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SAZETAK

Pretpostavljeno je da disfunkcija u, sustinski polno dimorfnoj, aktivnosti simpatickog nervnog
sistema (SNS) doprinosi patogenezi eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa (EAE). Ova
hipoteza je testirana ispitivanjem uticaja farmakoloskih manipulacija delovanjem noradrenalina
(krajnji medijator SNS), na CD4+ T-limfocite u dreniraju¢im limfnim &vorovima (dLC) i na
inflamaciju posredovanu CD4+ T-limfocitima u ki¢menoj mozdini (KM) zenki i muzjaka pacova
soja Dark Agouti (DA) kod kojih je indukovan EAE. Kako je blokada B-adrenalinskih receptora
(AR), ali ne i a-AR, pokazala polno dimorfne efekte, istrazivanje je bilo usmereno na efekte
blokade B-AR. In vivo blokada B-AR propranololom (PROP) u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi
EAE smanjila je proliferaciju CD4+ T-limfocita i njihovu diferencijaciju u potencijalno patogene
éelije u dLC nezavisno od pola. Ovakav efekat je rezultanta polno-specifi¢nog (izraZenijeg kod
muzjaka) (a) inhibitornog delovanja PROP na migraciju antigen-prezentuju¢ih éelija (APC) in vivo,
i (b) stimulativnog efekta PROP na ekspresiju IL-1p i IL-23 u APC, te proliferaciju i diferencijaciju
CD4+ limfocita u potencijalno visoko patogene IL-17+GM-CSF+ ¢elije, uocenog in vitro. Tretman
PROP u efektorskoj fazi EAE je stimulisao razvoj anti-inflamatornog fenotipa mikroglije,
direktnom ili indirektnom (stimulacijom CX3CL1/CX3CR1 signalnog puta) transkripcionom
aktivacijom Nrf2/HO-1 osovine, i inhibitornim delovanjem na komponente IL-6/Stat3 osovine
(delom kroz ushodnu regulaciju ekspresije Socs3), i time smanjio infiltraciju KM mijeloidnim
¢elijama i CD4+ T-limfocitima, i njihovu reaktivaciju i diferencijaciju u IL-17+GM-CSF+ ¢elije.
Ovi efekti PROP su bili izrazeniji kod muZzjaka nego Zenki pacova, objasnjavajuci, delom,
izraZenije smanjenje tezine EAE kod pacova muskog pola.

Kljuéne redi: noradrenalin, B-AR, tirozin-hidroksilaza, EAE, DA pacovi, polni dimorfizam, Th17
limfociti, antigen-prezentujuce ¢elije, mikroglija, monociti.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Imunobiologija



ABSTRACT

It has been hypothesized that dysfunction in, basically sexually dimorphic, activity of the
sympathetic nervous system (SNS) contributes to the pathogenesis of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). To test the hypothesis, the influence of pharmacological manipulations
with action of noradrenaline (end point mediator of the SNS) on CD4+ T-cells in draining lymph
nodes (dLNs) and CD4+ T-cell-mediated inflammation in the spinal cord (SC) of female and male
Dark Agouti (DA) rats immunized for EAE was investigated. Since blockade of B-adrenoceptors
(ARs), but not a-ARs, produced sexually dimorphic effects, study was focused on the effects of -
AR blockade. In vivo blockade of B-AR with propranolol (PROP) over the peri-inductive/inductive
phase of EAE decreased dLN CD4+ T-cell proliferation and differentiation into potentially
pathogenic cells regardless of sex. This reflected the net effect of sex-specific (greater in males)
PROP-induced (a) inhibition of antigen presenting cell (APC) migration in vivo, and (b) stimulation
of IL-1B and IL-23 expression in APCs, and CD4+ cell proliferation and differentiation into
potentially highly pathogenic IL-17+GM-CSF+ cells, observed in vitro. PROP treatment in the
effector phase of EAE promoted anti-inflammatory phenotype of microglia by direct or indirect (via
CX3CL1/CX3CR1 pathway stimulation) transcriptional activation of Nrf2/HO-1 axis and inhibitory
action on IL-6/Stat3 axis components expression (partly via upregulation of Socs3), and thereby
decreased SC infiltration with blood-borne myeloid cells and CD4+ T-cells, and their reactivation
and differentiation into IL-17+GM-CSF+ cells. Effects of PROP were more prominent in male than
female rats, partly explaining greater decrease in EAE severity in PROP-treated males.

Keywords: noradrenaline, B-AR, tyrosine hydroxylase, EAE, DA rats, sexual dimorphism, Th17
lymphocytes, antigen presenting cells, microglia, monocytes.

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Immunobiology
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1. UuvOD

1.1. Polne razlike u imunskom odgovoru

Imunski odgovor na strane 1 sopstvene antigene razlikuje se medu polovima, a polne razlike
su prisutne i u urodenoj i u ste¢enoj komponenti imunskog sistema (Klein i Flanagan, 2016). Zenski
pol odlikuju veca brojnost 1 aktivnost ¢elija urodenog imunskog odgovora (uklju¢uju¢i monocite,
makrofage i dendritske ¢elije), kao i ja¢i inflamatorni odgovor, $to je pokazano kako kod ljudi, tako
i kod oglednih zivotinja (Xia i sar., 2009; Klein i sar., 2010; Melgert i sar., 2010). Antigen-
prezentujuce celije Zenki su efikasnije u prezentovanju peptida od muzjaka (Weinstein i sar., 1984).
Sposobnost fagocitoze makrofaga i neutrofila je veca kod jedinki Zenskog nego musSkog pola
(Spitzer, 1999). Ipak, broj i aktivnost urodenoubilackih (engl. natural killer; NK) ¢elija najéesce su
vec¢i kod musSkaraca (Yovel i sar., 2001). U kontekstu ove doktorske disertacije vazno je istaci i
polne razlike u broju u funkcijskim karakteristikama mikroglije, rezidentnih makrofaga u
centralnom nervnom sistemu (CNS) (Ghorpade i sar., 2008). Celije mikroglije kod odraslih
muzjaka miSeva pokazuju vecu gustinu, u razli¢itim regionima CNS, i morfoloske karakteristike u
skladu sa povecanom aktivacijom (Guneykaya i sar., 2018), u odnosu na mikrogliju zenki. Sa druge
strane, postoje podaci koji ukazuju na vecu sposobnost fagocitoze mikroglije Zenki, u odnosu na
¢elije muzjaka pacova i miSeva (Yanguas-Casas, 2020).

Uopsteno, jedinke Zenskog pola pokazuju i vecu efikasnost adaptivne imunosti nego jedinke
muskog pola. Kod Zena je prisutan veéi broj T-limfocita, kao i CD4+ T-limfocita, ali manji broj
CD8+ T-limfocita; sledstveno, zene pokazuju i ve¢i odnos CD4+/CD8+ T-limfocita od muskaraca
(Klein, 2012). Osim toga, T-limfociti zena pokazuju izrazeniju aktivaciju i proliferaciju (Klein,
2012), kao i vecu citotoksi¢nu aktivnost i ekspresiju antivirusnih i proinflamatornih gena u odnosu
na limfocite muskaraca (Hewagama i sar., 2009). Zene imaju vi$i bazalni nivo imonoglobulina, i
snazniju produkciju antitela u odgovoru na infekcije virusima i vakcinaciju (Butterworth i sar.,
1967; Cook, 2008; Klein i Roberts, 2010; Klein i sar., 2010). Takode, u animalnim modelima je
pokazano da su, nakon imunizacije, aktivacija T-limfocita i produkcija antitela ve¢i kod Zenki nego
kod muzjaka (Weinstein i sar., 1984; Lorenzo i sar., 2011; Fink i sar., 2018). Sumirano, imunski
odgovor pokrenut prisustvom antigena ili infekcije, a i vakcinacijom, generalno je snazniji kod
jedinki zenskog pola, §to ih ¢ini otpornijim na infektivne bolesti, ali s druge strane i podloznijim
razvoju autoimunskih oboljenja, alergija i astme u odnosu na muskarce (Zuk, 1996; Bouman i sar.,
2005; Klein, 2012).

Neke polne razlike u funkcijama imunskog sistema prisutne su tokom celog zivota, dok su
druge izrazene samo nakon puberteta, a pre dostizanja starosti, §to ukazuje da na njih uticu kako
genetski, tako i hormonski faktori (Klein i Flanagan, 2016). Ovi ¢inioci, u interakciji sa faktorima
sredine (ishrana, pusenje, izlozenost infektivnim agensima, hemikalijama, zra¢enju i sl.), doprinose
razlikama u imunskom odgovoru medu polovima (Ngo i sar., 2014; Taneja, 2018). Najveci deo
razlika u odgovoru imunskog sistema medu polovima pripisuje se dejstvu polnih hormona na
funkciju imunskih celija (Klein, 2012). Polni hormoni se vezuju za specifiéne receptore, koje
eksprimiraju razlicite ¢elije limfnih tkiva 1 organa, kao 1 limfociti i mijelodne ¢elije u cirkulaciji, a
¢ija aktivacija uti¢e na diferencijaciju i/ili funkciju ovih ¢elija (Kovats i sar., 2010). Pokazano je da
polni hormoni direktno moduliSu prezentaciju antigena, aktivaciju limfocita, ekspresiju citokina i/ili
hemokina i migraciju imunskih ¢elija u tkiva (Whitacre, 2001; Klein, 2012). Opste gledano, smatra
se da testosteron pokazuje imunosupresivne efekte, dok se estrogenu pripisujuju stimulativni efekti
na imunski sistem (Taneja, 2018), iako efekat estrogena zavisi od njegove koncentracije, tipa celija
i receptora na koji deluje, kao i drugih faktora (Straub, 2007). Dejstvo progesterona je najéesce anti-
inflamatorno (Klein, 2012).

Polimorfizmi gena na polnim hromozomima, kao i autozomima, koji kodiraju proteine
vazne za funkcije imunskog sistema, doprinose polnim razlikama u imunskom odgovoru (Poland i
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sar., 2008), i u vezi su sa razlikama u osetljivosti na bakterijske (Yeretssian i sar., 2009) i virusne
infekcije (Siddiqui i sar., 2009) medu polovima. Vazno je pomenuti da, iako je veliki broj gena koji
regulisu funkcije imunskog sistema povezan sa X hromozomom (Libert i sar., 2010), polne razlike
u imunskom odgovoru, pa i u razvoju imunski-posredovanih bolesti, sve se vise pripisuju i genima
lociranim na Y hromozomu, odnosno polimorfizmima ovih gena (Klein, 2012; Maan i sar., 2017).
Takode, primeceno je da se ekspresija mnogih gena na autozomima razlikuje izmedu Zena i
muskaraca (Dupuis i sar., 2019).

Osim direktnog uticaja na imunske celije, vazno je naglasiti i indirektne efekte polnih
steroidnih hormona. Naime, ovi hormoni moduliSu funkcije sistema odgovora na stres,
hipotalamusno-hipofizno-adrenalne (engl. hypothalamic—pituitary—adrenal; HPA) osovine, kao i
simpato-adrenomedularne osovine, odnosno osovine koju sainjavaju simpati¢ki nervni sistem
(SNS) i srz nadbubrezne zlezde (Padgett i Glaser, 2003), koji prestavljaju dva osnovna puta
komunikacije izmedu CNS i imunskog sistema (Elenkov i sar., 2000; Padgett i Glaser, 2003).
Poznato je da ovarijektomija smanjuje produkciju kortikosteroida u odgovoru na aktivaciju HPA
osovine, dok je orhidektomija povecava (Wilder, 1995). Jedinke Zenskog pola miSeva, pacova i
ljudi pokazuju veéu koncentraciju glukokortikoida u plazmi od jedinki muskog pola (Griffin i
Whitacre, 1991; Wilder, 1995). Osim toga, utvrdeno je da glukokortikoidi modulisu razvoj i
aktivnost ¢elija urodene i adaptivne imunosti, kao i da su ovi efekti polno-specificni (Bereshchenko
i sar., 2018), te je postulirano da kompleksne interakcije izmedu polnih hormona, HPA osovine i
imunskog sistema doprinose polnim razlikama u imunskom sistemu (Da Silva, 1999). Sa druge
strane, pokazano je da polni hormoni uti¢u i1 na aktivnost SNS. Generalno, dostupni podaci sugerisu
da jedinke muskog pola pokazuju visu aktivnost SNS u odnosu na jedinke zenskog pola, koje
pokazuju izraZeniju aktivnost parasimpatikusa, kod eksperimentalnih Zivotinja i ljudi, u bazalnom
stanju, kao i u stresu (Dart i sar., 2002). Ove razlike su povezane sa delovanjem polnih steroidnih
hormona u CNS, kao i na periferiji. Naime, estrogen inhibira aktivnost SNS, smanjuje gustinu
simpati¢kih nervnih vlakana i stimuliSe inaktivaciju kateholamina delovanjem katehol-O-metil-
transferaze i monoamino-oksidaze (Dart i sar., 2002; So i Savidge, 2021). Nasuprot tome, delovanje
androgena je povezano sa simpatickom hiperaktivno$éu, stimulacijom sinteze noradrenalina i
inhibicijom njegove inaktivacije (Dart i sar., 2002; So i Savidge, 2021). Na osnovu svega
navedenog, jasno je da i kompleksne interakcije polnih hormona, SNS i imunskog sistema treba
imati u vidu kada se razmatraju polne razlike u imunskom odgovoru (Whitacre, 2001). U prilog
tome govori ¢injenica da neuroendokrini i imunski sistem predstavljaju dva osnovna adaptivna
sistema u organizmu, koji medusobno komuniciraju, posredstvom HPA osovine i SNS, u cilju
odrzanja homeostaze (Elenkov i sar., 2000). Medutim, za razliku od glukokortikoida, koji su veé
dugo u klinickoj upotrebi, zahvaljujuéi dobro okarakterisanim imunosupresivnim 1 anti-
inflamatornim efektima (Padgett i Glaser, 2003), delovanje kateholamina u modulaciji imunskih
funkcija, ukljucujuéi i moguce polne razlike u njihovim efektima, daleko je manje izu¢eno.

1.2. Kateholamini u regulaciji imunskog odgovora

Kateholamini (dopamin, noradrenalin i adrenalin) obavljaju funkciju neurotransmitera u
CNS i SNS, kao i hormona srzi nadbubrezne zZlezde u endokrinom sistemu (Nagatsu, 2007) i
predstavljaju krajnje medijatore simpato-adrenalne osovine (Padgett i Glaser, 2003). U hromafinim
¢elijjama srZzi nadbubreZne zlezde 1 simpatickim ganglijama, kateholamini se sintetiSu iz tirozina,
koji se dejstvom tirozin-hidroksilaze prevodi u dihidroksi-fenilalanin (engl. dihydroxyphenylalanine;
DOPA), a on dekarboksilacijom posredstvom DOPA-dekarboksilaze daje dopamin. Dopamin se
transportuje u vezikule i u njima se konvertuje u noradrenalin dejstvom dopamin-B-hidroksilaze. U
hromafinim ¢elijama srzi nabubrezne Zlezde, noradrenalin se prevodi u adrenalin delovanjem
feniletanolamin-N-metiltransferaze (Flierl i sar., 2008).
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Kljuéni regulator aktivnosti SNS, istovremeno i osnovni izvor noradrenalina u CNS, jeste
locus coeruleus (LC), jedro Varolijevog mosta iz kojeg se aksoni pruzaju u razlicite regione mozga
i ki¢menu mozdinu (Elenkov i sar., 2000). Centralno, aktivacija LC za posledicu ima intenzivno
oslobadanje noradrenalina u mozgu i kicmenoj mozdini, prevashodno iz nesinaptickih varikoznih
nervnih zavrSetaka, Sto mogucava delovanje ovog medijatora na razlicite tipove ¢elija u okruzenju,
ukljucujuéi i imunske ¢elije (Elenkov i sar., 2000; Benarroch, 2009; O’Donnell i sar., 2012). Na
periferiji, aktivacija LC rezultuje oslobadanjem noradrenalina na krajevima simpatickih nervnih
vlakana, odnosno adrenalina iz srzi nadbubrezne zlezde (Elenkov i sar., 2000; Padgett i Glaser,
2003).

Pokazano je da nervna vlakna SNS inerviSu sve primarne (timus i kostna srZ) i sekundarne
(slezina, limfni ¢vorovi, mukozna limfna tkiva) limfne organe/tkiva. Spletovi nervnih vlakana
inervisu krvne sudove ali i parenhim limfnih organa, zavr$avajuéi se u neposrednoj blizini imunskih
¢elija, ukljucujuci limfocite, dendritske celije i makrofage (Felten i sar., 1985; Livnat i sar., 1985;
Bellinger i Lorton, 2014). U limfnim organima, simpaticka vlakna oslobadaju noradrenalin (Livnat i
sar., 1985), kljuéni krajnji medijator postganglijskih neurona SNS (Chrousos i Gold, 1992), kojem
se pripisuje presudna uloga u nervnoj regulaciji funkcija imunskog sistema (Nance i Sanders, 2007;
Bellinger i Lorton, 2014). Takode, adrenalin srzi nadbubreznih zlezda, koji putem cirkulacije
dospeva u limfne organe, indukuje iste efekte na imunske ¢elije kao i noradrenalin poreklom iz SNS
(Elenkov i sar., 2000; Padgett i Glaser, 2003). Osim toga, utvrdeno je da i u ¢elijama imunskog
sistema postoje funkcionalni klasi¢éni mehanizmi za sintezu, skladiStenje i oslobadanje, kao i
preuzimanje i degradaciju kateholamina, karakteristi¢ni za nervne ¢elije (Flierl i sar., 2008; Marino
i Cosentino, 2013). Smatra se da su i kateholamini sintetisani u imunskim c¢elijama ukljuceni u
regulaciju imunskih funkcija (Flierl i sar., 2008; Marino i Cosentino, 2013). Sumirano,
kateholamini mogu vrSiti imunomodulatorno dejstvo endokrinim (sistemski, posredstvom
adrenalina srzi nadbubreznih zlezda), neurokrinim (regionalno, posredstvom noradrenalina SNS) 1
autokrinim/parakrinim (lokalno, posredstvom kateholamina poreklom iz imunskih celija)
mehanizmima (Miyake i sar., 2012; Deckx i sar., 2013).

Noradrenalin deluje na ¢elije koje na svojoj membrani poseduju adrenalinske receptore
(AR). Postoje dva glavna tipa ovih receptora, a- i B-AR, pri ¢emu se a-AR mogu podeliti na
podtipove a1 i a2, od kojih svaki sadrzi dodatne podtipove (0148,0; 02aB,C), @ B-AR napodtipove [,
B2 i B3 (Chhatar i Lal, 2021; Roth i sar., 1991). Tipovi AR se razlikuju ne samo prema afinitetu
vezivanja liganda, ve¢ su spregnuti sa razli¢itim G-proteinima (engl. guanine nucleotide-binding
regulatory proteins; G-proteins) i, sledstveno, aktivacijom razli¢itih signalnih puteva u ¢elijama.
Nacelno, aktivacija B-AR stimuliSe sintezu cikli¢énog adenozin-monofosfata (engl. cyclic adenosine
monophosphate; cAMP) kao sekundarnog glasnika, dok se posredstvom a2-AR njegova sinteza
smanjuje; aktivacija a1-AR rezultuje stvaranjem diacilglicerola i inozitol-trifosfata kao sekundarnih
glasnika (Roth i sar., 1991).

Celije urodenog i steCenog imunskog odgovora ispoljavaju AR na svojoj membrani, i na
razli¢itim tipovima imunskih ¢elija (T- i B-limfociti, dendritske c¢elije, monociti/makrofagi,
mikroglija, NK ¢elije, granulociti 1 astrociti) zZivotinja i coveka pokazano je prisustvo B- 1/ili a-AR
(Chhatar i Lal, 2021). Kako B2-AR ispoljavaju gotovo svi tipovi imunskih ¢elija, smatra se da ovaj
tip receptora ima klju¢nu ulogu u modulaciji njihovih funkcija (Bellinger i Lorton, 2014; Nance i
Sanders, 2007; Sharma i Farrar, 2020). Broj B2-AR ispoljen na membrani, osim $to varira izmedu
razli¢itih tipova imunskih ¢elija, regulisan je brojnim faktorima, ukljucujuéi stadijum aktivacije
¢elija, dejstvo citokina, hormona i neurotransmitera (Sanders i sar., 2001), Sto ukazuje na to da
vremenski period u kojem je receptor eksprimiran moze imati vaznu ulogu u regulaciji imunskih
funkcija nervnim sistemom (Sanders i Straub, 2002).
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Ekspresija i funkcijski znacaj p-AR u imunskom sistemu. Ekspresija 2-AR je pokazana
na svim tipovima celija urodene imunosti, i povezana je sa modulacijom njihove funkcije.
Aktivacija B2-AR na dendritskim ¢elijama, kritiénim u regulaciji pokretanja i intenziteta imunskog
odgovora (Steinman, 1991), reguliSe njihovo sazrevanje i migraciju, produkciju citokina i,
sledstveno, polarizaciju odgovora CD4+ pomo¢nickih T-limfocita (engl. T helper; Th), ali ne utice
na ekspresiju kostimulatornih molekula na membrani dendritskih ¢elija (Marino i Cosentino, 2013;
Padro i Sanders, 2014). Sugerisano je da aktivacija B-AR moduliSe sekreciju citokina dendritskih
¢elija, Sto za posledicu moze imati favorizovanje Th2/Th17 ¢elijskog odgovora na ra¢un odgovora
Th1 limfocita (Bellinger i Lorton, 2014). Monociti/makrofagi se odlikuju ekspresijom B1- i B2-AR,
koji su ukljuc¢eni u modulaciju njihove proliferacije i diferencijacije, kao i1 funkcija, ukljucujuéi
migraciju, fagocitozu i produkciju citokina (Padro 1 Sanders, 2014). Vazno je napomenuti da se geni
koji kodiraju citokine u ovim ¢elijama smatraju jednim od klju¢nih mesta delovanja noradrenalina u
imunskom sistemu (Padro i Sanders, 2014). Sli¢no, i mikroglija ispoljava P1- i B-AR (Hertz i sar.,
2010). Pokazano je da kateholamini, posredstvom ovih receptora, uticu na aktivaciju mikroglije,
ekspresiju kostimulatornih molekula, produkciju citokina i sposobnost produkcije reaktivnih oblika
kiseonika i azota (Walker i sar., 2013; Mori i sar; 2002; Dello Russo i sar., 2004; Blandino i sar.,
2006; Wohleb i sar., 2011; Johnson i sar., 2013).

Generalno, smatra se da celije adaptivne imunosti, Th limfociti, CD8+ citotoksi¢ni T-
limfociti i B-limfociti, ispoljavaju isklju¢ivo B2-AR (Nance i Sanders, 2007; Padro i Sanders, 2014).
U kontekstu istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije, potrebno je istaci da
gotovo sve osnovne subpopulacije Th limfocita, uklju¢ujuci naivne i Thl limfocite (Sanders i sar.,
1997; Sanders i sar., 2001), regulatorne T (Treg) (Guereschi i sar., 2013) i, sudec¢i po funkcijskim
studijama, Th17 limfocite (Ebbinghaus i sar., 2012; Kim i Jones, 2010) ispoljavaju funkcionalne 32-
AR. lzuzetak su Th2 limfociti na kojima ovaj tip receptora nije detektovan (Sanders i sar., 1997;
Sanders i sar., 2001). Takode, vazni su podaci koji pokazuju da aktivacija B2-AR na membrani Th
limfocita uti¢e na njihovu migraciju, aktivaciju, proliferaciju, diferencijaciju i efektorske funkcije
(Nance i Sanders, 2007; Bellinger i Lorton, 2014; Sharma i Farrar, 2020). Generalno, smatra se da
noradrenalin, posredstvom [2-AR, u kontekstu citokinskog okruzenja koje ,,oblikuju* antigen-
prezentujuce Celije, moze da stimuliSe diferencijaciju naivnih T-limfocita u pravcu Thl i Thl7
limfocita, ali suprimira njihove efektorske funkcije, dok, sa druge strane, stimuliSe i diferencijaciju i
funkcije Treg celija (Bellinger i Lorton, 2014).

Ekspresija i funkcijski zna¢aj a-AR u imunskom sistemu. Podaci koji se odnose na
ekspresiju 1 funkciju a-AR na membrani imunskih ¢elija daleko su oskudniji i prevashodno se
odnose na c¢elije urodene imunosti. Dendritske celije dobijene iz kostne srzi eksprimiraju o-
(Maestroni, 2000) i a2-AR (Maestroni i Mazzola, 2003), koji mogu modulisati sposobnost migracije
ovih ¢elija. Takode, utvrdeno je da Langerhansove Celije ispoljavaju ai-AR (Maestroni, 2000;
Seiffert i sar., 2002), ali, u zavisnosti od eksperimentalnog sistema, aktivacija ovih receptora ili ne
dovodi do promena u funkciji Langerhansovih ¢elija (Seiffert 1 sar., 2002) ili moze da moduliSe
njihovu funkciju (Maestroni, 2000). Funkcijski znacaj a-AR na dendritskim ¢elijama nije pouzdano
utvrden, 1 moguce je da zavisi od tkiva iz kojeg ove celije poti¢u (Padro 1 Sanders, 2014).
Makrofagi peritoneuma misa ispoljavaju a2-AR (Spengler i sar., 1990; Miles i sar., 1996), a postoje
i podaci o ekspresiji funkcionalnih a:;-AR (Heijnen i sar., 2002; Grisanti i sar., 2011a) i a2-AR
(Maes 1 sar., 2000) na membrani humanih monocita. U nekim studijama, medutim, ekspresija o1-
AR na ovim ¢elijama nije pokazana (Rouppe van der Voort i sar., 1999). Dostupna istrazivanja
pokazuju da aktivacija a-AR monocita/makrofaga stimulise njihove efektorske funkcije, ukljucujuéi
fagocitozu i produkciju proinflamatornih citokina (Bellinger i Lorton, 2014). Celije mikroglije,
ispoljavaju a1- 1 a2-AR (Mori 1 sar., 2002; Hertz i sar., 2010), koji bi mogao biti ukljucen u
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regulaciju njihove aktivacije (Xu i sar., 2010) i produkcije proinflamatornih citokina (Mori i sar.,
2002). Uopsteno, smatra se da aktivacija a-AR na celijama urodene imunosti pokazuje
imunostimulatorne/proinflamatorne efekte (Bellinger i Lorton, 2014; Staedtke i sar., 2018).
Rasireno je misljenje da T-limfociti u fizioloskim uslovima ne ispoljavaju a-AR, ali je sugerisano
da se njihova ekspresija u ovim c¢elijama moze pokrenuti u specificnim limfnim odeljcima, ili u
patoloskima stanjima (Kavelaars, 2002; Grisanti i sar., 2011b). U retkim dostupnim studijama, nije
utvrden funkcijski znacaj ai-AR na T-limfocitima mezenteri¢nih limfnih ¢vorova naivnih pacova,
iako jeste sugerisano da bi a2-AR mogli doprineti regulaciji funkcija ovih ¢éelija (Bao i sar., 2007).

Moguci doprinos disfunkcije SNS razvoju autoimunskih bolesti. SNS, kao homeostatski
regulatorni sistem, preuzima razli¢ite funkcije tokom trajanja imunskog odgovora. U slu¢ajevima
infekcije, povrede tkiva ili inflamacije, dolazi do povecanja aktivnosti simpato-adrenomedularne
osovine i, sledstveno, pojacanog oslobadanja noradrenalina u limfnim organima i tkivima, odnosno
adrenalina u cirkulaciju (Elenkov i sar., 2000; Lorton i Bellinger, 2015). U fiziolo§kim uslovima, u
incijalnim fazama imunskog odgovora, dejstvo SNS je proinflamatorno/imunostimulatorno, u cilju
Sto brze eliminacije patogena, dok u kasnijim fazama on preuzima anti-inflamatornu ulogu, u cilju
ograniCavanja imunskog odgovora i ponovnog uspostavljanja homeostaze (Nance i Sanders, 2007;
Lorton i Bellinger, 2015). Medutim, u slucaju perzistentne ili abnormalne aktivacije SNS ili
imunskog sistema, uspostavljanje imunske homeostaze moze biti naruSeno i doprineti razvoju
hroni¢ne inflamacije, oSte¢enju tkiva i razvoju autoimunosti (Lorton i Bellinger, 2015). Utvrdeno je
da u stanjima hroni¢ne inflamacije dolazi do povecanja tonusa SNS (MacNeil i sar., 1996; Meltzer i
sar., 2003), a zatim i njegove perzistentne hiperaktivacije, Sto su uslovi u kojima aktivacija B2-AR,
umesto klasi¢nog signalnog puta kojeg sacinjavaju cAMP i protein-kinaza A, moze pokrenuti druge
puteve prenosa signala, poput onih posredovanih mitogenom aktiviranim protein kinazama
(MAPK)/ekstracelularnim  signalom regulisanom (ERK) kinazom, koji se karakteriSu
proinflamatornim i imunostimulatornim efektima (Lorton i Bellinger, 2015; Chhatar i Lal, 2021).
Osim toga, u ovim uslovima, proinflamatornom delovanju SNS mogli bi da doprinesu i efekti
posredovani a-AR na membrani ¢elija mijeloidnog porekla, delom i usled autokrinog/parakrinog
delovanja kateholamina sintetisanih u samim imunskim celijama (Flierl i sar., 2008; Bellinger i
Lorton, 2014; Staedtke i sar., 2018). Ovi podaci podrzavaju hipotezu da izmenjena aktivnost SNS,
poput one u stresu, moze predstavljati faktor rizika za pojavu inflamatornih autoimunskih bolesti,
ukljucujudi sistemski eritemski lupus, reumatoidni artritis, psorijazu i multiplu sklerozu, i uticati na
njihovu progresiju i ishod (Stojanovich i Marisavljevich, 2008; Bellinger i Lorton, 2018).

1.3. Multipla skleroza i animalni model, eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

Multipla skleroza je hronicna autoimunska, inflamatorna, demijeliniziraju¢a 1
neurodegenerativna bolest CNS (Goldenberg, 2012), i predstavlja najéeS¢u netraumatsku bolest
mladih odraslih osoba koja dovodi do invalidnosti (Kobelt i sar., 2017). U pitanju je heterogena,
imunski-posredovana, bolest ¢iji razvoj zavisi od kompleksne interakcije veceg broja faktora
(Filippi i sar., 2018). Multipla skleroza naj¢esée otpocinje u uzrastu izmedu dvadesete i Cetrdesete
godine (Dobson i Giovannoni, 2019), iako postoje podaci da se kod 10 % obolelih prvi
demijelinizacioni dogadaj javlja u uzrastu ispod 18 godina (Yeshokumar i sar., 2017). Procenjeno je
da ova bolest pogada oko 2,8 miliona ljudi Sirom sveta (Walton i sar., 2020).

Multipla skleroza je kompleksno oboljenje €iji uzrok nije do kraja poznat, ali se smatra da
njenom razvoju doprinose genetski faktori u interakciji sa sredinskim faktorima rizika (Filippi i sar.,
2018). Uticaj gena na podloznost multiploj sklerozi ilustruje podatak da kod, priblizno, jednog od
osam pacijenata ova bolest postoji u porodi¢noj istoriji (Harirchian i sar., 2018). Nasledivanje
multiple skleroze je poligensko i ukljuuje polimorfizme veceg broja gena, pri ¢emu je svaki od
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ovih polimorfizama povezan sa malim povecanjem rizika od razvoja bolesti (Filippi 1 sar., 2018).
Identifikovano je viSe od 200 polimorfizama gena koji uticu na razvoj bolesti (Baranzini i
Oksenberg, 2017), pri ¢emu je vecina ovih gena u tesnoj vezi sa funkcijama imunskog sistema,
poput regulacije aktivacije i proliferacije T-limfocita ili drugih funkcija urodene i adaptivne
imunosti (Filippi i sar., 2018). Ova grupa ukljucuje gene koji kodiraju receptore za interleukin (IL)-
2, IL-7 i faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor; TNF) (Maier i sar., 2009; Lundmark i
sar., 2007; Gregory 1 sar., 2012), ali glavne faktore rizika predstavljaju odredeni aleli gena za
humane leukocitne antigene (HLA) I i Il klase (Olsson i sar., 2017), kao $to je HLA-DRB1*15:01
(Hollenbach i Oksenberg, 2015). Medu faktorima sredine, potrebno je istaci infektivne bolesti kao
moguce pokretace multiple skleroze. Infekcija Epstajn-Barovim virusom se smatra posebno vaznim
faktorom rizika. Naime, odsustvo infekcije EpStajn-Barovim virusom smanjuje verovatnoc¢u razvoja
multiple skleroze, dok prisustvo simptomatske infekcije ovim virusom dvostruko povecava rizik od
razvoja multiple skleroze (Dobson i Giovannoni, 2019). Smatra se da bi mehanizmom molekularne
mimikrije infekcija Epstajn-Barovim virusom mogla da dovede do razvoja unakrsno reaktivnih T-
limfocita ili antitela, i na taj nacin poveca rizik od razvoja multiple skleroze, ali direktna veza jos$
nije dokazana (Filippi i sar., 2018). Osim toga, nedostatak vitamina D poveéava rizik od pojave
multiple skleroze i aktivnost bolesti, sugeriSuc¢i da normalni nivoi vitamina D predstavljaju zastitni
faktor tokom c¢itavog toka bolesti (Olsson 1 sar., 2017; Filippi i sar., 2018). Aktivno ili pasivno
pusenje duvana identifikovano je kao faktor sredine koji povecava rizik za razvoj multiple skleroze
i/ili razvoj njenih tezih oblika (Ascherio, 2013; Filippi i sar., 2018). Potrebno je istac¢i da ¢inioci
sredine mogu da interaguju sa genetskim faktorima, sude¢i prema ¢injenicama da prisustvo HLA-
DRB1*15:01 alela kod pusaa, osoba inficiranih Epstajn-Barovim virusom, ili onih koje su
pokazivale gojaznost u periodu adolescencije, zanacajno vise povecava rizik od razvoja multiple
skleroze nego u odsustvu delovanja ovih sredinskih faktora (Filippi i sar., 2018).

Multipla skleroza se javlja u tri klini¢ke forme. Relapsno-remitentni oblik bolesti je najéesci,
i javlja se u oko 90% slucajeva, a karakteriSu ga epizode pogorSanja simptoma (relapsi), izmedu
kojih nastupaju periodi oporavka/stabilnosti (remisije) (Atkins i sar., 2012). Sekundarno
progresivna forma multiple skleroze se razvija iz relapsno-remitentne, obi¢no izmedu 10 i 15
godina od pojave prvih simptoma, kroz postepenu tranziciju pojedina¢nih relapsa u bolest koja se
sporo ali konstantno razvija (Lassmann i Bradl, 2017; Dobson i Giovannoni, 2019). Najreda forma,
koja se javlja u 5-15% sluc¢ajeva, jeste primarno progresivna multipla skleroza, u kojoj relapsno
remitentna faza izostaje a razvoj bolesti pokazuje progresiju od njene pojave (Atkins i sar., 2012).
Smatra se da je u ranom inflamatornom stadijumu bolest relapsno-remitentna, a da sa razvojem
neurodegeneracije ona poprima progresivni oblik (Dobson i Giovannoni, 2019).

Jedinstvena patoloSka karakteristika multiple skleroze, u odnosu na druge inflamatorne
bolesti CNS, jeste izrazena primarana demijelinizacija koja dovodi do nastanka velikih zona
demijelinizacije, plakova ili lezija, koje se karakteriSu potpunim gubitkom mijelina (Lassmann i
Bradl, 2007), a koje se posebno cesto javljaju u optiCkim nervima, mozdanom stablu,
periventrikularnoj zoni, malom mozgu i ki¢cmenoj mozdini (Karussis, 2014; Pearce, 2005). Osim
demijelinizacije, u plakovima moze do¢i do degeneracije i gubitka aksona (Lassmann i Bradl, 2017).
U aktivnim lezijama uocavaju se limfocitni inflamatorni infiltrati, koje dominantno sainjavaju
CD8+ T-limfociti, uz znatno manju zastupljenost CD4+ T-limfocita i B-limfocita, kao i aktivirana
mikroglija, makrofagi i astrociti, koji doprinose propagaciji inflamacije, demijelinizaciji i
neurodegeneraciji (Minagar i Alexander, 2003; Lassmann i Bradl, 2017). Osim toga, u infiltratima
su prisustni yd T-limfociti i NK ¢elije (Atkins i sar., 2012). Lezije su uobicajeno prisutne u zonama
postkapilarnih venula, koje se karakteriSu gubitkom integriteta krvno-mozdane barijere, $to, kako se
smatra, doprinosi infiltraciji parenhima CNS proinflamatornim ¢elijama (Filippi i sar., 2018). U
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ranim stadijumima bolesti uocCena je remijelinizacija, koja omogucava prolazni oporavak, ali u
kasnijim stadijumima, sa izrazenom neurodegeneracijom, dolazi do razvoja nepovratne invalidnosti
(Atkins i sar., 2012).

Jo$ nije razjasnjeno da li razvoj multiple skleroze zapocCinje periferno ili u CNS. Prema
,perifernom modelu®, primarni dogadaj jeste aktivacija autoreaktivnih T-limfocita na periferiji,
prac¢ena njihovom migracijom u CNS, §to inicira inflamatornu kaskadu i stimuliSe dalju inflitraciju
T- i B-limfocitima i mijeloidnim c¢elijama (Dendrou i sar., 2015). Prema ,,CNS-intrinzicnom
modelu®, inicijalni dogadaj, poput virusne infekcije ili primarne neurodegeneracije, odigrava se u
CNS, da bi tek sekundarno doslo do infiltracije perifernim imunskim c¢elijama (Dendrou 1 sar.,
2015).

Najsire je prihvacen ,,periferni model* razvoja multiple skleroze, po kojem bolest otpocCinje
u perifernim limfnim organima, abnormalnom aktivacijom CD4+ T-limfocita specifi¢nih za
antigene mijelinskog omotaca (Bielekova i sar., 2004; Cruciani i sar., 2021). Sledstveno, ove Celije
se smatraju okidac¢ima inflamatorne kaskade pri pojavi bolesti (Lassmann i Bradl, 2017). Smatra se
da periferno aktivirani T-limfociti eksprimiraju adhezivne molekule, poput VLA-4 (engl. very late
antigen-4) i MCAM (engl. melanoma cell adhesion molecule), i receptore za hemokine, poput
CCR2 (engl. C-C motif chemokine receptor 2), CCR5 i CCR6 koji im omoguéavaju migraciju iz
limfnih organa i krvi i prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru u CNS (Constantinescu, 2011; Filippi
i sar, 2018). Nakon ulaska u CNS, i prepoznavanja autoantigena u interakciji sa antigen-
prezentujué¢im ¢elijama (¢elije mikroglije, makrofagi i, u nekim slucajevima, dendritske celije ili
astrociti) autoreaktivni T-limfociti se reaktiviraju, diferenciraju i sekretuju efektorske citokine, koji
dovode do aktivacije rezidentnih imunskih ili nervnih ¢elija CNS (Constantinescu, 2011). Usled
direktnog delovanja proinflamatornih citokina, pre svega interferona (IFN)-y, TNF, IL-1p i IL-6,
koje sintetiSu rezidentne i endotelne Celije CNS, ili aktivirani T-limfociti, dolazi do disfunkcije
krvno-mozdane barijere (Minagar i Alexander, 2003), §to za posledicu ima migraciju aktiviranih
leukocita, uklju¢ujuéi T- i B-limfocite, i monocite, u CNS, dalju inflamaciju i demijelinizaciju,
gubitak oligodendrocita i degeneraciju/gubitak aksona (Atkins i sar., 2012; Filippi i sar., 2018).
Ovim procesima doprinose rezidentne celije CNS, prevashodno mikroglija i astrociti, koje
produkcijom neurotoksi¢nih medijatora, citokina, hemokina, reaktivnih oblika kiseonika, promovisu
1 odrzavaju neuro-aksonalno oStecenje 1 neurodegeneraciju u multiploj sklerozi (Dendrou 1 sar.,
2015), pri ¢emu se smatra da hroni¢no aktivirana mikroglija ima presudan znacaj u procesu
neurodegeneracije (Lassmann i von Horssen, 2011) i progresiji bolesti (Witte i sar., 2010).

Centralna uloga u razvoju multiple skleroze pripisuje se Th17 limfocitima, koji se
karakteriSu produkcijom IL-17, ¢ije je prisustvo povecano na periferiji i u CNS obolelih od ove
bolesti (Filippi i sar., 2018). Sugerisano je da ove celije mogu direktno doprineti oStecenju
oligodendrocita 1 neurona (Kebir 1 sar., 2007) ili da mogu delovati indirektno, uticu¢i na funkcije
drugih imunskih celija, poput makrofaga ili neutrofila (Tahmasebinia i Pourgholaminejad, 2017;
Filippi i sar., 2018). Smatra se da i druge subpopulacije Th limfocita imaju ulogu u razvoju multiple
skleroze, uklju¢uju¢i Thl limfocite, koji produkuju IFN-y, i T-limfocite koje odlikuje sinteza
faktora stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; GM-CSF) (Rasouli i sar., 2015; Segal., 2019). Vazno je napomenuti i izuzetnu
plasticnost Th17 limfocita nakon infiltracije u CNS, koja se manifestuje konverzijom u ,,bivse
Th17¢ (engl. ex-Thl7) limfocite povecanog patogenetskog potencijala, usled istovremene
produkcije citokina IL-17, IFN-y i/ili GM-CSF (Lofti i sar., 2019). Potrebno je jo$ jednom istaéi da
bi abnormalnoj aktivaciji autorektivnih T-limfocita, 1 pojavi relapsa u multiploj sklerozi, znacajno
mogle doprineti proinflamatorne antigen-prezentujuce celije (Filippi i sar, 2018), koje, osim
prezentacijom antigena, stimuliSu Th17 1 Thl Cdelijske odgovore kroz preteranu produkciju
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proinflamatornih citokina uklju¢enih u diferencijaciju Thl (IL-12) i Thl17 (IL-6, IL-23, IL-1P)
limfocita (Kroenke i sar., 2008; Moore i sar., 2013). Sa druge strane, autoreaktivni T-limfociti su
prisutni i kod zdravih ljudi, pa se smatra da samo njihovo prisustvo nije dovoljno za pokretanje
bolesti, ve¢ da njihovoj neadekvatnoj aktivaciji moze doprineti i nedovoljan regulatorni kapacitet
Treg ¢elija (Costantino i sar., 2008; Venken i sar., 2008).

Uprkos kljuénom znacaju Th limfocita u pokretanju razvoja multiple skleroze (Segal, 2019),
kasnijim fazama, kada je bolest ve¢ razvijena (Lassmann i Bradl, 2017). U inflamatornim lezijama
multiple skleroze, u odnosu na CD4+ T-limfocite i B-limfocite, veca je zastupljenost CD8+ T-
limfocita (Marik i sar., 2007), koji bi mogli doprineti demijelinizaciji i o§te¢enju aksona, ali znacaj
ovih mehanizama za tok i aktivnost bolesti, kao 1 patologiju lezija, nije pouzdano utvrden
(Lassmann i van Horssen, 2011). Takode, CD8+ T-limfociti specifi¢ni za neuroantigen mogu imati
1 regulatornu funkciju u multiploj sklerozi, ali su kod obolelih osoba ove celije nefunkcionalne
tokom relapsa (Atkins i sar.,, 2012). lako su autoreaktivna antitela protiv. mijelinskog
oligodendrocitnog glikoproteina (MOG), kao i prisustvo imunoglobulina i aktiviranih proteina
komplementa u zonama aktivne demijelinizacije detektovani kod malog broja pacijenata, smatra se
da je malo verovatno da antitela kritiéno doprinose patogenezi multiple skleroze (Lassmann i van
Horssen, 2011; Filippi i sar., 2018). Medutim, B-limfociti mogu doprineti razvoju bolesti
abnormalnom produkcijom proinflamatornih citokina (ukljuéuju¢i IL-6, GM-CSF, TNF), koja je
pracena deficijencijom u sintezi regulatornih citokina, poput IL-10. Ovo bi moglo doprineti
indukciji neadekvatnih odgovora Th17 i Thl limfocita, posredstvom IL-6 i TNF, kao i
proinflamatornih odgovora mijeloidnih ¢elija, putem GM-CSF (Filippi i sar., 2018). Pored toga, B-
limfocitima je pripisan neurotoksi¢an efekat u bolesti, koji se ostvaruje sekrecijom solubilnih
faktora koji ubijaju oligodendrocite i nervne ¢elije in vitro (Lisak i sar., 2012). Sa druge strane, u
lezijama multiple skleroze su prisutni i plazmablasti i plazma ¢elije koje sekretuju IL-10 (Machado-
Santos i sar., 2018), kao i mala populacija B-limfocita anti-inflamatornog fenotipa (Mitsdoerffer i
sar., 2021). U tom kontekstu, moguce je da bi promena u ravnotezi izmedu proinflamatornih i anti-
inflamatornih B-limfocita mogla doprineti pojavi relapsa (Filippi i sar., 2018).

