-Jun subjedinicu AP-1 transkripcionog

faktora Sto nam, bar delimi¢no, rasvetljava mehanizam dejstva MP.
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Prilog 16. MP svoje inhibitorno dejstvo na IL-17 produkciju ostvaruje putem inhibicije Jun
aktivacionog puta. CLC DA pacova (4x10°/ml) smo inkubirali 2h sa MP (10 ng/ml) pred
aktivaciju sa ConA (2,5 pg/ml) u trajanju od 40 min. Nakon toga smo ispitivali unutracelijski
nivo fosforilisanih ERK, p38 i JINK cELISA metodom. Rezultati cELISA testa su predstavljeni
kao % inhibicije u odnosu na kontrolnu grupu bez MP iz 3 nezavisna eksperimenta* p < 0,05
predstavlja statisticku znacajnost u odnosu na kontrolnu kulturu u kojima nije dodat MP.

75



4.5. Ispitivanje efekata in vivo primenjenog MP na klinicko
ispoljavanje EAE-a, ekspresiju i produkciju IFN-y i IL-17 i T-bet
i RoryT transkripcionog faktora

Posto su dosadasnji rezultati pokazali nedvosmislenu inhibiciju ekspresije 1 produkcije
IFN-y i IL-17 u in vitro uslovima kako od strane CLC, DLC neimunizovanih tako i od
strane MNCKM imunizovanih DA pacova, na$ sledeéi korak je bio da ispitamo uticaj

MP u in vivo uslovima.

4.5 .1 MP ublaZava klini¢ku sliku EAE-a

Na samom pocetku smo ispitali uticaj MP na klinicki tok EAE-a, animalnog modela
multiple skleroze. Stoga su DA pacovi imunizovani homogenatom ki¢mene mozdine
(HKM) emulgovanim u CFA. U eksperimentima je koriS¢en homogenat dobijen iz
ki¢cmenih mozdina AQO ili DA pacova.

Pocevsi od 8. dana posle imunizacije (d.p.i.) koji je na grafiku oznacen kao dan 1, kod
vec¢ine DA pacova doslo je do razvoja EAE-a sa izrazenom klinickom slikom koja se
manifestovala atonijom repa, parezom ili paralizom zadnjih ekstremiteta. Nakon pojave
prvih klinickih znakova u vidu atonije repa aplikovali smo intraperitonealno MP (50
mg/kg telesne tezine ) tri naredna dana imitiraju¢i pritom pulsnu terapiju usled
egzarcerbacije RR oblika MS.

Kontrolna grupa DA pacova tretirana je PBS-om pocevsi od pojave prvih klinickih
znakova. Dobijeni rezultat (Prilog 17) pokazuje da je primena MP dovela do statisticki
znacajne razlike u klinickom ispoljavanju bolesti ove dve grupe DA pacova. Kao §to se
moze videti, klinicka manifestacija EAE-a u grupi DA pacova koji su tretirani sa MP

bila je bitno blaza u poredenju sa kontrolnom grupom pacova.

76



—&—MP

Kliniéki znaci

D-llllilllllll
o1 2 3 4 5 6B 7 8 9 10N

Dani na<on pocetka tretmana MP {50 mg/ke)

Prilog 17. Uticaj MP na klinic¢ko ispoljavanje EAE. DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem
emulzije HKM i CFA i kod zivotinja je svakodnevno pracena pojava znakova bolesti. MP je
ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klinickih manifestacija bolesti u dozi od 50
mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim
rastvorom (PBS). Rezultati predstavljaju srednju vrednost klinickog skora svih zivotinja u grupi
+ standardna devijacija (SD) koji su dobijeni iz 4 uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim
rezultatima (* p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike u klinickom ispoljavanju bolesti
MP tretirane grupe pacova u odnosu na kontrolnu grupu pacova).
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4.5.2 MP smanjuje brojnost ¢elija drenirajuéeg limfnog ¢vora, slezine
periferne krvi i kicmene moZzdine

Sledece §to se nametnulo kao cilj je ispitivanje da li je, predhodno pokazana, blaza
klinicka slika u grupi Zivotinja kojoj je aplikovan MP pracena i smanjenjem brojnosti
¢elija unutar organa za koje se zna da imaju vaznu ulogu u imunopatogenezi EAE-a.
Dalje, znaju¢i da postoje i kontradiktorni podaci koji se odnose da mesto delovanja MP
bilo je zanimljivo ispitati da li postoji razliCiti stepen smanjenja brojnosti ¢elija medu
organima koji se smatraju “periferijjom” 1 KM. Sude¢i po dobijenom rezultatu (Prilog
18) nakon trodnevnog in vivo tretmana blaza klinicka slika u grupi pacova koji su
tretirani MP bila je pracena i statisticki znacajnim smanjenjem broja celija kako na
nivou DLC, slezine, periferne krvi tako i na nivou KM. Ovakav podatak nas navodi na
zaklju¢ak da je MP svoje povoljno dejsvo na klini¢ku sliku ostvario smanjenjem
brojnosti potencijalno patogenih ¢elija unutar pomenutih organa. Ovaj podatak ukazuje
da MP u EAE-u svoje povoljno dejstvo ostvaruje kako “periferiji” tako i unutar samog

CNS-a.
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Prilog 18 Broj ¢elija DLC, slezine, periferne krvi i KM imunizovanih DA pacova sa HKM i
CFA nakon trodnevnog MP tretmana. DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije
HKM i CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klinickih manifestacija
bolesti u dozi od 50 mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana
puferizovanim fizioloSkim rastvorom (PBS). Pacovi su zrtvovani tri sata nakon poslednjeg
ubrizgavanja MP i odredjen je broj éelija u DLC, slezini, 300ul krvi i KM. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost broja ¢elija po organu u grupi = SD koji su dobijeni iz 4 uradena
nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima (* p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike
u brojnosti izmedu MP tretirane grupe pacova u odnosu na kontrolnu grupu pacova).
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4.5.3 Uticaj trodnevne in vivo aplikacije MP na ekspresiju gena za IFN-
v iIL-17 u ¢elijama ki¢mene moZdine pacova obolelih od EAE-a

Kako smo pokazali da MP inhibira sam klinicki tok EAE-a i smanjuje brojnost ¢elija
unutar KM, dalje smo Zeleli da ispitamo da li je ovaj povaljan efekat uslovljen i
inhibicijom ekspresije gena za IFN-y i IL-17. Tri sata nakon poslednje aplikacije MP
izolovali smo MNCKM MP-tretiranih i kontrolnih pacova. Iz njih je izolovana RNK i
reverznom transkripcijom prevedena u cDNK, a potom je koriS¢enjem odgovarajucih
prajmera i PCR metode izmerena relativna ekspresija iRNK za IFN-y 1 IL-17. Sude¢i po
dobijenom rezultatu, trodnevni tretman sa MP doveo je do statisticki znacajne inhibicije
ekspresije gena za IFN-y i IL-17. To ukazuje da povoljno dejstvo MP na klinicko
ispoljavanje bolesti moze biti posledica ne samo smanjenja broja Celija u ciljnom tkivu
ve¢ 1 inhibicije ekspresije ova dva citokina koji imaju dominantnu ulogu u
imunopatogenezi MS i EAE-a. Uporedivsi stepen inhibicije ekspresije gena oba citokina
zapazili smo da je isti trend koji je bio prisutan i u in vitro uslovima. Dakle, eksresija
gena u oba slucaja bila je inhibirana ali ona je, opet, bila nesSto izrazenija u slucaju IFN-

v u poredenju sa IL-17.
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Prilogl19. MP inhibira ex vivo ekspresiju IFN-y i IL-17 od strane MNCKM posle trodnevnog
MP tretmana imunizovanih DA pacova. DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije
HKM i CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave kliniCkih manifestacija
bolesti u dozi od 50 mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana
puferizovanim fizioloskim rastvorom (PBS). Pacovi su zrtvovani tri sata nakon poslednjeg
ubrizgavanja MP i posle perfuzije izvadene su ki¢mene mozdine. Posle izdvajanja MNCKM
izolovana je RNK i reverznom transkripcijom prevedena u ¢cDNK, a potom je kori§¢enjem
odgovarajuéih prajmera i PCR metode izmerena relativna ekspresija iRNK za IFN-y i IL-17.
Rezultati predstavljaju srednju vrednost relativne ekspresije gena (2“') MNCKM DA pacova +
SD koji su dobijeni iz 3 uradena nezavisna eksperimenta sa sli¢nim rezultatima (*p<0.05
oznacCava statisticku znacCajnost razlike ekspresije IFN-y i IL-17 izmedu MP tretirane i PBS
tretirane grupe pacova).
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4.5.4 Uticaj in vivo aplikacije MP na C¢elije izolovane iz Kki¢mene
moZdine koje eksprimiraju unutradelijski IFN-y i IL-17

Uporedo sa analizom dejstva MP primenjenog u in vivo uslovima na ekspresiju gena za
IFN-y i IL-17 od strane MNCKM, ispitivano je dejstvo MP na zastupljenost MNCKM
koje produkuju ova dva citokina. Tako smo koriste¢i isti eksperimentalni dizajn koji je
prikazan uz prethodni prilog, nakon izolacie MNCKM i njihove stimulacije
(PMA+ION) odredili procenat ¢elija koje su produkovale IFN-y i IL-17. Dobijeni
rezultati ukazuju (Prilog 20) da je MP znacajno inhibirao procenat celija koje
eksprimiraju unutracelijski INF-y (sa 12.9% na 6.9 % ), Sto 1 odgovara predhodnom
nalazu koji se ti¢e inhibicije ekspresije gena za INF-y. Medutim, ako analiziramo
dejstvo MP na procenat celija sa unutarcelijskim IL-17 vidimo da je ¢ak i neSto povisen

(sa 6.2% na 6.7%).
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Prilog 20. Uticaj in vivo primenjenog MP na procentualno ucesée MNCKM koje produkuju
IFN-y i IL-17. DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije HKM i CFA. MP je
ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klinickih manifestacija bolesti u dozi od 50
mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim
rastvorom (PBS). Pacovi su zrtvovani tri sata nakon poslednjeg ubrizgavanja MP i posle
perfuzije izvadene su ki¢mene mozdine. Nakon izolaciie MNCKM su stimulisane

kombinacijom PMA (200 ng/ml) +jonomicin (400 ng/ml) i inkubirane 5h nakon cega su
fiksirane. Poslednjih 4h inkubacije ¢elije MNCKM su tretirane brefeldinom (5 pM). Nakon toga
odredivano je procentualno uces¢e IFN-y+IL-17+ populacije koris¢enjem specifi¢nih antitela
obelezenih fluorohromima metodom protocne citofluorimetrije. Grafikon br. 20 predstavlja
reprezentativni prikaz jednog od 4 nezavisna eksperimenta, a brojevi predstavljaju srednju
vrednost procentualne zastupljenosti Celija sa odredenim citokinom = SD iz 4 uradena
eksperimenta sa slicnim rezultatima.
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4.5.5 Uticaj in vivo aplikacije MP na spontanu produkciju IFN-y i IL-
17 od strane éelija izolovane iz kicmene moZdine

