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ISPITIVANJE NOVOG NACINA APLIKACIJE EKSKRETORNO-SEKRETORNIH
PRODUKATA MISICNE LARVE TRICHINELLA SPIRALIS U TRETMANU
EKSPERIMENTALNOG AUTOIMUNSKOG ENCEFALOMIJELITISA KOD DARK
AGOUTI PACOVA

Kratak sadrzaj

Ova doktorska disertacija dizajnirana je u cilju ispitivanja novih nacina dostave ekskretorno-
sekretornih produkata misiéne larve Trichinella spiralis (ESL1) u terapiji eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa (EAE) kod Dark Aguoti (DA) pacova. Eksperimentalni autoimunski
encefalomijelitis je animalni model multiple skleroze (MS), hroni¢ne inflamatorne autoimunske
bolesti centralnog nervnog sistema, koja dovodi do progresivnog neuroloskog invaliditeta i znacajno
umanjuje kvalitet 1 duzZinu zZivota. lako su istrazivanja koja se bave razli¢itim tretmanima MS brojna,
do danas nije pronadena adekvatna terapija za ovu veoma tesku bolest, a terapije koje se koriste su
simptomatske 1 samo delimi¢no uspesne. Istrazivanja su pokazala da infekcija parazitom 7. spiralis,
kao 1 primena ESL1 produkata ovog parazita, ublazavaju klinicku sliku eksperimentalnog modela
multiple skleroze kod DA pacova i to pokretanjem regulatornih mehanizama koji su zaduZeni za
kontrolu imunskog odgovora, pa samim tim i za supresiju intenzivnog inflamatornog odgovora koja
je karakteristicna za autoimunske bolesti, kao Sto je MS. Iako su ovi tretmani bili uspesni, oni sa
sobom nose odredena ogranicenja kada je re¢ o primeni kod ljudi. Ekskretorno-sekretorni produkti
misi¢ne larve 7. spiralis produkti su kompleksna smesSa molekula, Sto predstavlja veliki izazov za
njihovu masovnu proizvodnju, neophodnu za klinicka ispitivanja. Kako je i nacin aplikacije
imunomodulatornih molekula veoma vazan, potrebno je razviti nove, adekvatne sisteme za efikasnu
distribuciju ESL1 produkata koji ¢e ujedno poboljsati njihov terapijski potencijal. Za ispitivanje su
izabrana biorazgradiva nanovlakna izgradena od poli(mle¢ne-ko-glikolne) kiseline (eng. Poly Lactic-
co-Glycolic Acid, PLGA). Polimerni nanomaterijal od koga su napravljena vlakna je poznat po svojoj
biokompatibilnost i netoksi¢nosti, zbog Cega je u Sirokoj upotrebi u sistemima za dostavu razlicitih
terapeutika. Nanovlakna su se pokazala kao pogodni i bezbedni nosaci koji poboljsavaju distribuciju
1 apsorpciju, i omogucéavaju produzeno delovanje leka na mestu primene.

Metodom elektrospininga ESL1 produkti su inkapsulirani u PLGA nanovlakna
(PLGA/ESLI). Dinamika oslobadanja ESL1 procenjena je in vitro, i na zivotinjama kojima je izazvan
EAE, sedam dana nakon supkutane implantacije PLGA/ESLI1. Pracen je efekat PLGA/ESL1 na EAE
simptome, kao 1 na fenotip razliCitih tipova imunskih ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima,
Pajerovim plocama, slezini i centralnom nervnom sistemu (CNS), na vrhuncu bolesti i u fazi remisije.

ESL1 produkti oslobodeni iz PLGA implantata i drenirani kroz limfne ¢vorove putem
mijeloidnih antigen-prezentujuc¢ih celija, efikasno su doprineli ublazavanju simptoma EAE.
Postignuti efekti su bili u korelaciji sa smanjenom aktivacijom mijeloidnih ¢elija, pove¢anom
ekspresijom IL-10 i smanjenim nakupljanjem proinflamatornih celija ,,prirodnih ubica® (NK),
pomo¢nickih Thl i Th17 éelija u slezini i CNS-u. Pored toga, zastupljenost CD4"CD25"FoxP3*
regulatornih T celija i IL-10-produkujuc¢ih B ¢elija bila je povecana kod Zzivotinja tretiranih
PLGA/ESLI u poredenju sa Zivotinjama iz kontrolnih grupa.



PLGA nanovlakna omoguc¢ila su efikasnu isporuku ESL1 produkata u in vivo uslovima, §to je
dovelo do sprecavanja razvoja simptoma EAE indukovanjem antiinflamatornog i regulatornog
imunskog odgovora u slezini 1 CNS-u. Dalja istrazivanja mehanizama kojim ESL1 produkti modulisu
imunski odgovor u toku autoimunskih bolesti moze dovesti do razvijanja novih perspektivnih pristupa
u le¢enju multiple skleroze i drugih oblika autoimunosti.

Kljuéne reci: eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis; ekskretorno-sekretorni produkti
miSi¢ne larve Trichinella spiralis; multipla skleroza; Poly Lactic-co-Glycolic Acid nanovlakna;
Trichinella spiralis;
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EXAMINATION OF A NEW METHOD OF APPLICATION OF EXCRETORY -
SECRETORY PRODUCTS OF MUSCLE LARVAE TRICHINELLA SPIRALIS IN THE
TREATMENT OF EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE ENCEPHALOMYELITIS IN DARK
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Summary

This doctoral dissertation was designed with the aim of investigating novel strategies for the
delivery of excretory-secretory products of the muscle larvae of Trichinella spiralis (ESL1) in the
treatment of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) in Dark Agouti rats. Experimental
autoimmune encephalomyelitis is an animal model of multiple sclerosis (MS), a chronic
inflammatory autoimmune disease of the central nervous system that leads to progressive
neurological disability and significantly reduces both quality and length of life. Although numerous
studies have investigated different treatment options for MS, no adequate treatment has been found
to date, and existing therapies are primarily symptomatic and only partially effective. Research has
shown that infection with 7. spiralis, as well as treatment with ESL1 products derived from this
parasite, alleviates clinical symptoms of the experimental model of MS in DA rats. This effect is
achieved through the activation of regulatory mechanisms responsible for controlling immune
responses, thereby suppressing the excessive inflammation characteristic of autoimmune diseases
such as MS. Despite the observed therapeutic effects, the application of these treatments in humans
remains limited. Excretory-secretory products of the muscle larvae of Trichinella spiralis products
represent a complex mixture of molecules, posing a significant challenge for large-scale production
required for clinical testing. Moreover, the method of delivery of immunomodulatory molecules plays
a crucial role in their efficacy, making it necessary to develop new, suitable systems for the effective
delivery of ESL1 products that would also enhance their therapeutic potential.

For this purpose, biodegradable Poly Lactic-co-Glycolic Acid (PLGA) nanofibers were
selected. The polymeric nanomaterial used for their fabrication is known for its biocompatibility and
non-toxicity, and is widely used in drug delivery systems. Nanofibers have proven to be suitable and
safe carriers that improve distribution and absorption, and enable prolonged drug release at the site
of application.

Using the electrospinning method, ESL1 products were encapsulated in PLGA nanofibers.
The release dynamics of ESL1 were assessed in vitro and in animals with EAE induced seven days
after subcutaneous implantation of PLGA/ESLI1. The effect of PLGA/ESL1 on EAE symptoms was
monitored, along with the phenotype of various immune cell types in draining lymph nodes, Peyer’s
patches, the spleen, and the central nervous system (CNS), both at the peak of disease and during the
recovery phase.

ESL1 products released from PLGA implants and transported by myeloid antigen-presenting
cells through the lymph nodes effectively contributed to the alleviation of EAE symptoms. These
effects were associated with reduced activation of myeloid cells, increased IL-10 expression, and
decreased accumulation of pro-inflammatory natural killer (NK) cells, Thl and Th17 helper T cells
in the spleen and CNS. Additionally, the frequency of CD4*CD25"FoxP3* regulatory T cells and IL-
10-producing B cells was elevated in animals treated with PLGA/ESL1 compared to control animals.



PLGA nanofibers enabled efficient in vivo delivery of ESL1 products, leading to the prevention of
EAE symptom development by inducing an anti-inflammatory and regulatory immune response in
the spleen and CNS. Further investigation into the mechanisms by which ESL1 products modulate
the immune response during autoimmune diseases may lead to the development of promising new
approaches for the treatment of multiple sclerosis and other autoimmune disorders.
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1. UVOD

Multipla skleroza (MS) je hroni¢no neuroinflamatorno autoimunsko oboljenje centralnog
nervnog sistema (CNS) ljudi, koje dovodi do inflamacije, demijelinizacije i neurodegeneracije.
Uprkos znac¢ajnom napretku u razumevanju patogeneze bolesti 1 razvoju novih terapijskih pristupa,
jos uvek ne postoje terapeutici koji deluju na sam uzrok bolesti, a to je poremecaj u regulaciji
imunskog odgovora. Tokom evolucije imunski sistem se razvijao u stalnom kontaktu sa razli¢itim
organizmima iz spoljaSnje sredine, izmedu ostalih i sa parazitima. Prema higijenskoj hipotezi,
smanjena izloZenost parazitima u savremenim zivotnim uslovima moze dovesti do poremecaja u
funkcionisanju regulatornih mehanizama imunskog sistema, §to moZe doprineti razvoju inflamatornih
bolesti, kao $to su autoimunske bolesti. Trichinella spiralis (T. spiralis) je helmint koji ceo svoj
zivotni vek provodi u jednom domacinu, kreirajuci sredinu kojom dominiraju antiinflamatorni i
regulatorni mehanizmi, neophodni za spre¢avanje preterane aktivacije inflamatornog odgovora.
Posredstvom svojih produkata, ova parazitska nematoda menja imunski odgovor domacina, ne samo
prema sebi, ve¢ 1 prema drugim antigenima, kao Sto su autoantigeni. Ranija istrazivanja pokazala su
znacajan potencijal 7. spiralis kao “majstora manipulacije” imunskog odgovora domacina, jer ima
moguénost da putem svojih ekskretorno-sekretornih produkata izmeni fenotip patoloskih
inflamatornih imunskih ¢elija 1 suprimira prekomernu inflamaciju tokom eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa (EAE), koji predstavlja animalni model MS. Dosadasnja
istrazivanja pokazala su da ekskretorno-sekretorni produkti miSi¢nih larvi 7. spiralis poseduju
izraZzen imunomodulatorni potencijal 1 mogu da usmeravaju imunski odgovor ka antiinflamatornom
fenotipu. Medutim, njihova direktna primena ograni¢ena je kratkim vremenom zadrzavanja u
organizmu, nekontrolisanom biodistribucijom i potrebom za ponovljenim aplikacijama, §to moze
umanjiti terapijski efekat 1 oteZati njthovo uvodenje u klinicku praksu. Ova ograni€enja ukazala su na
potrebu za razvojem sistema koji bi omogucio lokalizovanu, kontrolisanu i1 dugotrajnu isporuku ovih
bioaktivnih molekula. S obzirom na navedena ograni¢enja, nanovlakna zasnovana na poli(mle¢no-
ko-glikolnoj) kiselini (eng. Poly (Lactic-co-Glycolic) Acid — PLGA) predstavljaju perspektivnu
platformoru za distribuciju biomolekula, zahvaljuju¢i svojoj biokompatibilnosti, biorazgradivosti 1
sposobnosti da obezbede postepeno oslobadanje inkorporiranih biomolekula. Ideja da se PLGA
koristi u formi nanovlakana proizilazi iz toga da ova formulacija, za razliku od nanocestica,
omogucava postepeno otpustanje i adekvatnije kontrolisanu distribuciju potencijalnih terapeutika.
Ovakav nafin distribucije oponaSa prirodnu infekciju parazitom 7. spiralis, tokom koje se
ekskretorno-sekretorni produkti kontinuirano oslobadaju i obezbeduju dugotrajnu stimulaciju
imunskog sistema domacina. Za razliku od jednokratne primene slobodnih produkata misiéne larve
T. spiralis, postepeno i kontrolisano oslobadanje ESL1 produkata iz PLGA nanovlakana moglo bi da
omoguci postepeno preusmeravanje imunskog odgovora od dominantno proinflamatornog okruzenja,
karakteristicnog za multiplu sklerozu i eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE), ka
antiinflamatornom 1 regulatornom odgovoru, ¢ime bi se stvorili uslovi za dugotrajniju
imunomodulaciju i kona¢nu rezoluciju bolesti.

Polaze¢i od ovih saznanja, istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije usmerena su na
razvoj 1 ispitivanje novog sistema dostave ekskretorno-sekretornih produkata misi¢nih larvi 7.
spiralis (ESL1), zasnovanog na potkozno aplikovanim PLGA nanovlaknima, sa ciljem njihove
potencijalne primene u imunomodulatornoj terapiji multiple skleroze. Posebna paznja posvecena je
ispitivanju sposobnosti PLGA nanovlakana sa inkorporiranim ESL1 produktima (PLGA/ESL1) da
moduliSu inflamatorni odgovor u eksperimentalnom modelu relapsno-remitentnog eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa (EAE) kod pacova Dark Agouti (DA) soja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Imunski sistem i hipoteza ,,starih prijatelja*

Autoimunska oboljenja su imunopatoloska stanja koja karakteriSe prekomerna imunoloska
reakcija na sopstvene antigene (autoantigene), koja dovodi do oStecenja tkiva i organa 1 posledi¢no
do njihove disfunkcije (Bartunkova 1 sar., 2009). Ova oboljenja najceS¢e nastaju kao posledica
zajedniCkog delovanja genetskih faktora i faktora spoljas$nje sredine. Infekcije virusima, kao $to su
Epstajn-Bar virus (EBV), citomegalovirus, parvovirusi, pojedinim bakterijama i parazitima, dovode
se u vezu sa nastankom autoimunskih bolesti (Bartunkova 1 sar., 2009; Grigoriadis 1 van Pesch,
2015). Medutim, sve viSe podataka ukazuje na to da infektivni agensi mogu pokrenuti regulatorne
mehanizame koji kontroliSu finkcionisanje imunskog sistema i intenzitet imunskog odgovora,
rezultirajuci zastitinim efektom u autoimunskim oboljenjima. Imunski sistem ki¢menjaka se tokom
evolucije razvijao u okruZenju razli¢itih patogenih i komensalskih mikroorganizama, $to je dovelo do
razvoja mehanizama koji, s jedne strane spreCavaju invaziju infektivnih agenasa, a sa druge
ogranicavaju intenzitet pokrenutog imunskog odgovora, ¢ime se sprecava ostecenje tkiva. Nedostatak
ovakve vrste stimulusa u spoljasSnjoj sredini, koji je karakteristi¢an za visokorazvijene, urbanizovane
sredine, mogao bi da dovede do poremecaja u regulaciji imunskog odgovora, i time da poveca rizik
za nastajanje hroni¢nih inflamatornih bolesti. ,,Higijenska hipoteza®, kasnije nazvana hipoteza ,,starih
prijatelja“ (Rook, 2023) prva je predstavila koncept da izloZenost infektivnim agensima u ranom dobu
Zivota smanjuje incidenciju alergija, hroni¢nih inflamatornih stanja i autoimunskih bolesti u
odredenoj populaciji. Rodonacelnik ,higijenske hipoteze* Strachan, povean broj alergija u
populacijama koje Zive u industrijski razvijenim zemljama sa smanjenom izloZeno$¢u patogenima
objasnjavao je poboljsanjem higijenskih uslova (Emanuel, 1988; Strachan, 2000). Razlicite
epidemioloSke studije (Patterson isar., 1996; Zaccone i sar., 2006), istrazivanja na eksperimentalnim
modelima (Sewell 1 sar., 2003; Saunders 1 sar., 2007; Sofronic-Milosavljevic¢ i sar., 2013), i retke
klinicke studije (Saunders i sar., 2007; Fleming i sar., 2011) pokazale su zastitni efekat infektivnih
agenasa, naroCito parazita (Strachan, 2000; McKay, 2009; Versini i sar., 2015).

Parazitski helminti se smatraju majstorima manipulacije imunskog sistema organizma
domacina, kreiraju¢i sredinu koja obezbeduje njihov opstanak, a samim tim i opstanak domacina.
Infekcija helmintima pokrece antiinflamatorne i regulatorne mehanizme koji kontrolosu imunski
odgovor usmeren ne samo protiv parazitskih antigena, ve¢ i antigena domacina — autoantigena
(Zaccone 1 sar., 2006; Jackson 1 sar., 2009). Sve veci broj podataka dobijenih u eksperimentalnim
studijama na animalnim modelima ukazuju na zastitni efekat helmintskih infekcija u autoimunskim
bolestima. Istrazivanje koje su sproveli Saunders 1 sar. (2007) pokazuje da infekcije nematodama kao
Sto su Trichinella spiralis 1 Heligmosomoides polygyrus, mogu inhibirati pojavu dijabetesa kod NOD
miSeva (engl. nonobese diabetic) kroz indukciju Th2 odgovora, koji potencijalno $titi beta Celije
pankreasa od Thl-posredovanog oste¢enja. U animalnom modelu eksperimentalnog autoimunskog
encefalomijelitisa (EAE) kod miSeva pokazano je da se nakon imunizacije antigenima metilja
Shistosoma mansoni ublazava klinicka slika kod obolelih Zivotinja i da se imunski odgovor
preusmerava ka zastitnom Th2 odgovoru (Sewell 1 sar., 2003). Eksretorno-sekretorni produkti
pantljicare Taenia crassiceps (TcES) efikasno smanjuju razvoj EAE, efikasnije od deksametazona,
¢ak i kada se primene u kasnijoj fazi bolesti, a dodatno inhibiraju aktivaciju limfocita i preusmeravaju
imunski odgovor sa Th1/Th17 ka Th2 odgovoru (Peon 1 sar., 2017).