Za multiplu sklerozu ne postoji lek, ve¢ su razvijene razliCite terapije koje ublaZzavaju
simptome i usporavaju napredak bolesti, a usmerene su na supresiju i modulaciju imunskog
odgovora (Hauser i Cree, 2020). Pokazano je da terapija koja smanjuje relapse takode deluje i na
usporavanje progresije multiple skleroze (Montalban i sar., 2017). Ovaj podatak podrzava tezu da
sve klini¢ke forme multiple skleroze reflektuju isti patoloski proces, pa iako se inflamacija povezuje
sa relapsima, a neurodegeneracija sa progresijom multiple skleroze, oba procesa su prisutna kod
skoro svih pacijenata od samog pocetka bolesti (Hauser i Cree, 2020). Ne postoji razlika u sastavu
infiltrata, niti jasna histoloska karakteristika razli¢itth formi multiple skleroze (Dobson i
Giovannoni, 2019). Terapeutici kao $to su IFN-fB, glatiramer-acetat i dimetil-fumarat razli¢itim
mehanizmima ostvaruju anti-inflamatorno dejstvo, dok novije bioloSke terapije pokazuju veéu
efikasnost i utiCu na migraciju limfocita u CNS ili vr$e depleciju B-limfocita ili svih limfocita
monoklonskim antitelima (Hauser i Cree, 2020).

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) se smatra eksperimentalnim
modelom multiple skleroze (Robinson i sar., 2014). Medutim, potrebno je naglasiti da EAE nije
jedan, univerzalan, model, koji potpuno odslikava sve aspekte multiple skleroze, ve¢ Siroka grupa
eksperimentalno indukovanih bolesti u kojima je moguce ispitati pojedine klinicke, patoloske 1
imunoloske karakteristike humanog oboljenja (Lassmann i Bradl., 2017). Stoga, iako EAE
predstavlja zivotinjski model autoimunski-posredovane inflamatorne demijelinizacije, koja u
mnogim aspektima odrazava patologiju i simptome multiple skleroze, postoje i1 znacajne razlike
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izmedu ovih bolesti koje odrazavaju heterogenost u nacinu indukcije EAE 1 vrsti/soju oglednih
zivotinja, i, sledstveno, u toku, neuroloskim i patoloskim karakteristikama bolesti (Fletcher i sar.,
2010; Constantinescu i sar., 2011; Lassmann i Bradl., 2017; Robinson i sar., 2014). Klju¢nu razliku
izmedu multiple skleroze i EAE predstavlja potreba za imunizacijom Zivotinja u cilju indukcije
EAE (Gran i sar., 2007). U indukciji EAE, antigeni koji izazivaju imunski odgovor su definisani,
dok u multiploj sklerozi univerzalni antigen odgovoran za razvoj bolesti nije identifikovan. Stoga,
vazne razlike izmedu multiple skleroze 1 animalnih modela mogu biti uzrokovane razlikama u
naéinu aktivacije autoreaktivnih T-limfocita (Constantinescu et al., 2011). Uz sva ogranicenja,
koris¢enje EAE je doprinelo razjasnjavanju odredenih imunopatogenetskih mehanizama bolesti 1
omogucilo razvoj razli¢itih terapija koje su odobrene za primenu u le¢enju multiple skleroze ('t Hart
i sar., 2011).

Najcesce koris¢eni modeli EAE su razvijeni na visokosrodnim sojevima miseva i pacova ('t
Hart i sar., 2011). Indukcija EAE moze biti aktivna ili pasivna. Klasi¢an, ,,aktivni“, EAE se izaziva
imunizacijom zivotinja homogenatom tkiva CNS ili peptidima mijelina, kao $to su bazni protein
mijelina (MBP), proteolipidni protein (PLP), ili MOG, uz dodatak adjuvansa, najces¢e kompletnog
Frojndovog adjuvansa (Stromnes i Goverman, 2006a). Uloga adjuvansa primarno se sastoji u
stimulaciji ¢elija urodene imunosti, tj. u stimulaciji ekspresije MHC molekula Il Klase,
kostimulatornih molekula i relevantnih citokina, u cilju efikasnijeg pokretanja adaptivnog imunskog
odgovora, kao 1 produzavanja prisustva antigena na mestu imunizacije (Billiau i Matthys, 2001).
Dodavanje inaktivirane bakterije Bordetella pertussis, ili njenog toksina, doprinosi povecanju
incidence 1 tezine bolesti, tj. osigurava robusnost modela 1 reproducibilnost indukovane bolesti, ne
samo u mi§jim modelima (Levine i Sowinski, 1973), ve¢ i u modelu akutnog EAE kod pacova soja
DA (engl. Dark Agouti) (Tanuma i sar., 2000; Miyakoshi i sar., 2003) kakav je koris¢en u ovoj
studiji.

,,Pasivni“ EAE se izaziva adoptivnim transferom patogenih CD4+ T-limfocita specifi¢nih za
antigene mijelina u naivne eksperimentalne zivotinje podlozne indukciji bolesti. Ove celije se
dobijaju aktivnom imunizacijom Zivotinja donora, njihovom izolacijom iz limfnih tkiva i
restimulacijom in vitro (Stromnes i Goverman, 2006b). Neuroloski deficit u EAE kod
eksperimentalnih glodara uobicajeno se ogleda u paralizi koja pocinje od repa i napreduje u
kranijalnom smeru, prema zadnjim i, zatim, prednjim ekstremitetima (Stromnes i Goverman,
2006a). Znaci neuroloskog deficita se najcesée javljaju izmedu 9. i 14. dana nakon aktivne
imunizacije (Stromnes i Goverman, 2006a), a najmanje tri dana posle adoptivnog transfera (Fligel i
sar., 2001; Stromnes i Goverman, 2006b).

U modelima klasiénog EAE, u induktivnoj fazi bolesti, aktivacija 1 proliferacija perifernih
autoreaktivnih Th limfocita klju¢no zavise od interakcija sa dendritskim ¢elijama koje prezentuju
peptide mijelina (Kurschus, 2015). Osim toga, ove ¢elije produkuju citokine, poput IL-6, IL-1p, IL-
23, faktora transformacije rasta-p (engl. transforming growth factor-g; TGF-B), neophodne za
diferencijaciju Th17 limfocita (O’Brien 1 sar., 2010), koji se smatraju klju¢nim pokretac¢ima bolesti
u klasi¢nim modelima EAE kod misa (Kurschus i sar., 2010; Kurschus, 2015) i pacova (Nacka-
Aleksi¢ 1 sar., 2015; Stojic-Vukani¢ 1 sar., 2018a). Diferencijacija ovih celija u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima inicijalno podrazmeva produkciju IL-17, a nakon toga, zahvaljujuéi plasticnosti
njihovog fenotipa, sticanje sposobnosti produkcije vise citokina, ukljuéujuci IL-17, IFN-y i/ili GM-
CSF (Kurschus i sar., 2010; Hirota i sar., 2011; Nacka-Aleksi¢ i sar., 2015) i prolaska kroz krvno-
mozdanu barijeru (Constantinescu et al., 2011). Kao i u multiploj sklerozi, Th limfociti koji
istovremeno sintetisu IL-17, IFN-y i/ili GM-CSF smatraju se izrazito patogenim i u modelima EAE
(Codarri i sar., 2011; El-Behi i sar., 2011; Komuczki i sar., 2019; Sheng i sar., 2015; Stadhouders i
sar., 2018). U efektorskoj fazi bolesti, nakon transmigracije u CNS, Th limfociti se reaktiviraju u
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interakciji sa lokalnim antigen-prezentuju¢im ¢elijama. Kada je u pitanju prvi talas encefalitogenih
Th limfocita, ova uloga se pripisuje ¢elijama mikroglije (Sosa i sar., 2013), dok u kasnijim fazama
ovu ulogu preuzimaju makrofagi, dendritske ¢elije i B-limfociti (Sosa i sar., 2013; Kurschus i sar.,
2010). Nakon reaktivacije, Th limfociti sintetiSu efektorske citokine IL-17, TNF, IFN-y i GM-CSF,
Sto pokrece inflamatornu kaskadu: (1) IL-17 pokreée sekreciju citokina (GM-CSF, IL-6), hemokina,
ukljucujuéi CCL2 (engl. chemokine (C-C motif) ligand 2), CCL7, CCL20, i niza matriksnih-
metaloproteinaza koje dovode do oSteCenja krvno-mozdane barijere 1 privlatenja dodatnih T-
limfocita i mijeloidnih ¢elija u CNS (Kurschus, 2015); (2) GM-CSF najverovatnije uti¢e na
kapacitet inflamatornih dendritskih ¢elija da stimuliSu diferencijaciju Th17 limfocita (Ko i sar.,
2014); (3) IFN-y i TNF, osim §to pokazuju direktan toksi¢an efekat na oligodendrocite, primarno
stimuliSu mijeloidne efektorske celije, monocite i makrofage, koji produkcijom reaktivnih oblika
kiseonika o$tecuju mijelin (Honorat i sar., 2013), ili direktno uklanjaju delove mijelinskog omotaca
fagocitozom (Lampert, 1967). Posledica opisane inflamatorne kaskade jeste formiranje
inflamatornog infiltrata sastavljenog od T- i B-limfocita i makrofaga i, u nekim modelima,
demijelinizacionih plakova koji podsecaju na one koje se javljaju u multiploj sklerozi (Stromnes i
Goverman, 2006a).

Rezolucija neuroinflamacije u EAE povezuje se sa sintezom anti-inflamatornih i
neuroprotektivnih citokina, poput IL-10 i TGF-$ (Dobolyi i sar., 2012; Lobo-Silva i sar., 2016) i
aktivnoSc¢u Treg celija (Constantinescu i sar., 2011). Treg ¢elije smanjuju proliferaciju i aktivnost
antigen-specifi¢nih encefalitogenih T-limfocita (Zhang i sar., 2010). Odnos Treg ¢elija i efektorskih
T-limfocita reguliSe hroni¢nost, relapse i remisije u EAE, a smanjena zastupljenost i funkcija Treg
¢elija pogorsavaju tezinu bolesti (Gultner i sar., 2010). Smatra se da Treg ¢elije ostvaruju svoju
funkciju direktnim kontaktom sa drugim ¢elijama, kao i proizvodnjom anti-inflamatornih citokina
(Atkins i sar., 2012). Osim toga, vazno je ista¢i i dvostruku ulogu ¢elija mikroglije u razvoju EAE.
Inicijalni odgovor mikroglije odreduje tezinu neuroinflamatorne bolesti (Sinner i sar., 2023), usled
ekspresije MHC molekula 11 klase, kostimulatorninh i adhezivnih molekula, i sekrecije
proinflamatornih citokina i hemokina, §to podstice infiltraciju CNS leukocitima i prezentovanje
antigena limfocitima (Atkins i sar., 2012). Smatra se da nakon pojave patologije CNS i znaka
bolesti, mikroglija ostvaruje protektivnu ulogu, koja se ogleda u ekspresiji anti-inflamatornih
citokina i fagocitozi ostataka mijelina i Celijskog otpada, koji su nuzni za reparaciju tkiva (AtKins i
sar., 2012; Dobolyi i sar., 2012; Sosa i sar., 2013; Lobo-Silva i sar., 2016).

1.4. Polne razlike u multiploj sklerozi i EAE

Multipla skleroza. Epidemioloski podaci jasno ukazuju da zene ispoljavaju veci rizik od
razvoja multiple skleroze u odnosu na muskarce, pri ¢emu veca prevalenca bolesti kod Zena postaje
sve izrazenija u danasnje vreme. Ranije je bilo procenjeno da se ova bolest javlja dvostruko cesce
kod Zena u odnosu na muskarce (Confavreux i sar., 1980), dok se sada procenjuje da tri puta vise
Zzena oboleva (Coyle, 2021). Veca prevalenca multiple skleroze medu Zenama odnosi se
prevashodno na laksi relapsno-remitentni oblik bolesti (Alvarez-Sanchez i Dunn, 2023). Ova razlika
se povezuje sa robusnijim, efikasnijim T-celijskim autoimunskim odgovorom kod Zena (Nicot,
2009; Ortona i sar., 2016; Alvarez-Sanchez i Dunn, 2023). Muskarci rede razvijaju multiplu
sklerozu, ali, ako do razvoja bolesti dode, kod njih se ceS¢e javlja teZi primarno progresivni oblik
bolesti, podlozniji su neurodegenerativnim promenama i, generalno, imaju losiju prognozu bolesti u
odnosu na zene (Coyle, 2021; Alvarez-Sanchez i Dunn, 2023). Muskarci se teze oporavljaju od
relapsa, imaju vece gubitke mozdane mase, izrazenije kognitivne i motoricke poremecaje i vecu
stopu razvoja sekundarno progresivne forme bolesti (Golden i Voskuhl, 2017; Safi i Krieger, 2021).

Uzrok ovakvih polnih razlika moze se naci u polno-specifi¢nim efektima faktora rizika za
razvoj multiple skleroze. Utvrdeno je da postoji veca verovatnoca prenosa alela visokog rizika
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HLA-DRB1*15:01 sa majke na potomstvo, kao i rizika za razvoj multiple skleroze kod potomstva
(Bove i Chitnis, 2014). Osim toga, haplotip HLA-DRB5*0101-HLA-DRB1*1501-HLA-
DQA1*0102-HLA-DQB1*0602, koji se smatra kriticnim genetskim faktorom (Smith 1 sar., 1998),
¢esce je prisutan kod Zena nego muskaraca obolelih od multiple skleroze (Sadovnick, 2013). Pored
toga, sli¢ni nalazi postoje 1 kada su u pitanju faktori sredine, koji mogu povecati rizik od razvoja
bolesti samo kod jedinki Zenskog pola (npr. pusenje duvana) (Marie i sar., 2011) ili je njihov znacaj
vec¢i kod Zena nego kod muskaraca (npr. imunomodulatorni efekti vitamina D) (Correale i sar.,
2013). Konacno, polne razlike u riziku za razvoj multiple skleroze, i u klinickim manifestacijama
bolesti, mogu se povezati i sa delovanjem polnih steroidnih hormona. U eksperimentalnim
zivotinjskim modelima, pokazano je da estrogeni imaju dozno-zavisan efekat na inflamaciju,
pokazujuci proinflamatorno delovanje u niskim koncentracijama, ali anti-inflamatorno delovanje u
visokim koncentracijama (Gold i Voskuhl, 2009). Sa druge strane, testosteronu i progesteronu se
pripisuje prevashodno anti-inflamatorna uloga (Gold i Voskuhl, 2009). U prilog znacaju
hormonskih faktora, utvrdeno je da nakon puberteta nastupa dramati¢an porast rizika za razvoj
multiple skleroze iskljuc¢ivo kod Zena, $to ukazuje na moguci znacaj promena nivoa estrogena za
pojavu bolesti (Chitnis, 2013), kao i da raniji ulazak u pubertet znacajno povecava rizik od
oboljevanja (Bove i Chitnis, 2014). Kod Zena obolelih od multiple skleroze, tokom trudnoc¢e dolazi
do poboljsanja simptoma i smanjenja rizika od pojave relapsa, posebno u poslednjem trimestru, da
bi do relapsa doslo u prva tri meseca nakon porodaja (Confavreux i sar., 1998; Pozzilli i Pugliatti,
2015), sto je ukazalo na potencijalno znacajnu ulogu estriola i progesterona, ¢ije se koncentracije
povecavaju tokom trudnoce. Moguéi doprinos anti-inflamatornog i neuroprotektivnog efekta
testosterona na razvoj multiple skleroze nije dovoljno proucen. Ipak, u prilog tome, pokazano je da
40% muskaraca u ranim fazama multiple skleroze pokazuje snizene nivoe testosterona, dok je kod
obolelih muskaraca koji su primali testosteron nadeno poboljSanje kognitivnih sposobnosti usled
usporenja atrofije mozga (Bove i Chitnis, 2014). Dakle, polne razlike u incidenci i tezini multiple
skleroze mogu se povezati sa genetskim, sredinskim i hormonskim faktorima (Voskuhl i Gold,
2012).

Trebalo bi naglasiti i da se sve ve¢i znacaj pridaje polnim razlikama u mehanizmima
kontrole autoimunosti ili reparacije u CNS (Bove i Chitnis, 2014; Alvarez-Sanchez i Dunn, 2023).
Na primer, sugerisano je da su, na nivou pojedinacnih ¢elija, efektorski Th17 limfociti muskaraca
obolelih od multiple skleroze patogeniji od Th17 limfocita Zena (Doss i sar., 2021), kao i da njihove
¢elije mikroglije u lezijama pokazuju vecu sposobnost produkcije proinflamatornih citokina, poput
TNF (Luchetti i sar., 2014), u odnosu na celije mikroglije Zena. Sa druge strane, obolele Zene,
najverovatnije, pokazuju veéi potencijal za remijelinizaciju nego muskarci (Goldschmidt i sar.,
2009).

EAE. Pored toga Sto se pokazao korisnim za razumevanje imunopatogenetskih mehanizama
multiple skleroze, EAE takode odslikava jednu od kljuénih karakteristika ove bolesti, i1
autoimunskih oboljenja generalno, a to je postojanje polnih razlika u njenoj incidenci i tezini (Ryan
i Mills, 2022). Ovakve razlike jesu uocene, iako rezultati razli¢itih studija nisu konzistentni. U
prvim istrazivanjima na pacovima soja Lewis utvrdeno je da Zenke razvijaju relapsno-remitentni
oblik EAE, u poredenju sa akutnom monofaznom boles$¢u kod muzjaka, ali razlike u tezini bolesti
nisu uocene (Keith, 1978), da bi naknadno bilo pokazano da pacovi oba pola razvijaju relapsno-
remitentnu formu bolesti, tezu kod muzjaka (Trooster i sar., 1996). Novija istrazivanja pokazuju
smanjenu incidencu i odlozen pocetak aktivno indukovanog EAE kod Zenki pacova soja DA, ali
izrazeniji neuroloski deficit kod muzjaka (Nacka-Aleksi¢ i sar., 2015). Imajuci u vidu da smer
polnih razlika odgovara onom u multiploj sklerozi, ovaj model bolesti je koriS¢en i u istraZivanjima
sprovedenim u sklopu ove doktorske disrtacije. Sa druge strane, koriS¢enjem misjih modela EAE,
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koji su ukljucivali razli¢ite protokole indukcije bolesti, razliite antigene koriS¢ene za imunizaciju i
razliite sojeve zivotinja, generalno je pokazano da se, kada polne razlike postoje, zenke karakterisu
vecom incidencom, tezinom i/ili trajanjem bolesti u odnosu na muzjake (Nicot, 2009; McCombe 1
Greer, 2022).

Takode, kao i u multiploj sklerozi, polne specifi¢nosti u interakciji genetskih, sredinskih i
hormonskih faktora doprinose polnim razlikama u osetljivosti eksperimentalnih Zivotinja na
indukciju EAE, kao i na razvoj 1 tezinu bolesti (Nicot, 2009; Krementsov i Teuscher, 2013;
McCombe 1 Greer, 2022). Ovi faktori ukljucuju genske lokuse koji odreduju podloznost
eksperimentalnih glodara razvoju relapsno-remitentnog i akutnog neremitentnog EAE (Butterfield i
sar., 1999), iako ovi lokusi nisu povezani sa genima koji kodiraju MHC molekule (Nicot, 2009),
kao i izlozenost infektivnim agensima (Goverman i sar., 1993) i nedostatak vitamina D (Spach i
Hayes, 2005).

Dodatno, istrazivanja sprovedena u modelima EAE sugeriSu znacajan doprinos polnih
razlika u efikasnosti mehanizama ostecenja i/ili reparacije tkiva CNS razlikama u razvoju i
neuroloskoj prezentaciji bolesti. Utvrdeno je da Th17 limfociti muzjaka pacova (Nacka-Aleksi¢ i
sar., 2015), kao i miseva (Doss i sar., 2021), pokazuju vecu sposobnost produkcije IFN-y i time veci
patogenetski potencijal, u odnosu na ¢elije Zenki. Thl limfociti muzjaka miSeva pokazuju vecu
encefalitogenost nego Celije Zenki, zahvaljujuéi efikasnijoj diferencijaciji u pravcu
memorijskog/efektorskog fenotipa (Williams i sar., 2011). Takode, i ¢elije mikroglije se morfoloski
i funkcijski razlikuju medu polovima (Bordeleau i sar., 2019; Han i sar., 2021; Nacka-Aleksic i sar.,
2017; Schwarz i sar., 2012). Razlike obuhvataju povecanu ekspresiju MHC molekula I i II klase, i
sposobnost prezentacije antigena (Guneykaya i sar., 2018), i veéu ekspresiju gena ukljucenih u
procese inflamacije koji se nalaze pod kontrolom nuklearnog faktora kapa B (NF-xB) (Villa i sar.,
2018) u celijama mikroglije muzjaka miSeva, u odnosu na mikrogliju zenki. Sa druge strane,
mikroglija Zenki miSeva pokazuje veéu ekspresiju gena koji doprinose neuroprotektivnim
funkcijama (Villa i sar., 2018). Kona¢no, smatra se da je proces remijelinizacije efikasniji kod
jedinki zenskog pola, dok su neuroni jedinki muskog pola podlozniji oste¢enju (Alvarez-Sanchez i
Dunn, 2023).

1.5. Mogu¢i doprinos imunomodulatornog delovanja kateholamina polnim razlikama
u multiploj sklerozi i EAE

Uz prethodno navedene faktore sredine koji doprinose razvoju multiple skleroze, sve veci
broj istrazivanja identifikuje fizicke i1 psiholoSke stresore kao okidace ove bolesti i faktore koji
doprinose njenom pogorsanju (Li i sar., 2004; Mohr i sar., 2004; Shepshelovich i Shoenfeld, 2006;
Djelilovic-Vranic i sar., 2012; Briones-Buixassa i sar., 2015), pri ¢emu i sam razvoj bolesti izaziva
stres, stvaraju¢i zacaran krug (Shepshelovich i Shoenfeld, 2006; Briones-Buixassa i sar., 2015).
Efekti stresa su povezani sa delovanjem krajnjih medijatora HPA osovine, glukokortiokoida, kao i
simpato-adrenalne osovine, kateholamina (Gold i sar., 2005).

Osim senzornih, kognitivnih i motornih manifestacija, kod 45-84% pacijenata obolelih od
multiple skleroze dolazi i do poremecaja u funkciji autonomnog nervnog sistema (ANS) (Racosta i
Kremenchutzky, 2014). Ovo se ogleda u poremecajima u radu kardiovaskularnog sistema, besike 1
creva, kao 1 seksualnoj disfunkciji 1 pojavi umora, $to zna¢ajno umanjuje kvalitet Zivota pacijenata
(Flachenecker 1 sar., 2003; Haensch i Jorg, 2006; Kodounis i sar., 2005). Imaju¢i u vidu da je
simpatiCka grana ANS jedan od klju¢nih puteva komunikacije CNS 1 imunskog sistema,
pretpostavljeno je da (1) promene u funkciji simpato-adrenalnog sistema usled delovanja stresora, u
ranim fazama multiple skleroze i pri pojavi relapsa, i (2) oSte¢enja neurona simpato-adrenalnog
sistema i njihovih projekcija, tokom progresije bolesti, predstavljaju ne samo posledicu bolesti, veé¢
i znaCajan patogenetski mehanizam koji doprinosi njenom razvoju (Flackenecher i sar., 2001;
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Merkelbach 1 sar., 2006; Shepshelovich 1 Shoenfeld, 2006; Habek, 2019; Habek i Krbot Skori¢,
2020). U prilog ovoj tezi govore podaci da nedostatak vitamina D i infekcija Eps$tajn-Barovim
virusom, kao faktori rizika za razvoj multiple skleroze, mogu doprineti disfunkciji SNS (Racosta i
sar., 2015).

U prilog poremecenoj simpatickoj regulaciji u multiploj sklerozi/EAE govore dve grupe
podataka (Gold i sar., 2005). Prvo, kod obolelih od multiple skleroze utvrdene su promene u
koncentracijama kateholamina. Kod pacijenata sa hroni¢no progresivnim oblikom multiple skleroze
koncentracija noradrenalina u cirkulaciji je povecana (Karaszewski i sar., 1990), dok je kod
pacijenata sa relapsno-remitentnom formom bolesti ona smanjena, u odnosu na zdrave kontrole
(Mel’nikov i sar., 2018). U limfocitima periferne krvi pacijenata sa relapsno-remitentnim oblikom
multiple skleroze, tokom prvog napada, sadrzaj noradrenalina je manji (Rajda i sar., 2002), ali je u
remisiji sadrzaj noradrenalina veéi, u odnosu na Celije zdravih osoba. Takode, primecena je
povecana gustina ekspresije B-AR na membrani mononuklearnih Celija periferne krvi pacijenata
obolelih od multiple skleroze (Zoukos i sar., 1992; 1994). Pokazatelji disfunkcije SNS su uoceni i u
razli¢itim modelima EAE. Smanjena koncentracija noradrenalina u slezini u induktivnoj fazi
aktivnog EAE kod pacova soja Lewis pracena je povecanjem gustine B-AR na limfocitima slezine
(Mackenzie i sar., 1989). U ki¢émenoj mozdini i/ili mozdanom stablu pacova soja Lewis zabelezena
je smanjena koncentracija noradrenalina na vrhuncu EAE (Krenger i sar., 1986; Krenger i sar.,
1989; White i sar., 1983). U misjim modelima EAE je, takode, uoceno smanjenje koncentracije
noradrenalina u ki¢menoj mozdini tokom razvoja EAE (Musgrave i sar., 2011; Polak i sar., 2011).
Drugo, eksperimentalno indukovane promene u delovanju kateholamina, pre svega noradrenalina,
dovode do promena u razvoju i tezini EAE. Elektroliti¢ko uniStavanje neurona LC kod pacova soja
Wistar (Jovanova-Nesi¢ i sar., 1993), kao i hemijska deplecija noradrenalina u CNS kod pacova
soja Lewis (Karpus i sar., 1988; Konkol i sar., 1990), dovode do smanjenja tezine bolesti. Pored
toga, pokazano je i da periferna simpatektomija smanjuje tezinu neuroloskog deficita aktivnog EAE
kod miSeva soja C57BL/6 (engl. C57 black 6) (Bhowmick i sar., 2009), ali povecava tezinu bolesti
kod pacova soja Lewis (Chelmicka-Schorr i sar., 1988). Farmakoloskom blokadom AR, takode,
moze se modulisati razvoj EAE u razliitim modelima. Tretman Zzivotinja propranololom,
neselektivnim antagonistom B-AR, tokom ¢itavog trajanja bolesti, ublazava neuroloske i histoloske
znake aktivnog EAE kod pacova soja DA (Dimitrijevi¢ i sar., 2007), ali kod Zivotinja soja Lewis
dovodi do razvoja teske bolesti (Chelmicka-Schorr i sar., 1989). Primena propranolola tokom
efektorske faze aktivnog EAE kod pacova soja Lewis ne utice (Chelmicka-Schorr i sar., 1989), ili
dovodi do povecanja tezine bolesti (Brosnan i sar., 1985), dok kod pacova soja DA umanjuje tezinu
neuroloskog deficita (Pilipovi¢ i sar., 2020). Osim toga, primena prazosina, neselektivnog
antagonista 01-AR, u razli¢itim protokolima primene, dovodi do smanjenja neuroloSkog deficita kod
pacova soja Lewis, nakon aktivne indukcije EAE ili adoptivnog transfera encefalitogenih celija
(Brosnan i sar., 1985). Bez obzira na kontradiktorne rezultate dobijene istrazivanjem efekata
modulacije delovanja kateholamina, najverovatnije usled razlika u protokolima imunizacije i
sprovodenja tretmana, kao i genetskoj podlozi Zivotinja, navedeni rezultati jasno ukazuju da
disfunkcija SNS u multiploj sklerozi/EAE moze doprineti poremec¢ajima u imunoregulaciji 1, samim
tim, patogenezi ovih bolesti (Flachenecker i sar., 2001; Racosta i Kimpinski, 2016).

Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da polne specificnosti u anatomiji CNS mogu doprineti
razli¢itim fizioloskim i hormonskim odgovorima kod jedinki zenskog i muskog pola, sugerisano je
da razlike u odgovoru na stres mogu doprineti polnim razlikama u podloznosti razvoju 1 tezini
multiple skleroze i EAE (Nicot, 2009). U skladu sa ovom hipotezom jeste dobro poznato postojanje
polnih razlika u reaktivnosti HPA osovine (Morale i sar., 2001; Roca i sar., 2005), kao i simpato-
adrenomedularne osovine (Hinojosa-Laborde i sar., 1999; Nicot, 2009), osnovnih puteva
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neuroendokrine modulacije imunskih funkcija (Elenkov i Chrousos, 1999; Elenkov i sar., 2000;
Padgett i Glaser, 2003; Bereshchenko i sar., 2018). Malobrojne studije koje su ispitivale ovu
mogucénost prevashodno su bile usmerene na polno-specifican doprinos glukokortikoida razvoju
EAE (Griffin i sar., 1993; Sieve i sar., 2004; 2006; Harpaz i sar., 2013). Uprkos znacaju, moguénost
da polne specifi¢nosti u imunomodulatornom delovanju noradrenalina doprinose polnim razlikama
u razvoju EAE, i potencijalno multiple skleroze, nije bila predmet detaljnih istrazivanja. Ovakvu
mogucénost podrzavaju podaci koji pokazuju postojanje polnih razlika u gustini simpatickih nervnih
vlakana u sekundarnim limfnim organima (ThyagaRajan i sar., 2011) i sadrzaju noradrenalina u
imunskim ¢elijama (Leposavi¢ i sar., 2011) zdravih eksperimentalnih glodara. Takode, polne
razlike su pokazane i u gustini ekspresije f2-AR na ¢elijama imunskog sistema (Leposavi¢ i sar.,
2011), kao i u imunomodulatornim efektima koji se ostvaruju posredstvom ovog tipa receptora, kod
zdravih ljudi i eksperimentalnih glodara (de Coupade i sar., 2004; de Coupade i sar., 2007). U tom
smislu, potrebno je istaci da efekti kateholamina na imunske funkcije, bar delom, zavise od razlika
u dostupnosti ovih medijatora u okruzenju imunskih ¢elija, kao i razlika u membranskoj ekspresiji
i/ili aktivnosti f-AR na ovim ¢elijama (Bellinger i Lorton, 2014). Konaéno, potrebno je istaci da su
razlike u aktivnosti SNS povezane sa polnim specifi¢nostima u regulaciji funkcija drugih sistema i,
sledstveno, sa razlikama u incidenci i klinickim manifestacijama poremecaja koji ove sisteme
pogadaju (npr. kardiovaskularni sistem) (Dart i sar., 2002).
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2. CILJEVI

Na osnovu prethodno iznetih podataka, predmet istrazivanja ove doktorske disertacije bio je
da se ispita moguci doprinos noradrenalina, kao krajnjeg medijatora SNS, razvoju polnih razlika u
imunopatogenezi autoimunske neuroinflamacije u modelu akutnog EAE kod pacova soja DA.

Krajnji cilj istrazivanja bio je da se ispita postojanje polnih razlika u imunomodulatornom
delovanju noradrenalina na odgovor CD4+ T-limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima i razvoj
autoimunske inflamacije u ciljnom organu (ki¢menoj mozdini) kod mladih odraslih pacova soja DA
imunizovanih homogenatom singene ki¢mene mozdine u cilju indukcije EAE i, ako se pokaze da je
njegovo delovanje polno-specifi¢no, da se identifikuju celularni i molekularni mehanizmi koji stoje
U njegovoj osnovi, a u cilju boljeg razumevanja prethodno pokazanog polnog dimorfizma u razvoju
1 tezini ove bolesti.

Radi realizacije krajnjeg cilja istrazivanja, postavljeni su slede¢i specifi¢ni istrazivacki
zadaci:

1. da se (a) ispita uticaj farmakoloSke blokade primarno B-AR, a u zavisnosti od dobijenih
rezultata, i a-AR, u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi EAE na fenotipske i funkcijske karakteristike
antigen-prezentuju¢ih c¢elija i CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zenki i muzjaka
pacova sedmog dana posle indukcije EAE, kao i da se (b) ispita uticaj blokade navedenih AR u
prisustvu i odsustvu egzogenog liganda za ove receptore u kulturi ¢elija, izolovanih iz dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka pacova u istoj vremenskoj tacki posle indukcije EAE, na
proliferaciju CD4+ limfocita i njihovu diferencijaciju u potencijalno patogene ¢elije koje sintetisu
IL-17 i GM-CSF, i definiSu mehanizmi delovanja, te da se (c) utvrdi da li se moguce polne razlike u
efektima blokade mogu povezati sa polnim razlikama u raspoloZzivosti noradrenalina, kao klju¢nog
endogenog liganda, i/ili ekspresiji AR na imunskim ¢elijama.

2. da se kod muzjaka i zenki pacova soja DA kod kojih je indukovan EAE ispita uticaj
farmakoloske blokade primarno B-AR u efektorskoj fazi bolesti na (a) fenotipske i funkcijske
karakteristike celija mikroglije ki¢mene mozdine i mijeloidnih ¢elija i T-limfocita koji infiltriraju
ki¢menu mozdinu na vrhuncu bolesti i definisu mehanizmi delovanja, a ako se pokaze da postoje
polne razlike, i da se (b) ispita da li ove razlike koreliraju sa potencijalnim razlikama u
raspolozivosti noradrenalina i/ili ekspresiji AR na imunskim ¢elijama.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ogledne Zivotinje

U studiji su koriS¢ene zenke i muzjaci mladih adultnih pacova (starosti 3-4 meseca)
visokosrodnog DA soja. Zivotinje su gajene u vivarijumu Centra za imunolodka istraZivanja
,Branislav Jankovi¢®“, Instituta za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak® u Beogradu, pri
standardnim laboratorijskim uslovima: temperatura od 21 £ 2 °C, relativna vlaznost vazduha 50-
60%, rezim smenjivanja svetla i mraka u intervalima od 12h, uz neogranicen pristup hrani i vodi. U
jednom kavezu su gajena po tri pacova istog pola.

Sve eksperimentalne procedure u ovoj studiji obavljene su u skladu sa smernicama direktive
Evropske komisije i Saveta Evrope 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u nau¢ne svrhe i
Pravilnikom za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama Instituta za virusologiju, vakcine i serume
,Torlak®. Odobrenje za izvodenje eksperimenata pod brojem 323-07-01577/2016-05/14 dala je
Uprava za veterinu Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije. U
skladu sa konceptima 3R, eksperimenti su osmisljeni tako da se validni rezultati dobiju upotrebom
najmanjeg neophodnog broja oglednih Zivotinja, a da se njihova patnja, bol i1 distres uklone u
najvecoj mogucoj meri.

3.2. Eksperimentalni protokol

Studija je obuhvatila dve velike eksperimentalne celine, koje su za cilj imale:

1. utvrdivanje znacaja perifernog imunomodulatornog delovanja noradrenalina za polno-
specificnu patogenezu EAE tj. za polne razlike u mehanizmima odgovornim za aktivaciju
autoreaktivnih ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢&vorovima i pokretanje primarnog
(auto)imunskog odgovora.

2. ispitivanje znacaja centralnog imunomodulatornog delovanja noradrenalina za polne
specifi¢nosti u razvoju neuroloskog deficita u EAE, tj. za polne razlike u mehanizmima
odgovornim za ulazak i reaktivaciju patogenih (autoreaktivnih) T-limfocita u ki¢menu
mozdinu i kontrolu neuroinflamacije u ovom organu.

Prva celina obuhvata dve vece grupe eksperimenata:U prvoj grupi eksperimenata, zenke i muzjaci
DA pacova podvrgnuti su tretmanu propranololom (neselektivnim antagonistom B-AR) ili
fizioloskim rastvorom in vivo tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE, odnosno od dana
indukcije EAE (,,nulti“ dan) do dana Zrtvovanja, 7. dana posle indukcije (d.p.i.) EAE. U
preliminarnom eksperimentu je utvrden efekat navedenog tretmana na tok bolesti zivotinja sve do
njihovog potpunog oporavka (odsustva neuroloskih znaka bolesti). Eksperimenti su ponavljani dva
puta, i u okviru svake eksperimentalne grupe deo pacova je Zrtvovan 7. d.p.i., a manji broj zivotinja
je dalje pracen do potpunog oporavka radi potvrde efekata tretmana propranololom na tok EAE. U
drugoj grupi eksperimenata su ispitani in vitro efekti proranolola na fenotipske i funkcijske
karakteristike mononuklearnih ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova zenki 1 muzjaka DA pacova koje
ucestvuju u patogenezi EAE. U tom cilju su zivotinje imunizovane radi indukcije EAE i Zrtvovane u
induktivnoj fazi bolesti (7. d.p.i.). Eksperimenti su ponavljani dva puta.

Druga celina podrazumeva eksperimente u kojima je Zenkama i muZjacima DA pacova
ubrizgavan propranolol ili fizioloski rastvor in vivo tokom efektorske faze EAE, odnosno pocevsi
od 10. d.p.i. pa do kompletnog oporavka/zrtvovanja na vrhuncu bolesti (14. d.p.i). Za pocetak
tretmana odreden je 10. d.p.i. EAE jer se tada pojavljuju prvi neuroloski znaci bolesti. U uvodnom
eksperimentu je ispitan efekat tretmana propranololom tokom efektorske faze EAE na tok bolesti,
primenom propranolola/fizioloskog rastvora i pracenjem zivotinja sve do njihovog potpunog
oporavka. Eksperimenti su ponavljani dva puta, i deo EAE Zivotinja zrtvovan je na vrhuncu bolesti,
dok je kod manjeg broja pacova svake eksperimentalne grupe nastavljena primena
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propranolola/fizioloskog rastvora i pracen je tok EAE sve do potpunog oporavka, radi potvrde
efekata tretmana primeéenih u uvodnom eksperimentu.

Za utvrdivanje razlika u sintezi i/ili koncentraciji noradrenalina i ekspresiji AR u limfnim
¢vorovima i ki¢émenoj mozdini zenki i muzjaka DA pacova tokom razvoja EAE, koriS¢ene su
netretirane EAE (Zrtvovane u induktivnoj ili efektorskoj fazi EAE), kao i zdrave neimunizovane
zivotinje oba pola. Ovi podaci predstavljali su bazu za razumevanje rezultata dobijenih
istrazivanjima znacaja perifernog (prva eksperimentalna celina) i centralnog (druga eksperimentalna
celina) imunomodulatornog delovanja noradrenalina za polno-specifi¢nu patogenezu EAE.

Zivotinje su Zrtvovane intrakardijalnom perfuzijom fosfatom puferisanim fiziologkim
rastvorom (engl. phosphate buffered saline; PBS; pH 7,3), nakon uvodenja u duboku anesteziju
intraperitonealnom primenom rastvora ketamina (80 mg/kg telesne mase; Ketamidor, Richter
Pharma AG, Wels, Austrija) i ksilazina (8 mg/kg telesne mase; Xylased, Bioveta, Ivanovice na
Hané, Ceska Republika) u fiziolo§kom rastvoru.

Nakon perfuzije, iz zivotinja zrtvovanih 7. d.p.i., izolovani su limfni ¢vorovi koji dreniraju
mesto imunizacije (poplitealni) i ki¢mena mozdina, a od pacova zrtvovanih 14. d.p.i. uzimana je
ki¢mena mozdina. Iz zdravih neimunizovanih zivotinja izolovani su poplitealni i ingvinalni limfni
¢vorovi 1 kicmena mozdina.

Kod Zenki i muzjaka DA pacova podvrgnutih tretmanu propranololom ili fizioloskim
rastvorom od dana imunizacije do 7. d.p.i. u induktivnoj fazi EAE je u ki¢menoj mozdini ispitivan
broj mononuklearnih ¢elija i Th17 limfocita. U drenirajué¢im limfnim ¢vorovima je metodom
proto¢ne citofluorimetrije ispitivana migracija mijeloidnin CD11b+ antigen-prezentujuc¢ih celija i
njihov status aktivacije, kao i aktivacija/proliferacija konvencionalnih T-limfocita i broj Th17
limfocita. Sekrecija/sekrecija citokina IL-17 merena je metodom enzimske imunoadsorpcije (engl.
enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA). Ispitivana je i ekspresija hemokina u tkivu
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl.
quantitative real-time polymerase chain reaction; RT-gPCR).

Pri utvrdivanju in vitro efekata noradrenalina u kulturi ¢éelija drenirajucih limfnih ¢vorova
(izolovanih 7. d.p.i. EAE) Zenki i muZzjaka pacova metodom proto¢ne citofluorimetrije ispitivana je
proliferacija CD4+ limfocita i njihova diferencijacija u patogene Th17 limfociti. RT-qPCR
metodom je merena genska ekspresija glavnih citokina/transkripcionih faktora odgovornih za
proliferaciju 1 diferencijaciju ovih celija, a ELISA tehnikom je merena koncentracija IL-2 u
supernatantima celijskih kultura.

Kod zenki i muzjaka DA pacova koji su tokom efektorske faze EAE dobijali propranolol ili
fizioloski rastvor su na vrhuncu bolesti (14. d.p.i.) ispitivana fenotipska i funkcijska svojstva
mijeloidnih celija (mikroglija, monociti/makrofagi poreklom iz krvi) i T ¢elija kiémene mozdine.
Tkivo ki¢cmene mozdine obolelih pacova je uzimano za: (i) analizu mononuklearnih ¢elija kicmene
mozdine i utvrdivanje in vitro fagocitnog kapaciteta mikroglije proto¢nom citofluorimetrijom; (ii)
kvantifikaciju ekspresije proinflamatornih i anti-inflamatornih faktora RT-qPCR metodom u
mijeloidnim ¢elijama izolovanim magnetnom separacijom iz mononuklearnih ¢elija ki¢mene
mozdine; (iii) analizu ekspresije hemokina u tkivu RT-qPCR metodom.

Pri ispitivanju uticaja EAE na koncentraciju/sadrzaj noradrenalina u tkivu/¢elijama limfnih
¢vorova 1 tkivu kicmene moZzdine Zenki i muzjaka DA pacova koriS¢ena je metoda tecne
hromatografije pod visokim pritiskom (engl. high-pressure liquid chromatography; HPLC). U
mononuklearnim c¢elijama limfnih ¢vorova zdravih i zivotinja u induktivnoj fazi EAE, kao i u
subpopulacijama mijeloidnih i CD4+ T-limfocita EAE pacova (7. d.p.i.) su proto¢nom
citofluorimetrijom ispitivane potencijalne polne razlike u ekspresiji tirozin-hidroksilaze i AR. U
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mijeloidnim ¢elijama ki¢mene mozdine dobijenim magnetnom separacijom, RT-gPCR metodom je
analizirana ekspresija B-AR kod zdravih i EAE pacova.

3.3. Eksperimentalne procedure

3.3.1. Indukcija EAE

Za indukciju EAE, u plantarnu stranu zadnje desne Sape, intradermalno je ubrizgavano 100
ul emulzije homogenata kicmene mozdine singenih Zivotinja u kompletnom Frojndovom adjuvansu
koji je sadrzao 1mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Nemacka). Ki¢mena mozdina (1 g) homogenizovana je u fizioloSkom rastvoru (2,5 ml)
na ledu, a emulzija je dobijena meSanjem jednakih zapremina homogenata i kompletnog
Frojndovog adjuvansa, protiskivanjem izmedu Spriceva povezanih plasticnom spojnicom. MeSanje
je zapocinjano potiskivanjem vodene faze u uljanu, da bi se obezbedila encefalitogenost emulzije
(Beeton i sar., 2007). Suspenzija (250 ul) 5 x 10® inaktivirane bakterije Bordetella pertussis u
fizioloskom rastvoru supkutano je primenjivana u istu Sapu dorzalno, s obzirom na to da toksin ove
bakterije povecava propustljivost krvno-mozdane barijere i olakSava prolazak celija iz periferne
krvi u CNS (Bergman i sar., 1978). Pre indukcije EAE, Zivotinjama je indukovana anestezija
intraperitonealnom injekcijom rastvora ketamina (50 mg/kg telesne mase) i ksilazina (5 mg/kg
telesne mase).