Kako smo do sada pokazali da MP nakon trodnevne aplikacije inhibira ekspresiju gena
za IFN-yiIL-17 u MNCKM i procentualnu zastupljenost éelija koje produkuju IFN-y
ali ne i IL-17, dalje smo ispitali da li i u kom stepenu MP primenjen pod indenti¢nim
uslovima inhibira spontanu in vivo produkciju oba citokina od strane ¢elija izolovanih
iz KM. Dobijeni nalaz (Prilog 21) pokazuje da je MP statisticki znaCajno inhibirao
produkciju oba citokina, ali i ovoga puta inhibicija produkcije IL-17 je bila slabije

izrazena.
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Prilog 21. Uticaj in vivo primenjenog MP na spontanu produkciju IFN-y I IL-17 od strane
MNCKM DA pacova obolelih od EAE. DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije
HKM i CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klinickih manifestacija
bolesti u dozi od 50 mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana
puferizovanim fizioloskim rastvorom (PBS) MNCKM (0,25x10%200ul) imunizovanih DA
pacova zrtvovanih tri sata posle poslednje MP aplikacije su kultivisane u medijumu, a nakon 72
h inkubacije odredena je koncentracija IFN-y i IL-17 u supernatantima kultura ELISA
metodom. Rezultati su prikazani kao SV+SD koncentracija citokina (pg/ml) iz 3 uradena
nezavisna eksperimenata sa sli¢nim rezultatima (*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike
spontane produkcije IFN-y i [L-17 izmedu MP i PBS grupe pacova).
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4.5.6 Uticaj in vivo aplikacije MP na spontanu i Con A-stimulisanu
produkciju IFN-y i IL-17 iz €elija drenirajuéeg limfnog ¢vora DA
pacova obolelih od EAE-a

S obzirom na vaznu ulogu éeliia DLC u pokretanju imunskog odgovora na
encefalitogen i indukciji EAE-a bilo je bitno ispitati uticaj MP na kapacitet ovih ¢elija
da produkuju IFN-y i IL-17. Sa druge strane, uzimaju¢i u obzir uoenu smanjenu
brojnost ¢elija DLC imunizovanih DA pacova nakon trodnevne MP aplikacije, postavlja
se pitanje da li je ona pradena i smanjenim kapacitetom éelija DLC da kako spontano,
tako 1 posle ConA stimulacije, produkuju IFN-y i IL-17. Dobijeni rezultati (Prilog 22)
nam ukazuju da je MP primenjen in vivo statisticki znacajno inhibirao spontanu
produkciju IFN-y. (Prilog 22A) U slucaju ConA stimulacije (Prilog 22B) sama
produkcija ovog citokina je ocekivano, bila veca, a inhibicija produkcije 1 u ovom
slu¢aju bila statisticki znacajna. Ako pogledamo spontanu produkciju IL-17 (Prilog
22A) od strane DLC ona je bila nesto manja u odnosu na spontanu produkciju IFN-y
(Prilog 22A), a inhibicija produkcije statisticki znacajna. Sama produkcija IL-17 bila je,
oc¢ekivano, veca u uslovima ConA stimulacije (Prilog 22B), ali inhibicija produkcije
nije bila tako izrazena kao u slucaju spontane produkcije. Na osnovu svega iznetog,
mozemo zakljuciti da MP primenjen u in vivo uslovima inhibira spontanu produkciju
oba citokina od strane MNCKM kao i njihovu spontanu i stimulisanu produkciju od

strane ¢elija DLC.
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Prilog 22. Uticaj MP na spontanu i ConA stimulisanu produkciju IFN-y I IL-17 od strane
DLC posle trodnevnog tretmana DA pacova obolelih od EAE-a. DA pacovi su imunizovani
ubrizgavanjem emulzije HKM i CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave
klini¢kih manifestacija bolesti u dozi od 50 mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je
istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim rastvorom (PBS). Celije DLC (2,5x10%ml) DA
pacova zrtvovanih tri sata posle poslednje MP aplikacije su kultivisane u prisustvu ConA (2.5
pg/ml) ili samo u medijumu. Koncentracija citokina u supernatantima je odredivana ELISA
metodom nakon 72 h inkubacije. Rezultati su prikazani kao SV+SD koncentracija citokina
(pg/ml) iz 3 uradena nezavisna eksperimenata sa sli¢nim rezultatima (*p<0.05 oznacava
statisticku znacajnost razlike spontane i stimulisane produkcije [FN-y i IL-17 izmedu MP i PBS
grupe pacova).
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4.6 Uticaj in vivo aplikacije MP na ekspresiju transkripcionih faktora
koji definiSu Th1 i Th17 diferencijaciju

Obzirom da su rezultati do sada pokazali da MP inhibira ekspresiju i produkciju IFN-y i
ne tako izraZenu i ekspresiju i produkciju IL-17 nametnulo se pitanje da li MP na
razli¢ite nacine deluje na transkripcione faktore koji su bitni za polarizaciju naivnih
CD4+ T limfocita kao §to su T-bet (za Thl diferencijaciju) i RoryT (za Thl7

diferencijaciju).

4.6.1 In vivo primenjen MP inhibira ekspresiju transkripcionog
faktora T-bet u mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene moZdine DA
pacova koji su oboleli od EAE-a

T-bet predstavlja glavni regulatorni faktor Thl diferencijacije koji indukuje ekspresiju
gena za IFN-y. Imajuéi u vidu prethodne rezultate bilo je interesantno ispitati da li i u
kom stepenu MP primenjen in vivo utice na nivo ekspresije ovog, za Thl diferencijaciju
vaznog, transkripcionog faktora. Takode, postavilo se pitanje da li je inhibicija
ekspresije i produkcije IFN-y od strane MNCKM imunizovanih DA pacova praéena
inhibicijom transkripcionog faktora T-bet. Stoga je odredena ekspresija gena za ovaj
transkripcioni faktor u ¢elijama izolovanim iz KM trodnevnog tretmana MP-om
pomoc¢u PCR metode. 1z dobijenog rezultata (Prilog 23) MP primenjen u in vivo
uslovima svoj inhibitorni efekat na ekspresiju i produkciju IFN-y ostvaruje inhibicijom
transkripcionog faktora T-bet Dakle, jasno je da se radi o izraZzenoj ihibiciji ekspresije
ovog transkripcionog faktora §to u potpunosti korelira sa izraZenom inhibicijom i
ekspresije i produkcije IFN-y kao od strane DLC tako i od strane MNCKM

imunizovanih DA pacova.
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Prilog.23. In vivo tretman MP-om inhibira ekspresiju transkripcionog faktora T-bet od
strane MNCKM DA pacova koji su oboleli od EAE-a

DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije HKM i CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana
pocevsi od prve pojave klini¢kih manifestacija bolesti u dozi od 50 mg/kg telesne teZine.
Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim rastvorom (PBS). Pacovi su
zrtvovani tri sata nakon poslednjeg ubrizgavanja MP i posle perfuzije izvadene su ki¢mene
mozdine. Odmah nakon izolacije MNCKM iz obe grupe pacova izolovana je RNK i reverznom
transkripcijom prevedena u cDNK, a potom je koris¢enjem odgovarajuc¢ih prajmera i PCR
metode izmerena relativna ekspresija iRNK za transkripcioni faktor T-bet. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost relativne ekspresije gena (2°“") + SD koji su dobijeni iz 3
uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima (*p<0.05 oznacava statistiCku zna¢ajnost
razlike ekspresije T-bet izmedu MP tretirane i PBS tretirane grupe pacova).
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4.6.2 In vivo primenjen MP inhibira ekspresiju transkripcionog
faktora Rory-T u mononuklearnim ¢elijama kicmene mozdine
DA pacova koji su oboleli od EAE-a

Kako smo prethodno pokazali inhibitorno dejstvo MP na ekspresiju transkripcionog
faktora RoryT od strane CLC neimunizovanih DA pacova u in vitro uslovima i kako
takav sistem ima izvesna ogranic¢enja, nas sledec¢i cilj je bio odredivanje dejstva MP na
ekspresiju ovog transkripcionog faktora u in vivo uslovima od strane MNCKM
imunizovanih DA pacova. Rezultati dobijeni postupkom koji je prethodno opisan uz
analizu uticaja MP na ekspresiju transkripcionog faktora T-bet 1 prikazani na Prilogu br.
24 pokazuju da MP i u in vivo uslovima inhibira ekspresiju ovog vaznog
transkripcionog faktora. Medutim, ako dobijene rezultate protumacimo u svetlu razlicite
osetljivosti IFN-y 1 IL-17 na dejstvo MP 1 ako opet uporedimo stepen inhibicije
ekspresije transkripcionih faktora vaznih za IFN-y, odnosno za IL-17, jasno jeidau
ovom slucaju postoje izvesne razlike. Tako, inhibiija ekspresije transkripcionog faktora
T-bet je nesto izrazenija u odnosu na inhibiciju ekspresije transkripcionog faktora
RoryT. Ovaj podatak nam, bar delimi¢nio, moze objasniti manju osetljivost IL-17 na

dejstvo MP u poredenju sa delovanjem na [FN-y.
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Prilog24. In vivo tretman MP-om inhibira ekspresiju transkripcionog faktora RoryT od
strane MNCKM. DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije HKM i CFA. MP je
ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klinickih manifestacija bolesti u dozi od 50
mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim
rastvorom (PBS). Pacovi su Zrtvovani tri sata nakon poslednjeg ubrizgavanja MP i posle
perfuzije izvadene su ki¢mene mozdine. Odmah nakon izolacije MNCKM iz obe grupe pacova
izolovana je RNK i reverznom transkripcijom prevedena u ¢cDNK, a potom je kori§¢enjem
odgovaraju¢ih prajmera i PCR metode izmerena relativna ekspresija iRNK za transkripcioni
faktor RoryT. Rezultati predstavljaju srednju vrednost relativne ekspresije gena (2*“") + SD koji
su dobijeni iz 3 uradena nezavisna eksperimenta sa sli¢nim rezultatima (*p<0.05 oznacava
statisticku znacajnost razlike ekspresije RoryT izmedu MP tretirane i PBS tretirane grupe
pacova).
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4.6.3 Uticaj in vivo primenjenog MP na nivo ekspresije gena za IL-23R
u mononuklearnim ¢elijama ki¢cmene moZdine DA pacova koji su
oboleli od EAE-a

Pokazano je za da je za puni patogeni potencijal diferentovanih Th17 cCelija kljucno
prisustvo IL-23 (McGeachy i sar., 2007), pri ¢emu se smatra da kod Th17 ¢elija koje su
eksprimirale IL-23R, IL-23 dovodi do poveéane produkcije IL-17 i da je vazan za
ekspanziju i prezivljavanje ovih ¢elija i stabilizaciju njihovog fenotipa (McGeachy i
Cua, 2008). Stoga smo u slede¢im eksperimentima ispitali i uticaj MP na ekspresiju
gena za [L-23R u ¢elijama izolovanim iz ki¢menih mozdina obolelih pacova posle
trodnevnog tretmana MP-om. MP je doveo do statisticki znacajne inhibicije ekspresije
IL-23R (Prilog25) $to predstavlja jo§ jedan mehanizam dejstva ovog leka na Thl7