Pored animalnog modela sprovedene su i klinicke studije sa nematodom Trichuris suis, pri
¢emu su postignuti ohrabrujuéi rezultati u terapiji obolelih od Kronove bolesti, a slabiji efekat ovaj
parazit pokazao je u terapiji ulceroznog kolitisa (Summers 1 sar., 2005a, 2005b). Kod pet klini¢kih
ispitanika obolelih od relapsno-remitentnog oblika multiple skleroze (MS) aplikovana su peroralno
jaja T. suis, Sto je dovelo do poboljasanja u vidu smanjenja broja lezija na mozgu, dok je kod Cetiri
od pet ispitanika zabelezen porast antiinflamatornih citokina (IL-4, IL-10) (Fleming i sar., 2011).
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Helminti pokreéu Th2 odgovor 1 ekspanziju regulatornih T 1 B ¢elija i1 posledi¢nu produkciju
regulatornih citokina IL-10 1 TGF-f, $to suprimira intenziviran Th1/Th17 odgovor karakteristi¢an za
inflamatorne poremecaje, sto je slucaj i kod autoimunskih oboljenja. Takode, stimulisu aktivaciju
¢elija monocitno-makrofagne loze 1 diferencijaciju monocita u makrofage i usmeravaju dendritske
¢elije ka tolerogenom fenotipu, Sto sve zajedno rezultira kontrolom Th1/Th2/Th17 odgovora i
uspostavljenjem homeostaze. Poznato je da tolerogene dendritske celije mogu spreciti nastanak
autoimunosti (Saferding 1 Bliiml, 2020). Prva pomisao da helminti mogu da uspostave ravnotezu
izmedu Thl i1 Th2 odgovora javila se nakon eksperimenata koji su sprovedeni na miSevima
inficiranim helmintima, kojima je indukovana autoimunska bolest. Pokazalo se da paraziti promovisu
Th2 1 inhibiraju polarizaciju Thl odgovora, §to rezultira zastitnim efektom protiv Th1-posredovanih
autoimunskih bolesti. Kasnije se pokazalo da u imunoregulaciji posredovanoj helmintima ucestvuju
i regulatorne T Celije (Treg) (Maizels 1 Smith, 2011).

2.2. Multipla skleroza

Autoimunska oboljenja nastaju usled narusavanja kontrolnih mehanizama imunskog sistema,
koje se na centralnom nivou, u timusu, ogleda u neodgovarajucoj selekciji autoreaktivnih T ¢elija,
dok se na perifernom nivou ogleda u neadekvatnoj regulaciji imunskog odgovora prema sopstvenim
antigenima ili poremecenoj prezentaciji sopstvenih antigena (Zaccone 1 sar., 2006). Autoimunska
oboljenja se javljaju kada T ili B ¢elije prepoznaju antigene svojih ¢elija kao strane. Pomo¢nicke T
¢elije (Th) tada produkuju inflamatorne citokine 1 aktiviraju efektorske celije koje dovode do
oStecenja organa. Otkrivanje mehanizama koji pokrecu aktivaciju autoreaktivnih T 1 B ¢elija vazno
je za razumevanje nastanka autoimunskih bolesti.

Multipla skleroza (MS) je sloZeno, neuroinflamatorno degenerativno oboljenje centralnog
nervnog sistema (CNS) ljudi multifaktorijalne prirode, koje se javlja najceS¢e izmedu dvadesete i
cetrdesete godine zivota. Razni uticaji iz spoljasnje sredine kao §to su nedostatak vitamina D,
ultraljubicasti B zraci, infekcija EpStajn-Bar virusom, gojaznost i puSenje mogu doprineti nastanku
ovog oboljenja. Poznato je da periferno aktivirane CD4+ T pomoc¢nicke celije tipa 1 (Thl) prolaze
krvno-mozdanu barijeru (KMB) dovodec¢i do oste¢enja CNS-a. Citokini koje Thl ¢elije produkuju
aktiviraju sazrevanje B Celija, antitela se vezuju za sopstvene antigene na mijelinskom omotacu i
dolazi do njegovog ostec¢enja. Aktivirani citotoksicni makrofagi proizvode proinflamatorne citokine
koji dodatno doprinose demijelinizaciji (Matsuzaka 1 Yashiro, 2023). Sve ovo dovodi do
neurodegenerativnih promena i klinickih manifestacija bolesti. Nervne c¢elije medusobno
komuniciraju na taj nacin Sto Salju elektri¢ne impulse duz aksona koji su obmotani mijelinom, dok je
kod MS prenos ovih signala oteZan ili, u zavisnosti od oSte¢enja, u potpunosti onemogucen.

Vecina pacijenata obolelih od MS (85%) razvija relapsno-remitentnu (RRMS) formu bolesti
koju prati progresivno slabljenje motornih funkcija. Mali procenat pacijenata (10%) ima progresivnu
formu od samog pocetka. U proseku 10-15% pacijenata sa RRMS ima blagi oblik bolesti i mogu
klinicki biti stabilni nekoliko decenija. Prve promene na CNS-u najéesée se javljaju na optickom
nervu, mozdanom stablu 1 kicmenoj mozdini, a prva manifestacija bolesti naziva se klinicki izolovani
sindrom (Dobson 1 Giovannoni, 2019)

U zavisnosti od toga koja nervna vlakna su demijelinizovana klinicka slika medu pacijentima
varira. Najce§¢i rani simptomi su peckanje, utrnulost, bol, svrab, ponekad i1 gubitak ¢ula dodira u
rukama i nogama, slabost ili nemoguénost izvodenja preciznih pokreta u jednoj nozi ili ruci i oslabljen
¢esto zamagljen vid. Glavni simptomi koji mogu da se primete tokom citavog toka MS su gubitak
vida, diplopija, cerebelarna ataksija, paraliza udova, senzorni poremecaji, poremecaji hoda i bolne
tonicne konvulzije koji se razlikuju u zavisnosti od mesta lezije. Kako bolest napreduje, pokreti su
nespretniji $to rezultira oteZanim hodom. Kod nekih osoba moze se razviti delimi¢na ili potpuna
paraliza. Takode se mogu javiti problemi sa govorom, gubitak kontrole nad emocijama ili depresija.
Sposobnost racionalnog rasudivanja moze biti narusena. Bolest zahvata nerve koji reguliSu uriniranje



1 defekaciju, pa pacijenti ne mogu da kontroliSu ove fizioloske funkcije. Ucestali relapsi dovode do
teskih i trajnih oStecenja, koja naruSavaju kvalitet Zivota pacijenata (Matsuzaka i Yashiro, 2023).

Vecina terapeutika koji se danas koriste u terapiji MS suprimiraju imunski odgovor §to
povecava rizik od infekcija 1 nastanka kancera. Pored upotrebe imunosupresiva, u terapiji se danas
koriste imunomodulatorni lekovi, kao $to su monoklonska antitela, interferon i modulatori sfingozin
1-receptora, koji su postigli veliki napredak u terapiji. Medutim, svi ovi lekovi deluju simptomatski,
ogranienog su nivoa uspeSnosti 1 izazivaju niz nezeljenih efekata. Nijedan od danas poznatih
terapeutika ne cilja mehanizme koji reguliSu imunski odgovor i odrzavaju toleranciju na sopstveno,
a koji su poremeceni u autoimunskim bolestima (4nderton 1 Wraith, 2008; Compston i Coles, 2008;
Lanzillo 1 Bonavita, 2016).

2.2.1. Imunopatogeneza multiple skleroze

Smatra se da multipla skleroza nastaje usled poremecaja u regulaciji imunskog sistema, koji
je posledica razlicitih faktora, ukljucujuci genetsku predispoziciju i faktore spoljasnje sredine. Glavni
medijatori nastanka bolesti su autoreaktivne T ¢elije koje napadaju CNS. Tako se precizni mehanizmi
nastanka mijelin-specificnih autoreaktivnih T ¢elija jo§ uvek ne zna, jedan od mogu¢ih mehanizama
je nespecificna poliklonalna aktivacija bakterijskim ili virusnim antigenima, kao Sto je infekcija
Epstajn-Bar virusom (Dobson i Giovannoni, 2019). Mehanizmi kojim EBV posreduje u razvoju MS
jos uvek nisu u potpunosti razjasnjeni, ali je moguce objasnjenje molekulska mimikrija — postojanje
strukturne homologije izmedu odredenih sekvenci proteina virusa i sekvenci mijelina i drugih
proteina koji se nalaze u CNS-u. Uzorci periferne krvi obolelih osoba ukazuju na prisustvo T ¢elija
specificnih za mijelin. HistopatoloSki nalazi u beloj masi mozga 1 ki€mene mozdine obolelih osoba
ukazali su na fokalna polja demijelinizacije, koju prati infiltracija inflamatornih ¢elija. Prepoznata su
tri tipa MS lezija: tip 1 — kojim dominiraju T ¢elije i makrofagi; tip 2 — kod koga se javljaju depoziti
imunoglobulina i oStecenja nastala aktivacijom komplementa; tip 3 — u kom je uocljiva apoptoza
oligodendroglijalnih ¢elija (Gold 1 Wolinsky, 2011). Razumevanju patogeneze MS umnogome su
doprinela istraZivanja na animalnom modelu — eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu
(EAE), kod koga je neuroinflamacija i demijelinizacija posredovana T c¢elijama specificnim za
mijelin. Ranije se podrazumevalo da su Thl ¢elije koje produkuju IFN-y odgovorne za inflamaciju i
oste¢enje CNS-a, medutim, istrazivanja na animalnom modelu MS su pokazala da i miSevi kojima
nedostaje gen za IFN-y mogu da razviju tezak oblik bolesti (Farber isar., 1996), pa €ak i da uklanjanje
ovog citokina dovodi do pogorSanja EAE (Duong 1 sar., 1994). Kasnija istrazivanja su pokazala da
CD4+ T ¢Celije koje produkuju IL-17 (Th17) igraju centralnu ulogu u nastanku i razvoju autoimunosti
(Bettelli 1 sar., 2006). Kod ljudi je utvrdeno da su citokini IFNy i IL-17 vazni za razvoj MS (Lock 1
sar., 2002) dok je kod miSeva glavni medijator nastanka EAE IL-17, a IFNy moze imati i zaStitnu
ulogu (Furlan 1 sar., 2001). Na animalnom modelu se pokazalo da adaptivni transfer i Thl 1 Th17
¢elija moze izazvati EAE, pri ¢emu se histoloski nalazi razlikuju (Luger i sar., 2008).

Autoreaktivne T Celije aktivirane na periferiji u kontaktu sa antigen-prezentujué¢im c¢elijama
(eng. antigen presenting cells — APC) koje nose sopstvene antigene, diferenciraju se u efektorske
patogene T ¢elije koje oslobadaju proinflamatorne medijatore, i kao takve sticu sposobnost da produ
kroz krvno-mozdanu barijeru i prodiru u CNS. U CNS-u bivaju reaktivirane, oslobadaju
proinflamatorne citokine koji aktiviraju makrofage 1 mikrogliju, Sto predstvalja klju¢ni korak ka
infalmatornoj demijelinizaciji i1 nastanku lezija u MS. Makrofagi dalje produkuju proinflamatorne
medijatore, kao 1 medijatore oksidativnog stresa. Na mesto oStecenja mijelinskog omotaca dolaze
monociti, B ¢elije, T ¢elije i dendritske celije (eng. dendritic cells — DC) (Slika 1).

Najzastupljenije ¢elije u lezijama su mikroglija i makrofagi. Mikroglija, kao i makrofagi,
mogu imati M1 (proinflamatorni) i M2 (antiinflamatorni) fenotip. Ove razli¢ite populacije celija
ucestvuju kako u procesima demijelinizacije, tako 1 u procesima remijelinizacije 1 oporavka. U
patogenezi MS znacajnu ulogi igraju CD8+ T celije. Za razliku od EAE, ove ¢elije u MS-u mogu
¢initi ve¢insku populaciju T ¢éelija u CNS perivaskularnim infiltratima (Baecher-Allan 1 sar., 2018).
Mijelin-senzitivne CD8+ T ¢elije sekretuju IFN-y i ispoljavaju svoje citotoksi¢no dejstvo na Celije
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koje eksprimiraju endogeno produkovan mijelin, tako da bi mogle imati znacajnu ulogu u ostecenju
aksona. Smatra se takode da subpopulacija yd T celija ucestvuje u patogenezi MS. Ove cCelije su
CD161 CCR6 pozitivne i produkuju IL-17. Prisutne su u lezijama i mogu da sprece efikasnost
regulatornih T ¢elija (Treg) 1 da promovisu antigen-specifi¢an efektorski T ¢elijski odgovor, na taj
nacin pospesujuci autoimunost. Pored prisutnih T ¢elija, u lezijama MS su prisutni i B limfociti koji
stvaraju autoantitela, a kao APC aktiviraju T limfocite (Grigoriadis i van Pesch, 2015).

Regulatorne T ¢elije su aktivni u€esnici u kontroli imunskog odgovora, a samim ti i u kontroli
autoimunosti. Kod MS-a su identifikovane dve populacije CD4+ regulatornih T Cdelija —
Foxp3"CD25"CD4" T ¢elije (Treg), koje svoj supresivni efekat ostvaruju meducelijskim kontaktom,;
1 Trl CD4+ regulatorne celije, koje supresiju proliferacije ostvaruju putem sekrecije IL-10.
Regulatorne ¢elije su izuzetno znacajne za MS, s obzirom na to da je na eksperimentalnom modelu
pokazano da se adaptivnim transferom Treg ¢elija sa zdravog miSa na obolelog sprecava dalja
progresija bolesti. Kod pacijenata obolelih od MS je utvrdeno da broj regulatornih T ¢elija u odnosu
na zdrave nije izmenjen, ali je njihova funkcionalnost naruSena (Dargahi i sar., 2017).
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Slika 1. Sematski prikaz patofizioloskih promena koje se deSavaju na nivou aksona pod uticajem T
reaktivnih Celija (prilagodeno iz: Gold 1 Wolinsky, 2011). APC — antigen prezentujuca ¢elija, KMB —
krvno-mozdana barijera, MHC — glavni kompleks tkivne kompatibilnosti, TCR — T ¢elijski receptor.

2.2.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) kao animalni model multiple
skleroze

Animalni model multiple skleroze je eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE).
Tridestih godina 20. veka Tomas Rivers prvi je uveo ovaj model, koji je omogudio ispitivanje
patogeneze bolesti, kao i testiranje razlicitih terapeutskih pristupa leCenju MS (Van Epps, 2005). Ovaj
model se indukuje kod zdravih eksperimentalnih zivotinja imunizacijom protiv komponenti proteina
CNS-a. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis se moZe aktivno indukovati injekcijom
komponenti mijelina, koje ¢ine mijelin bazni protein (MBP), mijelin oligodendrocitni glikoprotein
(MOG) 1 proteolipidni protein (PLP) ili njegovi peptidni derivati, emulgovani u kompletnom
Frojndovom adjuvansu ili pasivno uz pomo¢ encefalitogenih CD4+ Thl celija (Wekerle, 2008). U
zavisnosti od vrste Zivotinja i prirode antigena upotrebljenog za imunizaciju, EAE moze da odgovara
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akutnoj, relapsno-remitentnoj ili hroni¢noj formi MS. Prvi simptomi nakon imunizacije javljaju se
ve¢ nakon 9-12 dana. Najvec¢i nedostatak EAE modela je Sto se EAE forma oboljenja indukuje, dok
se MS kod ljudi spontano razvija (Constantinescu i sar., 2011).

Uz pomo¢ ovog modela ustanovljeno je da aktivacijom autoreaktivnih T ¢elija dolazi do
inflamacije CNS-a. Nakon aktivacije, T Ccelije prolaze krvno-mozdanu barijeru, zahvaljujuéi
ekspresiji integrina (VLA-4) na povrsini inflamatornih ¢elija uz pomo¢ kojih im je omoguceno
vezivanje za VCAM-1 molekule endotela kapilara. Ekspresija VCAM-1 molekula tokom inflamacije
podstaknuta je citokinima TNF-a i IFN-y. Znacajnu ulogu u inflamaciji imaju Th-17 ¢celije, ¢ija
aktivacija dovodi do oste¢enja mijelina (Gold i Wolinsky, 2011). Analizom histoloskih isecaka,
akutne lezije se nalaze oko zidova krvnih sudova ili u perivaskularnom prostoru i ispunjene su
leukocitima (Wekerle, 2008). T ¢celije specificne za antigene mijelina bivaju reaktivirane u
perivaskularnom prostoru (Kawakami i sar., 2005) gde najverovatnije antigeni mijelina bivaju
prezentovani preko MHC receptora klase II. Aktivirane T celije produkuju efektorske citokine 1
hemokine u CNS-u, §to za posledicu ima migraciju makrofaga i1 granulocita u CNS 1 pojavu tkivne
inflamacije i demijelinizacije (Dijkstra i sar., 1992). Degradacija mijelina nastaje i kao posledica
stvaranja reaktivnih molekula azot monoksida (NO) 1 faktora nekroze tumora — TNF (Willenborg 1
sar., 2007). Interleukin-17 koga stvaraju Th-17 ¢elije ima kljuc¢nu ulogu u patogenezi.

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis se ispituje na velikom broju Zivotinjskih vrsta
ukljucujuci pacove, misSeve, kunice, ovce 1 mnoge druge, ali se naj¢es¢e aktivna indukcija EAE vrsi
imunizacijom osetljivih visokosrodnih pacova i miSeva. Nakon sedam dana od imunizacije u
perifernom limfnom tkivu pojavljuju se autoreaktivne T Celije specificne za mijelinske antigene
(Wekerle 1 sar., 1994). Bolest se karakteriSe pojavom ascedentne progresivne paralize u kaudo-
rostralnom smeru uz gubitak telesne mase, pri cemu prvo dolazi do paralize repa, zatim do pareze, pa
paralize zadnjih nogu, koja vremenom dovodi do pareze i paralize prednjih nogu i na kraju smrti kod
tezih slucajeva (Wekerle, 2008). Brzina razvoja simptoma i tezina klinicke slike se razlikuje izmedu
vrsta, ali 1 unutar sojeva iste vrste. Izrazenu prijemcivost ka razvoju EAE imaju Lewis 1 Dark Agouti
(DA) sojevi pacova, dok su Albino-Oxford (AO) pacovi rezistentni na EAE (Mostarica-Stojkovic 1
sar., 1982.). Oboljenje kod DA pacova moze imati produzenu-relapsnu ili relapsno-remitetnu formu,
u zavisnosti od nacina indukcije. Bolest kod DA pacova pracena je demijelinizacijom 1 oSteenjim
aksona (Pender, 1995; Stosi¢-Grujicié i sar., 2004). Za razliku od pacova, na miSevima se moze pored
relapsno-remitentnog oblika indukovati i hroni¢no-progresivan oblik. Za imunizaciju se najcesce
koriste miSevi C57BL/6 soja (Robinson 1 sar., 2014).