3.3.2. Praéenje neuroloske slike EAE Zivotinja

Od dana indukcije EAE, zivotinje su svakodnevno pregledane, uz pracenje telesne mase i
neuroloskih znaka EAE. Procena tezine bolesti vrSena je upotrebom sledece skale neuroloskog
deficita: 0, odsustvo neuroloskih znaka bolesti; 0,5, atonija distalnog dela repa; 1, potpuna atonija
repa; 2, slabost (pareza) zadnjih ekstremiteta; 3, oduzetost (paraliza) zadnjih ekstremiteta.
Zivotinjama kod kojih se bolest ispoljila, olak3an je pristup izgnje¢enoj hrani i vodi njihovim
postavljanjem u nizi poloZzaj u kavezu.

Analizirani su incidenca (broj zivotinja sa neuroloskim znacima EAE/ukupan broj
imunizovanih Zivotinja u grupi), dan pocetka bolesti (dan nakon indukcije EAE kada su uoceni prvi
neuroloski znaci EAE) i njeno trajanje, gubitak telesne mase sa razvojem EAE, maksimalan
neuroloski skor (suma najvecih neuroloskih znaka/broj zivotinja koje su razvile neuroloski EAE) i
indeks neuroloske tezine bolesti (kumulativni neuroloski skor/broj dana sa neuroloskim znacima
EAE).

3.3.3. Tretman propranololom in vivo

Propranolol [engl. (z)-propranolol hydrochloride, Sigma-Aldrich Chemie GmbH] ili
sterilan fizioloski rastvor primenjivani su kod Zenki i muzjaka pacova supkutano, dva puta dnevno.
Prva eksperimentalna grupa dobijala je fizioloski rastvor/propranolol od dana indukcije EAE do 7.
d.p.i., odnosno tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE, s obzirom na to da je zapocinjanje
tretmana prethodilo imunizaciji. Druga eksperimentalna grupa je dobijala fizioloski
rastvor/propranolol od 10. do 14. d.p.i. EAE, odnosno potpunog oporavka kod zivotinja kojima je
pracen kompletan tok bolesti. Za pocetak tretmana odreden je dan kada se ispoljavaju prvi
neuroloski znaci bolesti (10. d.p.i.). Nacin primene propranolola odabran je imaju¢i u vidu da
supkutana, u poredenju sa oralnom primenom propranolola pruza visestruko vecu bioraspolozivost
(Rao i sar., 2003), kao i da se na takav na¢in umanjuje efekat izuzetno visokog metabolizma prvog
prolaza kroz jetru karakteristicnog za propranolol (Barnes i Eltherington, 1966; Borchard, 1990).
Doza propranolola od 10 mg/ml fizioloSkog rastvora/kg telesne mase Zivotinje odabrana je s
obzirom na njen kapacitet da blokira sve B-AR bez toksi¢nog efekta (Niarchos i sar., 1977,
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Robinson i sar., 2011), kao i rezultate preliminarnog eksperimenta koji su pokazali da ona odlaze
pocetak bolesti kod Zenki i muzjaka DA pacova. Kontrolnim zivotinjama je ubrizgavan sterilan
fizioloski rastvor, 1 ml/kg telesne mase.

3.4. Reagensi, rastvori i antitela

Za pripremu emulzije kojom su Zivotinje imunizovane, koriS¢en je kompletan Frojndov
adjuvans koji sadrzi 1 mg inaktiviranih bakterija Mycobacterium tuberculosis (H37Ra, ATCC
25177), 0,85 ml parafinskog ulja i 0,15 ml manid-monooleata u mililitru. Suspenzija inaktiviranih
bakterija Bordetella pertussis proizvedena je u Institutu za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak”.

Za izdvajanje mononuklearnih ¢elija iz kicmene mozdine centrifugiranjem u gustinskom
gradijentu koris¢en je komercijalni medijum perkol (engl. Percoll; Sigma-Aldrich Chemie GmbH),
gustine 1,13 g/ml. lzotoni¢ni perkol, gustine 1,122 g/ml, pravljen je meSanjem 10 puta
koncentrovanog PBS i medijuma perkol u odnosu 1:10. Od izotoni¢nog perkola su dobijeni
gradijenti gustine 1,085 g/ml (70% perkol) 1 1,048 g/ml (40% perkol), dodavanjem odgovarajuce
koli¢ine PBS.

PBS je proizveden u Institutu za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak”, a u njegov sastav
ulaze: NazHPO4 (10 mM), KH2PO4 (1,8 mM), NaCl (137 mM) i KCI (2,7 mM).

Za obelezavanje membranskih i unutaréelijskih molekula radi analize metodom proto¢ne

citofluorimetrije, u ovoj studiji su koris¢ena antitela i sekundarni reagensi navedeni u Tabeli 1.

Tabela 1. Antitela i sekundarni reagensi kori$éeni za analizu membranskih i unutaréelijskih
molekula proto¢nom citofluorimetrijom

Antitelo/reagens Domacin Klon Proizvoda¢
Fluorohromom-konjugovana antitela
1. CD11b-FITC mis EDS8 Serotec, Oxford, Ujedinjeno Kraljevstvo
2. | CD11b-biotin mi WT .5 o e
3. CD45-PE mis OX-1 Serotec
4. CD45-biotin mis OX-1 BD Biosciences Pharmingen
5. ED2 (CD163)-PE mis HIS36 BD Biosciences Pharmingen
6. CD4-FITC mis 0OX-38 BD Biosciences Pharmingen
7. CD4-PE mis OX-38 BD Biosciences Pharmingen
8, CD4-APC mis 0X35 San EETQZZC'E'Kes AD
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9. TCRaf—PerCP mis R73 BD Biosciences Pharmingen

10. | TCRop-AF647 mis R73 San Sii:ngggg‘f’s AD

11. | CD25-PerCPeF710 mis 0X39 eBioscience

12. CD4-APC mis 0OX35 eBioscience

13. Foxp3-FITC pacov FIK-16s eBioscience

14. IFN-y—FITC mis DB-1 BD Biosciences Pharmingen

15. IL-10-PE mis A5-4 BD Biosciences Pharmingen

16. IL-17-FITC pacov eBiol7B7 eBioscience

17. IL-17A-PE pacov Igl-}llo BD Biosciences Pharmingen

18. Ki-67-PE mis B56 BD Biosciences Pharmingen

19. | GM-CSF-AF647 mi 83308 I'j'l‘t’t‘l’gtz E,i%'g‘f’igaA'B

20. | TGF-BI-AF647 mis 9016 Mimi‘:‘;;?f,tmfé 5

21. CD40-FITC hréak HM40-3 BD Biosciences Pharmingen

22. CD86-biotin mis 24F BD Biosciences Pharmingen

23. CD80-biotin mis 3H5 BD Biosciences Pharmingen

24. MHCII-PE mi$ HIS19 eBioscience
Nekonjugovana primarna antitela

1. | Tirozin-hidroksilaza kuni¢ poliklonsko Billzlt/:::():a'?ﬂli/II“AE),oézD

5 B-AR lunié poliklonsko Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, TX, SAD
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3. a18-AR koza poliklonsko Santa Cruz Biotechnology

4, CX3CR1 kunié poliklonsko | Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo
5. IL-23 kuni¢ | poliklonsko Wop s Inc
oburn, MA, SAD
6. IL-1B kunié poliklonsko Novus Biologicals
7. CCRY kunié¢ poliklonsko Abcam

Sekundarni reagensi

1. Anti—l;:r_l{i(c’: 19G- koza poliklonsko BD Biosciences Pharmingen

2. Anti-kozje 1gG-PE magarac poliklonsko Santa Cruz Biotechnology

3. | Anti-kuni¢ IgG-PE magarac | Poliklonsko, BD Biosciences Pharmingen
F(ab’)2

4, Straptavidin—PerCP - - BioLegend

5. Straptavidin—PerCP

o - - BioLegend
cijanin 5.5

Skracenice: FITC, fluorescein-izotiocijanat; PE, fikoeritrin; PerCP, peridinin hlorofil protein; AF647, aleksa
fluor 647; PerCPeF710, PerCP eFluor 710; APC, alofikocijanin.

U proceduri obelezavanja molekula korisé¢en je FACS (engl. Fluorescence Activated Cell
Sorting) pufer, sacinjen od PBS sa dodatkom 2% fetalnog teleceg seruma (engl. fetal calf serum;
FCS; Gibco, New York, SAD) i 0.09% natrijum-azida (NaNs; Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

Obelezavanje ¢elija koje proliferisu vrSeno je pomocu 7-aminoaktinomicina D (7-AAD; BD
Biosciences Pharmingen), boje koja se vezuje za DNK.

Za ispitivanje produkcije/sekrecije citokina, mononuklearne ¢elije su stimulisane pomocu
forbol-12-miristat-13-acetata (engl. phorbol 12-myristate 13-acetate; PMA) i jonomicina
proizvodaca Sigma-Aldrich Chemie GmbH. Za analizu c¢elija protoénom citofluorimetrijom
dodavan je i brefeldin A (eBioscience).

Za stimulaciju proliferacije CD4+ limfocita u kulturi mononuklearnih ¢elija drenirajuceg
limfnog ¢vora, kori§¢eni su mitogen, konkanavalin A (engl. concanavalin A; ConA) i neuroantigen,
MBP iz mozga zamorceta, nabavljeni od Sigma-Aldrich Chemie GmbH.

Za kultivaciju mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora koriS¢en je medijum
RPMI-1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute), (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). On je
obogacen dodavanjem 2 mM L-glutamina (Serva, Heidelberg, Nemacka), 1 mM natrijum-piruvata
(Serva), rastvora penicilina (100 i.j./ml) i streptomicina (100 pg/ml) (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH), 50 uM B-merkaptoetanola (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) i 10% FCS. Kada su kulturama
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¢elija dodavani i agonist/antagonisti AR, kori$éen je kompletan RPMI-1640 medijum sa dodatkom
100 uM askorbinske kiseline (Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

U procedurama merenja koncentracije noradrenalina kori$¢eni su etilen-glikol-tetrasiréetna
kiselina (EGTA), perhlorna kiselina (HCIO4), magnezijum-hlorid (MgCl>x5H.0) i DL-
noradrenalin-hidrohlorid proizvoda¢a Sigma-Aldrich Chemie GmbH. Pored toga, amonijum-
formijat je nabavljen od proizvodaca Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, SAD), metanska
kiselina od firme Fluka Chemie AG (Buchs, Svajcarska), a metanol je proizveo J.T. Baker
(Griesheim, Nemacka). Precis¢ena voda je dobijena upotrebom BlueClear-RO600P sistema za
reverznu osmozu (Euro-Clear Ltd., Gényii, Madarska).

Reagensi i neophodan potro$ni materijal koriS¢eni prilikom ispitivanja ekspresije gena
nabavljeni su od firme Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SAD), osim
ukoliko nije navedeno drugacije. Za izolovanje ukupne ribonukleinske kiseline (RNK) iz uzoraka
tkiva i mononuklearnih ¢elija dreniraju¢eg limfnog ¢vora koris¢en je Total RNA Chemistry Starter
Kit. Ovaj komplet reagenasa ukljucuje rastvore za pranje (engl. Wash Solution 1 i 2), rastvor za
ispiranje (engl. Elution Solution) i rastvor dezoksiribonukleaze (engl. Absolute RNA Wash Solution).
Izolacija ukupne RNK iz tkiva i mononuklearnih ¢elija kicmene mozdine radena je pomocu trizola
(TRIzol™; Life Technologies-Thermo Fisher Scientific), reagensa za ekstrakciju nukleinskih
kiselina i proteina iz razli¢itih tipova uzoraka. Za sintezu komplementarne dezoksiribonukleinske
kiseline (engl. complementary DNA; cDNK), koris¢en je High Capacity cDNA Reverse
Transcrption Kit, sastavljen od pufera za reverznu transkripciju (engl. 10x RT Buffer), rastvora
nukleotida (engl. 25x dNTP Mix) i nasumi¢nih prajmera (engl. 10x RT Random Primers), reverzne
transkriptaze (engl. Multiscribe Reverse Transcriptase) i inhibitora aktivnosti ribonukleaze (RNAze)
(engl. RNAse inhibitor). Kvantifikacija ekspresije gena metodom RT-qPCR vrSena je pomocu
smeSe reagenasa za merenje ekspresije gena (engl. TagMan Gene Expression Master Mix) i
komercijalno dostupnih smeSa prajmera i proba obeleZenih fluorescentnim bojama za merenje
ekspresije informacionih RNK (iRNK) pacova (engl. TagMan Gene Expression Assays) prikazanih
u Tabeli 2.

Tabela 2. Eseji za merenje ekspresije iRNK koris¢eni u RT-gPCR analizama

Simbol Naziv gena Identifkacioni broj
1. Rorc RAR-related orphan receptor C Rn01261022_m1
2. 111b interleukin 1 beta Rn99999009_m1
3. 1123a interleukin 23, alpha subunit p19 Rn00590334_g1
4, 12 interleukin 2 Rn00587673_m1
5. Ccl2 chemokine (C—-C motif) ligand 2 Rn00580555 m1
6. Ccl19 chemokine (C-C motif) ligand 19 Rn01439563_m1
7. Ccl21 chemokine (C-C motif) ligand 21 Rn01764651_g1
8. Cx3cl1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 Rn00593186_m1
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0 Adrbl adrenoceptor beta 1 Rn00824536_s1
10. Adrb2 adrenoceptor beta 2 Rn00560650_s1
11. 116 interleukin 6 Rn99999011 m1l
12. Hmox1 heme oxigenase Rn00561387_m1
13, Nfe2l2 nuclear factor, erythroid 2-like 2 Rn00582415 m1
14, Stat3 signal transducer and activator of transcription 3 Rn00562562_m1
15. Socs3 suppressor of cytokine signaling 3 Rn00585674_s1
16. Nos2 nitric oxide synthase 2, inducible Rn00561646_m1
17, Cybb cytochrome b-245, beta polypeptide; Nox2 Rn00576710_m1
18. Argl arginase 1 Rn00691090_m1
19. Actb actin, beta Rn00667869_m1

Za merenje koncentracije citokina u supernatantima c¢elijskih kultura ELISA metodom,
kori§¢eni su komercijalno dostupni kompleti za detekciju IL-17A (Biolegend) i IL-2 (R&D
Systems). Za ispiranje bazena mikrotitracione ploce prilikom odredivanja koncentracije IL-17A
ELISA testom, koris¢en je PBS sa dodatkom 0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH).

3.5. Izolovanje mononuklearnih ¢elija

3.5.1. Izolovanje mononuklearnih Celija limfnih ¢vorova

Limfni ¢vorovi su macerirani i protiskivani kroz mreZicu sa porama veli¢ine 60 um, pri
¢emu su tako dobijene ¢elije spirane hladnim FACS puferom i1 nakon toga tri puta ispirane u istom
rastvoru (350 x g, 5 min na +4 °C). Vitalna boja tripan plavo (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
koris¢ena je za brojanje zivih ¢elija pomocu poboljSanog Neubauerovog hemocitometra.

3.5.2. Izolovanje mononuklearnih Celija kicmene moZdine

Ki¢mene mozdine su protiskivane kroz mrezice sa porama veli¢ine 70 pum (BD Biosciences,
Erembodegem, Belgija), a tako dobijene Celije spirane su hladnim RPMI-1640 medijumom sa 5%
FCS, na ledu. Celijske suspenzije su centrifugirane (800 x g, 6 min na 4 °C) i ispirane u RPMI-1640
medijumu sa 5% FCS (350 x g, 5 min na +4 °C). Dobijeni talog ¢elija je resuspendovan u 4 ml 40%
perkola i naslojen na 2,5 ml 70% perkola, a zatim je centrifugiran na 1000 x g, 50 min na sobnoj
temperaturi, bez koc¢nice pri zaustavljanju centrifuge. Mononuklearne ¢elije izdvojene na interfazi
gradijenata razliCite gustine pazljivo su prikupljane i dva puta ispirane kori§¢enjem RPMI-1640
medijuma sa 5% FCS (350 x g, 5 min na +4 °C). Brojanje zivih ¢elija vrSeno je pomocu
poboljsanog Neubauerovog hemocitometra i vitalne boje tripan plavo.
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3.5.3. Magnetno izdvajanje mijeloidnih CD11b+ éelija kicmene mozZdine

Za izdvajanje populacije mijeloidnih celija, koriS¢ena je magnetna separacija (engl.
magnetic-activated cell sorting; MACS) mononuklearnih ¢elija ki¢mene mozdine na osnovu
ekspresije CD11b povrsinskog molekula. U proceduri je koris¢en MACS pufer koji sadrzi PBS uz
dodatak 2 mM etilen-diamin-tetrasir¢etne kiseline (EDTA, Fluka Chemie AG) i 0.5% govedeg
serum albumina (engl. bovine serum albumine; BSA) (Fluka AG Chemie AG). Oprema i reagensi
su nabavljeni od Miltenyi Biotec (Gladbach, Nemacka), ukoliko nije drugaéije navedeno. Celije su
obelezene monoklonskim anti-CD11b antitelom konjugovanim sa biotinom (Tabela 1), i nakon
inkubacije i pranja dodavane su anti-biotin mikroc¢estice (engl. MicroBeads). Ovako obelezene
¢elije su nalivane na LS kolonu i izdvajana je pozitivna frakcija koris¢enjem Quadro MACS
separatora. Proto¢no-citofluorimetrijskom analizom je pokazano da su pozitivnu frakciju 90-95%
¢inile CD11b+ ¢elije, kao i da su ovu populaciju vecinski sacinjavale ¢elije mikroglije.

3.6. Odredivanje koncentracije noradrenalina metodom HPLC

HPLC princip rada podrazumeva razdvajanje supstanci iz teénih uzoraka njihovim
prolaskom kroz kolonu u kojoj se nalazi medijum za razdvajanje (stacionarna faza), a uz pomo¢
mobilne faze, odnosno rastvara¢a koji pod pritiskom prolazi kroz sistem za hromatografsko
razdvajanje, a u koji se dodaje uzorak. Komponente uzorka se razli¢itim afinitetom adsorbuju na
stacionarnu fazu, pa je njihovo vreme spiranja sa kolone pomoc¢u mobilne faze karakteristicno za
svaku odredenu supstancu. Nakon prolaska supstance kroz kolonu, tok mobilne faze je dovodi do
detektora koji proizvodi promenu napona u funkciji vremena (hromatogram). Na osnovu signala
detektora, koris¢enjem odgovarajuceg standarda, moguce je identifikovati supstancu, kao i utvrditi
njenu koli¢inu u uzorku.

3.6.1. Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije noradrenalina

Uzorci éelija drenirajuéih limfnih &vorova (1x107) prikupljani su u 300 pul DEPROT rastvora,
sacinjenog od 2% EGTA, 0,1N HCIO4 i 0,2% MgCl,. Uzorci tkiva drenirajucih limfnih ¢vorova i
ki¢mene mozdine zamrzavani su u te¢nom azotu. Svi uzorci su ¢uvani na temperaturi od -70 °C do
analize. Homogenizacija tkiva vrSena je u DEPROT rastvoru, koris¢enjem Ultra-Turrax
homogenizera (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemacka), u odnosu 1 mg:20 ul (ki¢mena
mozdina) ili 1 mg:40 pl (drenirajuci limfni ¢vor). Uzorci ¢elija i homogenati tkiva su sonifikovani i
centrifugirani (30 min, 18000 obrtaja/min, +4 °C) a dobijeni supernatanti prikupljani za analizu.

3.6.2. HPLC

Za analizu prikupljenih supernatanata koris¢en je Dionex UltiMate 3000 HPLC sistem
(Thermo Scientific, Sunnyvale, SAD), safinjen od jedinice za degasiranje, binarne pumpe,
automatskog injektora, odeljka za kolonu i elektrohemijskog detektora sa radnom elektrodom od
staklastog ugljenika. Sistem je bio opremljen Hibar 125-4 LiCrospher100 RP-18 (5 um) kolonom
za hromatografiju (Merck Millipore, Darmstadt, Nemacka). Za kontrolu aparata, kao i prikupljanje i
analizu podataka koriS¢en je kompjuterski program Chromeleon7 Chromatography Data System
(Thermo Scientific).

Uslovi detekcije i merenja koncentracije noradrenalina definisani su prilikom optimizacije
metode. Brzina protoka mobilne faze bila je 500 pl/min, dok se njen sastav menjao tokom vremena
trajanja analize (gradijentni rezim rada): inicijalno, mobilna faza je sadrzala 98% amonijum-
formijatnog pufera (100 mM, pH 3,6) i 2% metanola, da bi se od 9. do 13. min udeo metanola
povecao do 80% 1 odrZzavao na tom nivou do 18. min, nakon ¢ega je, do zavrSetka merenja (25. min),
uces¢e metanola u mobilnoj fazi smanjivano do inicijalne koncentracije (2%). Potencijal
elektrohemijskih merenja bio je podeSen na +850 mV a temperatura separacije na 25 °C.
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Razblazenja standarda za noradrenalin (DL-noradrenalin-hidrohlorid) pravljena su u DEPROT
rastvoru od pocetnog razblazenja (1mg/ml noradrenalina u metanolu) kako bi se dobili standardni
rastvori koncentracija 25, 20, 8, 4, 2, 1 i 0,5 pug/ml, na osnovu kojih je konstruisana standardna
kriva za kvantifikaciju koncentracije noradrenalina u uzorcima. Uzorci i standardni rastvori unoseni
su u sistem pomoc¢u automatskog injektora u zapremini od 20 ul. Koncentracija noradrenalina u
tkivu izrazena je u odnosu na masu tkiva (ng/mg tkiva), a sadrzaj noradrenalina u ¢elijama u odnosu
njihov broj (ng/107 éelija).

3.7. Kulture celija

3.7.1. Stimulacija éelija drenirajuceg limfnog évora i kicmene moZdine za ispitivanje produkcije
citokina

Za analizu produkcije citokina, mononuklearne ¢elije drenirajuc¢eg limfnog ¢vora i kicmene
mozdine stimulisane su sa 200 ng/ml PMA i 400 ng/ml jonomicina. Ukoliko su ¢elije analizirane
proto¢nom citofluorimetrijom, dodavano je 3 pg/ml brefeldina A, u cilju blokade transporta
proteina u Goldzijev kompleks, kako bi sintetisani citokini ostali u citoplazmi 1 bili efikasnije
detektovani. Celije (10%/ml) su inkubirane &etiri sata na 37 °C, u atmosferi sa 5% CO2, u
kompletnom RPMI-1640 medijumu.

Nakon inkubacije, ¢elije su staloZzene centrifugiranjem i prikupljani su supernatanti za
analizu koncentracije citokina ELISA metodom iz kultura bez brefeldina A. Celije kojima je
dodavan brefeldin A dva puta su ispirane u hladnom FACS puferu (350 x g, 5 min na +4 °C), ¢ime
su pripremane za unutarcelijsko bojenje citokina i analizu metodom protoéne citofluorimetrije.

3.7.2. lIspitivanje efekata agonista i/ili antagonista AR u kulturi mononuklearnih Celija
drenirajuceg limfnog évora

Za ispitivanje efekta agonista i/ili antagonista AR na proliferaciju CD4+ limfocita,
produkciju/sekreciju citokina i ekspresiju gena u mononuklearnim ¢elijama dreniraju¢ih limfnih
¢vorova, ¢elije su kultivisane (2x10°/200ul/ bazenu) u prisustvu ili odsustvu mitogena (2.5 pg/ml
ConA) ili neuroantigena (20 pg/ml MBP), u kompletnom RPMI-1640 medijumu sa dodatkom 100
uM askorbinske kiseline, 72 sata na 37 °C, u atmosferi sa 5% CO2. Kori$¢ene su ploc¢e sa 96 bazena
i “U” dnom (Nunc, Thermo Fisher Scientific).

Pre stimulacije mitogenom ili neuroantigenom, ¢elije su izlagane dejstvu 10® M agonista
AR, arterenola [engl. (%)-noradrenaline(+)-bitartrate salt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH] u
prisustvu ili odsustvu 10> M antagonista B-AR propranolola, ili 10° M antagonista c1-AR prazosina
(engl. prazosin hydrochloride, Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Koncentracija arterenola je izabrana
s obzirom na to da je pokazano da je koncentracija noradrenalina u bliskom okruzenju limfocita u
sekundarnim limfnim organima reda veli¢ine 0,3-3mM (Felten i sar., 1986), kao i da su za
izazivanje funkcijskih promena u imunskim ¢éelijama in vitro potrebne suprafizioloske koncentracije
(>10° M) noradrenalina (Padro i Sanders, 2014). Arterenol je dodavan u medijum 1h, a antagonisti
AR (propranolol ili prazosin) 15 min pre stimulacije sa ConA ili MBP. Kada su bili prisutni u
kombinaciji, propranolol je stavljan 15 min pre arterenola. Celije kultivisane u odsustvu ili gajene u
prisustvu ConA ili MBP, bez prethodnog tretmana, sluzile su kao kontrole.

Dodatno, za ispitivanje specificnosti delovanja propranolola u kulturi posredstvom B-AR,
éelije su 1h pre dodavanja ConA, u odsustvu ili prisustvu propranolola, tretirane sa 10° M alfa-
metil-DL-tirozina (engl. alpha-methyl-dl-tyrosine, AMPT; Sigma-Aldrich Chemie GmbH),
inhibitora sinteze kateholamina.

Nakon kultivacije, ¢elije su taloZene centrifugiranjem (350 x g, 5 min na +4 °C), a
supernatanti su sakupljani radi odredivanja koncentracije citokina u njima, i ¢uvani na -70 °C do
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analize ELISA metodom. Celije su ispirane dva puta u hladnom FACS puferu (350 x g, 5 min na
+4 °C) i prikupljane za analizu ekspresije gena RT-qPCR metodom, analizu proliferacije pomoc¢u 7-
AAD, ili su restimulisane za analizu produkcije citokina kao S§to je opisano u odeljku 3.7.1.

3.8. Analiza kapaciteta za fagocitozu/endocitozu

3.8.1. Ispitivanje fagocitoze Cestica lateksa

Za ispitivanje sposobnosti c¢elija mikroglije za fagocitozu, koris¢ene su Zutozelene
fluorescentne Cestice lateksa (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) pre¢nika 1 pm, pre upotrebe
sonifikovane u ultrazvu¢nom kupatilu (2 min, sobna temperatura). Mononuklearne ¢elije kicmene
mozdine su u odnosu 1 ¢elija:50 Cestica inkubirane 1h na 37 °C u kompletnom RPMI-1640
medijumu sa 5% FCS. Fagocitoza je prekidana stavljanjem ¢elija na led 5-10 min, a kao kontrole
koris¢ene su Celije inkubirane sa Cesticama lateksa na temperaturi od +4 °C. Nakon pranja cCelija
hladnim PBS, obeleZavani su membranski molekuli, a dobijeni uzorci su potom analizirani
proto¢nom citofluorimetrijom.

3.8.2. Analiza endocitoze dekstrana

Za ispitivanje sposobnosti ¢elija mikroglije za endocitozu, mononuklearne ¢elije kicmene
mozdine u kompletnom RPMI 1640 medijumu obogac¢enom sa 5% FCS (10° ¢elija/ml) inkubirane
su 90 min na 37 °C sa FITC-konjugovanim dekstranom (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH).
Kontrolni uzorci su inkubirani na +4 °C. Endocitoza je prekidana dodavanjem hladnog FACS
pufera, nakon Cega su Celije dva puta ispirane radi otklanjanja viska dekstrana. Nakon obelezavanja
membranskih molekula, ¢elije su analizirane proto¢nom citofluorimetrijom.

3.9. Test za ispitivanje migracije antigen-prezentujucih éelija

Za pracenje migracije antigen-prezentujucih ¢elija sa mesta imunizacije u drenirajuce limfne
¢vorove, kori$éen je test zasnovan na obeleZavanju ovih ¢éelija pomocu 5(6)-karboksifluorescein-
diacetat-sukcinimidil estra (engl. 5-[and-6]-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester; CFSE,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH) (Bollampalli i sar., 2016). CFSE pasivno difunduje u ¢elije, i po
ulasku formira intracelularne aminske fluorescentne konjugate koji su stabilni u ¢eliji (Parish i sar.,
2009). Za test migracije, CFSE (50 ul, 0,5 mM) ubrizgava se in situ, u imunizovanu $apu Zivotinja u
induktivnoj fazi EAE, jedan dan pre Zrtvovanja (6. d.p.i). Dan kasnije (7. d.p.i.), u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima se mogu identifikovati celije koje sadrze CFSE, tj. one koje su migrirale sa
mesta imunizacije. Proto¢nom citofluorimetrijom je ispitivan procenat ¢elija obeleZzenih CFSE koje
na svojoj povrsini paralelno ispoljavaju CD11b i CD86 molekule.

3.10. Protoc¢na citofluorimetrija

3.10.1. Priprema uzoraka za ispitivanje ekspresije membranskih molekula

Mononuklearne ¢elije drenirajucih limfnih ¢vorova/kiémene mozdine u FACS puferu (1-
5x10° éelija/uzorku) su talozene centrifugiranjem (350 x g, 5 min, +4 °C) i na talog su dodavana
odgovarajuca antitela. Uzorci su inkubirani 30 min, u mraku, na temperaturi od +4 °C. Ukoliko su
antitela bila direktno obelezena fluorohromima, uzorci su pripremani za analizu unutarcelijskih
molekula ili analizirani proto¢nim citofluorimetrom. Ukoliko su antitela bila nekonjugovana ili
obelezena biotinom, uzorci su nakon inkubacije dva puta ispirani (350 x g, 5 min, +4 °C) u FACS
puferu, pa zatim inkubirani (30 min, u mraku, +4 °C) sa odgovaraju¢im sekudarnim reagensima. Pre
analize proto¢nim citofluorimetrom, ¢elije su oprane centrifugiranjem (350 x g, 5 min, +4 °C) dva
puta u FACS puferu i jednom u PBS sa 0,09% NaNs, u kome su i resuspendovane za analizu.

26



3.10.2. Priprema uzoraka za ispitivanje ekspresije unutaréelijskih molekula

Za analizu unutaréelijskih molekula, nakon obelezavanja povrSinskih markera (opisano u
odeljku 3.10.1.), ¢elije su fiksirane i permeabilizovana im je membrana upotrebom Fix/Perm pufera
iz komercijalnog kompleta (eBioscience), preko noci na temperaturi od +4 °C. Posle dva pranja sa
puferom za permeabilizaciju iz navedenog komercijalnog kompleta (350 x g, 5 min), uzorci su
inkubirani sa odgovaraju¢im antitelom 30 min u mraku (na sobnoj temperaturi, osim za anti-Foxp3
antitelo, koje je inkubirano na +4 °C). Nakon toga, ¢elije su ponovo ispirane dva puta istim puferom,
I resuspendovane u PBS sa 0,09% NaNs3 za analizu metodom proto¢ne citofluorimetrije. Ukoliko je
u prvom koraku koris¢eno nekonjugovano antitelo, nakon pranja su celije inkubirane sa
odgovaraju¢im sekundarnim antitelima koja su obelezena fluorohromom (30 min, u mraku, sobna
temperaura), i potom pripremane za analizu kao $to je opisano.

3.10.3. Priprema uzoraka za analizu proliferacije CD4+ limfocita u kulturi

Za analizu proliferiSu¢ih CD4+ limfocita, odnosno onih u S+G2/M fazama ¢elijskog ciklusa,
koris¢ena je DNK-vezujuéa boja 7AAD (BD Biosciences Pharmingen). Nakon 72 h kultivacije i
pranja (opisano u odeljku 3.7.2.), ¢elije dreniraju¢ih limfnih ¢vorova su inkubirane sa anti-CD4
antitelom, kao $to je opisano u odeljku 3.10.1. Nakon dva pranja (350 x g, 5 min, +4 °C), na talog
¢elija je dodavano 150 pl rastvora 50% FCS u PBS sa 0,09% NaNs. Fiksiranje celija i
permeabilizovanje njihovih membrane postignuto je postepenim dodavanjem 450 pl hladnog 70%
rastvora etanola (Alkaloid, Skoplje, Makedonija) i inkubacijom preko no¢i na +4 °C. Nakon dva
pranja, ¢elije su resuspendovane u 300 pl PBS sa 0,09% NaNs i inkubirane sa 10 pul 7-AAD u
mraku, 30 min na +4 °C. Uzorci su zatim analizirani proto¢nom citofluorimetrijom. Celijski
agregati su iskljuCeni iz analize na osnovu $irine i povrSine 7-AAD fluorescentnog signala, a
pomo¢u modula za razlikovanje agregata Celija (engl. doublet discrimination module; DDM).
Frekvencija proliferiSu¢ih celija odredivana je upotrebom Dean-Jett-Fox modela platforme za
analizu Celijskog ciklusa kompjuterskog programa FlowJo software v.7.8 (Tree Star, Inc., Ashland,
OR, SAD).

3.10.4. Analiza uzoraka protoénom citofluorimetrijom

Za analizu uzoraka u ovoj studiji koris¢eni su analogni FACSCalibur 1 digitalni FACSVerse
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, SAD) proto¢ni citofluorimetri. Oni kao izvore svetlosti
poseduju argonski jonski laser talasne duzine 488 nm, kao i diodni laser talasne duzine 635 nm, §to
omogucava istovremenu analizu veceg broja molekula (do cetiri u ovoj studiji) obeleZenih
fluorohromima ¢iji se emisioni spektri medusobno ne preklapaju.

Princip rada protoc¢nih citometara zaniva se na prolasku ¢elija kroz laserski snop, prilikom
¢ega detektori beleze prednje (engl. forward scatter channel; FSC) i bo¢no rasipanje svetlosti (engl.
side scatter channel; SSC). FSC pruza informaciju o veli¢ini c¢elije, dok SSC govori o
granuliranosti ¢elija, odnosno njihovoj unutras$njoj strukturi. Svetlosnim snopom odgovarajuceg
lasera pobuduju se 1 fluorohromi kojima su obelezene ¢elije, 1 na osnovu emitovane fluorescencije
dobijaju se podaci o zastupljenosti Celija koje ispoljavaju ispitivane molekule, kao i o gustini
njihove ekspresije.

Za prikupljanje podataka na FACSCalibur citometru koris¢en je CellQuest™ softver (BD
Biosciences), a za FACSVerse prate¢i FACSuite™ softver (BD Biosciences). Uporednom analizom
viSe uzoraka na ova dva citometra, pokazano je da su dobijeni rezultati uporedivi. 1z svakog uzorka
je ucitavano 50 000 ¢elija, a dobijeni podaci su analizirani upotrebom kompjuterskog programa
FlowJo software v.7.8. Mrtve Celije i Celijski otpad iskljueni su iz analize, prema njihovim FSC i
SSC karakteristikama. Pored utvrdivanja procenta ¢elija pozitivnih za odredeni marker, za neke od
markera analiza je ukljucivala i merenje srednjeg intenziteta fluorescence (engl. mean fluorescence
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intensity; MFI) koju emituju fluorohromi vezani za antitelo odredene specificnosti. Na osnovu
vrednosti MFI vrsi se procena gustine ekspresije membranskih ili unutaréelijskih molekula (Kamath
i sar., 1998). MFI vrednost izrazena je kao MFI odnos (MFI ¢elija obelezenih antitelom/MFI
kontrolnih, neobeleZenih ¢elija) (Reguzzoni i sar., 2002).

Pri koris¢enju sekundarnih antitela/reagenasa postojale su odgovaraju¢e kontrole bojenja u
kojima je izostavljeno primarno antitelo, radi iskljuivanja nespecificnog vezivanja sekundarnih
reagenasa. Kod visekolornih bojenja koris¢ene su FMO (engl. fluorescence minus one) kontrole,
uzorci Koji su obelezeni svim antitelima upotrebljenim za dato bojenje, osim jednog koje je od
interesa. Tako se dobija uvid u eventualno prelivanje fluorescencije iz drugih kanala u kanal od
interesa, $to omogucava adekvatno postavljanje granice za selekciju celija obelezenih
fluorohromom (Roederer, 2002).

3.11. Odredivanje koncentracije citokina ELISA metodom

Koncentracije citokina ispitivane su metodom ELISA u supernatantima kultura
mononuklearnih éelija drenirajuéih limfnih ¢vorova (IL-17A i IL-2). Celije su bile stimulisane na
nacine opisane u sekcijama 3.7.1. i 3.7.2. Izdvojeni supernatanti su ¢uvani na temperaturi od -70 °C
do analize. U svim ELISA procedurama kori$¢ene su komponente iz komercijalno dostupnih
kompleta, prema uputstvu proizvodaca, a uzorci i standardi su testirani u duplikatu.

Svi koris¢eni testovi su zasnovani na kvantitativnoj sendvi¢ ELISA tehnici. Antitelo
specifi¢no za ispitivani citokin vezano je za bazene ploce, i za njega se vezuje citokin iz standardnih
rastvora i uzoraka. Zatim se dodaje antitelo specificno za ispitivani citokin koje je ili direktno
konjugovano peroksidazom rena, ili je obeleZeno biotinom za koji se naknadno vezuje peroksidaza
rena konjugovana avidinom/streptavidinom. Ime same tehnike potice od toga §to se na ovaj naéin
ispitivani citokin nalazi “u sendvi¢u” izmedu antitela koje ga vezuje za bazen ploce i onog koje
omogucava njegovu detekciju pomoc¢u bojene enzimske reakcije. Na kraju se dodaje supstrat za
peroksidazu koji reakcijom sa enzimom daje bojeni proizvod. Intenzitet boje je proporcionalan
koli¢ini prisutnog citokina u standardnim rastvorima i uzorcima, i njegova koncentracija se
odreduje pomocu standardne Krive.

3.11.1. Odredivanje koncentracije IL-17A

Antitelom koje specifi¢no prepoznaje IL-17A pacova (u preporu¢enom razblazenju, 1:200),
jedan dan pre izvodenja testa, oblozeni su potrebni bazeni ploCe sa 96 bazena i preko noci
inkubirani na temperaturi +4 °C. Sutradan su bazeni isprani Cetiri puta puferom za ispiranje. Potom
je u bazene dodavan rastvara¢ za standard, u cilju blokiranja nespecifi¢nog vezivanja i smanjenja
nespecificnog signala, i ploca je inkubirana 1h na sobnoj temperaturi, uz meSanje (orbitalna
mesalica, 500 obrtaja/min). Nakon inkubacije 1 Cetiri ispiranja, u odgovaraju¢e bazene su dodavani
rastvori standarda za IL-17A pacova i uzorci. Kori$¢eno je sedam razli¢itih, dvostruko opadajuéih
koncentracija standarda, pocev od 1000 pg/ml, a komercijalni rastvara¢ za standard i uzorke
predstavljao je nultu koncentraciju. Posle 2h inkubacije na sobnoj temperaturi, uz mesanje, bazeni
su ispirani, pa je usledila inkubacija u istim uslovima sa anti-IL-17A antitelom za detekciju
konjugovanim biotinom. Potom je u isprane bazene dodavana peroksidaza rena konjugovana
avidinom (engl. avidin-horseradish peroxidase; avidin-HRP), koji se visokim afinitetom vezuje za
biotin. Nakon 30 min, u isprane bazene je dodavan rastvor supstrata (3,3’,5,5-tetrametilbenzidin,
TMB), koji se dejstvom peroksidaze tansformise u bojeni produkt. Boja se razvijala 15 min u mraku,
nakon Cega je reakcija prekidana dodavanjem rastvora za zaustavljanje reakcije (2N H2SOs).
Koris¢enjem spektrofotometra (Multiskan Ascent, Thermo Fisher Scientific) merena je apsorbancija
na talasnoj duzini od 450 nm. Metodom linearne regresije racunata je koncentracija citokina u
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uzorku, u odnosu na standardnu krivu konstruisanu koriS¢enjem rastvora standarda poznatih
koncentracija. U ovom testu najmanja detektabilna koncentracija IL-17A iznosi 8 pg/ml.

3.11.2. Odredivanje koncentracije IL-2

U bazene oblozene poliklonskim antitelom specificnim za IL-2 pacova, dodavan je rastvarac
za standarde i uzorke i, nakon toga, ista zapremina rastvora standarda IL-2 pacova ili uzoraka. Plo¢a
je inkubirana 2h na sobnoj temperaturi, posle ¢ega je pet puta isprana puferom za ispiranje.
Inkubacija sa poliklonskim antitelom specifi¢énim za IL-2 pacova konjugovanim peroksidazom rena
trajala je 2h na sobnoj temperaturi, a potom su bazeni ponovo ispirani. Rastvor supstrata (H202 +
TMB) inkubiran je 30 min u mraku, na sobnoj temperaturi, kada je bazenima dodavan rastvor za
zaustavljanje reakcije (razblazen rastvor HCl). Apsorbancija je merena spektrofotometrom, na
talasnoj duzini od 450 nm, a koncentracija IL-2 u uzorcima je racunata upotrebom standardne krive
konstruisane pomocu poznatih, dvostruko opadajuéih koncentracija standardnih rastvora. Najvecéa
koncentracija standarda bila je 2000 pg/ml. Minimalne koncentracije IL-2 koje se mogu detektovati
ovim testom u ispitivanim uzorcima su manje od 15 pg/ml.

3.12. Ispitivanje ekspresije gena metodom RT-gPCR

Za ispitivanje ekspresije gena u tkivu i Celijama drenirajuéeg limfnog cEvora/ki¢mene
mozdine, pripremljenih na nacin opisan u odeljcima 3.5.1., 3.5.2. i 3.5.3. kori$¢ena je tehnika RT-
gPCR. U pitanju je modifikacija klasi¢ne lan¢ane reakcije polimeraze koja je omogucena razvojem
oligonukleotidnih proba, obelezenih fluorescentnim bojama, koje se specificno vezuju za sekvencu
od interesa. Dok je proba kompletna, fluorescenciju koju emituje boja vezana za njen 5’ kraj (engl.
reporter) apsorbuje blisko smestena boja na 3’ kraju (engl. quencher). Tokom PCR reakcije, proba
se degradira, obelezivaci se razdvajaju, a fluorescencija koju emituje boja sa 5’ kraja probe se
povecava. U svakom ciklusu oslobadaju se novi molekuli boje, a intenzitet oslobodenog signala
proporcionalan je koli¢ini proizvoda reakcije koji je nastao. U reakciji lanCanog umnoZzavanja,
produkcija kopija DNK matrice odvija se eksponencijalno, tako da postoji kavantitativni odnos
izmedu polazne koli¢ine sekvence od interesa i koli¢ine proizvoda reakcije u svakom njenom
ciklusu. Na ovaj na¢in moguce je umnoziti i detektovati ¢ak i jednu kopiju sekvence od interesa.
Medutim, usled prisustva inhibitora reakcije, troSenja reagenasa i nakupljanja molekula pirofosfata,
eksponencijalno odvijanje reakcije u jednom trenutku se prekida (faza ,,platoa‘), Sto kvantifikaciju
proizvoda rekcije u njenoj krajnjoj tacki €ini nepouzdanom. Stoga, merenje koliine produkata
reakcije tokom njihove akumulacije omoguéava kvantifikaciju u eksponencijalnoj fazi, ¢ime se
uklanja varijabilnost koja karakteri$e konvencionalni PCR (Arya i sar., 2005).
U proceduri su koriS¢eni komercijalni reagensi, precizno navedeni u odeljku 3.4.

3.12.1. Izolacija ukupne RNK iz tkiva i mononuklearnih éelija drenirajucéih limfnih évorova

Uzorci tkiva (~20 mg) dreniraju¢eg limfnog ¢vora zamrzavani su u 1 ml dva puta
koncentrovanog rastvora za precis¢avanje nukleinskih kiselina (2x Nucleic Acid Purification Lysis
Solution) i ¢uvani do analize na -70 °C. Za izolaciju ukupne RNK, uzorci su odmrzavani, rastvor za
precis¢avanje nukleinskih kiselina u kojem su ¢uvani je podesavan na radnu koncentraciju (1x)
dodavanjem 1 ml PBS, a tkivo je ru¢éno homogenizovano. Homogenati tkiva su pre izolacije ukupne
RNK podvrgnuti postupku prefiltracije koriS¢enjem aparata ABI Prism 6100 Nucelic Acid
PrepStation (Applied Biosystems), u cilju smanjenja viskoznosti i uklanjanja krupnijih necistoca iz
uzoraka. Mononuklearne éelije dreniraju¢eg limfnog &vora (1x10°) lizirane su u 200 ul 1x rastvora
za preciS¢avanje nukleinskih kiselina, a uzorci su do analize ¢uvani na -70 °C.
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Za izolaciju ukupne RNK, preciséene od proteina, nukleaza i drugih necisto¢a, kori$éen je
aparat ABI Prism 6100 sa pripadaju¢im kompletom reagenasa (Total RNA Chemistry Starter Kit)
prema uputstvima proizvodaca.