¢elijsku subpopulaciju i njen glavni citokin IL-17.
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Prilog 25. In vivo tretman MP-om inhibira ekspresiju IL23R od strane MNCKM. DA
pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije HKM i CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana
pocevsi od prve pojave klini¢kih manifestacija bolesti u dozi od 50 mg/kg telesne teZine.
Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim rastvorom (PBS). Pacovi su
zrtvovani tri sata nakon poslednjeg ubrizgavanja MP i posle perfuzije izvadene su kicmene
mozdine. Odmah nakon izolacije MNCKM iz obe grupe pacova izolovana je RNK i reverznom
transkripcijom prevedena u cDNK, a potom je koris¢enjem odgovarajuc¢ih prajmera i PCR
metode izmerena relativna ekspresija iRNK za IL-23R. Rezultati predstavljaju srednju vrednost
relativne ekspresije gena (2°) + SD koji su dobijeni iz 3 uradena nezavisna eksperimenta sa
slicnim rezultatima (*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike ekspresije IL-23R izmedu
MP tretirane i PBS tretirane grupe pacova).
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4.7 Uticaj in vivo primenjenog MP na sastav Celijskog infiltrata
kiémene mozdine tokom EAE-a

Medu brojnim mehanizmima kojima GK ostvaruju svoja antiinflamatorna 1
imunosupresivna dejstva u inflamaciji CNS je 1 uticaj na sam celijski infiltrat unutar
ciljnog tkiva (Reichardt i sar.,2006). Tako, nas$ slede¢i cilj je bio da ispitamo dejstvo in

vivo primenjenog MP na fenotip ¢elija koje infiltriSu CNS tokom EAE-a.

4.7.1. Uticaj in vivo primenjenog MP na procentualno ucesée CD4"
Celija unutar ki¢mene mozdine tokom EAE-a

Posto su prethodni rezultati pokazali da MP smanjuje ekspresiju i produkciju glavnih
patogenih citokina IFN-y i IL-17, nezavisno od smanjena broja svih ¢elija koje infiltruju
tkivo CNS tokom EAE, koje je takode posledica ovog tretmana, cilj slede¢ih
eksperimenata bio je da ispitamo da li je efekat na ove citokine posledica smanjenog
broja CD4" limfocita koje su njihovi glavni Celijski izvor. Zato smo primenom
imunofluorescentne tehnike pomocu fluorohromom obelezenog anti CD4 antitela
ispitali zastupljenost CD4+ ¢elija u populaciji mononuklearnih ¢elija izolovanih iz KM
pacova zrtvovanih tri sata posle poslednjeg ubrizgavanja MP, kao §to je prethodno
opisano 1 uporedili je sa brojem dobijenim kod kontrolnih pacova. Kao §to je prikazano
u Prilogu br. 26, in vivo tretman metilprednizolonom primenjen u nasem
eksperimentalnom modelu ne smanjuje procentualno uces¢e CD4+ celija u populaciji

¢elija koje su infiltrovale tkivo CNS tokom EAE.
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Prilog26. Uticaj in vivo primenjenog MP na procentualno ucesée CD4" Celija izolovanih iz
KM DA pacova obolelih od EAE-a DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije HKM i
CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klini¢kih manifestacija bolesti u
dozi od 50 mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim
fizioloskim rastvorom (PBS). Pacovi su Zrtvovani tri sata nakon poslednjeg ubrizgavanja MP i
posle perfuzije izvadene su ki¢mene mozdine. Nakon izolacije MNCKM odredivano je
prisustvo CD4" i povrsinskih markera koris¢enjem anti CD4 antitela obeleZenih fluorohromom
pomocu protocne citofluorimetrije. Rezultati predstavljaju srednju vrednost procentualne
zastupljnosti CD4+ Celija £ SD iz 4 nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima.
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4.7.2 Uticaj in vivo primenjenog MP na apoptozu CD4" limfocita
ki¢cmene moZdine tokom EAE-a
Do sada smo pokazali da MP primenjen u in vivo uslovima ublazava klini¢ku sliku u
grupi pacova kojima je aplikovan MP tokom tri dana u odnosu na kontrolnu grupu.
Blaza klinicka slika je pracena i smanjenjem broja ¢elija unutar KM tretirane grupe
pacova u poredenju sa grupom tretiranom PBS-om. Dalje, pokazali smo da in vivo
tretman obolelih pacova smanjuje ekspresiju 1 produkciju dva glavna medijatora
autoimunosti CNS-a, IFN-y i IL-17 od strane MNCKM u odnosu na kontrolnu grupu
tretiranu PBS-om. Imajuéi u vidu ove rezultate, postavilo se pitanje da 1i MP u in vivo
uslovima pomenuta dejstva ostvaruje putem apoptoze CD4" T limfocita, glavnih
producenata i IFN-y i IL-17. Tako, nakon Annexin V 1 Propidijum jodid bojenja odredili
smo procenat apoptoze unutar CD4" ¢elija. Medutim, u uslovima primenjenim u nasem
modelu in vivo tretman metilprednizolonom nije doveo do poveéane apoptoze CD4" T
limfocita (Prilog 27). Uzimajuci u obzir ovaj rezultat moZemo zakljuciti da svi pokazani

rezultati koji se ti€u inhibicije i1 ekspresije i produkcije IFN-y i IL-17 nisu posledica

apoptoze CD4" ¢éelija.
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Prilog 27. In vivo primenjeni MP ne utice apoptozu CD4" Celija poreklom iz KM DA pacova
obolelih od EAE-a DA pacovi su imunizovani ubrizgavanjem emulzije HKM i CFA. MP je
ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klinickih manifestacija bolesti u dozi od 50
mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim
rastvorom (PBS). Pacovi su zrtvovani tri sata nakon poslednjeg ubrizgavanja MP i posle
perfuzije izvadene su ki¢mene mozdine. Procenat Aneksin V + ¢elija u populaciji CD4" éelija u
izolovanim MNCKM odredjen je koriS¢enjem specificnih antitela obelezenih fluorohromima
pomocu protocne citofluorimetrije. Rezultati predstavljaju srednju vrednost procentualne
zastupljnosti ¢elija sa odredenim markerom + SD. Prikazani su sumirani rezultati iz 4 uradena
eksperimenta sa slicnim rezultatima.
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4.7.3. Uticaj in vivo primenjenog Metilprednizolona na procentualno
ucesée CD11b+ i CD4+ CD11b+ Celija unutar Ki¢mene moZdine
tokom EAE-a

U cilju $to boljeg razumevanja mehanizma delovanja MP u EAE-u slede¢i korak je
ispitivanje uticaja MP na druge potencijalne efektorske ¢elije koje infiltriraju KM. Stoga
je ispitana je procentualna zastupljenost ¢elija makrofagno/monocitne loze (CD11b",
CD4'CD11b"). Primenili smo prethodno opisan postupak dobijanja mononuklearnih
¢elija iz kicmene moZdine pacova tretiranih MP-om ili PBS-om 1 vezivanjem antitela
specificnih za CD11b i CD4, obeleZenih razli¢itim fluorohromima odredili procentualnu
zastupljenost mikroglije i iako dobijeni rezultati (Prilog 28) pokazuju izvesno smanjenje
procenta CD11b" éelija u populaciji MNCKM MP-tretiranih pacova u odnosu na
kontrolu, ta razlika nije statisti¢ki znacajna. Sa druge strane, procentualno ucesce
CD4'CDI11b" éelija se bitno ne menja pod uticajem in vivo datog MP §to nam ukazuje

da i ¢elije ovog fenotipa koje infiltriraju KM nisu meta delovanja ovog glukokortikoida.
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Prilog 28. Uticaj in vivo primenjenog MP na procentualno ucesée CDI11b"+i CD4°'CDI11b"
Celija poreklom iz KM DA pacova obolelih od EAE-a. DA pacovi su imunizovani
ubrizgavanjem emulzije HKM i CFA. MP je ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave
klini¢kih manifestacija bolesti u dozi od 50 mg/kg telesne tezine. Kontrolna grupa je
istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim rastvorom (PBS). Pacovi su Zrtvovani tri sata
nakon poslednjeg ubrizgavanja MP i posle perfuzije izvadene su ki¢mene mozdine. Nakon
izolacije MNCKM odredivano je procenat ¢elija koje eksprimiraju CD4 i CD11b molekule
koriS¢enjem specificnih antitela obelezenih fluorohromima pomocu protocne citofluorimetrije.
Rezultati predstavljaju srednju vrednost procentualne =zastupljnosti Celija sa odredenim
markerom + SD iz 4 uradena eksperimenta sa slicnim rezultatima.

94



4.7.4 Uticaj in vivo primenjenog MP na procentualno ucesSée
aktivisanih i naivnih éelija unutar CD4" populacije tokom EAE-a

Kako smo pokazali da MP ne uti¢e na procentualnu zastupljenost CD4" ¢elija unutar
KM slede¢i cilj je bio da ispitamo da li MP menja procentualno uces¢e naivnih i
aktiviranih CD4" T limfocita. Stoga je izvrSena fenotipska karakterizacija CD4" T
limfocita koris¢enjem antitela specifi¢nih za pojedine povrSinske markere obelezenih
fluorohromima. Metodom protocne citofluorimetrije ispitana je procentualna
zastupljenost i to kako naivnih (CD62L+) tako i aktiviranih (CD25" OX40+) T
limfocita unutar CD4+ populacije MNCKM DA pacova. Sude¢i po dobijenom rezultatu
MP primnjen u in vivo uslovima diskretno smanjuje procentualnu zastupljenost naivnih,
dakle CD62L+ T limfocita, Sto nije statisticki znacajno. Sa druge strane dejstvo MP u
pomenutom eksperimentalnom sistemu diskretno povecava procentualnu zastupljenost

aktivisanih T limfocita (CD25+i OX40+) $to takode nije statisticki znacajno.
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Prilog29. Uticaj in vivo primenjenog MP na procentualno uceSée CD25+, CD62L" i 0X40
Celija unutar CD4" populacije poreklom iz KM DA pacova obolelih od EAE-a DA pacovi su
imunizovani u zadnju $apicu sa HKM emulgovanim u CFA. Zivotinje su svakodnevno praéene i
nakon pojave prvih klinickih znakova u vidu atonije repa aplikovan je MP (50 mg/kg) tokom tri
uzastopna dana. Nakon izolacije MNCKM odredivano je prisustvo CD25",CD62L"i OX40"
éelija unutar CD4" populacije kori$éenjem specifi¢nih antitela obeleZenih fluorohromima
metodom proto¢ne citofluorimetrije. Rezultati predstavljaju srednju vrednost procentualne
zastupljnosti ¢elija sa odredenim markerom + SD. Prikazani su sumirani rezultati iz 4 uradena
eksperimenta sa slicnim rezultatima.