2.3. Trichinella spiralis

Trichinella spiralis je parazitska nematoda (klasa Adenophorea, red Enoplida, porodica
Trichinellidae, rod Trichinella) koja izaziva bolest trihinelozu, primarno kod ljudi dok kod Zivotinja
najéesce prolazi asimptomatski. Covek se zarazi konzumiranjem nedovoljno termicki obradenog
mesa ili mesnih preradevina koje u sebi sadrze infektivne L1 larve parazita (Gottstein i sar., 2009). U
pitanju je parazit koji ima direktan razvojni ciklus, Sto znaci da se kompletan razvoj, od infektivne
larve, preko adulta, do infektivne miSi¢ne larve odvija u jednom domacinu. Primenom biohemijskih
i molekularnih metoda utvrdeno je viSe genotipova, od kojih je veéina oznacena kao vrste, a koje se
na osnovu sposobnosti da stvaraju kapsulu dele u dve grupe: inkapsulirane — 7. spiralis (genotip T1),
T. nativa (genotip T2), T. britovi (genotip T3), T. murelli (genotip T5), T. nelsoni (genotip T7), T.
patogoniensis (genotip T12), nedavno opisana 7. chanchalensis (genotip T13), kao i genotipovi T6,
T8 1 T9; 1 neinkapsulirane: T. pseudospiralis (genotip T4), T. papue (genotip T10) 1 T. zimbabwensis
(genotip T11) (Sharma 1 sar., 2020, Bruschi 1 sar., 2022).

Trichinella spiralis je mala nematoda, valjkastog oblika, belicaste boje, €iji su odrasli oblici
duzine 1,4-1,6 mm. Telo nematode pokriveno je kutikulom sloZene grade, ispod koje se nalaze
hipodermis 1 miSic¢i koji omogucavaju kretanje parazita. Digestivni sistem predstavljen je pravom
cevi, koja po€inje usnim, a zavrSava se analnim otvorom. U prednjim partijama nalazi se tanak
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jednjak. Crevo pocinje ampularnim prosirenjem (AMC) na koje se nastavljaju srednje (SC) 1 zadnje
crevo (ZC). Crevo je postavljeno paralelno sa genitalnim primordiumom (GP). Nervni sistem je
vrpcast i sastoji se od nervnog prstena (NP) koji okruzuje jednjak. Adulte i miSiéne larve karakterise
prisustvo egzokrinog organa — stihozoma (ST), izgradenog od gusto upakovanih krupnih ¢elija —
stihocita (Slika 2). Stihociti proizvode ekskretorno-sekretorne produkte koji se oslobadaju u okolnu
sredinu (Takahashi i sar., 1989).

Slika 2. Ilustrovani prikaz grade L1 miSi¢ne larve Trichinella spiralis. Na ilustraciji su vidljivi
unutras$nji organi misiéne larve: nervni prsten (NP), stithozom (ST), ampularno proSirenje creva
(AMC) na koje se nastavljaju srednje crevo (SC) i zadnje crevo (ZC). Paralelno pored creva, pruza
se genitalni primordium (GP) (preuzeto iz: Takahashi, 2023).

2.3.1. Zivotni ciklus Trichinella spiralis

Trichinella spiralis je parazitska nematoda koja ostvaruje dugotrajnu infekciju u poprecno-
prugastim miSi¢ima domacina. Razvojni ciklus parazita obuhvata tri faze: crevnu, fazu migracije i
miSi¢nu fazu. Crevna faza pocinje infekcijom, najces¢e konzumiranjem mesa koje u sebi sadrzi
infektivnu larvu prvog stadijuma (L1). Paraziti se oslobadaju iz miSi¢nog tkiva pod dejstvom
hlorovodonic¢ne kiseline i enzima u Zelucu, a zatim aktivirani zu¢nim sokovima prelaze u tanko crevo
u kome pocinje njihovo sazrevanje. U tom procesu larve prolaze kroz Cetiri presvlacenja (L2-L5) i
postaju polno zreli odrasli paraziti koji naseljavaju epitel creva. Zenke oslobadaju feromone kojim
privla¢e muzjake. Nakon oplodnje broj muzjaka se znacajno smanjuje. MuZjaci i zenke se morfoloski
razlikuju. Nakon 6-7 dana, Zenke polazu L1 larve, koje migriraju putem krvotoka i limfe (faza
migracije) do poprecno-prugastih miSi¢a domacina (misi¢na faza). Kada dospeju u misi¢ne celije,
zapocinje proces transformisu u infektivne L1 larve. Trichinella spiralis poseduje sposobnost da
miSi¢nu Celiju u koju se inkorporira transformiSe u specijalizovanu ¢eliju koja se naziva ,celija
negovateljica®, a koja je neophodna za prezivljavanje parazita u organizmu domacina. Sam proces
stvaranja celije negovateljice sli€an je procesu regeneracije miSi¢a nakon povrede. Parazit aktivira
satelitske ¢elije Sto dovodi do njihove proliferacije i remodeliranja (Wu i sar., 2008). U pocetku na
mesto povrede dolaze inflamatorne ¢elije 1 preovladavaju degenerativni procesi. Potom, neutrofili 1
makrofagi uklanjaju ¢elijski debris 1 zapoc€inju proces reparacije aktivacijom miogenih i satelitskih
¢elija. U uspostavljenoj ¢eliji negovateljici oko larve se sintetiSe kapsula izgradena od kolagena
domacina. Kapsula funkcionis$e kao polupropustljiva membrana, a povezana je 1 mrezom kapilara Sto
omogucava komunikaciju inkapsulirane miSi¢ne larve (L1) i domacina, koja se ostvaruje putem
ekskretorno-sekretornih produkata L1 larve (ESLI1). Ujedno ova kapsula sprecava prodor
imunoglobulina i ¢elija imunskog sistema i1 na taj nacin misi¢noj larvi obezbeduje imunoloski
privilegovano mesto i opstanak u organizmu domacina (Bruschi i Murrell, 2002). Ovako zasticena,
larva moze opstati u miSi¢ima veoma dugo, mesecima ili godinama, zavisno od zivotnog veka
domacdina (Wu i sar., 2008).



2.3.2. Imunski odgovor tokom infekcije izazvane nematodom 7richinella spiralis

Infekcija u crevnoj fazi pokrece prvenstveno Thl odgovor, koji dominira veoma kratko (2—4
dana). Posebne hematosenzorne epitelne celije creva (engl. tuft cells — TC) bivaju aktivirane
produktima parazita, kao i signalima iz okolnog oSte¢enog tkiva i poc¢inju da proizvode citokine,
interleukin IL-25, IL-33 1 timusni stromalni limfopoetin (TSLP). Pod uticajem pozitivnih stimulusa
na mesto infekcije dolaze i APC, i to u najve¢om broju dendritske ¢elije (DC), koje pokrecu adaptivni
imunski odgovor kljuc¢an u borbi protiv infekcije. Antigeni parazita u kontaktu sa TC i APC, stimuliSu
Th2 imunski odgovor, koga karakteriSe stvaranje specificnih IgE, IgGi 1 IgGs antitela, kao i citokina:
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-21 i IL-33, koji dalje stimuliSu umnoZzavanje i aktivaciju
pomo¢nickih T limfocita, eozinofila, bazofila, mast ¢elija, makrofaga i fibroblasta. Napredovanje
crevne faze infekcije prati preusmeravanje imunskog odgovora ka Th2 tipu, koji postaje dominantan
1 traje tokom citave miSi¢ne, hroni¢ne faze infekcije (Bruschi i sar., 2022).

Bitnu ulogu u diferencijaciji eozinofila igra IL-5 kog prozvode Th2 ¢elije. Eozinofili pomocu
svojih produkata izazivaju oStecenja novonastalih larvi. Pod uticajem IL-4 i IL-13 u toku crevne faze
dolazi do hiperplazije peharastih ¢elija creva (engl. goblet cells), koje sekretuju molekule koji stvaraju
fizi€ku barijeru na sluznici creva (Ding 1 sar., 2007). Klju¢nu ulogu u diferencijaciji B limfocitia ima
IL-4, koji ih usmereva ka produkeciji IgE antitela. Osim §to inicira sintezu specifi¢nih IgE antitela, IL-
4 deluje i1 na enterocite, podsti¢uci ih na preuzimanje i prenosenje ovih antitela kroz epitel creva. U
lumenu creva IgE se vezuju za epitope na povrsini larvi T. spiralis, ¢ime pomazu u spreavanju
invazije epitela creva. Takode, IL-4 doprinosi povecanju broja mastocita u crevima, koji igraju
kljuénu ulogu u imunskoj odbrani protiv helmintskih infekcija (Bruschi 1 Murrell, 2002). Hroni¢nu,
miSi¢nu fazu infekcije izazvane vrstom 7. spiralis karakteriSe 1 aktivacija antiinflamatornih i
regulatornih mehanizama, koji obuhvataju indukciju antiinflamatornih i regulatornih citokina IL-10
1 TGF-B, kao 1 regulatornih T ¢elija (Treg), koje kontroliSu imunski odgovor usmeren ne samo protiv
parazita ve¢ i protiv drugih antigena, kao $to su autoantigeni i alergeni. Parazit na taj nac¢in menja
imunski odgovor domacina i obezbeduje sebi sredinu pogodnu za opstanak. Regulatorni mehanizmi
stavljaju pod kontrolu prekomernu inflamaciju i na taj na¢in uti¢u na suzbijanje simptoma i povoljan
ishod autoimunskih i alergijskih bolesti (Maizels 1 Yazdanbakhsh, 2003; Beiting 1 sar., 2007; Maizels
1 McSorley, 2016.

2.3.3. Antigeni Trichinella spiralis

Tokom crevne i miSi¢ne faze infekcije, 7. spiralis reaguje sa organizmom domacina putem
povrsinskih 1 sekretornih antigena, koji predstavljaju izazov za imunski sistem, a ujedno doprinose
prezivljavanju parazita. Razumevanje odnosa domacin—parazit omogucava, sa jedne strane, razvoj
boljih imunoloskih metoda za detekciju antigena i samim tim ranije otkrivanje infekcije, a sa druge
strane otkrivanje molekula, ¢elija 1 mehanizama koji u¢estvuju u imunomodulaciji (Bien 1 sar., 2015).
Postoje antigeni koji su zajednicki za sve razvojne stadijume parazita, kao 1 oni koji su specifi¢ni za
svaki stadijum ponaosob (Fabre i sar., 2009; Bien i sar., 2013).

Na osnovu mesta gde se nalaze, antigeni 7. spiralis dele se na: povrSinske, ekskretorno-
sekretorne 1 somatske antigene (Bolds-Fernandez 1 Corral Bezara, 2006).

Na osnovu pojave specificnih antitela, tj. aktivacije humoralnog imunskog odgovora
domacina, razlikuju se dve grupe antigena. Prva grupa antigena indukuje humoralni imunski odgovor
dve nedelje nakon infekcije. Antigeni ove grupe nalaze se na razli¢itim tkivima larvi i adulta, kao §to
su kutikula, hemolimfa, epidermis, hipodermis, hipodermalna zlezda, egzokrine granule muskog
reproduktivnog sistema. Druga grupa antigena indukuje humoralni imunski odgovor koji se detektuje
4-5 nedelja nakon infekcije. Detektovani su u kutikuli, stihocitnim granulama i ESL1 produktima L1
larvi 7. spiralis 1 oznaceni su kao TSL antigeni. Antigeni druge grupe izazivaju snazan imunski
odgovor domacina, ucestvuju u formiranju ¢elije negovateljice i omoguéavaju opstanak parazita u
poprecno-prugastoj muskulaturi (Denkers 1 sar., 1990; Takahashi, 1997; Bolas-Fernandez 1 Corral
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Bezara, 2006). U okviru ove grupe najviSe su istrazivani TSL1 antigeni, imunodominantni antigeni
medu kojima veliki broj poseduje tivelozu — Secer karakteristi¢ni za trihinelu (Guiliano 1 sar., 2009).

2.3.4. Ekskretorno-sekretorni produkti L1 larve Trichinella spiralis

Trichinella spiralis ceo svoj zivotni ciklus provodi u jednom domacinu i putem ESLI1
produkata kreira sredinu u kojoj moze da zastiti 1 sebe 1 organizam domacina. [zu¢avanjem ESLI1
produkata miSi¢nih larvi, otkriveno je da ga Cini 13 razliCitih proteina, koji postoje u razli¢itim
izoformama (Robinson i Connolly, 2005). Vecina proteina u okviru ESLI1 produkata su visko
glikozilovani. Istrazivanja su pokazala da glikoproteinska komponenta ESL1 inhibira funkciju
neutrofila in vitro, smanjujuci broj inflamatornih ¢elija oko inkapsuliranog parazita u toku akutne
faze inflamacije. Ekskretorno-sekretorni produkti sadrze u sebi funkcionalne proteine, kao $to su
preoteinaze, inhibitori preoteinaza, fosfataze, kinaze, endonukleaze i glikozidaze (Bruschi i sar.,
2000). Uloga ovih proteina je raznovrsna, ali do sada nedovoljno ispitana. Poznato je da uCestvuju u
invaziji enterocita, kao i formiranju i odrZzavanju ¢elije negovateljice. Na ¢elijskoj kulturi mioblasta
dokazano je da ESL1 produkti stimuliSu proliferaciju i spre¢avaju njihovu dalju diferencijaciju (Bai
1 sar., 2016). Genskom analizom inficiranog misSi¢nog tkiva otkrivena je visoka ekspresija miogenih
regulatornih faktora i miogenina, transkripcionog faktora neophodnog za miogenezu i oporavak
misica (Wu 1 sar., 2001). Stalna stimulacija imunskog sistema ESL1 produktima koji se otpustaju u
cirkulaciju tokom hroni¢ne, miSi¢ne faze infekcije, dovodi do aktivacije regulatornih mehanizama
imunskog sistema domacina, a koji doprinose odrZzavanju homeostaze organizma (Sofronic-
Milosavljevic i sar., 2015).

Glikoproteini mase 45 kDa, 49 kDa 1 53 kDa, koji se nalaze u sastavu ESL1 ucestvuju u
pokretanju antiinflamatornog imunskog odgovora putem aktivacije tolerogenih DC (Cvetkovic¢ i sar.,
2020). Ustanovljeno je i da su znacajni za transformaciju misi¢ne celije u celiju negovateljicu,
formiranje kapsule oko parazita i parazitizam. Glikoprotein mase 53 kDa olakaSava parazitu opstanak
u organizmu domacina tako Sto moduliSe imunski odgovor. Protein mase 49 kDa ucestvuje u
formiranju Celije negovateljice, a protein mase 45 kDa inhibira funkciju neutrofila, hemotaksu 1
oksidativni metabolizam (Bruschi i sar., 2000). Ekskretorno-sekretorni produkti L1 larve Trichinella
spiralis sadrze proteine slicne galektinu-1, koji mogu da povecaju kapacitet DC da indukuju sintezu
Treg (Ili¢ i sar., 2022). Novija istrazivanja pokazuju da ESL1 sadrze i ekstracelularne vezikule, koje
poseduju imunomodulatorni kapacitet i indukuju diferencijaciju tolerogenih DC i posledicnu
polarizaciju Treg (Kosanovic i sar., 2019; Glamoclija i sar., 2025).

24. Imunomodulacija autoimunosti pod uticajem nematode Trichinella
spiralis

Najvise proucavana autoimunska oboljenja na zivotinjskim modelima su dijabetes melitus tipa 1,
multipla skleroza i inflamatorna bolest creva. Autoimunske bolesti nastaju kao posledica prekomerne
aktivacije Thl 1 Th17 tipa imunskog odgovora usmerenog prema sopstvenim antigenima. S druge
strane, infekcija izazvana vrstom 7. spiralis ili ESL1 produkti ovog parazita pokre¢u Th2 i regulatorni
tip imunskog odgovora koji mogu da suprimiraju prekomerni Th1/Th17 odgovor i doprinesu
rezoluciji bolesti (Motomura i sar., 2009; Sofroni¢-Milosavijevié¢ i sar., 2015).

Istrazivanja koja su sproveli Khan i sar. (2002) pokazala su da prethodna infekcija vrstom 7.
spiralis moze da ublazi tok ulceroznog kolitisa (manifestacija inflamatorne bolesti creva) kod miseva
1 dovede do smanjenja mortaliteta. Zhao 1 sar. (2013) su takode na primeru ulceroznog kolitisa
pokazali da na nivou ¢elija izolovanih iz lamine proprije creva Zivotinja inficiranih ovim parazitom,
dolazi do promene imunskog odgovora od Th1 ka Th2, dok se na histoloskim prepartima moglo uociti
manje ostecenje sluznice, tanji zid kolona kao i smanjen broj inflamatornih ¢elija u crevnoj mukozi.
Infekcija vrstom 7. spiralis kod ulceroznog kolitisa dovodi do znacajnog povecanja IL-4 1 IL-10 na
nivou kolona i ¢elija slezine.
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Ispituju¢i imunoregulatorne sposobnosti ekstracelularnih vezikula 7. spiralis, Yang 1 sar. (2020)
su otkrili da primena ovih vezikula moZe da ublazi inudukovani ulcerozni kolitis kod miSeva.
Ekstracelularne vezikule 7. spiralis sprecile su infiltraciju crevnog epitela neutrofilima, stvaranje
proinflamatornih citokina i dalja oStecenja sluznice creva. Broj Thl 1 Th17 ¢elija u mezenterijalnim
limfnim ¢vorovima kao 1 njihovi citokini bilu su znatno nizi, dok je broj Th2 i Treg ¢elija bio zna¢ajno
povisen.