3.12.2. Izolacija ukupne RNK iz tkiva i mononuklearnih Celija kicmene moZdine

Uzorci tkiva (~20 mg) ki¢mene mozdine trenutno su zamrzavani u teCnom azotu, dok su
CD11b+ mononuklearne éelije kicmene mozdine (1x10°) sakupljane u 500 pl trizol reagensa. Svi
uzorci su skladiSteni na -70 °C do preciS¢avanja RNK. Za izolaciju RNK, uzorci su odmrzavani, a
¢elije u trizolu su zatim lizirane tako S§to su nekoliko puta uvucene i izbaCene iz nastavka
automatske pipete, dok su uzorci tkiva ru¢no homogenizovani. Koncentracija i Cisto¢a ukupne RNK
izolovane iz uzoraka odredivane su analizom na spektrofotometru (OrionTM AquaMate 8000,
Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD). RNK izolovana iz ¢elija je razblazena u odnosu 1:3, a
RNK izolovana iz tkiva u odnosu 1:20 u vodi za primenu u molekularnoj biologiji (bez
kontaminacije nukleazama, nukleotidima, nukleinskim kiselinama), a zatim su merene apsorbancije
uzoraka na talasnim duzinama od 260 nm (odreduje sadrzaj nukleinskih kiselina) i 280 nm
(odreduje cistocu uzorka). Na osnovu apsorbancije na talasnoj duzini od 260 nm odredivana je
koncentracija RNK (ug/ml) u uzorku prema formuli: Azeo *x razblazenje x 40. Na osnovu odnosa
Az60/A2go procenjivana je Cistoca RNK; u svim uzorcima odnos Azeo/Azeo bio je imedu 1,8 i 2,0, $to
se smatra Cistim.

3.12.3. Prevodenje ukupne RNK u cDNK

Nakon izolacije ukupne RNK, reverznom transkripcijom je sintetisana cDNK prema
uputstvima proizvodaca, koriS¢enjem rastvora iz High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-a.
Reakcionu smesu je ¢inilo 10 pl preciS¢ene RNK, 2 pl pufera za reverznu transkripciju, 0,8 pl
mesavine nukleotida (100 mM), 2 ul smese nasumicnih prajmera, 1 ul reverzne transkriptaze (50
U/ul), 1 pl inhibitora RNaze (20 U/pl) 1 3,2 pl vode za primenu u molekularnoj biologiji. Reverzna
transkripcija je vrSena pod uslovima koje preporucuje proizvodaé: 10 min na 25 °C, 120 min na
37 °C i 5sna85 °C, upotrebom aparata Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR u pripadaju¢im
reakcionim mikrotubama (MicroAmp Optical 8-Tube Strip). Dobijena ¢cDNK koriséena je za
kvantifikaciju genske ekspresije RT-qPCR metodom, i to u koncentrovanom obliku za uzorke
drenirajuc¢eg limfnog ¢vora, odnosno razblaZena 1:4 za uzorke ki¢mene mozdine.

3.12.4. Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu

Sve PCR reakcije za relativnu kvantifikaciju genske ekspresije su radene na aparatu Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR, koriS¢enjem reagenasa detaljnije opisanih u odeljku 3.4.
Reakcionu smesu je ¢inilo 5 pl ¢cDNK, 12,5 pl smeSe reagenasa za merenje ekspresije gena (2x
TagMan Gene Expression Master Mix), 1,25 pl smese oligonukleotidnih prajmera i probe (20x
TagMan Gene Expression Assay) 1 6,25 ul vode za primenu u molekularnoj biologiji, u ukupnoj
zapremini od 25 pl. Reakcije u triplikatu izvedene su u odgovaraju¢im mikrotubama (MicroAmp
Optical 8-Tube Strip) ili plocama sa 96 bazena (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate). Uslovi
PCR reakcije, prema uputstvu proizvodaca, podrazumevali su inkubaciju reakcione smeSe 2 min na
50 °C, 10 min na 95 °C i zatim 40 ciklusa umnoZzavanja sa inkubacijama od 15 sekundi na 95 °C i
jednog min na 60 °C.

Kao referentni gen, koris¢en je -aktin, s obzirom na stabilnost njegove ekspresije u svim
eksperimentalnim grupama i razli¢itim eksperimentalnim uslovima. U odnosu na njega,
“normalizovane” su vrednosti ekspresije svih ispitivnih gena, kako bi se umanjila moguénost
greSaka koje mogu nastati kao posledica malih razlika u pocetnim kolicinama RNK i njenom
kvalitetu, odnosno u efikasnosti sinteze cDNK 1 umnozavanja u PCR reakciji. Kvantifikacija genske
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ckspresije radena je u eksponencijalnoj fazi na osnovu broja ciklusa (engl. threshold cycle; Ct) u
kojem je fluorescentni signal presao arbitrarnu granicu (engl. threshold); signal koji je registrovan
iznad ove granice smatra se ispravnim i moze se koristiti za definisanje vrednosti Ct. Kompjuterski
program SDS software v.1.4.0. koriS¢en je za automatsko izraCunavanje srednjih vrednosti Ct,
dobijenih iz triplikata, za svaki od ispitivanih gena. Relativne vrednosti ekspresije gena od interesa
ratunate su prema formuli 279!, pri ¢emu je dCt = Ct gena od interesa — Ct referentnog gena. Odnos
ekspresije gena za inducibilnu sintazu azot-monoksida (iNOS) i arginazu 1 (Argl) je racunat kao: 2~
dCt iINOS/27%Ct Arg1 (Brown i sar., 2009).

3.13. Statisticka analiza rezultata

Statisticka analiza radena je pomo¢u GraphPad Prism softvera 5 (GraphPadSoftware, San
Diego, CA, SAD). Polne razlike u ekspresiji tirozin-hidroksilaze i AR u CD4+ T-limfocitima i
CDI11b+ ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova ispitivane su upotrebom Studentovog t-testa. Za
testiranje uticaja pola i bolesti/tretmana/uslova kultivacije na ispitivane parametre, koriS¢ena je
metoda dvofaktorske analize varijanse (engl. 2-way analysis of variance; ANOVA), nakon Cega je
za post hoc poredenje primenjen Bonferonijev test (engl. Bonferroni test). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost +/ + standardna greska (engl. standard error of the mean; SEM), a vrednost p
< 0.05 je smatrana statisticki zna¢ajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Uticaj tretmana propranololom u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi EAE na razvoj bolesti
kod Zenki i muzjaka pacova

Prvi deo studije je osmisljen na osnovu podataka o polnim razlikama uo¢enim u aktivnosti
SNS (Hinojosa-Laborde i sar., 1999), gustini simpati¢kih nervnih vlakana u sekundarnim limfnim
organima (ThyagaRajan i sar., 2011), i sintezi noradrenalina u imunskim ¢elijama (Leposavic i sar.,
2011). Osim toga, uocen je polni dimorfizam u gustini ekspresije p-AR na imunskim celijama
(Leposavi¢ i sar., 2011) i, posebno znacajno, imunskim efektima njihove aktivacije (de Coupade i
sar., 2004; de Coupade i sar., 2007). Ispitano je da li se polne razlike u neuroloskoj prezentaciji
EAE indukovanog aktivnom imunizacijom (Nacka-Aleksi¢ i sar., 2015) mogu povezati sa polnim
razlikama u imunomodulatornom delovanju noradrenalina, posredstvom [B-AR, na primarni
(auto)imunski odgovor na antigen.

4.1.1. Tretman propranololom je efikasniji u ublaZavanju bolesti kod muZjaka nego kod Zenki
pacova

Pacovi koji su primali propranolol od dana indukcije EAE do 7. d.p.i. EAE, kao i oni kod
kojih je primenjivan fizioloski rastvor (kontrolne Zivotinje) razvili su akutni, monofazni oblik
bolesti. Tretman propranololom je smanjio incidencu pojave bolesti kod EAE Zenki i kod muzjaka,
u odnosu na kontrolne EAE Zivotinje odgovarajuéeg pola tretirane fiziolo§kim rastvorom (Tabela 3).
Osim toga, primena propranolola dovela je i do zna¢ajnog odlaganja pocetka bolesti i kod Zenki (p
< 0,05) i kod muzjaka (p < 0,01) (Tabela 3, Slika 1). Prve neuroloske znake EAE muzjaci tretirani
fizioloskim rastvorom (p < 0,05), kao i oni tretirani propranololom (p < 0,01), ispoljili su kasnije od
zenki (Tabela 3, Slika 1).

Tabela 3. Tretman Zenki i muZjaka pacova propranololom tokom peri-
induktivne/induktivne faze EAE smanjuje incidencu i odlaZe pocetak bolesti

Incidenca? Podetak bolesti® (d.p.i.)
Zenke 8/8 11,0+0,19
FR
MuzZjaci 7/8 122+0,31%
Zenke 5/8 12,0+0,32*
Prop
Muzjaci 5/8 14,0 + 0,63 #**

2 Broj obolelih/broj imunizovanih DA pacova u grupi; ® Dan posle indukcije (d.p.i.) EAE kada su ispoljeni
prvi neuroloski znaci bolesti. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 5-8). * p < 0,05, ** p
< 0,01 tretman (Propranolol) u poredenju sa kontrolama (Fizioloski Rastvor) istog pola; * p < 0,05, # p <
0,01 muzjaci u poredenju sa zenkama iste grupe.

Daljim pracenjem toka bolesti, primeceno je da propranolol dovodi i do znacajnog
smanjenja maksimalnog neuroloskog znaka (zbir najvecih neuroloskih znaka EAE svakog pacova u
eksperimentalnoj grupi/broj pacova sa neuroloskim znacima bolesti u grupi) kod Zivotinja oba pola
(p < 0,05 kod Zenki; p < 0,001 kod muzjaka) (Slika 1). Statisticki znacajne polne razlike u
vrednostima maksimalnog neuroloskog znaka, koje su postojale kod kontrolnih EAE Zivotinja, nisu
uocene kod EAE pacova kod kojih je primenjivan propranolol (Slika 1).
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Slika 1. Tretman Zenki i muzjaka pacova propranololom tokom peri-induktivne/induktivne
faze EAE odlaZe pocetak i smanjuje teZinu bolesti.

Linijski dijagram predstavlja srednji dnevni neuroloski znak EAE Zenki i muzjaka DA pacova tretiranih
propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) tokom 7 dana od dana indukcije EAE. Histogram
oznacava srednju vrednost maksimalnog neuroloskog znaka. Podaci su na linijskom dijagramu predstavljeni
kao srednja vrednost £ SEM (n = 8), a na histogramu kao srednja vrednost + SEM (n = 5-8).* p < 0,05, *** p
< 0,001 tretman u poredenju sa kontrolama istog pola; *# p < 0,01, *#* p < 0,001 muzjaci u poredenju sa
zenkama iste grupe.

4.1.2. Tretman propranololom smanjuje veli¢inu mononukleranog infiltrata u ki¢cmenoj mozdini
pacova oba pola u induktivnoj fazi bolesti, ukljuc¢ujudi i sadriaj IL-17+CD4+ T-limfocita u tom
infiltratu

Imajuéi u vidu da razvoj bolesti korelira sa intenzitetom inflitracije mononuklearnih ¢elija u
ki¢menu mozdinu (Nacka-Aleksic¢ i sar., 2015), odredivan je ukupan broj mononuklernih ¢elija u
ki¢menoj mozdini, ukljucujuci i broj IL-17+CD4+ (Th17) limfocita. Iz kicmene mozdine izolovane
u induktivnoj fazi EAE (7. d.p.i.) izdvojen je manji (p < 0,001) broj mononuklearnih ¢elija kod
EAE Zivotinja oba pola tretiranih propranololom u odnosu na kontrolne EAE zivotinje tretirane
fizioloskim rastvorom (Slika 2). Takode je nadeno da tretman propranololom smanjuje (p < 0,01
kod Zenki; p < 0,001 kod muzjaka) broj Th17 limfocita u ki¢menoj mozdini Zivotinja oba pola
(Slika 2). Broj svih mononuklearnih ¢elija (p < 0,01), kao i Th17 limfocita (p < 0,05), bio je manji
kod muzjaka nego kod Zenki pacova, nezavisno od toga da li je primenjivan propranolol ili
fizioloski rastvor (Slika 2).
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Slika 2. Tretman Zenki i muZjaka pacova propranololom tokom peri-induktivne/induktivne
faze EAE smanjuje broj mononuklearnih éelija i Th17 limfocita koji infiltriraju ki¢menu
moZdinu.

Histogrami prikazuju (levo) broj mononuklearnih celija i (desno) broj Thl7 limfocita u okviru
mononuklearnih ¢elija izdvojenih 7. d.p.i. EAE iz ki¢mene mozdine Zenki i muzjaka DA pacova tretiranih
propranololom (Prop) ili fizioloSkim rastvorom (FR). Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti
profil (desno) prikazuje strategiju izdvajanja Th17 limfocita u okviru CD4+TCRapB+ celija izdvojenih kao
Sto je prikazano na levom tac¢kastom profilu. Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). ** p <
0,01, *** p <0,001; * p < 0,05, # p < 0,01 muzjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.2. Uticaj tretmana propranololom u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi EAE na
(auto)imunski odgovor u dreniraju¢im limfnim ¢vororovima Zenki i muZzjaka pacova u
induktivnoj fazi bolesti

Ispoljavanje znaka autoimunske bolesti kriticno zavisi od intenziteta primarnog
autoimunskog odgovora, koji je odreden brojem antigen-prezentujucih c¢elija koje translociraju
autoantigen u sekundarne limfne organe (Ludewig i sar., 2001). Sledstveno, ispitivan je uticaj
tretmana propranololom na migraciju antigen-prezentuju¢ih c¢elija sa mesta imunizacije u
drenirajuce limfne ¢vorove i, nakon toga, zastupljenost ovih celija i njihov aktivacioni status. U
prvom koraku ispitane su moguce promene u koncentracijama noradrenalina u tkivu i/ili ekspresiji
B2-AR na ¢elijama drenirajucih limfnih ¢vorova tokom induktivne faze EAE, kako bi se utvrdilo da
li dolazi do disfunkcije noradrenergickih mehanizama i postavila biohemijska osnova za
modulatorno delovanje propranolola na razvoj bolesti.

4.2.1. Promene u koncentraciji noradrenalina u tkivu i ekspresiji f2-AR na éelijama drenirajuéih
limfnih ¢évorova Zenki i muZjaka EAE pacova

4.2.1.1. Promene u koncentraciji noradrenalina u tkivu drenirajucih limfnih ¢vorova

Koncentracija noradrenalina u tkivu drenirajucih limfnih ¢vorova pacova u induktivnoj fazi
EAE (7. d.p.i.) bila je kod pacova oba pola manja (p < 0,05 kod Zenki; p < 0,001 kod muzjaka) u
odnosu na koncentraciju u limfnim ¢vorovima zdravih neimunizovanih Zivotinja (Slika 3). U
grupama zdravih neimunizovanih pacova, kao i zivotinja kojima je indukovana bolest, visa (p <
0,001) koncentracija noradrenalina je izmerena u limfnim ¢vorovima muZjaka u odnosu na Zenke
(Slika 3).
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Slika 3. Promene u koncentraciji noradrenalina u tkivu drenirajuéih limfnih ¢vorova Zenki i
muzjaka EAE pacova. Hromatogrami predstavljaju reprezentativne uzorke tkiva dreniraju¢ih limfnih
¢vorova izolovanih iz kontrolnih neimunizovanih Zivotinja (NIM), i muzjaka i zenki DA pacova kojima je
indukovan EAE (7. d.p.i.), kao i standard koji sadrzi 8 ug/ml noradrenalina. Histogram prikazuje
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koncentraciju noradrenalina u tkivu dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost +
SEM (n = 6). * p<0,05, *** p <0,001; * p < 0,001 muZjaci u poredenju sa Zenkama iste grupe.

4.2.1.2. Promene u ekspresiji f2-AR na membrani mononuklearnih ¢elija drenirajuéih limfnhih
¢vorova
U slede¢em koraku, ispitano je prisustvo P2-AR na membrani mononuklearnih celija
drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova, kako bi se utvrdila njihova sposobnost da odgovore na delovanje
noradrenalina, kao i na ecksperimentalni tretman propranololom. Pokazano je da ove Ccelije
eksprimiraju B2-AR, i da je njihova procentualna zastupljenost veca (p < 0,001) kod EAE Zivotinja
oba pola, u poredenju sa zdravim neimunizovanim pacovima odgovarajuceg pola (Slika 4).
Procenat celija koje poseduju B2-AR u populaciji mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova bio je veéi (p < 0,001) kod muzjaka nego kod Zenki i kontrolnih i EAE Zivotinja (Slika 4).

Celije drenirajuceg
limfnog ¢vora

Zenke MuZjaci )
AT 28% 42% Celije drenirajuéeg
limfnog ¢vora
NIM
~ 8- v
x [ Zenke
- = 6 E Muzjaci
42% 6.1% =
L 3 44
+
7. d.p.i. &
g < 2
Q 1
72] <=8
2 e e

NIM  7.d.p.i.

\ 2%

B,-AR

Slika 4. Promene u ekspresiji f-AR na membrani mononuklearnih ¢elija drenirajuéih
limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti
profili prikazuju strategiju izdvajanja B2-AR+ ¢elija u okviru mononuklearnih Celija drenirajuc¢ih limfnih
¢vorova kontrolnih neimunizovanih (NIM) i DA pacova kojima je indukovan EAE (7. d.p.i.). Histogram
predstavlja procentualnu zastupljenost celija koje poseduju P2-AR medu mononuklearnim ¢elijama
drenirajuéih limfnih ¢vorova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p < 0,001; #* p <
0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.2.2. Uticaj tretmana propranololom na fenotipske i funkcijske karakteristike mononuklearnih
Celija koje ucestvuju u patogenezi EAE u drenirajuéim limfnim ¢évorovima Zenki i muZjaka
pacova

S obzirom na podatke koji su ukazivali da tretman propranololom tokom peri-
induktivne/induktivne faze utice na razvoj EAE, kao i da tokom razvoja bolesti dolazi do promena u
koncentraciji noradrenalina u tkivu 1 ekspresiji f2-AR na mononuklearnim ¢elijama drenirajucih
limfnih ¢vorova, ispitan je uticaj tretmana propranololom kod muzjaka i Zenki pacova na fenotipske
i funkcijske karakteristike mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova koje ucestvuju u
patogenezi EAE, izolovanih 7. d.p.i.

4.2.2.1. Tretman propranololom smanjuje migraciju aktiviranih antigen-prezentujuéih ¢elija sa

mesta imunizacije u drenirajué¢e limfne ¢vorove kod pacova oba pola, ali je efikasniji kod muzjaka
Imajuéi u vidu da aktivacija i polarizacija konvencionalnih efektorskih T-limfocita zavise od

prisustva i aktivacionog statusa antigen-prezentujucih c¢elija (Martin-Fontecha i sar., 2003;
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Allenspach i sar., 2008) u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, kao i da noradrenalin utice na migraciju
imunskih ¢éelija (Saint-Mezard i sar., 2003; Seiffert i Granstein, 2006; Scheiermann i sar., 2012),
ispitani su efekti tretmana propranololom na migraciju i aktivaciju antigen-prezentujucih celija. U
tu svrhu je koris¢en test migracije mijeloidnih CD11b+ ¢elija, obelezenih fluorescentnom bojom
CFSE, kojima se pripisuje sposobnost prezentacije antigena.

Pokazano je da tretman propranololom smanjuje (p < 0,001) relativnu brojnost
CFSE+CDI11b+ ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima EAE pacova oba pola, u odnosu na
kontrolne EAE zivotinje odgovarajuceg pola tretirane fizioloskim rastvorom (Slika 5). Ovaj efekat
tretmana bio je izrazeniji kod muzjaka (Slika 5). Osim toga, zastupljenost CFSE+CD11b+ ¢elija
bila je manja (p < 0,001) u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima muzjaka pacova u odnosu na zZenke,
bez obzira na to da li je kod Zzivotinja primenjivan propranolol ili fizioloSki rastvor (Slika 5).
Analizom ekspresije aktivacionog markera CD86 (Yun i Clark, 1998) na CFSE+CD11b+ ¢elijama
dreniraju¢eg limfnog <¢vora, pokazano je da su u svim grupama zivotinja gotovo sve
CFSE+CD11b+ celije aktivirane tj. da eksprimiraju CD86, $to dodatno ide u prilog prethodno
iznetim nalazima (Slika 5).
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Slika 5. Uticaj tretmana propranololom tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE na
fenotipske i funkcijske karakteristike antigen-prezentujuéih ¢elija drenirajuéih limfnih
¢vorova Zenki i muzjaka pacova 7. d.p.i. EAE. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti
profili (levo) prikazuju strategiju izdvajanja CFSE+CD11b+ ¢elija u okviru ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova izolovanih 7. d.p.i. EAE iz DA pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fiziolo§kim rastvorom
(FR). Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost CFSE+CD11b+ antigen-prezentujucih ¢éelija u okviru
¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova. Reprezentativni protoc¢no-citofluorimetrijski tackasti profili (desno)
prikazuju strategiju izdvajanja CD86+ ¢elija u okviru CFSE+CD11b+ ¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova
pacova. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaajnu interakciju efekata tretmana i pola na
zastupljenost CFSE+CD11b+ ¢elija (Fa20) = 7.53; p < 0.05). Podaci su prikazani kao srednja vrednost +
SEM (n = 6). *** p <0,001; ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

S obzirom na to da kljuénu ulogu u migraciji aktiviranih antigen-prezentujucih celija ima
interakcija hemokinskog receptora CCR7 na njihovoj membrani sa hemokinima CCL19 i CCL21
(Gunn i sar., 1999; Randolph, 2001), ispitana je ekspresija gena za ove hemokine u tkivu
drenirajucih limfnih ¢vorova. Tretman propranololom je smanjio (p < 0,001) ucestalost ¢elija koje
ispoljavaju CCR7 u subpopulaciji CD11b+ ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova EAE pacova oba
pola, u odnosu na kontrolne EAE zivotinje odgovarajuceg pola tretirane fizioloskim rastvorom, a
efekat tretmana je bio izrazeniji kod muzjaka (Slika 6A). Zastupljenost CCR7+ ¢elija u okviru ove
subpopulacije bila je manja (p < 0,001) kod muzjaka pacova u odnosu na zenke, i kod kontrolnih
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EAE zivotinja, i kod onih tretiranih propranololom (Slika 6A). Analizom ekspresije IRNK koje
kodiraju hemokine CCL19 i CCL21 u tkivu dreniraju¢ih limfnih ¢vorova primeceni su sli¢ni
trendovi. Ekspresija ovih gena bila je smanjena (p < 0,001) kod Zivotinja oba pola tretiranih
propranololom (Slika 6B). Ovi efekti propranolola (posebno onaj na ekspresiju CCL21) bili su
izraZeniji kod muZjaka, koji su pokazivali manji (p < 0,001) nivo ekspresije iIRNK za hemokine
CCL19i CCL21, nezavisno od toga da li su bili podvrgnuti tretmanu propranolom ili ne (Slika 6B).
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Slika 6. Uticaj tretmana propranololom tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE na
migraciju antigen-prezentujucih éelija u drenirajuée limfne ¢vorove Zenki i muzjaka pacova 7.
d.p.i. EAE. (A) Reprezentativni protocno-citofluorimetrijski tackasti profili prikazuju strategiju izdvajanja
CCRT7+ ¢elija u okviru CD11b+ ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova izolovanih 7. d.p.i. EAE iz DA pacova
tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR). Histogram prikazuje procentualnu
zastupljenost CCR7+ ¢elija u okviru CD11b+ ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. (B) Histogramima je
prikazana analiza ekspresije IRNK koja kodira hemokine (levo) CCL21 i (desno) CCL19 u tkivu drenirajucih
limfnih &vorova (odredena RT-qPCR i prikazana kao 29! u odnosu na pB-aktin). Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata tretmana i pola na zastupljenost CCR7+ celija (F(i,20) =
6.60; p < 0.05) i ekspresiju CCL21 (Fq,20) = 4.46; p < 0.05) i CCL19 (Fqu20 = 6.28; p < 0.05). Podaci su
prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p < 0,001; ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama
iste grupe.

Imaju¢i u vidu prethodno navedene nalaze, procentualna zastupljenost CD11b+ celija u
drenirajué¢im limfnim ¢vorovima EAE Zivotinja oba pola tretiranih propranololom bila je o¢ekivano
smanjena (p < 0,001) u odnosu na kontrolne EAE Zivotinje odgovarajuceg pola tretirane fizioloskim
rastvorom (Slika 7A). Ovaj efekat je bio izraZeniji kod pacova musSkog pola (Slika 7A).
Zastupljenost CD11b+ ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima muzjaka bila je manja u odnosu na
zenke, u grupi Zivotinja koje su primale fizioloski rastvor (p < 0,05) kao i propranolol (p < 0,001)
(Slika 7A). Daljim ispitivanjem populacije CD11b+ ¢elija, analizom ekspresije povrSinskih markera
MHCII, CD80, CD86 i CD40 (Yun i Clark, 1998; Bretscher, 1999), pokazano je da tretman
propranololom smanjuje aktivaciju antigen-prezentujucih c¢elija. Naime, uofeno je smanjenje
ucestalosti Celija koje eksprimiraju MHCII (p < 0,001 kod zZenki; p < 0,01 kod muzjaka), kao i
CD80 i CD86 kostimulatorne molekule (p < 0,001) medu CD11b+ ¢elijama kod Zivotinja oba pola
tretiranih propranololom (Slika 7B-D). Procentualna zastupljenost ¢elija koje ispoljavaju molekul
MHCII bila je manja (p < 0,001) kod muzjaka, dok za CD80 i CD86 nisu zabeleZene statisticki
znacajne polne razlike, bez obzira na to da li su EAE zivotinje tretirane propranololom ili
fizioloskim rastvorom (Slika 7B-D). Tretman propranololom nije ostvario statisticki znacajan efekat
na promenu procenta celija koje eksprimiraju marker aktivacije CD40 medu CD11b+ ¢elijama, a
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kod muzjaka pacova je ucestalost ovih ¢elija bila manja (p < 0,001) nego kod zenki, nezavisno od
tretmana (Slika 7E).
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Slika 7. Uticaj tretmana propranololom tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE na
ekspresiju aktivacionih markera antigen-prezentujuéih ¢elija drenirajué¢ih limfnih ¢vorova
Zenki i muzjaka pacova 7. d.p.i. EAE. (A) Reprezentativni protocno-citofluorimetrijski gustinski profili
prikazuju strategiju izdvajanja CD11b+ Celija u okviru ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova izolovanih 7. d.p.i.
EAE iz Zenki i muzjaka DA pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR).
Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost CD11b+ ¢elija u okviru ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova.
Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski gustinski profili prikazuju strategiju izdvajanja (B) MHCII+, (C)
CD86+, (D) CD80+ i (E) CD40+ celija u okviru CD11b+ ¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova. Histogrami
prikazuju procentualnu zastupljenost (B) MHCII+, (C) CD86+, (D) CD80+ i (E) CD40+ celija u okviru
CD11b+ ¢elija drenirajué¢ih limfnih ¢vorova. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znac¢ajnu interakciju
efekata tretmana i pola na zastupljenost CD11b+ ¢elija (F¢, 20 = = 4,48; p < 0,05). Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 6). ** p < 0,01, *** p < 0,001; # p < 0,05, ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa
zenkama iste grupe.
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4.2.2.2. Tretman propranololom menja fenotipske i funkcijske karakteristike CD4+ T-limfocita
drenirajudih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka pacova

Aktivacija konvencionalnih (CD4+Foxp3-) T-limfocita (Alderson i sar., 2008; Wolf i sar.,
2016) dreniraju¢ih limfnih ¢vorova pracena je analizom ekspresije CD25 molekula (Caruso i sar.,
1997), a njihova proliferacija na osnovu ekspresije markera Ki-67 (Scholzen i Gerdes, 2000; Soares
i sar., 2010). Pokazano je da je procentualna zastupljenost aktiviranih CD25+ ¢elija (p < 0,001), kao
i proliferiSucih Ki-67+ ¢elija (p < 0,001), u subpopulaciji konvencionalnih CD4+Foxp3- T-limfocita
bila smanjena kod EAE Zivotinja tretiranih propranololom, u odnosu na kontrolne EAE Zivotinje
odgovarajuceg pola, tretirane fizioloSkim rastvorom (Slika 8). Osim toga, zastupljenost
aktiviranih/proliferiSsu¢ih ¢elija u ovoj subpopulaciji bila je manja (p < 0,001) kod muzjaka u
odnosu na zenke, nezavisno od toga da li su zZivotinje dobijale tretman propranololom ili ne (Slika

8).
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Slika 8. Uticaj tretmana propranololom tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE na
aktivaciju i proliferaciju konvencionalnih T-limfocita drenirajuéih limfnih ¢vorova Zenki i
muZjaka pacova 7. d.p.i. EAE. (A) Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski gustinski profil (levo)
prikazuje strategiju izdvajanja CD4+Foxp3- celija u okviru celija dreniraju¢ih limfnih ¢&vorova.
Reprezentativni  protocno-citofluorimetrijski gustinski profili i histogrami prikazuju ucestalost (A)
aktiviranin CD25+ celija i (B) proliferisu¢ih Ki-67+ celija u okviru CD4+Foxp3- T-limfocita drenirajuéih
limfnih ¢vorova EAE Zenki i muzjaka DA pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom
(FR). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM (n = 6). *** p < 0,001; ** p < 0,001, muZjaci u
poredenju sa zenkama iste grupe.

Imaju¢i u vidu da se Th17 limfociti smatraju pokreta¢ima bolesti u standardnim modelima
EAE zasnovanim na koriS§¢enju kompletnog Frojndovog adjuvansa (Damsker i sar., 2010;
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Kurschus, 2015), odredivan je i broj ovih ¢elija u drenirajuéim limfnim ¢vorovima. Tretman
propranololom je doveo do smanjenja (p < 0,001) broja Th17 limfocita u drenirajué¢im limfnim
¢vorovima kod EAE pacova oba pola, u odnosu na kontrolne zivotinje odgovarajuceg pola tretirane
fizioloskim rastvorom (Slika 9). Broj ovih ¢elija je bio manji kod muzjaka nego kod zenki
kontrolnih EAE Zivotinja (p < 0,001) kao i onih tretiranih propranololom (p < 0,05) (Slika 9).
Koncentracija IL-17 je merena u supernatantima nakon restimulacije ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova in vitro. Koncentracija IL-17 je bila manja (p < 0,001) u supernatantima kultura celija
drenirajué¢ih limfnih ¢vorova i Zenki i muzjaka tretiranih propranololom (Slika 9). U supernatantima
kultura ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova muzjaka, izolovanih iz kontrolnih EAE Zivotinja (p <
0,001) i onih tretiranih propranololom (p < 0,01), koncentracija IL-17 je bila manja u poredenju sa
supernatantima kultura ¢elija izolovanih iz Zivotinja Zenskog pola (Slika 9).
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Slika 9. Uticaj tretmana propranololom tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE na Th17
limfocite drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka pacova 7. d.p.i. EAE. Reprezentativni
proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili prikazuju strategiju izdvajanja Th17 limfocita: levi tackasti profil
pokazuje strategiju izdvajanja CD4+TCRap+ celija drenirajuceg limfnog Cvora, a desni tackasti profil
prikazuje izdvajanje IL-17+ ¢elija u okviru ove subpopulacije. Na histogramima je prikazan (levo) broj Th17
¢elija koji je izracunat iz ucestalosti IL-17+CD4+TCRaf+ celija u okviru svih ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova i (desno) koncentracija IL-17 u supernatantima kultura celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
restimulisanih PMA/jonomicinom in vitro. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM (n = 6). ***
p <0,001; #*p<0,05, # p<0,01;% p < 0,001, muzjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.3. In vitro efekti propranolola na proliferaciju i diferencijaciju CD4+ limfocita drenirajucih
limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova

Cilj naredne faze istraZivanja bio je da se detaljnije ispitaju mehanizmi kojima tretman
propranololom uti¢e na aktivaciju/proliferaciju i diferencijaciju konvencionalnih CD4+ T-limfocita,
kao 1 mogucéi znacaj polnih razlika u modulatornom delovanju noradrenalina posredstvom B2-AR.
Da bi se ovaj cilj ispunio, ispitani su proliferativni kapacitet i diferencijacija CD4+ limfocita u
potencijalno patogene Th17 limfocite u kulturi mononuklearnih ¢elija, izolovanih iz dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova muzjaka i zenki pacova 7. d.p.i. EAE, i stimulisanih mitogenom (ConA kulture) ili
baznim proteinom mijelina (MBP kulture), u prisustvu ili odsustvu noradrenalina (arterenola) i/ili
propranolola.

4.3.1. Uticaj propranolola na proliferaciju CD4+ limfocita u kulturi éelija drenirajuéih limfnih
¢vorova EAE Zivotinja

Poznato je da noradrenalin, prevashodno posredstvom B2-AR utice na proliferaciju i
diferencijaciju ¢elija urodene i steCene imunosti (Kohm i Sanders, 2001; Marino i Cosentino, 2013).
Procenat celija koje proliferisu (nalaze se u S+G2/M fazama celijskog ciklusa) u populaciji CD4+
limfocita povecao se (p < 0,001) u ConA i MBP stimulisanim kulturama ¢elija pacova oba pola, u
odnosu na ¢elije kultivisane bez stimulatora (kontrolne kulture) (Grafik 1). Procenat proliferisucih
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¢elija bio je manji (p < 0,05) u subpopulaciji CD4+ limfocita muzjaka u odnosu na limfocite Zenki,
nezavisno od prisustva stimulatora (Grafik 1). Dodatkom arterenola u ConA i MBP stimulisane
kulture, povecao se procenat ¢elija u deobi u subpopulaciji CD4+ limfocita pacova oba pola (Grafik
1). Pri tome se zadrzala manja (p < 0,05) zastupljenost proliferisucih ¢elija u subpopulaciji CD4+
limfocita muzjaka, kao i u kulturama gajenim u odsustvu arterenola (Grafik 1). Prisustvo
propranolola u ConA ili MBP stimulisanim kulturama ¢elija zivotinja oba pola, povecalo (p < 0,001)
je ucestalost proliferiSsu¢ih CD4+ limfocita (Grafik 1). Bez obzira na tip stimulacije, efekat
propranolola je bio izraZeniji na ¢elije muzjaka, $to je dovelo do gubitka statisticki zna¢ajnih polnih
razlika u zastupljenosti proliferisu¢ih CD4+ limfocita koje su uo¢ene u kulturama stimulisanim u
odsustvu propranolola (Grafik 1). Kada su propranolol i arterenol zajedno dodati u ConA ili MBP
stimulisane kulture, procentualna zastupljenost celija koje proliferiSu u subpopulaciji CD4+
limfocita bila je vec¢a nego u prisustvu arterenola (p < 0,001) ili propranolola (p < 0,05) pojedinacno,
nezavisno od kori§¢enog stimulatora (Grafik 1). Statisticki znacajne polne razlike u zastupljenosti
proliferisu¢ih CD4+ limfocita nisu uofene ni u ConA stimulisanim kulturama, niti u MBP
stimulisanim kulturama kojima su dodati propranolol i arterenol (Grafik 1).
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Grafik 1. Efekti noradrenalina i propranolola na proliferaciju CD4+ limfocita u kulturama
¢elija drenirajucih limfnih évorova EAE Zivotinja.

Histogrami prikazuju ucestalost proliferisuc¢ih ¢elija (¢elije u S+G2/M fazama ¢elijskog ciklusa, odredeno 7-
AAD bojenjem) u okviru CD4+ limfocita iz kultura ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka DA
pacova izolovanih 7. d.p.i. EAE, u odsustvu stimulatora (kontrola) ili nakon stimulacije sa (levo) ConA ili
(desno) MBP u odsustvu ili u prisustvu 10 M arterenola (Art) i/ili 10° M propranolola (Prop).
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na ucestalost
proliferisi¢ih CD4+ limfocita u kulturama ¢elija stimulisanim sa ConA (Fu,50) = 2,60; p < 0,05) i MBP (F,50)
= 2,65; p <0,05). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). * p <0,05; ** p<0,01; *** p
< 0,001 tretman u poredenju sa kontrolama istog pola; # p < 0,05, * p < 0,01 muZjaci U poredenju sa Zenkama
iste grupe; a, u poredenju sa kontrolama; b, u poredenju sa ConA/MBP; ¢, u poredenju sa ConA/MBP+Art; d,
u poredenju sa ConA/MBP+Prop.

4.3.1.1. Celije limfnih &vorova sinteti§u noradrenalin koji autokrino/parakrino deluje na
proliferaciju limfocita
Imajuéi u vidu da su i propranolol i arterenol povecali proliferaciju CD4+ limfocita u
kulturama Celija, razmatrana je moguénost nespecificnog dejstva propranolola (Grobecker i sar.,
1976). U tu svrhu, kao §to je opisano u poglavlju Materijal i metode, u ConA stimulisane kulture
¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova dodavan je AMPT, inhibitor tirozin-hidroksilaze, klju¢nog
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enzima u sintezi kateholamina (Flatmark i Stevens, 1999), pa sledstveno i njihove sinteze
(Ankenman i Salvatore, 2007), u prisustvu ili odsustvu propranolola. AMPT je smanjio (p < 0,05)
zastupljenost ¢elija koje proliferisu u subpopulaciji CD4+ limfocita u ConA stimulisanim kulturama
(Grafik 2). Propranolol, koji je stimulisao (p < 0,001) proliferaciju CD4+ limfocita u odsustvu
AMPT, nije pokazao ovakav efekat ukoliko su CD4+ limfociti prethodno izloZeni dejstvu ovog
inhibitora biosinteze kateholamina (Grafik 2). Stoga, pokazano je da je efekat propranolola na
proliferaciju CD4+ limfocita bio posredovan receptorom. Dodatno, ¢injenica da je u ConA
stimulisanim kulturama sém propranolol imao efekat na proliferaciju CD4+ limfocita sugerisala je
da celije dreniraju¢ih limfnih ¢vorova sintetiSu noradrenalin. Ova moguénost je potvrdena
ispitivanjem ekspresije tirozin-hidroksilaze i sadrzaja noradrenalina u mononuklearnim c¢elijama
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova.
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Grafik 2. Efekti propranolola i AMPT na proliferaciju CD4+ limfocita u kulturi delija
drenirajuceg limfnog ¢vora EAE Zivotinja. Histogram prikazuje ucestalost proliferisucih celija (celije
u S+G2/M fazama celijskog ciklusa, odredeno 7-AAD bojenjem) u okviru CD4+ limfocita iz ConA
stimulisanih kultura celija drenirajué¢ih limfnih ¢vorova muzjaka DA pacova izolovanih 7. d.p.i., u prisustvu

ili odsustvu AMPT (107 M) i/ili propranolola (Prop, 10~° M). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost +
SEM (n =6). * p<0,05; *** p <0,001.

Pokazano je da ¢elije drenirajucih limfnih ¢vorova eksprimiraju tirozin-hidroksilazu (Slika
10), i sadrZe noradrenalin (Slika 11). Pored toga, nadeno je da se relativan i apsolutan broj éelija
koje eksprimiraju tirozin-hidroksilazu povecava (p < 0,001) kod EAE zivotinja oba pola, kada se
uporede sa kontrolnim neimunizovanim zivotinjama (Slika 10). Takode, vrednosti ovih parametara

bile su veée (p < 0,001) kod muzjaka pacova u obe eksperimentalne grupe u odnosu na zenke (Slika
10).
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Slika 10. Zastupljenost i broj ¢elija koje ekspimiraju tirozin-hidroksilazu u drenirajuéim
limfnim ¢évorovima Zenki i muZjaka EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski
tackasti profili prikazuju strategiju izdvajanja tirozin-hidroksilaza+ celija u okviru éelija drenirajuceg
limfnog ¢vora kontrolnih neimunizovanih zivotinja (NIM) i DA pacova kojima je indukovan EAE (7. d.p.i.).
Histogrami predstavljaju (levo) procentualnu zastupljenost i (desno) broj tirozin-hidroksilaza+ ¢elija u okviru
¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata
bolesti i pola na procentualnu zastupljenost tirozin-hidroksilaza+ ¢elija (F(120 = 11,30; p < 0,01). Podaci su
prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p < 0,001; * p < 0,05, ** p < 0,001 muZjaci u poredenju sa
zenkama iste grupe.

U skladu sa promenama u ekspresiji tirozin-hidroksilaze, nadeno je povecanje (p < 0,001)
sadrzaja noradrenalina u ¢elijama drenirajucih limfnih ¢vorova EAE pacova oba pola u poredenju
sa kontrolnim neimunizovanim zivotinjama odgovarajuc¢eg pola (Slika 11). Sadrzaj noradrenalina
bio je veéi (p < 0,001) u ¢elijama muzjaka, i kod EAE i kod kontrolnih neimunizovanih zivotinja, u
poredenju sa ¢elijama izolovanim iz limfnih ¢vorova zenki (Slika 11).
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Slika 11. Promene u sadrZaju noradrenalina u mononuklearnim ¢elijama drenirajucih
limfnih évorova Zenki i muzjaka EAE pacova. Hromatogrami predstavljaju reprezentativne uzorke
¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova izolovanih iz muzjaka i Zenki kontrolnih neimunizovanih zivotinja (NIM)
i DA pacova kojima je indukovan EAE (7. d.p.i.), kao i standard koji sadrzi 4 pg/ml noradrenalina.
Histogram prikazuje sadrzaj noradrenalina u mononuklearnim c¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova.
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata bolesti i pola na sadrzaj
noradrenalina (Fa20 = 7.62; p < 0,05). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p <
0,001; # p < 0,001 muzjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

U svetlu prethodnih rezultata, postavilo se pitanje da li sami CD4+ T-limfociti mogu da
sintetiSu noradrenalin, pa je ispitana ekspresija tirozin-hidroksilaze u ovim ¢elijama izolovanim 7.
d.p.i. EAE iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zenki i muzjaka pacova. Potvrdeno je da CD4+ T-
limfociti sadrze tirozin-hidroksilazu, tj. da poseduju sposobnost sinteze noradrenalina, kao i da je
ucestalost ¢elija koje eksprimiraju ovaj enzim u subpopulaciji CD4+ T-limfocita veéa (p < 0,01)
kod muzjaka u odnosu na zenke EAE pacova (Slika 12).
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Slika 12. Ekspresija tirozin-hidroksilaze u CD4+ T-limfocitima drenirajuéih limfnih ¢vorova
Zenki i muzjaka EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili predstavljaju
strategiju izdvajanja tirozin-hidroksilaza+ celija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita dreniraju¢ih limfnih
¢vorova izolovanih iz DA pacova 7. d.p.i. EAE. Histogram predstavlja procentualnu zastupljenost ¢elija koje
eksprimiraju enzim tirozin-hidroksilazu u okviru CD4+ T-limfocita. Podaci su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n = 6). # p<0,01

4.3.1.2. Propranolol poveéava sintezu/sekreciju IL.-2 u kulturama ¢elija izolovanih iz dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova pacova oba pola, ali je efikasniji kod muzjaka

Imajuéi u vidu podatke koji ukazuju da noradrenalin uti¢e na produkciju IL-2 indukovanu
mitogenom (Peng i sar., 2004), pa posledi¢no i na ekspanziju CD4+ T-limfocita (Ganusov i sar.,
2007; Liao i sar., 2013), ispitana je ekspresija iRNK za IL-2 u MBP stimulisanim kulturama c¢elija
drenirajucih limfnih ¢vorova u prisustvu ili odsustvu propranolola, kao i koncentracija IL-2 proteina
u supernatantima ovih kultura. U odnosu na kontrolne kulture, u MBP stimulisanim kulturama
¢elija zenki (p < 0,001) i muzjaka (p < 0,01) doslo je do povecanja sinteze IRNK za IL-2 (Grafik 3).
U C¢elijama muzjaka izmerena je manja (p < 0,001) ekspresija ove iRNK u odnosu na c¢elije Zenki,
nezavisno od prisustva stimulatora (Grafik 3). Propranolol je poveéao (p < 0,001) ekspresiju iRNK
koja kodira IL-2 u MBP stimulisanim kulturama ¢elija Zivotinja oba pola, ali je ovaj efekat bio
izraZeniji u kulturama celija muzjaka, $to je dovelo do gubitka statisticki znacajnih polnih razlika u
ekspresiji ove iIRNK (Grafik 3). U skladu sa ovim nalazima, koncentracija IL-2 u supernatantima
MBP stimulisanih kultura ¢elija zenki i muzjaka pacova bila je veca (p < 0,001) u odnosu na onu u
¢elijama kultivisanim bez neuroantigena (Grafik 3). Takode, nezavisno od toga da li su ¢elije bile
stimulisane antigenom ili ne, koncentracija IL-2 je bila manja (p < 0,05) u supernatantima kultura
¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova muzjaka (Grafik 3). Dodavanjem propranolola u MBP
stimulisane kulture ¢elija Zivotinja oba pola doslo je do povecanja (p < 0,001) koncentracije IL-2 u
odgovarajuc¢im supernatantima. Efekti propranolola bili su izrazeniji u kulturama ¢elija muzjaka, $to
je za posledicu imalo gubitak statisticki znacajnog polnog dimorfizma primecenog u odsustvu
propranolola (Grafik 3).
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Grafik 3. Ekspresija iRNK za IL-2 i koncentracija IL-2 u supernatantima MBP stimulisanih
kultura ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka pacova 7. d.p.i. EAE. Histogrami
prikazuju (levo) relativnu ekspresiju iRNK za IL-2 (odredena RT-qPCR i prikazana kao 2°* u odnosu na B-
aktin) u ¢elijama i (desno) koncentraciju IL-2 u supernatantima kultura ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
DA pacova u odsustvu stimulatora (Kontrola) ili stimulisanih sa MBP u odsustvu ili prisustvu 10° M
propranolola (Prop). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana i pola
na ekspresiju IRNK za IL-2 u ¢elijama (F@30 = 14,19; p < 0,001) i koncentraciju IL-2 u supernatantima
(F.30) = 10,15; p <0,001) ¢elijskih kultura. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). ** p
<0,01, *** p<0,001, * p <0,05; #p <0,01, * p < 0,001 muzjaci u poredenju sa Zenkama iste grupe.