95



4.7.5 Uticaj in vivo primenjenog MP na produkciju IFN-y i IL-17 od
strane CD4" limfocita tokom EAE-a

Jedan od prethodnih rezultata je pokazao da MP u in vivo uslovima ne uti¢e na apoptozu
CD4" ¢elija niti smanjuje procentualno uéesée CD4" ¢elija unutar MNCKM. Medutim,
u celijskom infiltratu KM mogu se naci ¢elije razliCitog fenotipa koje takode mogu
produkovati oba citokina pa smo dalje analizirali da li je prethodno opisano smanjenje
ekspresije i produkcije IFN-y i IL-17, rezultat smanjene produkcije od strane CD4" T
limfocita. Ovo je bilo moguce primenom tehnike imunofluorescentnog unutarcelijskog
obelezavanja IFN-y i IL-17 uz istovremeno detektovanje CD4" ¢elija pomocu
specificnog antitela. Posle izolovanja celijskog infiltrata iz KM obolelih Zivotinja
tretiranih sa MP in vivo na prethodno opisan nacin, ¢elije su kratkotrajno aktivisane
kombinacijom PMA i jonomicina, pa potom inkubirane sa obeleZzenim antitelima.
Rezultati (prilog 30) pokazuju smanjenje broja CD4" éelija koje produkuju IFN-y kod
zivotinja tretiranih sa MP u odnosu na kontrole (sa 8.5% na 2.9) dok je u slucaju IL-17

ono vrlo diskretno, gotovo odsutno (sa 4.9% na 4.6%).
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Prilog 30. Uticaj in vivo primenjenog MP na procentualno ucesée IFN-y I IL-17 medu CD4+
Celijama koje infiltriraju KM tokom EAE. DA pacovi su imunizovani u zadnju $apicu sa HKM
emulgovanim u CFA. Zivotinje su svakodnevno pracene i nakon pojave prvih klini¢kih znakova
u vidu atonije repa aplikovan je MP (50 mg/kg) tokom tri uzastopna dana. Nakon izolacije
MNCKM su stimulisane kombinacijom PMA+jonomicin i inkubirane 5h nakon &ega su
fiksirane. Poslednjih 4h inkubacije ¢elije MNCKM su tretirane brefeldinom. Nakon toga
odredivano je prisustvo CD4+c¢elija koje produkuju IFN-y i +IL-17 koriS¢enjem specifi¢nih
antitela za povrSinsko (anti CD4) i unutarcelijsko obelezavanje (anti IFN-y i anti IL-17)
metodom protocne citofluorimetrije. Rezultati predstavljaju srednju vrednost procentualne
zastupljnosti ¢elija sa odredenim markerom + SD. Prikazani su sumirani rezultati iz 4 uradena

eksperimenta sa sli¢énim rezultatima.
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4.8 Mehanizam dejstva MP primenjenog u in vivo uslovima tokom
EAE-a

Do sada je pokazano da MP u in vivo uslovima inhibira 1 ekspresiju 1 produkciju IFN-y 1
IL-17 kako od strane DLC tako i od strane MNCKM DA pacova obolelih od EAE-a.
Dalje je bilo interesantno ispitati da li su ovi pomenuti efekti ostvareni putem klasi¢nog

mehanizma tj. vezivanjem za citoplazmatski receptor za glukokortikoide (GR).

4.8.1 Uticaj in vivo primenjenog antagonista GR Mifepristona (RU486)
na klinicku sliku EAE-a

Pokazano je da MP primenjen tokom tri uzastopna dana ublazava klinicko ispoljavanje
EAE-a. Kako se zna da GK svoja dejstva mogu ostvariti vezivajuéi se za svoj
citoplazmatski recetor ili mimo njega nametnulo se pitanje na koji nacin je MP ostvario
svoje povoljno dejstvo na klinicko ispoljavanje EAE-a. Tako smo nakon imunizacije
DA pacova po uobi¢ajenom imunizacionom protokolu i nakon pojave prvih klinickih
znakova (na grafikonu obelezeno kao nulti dan) aplikovali MP u jednoj grupi, u drugoj
MP zajedno sa antagonistom GR — Mifepristonom (RU 486) dok je tre¢a grupa bila
kontrolna 1 tretirali smo je sa PBS-om. Nakon odredivanje stepena tezine klinicke
ublazio je bolest u poredenju sa klinickom slikom kontrolne grupe DA pacova.
Medutim, eksperimentalna grupa koja pored MP istovremeno primala i antagonist GR-
RU 486, nije se znacajno razlikovala od kontrole, tretirane PBS-om. Ovakav rezultat
nas navodi na zakljucak da je svoja povoljna dejstva na klinicki tok EAE-a MP ostvario

vezivajuci se za svoj citoplazmatski receptor.
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Prilog 31. Indukcija EAE-a kod DA pacova i uticaj MP i RU-486 na klinic¢ko ispoljavanje
bolesti. DA pacovi su imunizovani u zadnju Sapicu sa HKM emulgovanim u CFA. Nakon
pojave prvih klini¢kih znakova aplikovani su MP (50 mg/kg) u jednoj grupi, MP+RU486 (25
mg/kg) u drugoj 1 PBS u trecoj i pracena pojava znakova.bolesti Rezultati predstavljaju srednju
vrednost klinickog skora svih Zivotinja u grupi + standardna devijacija (SD) koji su dobijeni iz 3
uradena nezavisna eksperimenta sa sliénim rezultatima (* p<0.05 oznacava statisticku
znacajnost razlike u klinickom ispoljavanju bolesti MP, MP+ RU486 tretirane grupe pacova u
odnosu na kontrolnu grupu pacova).
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4.8.2 Antagonist glukokortikoidnog receptora RU-486 sprecava
inhibiciju produkcije IFN-y u uslovljenu dejstvom MP u in vitro
uslovima

Na samom pocetku rezultata ove teze prikazan je rezultat koji se ti¢e inhibitornog
uticaja MP na produkciju IFN-y od strane CLC neimunizovanih DA pacova u in vitro
uslovima (Prilog 5). Imajuéi u vidu pomenuto interesantno je ispitati da li MP u in vitro
uslovima svoja dejstva ostvaruje putem GR ili mimo njega. Tako, nakon izolacije CLC
neimunizovanih DA pacova i kultivacije sa MP 1 njegovim antagonistom RU-486
merena je produkcija IFN-y ELISA metodom.

Inhibitorni efekat MP na produkciju IFN-y izostaje kada je kultivisan u prisustvu RU-
486, njegovog antagonista, (Prilog 32). Stoga je ocigledno da MP svoj efekat u in vitro
uslovima na produkciju IFN-y od strane CLC neimunizovanih DA pacova ostvaruje
vezivaju¢i se za GR, a navedeni izostanak dejstva se moZe objasniti nedostupnoséu

samog GR usled prisustva RU-486, njegovog antagoniste.
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Prilog 32. Antagonist glukokortikoidnog receptora RU486 sprecava inhibiciju produkcije
IFN-y uslovljenu dejstvom MP u in vitro uslovima. Nakon kultivacije CLC (2,5x10°ml) u
prisusutvu ConA (1 pg/ml) bez ili sa MP (10 ng/ml), i RU-486 (5 ng/ml) meren je nivo
produkcije IFN-y u supernatantima kultura nakon 24h koris¢enjem ELISA metode. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost koncentracije citokina (pg/ml) produkovanih od strane CLC DA
pacova = SD koji su dobijeni iz 4 uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima
(*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike produkcije IFN-y izmedu u MP i MP+Ru486

grupe).
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4.8.3 Antagonist glukokortikoidnog receptora RU-486 sprecava
inhibiciju produkcije IL-17 u uslovljenu dejstvom MP u in vitro
uslovima

Kako je pokazano u predhodnom prilogu da u slucaju kultivacije MP sa RU-486,
antagonistom GK receptora izostaje inhibicija produkcije IFN-y sledece je ispitano da li
je 1 inhibicija produkcije IL-17 uslovljena vezivanjem MP za citoplazmatski receptor.
Tako, koriste¢i isti eksperimentalni dizajn merili smo produkciju IL-17 koriS¢enjem
ELISA metode. I kao $to je o€ekivano, i u sluc¢aju IL-17 prisutan je isti trend (Prilog
33). Dakle, MP sam inhibira vrlo izrazeno, statisticki znacajno, produkciju IL-17 od
strane CLC neimunizovanih DA pacova. Medutim, kada je MP u kombinaciji sa RU-
486 izostaje inhibicija produkcije ovog citokina. Ovaj rezultat nam omogucava

razumevanje dejstva GK na Th17 ¢elijsku subpopulaciju 1 IL-17.
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Prilog 33. Antagonist glukokortikoidnog receptora RU486 sprecava inhibiciju produkcije
IL-17 uslovljenu dejstvom MP u in vitro uslovima. Nakon kultivacije CLC (2,5x10%ml) u
prisusutvu ConA (1 pg/ml) bez ili sa MP (10 ng/ml) i RU-486 (5 ng/ml) meren je nivo
produkcije IL-17 u supernatantima kultura nakon 24h koris¢enjem ELISA metode. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost koncentracije citokina (pg/ml) produkovanih od strane CLC DA
pacova £ SD koji su dobijeni iz 4 uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima
(*p<0.05 oznacava statistiCku znacajnost razlike produkcije IL-17 izmedu u MP i MP+RU486

grupe).
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4.8.4 Uticaj in vivo primenjenog antagonista GR Mifepristona (RU486)
na produkciju IFN-y od strane mononuklearnih Celija izolovanih
iz kicmene moZdine DA pacova obolelih od EAE-a