Infekcija NOD miSeva helmintima 7. spiralis 1 Heligmosomoides polygyrus spreCava destrukciju
beta Celija pankreasa, a samim tim i razvoj autoimunski poredovanog dijabetesa. Smatra se da bi
pokretanje Th2 odgovora tokom infekcije helmintima moglo biti odgovorno za supresiju patogenog
Th1 odgovora kod NOD miSeva (Saunders i sar., 2007). Pored uticaja na balans Th1/Th2, hroni¢na
infekcija gastrointestinalnim helmintima 7. spiralis i H. polygyrus dovodi do znacajne aktivacije
regulatornih mehanizama koji kontroliSu i ograni¢avaju imunski odgovor, pa tako i imunski odgovor
prema sopstvenim antigenima.

Gruden-Movsesijan 1 sar. (2008) su dokazali da infekcija ovim parazitom znacajno ublazava
simptome oboljenja, tj. da su parametri koji ukazuju na teZinu klinicke slike znacajno blazu u odnosu
na DA pacove kod kojih je indukovan EAE, a koji nisu bili inficarni. Demijelinizacija aksona i
oSte¢enja koja se javljaju na nivou CNS-a nastaju usled inflamacije uzrokovane aktivnoscu
infiltriranih mononuklearnih ¢elija, ve¢inom autoreaktivnih CD4+ T limfocita koji produkuju
inflamatorne citokine IL-17 i I[FN-y (Slika 1). Infekcija nematodom 7. spiralis dovodi do znacajnog
smanjenja broja i veli¢ine infiltrata. Mehanizmi koji leze u osnovi modulacije EAE obuhvataju
povecanu produkciju Th2, antiinflamatornih i regulatornih citokina IL-4, IL-10 1 TGF-B, kao i
smanjenu produkciju IL-17 1 IFN-y, klju¢nih citokina u indukciji 1 progresiji EAE. Infekcija vrstom
T. spiralis takode indukuje produkciju Treg koji imaju znacajnu ulogu u regulaciji imunskog
odgovora (Gruden-Movsesijan i sar., 2011).

Istrazivanja koja su sproveli Sofroni¢-Milosavljevic 1 sar. (2013), pokazala su da aplikovanje DC
koje su stimulisane ESL1 produktima dovodi do modulacije EAE na sli¢an nac¢in kao §to to radi
infekcija vrstom 7. spiralis. Naime, DC stimulisane ESL1 produktima povecale su populaciju CD4+
CD25+ Foxp3+ regulatornih T ¢elija, kao 1 proizvodnju IL-4, IL-10 1 TGF-f3, dok su smanjile nivoe
IFN-y 1 IL-17. Do modulacije EAE moze do¢i i primenom izolovanih ESL1 produkata (Radovic 1
sar., 2015). U oba slucaja, tretmani su aplikovani intraperitonealno. Da bi se tretman ESL1
produktima razmatrao u kontekstu primene na ljudima, mora se ustanoviti novi nacin aplikacije, eticki
prihvatljiv za primenu u humanoj medicini.

2.5. Nanomaterijal na bazi poli(mle¢no-ko-glikolne) kiseline — PLGA

Nanomedicina je polje koje se kontinuirano razvija, a fokus istrazivanja je upotreba
nanomaterijala u raznim oblastima medicine. Znacajan napredak na ovom polju omogucio je mnoga
reSenja kako u terapiji malignih, kardiovaskularnih tako i neurodegenerativnih oboljenja. Znacajan
broj nanoterapeutika ve¢ je proSao testiranja i dobio odobrenje za klinicku upotrebu u terapiji
malignih neoplasti¢nih oboljenja, autoimunskih oboljenja, gljivi¢nih infekcija, hepatitisa 1 drugih
stanja. Nanomaterijali se takode koriste u proizvodnji vakcina, kao kontrastna sredstva za magnetnu
rezonanciju, u dijagnostici za detekciju patogena, tkivnom inzinjeringu kao i mnogim drugim poljima
medicine (Ventola, 2012).

Velika paznja u istrazivanjima koja se bave primenom terapeutika u tretmanu bolesti
usmerena je na adekvatno aplikovanje leka, na nalazenje nacina kojim se postize terapeutski efekat.
Proizvodi nanotehnologije — nanocestice i nanovlakna obezbeduju ciljanu isporuku i aktivnost
terapeutika u odredenim delovima tela ili produzeno oslobadanje na kontrolisan nacin (Lii 1 sar.,
2009). Do sada je ispitan veliki broj prirodnih 1 sintetickih polimera u cilju pronalaZenja materijala
koji bi zadovoljili kriterijume za biomedicinsku primenu. Pre svega je neophodno da materijal bude
biokompatibilan, biorazgradiv, imunoloski inertan i da ne reaguje sa terapeutskom supstancom koju
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treba da transportuje. Takode se uzimaju u obzir mehanicke karakteristike materijala (jacina, tvrdoca,
elastinost, plasti¢nost itd.) (Panyam 1 Labhasetwar, 2003).

Jedan od najcesc¢e koriSéenih sintetskih polimera u izradi nanocestica i nanovlakana je
poli(mle¢na-ko-glikolna) kiselina (PLGA), kopolimer izgraden od poli-glikolne kiseline (PGA) 1
poli-mlecne kiseline (PLA). Poli(mle¢na-ko-glikolna) kiselina je odobrena od strane Agencije za
hranu i lekove (Food and Drugs Administration — FDA) za terapijsku primenu zbog svojih svojstava
koja ispunjavaju kriterijjume za primenu u medicini. Poli(mle¢na-ko-glikolna) kiselina pruza
fleksibilnost da se oblikuje u raznovrsne oblike i1 veli¢ine, olakSavajuci inkapsulaciju molekula skoro
svake dimenzije. Poli(mle¢na-ko-glikolna) kiselina se hidroliticki razgraduje do monomernih
komponenti, glikolne i mlecne kiseline, koje se metaboliSu u organizmu putem Krebsovog ciklusa,
tako da je sistemski toksi¢ni uticaj raspadnih produkata minimalan. Takode, nema potrebe za
ekstrakcijom nanomaterijala iz organizma (Gentile 1 sar., 2014). Brzina razgradnje PLGA zavisi od
molekulske mase i od odnosa PGA i PLA polimera od kojih je izgraden. Sto je veéi sadrzaj PGA to
se materijal brZe razgraduje, a izuzetak je samo odnos 50:50 koji se najbrze razgraduje. To znaci da
se brzina otpustanja inkapsuliranih molekula moZe kontrolisati, narocito kada je re¢ o nanovlaknima,
Sto ovaj nanomaterijal ¢ini veoma pogodnom platformom za kontinuiranu i kontrolisanu dostavu
terapeutskih supstanci. Ukoliko se koristi kao nosac¢ za dostavu lekova, PLGA mora da omoguc¢i da
se terapeutsko sredstvo dostavi u odredenom vremenskom periodu, na odredeno mesto i u odredenoj
koncentraciji kako bi ostvarilo svoj efekat (Makadia 1 Siegel, 2011; Milosevi¢ i sar., 2018).

Nanocestice PLGA imaju Siroku primenu u distribuciji razli¢itih (hidrofobnih 1 hidrofilnih)
lekova, vakcina, bioloskih makromolekula (Makadia 1 Siegel, 2011; Danhier 1 sar., 2012).
Inkapsulacija unutar ¢estica omogucava zastitu sadrzaja od raspadanja i interakcije sa spoljasnjom
sredinom. Cestice takode omogudéavaju i ciljanu dostavu u tkiva i ¢elije. Lo3a karakteristika PLGA
nanomaterijala je to $to je izuzetno hidrofoban, tako da je potrebno modifikovati njegovu strukturu
(npr. koriS¢enjem biomolekula kao Sto su kolagen, fibronektin, faktori rasta i peptidi) kako bi se
sprecilo prepoznavanje PLGA nanocestica od strane makrofaga i njegova eliminacija i omogucila
specificna dostava terapeutika (Hara 1 sar., 2012; Zhao 1 sar., 2016). Nedostaci PLGA nanocestica
kao nosaca i dostavljaca lekova je mali kapacitet punjenja, tj. mala nosivost, nemogucénost kontrole
otpustanja leka usled naglog, brzog otpustanja (engl. burst release), tako da lek ne moze da stigne do
ciljnog tkiva, §to samim tim smanjuje njegovu efikasnost (Sadat i sar., 2016; Cappellano 1 sar., 2019).
Da bi sistem za dostavu lekova bio odobren za upotrebu kod ljudi potrebno je ispitati interakciju
nosaca sa bioloskim sistemima, kako bi se u potpunosti pokazala njihova biokompatibilnost. Pored
in vitro analize uticaja, neophodno je testirati nanonosace in vivo. lako je njihova upotreba kao
dostavljaca terapeutika obecavaju¢a, PLGA nanocestice nose sa sobom i odredeni rizik u kontekstu
terapije autoimunskih oboljenja. Razlicite studije su pokazale da PLGA nanocestice mogu imati
adjuvantna svojstva, §to potencijalno moze dovesti do aktivacije inflamatornog odgovora (Yoshida 1
Babensee, 2004; Ding i sar., 2007; Sharp 1 sar., 2009; Saito i sar., 2019; Ma 1 sar., 2021).Takode,
potencijalno toksi¢an efekat PLGA nanocestica opisan je u epitelnim ¢elijama, gde su ove Cestice
pokazale izrazenu sposobnost da indukuju apoptozu, autofagiju, stres endoplazmatskog retikuluma,
ostecenje DNK, kao i sintezu proinflamatornih citokina (Wagner i sar., 2017).

Za razliku od nanocestica, struktura PLGA nanovlakana, njihova poroznost, pre¢nik vlakana,
odnos leka 1 polimera se lako mogu prilagoditi specificnoj nameni. Nanovlakna se dobijaju metodom
elektrospininga. Dobra mehanicka svojstva, visoka poroznost i veliki kapacitet za inkapsulaciju
terapeutika su prednosti PLGA nanovlakana kao sistema dostave lekova. Visok odnos povrSine i
zapremine omogucava sporo i kontrolisano otpustanje terapeutika (MiloSevic 1 sar., 2018).

Prethodna istrazivanja ukazuju na to da PLGA nanovlakna poseduju visok potencijal u
podsticanju ¢elijskog rasta i procesu zarastanja rana, zahvaljujuci svojim izraZzenim biomimetickim
osobinama koje oponasaju strukturu i funkciju ekstracelularnog matriksa (Liu i sar., 2010; Milosevi¢
1 sar., 2020). Imunomodulatorni efekti PLGA nanovlakna u velikoj meri zavise od specifi¢nih
biomolekula koje su u njih inkorporirane. Na primer, nanovlakna obogacena asiaticozidom pokazala
su sposobnost smanjenja inflamatornog odgovora domacina, istovremeno podsti¢uéi polarizaciju
makrofaga ka M2 fenotipu (Huang 1 sar., 2020). Sli¢no tome, PLGA nanovlakna sa ciklosporinom A
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dovela su do smanjena produkcije proinflamatornih citokina IL-2, IFN- vy 1 IL-17, dok su PLGA
nanovlakna sa dodatkom vanilina ispoljila antioksidativna i antiinflamatorna svojstva u in vivo
uslovima (Holan i sar., 2011; Lee i sar., 2012). Za razliku od PLGA nanocestica, imunogenost PLGA
nanovlakana je znatno manje istraZzena.
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije su:

ispitivanje efikasnosti primene novog sistema za otpustanje ESL1 produkata larvi 7. spiralis uz
pomo¢ Poly Lactic-co-Glycolic Acid (PLGA) nanovlakana, aplikovanih potkozno kod Dark
agouti pacova, radi ublazavanja klinicke slike relapsno-remitentnog oblika eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa (EAE) in vivo, kao 1 imunski mehanizmi koji leze u osnovi
proizvedenog efekta;

pracenje distribucija ESL1 produkata u in vivo uslovima radi procene efikasnosti i kapaciteta
otpustanja produkata putem PLGA nanovlakana;

analiza uticaja samih PLGA nanovlakana na imunski sistem zdravih pacova u in vitro i in vivo
uslovima, radi procene bezbednosti primene PLGA nanovlakana u ove svrhe.

Na osnovu postavljenog cilja, definisani su slede¢i zadaci:

1.

Izolovanje ESL1 produkata gajenjem miSi¢nih larvi 7. spiralis u Dulbecco’s Modified Eagle’s
medijumu 1 njihova karakterizacija (odredivanje njihove imunogenosti uz pomo¢ in house
Western blot i ELISA testova), kao i konjugovanje sa PLGA nanovlaknima (ESL1/PLGA).
Ispitivanje distribucije ESL1 produkata koji se oslobadaju iz PLGA implantata obelezavanjem
ESL1 produkata fluorescein izotiocijanatom (ESL1-FITC), kao 1 pracenje distribucije ESL1-
FITC u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima metodom protoc¢ne citometrije.

Ispitivanje delovanja ESL1 produkata otpustenih putem PLGA implantata na razvoj i progresiju
relapsno-remitentnog oblika EAE, pracenjem pojave 1 intenziteta klinickih simptoma bolesti
tokom faza relapsa i remisije.

Ispitivanje mehanizama koji leZe u osnovi efekata ESL1 produkta na EAE, pra¢enjem imunskog
odgovora na sistemskom nivou (Celije slezine), kao 1 na nivou ciljnog organa — ki¢mene
mozdine, histohemijskim metodama i proto¢nom citometrijom, kori§¢enjem specifi¢nih antitela.
Ispitivanje efekta PLGA nanovlakana na imunski sistem DA pacova u in vivo uslovima,
histohemijskom analizom tkiva u okolini implantata 1 analizom imunskog odgovora na nivou
dreniraju¢ih limfnih ¢vorova i slezine metodom protocne citometrije. Pracenje delovanja
raspadnih produkata PLGA nanovlakana na imunske ¢elije u in vitro uslovima u kulturi
imunskih ¢elija izolovanih iz slezine zdravih DA pacova.

Statisticka obrada dobijenih rezultata.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Izolovanje i priprema ESL1 produkta Trichinella spiralis

Za izolaciju ESL1 produkata T. spiralis koris¢en je soj ISS 161 T. spiralis, koji se odrzava u
Institutu za primenu nuklearne energije Univerziteta u Beogradu za eksperimentalne svrhe, a
okarakterisan je i potvrden izoenzimskim analizama od strane Medunarodnog referentnog centra za
trihinelozu u Rimu (Dr Edoardo Pozio). Za odrzavanje soja ISS 161 T. spiralis u laboratoriji Instituta
koriste se Zenke pacova soja Wistar starosti 10—12 nedelja (zivotinje su odgajane u Centru
veterinarske sluzbe u okviru Vojnomedicinske Akademije u Beogradu) koje se vestacki inficiraju sa
8500 infektivnih misiénih larvi L1 T. spiralis vz pomo¢ gastricne sonde.

Za potrebe naSeg istraZivanja ESL1 produkti 7. spiralis izolovani su kultivacijom miSi¢nih
larvi dobijenih digestijom miSi¢a veStacki inficiranih pacova soja Wistar u DMEM medijumu
(Dulbecco’s modified eagle’s medium), precis¢eni dijalizom i koncentrovani. Infektivne larve T.
spiralis dobijene su digestijom skeletnih miSica veStacki inficiranih pacova soja Wistar. Kako bi se
larve oslobodile iz misica, tkivo je podvrgnuto enzimskoj digestiji (na temperaturi vode 4648 °C, sa
dodatkom 32 ml 26% HCl 1 20 g pepsina (1:10000)). Nakon digestije larve su tri puta isprane u
DMEM i kultivisane u T-175 flaskovima (1ml medijuma/5000 larvi) u oboga¢enom DMEM
medijumu (sadrzaj glukoze 4,5 g/1). Larve su inkubirane preko no¢i (16—18 h) na 37 °C 1iu atmosferi
sa dodatkom 10% COo.

Posle perioda kultivacije, medijum sa larvama prebacen je u konusne epruvete zapremine 50
ml, pri ¢emu dolazi do sedimentacije larvi na dnu epruvete. Nakon sedimentacije odliven je
supernatant (medijum). Sakupljeni medijum filtritran je kroz filter promera 0,22 um (Millipore,
SAD), a zatim dijalizovan (ispran) fosfatnim puferom (PBS, pH 7,4) zapreminom koja je tri puta veca
od zapremine pocetnog medijuma i koncentrovan pomocu Amicon sistema za ultrafiltraciju (Stirred
cells 8400, 8010, Amicon Corp, SAD) uz koris¢enje membrane promera pora 10.000 NMWL
(Nominal molecular weight limit) (Amicon PM 10 Ultrafiltration Discs, polyethersulfone).
Koncentracija izolovanih ESL1 produkata proverena je uz pomo¢ spektrofotometrijske analize i BCA
testa (Bicinchoninic Acid Assay), dok je njihova imunogenost potvrdena koris¢enjem in house
Western blot i ELISA testa koji se rutinski koriste za kontrolu kvaliteta ESL1 produkata u
Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za trihinelozu (NRLT-INEP). Produkti ESL1, dobijeni na ovaj
nacin, filtritrani su kroz filter promera 0,22 um i ¢uvani na temperaturi —20 °C. Produkti ESL1 su
upotrebljeni za konjugovanje sa PLGA nanovlaknima (PLGA/ESL1), kao 1 za obelezavanje
fluorescein izotiocijanatom (ESL1-FITC). Takode, ESL1-FITC je bio konjugovan sa PLGA
(PLGA/ESLI-FITC), za potrebe istrazivanja oslobadanja ESL1 iz PLGA nanovlakana u in vitro i
distribucije ESL1 u in vivo analizama. Implantat od PLGA nanovlakana napunjenih ESL1 produktima
napravljen je isecanjem kvadrata dimenzija 1x1 cm.