Dobijeni nalazi dodatno su podrzali hipotezu o polno dimorfnom delovanju propranolola na
proliferaciju CD4+ limfocita koje je specifi¢no posredovano -AR.
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4.3.1.3. Veca procentualna zastupljenost CD4+ T-limfocita koji eksprimiraju 32-AR u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovim muzjaka pacova u poredenju sa zenkama

Budu¢i da je pokazano da su efekti propranolola bili posredovani B-AR, a da je B2-AR
kljuéni tip AR uklju¢en u modulaciju funkcija CD4+ T-limfocita (Kohm i Sanders, 2001),
analizirana je njegova ekspresija na membrani ovih cCelija. Pokazano je da CD4+ T-limfociti
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova, izolovani 7. d.p.i. iz EAE zivotinja oba pola, eksprimiraju 2-AR
(Slika 13). Procentualna zastupljenost Celija koje ispoljavaju B2-AR u okviru CD4+ T-limfocita bila
je veca (p < 0,001) kod muzjaka u poredenju sa zenkama pacova (Slika 13).
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Slika 13. Ekspresija p2-AR na membrani CD4+ T-limfocita drenirajuéih limfnih évorova

Zenki i muzjaka EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili prikazuju

strategiju izdvajanja B2-AR+ ¢elija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova izolovanih

iz DA pacova 7. d.p.i. EAE. Histogram predstavlja procentualnu zastupljenost ¢elija koje ispoljavaju B2-AR

u okviru CD4+ T-limfocita. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). ** p < 0,001

4.3.1.4. Blokada a1-AR suprimira proliferaciju CD4+ limfocita u kulturama c¢elija izolovanih 7.
d.p.i. EAE iz drenirajucih limfnih ¢vorova pacova oba pola

Buduéi da su i arterenol 1 propranolol povecavali proliferaciju CD4+ limfocita, tako da je
ona u prisustvu noradrenalina i antagonista -AR propranolola bila veé¢a nego u prisustvu svakog od
njih pojedinacno, logi¢no se nametnuo zaklju¢ak da arterenol na proliferaciju CD4+ limfocita
deluje posredstvom i nekog drugog tipa receptora. Budu¢i da stimulacija aig-AR podstice
proliferaciju ¢elija (Gonzalez-Cabrera i sar., 2004), ispitivano je da li CD4+ T-limfociti na svojoj
membrani ispoljavaju aig-AR. Mononuklearne ¢elije drenirajué¢eg limfnog ¢vora izolovane su 7.
d.p.i. EAE i na populaciji CD4+ T-limfocita kod EAE Zivotinja oba pola pokazana je membranska
ekspresija aig-AR, ali nisu primecene statisticki znacajne polne razlike u zastupljenosti ¢elija koje
eksprimiraju ovaj receptor u populaciji CD4+ T-limfocita (Slika 14).
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Slika 14. Membranska ekspresija ais-AR na CD4+ T-limfocitima drenirajuéih limfnih

¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili

prikazuju strategiju izdvajanja aig-AR+ Celija u okviru CD4+TCRaf+ limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova

izolovanih iz DA pacova 7. d.p.i. Histogram predstavlja procentualnu zastupljenost Celija koje ispoljavaju

a18-AR u okviru CD4+ T-limfocita. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6).

Da bi se utvrdio znacaj ekspresije aig-AR za modulaciju proliferacije CD4+ T-limfocita,
testiran je efekat prazosina, antagonista ai-AR, na proliferaciju CD4+ limfocita u kulturi
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mononuklearnih ¢elija izolovanih 7. d.p.i. iz drenirajuc¢ih limfnihg ¢vorova Zivotinja oba pola.
Prazosin je smanjio (p < 0,001) ucestalost proliferisucih ¢elija medu CD4+ limfocitima u ConA i
MBP stimulisanim kulturama ¢elija zivotinja oba pola (Grafik 4). Proliferacija CD4+ limfocita bila
je manja (p < 0,05) u kulturama ¢elija muzjaka u odnosu na ¢elije zenki, i u prisusustvu i u odsustvu
prazosina, bez obzira na to da li su ¢elije stimulisane mitogenom ili neuroantigenom (Grafik 4).
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Grafik 4. Uticaj prazosina na proliferaciju CD4+ limfocita u kulturama ¢elija drenirajuéih
limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova. Histogrami prikazuju udestalost proliferisucih ¢elija
(celije u S+G2/M fazi celijskog ciklusa, odredeno 7-AAD bojenjem) u okviru CD4+ limfocita iz kultura
¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zenki i muzjaka DA pacova izolovanih 7. d.p.i. EAE, u odsustvu
stimulatora (Kontrola) ili nakon stimulacije sa (levo) ConA ili (desno) MBP u odsustvu ili u prisustvu 10°°
M prazosina (Pz). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p < 0,001; # p < 0,05, # p
<0,01; #* p < 0,001 muzjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe.

Dobijeni rezultati ukazuju da noradrenalin, posredstvom B-AR, deluje inhibitorno na proliferaciju
CD4+ limfocita, ali da se posredstvom a1-AR ostvaruje stimulatorni efekat.

4.3.2. Efekti propranolola na diferencijaciju CD4+ limfocita u kulturi celija drenirajucih limfnih
¢vorova EAE Zivotinja

U narednom stadijumu istrazivanja, ispitani su i efekti propranolola na diferencijaciju CD4+
limfocita u Th17 limfocite, posebno u one potencijalno najpatogenije koji produkuju GM-CSF (El-
Behi i sar., 2011) u ¢elijskoj kulturi.

Procentualna zastupljenost IL-17+ i IL-17+GM-CSF+ c¢elija se povecala (p < 0,001) u
subpopulaciji CD4+ limfocita u ConA i MBP stimulisanim kulturama c¢elija Zivotinja oba pola, u
odnosu na odgovaraju¢e nestimulisane kontrolne celijske kulture (Slike 15 i 16). Dodatkom
arterenola, smanjila se procentualna zastupljenost celija oba ispitivana fenotipa u subpopulaciji
CDA4+ limfocita u ConA (p < 0,001) i MBP (p < 0,01) stimulisanim kulturama celija Zenki i
muZjaka EAE pacova (Slike 15 i 16). Dodavanje propranolola u ConA i MBP stimulisane kulture
¢elija imalo je suprotan efekat, odnosno dovelo je do povecanja frekvencije IL-17+ (p < 0,001) i IL-
17+GM-CSF+ (p < 0,05) ¢elija u subpopulaciji CD4+ limfocita zivotinja oba pola (Slike 15 i 16).
Kada su propranolol i arterenol dodati zajedno u ConA ili MBP stimulisane kulture, procentualna
zastupljenost I1L-17+ i IL-17+GM-CSF+ ¢elija u okviru CD4+ limfocita bila je veéa u odnosu na
vrednosti izmerene nakon stimulacije ¢elija koje su pretretirane ili arterenolom (p < 0,001) ili
propranololom (p < 0,05) (Slike 15 i 16). Nezavisno od kori§¢enog stimulatora i/ili farmakoloskog
tretmana, zastupljenost IL-17+ (p < 0,05), kao i IL-17+GM-CSF+ (p < 0,001) ¢elija medu CD4+
limfocitima bila je manja u kulturama ¢elija muZjaka u poredenju sa kulturama ¢elija zenki (Slike
151 16).
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Slika 15. Efekti noradrenalina i propranolola na diferencijaciju CD4+ limfocita u ConA
stimulisanim kulturama éelija drenirajuéih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova.
Reprezentativni  proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili predstavljaju strategiju izdvajanja, a
odgovarajuéi histogrami pokazuju procentualnu zastupljenost (A) IL-17+ ¢elija i (B) GMCSF+IL-17+ ¢elija
medu CD4+ limfocitima iz kultura celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zenki i muZjaka DA pacova
izolovanih 7. d.p.i. EAE, u odsustvu stimulatora (kontrola) ili nakon stimulacije sa ConA u odsustvu ili u
prisustvu 108 M arterenola (Art) i/ili 105 M propranolola (Prop). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je
znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na udestalost IL-17+ ¢elija (Fuso) = 24,94; p < 0,001) i
GMCSF+IL-17+ ¢elija (Faso = 5,17; p < 0,01) u ConA stimulisanim kulturama. Podaci su predstavljeni kao
srednja vrednost + SEM (n = 6). * p < 0,05; *** p < 0,001 tretman u poredenju sa kontrolama; ** p < 0,001

muzjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe; a, u poredenju sa kontrolom; b, u poredenju sa ConA; c, u
poredenju sa ConA+Art; d, u poredenju sa ConA+Prop.
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Slika 16. Efekti noradrenalina i propranolola na diferencijaciju CD4+ limfocita u MBP
stimulisanim kulturama ¢éelija drenirajuéih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova.
Reprezentativni  proto¢no-citofluorimetrijski  tackasti profili predstavljaju strategiju izdvajanja, a
odgovaraju¢i histogrami pokazuju procentualnu zastupljenost (A) IL-17+ ¢elija i (B) GMCSF+IL-17+ ¢elija
medu CD4+ limfocitima iz Kkultura c¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka DA pacova
izolovanih 7. d.p.i. EAE, u odsustvu stimulatora (kontrola) ili nakon stimulacije sa MBP u odsustvu ili u
prisustvu 108 M arterenola (Art) i/ili 10°° M propranolola (Prop). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je
znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na ucestalost IL-17+ Celija (Fuso) = 2,59; p < 0,05) i
GMCSF+IL-17+ ¢elija (Fas0 = 14,87; p < 0,001) u MBP stimulisanim kulturama. Podaci su predstavljeni
kao srednja vrednost + SEM (n = 6). * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001 tretman u poredenju sa
kontrolama; * p < 0,05, # p < 0,01, ** p < 0,001 muZjaci U poredenju Sa Zenkama iste grupe; a, U poredenju
sa kontrolom; b, u poredenju sa MBP; ¢, u poredenju sa MBP+Art; d, u poredenju sa MBP+Prop.

| u ovom delu studije provereno je da li propranolol pokazuje dejstvo na procenat CD4+IL-
17+ limfocita posredstvom B-AR, kao §to je opisano u odeljku 4.3.1.1. Pokazano je da sim AMPT
(inhibitor tirozin-hidroksilaze i biosinteze kateholamina) povecava (p < 0,001) uéestalost 1L-17+
¢elija u subpopulaciji CD4+ limfocita u ConA stimulisanim kulturama ¢elija (Grafik 5). U odsustvu
AMPT, tretman propranololom in vitro povecao je (p < 0,001) procentualnu zastupljenost Th17
¢elija u populaciji CD4+ limfocita u ConA stimulisanim kulturama c¢elija, ali je ovakav efekat
izostao u kulturama kojima je prethodno dodat AMPT (Grafik 5).
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Grafik 5. Efekti propranolola i AMPT na diferencijaciju CD4+ limfocita u kulturi ¢elija
drenirajuceg limfnog ¢vora EAE pacova. Histogram prikazuje uéestalost IL-17+ ¢elija u okviru CD4+
limfocita iz ConA stimulisanih kultura ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova muzjaka DA pacova izolovanih 7.
d.p.i. EAE, u prisustvu ili odsustvu 10° M AMPT i/ili 107> M propranolola (Prop). Podaci su predstavljeni
kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p < 0,001

Ovim ispitivanjem je potvrdeno da se uticaj propranolola na zastupljenost Th17 limfocita u
kulturi ostvaruje njegovim delovanjem na celije posredstvom B-AR. Na osnovu ovakvog nalaza, i
¢injenice da je zastupljenost IL-17+ ¢elija medu CD4+ limfocitima u kulturama celija tretiranih
kombinacijom arterenola i propranolola bila ve¢a u odnosu na kulture gajene u prisustvu samo
arterenola ili samo propranolola, pretpostavljeno je da arterenol, u prisustvu propranolola, pokazuje
stimulatorni efekat na zastupljenost Th17 limfocita posredstvom a-AR.

4.3.2.1. Blokada a1-AR smanjuje zastupljenost IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ limfocita u
kulturama celija drenirajuéih limfnih évorova pacova oba pola

Radi potvrde ove hipoteze, ispitano je delovanje blokade a:-AR prazosinom na zastupljenost
IL-17+ ¢elija u okviru CD4+ limfocita u ConA i MBP stimulisanim kulturama celija koje su
izolovane iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zenki i muzjaka pacova 7. d.p.i. EAE. Prazosin je smanjio
(p < 0,001) zastupljenost Th17 limfocita u kulturama celija Zivotinja oba pola, nezavisno od
koris¢enog stimulatora (Slika 17). Pri tome, manja (p < 0,001) zastupljenost Th17 limfocita nadena
je u ConA i MBP stimulisanim kulturama ¢elija muzjaka, u odnosu na kulture ¢elija Zenki, bez
obzira na to da li su ¢elije stimulisane u prisustvu ili odsustvu prazosina (Slika 17).
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Slika 17. Efekat prazosina na diferencijaciju CD4+ limfocita u Kulturi ¢elija drenirajuéih
limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti
profili predstavljaju strategiju izdvajanja, a odgovaraju¢i histogrami pokazuju procentualnu zastupljenost IL-
17+ ¢elija medu CD4+ limfocitima iz kultura ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova zenki i muzjaka DA pacova
izolovanih 7. d.p.i. EAE, u odsustvu stimulatora (Kontrola) ili nakon stimulacije sa (A) ConA ili (B) MBP u
odsustvu ili u prisustvu 10° M prazosina (Pz). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu
interakciju efekata tretmana i pola na ucestalost IL-17+ ¢éelija (F(2,30 = 9,50; p < 0,001) u MBP stimulisanim
kulturama. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p < 0,001; **p < 0,001 muZzjaci
u poredenju sa Zenkama iste grupe.

Dobijeni rezultati pokazali su da arterenol (noradrenalin) ispoljava efekte suprotnog smera
na zastupljenost ¢elija koje sintetiSu IL-17 u subpopulaciji CD4+ limfocita delujuéi posredstvom [3-
AR (smanjenje zastupljenosti) i ai-AR (povecanje zastupljenosti). Imajué¢i ovo u vidu, kao i
¢injenicu da efekti blokade a1-AR in vitro na proliferaciju CD4+ limfocita (odeljak 4.3.1.4.) i
zastupljenost Th1l7 limfocita nisu pokazali polne specificnosti, sva dalja istrazivanja bila su
fokusirana na imunomodulatorne efekte noradrenalina posredovane -AR.

4.3.2.2. Propranolol povecava ekspresiju gena za RORyt u kulturama c¢elija izolovanih iz
drenirajuéih limfnih évorova Zenki i muZzjaka pacova kod kojih je indukovan EAE

Radi ostvarivanja uvida u mehanizam dejstva noradrenalina, posredstvom B-AR, na
zastupljenost Th17 ¢elija u kulturama c¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova EAE pacova, u MBP
stimulisanim kulturama ovih ¢éelija izolovanih 7. d.p.i. ispitana je ekspresija gena koji kodira RORyt
(engl. retinoid-associated orphan receptor y7), klju¢ni transkripcioni faktor za diferencijaciju Th17
¢elija, ekspresiju receptora za IL-23 (kritiCan za ekspanziju Th17 limfocita) i sekreciju efektorskih
citokina ovih ¢elija (Ciofani i sar., 2012). Stimulacija ¢elija neuroantigenom je povecala koli¢inu
iRNK za RORyt u ¢elijama zenki (p < 0,001) i muzjaka (p < 0,01) izolovanim iz MBP stimulisanih
kultura u odnosu na kontrolne kulture ovih c¢elija zivotinja odgovarajuc¢eg pola (Grafik 6).
Dodavanjem propranolola u MBP stimulisane kulture, ekspresija iRNK za RORyt dodatno se
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povecala (p < 0,001) u kulturama ¢elija zivotinja oba pola (Grafik 6). Vrednost ovog parametra je
bila manja u ¢elijama muzjaka u odnosu na ¢elije Zenki, nezavisno od prisustva stimulatora,
odnosno propranolola (p < 0,05 u kontrolnim kulturama; p < 0,001 u MBP stimulisanim kulturama)
(Grafik 6).
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Grafik 6. Ekspresija iRNK za RORyt u MBP stimulisanim kulturama éelija drenirajuéih
limfnih ¢évorova Zenki i muzjaka EAE pacova. Histogram prikazuje relativnu ekspresiju iRNK za
RORyt (odredena RT-qPCR i prikazana kao 2% u odnosu na B-aktin) u ¢elijama dreniraju¢ih limfnih
¢vorova iz kultura ¢elija zenki i muzjaka DA pacova (7. d.p.i. EAE), u odsustvu stimulacije (Kontrola) ili
stimulisanih sa MBP u odsustvu ili prisustvu 10° M propranolola (Prop). Dvofaktorska analiza varijanse
pokazala je znaCajnu interakciju efekata tretmana i pola na ekspresiju iRNK za RORyt (F30 = 11,24; p <
0,001). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). ** p < 0,01; *** p < 0,001; # p < 0,05;
## p < 0,001 muzjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe.

4.3.2.3. Propranolol deluje na CD4+ limfocite u kulturi ¢éelija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
pacova kod kojih je indukovan EAE i indirektno, moduliSudi aktivnost CD11b+ ¢elija

4.3.2.3.1. CDI11b+ Celije drenirajucih limfnih évorova pacova oba pola kod kojih je indukovan
EAE eksprimiraju ff>-AR i imaju sposobnost sinteze noradrenalina

Osim direktno, propranolol bi mogao uticati na diferencijaciju CD4+ T-limfocita i posredno,
delovanjem na antigen-prezentujuce celije, buduci da citokini koje ove celije proizvode imaju
kljuénu ulogu u diferencijaciji CD4+ T-limfocita u Th17 limfocite (Ghoreschi i sar, 2010;
McGeachy i sar., 2009).

U skladu sa nekim prethodnim nalazima (Dimitrijevi¢ i sar., 2009) pokazano je da CD11b+
antigen-prezentujuce celije zenki i muzjaka EAE pacova eksprimiraju P2-AR, pri ¢emu je
zastupljenost Celija koje ispoljavaju ovaj tip receptora bila veca (p < 0,001) u populaciji CD11b+
¢elija muzjaka nego zenki (Slika 18).
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Slika 18. Ekspresija p2-AR na CD11b+ ¢elijama drenirajuéih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka
EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili predstavljaju strategiju
izdvajanja B>-AR+ c¢elija u okviru CD11b+ ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka DA pacova
izolovanih 7. d.p.i. EAE. Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost Celija koje ispoljavaju B,-AR medu
CD11b+ ¢éelijama. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *# p < 0,001
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Da bi odgovorili na pitanje da li noradrenalin na ove ¢elije deluje i autokrino, ispitana je
ekspresija tirozin-hidroksilaze u ovim c¢elijama. Pokazano je da CDI11b celije sadrze tirozin-
hidroksilazu, odnosno poseduju sposobnost biosinteze kateholamina, kod EAE Zzivotinja oba pola
(Slika 19). Medutim, treba ista¢i da statisticki znacajne polne razlike u zastupljenosti ¢elija koje
pokazuju ekspresiju ovog enzima nisu primecene (Slika 19).
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Slika 19. Ekspresija tirozin-hidroksilaze u CD11b+ éelijama drenirajué¢ih limfnih évorova
Zenki i muzjaka EAE pacova. Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili predstavljaju
strategiju izdvajanja tirozin-hidroksilaza+ ¢elija u okviru CD11b+ ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova Zenki i
muZjaka DA pacova izolovanih 7. d.p.i. EAE. Histogram prikazuje zastupljenost celija koje ispoljavaju
tirozin-hidroksilazu medu CD11b+ ¢elijama. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6).

4.3.2.3.2. Propranolol poveéava ekspresiju gena za citokine od kljucnog znacaja za diferencijaciju
Thl7 limfocita u kulturama Celija drenirajucih limfnih ¢vorova Zenki 1 muzjaka EAE pacova, ali je
ovaj efekat vise izrazen kod muzjaka

U sledecem koraku, u kulturama celija izolovanih 7. d.p.i. EAE iz drenirajuc¢ih limfnih
¢vorova ispitan je uticaj propranolola na ekspresiju iRNK za IL-1p i IL-23/p19, citokine odgovorne
za usmeravanje i odrzavanje Th17 fenotipa (McGeachy i Cua, 2008).

U poredenju sa kontrolnim celijama kultivisanim u odsustvu stimulatora, u MBP
stimulisanim kulturama je izmereno povecanje (p < 0,001) koli¢ine iRNK za IL-1f u ¢elijama
Zivotinja oba pola (Grafik 7). Dodatkom propranolola u MBP stimulisane kulture, doslo je do daljeg
porasta (p < 0,001) ekspresije gena za IL-1B u ¢elijama zenki i muzjaka pacova (Grafik 7).
Ekspresija ovog gena bila je manja (p < 0,05) u ¢elijama muZjaka u odnosu na éelije Zenki,
nezavisno od prisustva stimulatora i/ili propranolola (Grafik 7).

Nivo ekspresije iIRNK za IL-23/p19 bio je poveéan (p < 0,001) nakon stimulacije
neuroantigenom (Grafik 7). Osim toga, uoceno je da je nivo ekspresije ovog citokina bio nizi (p <
0,001) u ¢elijama drenirajucih limfnih ¢vorova muzjaka, bez obzira da li su uzete iz kontrolnih ili
MBP stimulisanih kultura (Grafik 7). U MBP stimulisanim kulturama, propranolol je povecao (p <
0,001) ekspresiju iRNK za IL-23/p19 u ¢elijama Zivotinja oba pola, u odnosu na nivo ekspresije u
MBP stimulisanim kulturama bez propranola, ali je efekat bio izraZeniji u kulturama ¢elija muzjaka
(Grafik 7). Posledi¢no, ekspresija iRNK za ovaj citokin se nije statisticki znacajno razlikovala u
¢elijama zenki i muzjaka pacova iz MBP stimulisanih kultura kojima je dodat propranolol (Grafik
7).
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Grafik 7. Ekspresija iIRNK za IL-1p i IL-23/p19 u MBP stimulisanim kulturama ¢elija
drenirajucih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka EAE pacova. Histogrami prikazuju relativnu
ekspresiju iRNK za IL-1p i IL-23/p19 (odredene RT-qPCR i prikazane kao 2% u odnosu na B-aktin) u
kulturama celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zenki i muzjaka DA pacova izolovanih 7. d.p.i. EAE, u
odsustvu stimulacije (Kontrola) ili stimulisanih MBP u odsustvu ili prisustvu 10> M propranolola (Prop).
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na ekspresiju iRNK
za 1L-23/p19 (F30 = 7,67; p < 0,01). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p <
0,001; # p<0,05; *# p < 0,01; ** p < 0,001 muzjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

Dobijeni rezultati su potvrdili da noradrenalin moze delovati na diferencijaciju Thl7
limfocita i posredno, uti¢uéi na polarizacioni kapacitet CD11b+ celija.

4.4. Uticaj tretmana propranololom u efektorskoj fazi EAE na teZinu bolesti kod Zenki i
muZjaka pacova

Postoje¢i podaci ukazuju da: (1) je lokalni imunski/inflamatorni odgovor u ki¢menoj
mozdini od kljuénog znacaja za tezinu bolesti (Kawakami i sar., 2004; Nacka-Aleksic i sar., 2015),
(2) polne razlike u morfoloskim i funkcijskim karakteristikama mikroglije (Han i sar., 2021) mogu
doprineti polnim razlikama u neuroloskim manifestacijama EAE (Nacka-Aleksi¢ i sar., 2015;
Stoji¢-Vukani¢ 1 sar., 2018b), (3) celije mikroglije, koje su kljuéne za oblikovanje
imunskog/inflamatornog odgovora u ki¢menoj mozdini (Brennan i sar, 2022; Sinner i sar., 2023)
eksprimiraju funkcionalne B-AR (Tanaka i sar., 2002; Hertz i sar., 2010) i 4) polne razlike postoje i
u centralnoj kontroli aktivnosti SNS (Hinojosa-Laborde i sar., 1999). Sledstveno, cilj drugog
segmenta studije bio je utvrditi da li razlike u delovanju noradrenalina na aktivnost mikroglije i
razvoj neuroinflamacije kod Zenki i1 muZjaka pacova doprinose polnim razlikama u tezini
neuroloskih manifestacija EAE. U tom cilju su pacovi od pojave neuroloskih znaka EAE tretirani
propranololom.

4.4.1. Tretman propranololom je bio efikasniji u ublaZavanju bolesti kod muZjaka nego kod Zenki
pacova

Pacovi koji su primali propranolol od 10. d.p.i. EAE, kao i kontrolne Zivotinje, koje su
primale fizioloski rastvor, razvili su akutno monofazni oblik EAE, sa vrhuncem bolesti 14. d.p.i.
(Grafik 8). Tretman propranololom je ublazio tezinu EAE kod pacova oba pola, sude¢i prema
kra¢em (p < 0,05 kod Zenki; p < 0,001 kod muzjaka) trajanju bolesti, smanjenom (p < 0,05 kod
zenki; p < 0,001 kod muzjaka) maksimalnom neuroloskom znaku i smanjenom (p < 0,01 kod zenki;
p < 0,001 kod muzjaka) indeksu tezZine bolesti kod EAE Zivotinja oba pola tretiranih propranololom,
u odnosu na kontrolne EAE Zivotinje istog pola tretirane fizioloskim rastvorom (Tabela 4, Grafik 8).
Svi efekti tretmana propranololom bili su izraZeniji kod muZjaka u odnosu na Zenke. Posledi¢no,
statisticki znacajne polne razlike koje su se ogledale u duzem (p < 0,05) trajanju bolesti, ve¢em (p <
0,001) maksimalnom neuroloskom znaku i ve¢em (p < 0,01) indeksu teZine bolesti kod kontrolnih
EAE muZjaka u odnosu na kontrolne EAE Zenke, nisu primec¢ene kod pacova tretiranih
propranololom (Tabela 4, Grafik 8).
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Grafik 8. Tretman Zenki i muZjaka pacova propranololom tokom efektorske faze EAE
smanjuje tezinu bolesti. Linijski dijagram predstavlja srednji dnevni neuroloski znak EAE Zenki i
muzjaka DA pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) od 10. d.p.i. EAE do
potpunog oporavka. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 6).* p < 0,05 tretman u
poredenju sa kontrolama istog pola; # p < 0,05 muZjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe.

Tabela 4. Uticaj tretmana propranololom tokom efektorske faze EAE na trajanje bolesti,
maksimalni neuroloski znak i indeks tezine bolesti

Trajanje bolesti® | Srednji maksimalni
Indeks tezine bolesti®
(dani) neuroloski znak®
Zenke 4,6 £ 0,39 1,2+0,19 0,8 £ 0,05
FR
Muzjaci 6,5+0,49* 2,3+0,19 ## 1,1+0,04 #
Zenke 33+0,49* 0,5+0,05* 0,5+0,01**
Prop
MuzZjaci 3,4 £ 0,58 *** 0,7 £ 0,24 *** 0,6 £ 0,10 ***

4 Broj dana od pojave prvih neuroloskih znaka do potpunog oporavka; ® suma maksimalnih neuroloskih
znaka obolelih pacova/broj obolelih pacova; ¢ suma neuroloSkih skorova pacova/broj dana sa neuroloSkim
znacima EAE. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost £ SEM (n = 6). * p < 0,05, ** p <0,01,*** p <
0,001 tretman (Propranolol) u poredenju sa kontrolama (Fizioloski Rastvor) istog pola; # p < 0,05, # p < 0,01,
## p < 0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

Pokazano je i da 10. d.p.i. EAE postoji zna¢ajan gubitak (p < 0,001 kod zenki; p < 0,05 kod
muZjaka) telesne mase kod zivotinja oba pola u odnosu na dan indukcije EAE (,,nulti* dan), $to je u
skladu sa pojavom prvih neurolodkih znaka bolesti (Bittner i sar., 2014) (Grafik 9). Zenke su
pokazivale znacajniji (p < 0,05) procentualni gubitak telesne mase 10. d.p.i. EAE od muzjaka
(Grafik 9).
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Grafik 9. Zenke i muZjaci EAE pacova 10. d.p.i. pokazuju zna¢ajan gubitak telesne mase.
Histogram prikazuje procenat promene telesne mase pacova 10. d.p.i. EAE u odnosu na masu izmerenu na
dan indukcije bolesti (nulti dan). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM (n = 12). * p < 0,05,
*** 1 <0,001 10. d.p.i. u poredenju sa nultim danom; * p < 0,05.

4.4.2. Tretman propranololom efikasnije smanjuje veli¢inu mononukleranog infiltrata u
ki¢menoj moZdini muZjaka nego Zenki pacova

Tezina neuroloskog deficita u EAE je proporcionalna stepenu infiltracije kicmene mozdine
limfocitima i drugim imunskim c¢elijama (Constantinescu i sar., 2011). Stoga, ispitan je efekat
tretmana propranololom na broj mononuklearnih ¢elija izolovanih iz kicmene mozdine pacova oba
pola zZrtvovanih 14. d.p.i. U skladu sa blazom neuroloskom slikom, manji (p < 0,05 kod Zenki; p <
0,001 kod muzjaka) broj mononuklearnih ¢elija izolovan je iz kicmene mozdine EAE pacova oba
pola tretiranih propranololom, u odnosu na kontrolne Zivotinje istog pola tretirane fizioloSkim
rastvorom (Grafik 10). Efekat tretmana propranololom bio je izrazeniji kod muzjaka, s obzirom na
to da se broj mononuklearnih ¢elija izolovan iz kicmene mozdine EAE Zenki i muzjaka tretiranih
propranololom nije statisti¢ki znacajno razlikovao, dok je kod kontrolnih EAE pacova tretiranih

fizioloskim rastvorom broj ovih ¢elija bio veci (p < 0,001) kod muzjaka u odnosu na Zenke (Grafik
10).
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Grafik 10. Tretman Zenki i muZjaka pacova propranololom tokom efektorske faze EAE
smanjuje broj mononuklearnih ¢elija koje infiltriraju kicmenu moZdinu. Histogram prikazuje
broj mononuklearnih ¢celija izdvojenih 14. d.p.i. EAE iz ki¢émene mozdine Zenki i muzjaka DA pacova
tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR). Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je
znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na broj celija (F20) = 14,58; p < 0,01). Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 6). * p < 0,05, *** p < 0,001; ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste
grupe.
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4.5. Promene u koncentraciji noradrenalina u tkivu i ekspresiji p2-AR na CD11b+ ¢elijama
kiémene moZdine Zenki i muzjaka EAE pacova

Kako bi se utvrdilo da li se polne razlike u aktivnosti SNS (Hinojosa-Laborde i sar., 1999)
mogu povezati sa polnim razlikama u tezini neuroloske slike EAE, i sledstveno, onim u efikasnosti
antagonista B-AR u kontroli razvoja bolesti, ispitana je koncentracija noradrenalina u tkivu ki¢cmene
mozdine i ekspresija f-AR na povrsini CD11b+ ¢Celija (veéinski mikroglija) zdravih zivotinja i EAE
pacova.

4.5.1. Koncentracija noradrenalina u tkivu kicmene moZdine

Kod muzjaka pacova, pokazana je veca koncentracija noradrenalina u kicmenoj mozdini u
odnosu na zenke, kod neimunizovanih kontrolnih zivotinja (p < 0,05), u induktivnoj fazi EAE, 8.
d.p.i. (p <0,01), i na vrhuncu bolesti, 14. d.p.i (p < 0,01) (Grafik 11). Kod Zivotinja oba pola,
koncentracija noradrenalina u tkivu ki¢mene mozdine u induktivnoj fazi EAE nije se statisticki
znacajno razlikovala u odnosu na zdrave neimunizovane kontrole, ali se na vrhuncu bolesti smanjila
u odnosu na kontrolne neimunizovane zivotinje (p < 0,01 kod Zenki; p < 0,05 kod muzjaka) i
zivotinje u induktivnoj fazi bolesti (p < 0,001) (Grafik 11).

Noradrenalin
L * ]
% v %
%% i
100- o % 5
4 # [] Zenke
80

# [ Muzjaci

60-

40-

20-
0

NIM  8.dpi 14.dp.i

ng/mg tkiva

Grafik 11. Promene u koncentraciji noradrenalina u tkivu ki¢mene moZdine Zenki i muZjaka
EAE pacova. Histogram prikazuje koncentraciju noradrenalina u tkivu ki¢mene mozZdine DA pacova u
induktivnoj fazi EAE (8. d.p.i.), na vrhuncu bolesti (14. d.p.i.), kao i kontrolnih neimunizovanih (NIM)
pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001; *p
< 0,05, # p < 0,01 muzjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe.

4.5.2. Ekspresija f-AR na membrani CD11b+ Celija kicmene moZdine

S obzirom na to da c¢elije mikroglije ne eksprimiraju B3-AR, ve¢ samo Bi1-AR i B2-AR
(Tanaka i sar., 2002; Sugama i sar., 2019), ispitana je ekspresija iRNK za ove receptore u CD11b+
¢elijama kicmene moZzdine EAE pacova (10. i 14. d.p.i.) i kontrolnih neimunizovanih Zivotinja. U
ovoj grupi eksperimenata, ekspresija receptora je ispitana 10. d.p.i. EAE jer je ova vremenska tacka,
kada se pojavljuju najraniji pokazatelji bolesti, odredena za pocetak tretmana propranololom.
StatistiCki znacajne polne razlike u ekspresiji iRNK za f1-AR u CD11b+ Celijama kicmene mozdine
nisu uoCene kod neimunizovanih kontrolnih, niti kod EAE zivotinja (Grafik 12). U odnosu na
neimunizovane Zivotinje, ekspresija gena za P1-AR nije se statisticki znacajno promenila u odnosu
na 10. d.p.i. EAE, dok je na vrhuncu bolesti ona bila zna¢ajno smanjena (p < 0,05) kod pacova oba
pola (Grafik 12). Takode, CD11b+ ¢elije izolovane 14. d.p.i. iz kiémene mozdine i muzjaka i Zenki
pokazivale su manju (p < 0,001) ekspresiju ovog receptora u odnosu na ¢elije izolovane 10. d.p.i. iz
zivotinja odgovarajuceg pola (Grafik 12).
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Pokazano je da muZzjaci imaju veéu ekspresiju IRNK za f2-AR u CD11b+ ¢elijama ki¢mene
mozdine kako u grupi zdravih neimunizovanih (p < 0,001), tako i u grupama EAE zivotinja (p <
0,05) (Grafik 12). Kod Zivotinja oba pola primeceno je progresivno smanjenje ekspresije iRNK za
B2-AR u ovim ¢elijama tokom razvoja bolesti (Grafik 12). Tako je, u odnosu na neimunizovane
kontrolne zivotinje odgovarajuceg pola, ona bila manja i 10 d.p.i (p < 0,01 kod Zenki; p < 0,001 kod
muzjaka) i 14. d.p.i. (p < 0,001) EAE (Grafik 12). Ekspresija gena za f2-AR u CD11b+ ¢elijama
izolovanim iz ki¢mene mozdine 14. d.p.i. bila je niza (p < 0,01) u odnosu na ekspresiju u ¢elijama
izolovanim 10. d.p.i. kod Zenki i kod muzjaka pacova (Grafik 12).
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Grafik 12. Ekspresija iRNK za B1-AR i f2-AR u CD11b+ ¢elijama ki¢mene mozZdine Zenki i
muzjaka EAE pacova. Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK za B1-AR (levo) i B-AR (desno) u CD11b+
¢elijama ki¢mene mozdine DA pacova 10. d.p.i. EAE, kada se pojavljuju prvi pokazatelji bolesti, na vrhuncu
bolesti (14. d.p.i.), kao i kontrolnih neimunizovanih (NIM) pacova. Ekspresija iRNK je odredena pomocu
RT-gPCR i prikazana kao 2% y odnosu na B-aktin. Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6).
**p<0,01, *** p<0,001; *p<0,05, **p < 0,001 muzjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.6. Uticaj tretmana propranololom u efektorskoj fazi EAE na fenotipske i1 funkcijske
karakteristike Celija mikroglije u ki¢menoj moZdini Zenki i muZjaka pacova na vrhuncu
bolesti

Imajuéi u vidu znac¢aj mikrosredine ciljnog organa za odredivanje tezine EAE (Kawakami i
sar., 2004), pri cemu se mikrogliji pripisuje presudan znacaj u kontroli autoimunske
neuroinflamacije u multiploj sklerozi i EAE (Shin i sar., 2012; Thompson i Tsirka, 2017), ispitani su
1 efekti tretmana propranololom na aktivacioni status mikroglije kiémene mozdine, kao i fenotipski 1
funkcijski profil ovih ¢elija.

4.6.1. Tretman propranololom efikasnije smanjuje broj Celija aktivirane mikroglije u kiCmenoj
moZdini muZjaka nego Zenki pacova na vrhuncu bolesti

S obzirom na to da je broj aktiviranih ¢elija mikroglije u korelaciji sa teZinom neuroloske
slike EAE (Benusa i Lafrenaye, 2020), ispitan je uticaj tretmana propranololom na broj ovih ¢elija u
ki¢menoj mozdini pacova oba pola. Celije mikroglije su identifikovane na osnovu povrsinske
ekspresije molekula CD11b, konstitutivnog markera mijeloidnih c¢elija (Graber i sar., 2010), i
molekula CD45, &iji nizak ili umeren nivo ekspresije razdvaja populacije neaktivne (CD45%) i
aktivirane (CD45"™) mikroglije od ¢elija monocitnog porekla, sa najvisom ekspresijom CD45
(CD45™™) (Almolda i sar., 2009). Na osnovu nivoa ekspresije CD45 molekula na membrani
CD11b+ ¢elija kicmene mozdine neimunizovanih kontrolnih Zivotinja postavljena je granica za
razdvajanje Celija mikroglije od CD45""" makrofaga i dendritskih ¢elija, koje su kod ovih Zivotinja
slabo zastupljene (Almolda i sar., 2009; Djiki¢ i sar., 2014).
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Na vrhuncu EAE, veéi (p < 0,001) ukupan broj ¢éelija mikroglije (CD11b+CD45%*), kao i
vedi (p < 0,001) broj ¢elija aktivirane mikroglije (CD11b+CD45"") izolovan je iz ki¢mene moZzdine
kontrolnih muzjaka pacova tretiranih fizioloSkim rastvorom, u odnosu na kontrolne Zenke (Slika 20).
Tretman propranololom je smanjio ukupan broj ¢elija mikroglije i kod EAE zenki (p < 0,01) i kod
muzjaka (p < 0,001) pacova i broj c¢elija aktivirane mikroglije (p < 0,001) u ki¢menoj mozdini
zivotinja oba pola (Slika 20). Efekat je bio izrazeniji kod EAE muzjaka, pa kod pacova tretiranih
propranololom nije zabelezena statisti¢ki znacajna polna razlika ni u broju ukupnih ¢elija mikroglije,
ni u broju aktiviranih ¢elija mikroglije u ki¢menoj mozdini (Slika 20).
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Slika 20. Tretman propranololom u efektorskoj fazi EAE efikasnije smanjuje broj celija
aktivirane mikroglije u ki¢menoj mozdini muZjaka nego Zenki pacova na vrhuncu bolesti.
Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski profili prikazuju strategiju izdvajanja (levi) mononuklearnih
¢elija kiémene mozdine, (srednji) CD11b+ ¢elija medu njima i (desni) CD45+ Celija u okviru populacije
CDI11b+ ¢elija kiémene mozdine. CD45+ ¢elije podeljene su u tri regiona (R1-3) prema nivou ekspresije
CD45. R1 obuhvata CD45*** ¢elije monocitnog porekla, a granica ovog regiona je postavljena na osnovu
nivoa ekspresije CD45 u CDI11b+ Celijama ki¢mene mozdine neimunizovanih kontrolnih pacova. R2
(CD45™) i R3 (CD45") obuhvataju mikrogliju, pri ¢emu se u okviru R2 nalaze ¢elije aktivirane mikroglije.
Na histogramima je prikazan (levo) broj celija mikroglije i (desno) broj celija aktivirane mikroglije u
ki¢émenoj mozdini Zenki i muzjaka pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u
efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana i
pola na ukupan broj ¢elija mikroglije (F(,20) = 23,76; p < 0,001) i broj aktivirane mikroglije (F20) = 32,24; p
< 0,001). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM (n = 6). ** p < 0,01, *** p < 0,001; #* p <
0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.6.1.1. Tretman propranololom efikasnije stimuliSe aktivnost CX3CRI1/Nrf2/HO-1 signalne
osovine u ¢elijama mikroglije muzjaka nego Zenki pacova
Hemokin CX3C ligand 1 (engl. chemokine (C-X3-C motif) ligand 1; CX3CL1), poznat i kao
fraktalkin, vezuje se za CX3C hemokinski receptor 1 (engl. CX3C motif chemokine receptor 1;
CX3CR1) koji je eksprimiran isklju¢ivo na mikrogliji, a signalizacija koju pokrece aktivacija ovog
receptora ima Klju¢nu ulogu u suzbijanju neuroinflamacije (Wolf i sar., 2013; Lastres-Becker i sar.,

58



2014). Stoga je pracen efekat tretmana propranololom na zastupljenost ¢elija mikroglije koje na
membrani poseduju CX3CR1 u ki¢émenoj mozdini pacova oba pola na vrhuncu EAE.

Procentualna zastupljenost c¢elija koje na membrani eksprimiraju CX3CR1 u okviru
mikroglije kicmene mozdine izolovane na vrthuncu EAE, kao i gustina ovog receptora na membrani
ovih ¢elija (sude¢i prema vrednostima MFI odnosa za CX3CR1, videti poglavlje Materijal i
metode), bila je manja (p < 0,001) kod kontrolnih EAE muzjaka u odnosu na Zenke tretirane
fizioloskim rastvorom (Slika 21). Propranolol je povecao (p < 0,001) procentualnu zastupljenost
CX3CRI1+ ¢elija u okviru mikroglije, i MFI odnos za ovaj receptor na njima, kod zivotinja oba pola
(Slika 21). Ovaj efekat je bio izrazeniji kod muZjaka u odnosu na Zenke (Slika 21). Sledstveno, kod
pacova koji su tretirani propranololom nije zabelezena statisticki znacajna polna razlika u
procentualnoj zastupljenosti CX3CR1+ c¢elija u okviru mikroglije, dok je gustina membranske
ekspresije CX3CR1 ovih ¢elija kod tretiranih muzjaka ¢ak bila veéa (p < 0,001) u odnosu na zenke
(Slika 21).