Sa jedne strane smo pokazali da izostaje povoljno dejstvo MP na klini¢ko ispoljavanje
EAE-a u eksperimentalnoj grupi DA pacova koji su oboleli od EAE-a kojima je pored
MP aplikovan i RU-486, antagonist GR. Sa druge strane, pokazano je da RU-486
blokira inhibitorno dejstvo MP na produkciju IFN-y u in vitro uslovima. Imaju¢i sve u
vidu, postavilo se pitanje na koji nain RU-486 sada u in vivo uslovima deluje na
produkciju IFN-y od strane MNCKM DA pacova koji su oboleli od EAE-a a kojima je
istovremeno aplikovan i MP i RU-486. Tako, nakon imunizacije po uobicajenom
imunizacionom protokolu, pojave prvih klinickih znakova aplikovan je MP u jednoj
grupi, u drugoj MP zajedno sa antagonistom GR-RU 486 dok je tre¢a grupa bila
kontrolna i tretirana je sa PBS-om. Nakon izolacije i kultivacije MNCKM poreklom iz
sve tri grupe merili smo produkciju IFN-y ELISA metodom. Rezultat (Prilog 34) koji je
dobijen je bio ocekivan: statisticki znacajno smanjena produkcija ovog citokina od
strane eksperimentalne grupe zivotinja kojoj je aplikovan samo MP u poredenju sa
kontrolnom grupom Zivotinja. Medutim, kada je MP aplikovan zajedno sa GR
antagonistom RU-486 inhibicija produkcije IFN-y je diskretna, bez statistiCke
znacajnosti u poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja. Ovakav rezultat nas, jo$
jednom, navodi na zakljucak da MP svoje povoljno dejstvo na klinicku sliku EAE-a

ostvaruje delujuci preko svog GR.
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Prilog 34. Uticaj in vivo aplikovanih MP i RU-486 na ex vivo produkciju IFN-y od strane
MNCKM izolovanih iz kicmene mo%dine DA pacova obolelih od EAE-a. DA pacovi su
imunizovani u zadnju Sapicu sa HKM emulgovanim u CFA. Nakon pojave prvih klinickih
znakova tokom tri dana aplikovani su MP (50 mg/kg) u jednoj grupi, u drugoj MP(50 mg/kg)
+RU486 (25 mg/kg) 1 PBS u trecoj i paralelno pracena je pojava klinickih znakova.Nakon tri
dana od prve aplikacije zivotinje su zrtvovane. Rezultati predstavljaju srednju vrednost
koncentracije citokina (pg/ml) produkovanih od strane CLC DA pacova + standardna devijacija
(SD) koji su dobijeni iz 3 uradena nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima (*p<0.05
oznacava statistiCku znacajnost razlike produkcije IFN-y izmedu u MP i MP+Ru486 grupe).
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4.8.5 Uticaj in vivo primenjenog antagoniste GR Mifepristona (RU486)
na produkciju IL-17 od strane mononuklearnih ¢elija izolovanih
iz kicmene mozdine DA pacova obolelih od eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa

Predhodnim prilogom je pokazano da izostaje izraZzeno inhibitorno dejstvo MP na
produkciju IFN-y od strane MNCKM DA pacova koji su oboleli od EAE-a a kojima je
istovremeno aplikovan i MP 1 Ru-486 u in vivo uslovima. Obzirom da je pokazano da
IL-17 pokazuje izvesni stepen neosetljivosti na dejstvo MP ispitano je da li MP, u in
vivo uslovima svoje dejstvo na produkciju IL-17 ostvaruje mimo citoplazmatskog GR.
Tako, koriste¢i isti eksperimentalni dizajn nakon izolacije i kultivacije MNCKM
meriena je produkcija IL-17 ELISA metodom. Dobijeni rezultat je iovoga puta
odekivan: stepen inhibicije produkcije IL-17 od strane MNCKM Zivotinja koje su
obolele od EAE-a i koje su tretirane samo sa MP statisticki znacajno poredivsi ga sa
kontrolnom grupom Zivotinja. Medutim, inhibicija produkcije IL-17 od strane MNCKM
DA pacova koji su oboleli od EAE-a a kojima je istovremeno aplikovan i MP i RU486
je prisutna, ali nije statisticki znaCajna, ako se uporedi sa kontrolnom grupom. Ako je
uporedimo sa MP+RU-486 grupom ocigledno je da je produkcija neSto veca. Sve
zajedno, mozemo =zakljuciti da i u slucaju IL-17 MP svoje dejstvo na njegovu

produkciju ostvaruje putem citoplazmatskog GR.
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Prilog 35. Uuticaj in vivo aplikovanih MP i RU-486 na ex vivo produkciju IL-17 od strane
MNCKM izolovanih iz ki¢mene mo%dine DA pacova obolelih od EAE-a. DA pacovi su
imunizovani u zadnju Sapicu sa HKM emulgovanim u CFA. Nakon pojave prvih klinickih
znakova tokom tri dana aplikovani su MP (50 mg/kg) u jednoj grupi, u drugoj MP(50 mg/kg)
+RU486 (25 mg/kg) i PBS u trecoj i paralelno pracena je pojava klini¢kih znakova.Nakon tri
dana od prve aplikacije Zivotinje su Zrtvovane. Rezultati predstavljaju srednju vrednost
klini¢kog skora svih zivotinja u grupi + standardna devijacija (SD) koji su dobijeni iz 3 uradena
nezavisna eksperimenta sa slicnim rezultatima (*p<0.05 oznacava statistiCku znacajnost razlike
produkcije IL-17 izmedu u MP i MP+Ru486 grupe).
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4.9 MP inhibira ekspresiju i produkciju IFN-y ali ne i IL-17 od strane
od strane mononuklearnih ¢elija izolovanih iz kicmene moZdine
NOD miseva obolelih EAE-a

Obzirom da su svi dosada$nji rezultati nedvosmisleno pokazali da MP u in vitro i u in
vivo uslovima na dva razli¢ita na€ina inhibira ekspresiju 1 produciju IFN-y i IL-17
naredni cilj je bio da ispitamo da li je, viSe puta pokazan, razli¢it stepen inhibicije
ekspresije 1 produkcije oba citokina specifican za vrstu. Tako, nakon imunizacije NOD
miSeva koriS¢en je indentiCan eksperimentalni dizajn kao u slucaju DA pacova
(trodnevna aplikacija MP nakon pojave prvih klini¢kih znakova). I zaista, MP inhibira i
ekspresiju i1 produkciju IFN-y dok je pomenuto dejstvo MP izostaje u sluc¢aju IL-17.
Preciznije, inhibicija ekspresije gena za IL-17 izostaje Sto je praceno sa diskretnom
inhibicijom njegove produkcije. Dakle, zapazena diskrepanca u odgovoru na inhibitorno
dejstvo MP nije specifi¢no za vrstu i ovakav rezultat nam bar delimi¢no ukazuje da IL-
17 u razli¢itim ekperimentalnim postavkama pokazuje izvesni stepen “rezistencije” na

dejstvo MP.
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Prilog 36. Uticaj in vivo primenjenog MP na ekspresiju i produkciju IFN-y i IL-17 od strane
MNCKM posle trodnevnog tretmana NOD miSeva oboolelih od EAE-a. NOD misevi su
imunizovani ubrizgavanjem MOG 3555 peptida emulgovanim u CFA uz dodatak Pertusis
toksina. MP (50 mg/kg telesne tezine) je ubrizgavan i.p. 3 dana pocevsi od prve pojave klinickih
manifestacija bolesti. Kontrolna grupa je istovremeno tretirana puferizovanim fizioloskim
rastvorom (PBS). Nakon izolacie MNCKM (3x10%ml) izolovana je RNK i reverznom
transkripcijom prevedena u cDNK, a potom je koris¢enjem odgovarajuc¢ih prajmera i PCR
metode izmerena relativna ekspresija iRNK za IFN-y i 1l-17. Rezultati predstavljaju srednju
vrednost relativne ekspresije gena (2*“") DA pacova za odredeni termin + SD. Koncentracija
citokina u supernatantima je odredivana ELISA metodom nakon 72 h inkubacije. Rezultati su
prikazani kao SV+SD koncentracija citokina (pg/ml) iz 2 uradena nezavisna eksperimenata sa
sli¢énim rezultatima (*p<0.05 oznacava statisticku znacajnost razlike produkcije citokina izmedu
MP i PBS grupe pacova).
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S. DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivano je dejstvo MP na ekspresiju i produkciju dva
glavna medijatora autoimunosti: IFN-y i IL-17 u in vitro i u in vivo uslovima.

IL-17 kao glavni citokin subpopulacije CD4+ Th17 ¢elija smatra se jednim od vaZznih
medijatora oSte¢enja u raznim autoimunskim oboljenjima kao §to su: reumatoidni
artritis, inflamatorna bolest creva i multipla skleroza (Falcone i Sarvetnick. 1999).
Medutim, ranije su se sva navedena oboljenja i odgovaraju¢i animalni modeli smatrani
bolestima koji su posredovane Thl ¢elijskom populacijom (Weaver 1 sar., 2007; Kramer
1 Gaffen, 2007). Obzirom da odsustvo IFN-y, kao i molekula koji su znacajni za njegovu
produkciju i to bilo usled otklanjanja njegovog gena ili usled aplikacije neutraliSu¢ih
antitela, dovodi do pogorsanja klinicke slike eksperimentalnih modela autoimunskih
bolesti (Kramer 1 Gaffen, 2007) dovela se u sumnju sama uloga IFN-y u navedenim
autoimunskim oboljenjima. Takode, imaju¢i sve pomenuto u vidu IL-17 je bio
prepoznat kao novi medijator organ-specificnih oboljenja kao §to je MS i njen animalni
model EAE (Kramer i Gaffen, 2007). Da je IL-17 vazan citokin u autoimunskom
odgovoru 1 razvoju EAE-a pokazano je i eksperimentima u kojima su koriS¢ene
zivotinje kojima je knock-out tehnologijom uklonjen gen bilo za sam IL-17 ili za njegov
receptor (IL-17R) (Bettelli i sar.,2007). Takode, kao posledica aplikacije neutraliSucih
antitela koja su specificna za IL-17 klinicka slika bolesti je bila bitno blaza (Kramer i
Gaffen, 2007). Prvi nalazi koji su ukazivali na znacaj IL-17 u imunopatogenezi
autoimunskih bolesti kod ljudi odnose se na poviSen broj ¢elija koje produkuju IL-17
kao i samog citokina kako u krvi tako i na samome mestu autoimunskog odgovora
(Kramer i Gaffen, 2007). Takode je pokazano da nakon primene imunomodulatorne
terapije nivo cirkuliSu¢eg IL-17 znacajno opada (Kramer i Gaffen, 2007). Dalje, kod
pacijenata koji boluju od MS unutar aktivnih lezija nadena je povecana ekspresija gena
za IL-17 kao ve¢i broj CD4+ i CD8+¢elija koje produkuju ovaj citokin (Tzartos i
sar.,2008). Mozda jo$ znacajniji dokazi o ulozi IL-17 u imunopatogenezi MS-a je i
nalaz koji su prezentovali Kebir i njegovi saradnici (2007). Naime, oni su u cilju
evaluacije migracione sposobnosti Th17 u odnosu na Thl ¢elijsku subpopulaciju svoje
istrazivanje sproveli na in vitro modelu krvno-mozdane barijere ¢iju osnovu strukturu

¢ine endotelne ¢elije kapilara mozga humanog porekla. Nakon izolacije CD4+ limfocita
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iz periferne krvi pacijenata koji boluju od MS, njihove polarizacije ka Thl 1 Th17
¢elijskim subpopulacijama (u prisustvu IL-12 i IL-23) u in vitro uslovima su pokazali da
diferentovane Th17 ¢elije znacajno brze prolaze kroz krvno—moZzdanu barijeru nego Thl
T limfociti (Kebir i sar.,2007). Takode, ista grupa istrazivaca je pokazala da kod
pacijenata obolelih od MS endotelne ¢elije krvno-mozdane barijere unutar lezija
eksprimiraju receptor za IL-17 1 da IL-17 naruSava tkz. tesne veze kako u in vitro tako 1
u in vivo uslovima (Kebir i1 sar.,2007). Dalje, nadeno je da diferentovani Th17 T
limfociti eksprimiraju granzim B ¢ime dovode do smrti neurona. Osim toga, kada produ
kroz krvno-mozdanu barijeru posledicno dovode do inflamacije unutar CNS-a (Kebir i
sar.,2007). Imajuci sve ove Cinjenice u vidu vrlo je jasna patogena uloga Th17 ¢elijske
subpopulacije i produkovanog IL-17 u imunopatogenezi multiple skleroze.