4.2. Odabir eksperimentalnih Zivotinja

U eksperimentima je koriS¢eno 140 jedinki pacova Zenskog pola, genetski visokosrodnog soja
Dark Aguoti (DA), starosti 12—14 nedelja, telesne mase 130-160 g, koji su uzgajani u standardnim
uslovima u vivarijumu Centra veterinarske sluzbe Beograd u okviru Vojnomedicinske Akademije,
Beograd (VMA). Zivotinje su tokom eksperimenata bile smestene u vivarijumu Instituta za primenu
nuklearne energije Univerziteta u Beogradu.
U okviru prvoeg cilja za potrebe ispitivanja efikasnosti PLGA nanovlakana kao sistema za isporuku
biomolekula, koriS¢eno je 30 Zivotinja, podeljenih u dve grupe od po 14 Zivotinja (PLGA/ESLI-
FITC i PLGA/ESLL1), a 2 zivotinje su koris¢ene kao sham kontrole (zrtvovana po jedna za termin 7.
1 14. dana 1 kori$¢ene su isklju¢ivo kao interna kontrola za proto¢nu citometriju).
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U okviru drugog cilja, u prvoej fazi in vive ispitivanja, u kojoj je prac¢en uticaj ESL1 na tok i tezinu
EAE, kori$¢eno je 20 Zivotinja podeljenih u Cetiri grupe od po 5 Zivotinja — jedna eksperimentalna
(EAE-PLGA/ESL1) i tri kontrolne grupe (EAE-PLGA, EAE-ESL1, EAE).

U drugoj fazi in vivo ispitivanja mehanizama koji se nalaze u osnovi modulacije toka EAE, kori§¢eno
je ukupno 66 Zzivotinja. KoriS¢ene su dve grupe od po 15 Zivotinja — eksperimentalna (EAE-
ESL1/PLGA) i kontrolna (EAE) grupu, a tri zivotinje su koris¢ene kao sham kontrole za sva tri
termina zrtvovanja. Po pet zZivotinja u okviru svake eksperimentalne grupe je Zrtvovano u tri termina,
Ovaj eksperiment je raden dva puta.

U okviru treceg cilja, za potrebe ispitivanje uticaja PLGA implantata na imunske ¢elije zdravih DA
pacova in vitro, koris¢ena je ukupno 21 Zivotinja. Zivotinje su podeljene u 2 grupe — sa potkoznim
PLGA implantom i sham kontrole, kojima je samo hirurski zeseCena koza. Za grupu kojoj je
implantiran PLGA iskori$¢eno je 18 Zivotinja, dok su kao sham kontrole koriS¢ene 3 Zivotinje. Po 6
zivotinja iz PLGA grupe i | zivotinja iz kontrolne grupe Zrtvovane su u tri termina.

Dva DA pacova su koriS¢ena za pravljenje sterilnog eksudata, a jedan za izolovanje koStane srzi i
gajenje dendritskih ¢elija.

Sve Zzivotinje su bile anestezirane intramuskularnom primenom kombinacije tiletamina i
zolazepama (Zoletil, Virbac S.A., Francuska) u dozi 20 mg/kg. Za eksperimentalni rad koriS¢eni su
klasi¢ni hirurSki instrumenti i aparati namenjeni hirurS§kim procedurama uz strogo poStovanje
principa asepse i antisepse. Zrtvovanje Zivotinja je obavljeno primenom prekomerne koli¢ine opsteg
anestetika. Sve procedure u radu sa Zivotinjama u skladu su sa pravilnikom 1 odobrenjima Etickog
komiteta Instituta za pesticide 1 za$titu Zivotne sredine u Beogradu, Srbija (reSenje br. 119-01-
5/14/2017-09 izdato od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede, Republike
Srbije).

4.3. Priprema i karakterizacija PLGA i PLGA/ESLI1 implantata

Za potrebe izrade PLGA nanovlakana koris¢ene su komercijalne hemikalije: poli(mle¢no-ko-
glikolna) kiselina (Poly Lactic-co-Glycolic Acid —PLGA) (prose¢ne molekulske mase 30.000—60.000
g/mol, u kojoj je odnos mlecne i glikolne kiseline 50 : 50), span 80, N-N dimetilformamid (DMF) i
hloroform (CHCL3) (Sigma-Aldrih Co., SAD). Odnos kiselina 50 : 50 u PLGA izabran je zbog
predvidljivosti brzine raspadanja koja je odredena koli¢inom glikolne kiseline (Makadia 1 Siegel,
2011). Polimerna smeSa (PLGA 2g) je prvo rastvorena u smesi organskih rastvaraca hloroform/DMF
(8.25/2.75g). Proces rastvaranja obavljen je na magnetnoj mesalici, pri brzini od 200 rpm na sobnoj
temperaturi (1820 °C), tokom 24 sata. Zatim je u polimernu smeSu dodat span-80 (50 mg) i ESL1
ili FITC-om obelezen ESL1 (ESL1-FITC), koji se nalazi u 2ml PBS (2,5 mg/ml), uz nastavak mesanja
tokom naredna 2 sata. Pripremljena na ovaj naCin, emulzija sadrzi 20% PLGA 1 0,25% ESLI.
Kontrolna PLGA nanovlakna pripremljena su na isti na¢in samo bez dodavanja ESL1 u rastvoreni
polimer.

Kao metoda za dobijanje nanovlakana koriS¢ena je tehnika vertikalnog elektrospininga (CH-
01, Linari Engineering, Piza, Italija). Da bi se dobila $to finija vlakna, polimerna smesa je rasprSivana
na aluminijumsku foliju sa razdaljine od 10 cm, brzinom od 3 ml/sat primenom napona 20 kV uz
pomoc¢ Sprica od 20 ml i metalne igle (promera 1 mm) (Milosevic i sar., 2018). Ovako dobijena vlakna
formirala su tanak sloj (plo¢u) povr$ine ~100 cm? koja je sadrzala 5 mg ESL1 (50 pg/cm?).

Morfologija nanovlakana ispitana je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (engl. Field
emission scanning electron microscopy, FE-SEM) na 20 kV, uz pomo¢ Tescan Mira3 XMU uredaja
(Tescan Orsay Holding AS, Brno, Ceska). U svakom sistemu, izabrano je 50 nanovlakana sa pet FE-
SEM slika, a mikrografije su analizirane koriS¢enjem softvera Image-Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics, Rockville, MD, SAD) kako bi se dobila distribucija njihovih precnika. PovrSinska
hemijska struktura pripremljenog nanovlakana i1 ESL1 analizirana je primenom infracrvene
spektrometrije sa priguSenom refleksijom (engl. Attenuated Total Reflection Fourier-Transform
Infrared — ATR-FTIR) (Nicolet iS10, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, SAD). Dobijeni

15



rezultati analizirani su uz pomo¢ spektralnog softvera OMNICTM u opsegu 1800-1400 cm™! (Termo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, SAD). Nanovlakna obelezena ESL1-FITC-om analizirana su uz
pomo¢ fluorescentnog mikroskopa (CarlZeiss Axiolmager Al, Jena, Nemacka).

4.3.1. Izolacija eksudata iz sterilne rane

Polivinilni sunderi implantirani su dorzalno, potkoZzno u skapularnoj regiji dva DA pacova.
Pre aplikacije zivotinje su kompletno anestezirane kombinacijom zolazepama i tiletamina. Mesto
aplikacije je obrijano i dezinfikovano 70% alkoholom. Implantirana su Cetiri sundera, veli¢ine 5%5
mm. Sunderi su sterilisani autoklaviranjem, a potom su pre aplikovanja stajali 24 sata pod UV
svetlom. Pre implantacije potopljeni su u sterilan rastvor fosfatnog pufera (PBS). Mesto na kom je
napravljen rez uSiveno je neresorptivnim 3/0 polifilamentnim koncem (SMI, Belgija). Nakon 72 sata
od aplikacije, tecnost koja se nakupila u okolini sundera sakupljena je u sterilne epruvete. Kako bi se
ekstrakovao eksudat iz rane koji je sunder prikupljao tokom proces implantacije, sunder je pazljivo
postavljen unutar Sprica i pritiskom klipa sakupljena je te¢nost koja predstavlja eksudat nastao kao
posledica reakcije okolnog tkiva na implantaciju stranog materijala pod kozu. Dobijeni sadrzaj
centrifugiran je na 2000 rpm, tokom 10 minuta kako bi se oslobodili zaostalih ¢elija. Eksudat iz
sterilne rane (engl. wound exudate — WE) je koriS¢en za in vitro testiranje bioloskih karakteristika
materijala.

4.3.2. Ispitivanje otpuStanja ESL1-FITC iz PLGA nanovlakana in vitro

Kako bi se pratilo oslobadanje ESL1-FITC iz PLGA nanovlakana, listovi nanovlakana iseceni
na kvadrate (1x1 cm) koji sadrze priblizno 50 pg ESL1-FITC su postavljeni u otvore ploce sa 24
mesta, koji su sadrzali 1ml WE:PBS pH 7,4 u odnosu 1:1.

Tokom 42 dana PLGA/ESLI1-FITC nanovlakna su inkubirana na 37 °C, a svaki tre¢i dan
uzorkovano je 0,5 ml supernatanta za analizu i ista koli¢ina svezeg WE:PBS je dodavana u otvore
mikrotracionih ploca. Kao blanko kontrola koriS¢eni su supernatanti kontrolnih PBS/PLGA
nanovlakana. Uzorci su analizarani uz pomoc¢ spektrofluorimetra (Shimadzu, Japan) na talasnoj duzini
519 nm (talasna duzina koja registruje FITC emisiju). Na osnovu sprovedenih merenja izracunat je
procent kumulativnog otpustanja u vremenu.

4.3.3. Ispitivanje preuzimanja ESL1-FITC in vitro

Celije slezine izolavane iz DA pacova (opisano u poglavlju 4.4.1.) nanesene su u otvore ploge
sa 6 mesta (1x107 po otvoru). Kao medijum je koris¢en RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
Media, Sigma-Aldrich, Nemacka) sa 10% fetalnim govedim serumom (FBS) (Sigma-Aldrich,
Nemacka), L-glutamin, 2-merkaptoetanol uz dodatak antibiotika (penicilin, streptomicin, Pan
Biotech). Celije su inkubirane 3 sata na temperaturi 37 °C, u atmosferi sa 5% CO> nakon &ega je dodat
ESLI1-FITC ili neobeleZeni ESL1 u koncentraciji 50 pg/ml. Celije su sakupljane nakon 4 i 24 sata,
ispirane u PBS/0,01% NaN3, i potom obojene sa anti-CD11b (0X42) i sa anti-MHC klasa II-PE
(OX6) (Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, SAD) pod uslovima koji su opisani u poglavlju 4.7. Analizom
rezultata proto¢ne citometrije odreden je procenat ¢elija koje su preuzele ESL1-FITC (ESL1-FITC
pozitivne ¢elije) i koje na svojoj povrsini eksprimiraju CD11b i MHCII, markere mijeloidnih antigen
prezentujucih Celija (APC).

4.3.4. Priprema i postavljanje PLGA implantata in vivo

Pre primene, PLGA nanovlakna — kontrolna (napunjena PBS-om; PLGA) ili napunjena sa
ESL1 (PLGA/ESL1) ili ESL1-FITC (PLGA/ESL1-FITC), isecena su u kvadrate dimenzija 1x1 cm.
Kvadrat povrsine 1 ¢cm? napravljen od PLGA/ESL1 i PLGA/ESL1-FITC nanovlakana sadrzao je
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priblizno 50 pg ESL1, odnosno 50 ug ESL1-FITC. Pojedinac¢ni kvadrati su zatim spojeni kako bi se
napravili implantati, koji su pre aplikacije sterilisani izlaganjem UV svetlu u trajanju od 2 sata. Da bi
se postigla koncentracija ESL1 produkta od 350 pg/implantatu (Sablji¢ 1 sar., 2025), kombinovano je
sedam kvadarata. Pacovi DA su potpuno anestezirani na ve¢ pomenut nacin (potpoglavlje 4.2),
njihova leda su obrijana i dezinfikovana 70% alkoholom, a implantati su postavljeni potkozno u
skapularnoj regiji pod sterilnim uslovima. Ovo podrucje je izabrano kako bi se smanjila moguénost
povrede mesta implantacije.

4.4. Indukcija eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa (EAE)

Radi utvrdivanja potencijala ESL1 produkata, dostavljenih putem PLGA nanovlakana, da
sprece pojavu ili ublaZe tok relapsno-remitentnog EAE, ukupno 20 DA pacova je podeljeno u cetiri
grupe od po 5 Zivotinja — jedna eksperimentalna (EAE-PLGA/ESLI) i tri kontrolne grupe (EAE-
PLGA, EAE-ESL1, EAE). Eksperimentalnoj grupi zivotinja (EAE-PLGA/ESL1) je postavljen
PLGA/ESL1 implant koji je sadrzao 350 pg ESL1. Kontrolne grupe ukljucivale su grupu kojoj je
implantiran samo PLGA — EAE-PLGA; grupu kojoj je na istom mestu zasecena koZza i potkozno
aplikovan ESL1 — EAE-ESL1 (350 pg/zivotinji u 200 ul PBS); 1 grupu kojoj je samo zasecCena koza
— EAE grupa. Svim zivotinjama je 7 dana nakon implantacije indukovan EAE parenteralnom
injekcionom aplikacijom 0,1 ml emulzije homogenata ki¢menih mozdina u kompletnom Frojndovom
adjuvansu (Sigma, Nemacka) u odnosu 1:1, uz dodatak 5 mg/ml inaktivisane bakterije
Mycobacterium tuberculosis (Difco, Fischer Scientific, UK), intradermalno u zadnji desni taban.
Zivotinje u eksperimentalnoj i sve tri kontrolne grupe (5 Zivotinja po grupi) su pracene tokom 38 dana
radi merenja telesne mase i1 pracena pojave klinickih simptoma. Pojava prvog simptoma — atonije repa
oznacavala je pocetak bolesti. Neuroloski simptomi su vrednovani prema skali stepena tezine od 0—
4, na slede¢i nacin:

0 — odsustvo klini¢kih manifestacija bolesti;
1 — parcijalna ili kompletna atonija repa (gubitak tonusa repa);
2 — pareza zadnjih ekstremiteta;
3 — kompletna bilateralna paraliza zadnjih ekstremiteta obi¢no prac¢ena inkontinencijom;
4 — moribundno stanje ili smrt zivotinje. Ukoliko su simptomi bolesti bili blazi od datih vrednosti,
bodovali su se intermedijarnom vrednosti.
Da bi se procenila tezina EAE odredivano je nekoliko parametara:
- incidencija bolesti (broj pacova u jednoj grupi koji su razvili bolest Ciji je stepen tezine 1 ili
viSe, u odnosu na ukupan broj Zivotinja u grupi);

dan pojave bolesti (srednja vrednost);

srednja maksimalna vrednost tezine bolesti (srednja vrednost maksimalnih vrednosti indeksa

bolesti za svaku Zivotinju u grupi u toku eksperimenta);

kumulativni stepen tezine bolesti — kumulativni indeks (zbir svih srednjih dnevnih stepena

tezine bolesti tj. indeksa bolesti po broju dana trajanja eksperimenta);

- duzina trajanja bolesti (ukupan broj dana tokom kojih su ispoljeni simptomi EAE);

Zivotinje su nakon 40 dana bile Zrtvovane prekomernom upotrebom anestetika.

Za ispitivanje mehanizama, DA pacovi su podeljeni u dve grupe od po 15 Zivotinja, jedna
eksperimentalna grupa Zivotinja kojoj je postavljen PLGA/ESL1 implant — EAE-PLGA/ESLI, koji
je sadrzao 350 pg ESLI; i jedna kontrolna grupa kojoj je samo zaseCena koza — EAE. Svaka grupa
imala je po jednu sham kontrolu za sva tri termina Zrtvovanja. Zivotinjama iz obe grupe je 7 dana
nakon implantacije indukovan EAE na gore opisan nacin. Po 5 Zivotinja iz svake grupe je Zrtvovano
na vrhuncu bolesti (14. dana) i tokom faze remisije (21. dana), kako bi se analizirale ¢elije izolovane
iz slezine 1 CNS-a. Kod po 5 Zivotinja iz obe grupe praceni su klinicki simptomi do kraja ogleda.
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4.4.1. Izolovanje i kultivacija Celija slezine, limfnih ¢voriva i infiltrata kicmene moZdine

Slezina je uzorkovana pod aseptinim uslovima. Sadrzaj slezine je istisnut iz kapsule i
resuspendovan u RPMI 1640 (PAA Laboratories, Austrija) koji je obogacen sa 5% fetalnog govedeg
seruma (FBS) (PAA Laboratories, Austrija) 1 antibiotikom/antimikotikom (Biowest, Nualle,
Francuska). Celije slezine su potom stavljene na gradijent gustine Percoll (Merck, SAD) i
centrifugirane 15 min na 4000 rpm. Nakon centrifugiranja izdvoji se prsten bogat mononuklearnim
¢elijama, koji je pokupljen i ispran dva puta u medijumu na 1200 rpm, tokom 10 min. Kako bi se
oslobodili eritrocita, ¢elijski talog je tretiran hemolizinom (NH4Cl, pH 7,3). Celije su potom ispirane
u medijumu, a zatim je deo c¢elija resuspendovan u RPMI medijumu sa 10% FBS i dodatim
antibiotikom/antimikotikom (Biowest, Nualle, Francuska). Za potrebe analize produkcije citokina,
Celije su gajene u plo¢ama za Celijsku kulturu sa 24 otvora i ravnim dnom (2x10° ¢elija po otvoru)
48h, na 37 °C, sa 5% COa. Ostatak ¢elija je koris¢en za ispitivanje preuzimanja ESL1-FITC, kao i za
fenotipsku karakterizaciju proto¢nom citometrijom.