Ispitani su i efekti propranolola na ekspresiju CX3CL1, liganda za CX3CR1, u tkivu
kicmene mozdine pacova oba pola na vrhuncu bolesti. Tretman propranololom je kod pacova oba
pola povecao (p < 0,001) ekspresiju iRNK za CX3CL1 u tkivu kiémene mozdine (Slika 21). Efekat
tretmana propranololom bio je izrazeniji kod EAE muzjaka u odnosu na Zenke, pa iako su kod
kontrolnih EAE zivotinja tretiranih fizioloSkim rastvorom muzjaci pokazivali manju (p < 0,001)
ekspresiju gena za CX3CL1 u ki¢menoj mozdini u odnosu na Zenke, u mikrogliji EAE pacova
tretiranih propranololom nisu zabeleZene statisticki znacajne polne razlike u vrednostima ovog
parametra (Slika 21).
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Slika 21. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije poveéava
ekspresiju CX3CR1 na ¢elijama mikroglije muZjaka nego Zenki pacova na vrhuncu bolesti.
Proto¢no-citofluorimetrijski histogrami prikazuju strategiju izdvajanja CX3CR1+ ¢elija (uz pomo¢ FMO
kontrole) u okviru CD11b+CD45"** ¢elija mikroglije kiémene mozdine Zenki i muZjaka pacova tretiranih
propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. Histogrami prikazuju (gore
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desno) procentualnu zastupljenost CX3CRI1+ ¢elija u okviru mikroglije kiémene mozdine, (dole levo)
gustinu CX3CR1 na membrani ¢elija mikroglije (CX3CR1 MFI odnos, dobijen prema objasnjenju u
poglavlju Materijal i metode), i (dole desno) ekspresiju iIRNK za CX3CL1 (odredenu RT-gPCR i prikazanu
kao 279 u odnosu na B-aktin) u tkivu ki¢mene mozdine Zenki i muzjaka kontrolnih i pacova tretiranih
propranololom u efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju
efekata tretmana i pola na zastupljenost CX3CR1+ ¢elija (F(1,200 = 20,00; p < 0,001), CX3CR1 MFI odnos
(Fa20) = 140,63; p < 0,001) i ekspresiju CX3CL1 iRNK (F.20 = 24,35; p < 0,001). Podaci su predstavljeni
kao srednje vrednosti + SEM (n = 6). *** p < 0,001; ** p < 0,001 muZjaci u poredenju sa zenkama iste grupe.

Poznato je da prenos signala posredstvom CX3CRI1 receptora reguliSe ekspresiju
transkripcionog faktora Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2), koji (1) pokrece
ekspresiju enzima hem-oksigenaze 1 (engl. heme oxigenase 1; HO-1), i na taj nafin smanjuje
aktivaciju mikroglije i produkciju proinflamatornih citokina (Lastres-Becker i sar., 2014; Cuadrado
I Rojo, 2008), (2) moze uticati i na efikasnost fagocitoze, regulacijom ekspresije TAM (engl. Tyro3,
Axl, and Mertk) receptora, koji su klju¢ni u kontroli ovog procesa (Ji i sar., 2015; Castro-Sanchez i
sar., 2019). Imajuci ovo u vidu, ispitana je ekspresija Nrf2 u CD11b+ Celijama ki¢mene mozdine
pacova, koje veéinski predstavljaju CD45"** mikrogliju, §to se vidi na Slici 20.

U skladu sa efektima na CX3CL1/CX3CR1 hemokinsku osovinu, tretman propranololom je
povecao (p < 0,001) ekspresiju iRNK za Nrf2 u CDI11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine kod EAE
pacova oba pola, u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne EAE Zivotinje tretirane fizioloSkim
rastvorom (Grafik 13). Ovaj efekat je bio izrazeniji kod muzjaka, pa u éelijama pacova tretiranih
propranololom nisu zabelezene statisticki znaCajne polne razlike, dok su kod kontrolnih EAE
zivotinja CD11b+ ¢elije muzjaka pokazivale zna¢ajno manju (p < 0,001) ekspresiju iRNK za Nrf2 u
odnosu na ove ¢elije zenki (Grafik 13).

Sli¢ni nalazi su dobijeni ispitivanjem ekspresije iRNK za HO-1. Ona je bila manja (p <
0,001) u CD11b+ ¢elijama kiémene mozdine kontrolnih EAE muzjaka u poredenju sa ovim
¢elijama izolovanim iz kontrolnih EAE Zenki (Grafik 13). Propranolol je u CDI11b+ celijama
pacova oba pola povecao (p < 0,001) ekspresiju gena za HO-1, s tim da je ovaj efekat bio izraZeniji
kod muzjaka, pa u ¢elijama zivotinja tretiranih propranololom nisu nadene statisticki znacajne polne
razlike u ekspresiji ovog enzima (Grafik 13).
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Grafik 13. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije poveéava
ekspresiju IRNK za Nrf2 i HO-1 u CD11b+ ¢elijama mikroglije muZjaka nego Zenki pacova na
vrhuncu bolesti. Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK (odredenu RT-gPCR i prikazanu kao 29 u
odnosu na B-aktin) za (levo) Nrf2 i (desno) HO-1 u CD11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine Zzenki i muzjaka
pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska
analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata tretmana i pola na ekspresiju iRNK za Nrf2 (F,20)
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= 96,06; p <0,001) i HO-1 (F(,20) = 28,46; p < 0,001). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM
(n=6). *** p <0,001; ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.6.1.2. Tretman propranololom polno-specifi¢no uti¢e na aktivnost Stat3/Socs3 signalne osovine u
¢elijama mikroglije

Postoje podaci da stimulacija f-AR moze i drugim mehanizmima, nezavisno od onih koji
podrazumevaju aktivaciju CX3CL1/CX3CR1 osovine, da aktivira makrofage/mikrogliju i
podstakne produkciju proinflamatornih citokina kao S§to je IL-1p (Tanaka i sar., 2002; Tan i sar.,
2007), ali i da uti¢e na fagocitozu (Rossi i sar., 1998). Sledstveno, postavilo se pitanje da li su efekti
tretmana propranololom u efektorskoj fazi EAE na fenotip i funkciju mikroglije, barem delimicno,
posledica delovanja nezavisnog od CX3CL1/CX3CR1 signalne osovine. U svetlu podataka da
noradrenalin pojacava ekspresiju/aktivnost prenosioca signala i aktivatora transkripcije 3 (engl.
signal transducer and activator of transcription 3; Stat3), ¢ija uslovna delecija u mijeloidnim
¢elijama ponistava simptome EAE (Landen i sar., 2007; Lu i sar., 2020), ispitano je delovanje
propranolola na ekspresiju iRNK za Stat3 u CD11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine pacova oba pola
izolovanim 14. d.p.i. EAE.

Tretman propranololom je smanjio (p < 0,001) ekspresiju iRNK za Stat3 u CD11b+ ¢elijama
EAE zivotinja oba pola u odnosu na odgovarajué¢e kontrolne EAE Zivotinje tretirane fizioloSkim
rastvorom (Grafik 14). Efekat propranolola je bio izrazeniji kod EAE muzjaka, pa medu tretiranim
pacovima nisu zabelezene statisti¢ki znacajne polne razlike u vrednostima ovog parametra, iako su
kod kontrolnih EAE Zivotinja CD11b+ ¢elije muzjaka imale vecu (p < 0,001) ekspresiju iRNK za
Stat3 u odnosu na Celije zenki (Grafik 14).

Budu¢i da supresor citokinske signalizacije 3 (engl. suppressor of cytokine signaling 3;
Socs3) negativno regulise aktivaciju Stat3 u mijeloidnim ¢elijama (Stark i Darnell, 2012), i da ima
znacajnu ulogu u regulaciji neuroinflamacije (Qin i sar., 2012), ispitano je i delovanje propranolola
na ekspresiju gena za ovaj transkripcioni faktor u CD11b+ ¢éelijama ki¢cmene mozdine pacova.

Ekspresija IRNK za Socs3 je bila manja (p < 0,001) u CD11b+ ¢elijama kontrolnih EAE
muZjaka pacova u poredenju sa EAE Zenkama tretiranim fizioloSkim rastvorom (Grafik 14).
Propranolol je povecao i kod EAE Zzenki (p < 0,01) i kod EAE muzjaka (p < 0,001) ekspresiju ovog
gena u CD11b+ ¢elijama ki¢mene moZdine, i to izraZenije kod muZzjaka, tako da kod CD11b+ ¢elija
EAE pacova tretiranih propranololom nisu nadene statisticki znacajne polne razlike u nivou njegove
ekspresije (Grafik 14).

Budu¢i da Socs3 ostvaruje svoj efekat na transkripcionu aktivaciju Stat3 uglavnom
posredstvom mehanizma zavisnog od IL-6 (Tanaka i sar., 2014), u slede¢em koraku su ispitane
promene u ekspresiji gena za IL-6 u CD11b+ ¢elijama kicmene mozdine pacova oba pola u
odgovoru na tretman propranololom.

Tretman propranololom je smanjio i kod EAE Zenki (p < 0,05) i kod EAE muzjaka (p <
0,001) nivo ekspresije iIRNK za IL-6 u CD11b+ ¢elijama u odnosu na celije odgovarajucih
kontrolnih EAE zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom (Grafik 14). Ovaj efekat je bio izrazeniji
kod EAE muzjaka u odnosu na zenke EAE pacova (Grafik 14). Posledi¢no, iako su ¢elije kontrolnih
EAE muzjaka pokazivale ve¢u (p < 0,001) ekspresiju gena za IL-6 u odnosu na ¢elije Zenki, kod
EAE pacova tretiranih propranololom nisu zabeleZene statisticki znacajne polne razlike (Grafik 14).
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Grafik 14. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE polno-specifi¢no uti¢e na
aktivnost Stat3/Socs3 signalne osovine u ¢elijama mikroglije pacova na vrhuncu bolesti.
Histogrami prikazuju ekspresiju iRNK (odredenu RT-qPCR i prikazanu kao 2% u odnosu na B-aktin) za
(levo) Stat3, (sredina) Socs3 i (desno) IL-6 u CD11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine zenki i muzjaka pacova
tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska analiza
varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na ekspresiju iRNK za Stat3 (F20) = 12,76;
p <0,01), Socs3 (F,200 = 19,66; p < 0,001) i IL-6 (F(20 = 45,04; p < 0,001). Podaci su predstavljeni kao
srednje vrednosti + SEM (n = 6). * p < 0,05, ** p < 0,01,*** p < 0,001; ** p < 0,001 muzjaci u poredenju sa
zenkama iste grupe.

4.6.2. Tretman propranololom efikasnije stimulise diferencijaciju Céelija mikroglije anti-
inflamatornog fenotipa kod muZjaka nego kod Zenki pacova

Aktivirana mikroglija pokazuje izuzetnu plasti¢nost tokom razvoja autoimunosti u CNS koja
se manifestuje prelaskom iz stanja klasi¢ne aktivacije, karakteristicnog po oslobadanju medijatora
koji podsticu neuroinflamaciju i usporavaju procese reparacije u ki¢menoj mozdini, u stanje
alternativne aktivacije koje podstice rezoluciju lokalne inflamacije i reparaciju tkiva, oslobadanjem
anti-inflamatornih medijatora i trofickih faktora (Hu i sar., 2015; Giles i sar., 2018). Stoga je u
daljem istrazivanju odreden efekat tretmana propranololom na fenotip i funkcijske karakteristike
¢elija mikroglije ki¢mene mozdine.

4.6.2.1. Tretman propranololom efikasnije smanjuje ekspresiju proinflamatornih citokina/enzima u
mikrogliji muZjaka nego u mikrogliji Zenki pacova

Primena propranolola je i kod EAE Zenki (p < 0,01) i kod EAE muzjaka (p < 0,001)
smanjila procentualnu zastupljenost celija koje sintetiSu IL-1B, klju¢ni proinflamatorni citokin u
regulaciji neuroinflamacije (Basu i sar., 2004), u okviru CD11b+CD45*** ¢éelija mikroglije ki¢mene
mozdine (Slika 22A). Ovaj efekat je bio izrazeniji kod EAE muzjaka, pa se, za razliku od EAE
kontrolnih Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom, kod Kkojih je njihova procentualna
zastupljenost bila veca (p < 0,001) kod muzjaka u odnosu na zenke, ona nije statisticki znacajno
razlikovala izmedu Zenki i muzjaka tretiranih propranololom (Slika 22A).

Osim toga, tretman propranololom je kod EAE pacova oba pola u izolovanim CD11b+
¢elijama ki¢mene mozdine, koje dominantno ¢ini mikroglija, smanjio (p < 0,001) ekspresiju IRNK
za NADPH-oksidazu (Nox2), enzim ukljucen u stvaranje reaktivnih oblika kiseonika koji doprinose
ostecenju tkiva i pogorsavaju klinicku sliku EAE/multiple skleroze (Zeng i sar., 2014; Choi i sar.,
2015; Adamczyk i Adamczyk-Sowa, 2016) (Slika 22B). U CDI11b+ ¢elijama EAE muzjaka
pokazana je veéa ekspresija gena za Nox2 i kod kontrolnih (p < 0,001) i kod pacova tretiranih
propranololom (p < 0,01), u odnosu na odgovarajuée ¢elije EAE Zenki (Slika 22B).

U CDI11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine EAE pacova ispitana je i ekspresija iRNK za iNOS,
enzim koji ucestvuje u sintezi potencijalno citotoksi¢nog NO iz L-arginina (Vuolteenaho i sar.,
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2009), i predstavlja klasi¢an marker proinflamatorne mikroglije (Mammana i sar., 2018). Tretman
propranololom je smanjio (p < 0,001) ekspresiju iRNK za iNOS u CD11b+ ¢elijama i Zenki i
muzjaka EAE pacova u odnosu na kontrolne Zivotinje odgovaraju¢eg pola tretirane fizioloSkim
rastvorom (Slika 22B). Ovaj efekat propranolola je bio izrazeniji kod EAE muzjaka nego kod Zenki,
na Sta ukazuje Cinjenica da se ekspresija ovog enzima, koja je bila veca (p < 0,01) u ¢elijjama
kontrolnih muZzjaka u odnosu na kontrolne Zenke, nije statisticki znacajno razlikovala izmedu zenki
i muzjaka tretiranih propranololom (Slika 22B).
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Slika 22. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije smanjuje ekspresiju
proinflamatornih citokina/enzima u mikrogliji muZjaka nego Zenki pacova na vrhuncu
bolesti. (A) Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski tackasti profili prikazuju strategiju izdvajanja IL-
1B ¢elija (uz pomoé FMO kontrole) u okviru CD11b+CD45*** ¢elija mikroglije kiémene mozdine Zenki i
muzjaka pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE.
Histogram prikazuje procentualnu zastupljenost IL-1p+ ¢elija u okviru mikroglije. (B) Histogrami prikazuju
ekspresiju iRNK (odredenu RT-gPCR i prikazanu kao 29 u odnosu na B-aktin) za (levo) Nox2 i (desno)
iNOS u CD11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je zna¢ajnu interakciju
efekata tretmana i pola na zastupljenost IL-1B+ Celija (F(20) = 12,36; p < 0,01), i ekspresiju iRNK za Nox2
(Fa20) = 6,11; p <0,05) i INOS (F1,20) = 5,99; p < 0,05). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n
=6). *** p<0,001; # p < 0,01, # p < 0,001 muZjaci u poredenju sa Zenkama iste grupe.

4.6.2.2. Tretman propranololom efikasnije povecava ekspresiju anti-inflamatornih citokina/enzima u
mikrogliji muzjaka nego zenki pacova

U slede¢em koraku, ispitana je sinteza anti-inflamatornih citokina IL-10 i TGF-B, od
presudnog znacaja u ograni¢avanju neuroinflamacije (Ramirez i sar., 2005; Saud i sar., 2005; Lobo-
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Silva i sar., 2016), u CD11b+CD45"** ¢elijama mikroglije izolovanim na vrhuncu EAE iz ki¢mene
mozdine pacova tretiranih propranololom i kontrolnih Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom.
Tretman propranololom je povecao (p < 0,001) procentualnu zastupljenost ¢elija koje sintetiSu IL-
10, kao 1 onih koje sintetisu TGF-f, u okviru mikroglije kod EAE Zivotinja oba pola (Slika 23A,B).
Ovi efekti su bili izraZeniji kod EAE muZjaka u odnosu na Zenke. Stoga je kod EAE pacova koji su
tretirani propranololom procentualna zastupljenost ¢éelija koje sadrze IL-10 bila veéa (p < 0,05) u
mikrogliji muzjaka u odnosu na Zenke (Slika 23A). U kontekstu polnog dimorfizma vazno je
naglasiti da kod kontrolnih EAE Zivotinja nije zabelezena statisticki znacajna polna razlika u
procentualnoj zastupljenosti ovih celija u okviru mikroglije (Slika 23A). Nasuprot ovome,
procentualna zastupljenost c¢elija koje produkuju TGF-B u okviru mikroglije EAE kontrolnih
zivotinja bila je manja (p < 0,001) kod muzjaka u odnosu na zenke, dok kod pacova koji su tretirani
propranololom nisu zabeleZene statisticki znaCajne polne razlike u procentualnoj zastupljenosti
TGF-B+ ¢elija u okviru mikroglije (Slika 23B).

U CDI11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine merena je i ekspresija iRNK za Argl, enzim koji za
supstrat koristi L-arginin i koji, kroz kompeticiju sa iNOS, moze inhibirati sintezu NO (Hesse i sar.,
2001; Quirié i sar., 2013), a smatra se tipi¢nim markerom anti-inflamatorne mikroglije (Shin i sar.,
2012; Thompson i Tsirka, 2017). Tretman propranololom je kod EAE pacova oba pola povecao (p <
0,001) ekspresiju iRNK za Argl u CD11b+ ¢elijama ki¢cmene mozdine (Slika 23C). Efekat tretmana
propranololom bio je izrazeniji kod muzjaka u odnosu na Zenke, pa iako su kod kontrolnih EAE
zivotinja, tretiranih fizioloskim rastvorom, CD11b+ ¢elije muzjaka pokazivale manju ekspresiju
gena za Argl u odnosu na Celije Zenki, kod ¢elija EAE pacova tretiranih propranololom nisu
zabelezene statisticki znacajne polne razlike (Slika 23C).
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Slika 23. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije poveéava ekspresiju
anti-inflamatornih citokina/enzima u mikrogliji muZjaka nego Zenki pacova na vrhuncu
bolesti. Reprezentativni protoéno-citofluorimetrijski gustinski profili predstavljaju strategiju izdvajanja (uz
pomo¢ FMO kontrola), a odgovarajuci histogrami pokazuju procentualnu zastupljenost (A) IL-10+ ¢elija i
(B) TGF-p+ ¢elija u okviru CD11b+CD45"** ¢elija mikroglije kicmene mozdine Zenki i muZjaka pacova
tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. (C) Histogram
pokazuje ekspresiju iRNK za Argl (odredenu RT-gPCR i prikazanu kao 29 u odnosu na B-aktin) u CD11b+
¢elijama kicmene mozdine. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana
i pola na zastupljenost IL-10+ ¢elija (F.20) = 14,23; p <0,01) i TGF-B+ ¢elija (Fa20) = 39,57; p < 0,001), kao
i ekspresiju IRNK za Argl (F,20 = 8,98; p < 0,01). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6).
*** 1 <0,001; #* p<0,05, # p < 0,001 muzjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

U skladu sa ¢injenicom da su iNOS i Argl u kompeticiji za isti supstrat, odnos ekspresije
iNOS/Argl siroko je prihvacen kao indikator inflamatornog statusa mikroglije (Corraliza i sar.,
1995). Kao $to je oéekivano iz prethodnih nalaza, primena propranolola je smanjila (p < 0,001)
koli¢nik ekspresije iNOS/Argl iRNK u CD11b+ ¢elijama ki¢mene mozdine EAE pacova oba pola,
u odnosu na ¢elije odgovarajuéih kontrolnih Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom (Grafik 15).
Efekat je bio izrazeniji kod muzjaka, pa kod EAE pacova tretiranih propranololom nisu zabelezene
statisticki znacajne polne razlike u ovom parametru, iako su kod EAE kontrolnih zivotinja CD11b+
¢elije muzjaka imale znacajno veci (p < 0,001) koli¢nik ekspresije iNOS/Argl iRNK u odnosu na
¢elije Zenki (Grafik 15).
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Grafik 15. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije smanjuje koli¢nik
ekspresije INOS/Argl u CD11b+ ¢elijama ki¢mene moZdine muZjaka nego Zenki pacova na
vrhuncu bolesti. Histogram prikazuje odnos ekspresije iRNK za iNOS i Argl u CD11b+ ¢elijama ki¢mene
mozdine zenki i muzjaka pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u
efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znadajnu interakciju efekata tretmana i
pola na odnos ekspresije iINOS/Argl iRNK (F@20 = 80,62; p < 0,001). Podaci su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM (n = 6). *** p <0,001; ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.6.2.3. Tretman propranololom snaznije podstic¢e sposobnost mikroglije za fagocitozu i endocitozu
kod muZjaka nego kod Zenki pacova

Imaju¢i u vidu prethodne nalaze koji ukazuju da propranolol podstice anti-
inflamatorni/protektivni aktivacioni status mikroglije, kao i podatke da je ekspresija Argl povezana
sa uklanjanjem mrtvih/umiruéih ¢elija fagocitozom, te rezolucijom inflamacije (Cai i sar., 2019),
ispitano je da li se ovaj efekat ogleda i u sposobnosti mikroglije ki¢mene mozdine da fagocituje
fluorescentne Cestice lateksa 1 vr$i endocitozu dekstrana posredstvom manoznog receptora.

Mikroglija (CD11b+CD45"** ¢elije) kontrolnih muzjaka na vrhuncu EAE bila je manje
efikasna (p < 0,001) u fagocitozi Cestica lateksa i endocitozi dekstrana u odnosu na odgovarajuce
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¢elije izolovane iz zenki (Slika 24A,B). Tretman propranololom je kod EAE Zivotinja oba pola
povecao (p < 0,001) zastupljenost celija koje sadrze Cestice lateksa ili dekstran u okviru mikroglije
u odnosu na kontrolne pacove istog pola tretirane fizioloskim rastvorom (Slika 24A,B). Ovaj efekat
propranolola je bio izrazeniji kod EAE muzjaka, pa kod EAE zivotinja tretiranih propranololom
nisu zabeleZene statisti¢ki znacajne polne razlike u ispitivanim parametrima koje su primeéene u
EAE kontrolnoj grupi (Slika 24A,B).

Ekspresija CD163 molekula na c¢elijama mikroglije povezuje se sa fagocitozom
apoptoti¢nih/nekroti¢nih ¢elija (Zhang i sar, 2011), i smatra se jednim od markera anti-
inflamatornih ¢elija (Mammana i sar., 2018). U skladu sa prethodno iznetim nalazima, pokazana je
manja (p < 0,05) procentualna zastupljenost Ccelija koje eksprimiraju CD163 u okviru
CD11b+CD45*** mikroglije EAE kontrolnih muZjaka tretiranih fizioloskim rastvorom u odnosu na
zenke (Slika 24C). Osim toga, propranolol je znacajno povecao (p < 0,001) zastupljenost CD163+
mikroglije kod EAE pacova oba pola (Slika 24C). Efekat propranolola je bio izrazeniji kod muZzjaka,
budu¢i da kod tretiranih EAE Zivotinja, za razliku od kontrolnih EAE pacova, nisu zabelezene
statisti¢ki znacajne polne razlike u procentualnoj zastupljenosti CD163+ ¢elija (Slika 24C).
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Slika 24. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE snaznije podstice sposobnost
mikroglije za fagocitozu i endocitozu kod muZjaka nego kod Zenki pacova na vrhuncu bolesti.
Reprezentativni protoc¢no-citofluorimetrijski tackasti profili predstavljaju strategiju izdvajanja (uz pomoé
odgovarajucih kontrola), a odgovarajuci histogrami pokazuju procentualnu zastupljenost (A) Lateks+ Celija i
(B) Dekstran+ ¢elija i (C) CD163+ ¢elija u okviru CD11b+CD45*** ¢elija mikroglije kimene mozdine
zenki i muzjaka pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloSkim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi
EAE. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaajnu interakciju efekata tretmana i pola na
zastupljenost Lateks+ Celija (Fa20) = 5,30; p < 0,05), Dekstran+ ¢elija (Fa.200 = 41,43; p < 0,001) i CD163+
¢elija (Fa.20) = 4,64; p < 0,05). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p <0,001; #p <
0,05, # p < 0,001 muZjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe.
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4.6.3. Tretman propranololom efikasnije smanjuje infiltraciju kicmene moZdine mijeloidnim
Celijama kod muZjaka nego kod Zenki pacova

Kako je tretman propranololom doveo do funkcijskih promena u ¢elijama mikroglije, koje
su ukljucene u regulaciju infiltracije kiémene mozdine mijeloidnim ¢elijama iz cirkulacije (Mildner
i sar., 2009; Zhang i sar., 2013), ¢ija je akumulacija u CNS neophodna za pojavu neuroloskih znaka
EAE (Sosa i sar., 2013), ispitano je da li propranolol ostvaruje polno-specifi¢ne efekte na broj ¢elija
monocitnog porekla (inflamatornih monocita/makrofaga) poreklom iz krvi u kiémenoj mozdini na
vrhuncu EAE.

Propranolol je smanjio broj CD11b+CD45™" ¢elija u kiémenoj mozdini i zenki (p < 0,01) i
muzjaka (p < 0,001) EAE pacova, ali je ovaj efekat je bio izrazeniji kod EAE muzjaka (Grafik 16).
Posledi¢no, iako je kod kontrolnih EAE muzjaka, tretiranih fizioloSkim rastvorom, naden veci (p <
0,001) broj CD11b+CD45""" ¢elija u odnosu na Zenke, nisu uoCene statisti¢ki znaajne polne
razlike u broju ovih ¢elija u ki¢cmenoj mozdini EAE pacova tretiranih propranololom (Grafik 16).
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Grafik 16. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije smanjuje broj éelija
monocitnog porekla u ki¢menoj mozZdini muZjaka nego Zenki pacova. Histogram prikazuje broj
CD11b+CD45*** mijeloidnih ¢elija u ki¢menoj mozdini Zenki i muZjaka pacova tretiranih propranololom
(Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je
znaCajnu interakciju efekata tretmana i pola na broj CD11b+CD45*** ¢elija (Fa.200 = 103,47; p < 0,001).
Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). ** p < 0,01, *** p < 0,001; ** p < 0,001 muZjaci u
poredenju sa Zenkama iste grupe.

U slede¢em koraku je ispitana ekspresija gena koji kodiraju hemokine CCL2, CCL19 1 CCL21,
odgovorne za regrutovanje monocita u ciljna tkiva (Shi i Pamer, 2011; Yu i sar., 2012). Ekspresija
iRNK za CCL2, CCL19 i CCL21 u tkivu ki¢mene mozdine bila je veca (p < 0,001) kod kontrolnih
EAE muZzjaka pacova u odnosu na kontrolne EAE Zenke (Grafik 17). Tretman propranololom je
smanjio nivo ekspresije sva tri ispitivana gena i kod EAE Zenki (p < 0,05) i kod EAE muZjaka (p <
0,001) u odnosu na kontrolne zZivotinje odgovarajuceg pola tretirane fizioloSkim rastvorom (Grafik
17). Efekat propranolola je bio izrazeniji kod EAE muzjaka, pa u ki¢menoj mozdini tretiranih
pacova nisu uocene statisticki znacajne polne razlike u ekspresiji gena za CCL2, CCL19 1 CCL21
koje su bile prisutne kod EAE kontrolnih pacova (Grafik 17).
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Grafik 17. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije smanjuje
ekspresiju hemokina u ki¢menoj mozdini muZjaka nego Zenki pacova. Histogrami prikazuju
ekspresiju iRNK (odredenu RT-qPCR i prikazanu kao 2% u odnosu na B-aktin) za (levo) CCL2, (sredina)
CCL19 i (desno) CCL21 u tkivu ki¢mene mozdine Zenki i muzjaka pacova tretiranih propranololom (Prop)
ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu
interakciju efekata tretmana i pola na ekspresiju iIRNK za CCL2 (Fq20 = 6,33; p < 0,05), CCL19 (F20 =
6,55; p < 0,05) i CCL21 (F@20 = 68,57; p < 0,001). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SEM (n
=6). * p <0,05, *** p<0,001; ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.

4.6.4. Tretman propranololom efikasnije podstice razvoj anti-inflamatornog citokinskog profila
mijeloidnih Celija koje infiltriraju kicmenu moZdinu kod muZjaka nego kod Zenki pacova

Kako funkcijski fenotip mijeloidnih ¢elija koje infiltriraju CNS zavisi od uticaja koji deluju
iz mikrookruZzenja, ukljucujuéi stimuluse od mikroglije (Stout i sar., 2005; Rawji i sar., 2016),
ispitan je i uticaj propranolola na citokinski profil ¢elija monocitnog porekla koje iz krvi ulaze u
ki¢menu mozdinu.

Na vrhuncu EAE, zastupljenost ¢elija koje produkuju proinflamatorni citokin IL-1 u okviru
CD11b+CD45™" ¢elija kiémene mozdine bila je veéa (p < 0,001) kod kontrolnih muZjaka u
poredenju sa kontrolnim Zenkama, tretiranim fizioloskim rastvorom (Slika 25A). Propranolol je
smanjio (p < 0,001) udeo IL-1B+ ¢elija u CD11b+CD45™ ¢elijskoj populaciji ki¢mene mozdine
EAE pacova oba pola, i to izraZzenije kod muzjaka (Slika 25A). Sledstveno, kod EAE Zivotinja
tretiranih propranololom nisu primecene statisticki znacajne polne razlike u ispitivanom parametru
koje su postojale kod kontrolnih EAE pacova (Slika 25A).

Propranolol je povecao (p < 0,001) udeo ¢elija koje produkuju anti-inflamatorne citokine IL-
10 i TGF-B u okviru CD11b+CD45""" ¢elija kicmene mozdine (Slika 25B,C). Ovaj efekat je, takode,
bio izrazeniji kod EAE muZzjaka u odnosu na zenke. Posledi¢no, dok je kod kontrolnih EAE
muzjaka procentualna zastupljenost IL-10+ (p < 0,05) i TGF-B+ (p < 0,001) ¢elija u subpopulaciji
CD11b+CD45™" ¢elija ki¢émene mozdine bila manja u poredenju sa EAE Zenkama tretiranim
fizioloskim rastvorom, statisticki znacajne polne razlike u procentualnoj zastupljenosti ovih
¢elijama koje sinteiSu ove citokine nisu uocene kod EAE pacova tretiranih propranololom (Slika
25B,C).
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Slika 25. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE efikasnije podstie razvoj anti-
inflamatornog citokinskog profila mijeloidnih éelija koje infiltriraju ki¢menu mozdinu kod
muZjaka nego Zenki pacova. Reprezentativni protoéno-citofluorimetrijski profili predstavljaju strategiju
izdvajanja (uz pomo¢ FMO kontrola), a odgovaraju¢i histogrami pokazuju procentualnu zastupljenost (A)
IL-1B+ ¢elija, (B) IL-10+ celija i (C) TGF-B+ celija u okviru CD11b+CD45*" mijeloidnih ¢elija ki¢mene
mozdine zenki i muzjaka pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u
efektorskoj fazi EAE. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znaCajnu interakciju efekata tretmana i
pola na zastupljenost IL-1p+ ¢elija (Fa.200 = 13,05; p <0,01), IL-10+ ¢elija (Fa.200 = 4,72; p < 0,05) i TGF-p+
¢elija (Fq,20) = 26,94; p < 0,001). Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). *** p <0,001; *p
< 0,05, # p < 0,001 muzjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe.

4.7. Uticaj tretmana propranololom u efektorskoj fazi EAE na fenotipske i funkcijske
karakteristike T-limfocita koji infiltriraju ki¢cmenu moZdinu Zenki i muZjaka pacova na
vrhuncu bolesti

4.7.1. Tretman propranololom efikasnije smanjuje infiltraciju ki¢cmene moZdine CD4+ T-
limfocitima, i reaktivaciju ovih celija, kod muZjaka nego kod Zenki pacova

Dalja istrazivanja su osmisljena u svetlu ¢injenica da hemokin CCL2 doprinosi infiltraciji
kiémene mozdine ne samo inflamatornim monocitima iz cirkulacije (Jiang i sar., 2016), ve¢ i T-
limfocitima (Kooij i sar., 2014; Kara i sar., 2015). Tretman propranololom je smanjio (p < 0,001)
ukupan broj CD4+ T-limfocita u ki¢menoj mozdini pacova oba pola na vrhuncu EAE. Efekat
tretmana propranololom je bio izraZzeniji kod EAE muZjaka (Slika 26A), budu¢i da je kod
kontrolnih EAE muZjaka pacova uocen znacajno veéi (p < 0,001) broj CD4+ T-limfocita u ki¢menoj
mozdini u odnosu na kontrolne Zenke, tretirane fizioloSkim rastvorom, a nisu uocene statisticki
znacajne polne razlike u broju ovih ¢éelija kod EAE Zivotinja tretiranih propranololom (Slika 26A).

Imajuéi u vidu da promene u fenotipu mikroglije mogu uticati na aktivaciju/funkcije T-
limfocita u CNS (Schetters i sar., 2018), ispitivan je udeo reaktiviranih CD4+ T-limfocita u CNS.
Reaktivacija CD4+ T-limfocita procenjena je analizom ekspresije CD25 molekula (Caruso i sar.,
1997). Tretman propranololom je smanjio procentualnu zastupljenost aktiviranih CD25+ celija u
okviru konvencionalnih (CD4+Foxp3-) T-limfocita i kod Zzenki (p < 0,01) i kod muzjaka (p < 0,001)
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EAE pacova (Slika 26B). Ovaj efekat propranolola je bio izrazeniji kod EAE muZjaka pacova, ali je
zastupljenost CD25+ ¢elija u okviru CD4+Foxp3- limfocita kicmene mozdine ostala veca (p < 0,05)
kod muzjaka tretiranih propranololom u odnosu na zenke podvrgnute ovom tretmanu, kao i kod (p <
0,001) kontrolnih zivotinja, tretiranih fizioloskim rastvorom (Slika 26B).
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Slika 26. Tretman propranololom tokom efektorske faze EAE kod muZjaka efikasnije
nego kod Zenki smanjuje infiltraciju kicmene mozdine CD4+ T-limfocitima i njihovu
reaktivaciju. (A) Reprezentativni protoc¢no-citofluorimetrijski tackasti profili predstavljaju strategiju
izdvajanja CD4+ T-limfocita, a histogram pokazuje njihov broj u ki¢menoj mozdini Zenki i muzjaka pacova
tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. (B) Reprezentativni
proto¢no-citofluorimetrijski profili prikazuju strategiju izdvajanja (levo) CD4+Foxp3- ¢elija i (desno)
CD25+ ¢elija u okviru ove populacije konvencionalnih limfocita. Histogram pokazuje procentualnu
zastupljenost CD25+ ¢elija u okviru CD4+Foxp3- ¢elija kiémene mozdine. Dvofaktorska analiza varijanse
pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na broj CD4+ T-limfocita (F(,20) = 22,65; p < 0,001)
i procentualnu zastupljenost CD25+ c¢elija (Fu200 = 26,04; p < 0,001). Podaci su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n = 6). ** p < 0,01, *** p < 0,001; * p < 0,05, ** p < 0,001 muZjaci U poredenju sa
zenkama iste grupe.

4.7.2. Tretman propranololom efikasnije smanjuje infiltraciju ki¢mene moZdine izuzetno
patogenim T-limfocitima kod muZjaka nego kod Zenki pacova

Kako je tretman propranololom izazvao smanjenje zastupljenosti mijeloidnih ¢elija koje
sintetiSu IL-1p, presudan faktor u diferencijaciji i ekspanziji patogenih Th17 limfocita (Mufazalov i
sar., 2017; Ghoreschi i sar, 2010), ali i diferencijaciji najpatogenijih T-limfocita koje istovremeno
produkuju IL-17, IFN-y i GM-CSF (Lukens i sar., 2012; Kurschus, 2015), ispitan je i efekat
tretmana propranolom na citokinski profil T-limfocita izolovanih 14. d.p.i. EAE iz ki¢mene
mozdine pacova oba pola.
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Primena propranolola je smanjila (p < 0,001) procentualnu zastupljenost IL-17+ ¢elija u
okviru T-limfocita (najverovatnije efektorski T-limfociti; Tef) kicmene mozdine, kao i izrazito
patogenih IFN-y+GM-CSF+ ¢elija medu njima (p < 0,01 kod zenki; p < 0,001 kod muzjaka) kod
EAE pacova oba pola (Slika 27). Kod kontrolnih EAE muzjaka, tretiranih fizioloskim rastvorom,
uoCena je veca zastupljenost i IL-17+ T-limfocita (p < 0,001), kao i IFN-y+GM-CSF+ ¢elija (p <
0,01) u okviru ove celijske populacije (Slika 27). Kako je efekat propranolola bio izrazeniji kod
EAE muzjaka pacova, EAE Zzivotinje tretirane propranololom nisu pokazale statisticki znacajne
polne razlike u ispitivanim parametrima (Slika 27).
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Slika 27. Tretman propranololom u efektorskoj fazi EAE efikasnije smanjuje infiltraciju
kiémene mozZdine izuzetno patogenim T-limfocitima kod muZjaka nego kod Zenki pacova.
Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski profili predstavljaju strategiju izdvajanja (uz pomo¢ FMO
kontrola), a odgovaraju¢i histogrami pokazuju procentualnu zastupljenost (A) IL-17+ c¢elija u okviru
TCRof+ c¢elija i (B) IFN-y+GM-CSF+ ¢elija u okviru IL-17+TCRap+ celija kicmene mozdine Zenki i
muZjaka pacova tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE.
Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je znacajnu interakciju efekata tretmana i pola na procentualnu
zastupljenost IL-17+ Celija (Fa20) = 14,67; p < 0,01) i IFN-y+GM-CSF+ C¢elija (Fa20 = 5,10; p < 0,05).
Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 6). ** p < 0,01, *** p < 0,001; * p < 0,01, ** p < 0,001
muzjaci U poredenju sa Zenkama iste grupe.

4.7.3. Tretman propranololom u veéoj meri uti¢e na odnos IL-17+ efektorskih i Treg éelija u
ki¢menoj moZdini muZjaka nego Zenki pacova

Imajuéi u vidu znacaj odnosa efektorskih IL-17+ i Foxp3+CD25+ Treg limfocita u razvoju
autoimunske inflamacije (Lee, 2018), ispitan je uticaj tretmana propranololom na procentualnu
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zastupljenost Foxp3+CD25+ Treg ¢elija u okviru CD4+ limfocita, kao i na odnos IL-17+ Tef/Treg
¢elija, u kicmenoj mozdini pacova izolovanoj 14. d.p.i. EAE.

Propranolol nije imao uticaja na zastupljenost Treg ¢elija u okviru CD4+ limfocita ki¢mene
mozdine, pa se kod EAE pacova tretiranih propranololom, kao i kod kontrolnih EAE pacova,

tretiranih fizioloSkim rastvorom, procentualna zastupljenost ovih celija nije statisticki znacajno
razlikovala izmedu Zenki i muzjaka (Slika 28).
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Slika 28. Tretman propranololom u efektorskoj fazi EAE ne utie na procentualnu
zastupljenost Treg Celija medu CD4+ limfocitima ki¢mene moZdine pacova na vrhuncu bolesti.
Reprezentativni proto¢no-citofluorimetrijski profili predstavljaju strategiju izdvajanja (uz pomo¢ FMO
kontrola) Foxp3+CD25+ (Treg) ¢elija u okviru CD4+ limfocita kicmene mozdine zenki i muzjaka pacova
tretiranih propranololom (Prop) ili fizioloSkim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. Histogram prikazuje

procentualnu zastupljenost Treg ¢elija u okviru CD4+ limfocita kiémene mozdine. Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n = 6).

Na osnovu dobijenih rezultata izra¢unat je odnos IL-17+ Tef/Treg celija, koji je kod
kontrolnih EAE muzjaka bio veéi (p < 0,05) u odnosu na EAE Zenke tretirane fizioloskim
rastvorom (Grafik 18). Tretman propranololom je smanjio (p < 0,05 kod Zenki; p < 0,001 kod
muzjaka) koli¢nik IL-17+ Tef/Treg Celija kod EAE Zivotinja oba pola, ali izraZenije kod muZzjaka
(Grafik 18). Sledstveno, kod EAE pacova koji su primali propranolol nisu nadene statisticki
znacajne polne razlike u vrednostima ovog parametra (Grafik 18).
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Grafik 18. Tretman propranololom u efektorskoj fazi EAE u vecoj meri uti¢e na odnos IL-17+
efektorskih i Treg cCelija u kicmenoj moZdini muZjaka nego Zenki pacova na vrhuncu bolesti.
Histogram prikazuje odnos IL17+ Tef i Treg celija kicmene mozdine Zenki i muzjaka pacova tretiranih
propranololom (Prop) ili fizioloskim rastvorom (FR) u efektorskoj fazi EAE. Podaci su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n = 6). * p < 0,05, *** p < 0,001; * p < 0,05 muZjaci U poredenju sa zenkama iste grupe.
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5. DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija obezbeduje nove eksperimentalne dokaze koji idu u prilog
hipotezi da noradrenalin, delujuéi posredstvom B- i a1-AR, ucestvuje u patogenezi EAE izazvanog
aktivnom imunizacijom homogenatom singene ki¢cmene mozdine kod mladih odraslih pacova soja
DA i jasno ukazuju da bi ovaj neurotransmiter/hormon samo svojim delovanjem posredstvom -AR
mogao da ucestvuje u polno-specificnom razvoju ove eksperimentalno-indukovane bolesti. Buducéi
da je tretman zivotinja propranololom tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE smanjio
incidencu i odlozio pojavu znaka bolesti i zenki i muZzjaka, §to se nije moglo pripisati njegovom
delovanju na nivou dreniraju¢ih limfnih ¢vorova (a na osnovu podataka dobijenih analizom
funkcijskih/fenotipskih karakteristika antigen-prezentujucih ¢elija i CD4+ T-limfocita), a da je ovaj
tretman i u peri-induktivnoj/induktivnoj i efektorskoj fazi bolesti efikasnije ublaZio tezinu
neuroloskog deficita kod muzjaka pacova u poredenju sa zenkama pacova, moze se zakljuciti da je
za polno-specifi¢no delovanje propranolola, najve¢im delom, odgovorno njegovo delovanje na
nivou ki¢mene mozdine, ciljnog organa u ovom modelu bolesti (¢emu u prilog idu i podaci dobijeni
analizom kako rezidentnih mijeloidnih tako i ¢elija koje dolaze s periferije i naseljavaju ovaj organ).

5.1. Uticaj tretmana propranololom u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi EAE na primarni
(auto)imunski odgovor u drenirajuéim limfnim ¢vorovima i razvoj bolesti kod Zenki i
muzZjaka pacova soja DA

Tretman propranololom u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi EAE smanjio je broj Thl7
limfocita koji infiltriraju kiémenu mozdinu, i, u skladu sa ovakvim efektom, redukovao je incidencu
i odlozio pojavu neuroloskih znaka bolesti kod Zenki i muZjaka pacova, u poredenju sa kontrolama
odgovarajuceg pola, koje su primale fizioloski rastvor. U prilog ovom nalazu mogli bi da govore
podaci da periferna simpatektomija primenom 6-hidroksidopamina, dva dana pre indukcije EAE
kod miSeva, dovodi do kasnije pojave prvih znaka bolesti (Bhowmick i sar., 2009). Sa druge strane,
pokazano je da tretman propranololom od dana indukcije EAE do 7 d.p.i. nije imao znacajnog
uticaja na vreme pojave znaka neuroloskog deficita kod pacova soja Lewis (Chelmicka-Schorr i
sar., 1989). Nekonzistentnost raspolozivih podataka najverovatnije ukazuje da ishod primene
propranolola na razvoj EAE zavisi od doze, na¢ina njegove aplikacije, poc€etka tretmana u odnosu
na trenutak indukcije EAE i duzine trajanja tretmana, i/ili protokola imunizacije i vrste, odnosno
soja zivotinja (Brosnan et al., 1985; Chelmicka-Schorr et al., 1989; Dimitrijevi¢ et al., 2007; Araujo
i sar., 2019; Pilipovi¢ et al., 2020).