Danas se pouzdano zna da glukokortikoidi vrlo uspe$no inhibisu i ekspresiju i
produkciju IFN-y (Ding i sar., 1989), ali mehanizam njihovog dejstva na ekspresiju i
produkciju IL-17 jo$ uvek nije razjasnjen. Tako, postoje podaci koji ukazuju da MP u in
vitro uslovima samo delimi¢no inhibiSe produkciju IL-17 nakon PMA/IO stimulacije
limfocita u populaciji zdravih ljudi (Laan i sar., 1999). Opet sa druge strane, ciklosporin
A u istim eksperimentalnim uslovima u potpunosti inhibira produkciju IL-17 (Laan i
sar., 1999). Uticaj GK na produkciju IL-17 u in vivo uslovima ispitivan je na materijalu
dobijenom biopsijom bronhija pacijenta koji boluju od astme. Naime, pokazano je da se
nakon GK tretmana smanjuje broj IL-17 produkujucih Celija koji odgovara nalazu
zdravih osoba (Chakir i sar., 2003).

Rezultati koji su dobijeni tokom izrade ove doktorske teze ukazuju da MP u in vitro
uslovima inhibira i ekspresiju i produkciju IL-17 od strane ConA aktivisanih CLC DA
pacova. Kada je re¢ o antigen-specifi¢noj produkciji IL-17, MP ne dovodi do tako
izrazene inhibicije produkcije ovog citokina kao u slu¢aju ConA stimulisanih CLC DA
pacova. U eksperimentalnom sistemu prikazanom u ovoj tezi se, bar delimi¢no,
rasvetlio mehanizam dejstva MP na ekspresiju 1 produkciju IL-17. Naime, pokazano je
da je ekspresija i produkcija IL-17 CLC DA pacova pracena i inhibicijom ekspresije
RoryT transkripcionog faktora. Ovakav rezultat se u potpunosti slaze sa literaturnim
podacima. Naime, Liu i saradnici (2009) su objavili da visoke doze MP (1 g/dan u toku
pet dana) koje se aplikuju kod egzercebacije RR-MS inhibiraju produkciju IL-17 od

strane mononuklearnih ¢elija periferne krvi §to je uslovljeno inhibicijom ekspresije
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RoryT transkripcionog faktora. Da je pomenuti transkripcioni faktor esencijalan za
Th17 ¢celijsku subpopulaciju govore u prilog veliki broj publikacija pocev od prvih
istraZivanja u kojima je, pokazano da CD4+ T limfociti poreklom iz miSeva kojima je
uklonjen gen za RoryT ne odgovaraju na stimulaciju sa IL-23 u in vitro uslovima $to
rezultira odsustvom Th17 polarizacije (Ivanov i sar., 2006).

Dalje, kako su 1 EAE i MS bolesti koje su posredovane T limfocitima, bilo je
interesantno ispitati dejstvo MP na produkciju IL-17 od strane preciS¢enih T limfocita
poreklom iz CLC DA pacova. Dobijeni rezultati su pokazali da inhibicija produkcije IL-
17 od strane precis¢enih T limfocita nije tako izrazena kao u sluc¢aju ukupne populacije
CLC DA pacova. Ovakav rezultat ukazuje da svoje dejstvo MP na produkciju IL-17 od
strane CLC ostvaruje na dva na¢ina: direktnim dejstvom na T limfocite i indirektnim
dejstvom na tzv. “akcesorne ” Celije (pre svega dendritske celije) koje su prisutne u
limfnom &voru. Dendritske ¢éelije (DC) prisutne u limfnom &voru imaju ulogu u
prezentaciji antigena 1 ativaciji naivnih CD4+ c¢elija te su znacajne u pokretanju
autoimunskog odgovora (Yamazaki i sar., 2003). Podaci iz literature ukazuju da GK
primenjeni u in vivo uslovima smanjuju akumulaciju DC unutar limfnog &vora i slezine
(Moser i sar., 2005), kao i broj cirkuligu¢ih DC u krvi (Shodell i sar., 2001). Pored DC
makrofagi unutar limfnog ¢vora takode predstavljaju terapijsku metu za dejstvo GK na
nekoliko nacina. Zna se da GK imaju uticaja na njihovu diferencijaciju, proliferaciju i
fagocitni kapacitet kao i na koli¢inu produkovanih medijatora inflamacije kao $to su:
TNFa, IL-1, IL-4, IL-5, IL-8 i IL-12 (Tuckermann i sar., 2005). Pored navedenih
citokina, poznato je da GK smanjuju produkciju i IL-6 od strane makrofaga i DC,
citokina koji je kljucan za Th17 diferencijaciju (Almawi i sar., 1996; Tuckermann, i
sar.,2005).

Interesantno je pomenuti i istrazivanje koje ukazuje da bi dendritske celije koje
dospevaju u CNS sa periferije mogle imati presudnu ulogu u indukciji relapsa u
hroni¢nom relapsirajuéem modelu EAE-a 1 to kroz produkciju IL-6, i polarizaciju T-
¢elija ka Th17 fenotipu, Sto je pokazano i u in vitro i u in vivo uslovima (Bailey 1 sar.,
2007). Nesumnjivi znacaj ovog citokina u polarizaciji Th17 ¢elija, manje izrazena
inhibicija ekspresije 1 produkcije IL-17 u odnosu na IFN-y kao i razli¢iti stepen
inhibicije produkcije IL-17 od strane pre¢is¢enih T limfocita i CLC DA pacova su nas

naveli da ispitamo uticaj MP na tzv. akcesorne ¢elije unutar limfnog ¢vora. U svetlu
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svega pomenutog smo pokazali da MP inhibira produkciju IL-6 od strane CD3- ¢elija
poreklom iz ukupne populacije CLC DA pacova i time, bar delimi¢no, objasnili razligiti
stepen inhibicije produkcije IL-17 od strane T limfocita i CLC DA pacova. Dalje nas je
interesovalo da li MP na isti na¢in deluje i na inhibiciju produkcije INF-y. U literaturi
postoje vrlo ubedljivi i jasni podaci da GK svoje dejstvo na inhibiciju produkcije IFN-y
ostvaruje deluju¢i zapravo na IL-12, citokin koji je vazan za diferencijaciju Thl Celijske
subpopulacije (Rentzos i sar., 2008). Mada postoje podaci u literaturi o inhibitornom
efektu GK na produkciju IFN-y od strane splenocita (Ding i sar., 1989) i preciS¢enih
CD4+ celija pacova (Ramirez i sar., 1996), ne postoje podaci o komparativnoj analizi
dejstva GK na produkciju IFN-y od strane prec¢is¢enih T limfocita 1 ukupne populacije
CLC DA pacova. Kako smo dobili razli¢iti stepen inhibicije produkcije IL-17 od strane
CLC DA pacova i T limfocita o¢ekivali smo isti trend i u sluéaju IFN-y. Medutim, u
slucaju INF-y ne postoji razlika u stepenu inhibicije produkcije ovog citokina kako od
stane pre¢is¢enih T limfocita tako i od strane ukupne populacije CLC DA pacova. Na
osnovu ovih rezultata moze se re¢i da MP na dva razli¢ita nacina inhibira produkciju
IFN-y i IL-17. Dakle, inhibicija produkcije IFN-y je uslovljena direktnim dejstvom na
¢elije Thl fenotipa dok je inhibicija produkcije IL-17 zapravo posledica dvojnog
dejstva: na celije koje produkuju citokine koji definiSu Th17 diferencijaciju (kao $to je
IL-6) kao 1 direktno na Thl7 (Celije, inhibiraju¢i  pritom ekspresiju RoryT

transkripcionog faktora.

Pored pokazanog razli¢itog mehanizma inhibicije produkcije ova dva citokina uocljivo
je da, iako uvek izraZenija, inhibicija produkcije IFN-y nikada nije potpuna. Ako se
osvrnemo na podatke iz literature, postoje radovi koji ukazuju da IFN-y inhibira
produkciju IL-17 (Ogitai sar.,2011; Berghmans, i sar., 2011). Qian i saradnici su 2011
godine objavili rad u kome su 1 opisali mehanizam kojim IFN-y ostvaruje svoja dejstva.
Dakle, IFN-y ne deluje direktno na IL-17 ve¢ smanjuje produkciju IL-23 od strane
dendritskih ¢elija i marofaga i smanjuje stabilnost iRNK za p19 subjedinice (Qian i sar.,
2011). Retultati ove teze pokazuju da se dodavanjem anti-IFN-y neutraliSu¢ih antitela
eliminiSe njegov inhibitorni efekat na produkciju IL-17. Dakle, prisutna manja
osetljivost IL-17 na dejstvo MP u odnosu na IFN-y u in vitro uslovima se moZze objasniti

sinergistickim dejstvom preostalog IFN-y i MP.
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U viSe navrata u ovoj tezi pokazano je da MP svoja dejstva ostvaruje putem genomskih
mehanizama §to u potpunosti odgovara podacima iz literature (Tuckermann 1 sar. 2005).
Medutim, sve je viSe podataka da GK, a medu njima 1 MP svoja antiinflamatorna i
imunosupresorna dejstva ostvaruju i mimo genoma (Zen, i sar., 2011; Li 1 sar.,2011).
Tacnije, u razli¢itim eksperimentalnim postavkama pokazano je da GK deluju na
aktivaciju 1 funkciju MAP kinaza (Zen 1 sar.,2011; Li i sar., 2011). Medutim, u nasem
eksperimentalnom sistemu MP ne uti¢e na aktivaciju ERK i p38 proteina kod CLC DA
pacova, dok postoji diskretan, statistiCki beznacajan efekat na JNK aktivaciju. Dalje,
pokazali smo da ERK (UO126), p38 (SB202190) i JNK (SP600125) inhibitori imaju
sinergisticko dejstvo u inhibiciji produkcije IL-17 sa MP $to ukazuje na Cinjenicu da
MP svoje inhibitorno dejstvo na produkciju IL-17 ne ostvaruje delujuc¢i na pomenute
MAP kinaze. Pomenut sinergizam se moze objasniti nekompletnom inhibicijom
navedenih signalnih puteva. Medutim, aktivnhost MAP kinaza pri vis§im dozama, kako
MP tako 1 pomenutih inhibitora nismo ispitivali obzirom da oni pri visokim dozama
uti¢u na vijabilitet CLC DA pacova, pa bi u tom sluéaju tumacenje dobijenih rezultata
bilo neadekvatno. Ipak, rezultati cELISA testa koji se odnose na ERK i p38 u potpunosti
odgovaraju rezultatima ELISA testa Sto i ovoga puta ukazuje da MP ne deluje na ERK i
p38 proteine. Suprotno tome, rezultat koji se ti¢e JNK nije u potpunosti jasan posebno
ako se uzme u obzir da pod istim uslovima MP statisti¢ki znacajno inhibira c-Jun
aktivaciju, ali ne 1 aktivaciju JNK proteina. Ovakav nalaz je svakako iznenadujuéi ako
se uzme u obzir ¢injenica da c-Jun moze biti fosforilisan i time aktivisan aktivacijom
JNK proteina. Ipak, postoje podaci koji ukazuju da se pod dejstvom Dexametazona nivo
JNK proteina znacajno ne menja, ali se smanjuje njegova enzimska aktivnost ¢ime bi
mogli da objasnimo zapazenu diskrepancu (Hirasawa i sar., 1998). Dakle, diskretnom,
redukcijom p-JNK koja nije statisticki znacajna mozemo objasniti znacajno smanjenje
p-Jun proteina u nasim eksperimentalnim uslovima. Takode, postoje literaturni podaci
koji ukazuju da fosforilacija p-Jun proteina moze biti nezavisna od JNK aktivacije, $to
predstavlja joS jedan argument za hipotezu da MP ostvaruje inhibitorno dejstvo na p-Jun
nezavisno od aktivnosti JNK proteina (Adiseshaiah, i sar., 2006; Besirli i sar., 2003).