Suspenzija ¢elija iz limfnih ¢vorova dobijena je protiskivanjem kroz metalnu mreZicu.
Dobijene celije su resuspendovane u 5% FBS/RPMI, i centrifugirane na 1800 rpm, 10 min.
Fenotipske 1 funkcionalne karakteristike Celija ispitane su metodom protocne citometrije. Za tu
analizu izdvojeno je 2x10° ¢elija/Zivotinji.

Pre ekstrakcije kicmene mozdine, neophodno je uraditi perfuziju velikog krvotoka uz pomo¢
fizioloskog rastvora kako bi se §to je viSe moguce oslobodili ¢elija poreklom iz krvi. Tkivo ki¢mene
mozdine je postavljeno u Petri Solju na Celicnu mrezicu i homogenizovano pomocu klipa Sprica dok
se nije dobila homogena masa. Suspenzija je prebacena u epruvetu i centrifugirana na 1700 rpm, 2
minuta. Nakon centrifugiranja talog je resuspendovan u 4 ml 40% Percoll reagensa (Merck, SAD), a
zatim je pazljivo i polako naslojavan na 2,5 ml prethodno nalivenog 70% Percoll reagensa (Merck,
SAD). Ovi koraci se rade kako bi se ¢elije razdvojile po gustini gradijenta i izdvojile Zeljene
populacije. Slede¢i korak je centrifugiranje na 2250 rpm u trajanju 50 minuta. Izmedu Percoll
reagensa dve razliCite gustine formira se prsten od ¢elija koji se pazljivo pokupi pipetom i prebacuje
u novu epruvetu. Celije su ispirane medijumom, centrifugirane na 2200 rpm, 10 minuta, a zatim je
dobijeni talog resuspendovan u 1 ml RPMI 1640 sa 2% FBS uz dodatak antibiotika. Nakon brojanja,
¢elije su pripremljene za fenotipsku i funkcionalnu karakterizaciju protocnom citometrijom.

4.4.2. Pracenje oslobadanja ESL1-FITC iz PLGA nanovlakana in vivo

Kako bi se ispitalo otpustanje ESL1-FITC iz PLGA nanovlakana i distribucija in vivo, DA
pacovi su podeljeni u dve grupe od po 14 Zivotinja, a 2 Zivotinje su koriS¢ene kao sham kontrole
(Zrtvovana po jedna za termin 7. i 14. dana, a koriS¢ene su iskljucivo kao interna kontrola za protocnu
citometriju). Ukupan broj Zivotinja iskori§é¢enih u ovom delu eksperimenata je 30. Jednoj grupi
DA pacova je subkutano implantiran PLGA/ESL1-FITC, dok je drugoj, kontrolnoj, implantiran
PLGA/ESLI1. Dodatno, 7 dana nakon implantacije, po 4 Zivotinje iz svake grupe podvrgnute su
indukciji EAE na nacin opisan u odeljku 4.4. Nakon 4, 7 i 14 dana od implantacije Zivotinje su
Zrtvovane 1 uzorkovana su tkiva za analizu. Nakon 4 dana Zrtvovane su po 2 zdrave zZivotinje iz svake
grupe 1 uzorkovano je tkivo iz implantacionog podruc¢ja za histopatoloske analize. U slede¢im
terminima (7. 1 14. dana) Zrtvovane su po 4 zdrave zivotinje iz svake grupe i uzorkovani su
dreniraju¢i (aksilarni, cervikalni 1 ingvinalni) limfni ¢vorovi, slezina, Pajerove ploce 1 kicmena
mozdina. Zivotinjama kojima je indukovan EAE (po 4 Zivotinje iz svake grupe) navedeni organi su
sakupljeni 7 dana od imunizacije, a 14 dana od implantacije. Celije su pripremljene na nacin koji je
ve¢ opisan 1 obelezene sa anti-CD11b 1 anti-MHC klasa 11 (Bio Rad, Hercules, Kalifornija, SAD)
kako bi se odredio broj pozitivnih mijeloidnih APC koje su preuzele ES L1-FITC.
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4.4.3. Analiza produkcije citokina u ¢elijama slezine Dark Aguti pacova

Supernatanti su uzorkovani 48 sati nakon kultivacije slezina Zivotinja Zrtvovanih u piku i fazi
oporavka od bolesti. Za odredivanje proizvodnje IL-17, IL-6, IFN-y, TNF-alpha, IL-4, IL-10 citokina
koriS¢eni su komercijalni ELISA kitovi (R&D Systems, SAD) prema upustvu proizvodaca.

4.5. Ispitivanje uticaja PLGA nanomaterijala na imunski sistem zdravih Zivotinja

4.5.1. Mleénokiselinski test

Sterilni eksudat, u odnosu 1:1 sa PBS-om, koris¢en je kao medijum u kome su stajali isecci
PLGA nanovlakana kvadratnog oblika, povr$ine 1 cm?, 7 dana na 37 °C. Sterilni eksudat (WE) je
izabran zato $to imitira mikrosredinu u kojoj se nalazi PLGA implantat i u kojoj se taj implantat
razgraduje kroz vreme. Krajnji produkt razgradnje PLGA materijala je mle¢na kiselina (Makadia 1
Siegel, 2011). S obzirom na to da je u pitanju metaboli¢ki aktivna supstanca koja ima
imunomodulatorni efekat, raspadnim produktima PLGA nanovlakana (PLGA kondicionirani eksudat
— WE/PLGA) tretirane su Celije slezine, kao 1 dendritske ¢elije poreklom od kosStane srzi DA pacova.
Koncentracija mle¢ne kiseline u sterilnom eksudatu (WE), kao i u kondiocioniranom eksudatu u
kojem su sedam dana stajala PLGA nanovlakna (WE/PLGA) odredena je enzimskom metodom.

4.5.2. Test apoptoze Celija slezine tretiranih raspadnim produktima PLGA tj. PLGA
kondicioniranim sterilnim eksudatom

Za procenu vijabilnosti ¢elija kori$¢en je komercijalni kit Annexin V-FITC (Miltenyi Biotec).
Annexin V-FITC komplet sadrzi reagense za istovremenu fluorescentnu detekciju apoptoticnih i
nekroti¢nih ¢elija. Celije slezine su izolovane iz zdravog DA pacova na naé¢in opisan u odeljku 4.4.1.
Celije su gajene 24 sata u kulturi sa sledeé¢im tretmanima: a) mle¢na kiselina (LA, podetna
koncentracija 22 mg/dl) u razblazenju 1:4 i 1:100; b) PLGA kondicionirani eksudat (WE/PLGA) u
razblazenju 1:4 1 1:100; c) sterilni eksudat (WE) u razblazenju 1:20 1 1:100; d) ¢elije gajene samo u
medijumu. Celije su inkubirane u ploée za ¢elijsku kulturu sa 96 mesta, u koncentraciji 2x10%/200uL.
Nakon kultivacije ¢elije su sakupljene u epruvete, isprane u 500 ul pufera za vezivanje (prema
uputstvu proizvodaca), centrifugirane na 1600 rpm 10 min. Annexin V obelezen FITC-om dodat je u
razblazenju 1:40. Inkubacija je izvedena na sobnoj temperaturi u mraku tokom 15 minuta. Celije su
potom isprane u odgovaraju¢em puferu, centrifugirane na 1600 obrtaja, 10 minuta, i pred samu
analizu na proto¢nom citometru dodato im je 5 pug/ml propidijum jodida (PI), koji boji iskljucivo
mrtve (nekroticne) Celije.

4.5.3. Dobijanje dendritiskih Celija iz ¢elija koStane srZi Dark Agouti pacova

Za izolaciju celija koStane srzi koriS¢ene su kosti zadnjih ekstremiteta, femur i tibija, DA
pacova. Kroz medularni kanal izvrSeno je ispiranje pod pritiskom Sprica sterilnim PBS-om da bi se
istisnula kostana srz. Celije kostane srzi su isprane medijumom RPMI 1640 koji je sadrzao 5% FBS
1 inkubirane u ploce sa 6 mesta u 10% FBS/RPMI, u koji je dodat antibiotik (penicilin-streptomicin,
Pan Biotech) kao i faktori rasta: 20 ng/ml GM-CSF (eng. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), 20 ng/ml IL-4 1 20 ng/ml Flt-3 (eng. FMS-like tyrosine kinase 3) ligand. Po otvoru
je zasadeno 5x10° ¢elija u 2 ml medijuma. Kultivacija je trajala 8 dana, a medijum je svakog tre¢eg
dana osvezavan dodatkom faktora rasta. Osmog dana, kultura DC je tretirana sterilnim eksudatom
(WE) 1 PLGA kondicioniranim eksudatom (WE/PLGA) u razblaZenju 1:200. Nakon 24 sata DC
kojima je dodavan tretman, kao i DC koje nisu primile tretman i koje su gajene samo u medijumu, su
stimulisane lipopolisaharidom (LPS) u koncentraciji 200 ng/ml, stimulusom koji dovodi do potpune
maturacije DC. Fenotipske karakteristike ¢elije analizirane su uz pomo¢ proto¢ne citometrije.
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4.5.4. Kokultura dendritiskih celija i alogenih T limfocita

PreciS¢eni alogeni T limfociti, poreklom iz slezine zdravih Albino Oxford pacova,
pripremljeni za potrebe ovog eksperimenta na Odeljenju imunologije Bioloskog Instituta ,,SiniSa
Stankovi¢“ Univerziteta u Beogradu. Celije resuspendovane u RPMI 1640 medijuma koji je sadrzao
10% FBS su nanesene u otvore ploée sa 96 mesta, u koncentraciji 1x10°. Dendritske ¢elije i T Celije
gajene su u kokulturi u odnosu 1:20 (za ispitivanje produkcije citokina), odnosno 1:50 (za ispitivanje
regulatornog odgovora). Kokultivacija DC 1 T ¢elija trajala je 5 dana. U kokulturu je 0. 14. dana dodat
RPMI 1640 sa 10% FBS obogacen IL-2 (Peprotech, SAD) u slede¢im koncentracijama: 2 ng/mli 10
ng/ml. Fenotipske i funkcionalne karakteristike ¢elija analizirane su metodom protoc¢ne citometrije
(BD LSR II, BD Biosciences, SAD).

4.5.5. Test proliferacije

Alostimulatorna svojstva DC poreklom iz koStane srzi DA pacova ispitana su u kokulturi sa
¢elijama slezine koje su prethodno obelezene karboksifluorescein sukcinimidil estrom — CFSE
(TermoFisher Scientific, SAD) prema upustvu proizvodaca. Celije su gajene u plodama za éelijsku
kulturu sa 96 mesta, u odnosu DC i CFSE-obeleZenih éelije: 1:5, 1:10 i 1:20. Celije su inkubirane 4
dana na temperaturi 37 °C, u atmosferi sa 5% CO21 90% vlaznosti. Kao kontrolne ¢elije koriS¢ene
su CFSE obelezene ¢elije slezine stimulisane sa konkanavalinom A (ConA, 1,5 pg/ml). Tehnicke
kontrole su bili neobelezeni stimulisani splenociti 1 CFSE obelezeni ali nestimulisani splenociti.
Nakon kultivacije, ¢elije su sakupljene i obelezene sa propidijum jodidom (PI) (5 pg/ml) i analizarane
proto¢nom citometrijom (BD LSR 11, BD Biosciences, SAD). Proliferacija ¢elija procenjena je nakon
isklju¢ivanja mrtvih ¢elija (PI+ Celije).

4.5.6. Ispitivanje uticaja PLGA implantata na imunske Celije slezina i limfnih ¢vorova
zdravih Dark Agouti pacova

Za potrebe ovog istrazivanja zdravi DA pacovi su podeljeni u 2 grupe (PLGA 1 sham
kontrola). Kontrolnoj grupi zivotinja (3 zZivotinje) napravaljen je horizontalan hirurski rez duzine 1
cm u skapularnoj regiji, bez postavljanja implantata (sham kontrola). Drugoj grupi DA pacova (18
zivotinja) implantati na¢injeni od PLGA nanovlakana postavljeni su potkozno u skapularnoj regiji na
nacin opisan u delu 4.3.4. Slezine i limfni ¢vorovi (cervikalni i aksilarni) izolovani su iz po 6 DA
pacova 7., 14., 1 21. dana od implantacije PLGA. U istim terminima su uzorkovani organi iz po 1
sham kontrole. Celije slezine i limfnih &vorova su analizirane protoénom citometrijom.

4.6. Protocna citometrija

Celije pripremljene za analizu povrsinskih i intracelularnih antigena proto¢nom citometrijom
prvo su isprane u PBS rastvoru koji sadrzi 0,01% natrijum azida (Sigma-Aldrich, SAD). Potom je Fc
receptor blokiran ispiranjem celija u 2% normalnom pacovskom serumu (eBioscience, Frankfurt,
Nemacka) u trajanju 15 minuta. PovrSinsko bojenje odgovaraju¢im monoklonskim antitelima po
preporuci proizvodaca trajalo je 30 min na +4 °C. Za potrebe intracelularnog bojenja ¢elije su prvo
aktivirane phorbol-12-myristate-13-acetatom (PMA, 20ng/ml) i jonomicinom (500 ng/ml) u
prisustvu monensina (2 uM) (Sigma-Aldrich) u trajanju od 6 sati, a potom fiksirane i
permeabilizovane uz pomoc¢ kita za fiksaciju/permeabilizaciju (RiD Systems, SAD) prema uputstvu
proizvodaca.

Tabelarni prikaz koriS¢enih antitela i njihovih proizvodaca dat je u Tabeli 1.
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Tabela 1. Prikaz antitela koriS¢enih u eksperimentima sa nazivima proizvodaca

Antitelo Proizvodac
misja IgG1 negativna kontrola-Alexa Fluor 488
(F8-11-13),
mis$ja IgG1 negativna kontrola-phycoerythrin (PE)
(F8-11-13),
anti CD68-Alexa Fluor 647 (ED1), Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, SAD

anti-CD4-biotin (klon W3/25),

anti-CD11b- FITC (0X-42),

anti-MHC klasa II-RPE (0X-6),

anti-CD3-Alexa Fluor 647 (1F4)

misja IgG1 negativna kontrola (MOPC-21)-Alexa
Fluor 647,

misja I[gG1 negativna kontrola-biotin

(AB 2550616), Thermo Fisher Scientific, SAD
anti-IL-17A-FITC (eBiol17B7),
anti-CD45R antitelo-FITC (HIS24),
anti-CD161-Biotin (10/78)
anti-CD25-FITC (0X-39),
anti-IL-10-PE (A5-4),

anti-IL-4-PE (OX-81), BD Pharmingen, SAD
anti-CD103-biotin (0X-62),
anti-CD86-biotin (24F)

misja IgG1 kapa negativna kontrola-
Allophycocyanin (APC) (P3.6.2.8.1), eBioscience, SAD
anti-FoxP3-APC (FJK-16s)
anti-IFN-y-FITC (DB-1),
anti-CD86-FITC (24F), PE/Cyanine? BioLegend, Kalifornija, SAD
Streptavidin, APC/Cyanine7 Streptavidin
kuni¢sko poliklonksko anti-misje IgG antitelo
(ceo molekul)-FITC

Sigma-Aldrich, SAD

Iskljuc¢ivanje mrtvih celija tokom analize proto¢nom citometrijom vrSeno je na osnovu
obelezavanja ¢elija vijabilnom bojom 7AAD (viability dye, BioLegend, San Diego, Kalifornija, SAD)
ili bojom Fixable Viability Stain 620 (FVS) (BD Bioscience).

Preklapanje signala izmedu kanala je kompenzovano na pocetku analize, koriS¢enjem celija
obeleZzenih pojedinaénim antitelima, a nespecificna fluorescencija je odredena koriS¢enjem
odgovarajucih izotipskih negativnih kontrola. Analiza fenotipa je vrSena na BD LSR II proto¢nom
citometru (BD Biosciences) dok su rezultati analizirani uz pomo¢ FlowJoVX (BD Biosciences).

4.7. Histoloske analize

Tokom pika bolesti 1 faze remisije uzorkovan je lumbalni deo ki¢mene moZzdine od po 4
Zivotinje iz svake grupe. Uzorci su fiksirani u 10 % formalinu (Sigma, SAD) 48—72h, potom je tkivo
prebaceno u 95% alkohol u kome je inkubirano 2 dana, zatim 3 dana u apsolutnom alkoholu (sa
promenama alkohola svakog dana). Nakon isteka ovog perioda tkivo je drZzano u meSavini
sastavljenoj od dva dela alkohola i jednog dela ksilola, zatim 10 minuta u mesavini dva dela ksilola 1
jednog dela alkohola. Nastavljeno je drzanje tkiva 3 puta po 20 minuta u ksilolu, nakon ¢ega je tkivo
ukalupljeno u parafin uz pomo¢ Modular Tissue Embedding Centre EC 350 nakon procesa
dehidratacije u etanolu i ksilolu (Zorka Pharma, Srbija). Isecci debljine (~5 um) dobijeni su seCenjem
na mikrotomu (Manuel Rotary Microtome, Biobase, Kina). Tkivni isecci su obojeni standardnom
metodom bojenja tkiva hematoksilinom i eozinom (Fisher Scientific, SAD). Stepen infiltracije
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ki¢mene mozdine mononuklearnim ¢elijama bodovan je na skali od 0—4 u zavisnosti od polozaja i
broja infiltrata:

0 — nema inflamatornih ¢elija

1 — leptomeningealna 1 grani¢na subpijalna infiltracija

2 — 1-3 perivaskularna i parenhimalna infiltrata

3 — 3—-6 perivaskularnih i parenhimalnih infiltrata

4 — viSe od 6 perivaskularnih 1 parenhimalnih infiltrata

Dodatno, isecci tkiva kicmene mozdine su pripremljeni za epifluorescentnu mikroskopiju.
Kako bi se antigenske grupe oslobodile, pre obelezavanja fluorescentnim antitelima, antigen je kuvan
u citratnom puferu na temperaturi 95 °C tokom 20 minuta, nakon ¢ega je usledilo spontano hladenje
do sobne temperature. Isecci su preko no¢i inkubirani na temperaturi 4 °C sa antitelima: kuni¢ anti-
bazni protein mijelina (MBP, Abcam SAD, 1:100) i anti-pacovskim CD-45 obelezen biotinom. Nakon
inkubacije su isprani u PBS-u. Potom je usledila inkubacija sa sekunadarnim anti-kuni¢ IgG (H+L)-
Alexa 488 (1:500) u trajanju od dva sata i streptavidinom-Aleksa 546 (1:500) tokom 30 minuta
(Termo Fisher, SAD). Periimplantacioni iseCci zivotinja tretiranih PLGA/ESL1 bojeni su
hematoksilinom 1 eozinom, dok su periimplantacioni isecci 1 isecci aksilarnih limfnih ¢vorova
PLGA/ESLI1-FITC tretiranih DA pacova inkubirani preko no¢i sa anti-FITC biotinilizovanim
antitelom (Biolegend, GmbH) u odnosu 1:200. Nakon ispiranja u PBS-u, isecci su inkubirani sa
strepatvidin-Aleksa 546 tokom 30 minuta. IseCci su potom inkubirani sa DAPI bojom za jedarca
(Thermo Fisher, SAD) u razmeri 1:10000 tokom 15 minuta. Uzorci su analizirani uz pomo¢ Zeiss
Axioimager Al mikroskopa koris¢enjem slede¢ih filtera: ultravioletni set za DAPI (UV-2B,
ekscitacija (eng. ex): 330-380 nm, dihroi¢no ogledalo (eng. DM) 400, filter barijere (eng. BA) 435),
zeleni filter za detekciju mijelina (MBP) (B-2A, ex: 450490 nm, DM 505, BA 520) i crveni filter za
detekciju CD45 ili ES L1 antigena (G-2A, ex: 510-560 nm, DM 575, BA 590). Slike koje je napravio
svaki set filtera su kasnije spojene uz pomoc¢ softvera /mageJ (Nacionalni institut za zdravlje,
Merilend, SAD).