Rezultati dobijeni u ovde prikazanim istrazivanjima pokazali su i da je 7. d.p.i. EAE doslo
do smanjenja koncentracije noradrenalina u tkivu dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. U prilog ovom
nalazu idu podaci koji ukazuju da se koncentracija noradrenalina u slezini pacova soja Lewis
smanjuje u induktivnoj fazi EAE (Leonard i sar., 1990; Mackenzie i sar., 1989). Osim toga, nadeno
je da je koncentracija noradrenalina u tkivu dreniraju¢ih limfnih ¢vorova EAE, kao |
neimunizovanih kontrolnih, muZzjaka pacova bila visa nego u ovom tkivu EAE, odnosno
neimunizovanih kontrolnih, zenki pacova. U prilog ovom nalazu govore podaci o vecoj gustini
simpati¢kih nervnih vlakana, koja su glavni izvor noradrenalina u imunskom sistemu (Elenkov i
sar., 2000; Padro i Sanders, 2014), u sekundarnim limfnim organima muzjaka pacova u odnosu na
zenke (ThyagaRajan i sar., 2011). Takode, ispitivanjima prikazanim u ovoj disertaciji je potvrdeno
da mononuklearne ¢elije drenirajuéih limfnih ¢vorova poseduju B2-AR (Padro i Sanders, 2014), ali
je 1 prvi put pokazano da je zastupljenost celija koje eksprimiraju P2-AR veca u populaciji
mononuklearnih ¢elija izolovanih iz muZzjaka u poredenju sa odgovaraju¢im celijama izovanim iz
zenki pacova. Utvrdeno je 1 da se u induktivnoj fazi EAE procentualna zastupljenost 2-AR+ ¢Celija
povecala u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima pacova oba pola, tako da je zastupljenost Celija koje
eksprimiraju B2-AR u populaciji mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova ostala veca
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nakon indukcije EAE kod muzjaka u poredenju sa Zenkama. Prethodni nalaz je u skladu sa
podacima koji ukazuju da se ekspresija f-AR na celijama slezine povecava uporedo sa smanjenjem
koncentracije noradrenalina u ovom organu tokom razvoja EAE (Mackenzie i sar., 1989; Leonard i
sar., 1990). Ovo se moze objasniti ushodnom regulacijom B2-AR na membrani imunskih ¢elija u
odgovoru na smanjenje koncentracije noradrenalina u okruzenju (Lorton i Bellinger, 2015).
Dobijeni nalazi su iSli u prilog hipotezi prema kojoj noradrenalin ucestvuje u modulaciji ranih
stadijuma razvoja EAE, posredstvom B-AR na imunskim c¢elijama, na polno-specifican nacin.
Shodno ovome, buduéi da razvoj EAE kriti¢no zavisi od aktivacije i proliferacije autoreaktivnih
CD4+ T-limfocita u odgovoru na indukciju EAE (Robinson i sar., 2014), u nastavku istrazivanja
ispitan je uticaj tretmana propranololom na fenotipske i funkcijske karakteristike mononuklearnih
¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova.

Kod muzjaka i zenki pacova tretiranih propranololom nadena je smanjena infiltracija
ki¢mene mozdine Th17 limfocitima, te manja incidenca i odlozena pojava neuroloskih znaka bolesti,
u poredenju sa kontrolnim zivotinjama odgovarajuceg pola, $to se moglo povezati sa slabijim
primarnim CD4+ T-¢elijskim odgovorom na indukciju EAE, sude¢i prema smanjenoj
aktivaciji/proliferaciji CD4+ T-limfocita i njihovoj polarizaciji ka Th17 limfocitima u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima tretiranih pacova. U skladu sa tim, kod zivotinja oba pola, primena propranolola
je dovela do smanjenja zastupljenosti CD11b+ antigen-prezentujuéih celija koje su, nakon
preuzimanja fluorescentne boje CFSE, migrirale sa mesta imunizacije u drenirajuce limfne ¢vorove
pacova. U prilog ovoj hipotezi idu i podaci koji pokazuju da je zastupljenost antigen-prezentujuc¢ih
¢elija u limfnom ¢voru kritican faktor koji odreduje da li ¢e primarni CD4+ T-¢elijski autoimunski
odgovor dosti¢i prag koji je potreban za neurolo§ku manifestaciju autoimunske bolesti (Ludewig i
sar., 2001). U tom kontestu treba ista¢i da, iako su rezidentne antigen-prezentujuce Celije vazne za
inicijalnu aktivaciju i zadrzavanje antigen-specificnih CD4+ T-limfocita u drenirajué¢im limfnim
¢vorovima, one koje migriraju sa mesta imunizacije, nakon preuzimanja antigena i sazrevanja,
neophodne su za efikasnu proliferaciju i diferencijaciju CD4+ T-limfocita (Allenspach i sar., 2008).
Sledstveno, smatra se da su intenzitet i kvalitet CD4+ T-¢elijskog odgovora proporcionalni broju
migratornih antigen-prezentuju¢ih celija koje dospevaju do dreniraju¢ih limfnih ¢&vorova
(Allenspach i sar., 2008; Martin-Fontecha i sar., 2003). Smanjena migracija antigen-prezentuju¢ih
¢elija kod Zivotinja podvrgnutih tretmanu propranololom bila je u skladu sa podacima da delovanje
noradrenalina pre indukcije bolesti stimuliSe migraciju dendritskih celija u dreniraju¢e limfne
¢vorove in vivo (Saint-Mezard i sar., 2003). Takode, pokazano je da akutni stres poveé¢ava migraciju
dendritskih ¢elija u drenirajuc¢e limfne ¢vorove i, sledstveno, aktivaciju T-limfocita (Viswanathan i
sar., 2005), kao i da su ovi efekti, bar delom, posredovani kateholaminima (Dhabhar i Mcewen,
1999).

U skladu sa ¢injenicom da je migracija dendritskih ¢elija povezana sa njithovim sazrevanjem
u funkcionalne antigen-prezentujuce celije, koje pokazuju povecanu ekspresiju MHC molekula i
kostimulatornih molekula CD80/CD86 (Banchereau i Steinman, 1998), gotovo sve CD11b+CFSE+
¢elije u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima pokazivale su ekspresiju molekula CD86. U saglasnosti sa
podacima da se krajnji stadijumi sazrevanja dendritskih Celija karakteriSu ushodnom regulacijom
ekspresije CCR7 (Forster i sar., 1999), receptora kritinog za migraciju antigen-prezentujucih celija
u drenirajué¢e limfne ¢vorove (Martin-Fontecha i sar., 2003) i inicijaciju antigen-specifi¢nog
imunskog odgovora (Forster i sar., 1999), nadeno je da se zastupljenost CD11b+ celija koje
eksprimiraju ovaj receptor u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima smanjuje nakon tretmana
propranololom kod Zivotinja oba pola. Ovaj nalaz je povezan sa smanjenom ekspresijom gena za
hemokine CCL19 i CCL21, koji usmeravaju migraciju zrelih antigen-prezentujuc¢ih celija u
drenirajuce limfne ¢vorove (Gunn i sar., 1999; Marsland i sar., 2005; Scandella i sar., 2004), u tkivu
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dreniraju¢ih limfnih ¢vorova Zenki i muzjaka pacova koji su primali propranolol. Efekat
propranolola je, nezavisno od pola, bio posebno izrazen na ekspresiju gena za CCL21, koji se
smatra klju¢nim hemokinom u usmeravanju zrelih antigen-prezentujucih ¢elija u drenirajuce limfne
¢vorove (Gunn i sar., 1999). U prilog ovom nalazu, idu podaci koji ukazuju da agonisti f2-AR uticu
na sposobnost migracije antigen-prezentujucih ¢elija povecavaju¢i njihov hemotakticki odgovor na
hemokine CCL19 i CCL21 (Seiffert i Granstein, 2006). Pored toga, potrebno je istaéi da bi promene
u ekspresiji gena za CCL19 i CCL21 mogle uzrokovati i poremecaje u (1) lokalizaciji antigen-
prezentuju¢ih celija u T-Celijskoj zoni limfnih ¢vorova (Gunn i sar., 1999), i/ili (2) imigraciji
naivnih T-limfocita (Cyster, 2005) u limfne ¢vorove, pa i na taj na¢in doprineti manjem intenzitetu
primarnog odgovora CD4+ T-limfocita. Zastupljenost ukupnih CD11b+ antigen-prezentujucih
¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, kao i zastupljenost aktiviranih/zrelih ¢elija u 0vOj
populaciji (sude¢i prema ekspresiji markera aktivacije, MHC Il klase, CD80 i CD86), bila je manja
kod zivotinja oba pola tretiranih propranololom. Imaju¢i u vidu da noradrenalin ne utie na
ekspresiju markera aktivacije antigen-prezentujuéih ¢elija posredstvom B-AR (Nijhuis i sar., 2014;
Takenaka i sar., 2016), moze se pretpostaviti da su ove promene posledica smanjenog
,wpriliva“ aktiviranih antigen-prezentujucih ¢elija sa mesta imunizacije. Tretman propranololom nije
uticao na zastupljenost antigen-prezentujucih Celija koje ispoljavaju molekul CD40 u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima, $to se moZe objasniti Cinjenicom da ekspresija ovog markera aktivacije ne
korelira sa promenama u ekspresiji kostimulatornih molekula (Vremec i sar., 2011).

Vazno je naglasiti da su efekti tretmana propranololom na relativnu zastupljenost CD11b+
antigen-prezentujucih ¢elija (ukljuéuju¢i CFSE+ migratorne, CCR7+ subpopulaciju, i ukupne), kao
i na ekspresiju gena za hemokine CCL19 i CCL21 u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima bili izrazeniji
kod pacova muSkog pola. Ovaj nalaz se moze povezati sa ve¢com koncentracijom noradrenalina u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima muzjaka nego zenki pacova u induktivnoj fazi bolesti. U prilog
tome govore izuzetno oskudni podaci koji ukazuju da je regulacija migracije leukocita posredstvom
B2-AR polno-specificna (de Coupade i sar., 2004; de Coupade i sar., 2007).

Konzistentno sa prethodno navedenim nalazima (Allenspach i sar., 2008; Martin-Fontecha i
sar., 2003), pokazano je smanjenje udela aktiviranih CD25+ ¢elija, kao i proliferisu¢ih Ki-67+ ¢elija,
medu konvencionalnim efektorskim (CD4+Foxp3-) T-limfocitima drenirajucih limfnih ¢vorova kod
muzjaka i Zenki zivotinja koje su tretirane propranololom. U prilog ovim nalazima, idu podaci koji
pokazuju da povecano oslobadanje kateholamina u akutnom stresu, neposredno pre indukcije
bolesti, rezultuje povecanom aktivacijom CD4+ T-limfocita i snaznijim primarnim imunskim
odgovorom u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima (Viswanathan i sar., 2005). U skladu sa ovom
studijom, tretman propranololom je doveo do smanjenja ne samo broja aktiviranih i proliferiSu¢ih
CD4+ T-limfocita, ve¢ i broja Th17 limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima pacova oba pola,
tako da su nakon kratkotrajne restimulacije PMA/jonomicinom in vitro, izmerene manje
koncentracije IL-17 u supernatantima iz kultura celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova tretiranih
zivotinja u odnosu na ¢elije kontrolnih Zivotinja. Promene u broju Th17 limfocita u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima korelirale su sa manjim brojem Th17 limfocita u ki¢menoj mozdini pacova
tretiranih propranololom u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi EAE i, posledi¢no, sa manjim ukupnim
brojem mononuklearnih ¢elija koje infiltriraju kicmenu moZzdinu. Ovaj nalaz se moZe povezati sa
¢injenicom da IL-17 ima vaznu ulogu u privlacenju dodatnih T-limfocita 1 mijeloidnih ¢elija u CNS
tokom razvoja EAE (Kurschus, 2015).

Konaéno, tretman propranololom tokom peri-induktivne/induktivne faze EAE doveo je do
smanjenja maksimalnog neuroloskog skora kod pacova oba pola. Ovi rezultati su u skladu sa ranije
dobijenim nalazima koji su pokazali da tretman propranololom zapocet tri dana pre indukcije EAE
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ublazava tezinu neuroloskog deficita i histoloske slike EAE kod pacova soja DA (Dimitrijevic 1 sar.,
2007).

Potrebno je ista¢i da, iako je delovanje propranolola na migraciju i aktivacioni status
antigen-prezentujucih ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima bilo izrazenije kod muzjaka nego
kod zenki pacova, polne razlike u delovanju propranolola na ispitivane parametre CD4+ T-¢elijskog
odgovora nisu uocene. Ovaj nalaz je sugerisao da je propranolol mogao direktno da modulise
funkcije mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. U prilog ovoj pretpostavci idu podaci
koji ukazuju da se simpaticka modulacija imunskih funkcija odvija indirektno, kroz delovanje na
funkcije stromalnih ¢elija limfoidnih organa (Lorton i Bellinger, 2015) i direktno, kroz delovanje na
imunske celije, prevashodno posredstvom P2-AR eksprimiranih na njihovoj membrani (Padro i
Sanders, 2014). Drugim re¢ima, polno-specificni (pre svega u kvantitativnom smislu) efekti
tretmana propranololom na ekspresiju gena za hemokine CCL19 i CCL21, koji se prevashodno
sintetiSu u ¢elijama strome sekundarnih limfnih organa (Cyster, 2005), mogli bi biti kompenzovani
njegovim direktnim delovanjem na funkcije CD4+ T-limfocita i/ili antigen-prezentujuc¢ih celija
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova.

5.2. In vitro efekti propranolola na proliferaciju i diferencijaciju CD4+ limfocita drenirajuéih
limfnih ¢vorova Zenki i muZjaka pacova soja DA izolovanih u induktivnoj fazi EAE

Imajuéi u vidu prethodne rezultate, ispitani su efekti propranolola na proliferaciju CD4+
limfocita, 1 njihovu diferencijaciju u potencijalno patogene Thl7 limfocite, u kulturi celija
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova izolovanih 7 d.p.i. EAE, u prisustvu ili odsustvu noradrenalina
(arterenola) i/ili propranolola.

Pokazano je da propranolol, i u prisustvu i u odsustvu arterenola, u kulturi ¢elija limfnih
¢vorova, uti¢e na proliferaciju CD4+ T-limfocita i diferencijaciju CD4+ T-limfocita u Th17
limfocite. Ispitivanjem efekata propranolola na proliferaciju i diferencijaciju CD4+ T-limfocita u
Th17 limfocite u kulturi c¢elija limfnih ¢vorova u prisustvu AMPT, blokatora biosinteze
kateholamina, utvrdeno je da propranolol u odsustvu sinteze kateholamina ne uti¢e znacajno na
proliferaciju CD4+ T-limfocita i njihovu diferencijaciju u Th17 limfocite. Ovi nalazi su pokazali: (1)
da celije limfnih ¢vorova sintetiSu kateholamine 1 (2) da su efekti propranolola bili specifi¢ni,
posredovani B-AR. U prilog sintezi kateholamina u mononukleranim ¢éelijama dreniraju¢ih limfnih
¢vorova govore nalazi kojima se dokumentuje njihova sinteza u ¢elijama drugih tkiva (Capellino i
sar., 2012; Huang i sar., 2005; Huang i sar., 1996; Tamura i sar., 2016). U tom kontekstu treba
naglasiti da je nadeno da se lokalna sinteza kateholamina u [,,(nor)adrenalinskim®] ¢elijama smatra
vaznom u situacijama kada se oslobadanje noradrenalina iz simpati¢kih vlakana smanjuje (npr.
posle simpatektomije, u nekim autoimunskim bolestima), buduéi da se ona upravo u tim situacijama
povecava (Capellino i sar., 2012), $to je potvrdeno i istrazivanjima prikazanim u ovoj tezi.

Stimulativan efekat propranolola na proliferaciju CD4+ limfocita u odgovoru na stimulaciju
neuroantigenom/mitogenom u saglasnosti je sa nalazima da agonisti B-AR inhibiraju proliferaciju
ovih ¢elija zdravih glodara, kao i miSeva sa artritisom koji je indukovan kolagenom (Chelmicka-
Schorr i sar., 1989; Elenkov i sar., 2000; Liu i sar., 2018). Stimulativan efekat propranolola na
proliferaciju CD4+ limfocita bio je izrazeniji u kulturama celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
muzjaka nego zenki pacova, uprkos manjoj zastupljenosti aktiviranih CDI11b+ antigen-
prezentujucih ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima muzjaka nego Zenki u induktivnoj fazi EAE
(nalaz u skladu sa rezultatima dobijenim u prethodnim ispitivanjima sprovedenim na pacovima soja
DA,; Nacka-Aleksi¢ i sar., 2015). Naime, CD4+ limfociti muzjaka pokazivali su manji proliferativni
odgovor u odnosu na ¢elije zenki u kulturama ¢elija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova simulisanim
neuroantigenom/mitogenom, dok ova razlika nije uogena u prisustvu propranolola. Cinjenica da su
stimulativni efekti propranolola bili slicni u MBP stimulisanim kulturama (gde proliferacija zavisi
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od prisustva antigen-prezentujuc¢ih ¢elija) i u ConA stimulisanim kulturama, gde nije neophodno
prisustvo antigen-prezentujucih éelija, sugerisala je da propranolol moze da deluje direktno na
CD4+ T-limfocite i moduliSe njihov proliferativni odgovor. Ovu pretpostavku podrzavaju podaci da
noradrenalin, posredstvom [2-AR, smanjuje sintezu IL-2 u kulturama splenocita aktiviranih
mitogenom (Peng i sar., 2004; Ramer-Quinn i sar., 2000), pa samim tim i ekspanziju CD4+
limfocita (Ganusov i sar., 2007; Liao i sar., 2013). Budu¢i da su CD4+ T-limfociti glavni
proizvodaci ovog citokina (Liao i sar., 2013), stimulativan efekat propranolola na proliferaciju
CD4+ limfocita u kulturama c¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova povezan je sa povecanom
ekspresijom gena za IL-2 u kultivisanim ¢elijama, i koncentracijom njegovog proteinskog produkta
u supernatantima kultura. Izrazenije povecanje proliferativnog odgovora CD4+ limfocita muzjaka
nego zenki u kulturama celija stimulisanih u prisustvu propranolola, moze biti objasnjeno ve¢om
zastupljenoS¢u cCelija koje sintetiSu kateholamine (Celije koje sadrze tirozin-hidroksilazu) i
eksprimiraju P2-AR u subpopulaciji CD4+ T-limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova muzjaka
pacova, u odnosu na ovu subpopulaciju ¢elija zenki pacova. Takode, ovi nalazi mogu objasniti
manju proliferaciju CD4+ limfocita muzjaka nego Zenki u kulturama celija stimulisanih
neuroantigenom/mitogenom, §to je u skladu sa podacima koji ukazuju da CD4+ T-limfociti zenki
miSeva imaju snazniji proliferativni odgovor na stimulaciju anti-CD3/CD28 antitelima od ¢elija
muzjaka (De Ledn-Nava i sar., 2009).

Cinjenica da su, nezavisno od tipa stimulacije, i propranolol i arterenol poveéavali
zastupljenost proliferisuc¢ih ¢elija u subpopulaciji CD4+ limfocita u kulturi, kao i da je u prisustvu
propranolola arterenol dodatno stimulisao proliferaciju ovih c¢elija, sugerisala je da dejstvo
arterenola nije posredovano isklju¢ivo B-AR. Ovu pretpostavku podrzavaju podaci da noradrenalin,
posredstvom o-AR, podsti¢e proliferaciju limfocita (Hadden i sar., 1970), kao i da se efekti
stimulacije proliferativnog odgovora, u razli¢itim tipovima c¢elija, specificno ostvaruju aktivacijom
a1e-AR (Gonzalez-Cabrera i sar., 2004). U ovoj studiji je pokazano da CD4+ T-limfociti
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova izolovani u induktivnoj fazi EAE (7 d.p.i.) poseduju ouig-AR. Pored
ovoga, u prisustvu prazosina, antagonista a-AR, nadena je smanjena ucestalost proliferiSu¢ih CD4+
limfocita u ConA i MBP stimulisanim kulturama ¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova, u poredenju sa
odgovaraju¢im kulturama stimulisanim u njegovom odsustvu. Procentualna zastupljenost CD4+ T-
limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova koji poseduju ais-AR nije se razlikovala medu polovima.
Ovo bi moglo da objasni ¢injenicu da se delovanje prazosina na proliferaciju CD4+ limfocita
muzjaka 1 Zenki pacova u kulturama celija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova nije statisticki znacajno
razlikovalo. Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da na proliferaciju CD4+ limfocita
noradrenalin deluje inhibitorno posredstvom B-AR, ali da je njegov stimulatorni efekat na
proliferaciju ovih ¢elija posredstvom a1-AR dominantan. Takode, rezultati istrazivanja prikazanih u
ovoj disertaciji ukazuju na to da je za polno-specifi¢ne efekte noradrenalina na proliferaciju CD4+
limfocita u kulturi zasluzno njegovo delovanje posredstvom B2-AR na ovim ¢elijama.

Razultati dobijeni istrazivanjima u sklopu ove disertacije su pokazali 1 da je dodavanje
propranolola u MBP i ConA stimulisane kulture mononuklearnih ¢elija dreniraju¢ih limfnih
¢vorova povecalo zastupljenost IL-17+ celija medu CD4+ limfocitima, kao 1 ekspresiju gena za
RORyt u ¢elijama iz ovih kultura. Ovi nalazi su konzistentni sa podacima koji pokazuju da u
kulturama CD4+ T-limfocita miSeva sa artritisom koji je indukovan kolagenom noradrenalin dovodi
do smanjenja zastupljenosti IL-17+ ¢elija i smanjene ekspresije RORyt, a da se ovi efekti mogu
inhibirati delovanjem antagonista 2-AR (ICI-118,551) (Liu i sar., 2018). Osim toga, u istom
modelu, pokazano je da prekomerna ekspresija gena za tirozin-hidroksilazu u CD4+ T-limfocitima
smanjuje ekspresiju RORyt i, posledi¢no, frekvenciju Th17 limfocita (Wang i sar., 2016).
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Stimulacija neuroantigenom/mitogenom celija drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova u kulturi u
prisustvu propranolola dovela je i do povecanja procentualne zastupljenosti ¢elija koje produkuju
GM-CSF, citokin koji se smatra klju¢nim za patogenost Th17 limfocita (Codarri i sar., 2011; El-
Behi i sar., 2011), u subpopulaciji CD4+IL-17+ limfocita, u odnosu na kulture stimulisane u
odsustvu antagonista B-AR. Ovaj nalaz podrzavaju podaci koji ukazuju da RORyt pokrece
proizvodnju GM-CSF u Th17 limfocitima (Codarri i sar., 2011).

lako bi prethodno diskutovani nalazi mogli da budu rezultat direktnog delovanja
propranolola na CD4+ limfocite, razmotrena je i moguénost posrednog delovanja ovog antagonista
B-AR. Naime, prethodno je utvrdeno da aktivacija B2-AR uti¢e na polarizacioni kapacitet antigen-
prezentujucih celija, sugeriSuci da bi i tim putem noradrenalin mogao da smanji diferencijaciju
Th17 limfocita (Hetier i sar., 1991; Engler i sar., 2005; Roewe i sar., 2017). Precizno, pokazano je
da antagonisti B-AR povecavaju (Hetier i sar., 1991), dok agonisti ovih receptora smanjuju (Engler i
sar., 2005) produkciju IL-1p u makrofagima stimulisanim lipopolisaharidom (LPS). Pokazano je i
da noradrenalin, delujuéi posredstvom B-AR, inhibira produkciju IL-23 u mesSanoj populaciji LPS-
stimulisanih humanih dendritskih ¢elija (Goyarts i sar., 2008), a da pretretman adrenalinom
smanjuje kapacitet dendritskih ¢elija kostne srzi da produkuju IL-23 nakon LPS stimulacije (Nijhuis
i sar., 2014). Prethodno diskutovani nalazi sugeriSu da povecanje zastupljenosti IL-17+ ¢elija u
subpopulaciji CD4+ limfocita u MBP stimulisanim kulturama kojima je dodat propranolol moze (u
odnosu na kulture ¢elija stimulisane neuroantigenom u odsustvu propranolola), barem delom, biti
posledica povecane ekspresije gena za IL-1p i IL-23, citokina koje sintetiSu antigen-prezentujuce
¢elije, a koji pokre¢u/odrzavaju diferencijaciju Th17 limfocita (Chung i sar., 2009; McGeachy i
Cua, 2008; Aggarwal i sar., 2003). U prilog ovoj mogucnosti govori i povecanje procentualne
zastupljenosti GM-CSF+ ¢elija medu Th17 limfocitima u MBP/ConA stimulisanim kulturama celija
u prisustvu propranolola, budu¢i da je IL-1pB, u sinergiji sa IL-23, kljucan faktor u pokretanju
sinteze GM-CSF u autoreaktivnim CD4+ T-limfocitima u EAE (Lukens i sar., 2012). Mogu¢nost
indirektnog delovanja propranolola na CD4+ limfocite, posredstvom njegovih efekata na antigen-
prezentujuce Celije, podrzava i nalaz da CD11b+ ¢elije drenirajucih limfnih ¢vorova eksprimiraju
B2-AR, ali i pokazuju sposobnost sinteze kateholamina, sude¢i prema ekspresiji tirozin-hidroksilaze.
Treba napomenuti da i ispitivanja drugih istrazivaca pokazuju da dendritske celije (Nijhuis i sar.,
2014; Panina-Bordignon i sar., 1997) i makrofagi (Izeboud i sar., 1999) eksprimiraju 2-AR, kao i
da selektivna blokada ovog tipa AR u LPS-stimulisanim makrofagima povecéava produkciju IL-1p,
spreavajuéi autokrino/parakrino delovanje kateholamina koje ove celije sintetiSu (Engler i sar.,
2005).

Statisti¢ki znacajne polne razlike u ekspresiji iIRNK za IL-1p i IL-23 u ¢elijama gajenim u
MBP stimulisanim kulturama u odsustvu propranolola (veca ekspresija oba gena u ¢elijama Zenki),
u njegovom prisustvu su umanjene (IL-1p) ili u potpunosti ukinute (IL-23). Ovi podaci, u kontekstu
ve¢ iznete Cinjenice 0 manjoj zastupljenosti aktiviranih antigen-prezentujucih ¢elija u dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima muzjaka u odnosu na Zenke pacova u induktivnoj fazi EAE (Nacka-Aleksi¢ i
sar., 2015), jasno ukazuju na izrazeniji efekat propranolola na ekspresiju gena za osnovne citokine
ukljucene u inicijaciju/odrzavanje diferencijacije Th17 limfocita kod muzjaka pacova, koji se moze
povezati sa vecom procentualnom zastupljenosSéu P2-AR+ celija u populaciji CD11b+ Celija
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova muzjaka.

Imajuéi u vidu (1) veéu procentualnu zastupljenost ¢elija koje eksprimiraju 2-AR 1 sintetiSu
kateholamine u subpopulaciji CD4+ T-limfocita i B2-AR+ celija u populaciji CD11b+ celija
drenirajucih limfnih ¢vorova muzjaka pacova u odnosu na Zenke, kao i (2) izraZenije stimulativne
efekte propranolola na ekspresiju gena za RORyt, odnosno IL-1p i IL-23, u kultivisanim ¢elijama
muzjaka nego Zenki, postavilo se pitanje zbog ¢ega su ovakvi efekti propranolola na zastupljenost
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CDA4+IL-17+ limfocita u kulturama ¢elija zenki 1 muzjaka EAE pacova bili podjednako izraZeni.
Ovo se moze objasniti Cinjenicom da je diferencijacija Th17 limfocita izuzetno kompleksno
regulisana Citavim nizom transkripcionih faktora, ukljucujuéi pozitivne i negativne regulatore ovog
procesa (Khan i Ahmed, 2015). Vazno je ista¢i transkripcioni faktor PPARy (engl. peroxisome-
proliferator-activated receptor y), koji se smatra klju¢nim negativnim regulatorom diferencijacije
Th17 limfocita (Klotz i sar., 2009), za kojeg je pokazano da selektivno inhibira diferencijaciju T-
limfocita slezine muzjaka miseva u Thl7 limfocite (Park i sar., 2016). U kontekstu rezultata
prikazanih u ovoj studiji, znacajno je da noradrenalin smanjuje ekspresiju ovog transkripcionog
faktora posredstvom B-AR (Lindgren i sar., 2004; Zhou i sar., 2020). Kona¢no, imaju¢i u vidu
ulogu IL-2 u inhibiciji diferencijacije Th17 limfocita (Laurence i sar., 2007), moguce je da je
izrazenije poveéanje koncentracije ovog citokina u supernatantima MBP stimulisanih kultura ¢éelija
muzjaka, u odnosu na c¢elije zenki, pod uticajem propranolola antagonizovalo stimulativne efekte
blokade B-AR na ekspresiju gena za RORyt, IL-1p 1 IL-23, te doprinelo ocuvanju polnih razlika u
frekvenciji IL-17+ ¢elija u subpopulaciji CD4+ limfocita uoc¢enim u MBP stimulisanim kulturama
bez propranolola.

Cinjenica da je, nezavisno od tipa stimulacije, arterenol smanjivao procentualnu
zastupljenost IL-17+ ¢elija u okviru subpopulacije CD4+ limfocita dreniraju¢ih limfnih ¢vorova u
kulturi, a da je propranolol poveéavao njihovu procentualnu zastupljenost, ukazala je da bi efekat
arterenola i na diferencijaciju Th17 limfocita mogao biti zavisan ne samo od B-AR ve¢ i a-AR.
Dodavanje prazosina u ConA ili MBP stimulisane kulture c¢elija smanjilo je procentualnu
zastupljenost IL-17+ celija medu CD4+ limfocitima, a efekat je bio, grubo receno, podjednako
izrazen u kulturama celija Zenki i muzjaka pacova. Rezultati ukazuju da inhibitorni efekat koji
noradrenalin ostvaruje na diferencijaciju Thl7 limfocita posredstvom B-AR, preovladava nad
stimulativnim delovanjem posredovanim a1-AR koje ne pokazuje polne specifi¢nosti. Buduéi da
efekti prazosina nisu pokazali polne specifi¢nosti na proliferaciju CD4+ limfocita, kao ni na njihovu
diferencijaciju u Th17 limfocite, dalja istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bila su, kao $to
je ve¢ navedeno u poglavlju Rezultati, fokusirana na imunomodulatorne efekte noradrenalina
posredovane B-AR. U prilog tome govori i ¢injenica da primena prazosina in vivo tokom induktivne
faze akutnog monofaznog EAE kod pacova soja Lewis ne uti¢e na neuroloske manifestacije bolesti
(Brosnan i sar., 1985), dok se ublaZzavanje bolesti nakon primene prazosina tokom efektorske faze
EAE povezuje primarno sa njegovim delovanjem na propustljivost krvnih sudova, a ne sa efektima
u imunskom sistemu (Goldmuntz et al., 1986).

Sumirano, prethodno diskutovani podaci dobijeni u sklopu ove doktorske disertacije
pokazuju da noradrenalin, deluju¢i posredstvom B-AR, (1) stimuliSe migraciju zrelih antigen-
prezentujucih celija sa mesta imunizacije u drenirajuce limfne ¢vorove, podsticuci ekspresiju gena
za kljuéne homeostatske hemokine CCL19 i CCL21, ali i (2) inhibira proliferaciju CD4+ T-
limfocita, suprimirajuci ekspresiju IL-2 kao i (3) diferencijaciju CD4+ limfocita u Th17 limfocite,
suprimirajuci ekspresiju RORyt u CD4+ ¢elijama, kao i IL-1p 1 IL-23 u antigen-prezentujué¢im
¢elijama, pri ¢emu su svi efekati propranolola bili izraZeniji u kulturama ¢elija dreniraju¢eg limfnog
¢vora muzjaka u poredenju sa Zenkama. Tretman propranololom tokom peri-induktivne/induktivne
faze EAE smanjio je broj Th17 limfocita u dreniraju¢im limfnim &vorovima i odloZio pojavu,
odnosno smanjio incidencu, bolesti kod Zivotinja oba pola, sugeriSu¢i da direktno inhibitorno
delovanje noradrenalina na CD4+ T-limfocite i antigen-prezentujuce celije nije dovoljno da
kompenzuje njegove stimulativne efekte na ekspresiju CCL19 i CCL21 i, sledstveno, migraciju i/ili
pozicioniranje ovih ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima neophodno za optimalni odgovor
CD4+ limfocita. Sa stanovista razvoja bolesti, ¢injenica da primena propranola pre pojave znaka
neuroloskog deficita odlaze pojavu bolesti, ukazuje da bi poremecaji u imunomodulatornom
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delovanju noradrenalina posredstvom [B-AR mogli biti faktori rizika koji doprinose prelasku
autoimunskog odgovora u autoimunsku bolest. Pored toga, iako tretman propranololom nije uticao
na broj potencijalno patogenih Thl7 limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima na polno-
specifican nacin, efekti ovog tretmana na tezinu bolesti bili su izrazeniji kod pacova muskog pola.
Naime, iako su kontrolni muzjaci razvili tezu bolest u poredenju sa Zenkama, kod EAE Zivotinja
koje su tretirane propranololom ovakva polna razlika nije uo¢ena. Ovaj nalaz se moze povezati sa
podacima koji sugeriSu da ciljni organ ima presudnu ulogu u kontroli tezine bolesti, kroz polno-
specificnu regulaciju lokalnog autoimunskog odgovora, osetljivosti tkiva na autoimunsko ostecenje
i efikasnosti mehanizama reparacije (Hill i sar., 2007; Nacka-Aleksi¢ i sar., 2015). Imajuéi u vidu
da propranolol prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru (Neil-Dwyer i sar., 1981), moglo se
pretpostaviti da tretman propranololom polno-specificno uti¢e na tezinu EAE delovanjem ovog
antagonista na nivou ki¢mene mozdine.

5.3. Uticaj tretmana propranololom tokom efektorske faze EAE na teZinu neuroloSkog
deficita i fenotipske/funkcijske karakteristike imunskih éelija kicmene moZdine Zenki i
muZjaka pacova soja DA na vrhuncu bolesti

U narednom segmentu studije je ispitana prethodno formulisana pretpostavka da bi
propranolol, svojim delovanjem u ki¢menoj mozdini, kao ciljnom organu u EAE, mogao da ostvari
polno-specificne efekte na tezinu bolesti. Dalja ispitivanja su pokazala da tretman propranololom
tokom efektorske faze EAE, od 10. d.p.i. (kada se ve€inski pojavljuju prvi neuroloski znaci EAE),
dovodi do ublazavanja bolesti kod pacova oba pola. Na ovaj zakljuak upucuje krace trajanje
bolesti (neuroloskog deficita), manji indeks tezine bolesti i maksimalni neuroloski deficit. Kod
zivotinja oba pola tretiranih propranololom izolovano je manje mononuklearnih ¢éelija iz ki¢mene
mozdine u odnosu na kontrolne Zivotinje. U prilog ovim nalazima, pokazano je da deplecija
kateholamina u CNS izazvana primenom 6-hidroksidopamina smanjuje tezinu EAE kod pacova
soja Lewis (Karpus i sar., 1988; Konkol i sar., 1990). Nasuprot tome, istrazivanja drugih autora su
pokazala da primena propranolola tokom efektorske faze EAE kod istog soja pacova dovodi do
pogorsanja bolesti (Brosnan i sar., 1985), ili i da ne uti¢e na njenu tezinu (Chelmicka-Schorr i sar.,
1989). Kao $to je prethodno navedeno, nekonzistentni nalazi mogu se objasniti razlikama u
protokolu imunizacije, sojevima eksperimentalnih Zivotinja, kao i onima u dozi i nacinu primene
propranolola, odnosno trenutku zapocinjanja 1 duzini tretmana. Efekti propranolola su bili izrazeniji
kod muzjaka, imaju¢i u vidu da polne razlike u tezini bolesti i infiltraciji ki¢mene moZdine
mononuklearnim ¢elijama, za razliku od kontrolnih Zivotinja (teZa bolest i izrazenija infiltracija kod
muZjaka nego kod zenki pacova), nisu uocene kod pacova tretiranih propranololom.

Polne razlike u efikasnosti tretmana mogle su se povezati sa veCom koncentracijom
noradrenalina u kicmenoj mozdini muZzjaka nego zenki pacova, §to je razlika koja je uocena kod
neimunizovanih kontrolnih zivotinja, a odrzavala se tokom razvoja EAE. U tom pogledu trebalo bi
imati u vidu da se LC smatra klju¢nim jezgrom SNS u okviru CNS (Benarroch, 2018), ¢iji
noradrenalinski neuroni daju projekcije u razlic¢ite delove CNS, ukljucujuéi 1 kicmenu mozdinu
pacova (Westlund i sar., 1983). U tom kontekstu, polna razlika u koncentraciji noradrenalina u
ki¢menoj mozdini moze se povezati sa ¢injenicom da je u centralnoj kontroli aktivnosti SNS manja
osetljivost na ekscitatorne stimuluse, odnosno veéa osetljivost na inhibitorne stimuluse kod jedinki
zenskog pola (Hinojosa-Laborde i sar., 1999). Osim toga, utvrdeno je da kod muzjaka miseva LC
sadrzi veci broj celija koje eksprimiraju tirozin-hidroksilazu, u odnosu na zenke (Mariscal i sar.,
2023). Dodatno, izrazeniji efekat propranolola na tezinu bolesti kod muzjaka pacova moze se
povezati 1 sa ve¢om ekspresijom gena za 2-AR u mijeloidnim ¢elijama ki¢mene mozdine (CD11b+
¢elije koje prevashodno sacinjava mikroglija; Slika 20), u odnosu na ove ¢elije Zenki pacova, kako
kod zdravih Zivotinja, tako i kod zivotinja kojima je indukovan EAE. Treba dodati da polne razlike
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u ekspresiji iRNK za B1-AR u mijeloidnim ¢elijama nisu registrovane, i da ove ¢elije eksprimiraju
znacajno niZze nivoe iRNK za Bi1-AR nego B2-AR, te da noradrenalin svoje efekte na ove celije
ostvaruje vecinski posredstvom B2-AR (Mori i sar., 2002). Podaci koji direktno govore o polnim
razlikama u ekspresiji f-AR u CNS su izuzetno oskudni, osim nalaza koji sugeriSu postojanje
polnih razlika u delovanju propranolola na funkcije mikroglije (Barnard i sar., 2019).

U prilog tezi da poremecaj u imunomodulatornom delovanju kateholamina moze doprineti
razvoju MS, odnosno EAE (Racosta i Kimpinski, 2016), i u ovoj studiji je pokazano da se na
vrhuncu bolesti smanjuje koncentracija noradrenalina u ki¢menoj mozdini pacova oba pola. U
prilog tome govore podaci o smanjenoj koncentraciji noradrenalina u ki¢menoj mozdini i
mozdanom stablu na vrhuncu EAE kod pacova soja Lewis (Krenger i sar., 1989; Krenger i sar.,
1986; White i sar., 1983), sto se pripisuje oStecenju nervnih vlakana koja sadrze noradrenalin u
samoj ki¢menoj mozdini (White i sar., 1983), ali i ostecenju LC (Polak i sar., 2011).

U okviru mikrosredine CNS, mikroglija ima presudan znacaj u kontroli autoimunske
neuroinflamacije, od podsticanja razvoja EAE u ranim fazama bolesti, kroz aktivaciju prvog talasa
encefalitogenih T-limfocita koji infiltriraju CNS i produkciju proinflamatornih medijatora (Sosa i
sar., 2013; Thompson i Tsirka, 2017), do kontrole osSteCenja i reparacije tkiva u kasnijim
stadijumima (Shin i sar., 2012; Thompson i Tsirka, 2017). Takode, ¢elije mikrogije se smatraju
,,imunoloskim senzorima‘ odgovora na stres (Frank i sar., 2019), prevode¢i poveéanja koncentracije
noradrenalina u CNS u proinflamatorne signale (Blandino i sar., 2006). Stoga, kako bi se utvrdili
mehanizmi delovanja propranolola na tezinu EAE, ukljucujuéi i polne razlike u ekspresiji bolesti,
slede¢i stadijum istraZivanja odnosio se na ispitivanje fenotipskih i funkcijskih karakteristika ¢elija
mikroglije.

U Kkorelaciji sa blazim neuroloskim deficitom kod Zivotinja oba pola tretiranih
propranololom, iz njihove ki¢mene mozdine je izolovano manje celija ukupne i aktivirane
mikroglije u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne Zivotinje. Ovakav nalaz je bio o€ekivan, imajuéi u
vidu da je u drugim studijama pokazano da noradrenalin, deluju¢i posredstvom B-AR, stimulise
aktivaciju mikroglije (Liu i sar., 2019; Sugama i sar., 2019; Sugama i Kakinuma, 2021), i dovodi do
povecanja broja Celija aktivirane mikroglije, kako to pokazuje ekspresija markera aktivacije Iba-1, u
razli¢itim regionima CNS (Sugama i sar., 2019). Takode, u animalnim modelima stresa pokazano je
da je aktivacija mikroglije pracena ushodnom regulacijom ekspresije proinflamatornih medijatora
(hemokina, citokina), koja vodi nekontrolisanom proinflamatornom odgovoru (Blandino i sar.,
2006). Utvrdeno je da su ovi efekti stresa posredovani kateholaminima (Wohleb i sar., 2015) i da
mogu biti spreCeni primenom propranolola (Wohleb i sar., 2011). Kod kontrolnih muzjaka, u
korelaciji sa tezim neuroloskim deficitom, naden je ve¢i broj ¢elija ukupne 1 aktivirane mikroglije u
ki¢menoj moZdini u odnosu na Zenke, $to je podrZano ranijim istrazivanjima koja su pokazala polne
razlike u aktivaciji mikroglije u odgovoru na razli¢ite stimuluse (Acaz-Fonseca i sar., 2015; Bruce-
Keller i sar., 2007; Kerr i sar., 2019; Wright i sar., 2017). Kako je propranolol ostvario izrazeniji
efekat na broj ukupnih i aktiviranih ¢elija mikroglije kod muzjaka nego zenki pacova, kod tretiranih
Zivotinja nisu zapaZene polne razlike u vrednostima ovih parametara.

Osim smanjenja broja aktiviranih ¢elija mikroglije, tretman propranololom je i stimulisao
njihovu diferencijaciju u pravcu anti-inflamatornog fenotipa, povecavajucéi ekspresiju gena za
hemokin CX3CL1 u tkivu kicmene mozdine, uporedo sa povecanjem zastupljenosti mikroglije koja
eksprimira odgovarajuci receptor, CX3CR1, kao i gustine njegove membranske ekspresije. Naime,
smatra se da CX3CL1 poreklom iz neurona, delujuci posredstvom CX3CR1 na membrani ¢elija
mikroglije, prenosi ovim ¢elijama tonicki inhibitorni signal koji suprimira njihove proinflamatorne
funkcije (Biber i sar., 2007) i predstavlja jedan od klju¢nih mehanizama odrzavanja anti-
inflamatornog fenotipa ovih celija (Frank i sar., 2019) i suzbijanja neuroinflamacije (Wolf i sar.,
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2013). Nedostatak receptora CX3CR1 povezan je sa pogorSanjem EAE koje se karakteriSe
izrazenom inflamacijom i oSteCenjem neurona (Cardona i sar., 2018). U prilog povecanju ekspresije
CX3CL1 i CX3CRI1 kod pacova tretiranih propranololom govore podaci da noradrenalin moze da
smanji ekspresiju gena za CX3CL1 (Hinojosa i sar., 2013), kao i da u stresu dolazi do smanjenja
ekspresije CX3CR1 (Wohleb i sar., 2014).