Obzirom da in vitro eksperimentalni sistem koji je primenjen u prvom delu ove teze ima
izvesna ograni¢nja dalje smo ispitali uticaj MP, na prvome mestu, na klini¢ku sliku

EAE-a, in vivo modela MS. Naime, u cilju imitacije pulsne terapije MP kod pacijenata
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koji boluju od MS sa akutnom egzarcebacijom bolesti, MP je aplikovan u visokoj dozi
(50 mg/kg TT) nakon pojave prvih klini¢kih znakova u trajanju od tri uzastopna dana.
Kako podaci iz literature ukazuju na povoljno dejstvo GK na klini¢ko ispoljavanje
EAE-a (Reichardti sar., 2006) ocekivali smo isti trend i u nasSim eksperimentalnim
uslovima. I zaista, aplikacija MP je rezultirala statisticki znacajno blazom klini¢kom
slikom poredivsi je sa kontrolnom eksperimentalnom grupom kojoj je, pod indenti¢nim
uslovima, aplikovan PBS. Zapazen inhibitorni efekat MP na klini¢ku sliku EAE-a je
pracen 8 dana nakon aplikacije poslednje doze MP tokom kojih se nisu ponovo pojavili
znaci bolesti. Ovakav rezultat je u skladu sa rezultatima koje su publikovali Wiist i
saradnici (2008) koji su takode prikazali rezultate koji se odnose na blazu klinicku sliku
EAE-a nakon aplikacije Deksametazona u sli¢nim dozama tokom EAE-a kod C57BL6
miSeva. Medutim, ukoliko se GK aplikuje i.p u nizim koncentracijama (Linker 1 sar.,
2008), per os (Chan i sar.,2008) ili se pak, aplikuju duzi vremenski period sa naglim
prestankom aplikacije (Reder i sar., 1994), dolazi do pogorSanja klini¢kog ispoljavanja
bolesti, ponovne pojave inflamatornog infiltrata unutar CNS-a kao 1 reaktivacije T
limfocita specificnih za antigene CNS. Stoga, ¢ini se da nacin aplikacije GK tokom
EAE-a ima veoma vaznu ulogu.

Pored nepoznavanja svih mehanizama koji leze u osnovi povoljnog terapijskog
delovanja glukokortikoida u autoimunskim bolestima CNS (Liihder 1 Reichardt. 2009),
kontradiktorni su i1 podaci koji koji se odnose na mesto njihovog delovanja u
autoimunskim bolestima CNS. Dok se po jednima svi efekti ostvaruju isklju¢ivo na
periferiji (Wiist 1 sar., 2008) postoje 1 ubedljivi dokazi koji govore u prilog delovanja
glukokortikoida u okviru samog CNS (Sorrells i Sapolsky. 2007). Imajuéi u vidu ova
dva oprecna stava ispitali smo da li je blaza klinicka slika u eksperimentalnoj grupi
kojoj je aplikovan MP pracena i smanjenjem broja ¢elija koje infiltriraju CNS. I zaista,
pokazali smo da je broj infiltriSucih ¢elija unutar KM tretirane grupe pacova statisticki
znac¢ajno manji u odnosu na eksperimentalnu grupu koja je tretirana PBS-om. Ovakav
rezultat u potpunosti odgovarala rezultatima koji su publikovali Chani i saradnici
(2008). Smanjena infiltracija unutar CNS-a nastala kao posledica tretmana sa MP se
moze objasniti veéim brojem mehanizama ukljucujuéi, inhibiciju aktivacije 1
proliferacije pomenutih c¢elija unutar limfoidnih organa (Reichardt i sar.,2006),

smanjenje ekspresije adhezivnih molekula na leukocitima i1 endotelnim ¢elijama krvno-
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mozdane barijere kao i poboljSanje njenog integriteta (Engelhardt. 2004) kao i1 apoptozu
encefalotigenih ¢elija in situ (Pender i sar., 1997).

U naSem eksperimentalnom sistemu nakon trodnevne aplikacije MP DA pacovima koji
su oboleli od EAE-a nije pove¢ano procentualno uceS¢e apoptopskih celija unutar
infiltrata KM u poredenju sa PBS tretiranom grupom. Ovakav rezultat je sa druge strane
u potpunosti u skladu sa rezultatima istrazivacke grupe koje pokazala da visoke doza
Deksametazona primenjene u EAE-u rezultiraju apoptozom T limfocita na “periferiji”,
ali ne 1 unutar CNS-a (Wiist i sar., 2008). Postoji moguc¢nost da se izvesni broj
apoptotskih ¢elija “izgubio” tokom procedure izolacije infiltrata KM, te stoga nas nalaz
ne prestavlja realan in vivo broj apoptotskih ¢elija unutar CNS-a. Treba naglasiti da
nakon trodnevnog tretmana sa MP ne postoji razlika u procentualnom ucescu
apoptoticnih ¢elija unutar infiltrata KM DA pacova koji su tretirani MP u odnosu na
kontrolnu grupu. Ovo odsustvo apoptoze unutar CNS-a tretirane grupe pacova koje su
obolele od EAE-a se moZe objasniti protektivnom ulogom GK od aktivacijom
indukovane apoptoze putem CD95 receptora i to verovatno putem supresije ekspresije
Fas liganda (Yang i sar., 1995) i /ili povecanom ekspresijom antiapoptotskog Bcl-2
proteina (Zipp i sar.,2000). Ipak, kako ovde prikazani rezultati ukazuju da je broj ¢elija
unutar DLC, slezine i krvi smanjen u eksperimentalnoj grupi DA pacova koji su tretirani
sa MP i moze se pretpostaviti da je apoptoza pomenutih ¢elija u perifernom limfnom
tkivu 1 krvi delimi¢no odgovorna za smanjenje infiltriSucih ¢elija unutar CNS-a. Pored
pokazane smanjene infiltracije ¢elija unutar CNS-a, smanjenje samog proinflamatornog
potencijala prisutnih infiltriSu¢ih celija CNS-a se namece kako mogu¢i mehanizam
supresivnog dejstva MP u EAE-u. Obzirom da se zna da su IFN-y i IL-17 glavni
medijatori u patogenezi EAE-a bilo je logi¢no ispitati da li MP primenjen u in vivo
uslovima ima uticaja na njihovu ekspresiju i produkciju. Pokazano je da MP pored
predhodno pomenutih efekata inhibira 1 ekspresiju i produkciju oba citokina od
MNCKM DA pacova koji su oboleli od EAE-a. Ovakav rezultat nas navodi na
zaklju€ak da MP u nasem eksperimentalnom dizajnu svoje povoljno dejstvo ostvaruje
unutar CNS-a i to inhibicijom produkcije IFN-y i IL-17 §to se u potpunosti slaze sa
rezultatima Kroenke-a 1 saradnika (Kroenke i sar., 2008). Na osnovu ovakvih nalaza
neminovno se namece pitanje o potencijalnim mehanizmima koji stoje u osnovi

inibitornog dejstva ekspresije 1 produkcije IFN-y i IL-17 nakon trodnevnog tretnama
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DA pacova koji su oboleli od EAE-a. Kako u literaturi postoje brojni radovi koji
ukazuju na znacaj transkripcionog faktora T-bet za Thl diferencijaciju (Falcone i
Sarvetnick, 1999) mogli smo da pretpostavimo da je okosnica inhibicije ekspresije 1
produkcije IFN-y zapravo inhibicija njegove ekspresije. I zaista, pokazano je da MP
nakon trodnevnog tretmana inhibira ekspresiju transkripcionog faktora T-bet §to u
potpunosti odgovara podacima iz literature. Tako su Liberman i saradnici (2007)
pokazali da je inhibicija produkcije IFN-y od strane T limfocita prac¢ena i inhibicijom
ekspresije T-bet transkripcionog faktora (Liberman, i sar.,2007). Takode, kod pacijenata
koji boluju od RR-MS nakon visokih doza GK postoji inibicija produkcije IFN-y koja je
uslovljena inibicijom transkripcionog faktora T-bet kod cirkuliSu¢ih CD4+ 1 CD8+ T
limfocita (Frisullo i sar.,2007).

Osnovna cinjenica od koje se poSlo prilikom planiranja i izrade ove doktorske
disertacije je ispitivanje dejstva MP na IL-17 u EAE-u i rasvetljavanja njegovog
mehanizma dejstva. Prethodno je pokazano da MP ihibira ekspresiju transkripcionog
faktora RoryT S§to predstavlja jedan od njegovih mehanizama inhibicije IL-17 u in vitro
uslovima. Medutim, kako takvi uslovi imaju svoja izvesna ogranicenja, postavilo se
pitanje da li MP u in vivo uslovima na isti na¢in deluje na transkripcioni faktor RoryT.
Dobijen rezultat ukazuje da MP primenjen i in vivo inhibira espresiju RoryT
transkripcionog faktora od strane MNCKM DA pacova koji su oboleli od EAE-a.
Poznato je da se receptor za IL-23 (IL-23R) ne nalazi eksprimiran na naivnim T-
¢elijama, pa stoga njegovo prisustvo nije potrebno na samom pocetku diferencijacije
(Parham 1 sar., 2002), ali je neophodan za odrzavanje ve¢ diferentovane celije Th17
fenotipa (Cua 1 sar., 2003). Kako prikazani rezultati ove doktorske disertacije ukazuju
da MP inhibira ekspresiju i produkciju citokina od strane ve¢ diferentovanih ¢elija Th17
fenotipa, inhibicija ekspresije IL-23R je razmatrana kao mogu¢i mehanizam dejstva MP
na IL17. Dobijeni rezultat ukazuje da MP inhibira 1 ekspresiju IL-23R na povrsini
MNCKM DA pacova koji su oboleli od EAE-a §to §to je u skladu sa publikacijom u
kojoj se navodi da visoke doze MP inibiraju ekspresiju IL-23R na mononuklearnim
¢elijama periferne krvi pacijenata koji boluju od RR-MS nakon visokih doza MP (Liu i
sar., 2009).