Tkivo periimplantacione regije PLGA implantata uzorkovano je 7., 14. i 21. dana od
implantacije. Uzorkovano tkivo je fiksirano u 10% puferizovanom formalinu i nakon obrade u
automatskom tkivnom procesoru KD-TS3D (Kedee, PR China) ukalupljeno je u parafinske blokove.
Isecci debljine 3—5 um bojeni su standardnom metodom bojenja hematoksilinom i1 eozinom.
Morfoloske i histometrijske analize izvrSene su na mikroskopu Olympus BX51 sa kolor digitalnom
CCD kamerom (Color View III, Olympus, Japan) koja je povezana za kompjuterizovan sistem za
analizu slike (Olympus Cell B, Olympus, Japan) na Katedri za patologiju Fakulteta veterinarske
medicine Univerziteta u Beogradu.

4.8. Statisticka analiza

Distribucija podataka analizirana je uz pomo¢ Shapiro-Vilk testa. Za analizu statistiCke
znacajnosti koriS¢eni su ili jednosmerna ANOVA sa Tukijevim testom viSestrukih poredenja ili
Kruskal-Valis test za uporedivanje Celija od intresa unutar testiranih grupa. Statisticka znacajnost
rezultata izmedu vremenskih tacaka u Cetiri grupe odredena je koris¢enjem two-way ANOVA testa
sa Dunett-ovim post-hoc testom. Parametri tezine bolesti izmedu grupa su ispitani koriS¢enjem one-
way ANOVA testa sa Tukijevim testom. Log-rank test je koriS¢en za poredenje pojedinacnih ocena
EAE bolesti izmedu grupa. Svi rezultati predstavljeni su kao srednje vrednosti (£ SD). U svim
slucajevima, razlika je bila znacajna za vrednost p < 0,05. Sve statisticke analize su obavljene
koris¢enjem GraphPad Prism 8 (v. 9.1.0) softvera.
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5. REZULTATI

5.1. Karakterizacija i otpuStanje ESL1 antigena iz PLGA nanovlakana

Izolovani ESL1 produkti dobijeni kultivacijom miSiénih larvi 7. spiralis u DMEM medijumu,
koris¢eni za pripremu PLGA/ESLI1 sistema, uspesno su okarakterisani, ¢ime je potvrden njihov
odgovaraju¢i kvalitet i o€uvana imunoreaktivnost za dalju primenu u eksperimentalnim analizama.
Na osnovu potvrdenih karakteristika ESL1 produkata omogucena je njihova inkorporacija u PLGA
nanovlakna i razvoj PLGA/ESLI sistema za kontrolisanu dostavu imunomodulatornih molekula.

Obim PLGA nanovlakana (Slika 3A) kao i kompleksa PLGA/ESL1 (Slika 3B) izmeren je na
osnovu FE-SEM slika, dobijenih uz pomo¢ elektronskog mikroskopa kao §to je prethodno opisano u
potpoglavlju 4.3. Dobijeni podaci sugerisu da je prosecan precnik PLGA/ESL1 nanovlakana 0,431 +
0,02 pm, sa rasponom veli¢ina precnika od 0,1-1,2 pm. Mikrostruktura kontrolnih PLGA
nanovlakana se je imala relativno ujednacen cilindri¢ni oblik sa prose¢nim precnikom od 0,387 +
0,03 pum, sa istim rasponom veli¢ina pre¢nika kao i kod PLGA/ESL1 (Slika 3C 1 3D).

B PLGA/ESLI

-

dav = 0.387 £ 0.03pm 1001 dav = 0.431 £ 0.02pm
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Slika 3. Prikaz reprezentativnih FE-SEM slika PLGA (A) i PLGA/ESL1 nanovlakana (B) koje su

koriS¢ene za merenje precnika vlakana. Graficki prikaz raspodele frekvencija pre¢nika PLGA (C) i
PLGA/ESL1 (D) nanovlakana prikazan pomocu prilagodene krive.

PovrSinska hemijska struktura pripremljenih nanovlakana i samog ESLI1 analizirana je
primenom infracrvene spektrometrije sa priguSenom refleksijom. Poredenje ATR-FTIR spektra
PLGA 1 PLGA/ESLI potvrdilo je prisustvo ESL1 unutar PLGA/ESL1 nanovlakana, kao i da prilikom
inkorporacije nije doslo da narusavanja njihove strukture (Slika 4).
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Slika 4. Graficki prikaz ATR-FTIR spektara PLGA, PLGA/ESLI1 1 ESLI sa oznaenim vrhovima
transmisije za relevantne veze (a.u. — absorbance units/jedinica apsorpcije).

5.2. Dinamika oslobadanja ESL1-FITC iz PLGA nanovlakana in vitro

Kako bi mogla da se prati dinamika oslobadanja ESL1 iz PLGA/ESLI nanovlakana, ESL1
produkti su obelezeni fluorescein izotiocijanatom (FITC), a zatim je ESLI1-FITC inkorporiran u
PLGA nanovlakna metodom elektrospininga, tako da je 1 cm? dobijenih nanovlakana sadrZao 50 pg
ESLI-FITC. Prisustvo ESLI-FITC u nanovlaknima je potvrdeno pomocu epifluorescentnog
mikroskopa (Slika 5A). ESL1-FITC/PLGA nanovlakna iseena u kvadrati¢e povr$ine 1cm? stavljena
su u otvore sterilne ploce sa 24 mesta u kojima se nalazila mesavina PBS i sterilnog eksudata (WE)
u odnosu 1:1. Oslobadanje ESLI1-FITC tokom 42 dana praceno je prikupljanjem kondicioniranog
sterilnog eksudata svaka 3 dana. Fluorimetrijska merenja prikupljenih uzoraka pokazala su da je
oslobodeni ESL1-FITC bio detektovan nakon prvog merenja, a njegovo oslobadanje se kontinuirano
povecavalo tokom prvih 27 dana, do nivoa 1pg/ml/dan (Slika 5B). Nakon toga ESL1-FITC je 1 dalje
mogao da se detektuje, ali je njegovo otpuStanje bilo sporije. Priblizno 90% ESLI-FITC je
oslobodeno iz PLGA nanovlakana u sterilni eksudat tokom 42 dana pracenja, pri ¢emu je najveci
skok u otpustanju bio u prvih 27 dana (Slika 5C).

24



ES-L1 mg/L 3 dana

50

40-

30+

20+

ES-L1 mg/L 3 dana

10+

Slika 5. Dinamika oslobadanja ESLI-FITC iz PLGA nanovlakana in vitro. A) Slika PLGA
nanovlakana napunjenih ESL1-FITC kompleksom — fazni kontrast (gore) i fluorescencija (dole)
(uveli¢anje 40x). B) Graficki prikaz brzine oslobadanja ESL1-FITC (50 pg) iz PLGA (1 cm?)
nanovlakana koja su inkubirana u smesi sterilnog eksudata i PBS-a (1:1) tokom 42 dana. Svaka tacka
predstavlja srednju vrednost tri merenja = SD, a merenje je vrSeno svaka 3 dana. C) Kumulativni
prikaz oslobadanja ESL1-FITC tokom 42 dana. Na slici su izraZene srednje vrednosti = SD.

5.3. Uticaj PLGA/ESL1 implantata na tok i teZinu EAE kod Dark Agouti pacova

Nakon indukcije EAE telesna masa Zivotinja 1 klinicki znaci bolesti su prac¢eni svakodnevno
tokom 38 dana (Slika 6). Najveci gubitak telesne mase zabeleZen je u prvih 8 dana nakon indukcije
EAE u kontrolnim grupama (Slika 6A). Procenat gubitka telesne mase bio je najnizi u EAE-
PLGA/ESL1 grupi (Slika 6B). Kontrolna EAE grupa Zivotinja razvila je relapsno-remitentni oblik
EAE sa pojavom simptoma izmedu 7. i 10. dana nakon indukcije. Tezina simptoma bolesti je
odredivana prema skali koja je data u poglavlju 4.5. Pik bolesti evidentiran je 14. = 1 dana, nakon
¢ega je usledila delimi¢na remisija do 20. dana, i dodatni relaps izmedu 24. i 27. dana. Sli¢an tok i
tezinu bolesti imale su zivotinje iz kontrolnih grupa EAE-ESL1 i EAE-PLGA (Slika 6C). Nasuprot
tome, grupa kojoj su potkozno postavljeni PLGA/ESL1 implantati pokazala je ublazavanje simptoma
1 znaCajno snizenje parametara koji opisuju tezinu bolesti, kao $to su kumulativni indeks, prose¢na
maksimalna vrednost tezine bolesti (prosecni maksimalni klinicki skor), dan otpocCinjanja bolesti 1
trajanje bolesti (Slika 6C). Na osnovu povrsine ispod krive moZe se zakljuciti da je samo grupa EAE-
PLGA/ESLI1 pokazala znacajno blazi tok bolesti u poredenju sa ostalim testiranim grupama (Slika
6D). Kumulativni indeks, parametar koji najbolje opisuje tezinu EAE, takode ukazuje da grupa EAE-
PLGA/ESLI ima znacajno blaze simptome u poredenju sa sve tri kontrolne grupe: EAE, EAE-ESLI,
EAE-PLGA (Slika 7). Zivotinje iz grupe EAE-PLGA/ESLI pokazale su najnizu srednju maksimalnu
vrednost tezine bolesti, kod njih se bolest javila najkasnije 1 najkrace je trajala. Za procenu razlika u
tezini bolesti izmedu testiranih grupa koriS¢ena je /og-rank analiza incidencije EAE. Rezultati su
pokazali da je incidencija EAE, bez obzira na maksimalnu vrednost tezine bolesti, u kontrolnim
grupama EAE, EAE-PLGA 1 EAE-ESLI1 iznosila 100%, dok je u grupit EAE-PLGA/ESL1 samo 75%

25



zivotinja razvilo simptome. Ucestalost pareze (skor > 2) i paralize (skor > 3) znacajno je smanjena u
grupi EAE-PLGA/ESLI u poredenju sa grupom EAE (Slika 8). Pored toga incidencija relapsa (drugi
pik EAE ¢iji je klinicki skor > 1) bila je ispod 40% u grupi EAE-PLGA/ESLI, dok je kod Zivotinja
1z drugih testiranih grupa procenat prelazio 80%.
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Slika 6. Efekat PLGA/ESL1 implantata na razvoj EAE kod DA pacova. A) Telesna masa Zivotinja
je svakodnevno merena tokom 18 dana, rezultati su prikazani kao srednja vrednost telesne mase % +
standardana greska (SEM). B) Polje ispod krive (4UC) za telesnu masu %, izraCunato za svaku
zivotinju, prikazano je kao srednja vrednost + SEM. C) Tokom 38 dana praceni su simptomi bolesti.
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM (isti broj Zivotinje kao 1 pod A). D) AUC za EAE
svake zivotinje prikazan je kao srednja vrednost = SEM.
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Slika 7. Parametri teZine bolesti. Kumulativni indeks, maksimalni klini¢ki skor, pocetak i trajanje

bolesti prikazani su kao srednje vrednosti + SEM. Svaka Zivotinja predstavljena je tatkom. *p < 0,05,
*p < 0,01, ***p < 0,005, ****p < 0,001, (Kruskal-Walis test pra¢en Danovim testom za viSestruka
poredenja).
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Slika 8. Incidencija pojave simptoma. Tokom 22 dana u svakoj grupi je pracena incidencija pojave
simptoma (mlitav rep > 1, pareza > 2, paraliza > 3) koja je predstavljena /log-rank krivom. Sli¢no
tome, prikazana je i incidencija pojave relapsa nakon 22 dana. *p < 0,05 Long-Rank (Mantel-Cox)
test u odnosu na EAE grupu.

5.3.1. Ispitivanje preuzimanja ESL1-FITC od strane mijeloidnih antigen-prezentujucih ¢elija

Za pokretanje imunskog odgovora klju¢na je interakcija sa mijeloidnim antigen-
prezentujuc¢im celijama (APC) — dendritskim ¢elijama 1 makrofagima, koje dalje pokre¢u adaptivni
imunski odgovor. Kultura splenocita DA pacova tretirana je 24 sata sa 50 pg/ml ESL1-FITC. Zive
¢elije (7AAD") analizirane su na ekspresiju markera mijeloidnih APC (CD11b i MHCII) proto¢nom
citometrijom. Pokazano je da je najvece preuzimanje ESL1-FITC (~75%) 1 najjaca fluorescencija
FITC-pozitivnih ¢elija zabeleZena u mijeloidnim APC (CD11b+ MHC-II+ ¢elijama) (Slika 9).

Slika 9. Preuzimanje ESL1-FITC od strane dendritskih ¢elija.
5.3.2. Distribucija ESL1-FITC oslobodenih iz PLGA nanovlakana in vivo

Kako bi se istrazila migracija 1 distribucija ESL1 oslobodenog iz PLGA vlakana in vivo,
zivotinjama su potkozno postavljeni PLGA/ESLI1-FITC implantati ili kontrolni neobelezeni
PLGA/ESLI implantati. Kod 4 zivotinje iz obe grupe indukovan je EAE 7 dana posle implantacije.
Potom su ciljna tkiva prikupljena 4., 7. i 14. dana nakon implantacije. Epifluorescentna mikroskopska
analiza periimplantacione regije 4 dana nakon implantacije ukazuju da je ESL1-FITC osloboden u
okolno podrucje i prisutan unutar lokalnih infiltriraju¢ih éelija (Slika 10A). U aksilarnim limfnim
&vorovima (AxLC), koji dreniraju supraskapularnu regiju, ¢elije su bile pozitivno obojene u
medularnim sinusima i1 korteksu 7 dana nakon implantacije PLGA/ESL1-FITC, za razliku od
kontrolnih uzoraka Zivotinja kojima je postavljen PLGA/ESL1 implantat (Slika 10B).
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Slika 10. Dinamika distribucije ESL1-FITC oslobodenog iz PLGA nanovlakana in vivo. Na slikama
epifluorscentne mikroskopije je prikazana A) periimplantaciona regija uzorkovana 4. dana
implantacije PLGA/ESL1-FITC; B) aksilarni limfni ¢vorovi (AXLC) sakupljeni 7. dana implantacije;
C) kicmene mozdine (KM) sakupljene 14. dana implantacije 1 7 dana posle indukcije EAE.