U skladu sa prethodno diskutovanim promenama u ekspresiji komponenti
CX3CL1/CX3CRI1 signalne osovine u ki¢menoj mozdini pacova tretiranih propranolom, u
izolovanim CD11b+ mijeloidnim ¢elijama (prevashodno mikroglija) nadena je manja ekspresija
gena za Nrf2 i, posledicno, HO-1. Da bi prethodna konstatacija bila jasnija, treba navesti da
aktivacija CX3CL1/CX3CR1 signalne osovine dovodi od aktivacije transkripcionog faktora Nrf2 i,
posledi¢no, ekspresije enzima HO-1, koja se smatra merilom Nrf2-zavisnog anti-inflamatornog
odgovora (Lastres-Becker i sar., 2014). U prilog istoj tezi govori podatak da nedostatak CX3CR1 u
mikrogliji dovodi do izrazene nishodne regulacije ekspresije Nrf2, i potpunog odsustva ekspresije
HO-1, §to je povezano sa smanjenom sposobnos¢u ovih celija da razviju anti-inflamatorni
fenotip/funkcije (Castro-Sanchez i sar., 2019; Lastres-Becker i sar., 2014). Posledi¢no, u uslovima
izostanka ekspresije Nrf2 dolazi do brzeg razvoja i tezeg oblika neuroloskog deficita kod Zivotinja
kojima je indukovan EAE (Johnson i sar., 2010). Dodatno, propranolol bi mogao da uti¢e na
signalnu kaskadu koju ¢ine Nrf2/HO-1 u mijeloidnim ¢elijama ki¢mene mozdine i direktno,
nezavisno od aktivacije receptora CX3CR1. U tom smislu, pokazano je da signali posredstvom
cAMP znacajno smanjuju aktivnost transkripcionog faktora Nrf2, dok Rp-cAMPS, kompetitivni
inhibitor protein-kinaze A, znaéajno povecava aktivnost Nrf2, prevashodno deluju¢i na njegovu
akumulaciju u jedru (Ziady i sar., 2012). Osim toga, utvrdeno je da blokada B-AR moze dovesti do
aktivacije signalnih puteva zavisnih od transkripcionog faktora Nrf2, u razlicitim tkivima i tipovima
¢elija, u odsustvu aktivacije CX3CL1/CX3CRI1 signalne osovine (Ouyang i sar., 2013; Pilipovi¢ i
sar., 2020; Wang i sar., 2014; Wilson i sar., 2013). Treba naglasiti da je efekat propranolola na
CX3CL1/CX3CR1/Nrf2/HO-1 signalnu osovinu u ¢elijama ki¢mene mozdine bio izrazeniji kod
muzjaka nego Zenki pacova. U skladu sa veéim brojem celija aktivirane mikroglije u ki¢menoj
mozdini, vrednosti svih ispitivanih parametra aktivacije CX3CR1/Nrf2/HO-1 signalne osovine kod
kontrolnih muZzjaka bile su niZe u odnosu na iste parametre kod Zenki, dok kod Zivotinja tretiranih
propranololom polne razlike ili nisu uocene ili je njihov smer bio suprotan (gustina membranske
ekspreije CX3CR1 na mikrogliji muZzjaka tretiranih propranololom bila je veéa nego kod zenki).
Znafaj ovih nalaza istiCe Cinjenica da je manja ekspresija gena regulisanih transkripcionim
faktorom Nrf2 utvrdena i1 u razli¢itim c¢elijama muZjaka/musSkaraca u poredenju sa celijama
zenki/zena (Liu i sar., 2021; Pellegrini i sar., 2017).

Poznato je da aktivacija CX3CR1/Nrf2/HO-1 signalnog puta spreéava ushodnu regulaciju
proinflamatornih medijatora u mikrogliji, uz istovremenu stimulaciju sinteze anti-inflamatornih
citokina, te na taj nacin podsti¢e polarizaciju/diferencijaciju ovih ¢elija u smeru alternativne
aktivacije i anti-inflamatornih/regulatornih funkcija (Dinkova-Kostova i sar., 2018; Limatola i
Ransohoff, 2014; Saha i sar., 2020). U skladu sa ovim nalazima, istraZivanja prikazana u sklopu ove
doktorske disertacije pokazala su da primena propranolola smanjuje procentualnu zastupljenost
¢elija mikroglije koje sintetiSu IL-1f kod Zivotinja oba pola. Naime, kljuéni mehanizam
neuroprotektivnog delovanja CX3CR1 jeste nishodna regulacija sinteze IL-1B (Limatola i
Ransohoff, 2014), koji se smatra klju¢nim posrednikom u odgovoru na delovanje stresora u CNS
(Blandino i sar., 2006; Frank i sar., 2019; Wohleb i sar., 2011). U prilog prethodno pomenutom
nalazu govore podaci da mikroglija izolovana iz zivotinja prethodno izloZenih stresu pokazuje vecu
ekspresiju gena za IL-1p u odgovoru na restimulaciju (Frank i sar., 2007; Wohleb i sar., 2011), te da
se povecanje nivoa IL-1B u CNS indukovano delovanjem stresora moZe spre€iti propranololom
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(najverovatnije usled blokiranja delovanja noradrenalina na mikrogliju, koja se smatra klju¢nim
izvorom IL-1pB u odgovoru na stres) (Blandino i sar., 2006; Johnson i sar., 2005). Dodatno, u prilog
smanjenoj ekspresiji IL-1p u ¢elijama mikroglije pacova kod kojih je indukovan EAE i koji su
tretirani propranololom, treba navesti da aktivacija f-AR povecava proizvodnju IL-1p u mikrogliji
(Tomozawa i sar., 1995; Wang i sar., 2010). Kao pokazatelj usmeravanja mikroglije prema anti-
inflamatornom funkcijskom statusu, smanjena ekspresija gena za NADPH-oksidazu i iNOS, ¢ija
povecana ekspresija karakteriSe mikrogliju proinflamatornog fenotipa (Kovac i sar., 2015; Rojo i
sar., 2010), detektovana je u mijeloidnim ¢elijama ki¢mene mozdine zenki i muzjaka pacova sa
EAE Koji su podvrgnuti tretmanu propranololom.

S druge strane, potpuno oc¢ekivano u kontekstu svega prethodno diskutovanog, u mikrogliji
izolovanoj iz ki¢mene mozdine Zenki i muZzjaka pacova tretiranih propranololom, nadeno je
povecéanje procentualne zastupljenosti ¢elija koje sintetiSu IL-10 i TGF-B, u odnosu na mikrogliju
kontrolnih Zivotinja. Ovi citokini su ukljuceni u fagocitozu apoptoti¢nih/mrtvih celija 1 ¢elijskog
debrisa te rezoluciju neuroinflamacije i reparaciju tkiva (Lobo-Silva i sar., 2016; Sugimoto i sar.,
2016), i predstavljaju markere tzv. alternativne aktivacije mikroglije (Guo i sar., 2022). Ovi nalazi
se mogu povezati sa Cinjenicom da HO-1 direktno indukuje produkciju IL-10 (Ambegaokar i
Kolson, 2014). Potrebno je ista¢i i da sam IL-10 moze da podstakne produkciju HO-1,
uspostavljajuci pozitivnu povratnu spregu koja pojacava anti-inflamatorni odgovor (Lee i Chau,
2002). Osim toga, sinteza IL-10 u mikrogliji vazna je za produkciju TGF-B u ovim ¢elijama (Laffer
I sar., 2019), dok ovaj citokin moze dodatno stimulisati ekspresiju HO-1, §to je pokazano u
razli¢itim tipovima ¢elija (Hill-Kapturczak i sar., 2000; Kuo i sar., 2017). Konacno, u populaciji
mijeloidnih ¢elija, prevashodno mikrogliji, zenki i muzjaka pacova tretiranih propranololom
izmerenena je povecana ekspresija iRNK za Argl, $to je, uz smanjenje ekspresije gena za iNOS u
ovim ¢elijama, dovelo do smanjenja koli¢nika ekspresije gena za iNOS/gena za Argl. Ovaj nalaz
potkrepljuju podaci koji pokazuju da je jedan od osnovnih mehanizama delovanja HO-1 u rezoluciji
inflamacije njegova interferencija sa ekspresijom iNOS (Syapin, 2008). Preciznije, u razli¢itim
eksperimentalnim sistemima, pokazano je da je ekspresija HO-1 obrnuto proporcionalna ekspresiji
iNOS u ¢elijama mikroglije, odnosno da HO-1 direktno inhibira ekspresiju iNOS (Syapin, 2008).
Dodatno, kod miSeva deficijentnih za Nrf2 uocena je ushodna regulacija ekspresije iNOS, uporedo
sa nishodnom regulacijom ekspresije Argl (Rojo i sar., 2010).

Niske vrednosti koli¢nika ekspresije iNOS 1 Argl, takode, odraZzavaju diferencijaciju
mikroglije prema anti-inflamatornom/regenerativnom fenotipu, §to se povezuje sa poveéanom
sposobno$éu endocitoze posredovane manoznim receptorom (Kigerl i sar., 2009), kao i fagocitoze
(Frank i sar., 2019). Zaista, u populaciji mikroglije izolovane iz kicmene mozdine Zenki i muzjaka
pacova tretiranih propranololom uocdena je povecana procentualna zastupljenost celija koje su
izvrSile endocitozu dekstrana, kao 1 onih koje su fagocitovale cestice lateksa. Sledstveno, u
populaciji mikroglije Zivotinja tretiranih propranololom, pokazana je veca zastupljenost CD163+
¢elija koje su alternativno aktivirane i pokazuju ekspresiju manoznog receptora (Mammana i sar.,
2018). Prisustvo CDI163 na Celijama mikroglije povezano je sa fagocitozom
apoptoti¢nih/nekroti¢nih ¢elija i njihovih ostataka (Zhang i sar., 2011), a povecanje ekspresije ovog
molekula sa smanjenjem neuroinflamacije u modelu akutnog EAE i, posledi¢no, oporavkom od
paralize (Ahn i sar., 2012). Dobijeni nalazi su, takode, u saglasju sa podacima da mikroglija
deficijentna u ekspresiji CX3CR1 (Castro-Sanchez i sar., 2019; Lampron i sar., 2015), kao i Nrf2
(Lastres-Becker i sar., 2014), pokazuje smanjenu ekspresiju gena za TAM receptore i, sledstveno,
smanjenu sposobnost fagocitoze.

Odrazavaju¢i manju aktivaciju CX3CRI1/Nrf2/HO-1 signalne osovine u ki¢menoj mozdini,
svi pokazatelji anti-inflamatornog aktivacionog profila mikroglije/mijeloidnih ¢elija pokazivali su
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nize vrednosti, dok su parametri proinflamatornog statusa ovih celija imali viSe vrednosti kod
kontrolnih muZjaka u odnosu na Zenke. Odsustvo polnih razlika, njihovo smanjivanje (ekspresija
gena za Nox2 u mijeloidnim c¢elijama) ili promena smera (procenat IL-10+ celija u okviru
mikroglije) ponovo su jasno demonstrirali da je delovanje propranolola bilo izrazenije kod pacova
muskog pola.

U kontekstu nalaza: 1) da delecija transkripcionog faktora Stat3 u mijeloidnim éelijama
ublazava EAE kod miSeva, §to je povezano sa smanjenom sposobnoscu prezentacije antigena i
produkcije proinflamatornih citokina mijeloidnih ¢elija, a time i sa diferencijacijom encefalitogenih
Th17 limfocita (Lu i sar., 2020), i 2) da noradrenalin povecava ekspresiju/aktivnost Stat3
posredstvom B-AR (Landen i sar., 2007), ispitani su i efekti delovanja propranolola na komponente
Stat3/Socs3 signalnog puta u mikrogliji/mijeloidnim ¢elijama i time diferencijaciju Th17 limfocita.
Imajuéi u vidu podatke o kriticnom znacaju signalnog puta Stat3 za aktivaciju mikroglije i razvoj
neuroinflamacije (Chen i sar., 2017), manja aktivacija mikroglije kod pacova oba pola tretiranih
propranololom u odnosu na kontrolne pacove, bila je potpuno u skladu sa smanjenom ekspresijom
gena za Stat3 u mijeloidnim ¢elijama kicmene mozdine ovih Zivotinja. Pokazano je da noradrenalin
povecava aktivaciju transkripcionog faktora Stat3 u ¢elijama karcinoma jajnika, kao i da ovaj efekat
moze biti sprecen dejstvom propranolola, pri ¢emu su efekti noradrenalina direktno posredovani 3-
AR i protein-kinazom A, i nezavisni od IL-6 (Landen i sar., 2007). Medutim, imajuéi u vidu
kritican znacaj IL-6 u aktivaciji gena za Stat3 (Ichiba i sar., 1998), smanjena ekspresija iRNK za
Stat3 u mijeloidnim ¢elijama ki¢mene mozdine zivotinja tretiranih propranololom moze se povezati
i sa smanjenjem ekspresije transkripta za IL-6 u ovim ¢elijama. U prilog ovakvom zaklju¢ku govori
podatak da noradrenalin, posredstvom B-AR, sinergisti¢ki sa IL-1p, podsti¢e ekspresiju IL-6 U
¢elijama glioma (Zumwalt i sar., 1999). Shodno ovome i smanjena procentualna zastupljenost IL-
1B+ ¢elija u mikrogliji ki¢mene mozdine zivotinja tretiranih propranololom u odnosu na kontrolne
Zivotinje podrzava manju ekspresiju IL-6 u mijeloidnim ¢elijama Zivotinja tretiranih propranololom.
Dodatnu tezinu ovom nalazu daju podaci koji ukazuju da se povecanje ekspresije IL-6, indukovano
noradrenalinom, moze spreciti propranololom (Haldar i sar., 2018; Yang i sar., 2014). Ekspresija
gena za Stat3 i IL-6 u mijeloidnim ¢elijama ki¢mene mozdine kontrolnih muzjaka bila je ve¢a nego
u ovim Celijama Zenki, a propranolol je efikasnije smanjivao ekspresiju iRNK za oba gena u
mijeloidnim ¢elijama ki¢mene mozdine muzjaka pacova. Ovaj nalaz je potrebno istaci, buduci da u
stresu, blokada B-AR smanjuje koncentraciju IL-6 u cirkulaciji kod muskaraca, ali ne i kod Zena
(Steptoe i sar., 2018).

Imajuéi u vidu da je Socs3 kljuéni regulator IL-6/Stat3 signalnog puta (Babon i sar., 2014),
postavilo se pitanje da li negativna regulacija ekspresije gena za Stat3 i IL-6 u mijeloidnim ¢elijama
ki¢mene mozdine nakon tretmana propranololom pacova kod kojih je indukovan EAE moZe biti
posledica pojacane transkripcione aktivnosti gena za Socs3. Da je to zaista moglo biti tako sugeriSu
nalazi koji povezuju poveéanu ekspresiju Socs3 u ¢elijama sa smanjenim nivoom Stat3 proteina u
njima (Kong i sar., 2002). Zaista, nakon tretmana propranololom pokazana je povecana ekspresija
IRNK za Socs3 u mijeloidnim ¢elijama kicmene mozdine pacova kod kojih je indukovan EAE, sa
efektom, kao i u slucaju transkripata za IL-6 i Stat3, izraZenijim kod muZjaka. Smanjenje ekspresije
Socs3 kod Zivotinja tretiranih propranololom podrZavaju podaci koji ukazuju da, u uslovima
nedostatka IL-6, stimulacija B-AR uzrokuje smanjenje ekspresije Socs3 (Dziemidowicz i sar., 2019).
Ovaj rezultat se mozZe povezati i sa povecanom zastupljenos¢u IL-10+ celija mikroglije kod
Zivotinja oba pola tretiranih propranololom, buduc¢i da IL-10 selektivno pojacava ekspresiju iRNK
za Socs3 u imunskim ¢elijama (Cassatella i sar., 1999; Cevey i sar., 2019; Ding i sar., 2003). Vazno
je napomenuti da Socs3 specificno deluje na prenos signala koji zavisi od gp-130 (engl.
glycoprotein 130), i time reguliSe signalizaciju posredstvom IL-6, ali ne uti¢e na signalizaciju koju
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pokre¢e IL-10 (Préle i sar., 2006). Naime, iako oba citokina mogu da aktiviraju Stat3, razlike u
Kinetici njegove aktivacije nakon dejstva IL-6 i IL-10 za posledicu imaju pokretanje potpuno
razli¢itih ¢elijskih sekretornih odgovora (Braun i sar., 2013). IL-6 podsti¢e proinflamatorni, dok IL-
10 pokre¢e snazan anti-inflamatorni odgovor ¢elija, a povecanje Socs3 selektivno uti¢e na
ekspresiju gena koji ucestvuju u proinflamatornom odgovoru (Braun i sar., 2013; Carow i
Rottenberg, 2014).

Kao sa signalnim putevima zavisnim od Nrf2 (Johnson i sar., 2010), promene u ekspresiji
i/ili aktivnosti transkripcionih faktora Stat3 i Socs3 povezane su sa tezinom neuroloskog deficita u
EAE. Farmakoloska inhibicija Stat3 u misjem modelu EAE, smanjuje neuroinflamaciju i ublazava
tezinu bolesti (Alhazzani i sar., 2021; Dang i sar., 2021). U svetlu rezultata prikazanih u ovoj
doktorskoj disertaciji posebno je vazan nalaz da selektivna delecija gena za Stat3 u mijeloidnim
¢elijama potpuno sprecava razvoj EAE (Lu i sar., 2020), $to je povezano sa smanjenom
sposobno$¢u mijeloidnih cCelija da prezentuju antigene i njihovim smanjenim kapacitetom
podsticanja diferencijacije patogenih Th17 limfocita i, sledstveno, smanjenom neuroinflamacijom.
Suprotno ovim nalazima, delecija Socs3 u mijeloidnim ¢elijama, mikrogliji i makrofagima, izaziva
pojavu tezeg oblika EAE, zahvaljuju¢i pojacanoj aktivnosti Stat3 signalnog puta u mijeloidnim
¢elijama, te povecanoj ekspresiji inflamatornih medijatora, kao 1 imunskom odgovoru
posredovanom Th1/Th17 limfocitima (Qin i sar., 2012; Yan i sar., 2019).

Uz sve prethodno navedeno, potrebno je napomenuti da su signani putevi transkripcionih
faktora Nrf2 i Stat3, po svemu sudeci, unakrsno regulisani. Postoje podaci da aktivacija Nrf2,
povecavajuéi ekspresiju proteina SHP (engl. small heterodimeric protein), ima za posledicu
smanjenje transkripcije gena za Stat3 (Gong i sar., 2020). Smanjenje ekspresije Stat3 kod zivotinja
tretiranih propranololom moglo bi se, takode, dovesti u vezu sa povecanjem ekspresije Nrf2,
uzimajuéi u obzir da je aktivacija Stat3 neophodna za gensku transkripciju zavisnu od NF-kB, koja
dovodi do smanjenja transkripcije i aktivnosti Nrf2 (Lee i sar., 2009; Wardyn i sar., 2015).

Promene u aktivnosti Nrf2/HO-1 i Stat3/Socs3 signalnih puteva u mikrogliji/mijeloidnim
¢elijama nakon tretmana propranololom mogu se povezati sa smanjenom ekspresijom gena za
hemokine CCL2, CCL19 i CCL21 u tkivu kicmene mozdine pacova oba pola, pri ¢emu je tretman
efikasnije delovao kod muzjaka. Precizno, aktivacija transkripcionog faktora Nrf2 sprecava
ushodnu regulaciju ekspresije gena za CCL2 (Dinkova-Kostova i sar., 2018), koji se sintetise u
mikrogliji (Semple i sar., 2010) i jedan je od Siroko prihvaé¢enih markera proinflamatornih ¢éelija
(Qin i sar., 2012). Osim toga, pokazano je da u odsustvu gena za Stat3, mijeloidne Celije pokazuju
smanjenu sintezu proinflamatornih hemokina (Lu i sar., 2020), dok nedostatak gena za Socs3
rezultuje povecanjem njihove ekspresije (Qin i sar., 2012), ukljucujuéi i CCL2. S druge strane,
sugerisano je da noradrenalin, posredstvom B-AR, moze doprineti ushodnoj regulaciji gena za
CCL2 i CCL21, kao i niza drugih hemokina u ki¢menoj mozdini (Arima i sar., 2012). Manja
ekspresija gena za hemokine u tkivu kicmene mozdine pacova koji su tretirani propranololom moze
se povezati sa smanjenim ulaskom inflamatornih monocita/makrofaga (Columba-Cabezas i sar.,
2003; Semple i sar., 2010; Shi i Pamer, 2011; Yu i sar., 2012), ali i patogenih CD4+ T-limfocita
(Alt i sar., 2002; Columba-Cabezas i sar., 2003; Kara i sar., 2015) u njihovu ki¢menu mozdinu.
Zaista, iz ki¢mene mozdine zenki i muzjaka pacova koji su primali propranolol izolovan je manji
broj monocita/makrofaga i CD4+ T-limfocita.

Kod Zenki I muzjaka pacova Kkoji su tretirani propranololom, osim manjeg broja
inflamatornih monocita/makrofaga koji infiltriraju ki¢menu mozdinu, u ovoj populaciji Celija je
nadena i manja procentualna zastupljenost IL-1B+ ¢elija, a veca procentualna zastupljenost celija
koje produkuju IL-10 i TGF-B, u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne pacove. Ovo je vazno s
obzirom na ¢injenicu da je sinteza/sekrecija IL-1B u/iz inflamatornih monocita/makrofaga klju¢na
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za razvoj EAE (Lévesque i sar., 2016), kao i da je povecanje sinteze/sekrecije anti-inflamatornih
citokina 1L-10 i TGF-B u/iz monocita povezano sa povoljnim tokom EAE kod miSeva tretiranih
glatiramer-acetatom, lekom odobrenim za terapiju MS (Weber i sar., 2007). U prilog ovom nalazu
govore prethodno navedena istrazivanja koja su pokazala da: 1) selektivna delecija gena za Stat3 u
mijeloidnim ¢elijama korelira sa njihovom smanjenom sintezom proinflamatornih citokina (IL-1p,
IL-6) nakon infiltracije u kicmenu mozdinu (Lu i sar., 2020), i 2) selektivna delecija gena za Socs3
u mijeloidnim ¢elijama promovise njihovu diferencijaciju u klasi¢no aktivirane ¢elije koje sintetisu
proinflamatorne citokine, poput IL-1pB, IL-6 i IL-23 (Qin i sar., 2012). Pored toga, funkcijski fenotip
makrofaga kriti¢no zavisi od promena u njihovom citokinskom mikrookruzenju, tako da prisustvo
citokina poput I1L-10 i TGF-B favorizuje anti-inflamatorne funkcije ovih ¢elija (Stout i sar., 2005).
Sledstveno, povecana zastupljenost mikroglije koja eksprimira ove anti-inflamatorne citokine u
ki¢menoj mozdini nakon tretmana propranololom mogla bi doprineti i polarizaciji infiltriraju¢ih
mijeloidnih ¢elija u smeru alternativne aktivacije.

Pored smanjene infiltracije CD4+ T-limfocita, promene u aktivnosti CX3CR1/Nrf2/HO-1 i
Stat3/Socs3 signalnih osovina mogu se dovesti u vezu i sa njihovom smanjenom reaktivacijom u
ki¢menoj mozdini zenki i muzjaka pacova tretiranih propranololom. Naime, delecijom gena za
CX3CRI, ¢elije mikroglije mogu razviti fenotip dendritskih Celija koje efikasno aktiviraju T-
limfocite (Garcia i sar., 2013), dok prisustvo CX3CR1 na membrani ovih ¢elija suprimira njihovu
sposobnost aktivacije T-limfocita (Schetters i sar., 2018). Takode, dostupni podaci sugeriSu da, u
odsustvu ekspresije Stat3, mijeloidne ¢elije imaju smanjenu sposobnost aktivacije i stimulacije
proliferacije patogenih T-limfocita (Lu i sar., 2020), dok ih nedostatak ekspresije Socs3 ¢ini
efikasnijim u aktivaciji i pokretanju proliferacije T-limfocita (Qin i sar., 2012).

Konac¢no, pokazano je i da CD4+ T-limfociti u ki¢émenoj mozdini zenki i muzjaka pacova
koji su tretirani propranololom pokazuju manju diferencijaciju u patogene Th1l7 limfocite,
ukljuéujudi i izuzetno patogene T-limfocite koji uz IL-17 proizvode i IFN-y i GM-CSF. Ovaj nalaz
se moze objasniti smanjenom ekspresijom gena za IL-6 u mijeloidnim ¢éelijama (Harbour i sar.,
2020), kao i manjom procentualnom zastupljeno¢su IL-1B+ mikroglije/infiltriraju¢ih mijeloidnih
¢elija (Ghoreschi i sar., 2010) u kicmenoj mozdini pacova Koji su tretirani propranololom. Naime,
IL-6 je ukljuen u indukciju diferencijacije, kao i odrzavanje fenotipa i funkcije Th17 limfocita
(Harbour i sar., 2020), dok je IL-1p klju¢ni faktor u ranoj diferencijaciji (Ghoreschi i sar., 2010), ali
i ekspanziji (Mufazalov i sar., 2017) patogenih Th17 limfocita, uklju¢ujuéi i subpopulaciju koja
koeksprimira IFN-y i GM-CSF (El-Behi i sar., 2011; Lukens i sar., 2012; Mufazalov i sar., 2017).
Sa druge strane, pokazano je da je hemokin CCL2 ukljucen i u infiltraciju ki¢mene moZzdine CD8+
T-limfocitima (Koolij i sar., 2014), koji se, pod istim uslovima kao i CD4+ T-limfociti, diferenciraju
u c¢elije sposobne za produkciju IL-17 (Arra i sar., 2017; Srenathan i sar., 2016). Kako ove celije
potpomazu diferencijaciju autoreaktivnih Th17 limfocita (EI-Behi i sar., 2014; Huber i sar., 2013;
Stoji¢-Vukani¢ i sar., 2018b), moguce je pretpostaviti da je smanjena diferencijacija patogenih
Th17 limfocita u ki¢menoj mozdini pacova koji su primali propranolol, bar delom, posledica
umanjene infiltracije ki¢émene mozdine autoreaktivnim CDS8+ T-limfocitima, i njihove
diferencijacije u CD8+IL-17+ Ccelije. S obzirom na smanjenu diferencijaciju patogenih Th17
limfocita, a u svetlu neizmenjene zastupljenosti Treg Celija u kiémenoj mozdini pacova tretiranih
propranololom, koli¢nik broja IL17+ Tef i1 Treg Celija kod ovih zivotinja bio je smanjen. Koli¢nik
broja IL-17+ efektorskih i Treg ¢elija vazan je za razvoj autoimunske inflamacije, i smatra se da je
povecanje ovog koli¢nika vazan faktor u patogenezi razli¢itih autoimunskih bolesti, ukljucujuci
multiplu sklerozu (Lee, 2018). Imajuéi u vidu povecanje zastupljenosti TGF-B+ celija, uporedo sa
smanjenom zastupljenoS¢u IL-1p+ celija 1 ekspresijom gena za IL-6 u mikrogliji/infiltriraju¢im
mijeloidnim celijama ki¢mene mozdine nakon tretmana propranololom, izostanak promene
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zastupljenosti Treg ¢elija u subpopulaciji CD4+ limfocita nije bio o¢ekivan (Freudenberg i sar.,
2018; Lee, 2018). Ovaj fenomen moze biti objasnjen podacima da stimulacija B2-AR, zavisno od
aktivacije protein-kinaze A, stimuliSe konverziju konvencionalnih efektorskih CD4+Foxp3-
limfocita u Treg ¢elije, kao i njihovu supresivnu funkciju (Guereschi i sar., 2013). Drugim re¢ima,
stimulativno delovanje propranolola na raspolozivost TGF-B, po svemu sudeéi, bilo je
antagonizovano njegovim direktnim inhibitornim delovanjem na diferencijaciju CD4+ T-limfocita u
Treg celjje.

Kako su efekti primene propranolola na aktivnost CX3CR1/Nrf2/HO-1 i IL-6/Stat3/Socs3
signalnih osovina u ¢elijama ki¢mene mozdine bili izraZeniji kod muzjaka u odnosu na Zenke
pacova, ovaj tretman je pokazao i vecu efikasnost kod muzjaka u ogranicavanju neuroinflamacije
posredovane Th17 limfocitima i, u skladu sa tim, u smanjenju tezine neuroloskog deficita EAE.

Sumirano, poslednji deo istrazivanja je pokazao: 1) da noradrenalin u kicmenoj mozdini,
posredstvom B-AR, deluju¢i na Nrf2/HO-1 i IL-6/Stat3/Socs3 signalne osovine, stimulise
polarizaciju mikroglije prema proinflamatornom fenotipu i, posledi¢no, pospeSuje infiltraciju
kicmene mozdine Th17 i mijeloidnim ¢elijama iz cirkulacije, pojacava njihove proinflamatorne
funkcije, 1 time povecava tezinu neuroloskog deficita u EAE, i 2) da je ovakvo delovanje izrazenije
kod jedinki muSkog pola, odrazavaju¢i vecu koncentraciju noradrenalina i ekspresiju B2-AR U
njihovoj kicmenoj mozdini, kao i postojanje polnih razlika u ispitivanim signalnim osovinama. Ova
saznanja su izuzetno vazna imajuci u vidu raSirenu primenu propranolola u terapiji velikog broja
oboljenja (Farzam i Jan, 2022), uklju¢ujuéi i tremor u MS (Koch i sar., 2007; Meador i sar., 2016;
Schneider i Deuschl, 2014). Takode, nalazi ovih istrazivanja jasno sugeriSu da bi, pri razmatranju
terapijskih pristupa u cilju ograni¢avanja patoloskog Th17 celijskog odgovora i neuroinflamacije,
trebalo uzeti u obzir polne razlike u delovanju ne samo antagonista f-AR ve¢ i drugih supstanci
koje uticu na odeljak mijeloidnih ¢elija u CNS. Naime, podaci iz klinicke prakse pokazuju
postojanje polnih razlika u odgovoru na tretman autoimunskih oboljenja, pri ¢emu imunosupresivne
terapije, po svemu sudeci, pokazuju vecu efikasnost kod muskaraca (Klein i Morgan, 2020).
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije moguée je doneti sledece zakljucke.

I Tretman antagonistom B-AR propranololom u peri-induktivnoj/induktivnoj fazi EAE
efikasniji je u smanjenju teZine neurolo$kog deficita kod muZjaka nego kod Zenki pacova soja
DA

1. Tretman propranololom smanjuje infiltraciju kicmene mozdine mononuklearnim ¢elijama,
prezentujuéih celija koje su preuzele antigen sa mesta imunizacije u drenirajuc¢e limfne
¢vorove (Sto, makar delimi¢no, odrazava smanjenu ekspresiju gena za CCL19 i CCL21 u
njima) i, sledstveno, manjom zastupljeno$¢u aktiviranih CD11b+ antigen-prezentujucih
¢elija, pa i aktiviranih/proliferiSu¢ih ukupnih CD4+ T-limfocita i Th17 subpopulacije T-
limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima.

2. Ispitivanja delovanja propranolola u kulturi ¢elija drenirajuéih limfnih ¢vorova pokazuju da
propranolol povecava:

a) proliferaciju CD4+ limfocita, Sto se moZe povezati sa izrazenijom
stimulacijom sinteze i/ili sekrecije IL-2 u/iz ovih ¢elija muzjaka u odnosu na
¢elije Zenki pacova;

b) zastupljenost CD4+ limfocita koji sintetiSu IL-17, ukljucujuéi 1 one koji
sintetiSu GM-CSF, §to korelira s povecanjem ekspresije gena koji kodira RORyt,
a kao rezultat delovanja blokade B-AR kako direktno na njegovu ekspresiju u
CD4+ limfocitima, tako i indirektno, povecanjem ekspresije gena za IL-1f 1 IL-
23 u antigen-prezentuju¢im celijama.

3. Inhibitorni efekti tretmana propranololom na migraciju antigen-prezentuju¢ih celija u
drenirajuc¢e limfne ¢vorove 1 njihov aktivacioni profil su izrazeniji kod muzjaka nego kod
zenki pacova kojima je indukovan EAE, §to se moZe povezati sa ve¢com koncentracijom
noradrenalina u tkivu dreniraju¢ih limfnih ¢vorova muzjaka, ali su stimulatorni efekti
propranolola na proliferaciju CD4+ limfocita i diferencijaciju Th17 limfocita izrazeniji u
kulturama ¢elija dreniraju¢ih limfnih ¢vorova muzjaka nego Zenki pacova kojima je
indukovan EAE, te se moze pretpostaviti da ovakvi efekti propranolola ne dozvoljavaju da
do izrazaja dodu posledice polnih razlika koje su uoc¢ene u njegovom delovanju na migraciju
antigen-prezentujucih ¢elija u drenirajuce limfne ¢vorove EAE Zivotinja.

4. Odsustvo polnih razlika u inhibitornim efektima prazosina, antagonista ai1-AR, na
proliferaciju CD4+ limfocita i njihovu diferencijaciju u ¢éelije koje produkuju I1L-17 u kulturi
¢elija drenirajucih limfnih ¢vorova EAE Zivotinja objasnjava fokusiranje daljih istraZivanja
na ispitivanje uticaja noradrenalina, posredstvom [B-AR, na celije koje ucestvuju u
patogenezi EAE.

5. Odsustvo polnih razlika u delovanju propranolola na aktivaciju/proliferaciju CD4+ limfocita
i broj Th17 limfocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, ukazuje da izrazenije smanjenje
tezine neuroloske slike EAE kod muzjaka tretiranih propranololom najverovatnije ne zavisi
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od polno-specifi¢nih efekata tretmana na primarni (auto)imunski odgovor, ve¢ od efekata na
nivou ciljnog organa (ki¢mene mozdine).

Il Tretman propranololom u efektorskoj fazi EAE izraZenije ublaZzava teZinu neuroloSkog
deficita kod muZjaka nego kod Zenki pacova soja DA, $to se moZe povezati sa:

1. Efikasnijom transkripcionom aktivacijom komponenti anti-inflamatorne Nrf2/HO-1 signalne
osovine  (direktnim  delovanjem  propranolola, ili  indirektno,  stimulacijom
CX3CL1/CX3CR1 signalnog puta), kao i smanjenom ekspresijom komponenti IL-6/Stat3
signalne osovine, a poveéanom ekspresijom gena za Socs3 (klju¢ni regulator IL-6/Stat3
puta), u mijeloidnim ¢elijama (prevashodno mikrogliji) kicmene mozdine muzjaka pacova
na vrhuncu bolesti, i sledstveno efikasnijom stimulacijom njihove polarizacije ka anti-
inflamatornom/protektivnhom fenotipu, sude¢i prema smanjenoj ekspresiji proinflamatornih
(iINOS, Nox2, IL-1B), a povecanoj ekspresiji anti-inflamatornih (Argl, IL-10, TGF-B)
enzima/citokina u mijeloidnim ¢elijama/mikrogliji 1 povecanoj sposobnosti mikroglije za
fagocitozu/endocitozu.

2. Efikasnijim smanjenjem infiltracije mijeloidnih ¢éelija i T-limfocita iz cirkulacije u ki¢menu
mozdinu muzjaka pacova kod kojih je indukovan EAE, Sto se moze, makar delimi¢no,
pripisati detektovanom izrazenijem smanjenju ekspresije gena za hemokine CCL2, CCL19 i
CCL21 u tkivu ki¢mene mozdine ovih zZivotinja.

3. Efikasnijim usmeravanjem diferencijacije mijeloidnih c¢elija koje infiltriraju ki¢menu
mozdinu muzjaka pacova u celije anti-inflamatornog fenotipa (sude¢i prema manjoj
zastupljenosti ¢elija koje produkuju IL-1p, a vecoj zastupljenosti onih koje produkuju IL-10
I TGF-B u ovoj populaciji).

4. Efikasnijim smanjenjem reaktivacije T-limfocita koji infiltriraju kiémenu mozdinu muzjaka
pacova, njihove diferencijacije u Celije koje produkuju IL-17, ukljucujuéi i one izrazito
patogenog IFN-y+GM-CSF+ fenotipa, §to pomera odnos broja IL-17+ T-limfocita i Treg
¢elija na stranu Treg Celija.

5. Vecom koncentracijom noradrenalina u tkivu i ekspresijom gena za B2-AR, kljucni podtip -
AR u imunskom sistemu, u mijeloidnim ¢elijama ki¢mene moZzdine muZjaka pacova, cemu
se mogu pripisati sve prethodno opisane polne razlike u delovanju propranolola.

Ukratko, rezultati ove disertacije su pokazali (a) da noradrenalin, poreklom iz nervnih
vlakana, ali 1 imunskih ¢elija, delujuéi posredstvom B- i a1-AR, na razli¢ite populacije imunskih
¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima i ki€menoj moZdini ucestvuje u patogenezi EAE, s tim §to
se efekti posredovani B-AR mogu povezati s polnim razlikama u njegovom delovanju (izraZeniji
efekti kod muzjaka), i (b) da prevashodno polne razlike u delovanju ovog
neurotransmitera/normona na rezidentne mijeloidne celije u ciljnom organu (kicmenoj mozdini)
doprinose polnim razlikama u tezini bolesti.
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osnovu Ugovora o realizaciji i finansiranju naucnoistrazivackog rada NIO izmedu Instituta za
virusologiju, vakcine i serume , Torlak” i Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja,
odnosno Ministarstva nauke, tehnoloskog razvoja i inovacija Republike Srbije. U dosadasnjem
naucnoistrazivackom radu je kao autor ili koautor objavila 22 rada, i to 13 radova u vrhunskim
medunarodnim Casopisima (kategorije M21), 8 radova u istaknutim medunarodnim casopisima
(kategorije M22), i 1 rad u medunarodnom ¢asopisu (kategorije M23). Na skupovima
medunarodnog znacaja ucestvovala je sa 9 saopStenja, a 9 saopStenja je imala 1 na skupovima
nacionalnog znaéaja. Clan je Drustva imunologa Srbije, Kluba mladih imunologa Srbije i Mladih
imunologa Evrope.

122



9. 1ZJAVE
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Mpwnor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHmn-a MBaHa MNpujuh

6poj nHaeKca 63033/2013

UsjaBmwyjem
[a je AOKTOPCKa AucepTaumja nog Hac10BOM

MNosHe cneundUYHOCTU Y MOAY/IaTOPHOM JeN10Bakby HopaapeHaanHa Ha CD4+ T-numdounte y moaeny

EKCNEePUMEHTAZIHOT aYyTOMMYHCKOT eHuedanomujenmTunca

® pPEe3ynTaT CONCTBeEHOTr UCTPaXXMUBAYKOTl paja,

e [a npeanoXeHa agucepTaumja y LeAUHU HU Y AenoBMMa HUje Buna npeanoxeHa 3a aobujarbe 6uno
Koje gMnaome npema CTyAMjCKUM NPorpammma Apyrmx BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBa,

® [1a Cy pe3ynTath KOPEKTHO HaBedeEHN U

® [a HMCaM Kpwuo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTMO MHTENEKTYaHY CBOjUHY APYruX Anua.

MoTtnuc poKTopaHaa

Y beorpagy, 06.06.2024.
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Mpwnor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe N efieKTPOHCKe Bep3uje JOKTOPCKOr
paga

NUme 1 npesnme ayTopa WMBaHa Mpujnh
bpoj nHaekca 563033/2013
CTyaujckm nporpam MmyHobMonoruja

Hacnos paga MNonHe cneunPUYHOCTU Y MOAYNATOPHOM Ae/10Bakby HopaapeHaanHa Ha CD4+ T-

anmoounTe y Mmoaeny eKCNePUMEHTANHOI ayTOMMYHCKOT eHuedanommjenmTunca

MeHTOopKH Op NeaH MNuaunnosuh

[p busbana boxkuh Hepesbkosuh

MNoTtnucaHu/a MBaHa MNpunjuh

M3jaB/byjem aa je wTtamnaHa Bep3nja MOr LOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €NeKTPOHCKOj Bep3uju KOojy cam
npepao/na 3a objaB/bMBatbe Ha NopTany QUruTanHor penosuMtopujyma YHusepsuterta y beorpaay.

[o3Bos/baBam Aa ce objaBe MOjU IMYHKM NoJaLM Be3aHM 3a Aobujarbe akaAeMCKOr 3Batba AOKTOpa HayKa,
Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3ume, rogmHa n mecto pohema n gatym oabpaHe paaa.

OBM ANYHM NOZAUM MOTY ce 06jaBUTU Ha MPEKHUM CTpaHWULaMa AurutanHe 6ubaMoTeKke, y e/1eKTPOHCKOM
KaTanory uy nybankaumjama YHuBepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc goKTopaHaa

Y beorpagy, 06.06.2024
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Mpwnor 3.
UsjaBa o kopuwheky
Osnawhyjem YHuBep3uteTcky 6ubnmoteky ,CBeTosap MapKosuh” ga y [AurutanHu penosntopujym

YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AMcepTaLmjy Nog HacI0BOM:

MNonHe cneunMPUYHOCTN Y MOAYNATOPHOM AEeN0Baky HOpagpeHananHa Ha CD4+ T-numdoumnTte y mogeny

EKCNepPUMEHTAIHOT ayTOMMYHCKOT eHuedanomumjenmtunca

KOja je Moje ayTopCKo aeno.

[ucepTaumjy ca CBMM Mpuio3uma npeaao/na cam y eeKTpoHCKom ¢opmaTty MorogHom 3a TpajHo
apxvBupate.

Mojy JOKTOPCKY AucepTaumjy noxparbeHy y AunrutanHu penosutopujym YHusepsuteta y beorpagy mory aa
KopucTe CBM Koju nowTyjy oapenbe cagp»aHe y ogabpaHom Tuny auueHue KpeaTusHe 3ajeaHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4umo/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUMjaSHO

3. AyTOpCcTBO — HEKOMepUUjaaHo — be3 npepage
AyTOpCTBO — HEKOMepLUMjasIHO — Ae/IMTU NoA UCTUM YC0BUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AenuUTU NoL4 UCTUM YCI0BUMA

(Monumo fa 3a0Kpy»KuUTe camo jeHy of wWecT NoHyheHux NMUEeHLM, KpaTak Onuc AULEHUM AaT je Ha
nonehuHu nucra).

MoTnuc poKkTopaHAaa

Y beorpagy, 06.06.2024
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1. AyTtopcTBo - [l03BO/baBaTe YMHOKaBakbe, ANCTPUOYLM]Y U jaBHO caonwwTaBare Aena, U Npepase, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa WMAM AaBaoua AULEHLE, YaK U Yy KoMepLnjanHe
cBpxe. OBo je HajcnobogHMja 04 CBUX IULLEHLM.

2. AytopcTBO — HEKOMmepLMjaaHo. [Jo3Bo/baBaTe YMHOXaBarbe, ANCTPUOYLMNjY M jaBHO caonluTaBakse Aena,
W npepaje, ako ce HaBeae MMme ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa AW gasaoua anueHue. OBa
IMLEHLA He 03BO/baBa KoMepUuujanHy ynoTpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuMjanHo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBarbe, AUCTPUOYUMjY U jaBHO
caonwTaBame Aena, 6es npomeHa, npeobankoBaka UAM ynotpebe aena y CBOm Aeny, ako ce HaBede Mme
ayTopa Ha HauuH oppeheH opf cTpaHe ayTopa MAM gasaoua auueHue. OBa AMUEHUA He [03BO/baBa
KomepuMjanHy ynotpeby gena. Y ogHOCY Ha CBe OCTase NMLEHLLE, OBOM JIMLLEHLLOM Ce orpaHMyaBa Hajsehu
0bvm npaBa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuMujaiHO — [AeAUTU nofd, WUCTMM ycioBMMa. [lo3BO/baBaTe YMHOMKaBakbe,
anctpubyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBarbe Aena, U npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of
CTpaHe ayTopa Wau Aasaola NULEHLE 1 aKo ce npepaaa AMCTpubymnpa nog MCTOM AN CAMYHOM NNLEHLOM.
OBa nnugeHLa He A03B0/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena n npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUBYLMjY 1 jaBHO caonwTaBarbe Aena, 6es
npomeHa, npeobnnkosarba MAM ynotpebe gena y CBOM [efly, aKO Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH oa cTpaHe aytopa wau gasaoua anueHue. OBa AMLEHLA A03B0O/baBa KOMepLUMjanHy ynotpeby
aena.

6. AyTOpCTBO - O€AUTM NoA WCTUM ycnoBuMma. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUOBYLMjy W jaBHO
caonwTaBarbe Aena, U npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa WMau
[aBaola MNLEHLEe M aKo ce npepaga AWCTpubympa nog, UCTOM MAWU CAMYHOM sivueHuom. OBa AnueHua
[03B0/baBa KomepuujanHy ynoTtpeby gena v npepaga. CavyHa je copTBEPCKMM /iMLEHUAMa, OAHOCHO
/IMLEHLLaMa OTBOPEHOT KoZa.
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