Medutim, ako se uzme u obzir da oba citokina produkuju pre svega CD4+ celije,

postavilo se pitanje da li je smanjena ekspresija i produkcija ovih citokina zapravo
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posledica smanjenje procentualne zastupljenosti CD4+ c¢elija unutar infiltrata CNS-a.
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Wiist 1 njegovih saradnika (Wiist 1 sar.,
2008), obzirom da je pokazano da MP ne smanjuje procenat CD4+ celija unutar
infiltrata eksperimentalne grupe koja je tretirana sa MP u poredenju sa kontrolnom
grupom. Opet, sa druge strane treba imati na umu i ¢injenicu da kada CD4+ T limfociti
koji produkuju IFN-y 1 IL-17 dospeju u CNS dolazi i do aktivacije ¢elija prisutnih in
situ - makrofaga 1 mikroglije koje na svojoj povrSini sprimiraju CD11b marker (Murphy
1 sar., 2010). Nakon aktivacije oni produkuju proiflamatorne cytokine (IL-1B, TNF-a i
IL-6) unutar CNS-a S$to rezultira oSteCenjem mijelina 1 aksona kao i1 apoptozom
oliodendrocita (Murphy i sar., 2010). Jo§ davne 1997 godine opisana je apoptoza upravo
pomenutih CD11b+ ¢elija unutar CNS-a nakon primene deksametazona u EAE-u
(Nguyen 1 sar., 1997) $to ¢ime se zapravo defenisao joS jedan mehanizam kojim GK
ostvaruju svoja antiinflamatorna dejstva unutar CNS-a. Rezultati koji su dobijeni
prilikom izrade ove doktorske disertacije se ne podudaraju sa navodima pomenutih
autora obzirom da MP smanjuje ali ne statisticki znacajno, procentualnu zastupljenost
ove populacije medu MNCKM.

Iako se procentualna zastupljenost CD4+ ¢elija u KM obolelih pacova nije smanjila pod
uticajem MP, bilo je potrebno da se ispita odnos naivnih 1 aktivisanih ¢elija izmenjen, s
obzirom da su samo autoreaktivne celije reaktivisane u CNS, a da oStecena barijera krv-
mozak omogucéava prodor svih limfocita periferene krvi, ukljucujuéi i naivnhe CD4+
limfocite irelevantne antigenske specifi¢nosti. CD62 ligand (CD62L) se smatra
markerom koji je eksprimiran na naivnim T limfocitima (Ivetic 1 Ridley. 2004). Stoga,
postavilo se pitanje da li MP deluje selektivno samo na reaktivirane T limfocite unutar
CNS-a. Rezultati su pokazali da MP unutar CNS-a ne menja znacajno zastupljenost
kako naivnih (CD62L+) ¢elija, tako ni aktivisanih limfocita (CD25+1 OX40+) T
limfocita . Stoga sledi da su opisani fenomen ublazavanja klinicke slike EAE ne moze
objasniti selektivnim delovanjem na aktivisane celije ve¢ je rezultat delovanja MP na

procese koji leZe u osnovi ekspresije 1 produkcije IFN-y i IL-17
Obzirom da je na samome pocetku ove teze pokazano da postoji izvesni stepen

diskrepance u inhibiciji 1 ekspresije 1 produkcije IFN-y i IL-17 pod dejstvom MP u in

vitro uslovima interesantno je bilo ispitati da li je ovaj fenomen prisutan i u in vivo
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uslovima. Tako je pokazano da nakon PMA + IO stimulacije MNCKM DA pacova
obolelih od EAE-a i unutracelijskog bojenja oba citokina, procentualno uc¢esée IFN-y +
¢elija biva smanjeno nakon trodnevnog tretmana MP §to nije slucaj sa IL-17+ ¢elijama.
Kako su u literaturi opisane dvostruko pozitvne (IFN-y+i IL-17+) ¢elije u EAE-u kod
DA pacova (Momcilovi¢ i sar., 2008) ispitan je i uticaj MP na njihovo procentualno
uces¢e nakon trodnevnog in vivo tretmana. Nakon dobijenog rezultata koji ukazuje na
odsustvo dejstva MP na ovu populaciju ¢elija ¢ini se da su one slicnije Th17 nego Thl
supopulaciji barem u pogledu osetljivosti na in vivo tretman MP-om. Sve zajedno
ukazuje da MP u in vivo uslovima smanjuje i ekspresiju i produkciju IFN-y i IL-17
unutar CNS-a. Medutim, 1 kapacitet produkcije citokina obe ¢elijske subpopulacije se
menja kada se nakon trodnevnog MP tretmana izoluju MNCKM i stimuli§u snaznim,
nespecifi¢nim stimulansima (PMA + I0). U takvim ex vivo uslovima, MNCKM imaju
kapacitet da produkuju IL-17, ali ne i IFN-y. Vazno napomenuti da isti trend postoji i
kada se analiziraju CD4+ celije. Moguce je pretpostaviti da nakon PMA + 10
stimulacije, dolazi do prelaska Thl limfocita u Th17 ¢elijsku subpopulaciju. Kako jo$
uvek ne postoji jasno objasnjenje za ovaj fenomen preostaje da pretpostavimo da MP
ostaruje svoje dejstvo direktno na Thl ¢elijsku subpopulaciju Sto verovatno nije slucaj
sa Th17 c¢elijskom subpopulacijom. Sude¢i po podacima iz literature astrociti i
endotelne ¢elije CNS-a u in vitro uslovima stimuliSu produkciju IL-17 (Miljkovi¢ i sar.,
2007; Momcilovi¢ i sar., 2009) te je izvesno da MP u in vivo uslovima zapravo deluje
indirektno tj. na pomenute éelije koje bivaju eliminisane nakon izolacije MNCKM te
tako u ex vivo uslovima inhibitorni efekat MP na produkciju IL-17 izostaje. Takode,
mozda postoji razlika u trajanju inhibitornog efekta MP-a na Thl 1 Thl7 ¢elijske
subpopulacije u in vivo uslovima i PMA + 1O stimulacije u ex vivo uslovima u trajanju
od Cetri sata, $to je, ¢ini se, dovoljno za ekspresiju citokina od strane T limfocita. Dalje,
ne sme se ni zanemariti da je PMA + IO vrlo snazna arteficijalna stimulacija i da ona,
kao takva, moze zamaskirati realne rezultate usled stimulacije encefalogenih ¢elija kao i
ostalih ¢elija koje su prisutne u CNS-u a koje imaju ulogu u autoimunosti. Ostaje da se
u buduénosti ispita mehanizam koji je okosnica razlike izmedu in vivo 1 ex vivo
ekspresije IL-17 od strane MNCKM DA pacova koji su tretirani sa MP.

Obzirom da je sve viSe radova koji govore u prilog ne-genomskog dejstva GK

(Tuckermann i sar., 2005; Zhou i sar., 2011) analizirano je dejstvo antagoniste
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glukokortikoidnog receptora RU486. Poznato je da RU486 poniStava protektivni uticaj
GK na EAE i pogorsava klini¢ku sliku EAE-a (Bolton i Flower. 1989). Kako postoje
podaci da RU486 blokira GR 1 u in vitro uslovima (Yu 1 sar., 2012) na samome pocetku
ispitali smo dejstvo RU486 koji je kultivisan sa MP na produkciju IFN-y i IL-17 od
strane CLC neimunizovanih pacova. Kako je dobijen ogekivan rezultat tj. odsustvo
inhibitornog dejsta MP na produkciju oba citokina ispitali smo njegovo dejstvo u in vivo
uslovima. [ zaista, naSi rezultati se u potpunosti slazu sa rezultatima iz literature,
obzirom da RU486 aplikovan zajedno sa MP ne samo da blokira povoljan efekat MP na
klini¢ku sliku EAE-a ve¢ 1 u ex vivo uslovima blokira njegovo inhibitorno dejstvo na
produkciju IFN-y i IL-17 od strane MNCKM tretirane grupe DA pacova. Dakle, u

naSem eksperimentalnom sistemu MP svoja dejstva ostvaruje vezivanjem za GR.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu prikazanih rezultata mogu se izvesti

slede¢i zakljucci:

1. Metilprednizolon u in vitro uslovima inhibira ekspresiju i produkciju IFN-y

i IL-17 od strane limfocita pacova, ali u razli¢itom stepenu.
Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

. MP u in vitro uslovima u razli¢itom stepenu inhibira ekspresiju i produkciju
IFN-y i IL-17 od strane mitogenom i specifi¢nim antigenom stimulisanih CLC pacova
kao 1 ¢elija poreklom iz infiltrata kicmene mozdine DA pacova obolelih od EAE

o MP inibira produkciju IFN-y i IL-17 od strane precis¢enih T limfocita na dva
razlicita nacina

o IFN-y predstavlja negativni regulator IL-17 produkcije od strane CLC

neimunizovanih DA pacova

2. Metilprednizolon u in vivo uslovima ublazava klinicke znake EAE bar
delom zahvaljujudi inhibiciji efektorskih funkcija limfocita u ciljnom tkivu.

Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

o MP primenjen nakon pojave prvih klinickih znakova u toku tri dana ublazava
klini¢ko ispoljavanje EAE-a
o MP u in vivo uslovima inhibira ekspresiju i produkciju IFN-y i IL-17 od strane

MNCKM DA pacova koji su oboleli od EAE-a

o MP u in vivo uslovima ne menja procentualnu zastupljenost CD4" T limfocita

unutar infiltrata KM DA pacova koji su oboleli od EAE-a.

. MP u in vivo uslovima ostaruje pomenute efekte inibiraju¢i ekspresiju

transkripcionih faktora koji su bitni za Th1 (T-bet) 1 Th17 (RoryT) diferencijaciju kao i

odrzavanje Th17 ¢elijske subpopulacije inhibiraju¢i ekspresiju gena za IL-23 receptor.

3. Metilprednizolon ostvaruje svoje in vitro i in vivo efekte na ekspresiju i
produkciju IFN-y i IL-17 deluju¢i preko citoplazmatskog

glukokortikoidnog receptora.
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Ovaj zakljucak se zasniva na slede¢im rezultatima:

o Antagonist GR, RU-486 spreCava inhibiciju produkcije IFN-y i1 IL-17

uslovljenu dejstvom MP u in vitro uslovima.

. Dat in vivo istovremeno sa MP, RU-486 poniStava njegov povoljni terapijski

efekat na klini¢ku sliku EAE.

. Dat in vivo RU-486 sprecava inhibiciju produkcije IFN-y i IL-17 od strane ¢elija

poreklom iz infiltrata ki¢mene mozdine pacova tretiranih metilprednizolonom.
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