Sedam 1 14 dana nakon implantacije ESL1-FITC/PLGA kod neimunizovanih (zdravih)
zivotinja 1 14 dana nakon implantacije kod imunizovanih (EAE) Zivotinja, analiziran je procenat
ESL1-FITC" mijeloidnih ¢elija (CD11b"MHCII") iz cervikalnih, aksilarnih i ingvinalnih limfnih
¢vorova, slezine, Pajerovih ploca i kicmene mozdine (CNS) (Slika 11). Procenat pozitivno obojenih
CD11b" MHC-II* ¢elija u cervikalnim (CLC), aksilarnim i ingvinalnim (IngLC) limfnim &vorovima,
slezini i Pajerovim plocama (identifikovan na osnovu FMO kontrola) varirao je od 0,7-5,5% (Slika
11D). Nalazi ukazuju na to da je ESLI-FITC nastavio da se akumulira u regionalnim limfnim
¢vorovima 1 slezini 14. dana posle implantacije, u imunizovanim i neimunizovanim (zdravim)
zivotinjama (Slika 11D). Medutim, uoceno je da se kod imunizovanih zivotinja ESL1-FITC znacajno
vise nagomilava u CLC i AXLC, kao i u Pejerovim plo¢ama. Ispitivanje ciljnog tkiva, ki¢mene
mozdine, sprovedeno je 14. dana nakon implantacije kod imunizovanih i neimunizovanih Zivotinja.
Broj mononuklearnih ¢elija u kicmenoj mozdini neimunizovanih Zivotinja bio je previSe nizak da bi
se pratila distribucija ESL1 produkata. Kod imunizovanih Zivotinja nadeno je 9,5% mijeloidnih APC
koje su bile pozitivne na ESL1-FITC.
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Slika 11. Analiza ESLI1-FITC pozitivnih mijeloidnih ¢elija. A) Prikaz standardne strategije analize
mijeloidnih ¢éelija (CD11b" MHCII") proto¢nom citometrijom. B) Reprezentativni plotovi cervikalnih
limfnih &vorova (CLC), slezina i ki¢émenih mozdina izolovanih iz Zivotinja kojima je implantiran
PLGA/ESL1-FITC iindukovan EAE. Reprezentativni plotovi ¢elija izolovanih iz organa prikupljenih
7 (C) i 14 dana (D) posle implantacije od zdravih i EAE zivotinja. E) Procenat ESL1-FITC*
mijeloidnih ¢elija (CD11b"MHCII") iz cervikalnih, aksilarnih i ingvinalnih limfnih ¢vorova, slezine,
Pajerovih ploca i kicmene mozdine (CNS). Podaci su prikazani kao srednja vrednost =+ SEM (n=4
Zivotinje po grupi). n.d. — nije detektovano; *p < 0,05, oznafeno kao statisti¢ki znacajna razlika
(Kruskal-Valisov test sa Dunn-ovim testom viSestrukog poredenja).
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5.4. Uticaj PLGA/ESL1 na imunski odgovor ¢elija slezine tokom EAE

Znacajno poboljSanje simptoma kod EAE zapazeno je isklju¢ivo u EAE-PLGA/ESLI grupi,
dok samostalna primena PLGA ili ESL1 produkata nije dovela do promene klinicke slike. S obzirom
na ove podatke u daljim eksperimentima analizirane su isklju¢ivo EAE-PLGA/ESL1 i EAE grupe.
Sistemski imunski odgovor tokom EAE analiziran je na ¢elijama slezine. Proto¢nom citometrijom
okarakterisane su celijske populacije tokom pika bolesti (14. dan) i u fazi remisije (20. dan).
Ispitivanja su otkrila da je tokom pika i remisije bolesti procenat OX62 " MHC-II" dendritskih ¢elija i
makrofaga (CD68"MHC-II") nizi kod zivotinja kojima je implantiran PLGA/ESL1 (Slika 12A).
Mijeloidne ¢elije grupe EAE-PLGA/ESL1 imale su nizu ekspresiju CD86 i1 povecanu ekspresiju IL-
10 u poredenju sa Zivotinjama iz EAE kontrolne grupe (Slika 12B). Tokom bolesti zapaZen je nizi
udeo NK ¢elija u fazi remisije u odnosu na fazu pika, dok je udeo T ¢elija ostao nepromenjen tokom
bolesti.
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Slika 12. Uticaj PLGA/ESL1 implantata na imunski odgovor slezinskih ¢elija tokom EAE. A) Prikaz

udela DC (OX62"™MHC II"), makrofaga (CD68 TMHC II), T éelija (CD3"CD1617) i NK ¢elija (CD3"
CD161") u okviru kontrolne EAE grupe i EAE-PLGA/ESL1 grupe B) Prikaz ekspresije markera
CD86 u okrviru DC 1 makrofaga; ekspresija IL10 u okviru ukupnih mijeloidnih ¢elija (CD 11b+). *p
< 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,005 oznaceno kao statisticki znacajna razlika (Kruskal-Valisov test sa
Dunn-ovim testom visestrukog poredenja).

Iako je odnos T ¢elija bio nepromenjen u odnosu na EAE Zivotinje, funkcionalna svojstva T
¢elija su bila znacajno izmenjena tretmanom PLGA/ESL1. Naime, kod tretiranih Zivotinja zabelezen
je smanjen udeo IFN-y produkujuc¢ih CD4" (Thl) i IL-17 produkuju¢ih CD4" T ¢elija (Th17) u fazi
pika EAE, u poredenju sa kontrolnim EAE zivotinjama (Slika 13). Pored smanjenog udela CD4" T
¢elija koje produkuju proinflamatorne citokine u slezinama PLGA/ES L1 tretiranih Zivotinja,
zabeleZen je 1 smanjen udeo IFN-y produkuju¢ih NK ¢elija. Sa druge strane uocen je povecan udeo
IL-10 produkuju¢ih CD8" T ¢elija u piku bolesti (Slika 13B). Tokom faze remisije generalno je
smanjen procenat IFN-y 1 IL-17 produkuju¢ih CD4" T (celija, a poveCan procenat
CD4"CD25"FOXP3* regulatornih T éelija (Treg) u obe ispitivane grupe. Medutim, kod Zivotinja
tretiranih PLGA/ESL1 zabelezen je znacajno veci udeo Treg ¢elija tokom faze remisije u poredenju
sa kontrolnom EAE grupom (Slika 13B). Tokom remisije je zabelezen povecan udeo IL-4
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produkuju¢ih CD8" T (¢elija, kao i IL-10 produkuju¢ih NK i B ¢elija, iako nije bilo statisticki
znacajnih razlika izmedu grupa (Slika 13).
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Slika 13. Uticaj PLGA/ESL1 implantata na imunski odgovor slezinskih ¢elija tokom EAE. A) Prikaz
udela IFN-y*, IL-177, IL-4™" i IL-10" éelija u okviru CD4™ T ¢elijske populacije; B) Prikaz udela
IL-107 i IL-4* éelija u okviru CD8™ T éelijske populacije, udela IL-10* NK éelija i B ¢elija, kao i
udela CD25hiFoxP3+ Treg ¢elija. Podaci su dobijeni analizom slezinskih ¢elija (izolovanih u piku

bolesti i u fazi remisije) proto¢nom citometrijom. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,005 oznaceno kao
statisticki znacajna razlika (Kruskal-Valisov test sa Dunn-ovim testom viSestrukog poredenja).

Ex vivo kultivacija splenocita izolovanih iz Zivotinja kojima je implantiran PLGA/ESLI

rezultirala je znac¢ajno smanjenim nivoima produkcije IL-17, IL-6 i IFN- y u fazi pika bolesti, dok je
nivo IL-4 bio znac¢ajno povisen (Slika 14).
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Slika 14. Produkcija citokina u kulturi slezinskih ¢elija. Celije slezina izolovane su tokom pika bolesti
1 faze remisije. Prikazani su reprezentativni rezultati jednog od dva izvedena eksperimenta. *p < 0,05,
*Ep < 0,001, ***p < 0,005 oznaceno kao statisticki znacajna razlika (Kruskal-Valisov test sa Dunn-
ovim testom visSestrukog poredenja).

5.5. Uticaj PLGA/ESLI1 implantata na inflamaciju i udeo imunskih ¢elija u CNS tokom
EAE

S obzirom na to da se najvece promene desavaju na nivou ki¢mene mozdine, tkivo ki¢menih
mozdina obolelih i PLGA/ESLI tretiranih Zivotinja analizirano je u piku i fazi remisije EAE (Slika
15). HistoloSke analize iseCaka ki¢mene mozdine obojene hematoksilin-eozinom pokazale su
znacajno veci broj infiltrata tokom pika u EAE kontrolnoj grupi nego u EAE-PLGA/ESL1 grupi
(Slika 15A). Infiltrati su predominantno bili u beloj masi kicmene mozdine u ventralnim, dorzalnim
i lateralnim rogovima i njihov broj se smanjio tokom faze oporavka (Slika 15B). Epifluorscentna
mikroskopska analiza bojenja koris¢enjem anti-CD45 1 anti-mijelin bazni protein (MBP) antitela
potvrdila je da su infiltrati u kicmenim mozdinama poreklom od leukocita (Slika 15C), kao i da
infiltrirana podruc¢ja imaju smanjenu ekspresiju MBP na mestima infiltracije (Slika 15C). Imunske
¢elije kicmene mozdine analizirane su uz pomo¢ protocne citometrije. Rezultati su potvrdili da
kontrolna grupa Zivotinja (EAE) ima znacajno veci broj CD45" ¢elija u ki¢menoj mozdini nego grupa
kojoj je implantiran PLGA/ESL1 (Slika 15D).
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Slika 15. Ispitivanje uticaja PLGA/ESL1 na celijske infiltrate u kicmenoj mozdini. A)
Reprezentativne slike (uvelicanje 10%) iseCaka lumbalnog dela ki¢mene mozZdine obojenih
hematoksilin-eozinom, kod kontrolne (EAE) i tretirane grupe (EAE-PLGA/ESL1). Ki¢mene mozdine
izolovane su tokom pika EAE. Crne strelice oznacavaju prisustvo ¢elijskih infiltrata. B) Graficki
prikaz prosecnog broja Celijskih infiltrata izbrojanih na ise€cima ki¢mene moZdine. C)
Reprezentativne slike (uvecanje 20x) preseka ki¢menih mozdina obojenih anti-CD45-Alexa Fluor
546 (crveno), anti-MBP-Alexa Fluor 488 (zeleno), dok su jedarca obojena sa DAPI bojom. D)
Graficki prikaz ukupnog broja CD45+ ¢elija u ki¢menoj mozdini tokom pika i faze oporavke. *p <

0,05 oznaceno kao statisti¢ki znacajna razlika (KruSkal-Valisov test sa Dunn-ovim testom visestrukog
poredenja).

Broj CD4S+ Celija u KM

Pik Remisija

U ki¢menoj mozdini zivotinja iz grupe EAE-PLGA/ESL1 na vrhuncu bolesti identifikovan je
znacajno manji broj NK, T ¢elija i CD68" makrofaga, ali ne i B ¢elija, u odnosu na kontrolnu grupu
(Slika 16A). U fazi remisije, primecen je manji broj NK, T ¢elija i makrofaga u infiltratima kicmene
mozdine u obe grupe (Slika 16A). lako broj B ¢elija nije bio promenjen u grupi EAE-PLGA/ESL1
na vrhuncu bolesti, funkcija tih ¢elija je bila izmenjena Sto se ogleda u ve¢em broju B ¢elija koje
proizvode IL-10, u poredenju sa kontrolama (Slika 16B). Udeo NK ¢elija koje produkuju IFN-y bio
je znacajno nizi 1 u piku i u remisiji bolesti u grupi EAE-PLGA/ESL1 u odnosu na EAE kontrolu,
dok se udeo NK ¢elija koje produkuju IL-10 nije razlikovao izmedu grupa (Slika 16B).
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Slika 16. Populacije imunskih ¢elija u kicmenoj mozdini tokom EAE. A) Udeo NK, T, B ¢elija 1
makrofaga u ¢elijskim infiltratima ki¢menih mozdina u fazi pika bolesti i remisiji. B) Udeo IFN-y* i
IL-10" NK ¢elija (CD161" CD3"), kao i IL-10* B ¢elija u ¢elijskim infiltratima ki¢menih mozdina u
fazi pika bolesti 1 remisiji. *p<0,05 oznaceno kao statisticki znacajna razlika (Kruskal-Valisov test sa
Dunn-ovim testom visestrukog poredenja).

S obzirom na to da su T celije glavni regulatori neuroinflamacije detaljno su analizirane
podgrupe T ¢elija merenjem intracelularne ekspresije IFN-y, IL-4, IL-17, IL-10 i FoxP3, metodom
protocne citometrije (Slika 17). U grupi tretiranoj PLGA/ESLI1 implantatima, udeo encefalitogenih
CD4" T ¢elija koje produkuju IFN-y i IL-17, kao i CD8" T ¢elija koje produkuju IFN-y bio znacajno
smanjen u kicmenoj mozdini u poredenju sa Zivotinjama kontrolne grupe u piku bolesti (Slika 17),
dok je registrovan znacajno ve¢i udeo Treg. Tretirana grupa Zivotinja pokazala je tendenciju
poveéanog udela CD4" i CD8" T ¢elija koje proizvode IL-10 u ki¢menoj mozdini, ali nije primeéena
statistiCki znacajna razlika izmedu grupa (Slika 17). U fazi remisije nije primecena razlika u udelu T
¢elija koje produkuju proinflamatorne citokine, ali je u grupi EAE-PLGA/ESL1 uocen znacajno
uvecan udeo CD4IL-4* T ¢elija (Th2) u poredenju sa kontrolnom EAE grupom.
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Slika 17. Graficki prikaz ispitivanja uticaja PLGA/ ESL1 na razli¢ite T ¢elijske populacije u
infiltratima ki¢menih mozdina. *p < 0,05 oznaceno kao statisticki znacajna razlika (Kruskal-Valisov
test sa Dunn-ovim testom visestrukog poredenja.

5.6. Testiranje uticaja raspadnih produkata PLGA nanovlakana na Celije slezine Dark
Agouti pacova in vitro

5.6.1. Mleénokiselinski test

Krajnji metabolit razgradnje PLGA je mlecna kiselina. Njena izmerena koncentracija u
samom sterilnom eksudatu iz rane (WE) iznosila je 4 mg/dl, dok je u PLGA kondicioniranom
sterilnom eksudatu (WE/PLGA) izmereno 22 mg/dl mle¢ne kiseline.

5.6.2. Test apoptoze koriS¢enjem Annexin-V Kita

Celije slezine DA pacova su kultivisane 24 sata u plo¢ama sa 96 mesta u prisustvu tretmana:
mlec¢ne kiseline (LA) iste pocetne koncentracije kao WE/PLGA, u razblazenjima 1:4 1 1:100, PLGA
kondicioniranog sterilnog eksudata (WE/PLGA) u razblazenjima 1:4 1 1:100, kao i samog sterilnog
eksudata (WE) u razblazenjima 1:20 1 1:100, dok su ¢elije slezine kultivisane samo u medijumu bile
kontrola. Za odredivanje vijabilnosti Celija slezine, tj. odredivanje broja apoptoticnih, nekroti¢nih i
mrtvih ¢elija, koriS¢en je Annexin V-FITC komplet, a analiza ¢elija vrSena je proto¢nom citometrijom
(Slika 18A — gejting strategija). Vijabilnost celija (procenat prezivljavanja) se nije znacajno
razlikovala izmedu tretiranih i kontrolnih ¢elija (Slika 18B) i bila je priblizno 80%. Uocen je znacajno
visi procenat ukupne apoptoze u kulturama slezinskih ¢elija koje su tretirane mle¢nom kiselinom
(LA) u razblazenju 1:4, kao 1 WE/PLGA u razblazenju 1:4 1 1:100 u poredenju sa kontrolnim,
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netretiranim ¢elijama slezine (Slika 18B). Povecanje ukupne apoptoze primeceno je 1 kod Celija koje
su tretirane sterilnim eksudatom iz rane (WE) u razblazenjima 1:20 1 1:100 (Slika 18B). Uzimajuéi u
obzir ove rezultate u daljim eksperimentima dendritske celije su tretirane sa WE/PLGA 1 WE u
razblazenju 1:200.
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Slika 18. Procentualna zastupljenost vijabilnih ¢elija i ukupne apoptoze u kulturi ¢elija slezine DA
pacova. A) Reprezentativni prikaz plotova kontrolnih i tretiranih ¢elija dobijenih iz jednog od dva
eksperimenta. Procenat vijabilnosti odreden je prema procentu Celija smeStenih u donjem levom
kvadrantu, dok je procenat ukupne apoptoze izracunat kao zbir procenata ¢elija u donjem i gornjem
desnom kvadrantu. B) Prikaz procenata vijabilnosti i ukupne apopotoze u kulturi kontrolnih i
tretiranih Celija slezine. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti £ SD. *p < 0,05, ***p <0 ,005
oznaceno kao statisticki znacajna razlika (KruSkal-Valisov test sa Dunn-ovim testom viSestrukog
poredenja).

5.6.3. Uticaj WE i WE/PLGA na sazrevanje dendritskih celija

Dendritske ¢elije dobijene iz koStane srzi DA pacova gajene su u kulturi u prisustvu i odsustvu
stimulusa: WE (1:200), WE/PLGA (1:200), LPS (lipopolisaharid) i WE/PLGA+LPS. Uticaj
WE/PLGA na sazrevanje DC procenjen je pradenjem ekspresije markera sazrevanja, MHCII i
kostimulatornih molekula CD86 i CD90, i produkcije citokina IL-12 i IL-10, metodom protocne
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citometrije (Slika 19). Primecena je znacajno visa ekspresija MHCII, CD86 1 CD90 na DC koje su
stimulisane LPS-om, inflamatornim stimulusom koji dovodi do sazrevanja DC (pozitivna kontrola),
kao 1 na DC tretiranim WE/PLGA + LPS u poredenju sa kontrolnim DC gajenim u medijumu bez
stimulusa. Sam WE/PLGA tretman nije doveo do znacajne ekspresije markera sazrevanja DC u
odnosu na kontrolne DC ili DC gajene u prisustvu WE (Slika 19A).

Produkcija citokina IL-10 1 IL-12 u tretiranim i netretiranim DC ispitana je metodom proto¢ne
citometrije (Slika 19B). Rezultati analize citokina nisu pokazali razliku u ekspresiji IL-10 u tretiranim
1 netretiranim DC. Stimulacija DC isklju¢ivo LPS-om ocekivano je indukovala znacajnu
intracelularnu ekpresiju proiinflamatornog citokina IL-12. Znac¢ajno visi nivo IL-12 detektovan je i
kod DC koje su prvo tretirane WE/PLGA, a potom stimulisane LPS-om, u poredenju sa kontrolnom
grupom i grupom tretiranom samo sa WE/PLGA. Tretman WE/PLGA nije doveo do promene u nivou
intracelularne ekspresije IL-12 u poredenju sa kontrolom (Slika 19B).
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Slika 19. Uticaj razli¢itih tretmana na sazrevanje DC. A) Ekspresija markera sazrevanja DC MHC 11,
CD86 i CD90 analizirana metodom protocne citometrije. B) Intracelularna ekspresija citokina IL-10
1 IL-12 u tretiranim 1 netretiranim DC. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005, ****p <(0,0001 oznaceno kao statisticki znacajna razlika (Kruskal-
Valisov test sa Dunn-ovim testom viSestrukog poredenja).
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5.6.4. Ispitivanje uticaja dendritiskih Celija Dark Agouti pacova tretiranih sa WE/PLGA na
proliferaciju alogenih T ¢elija

U cilju procenjivanja uticaja WE/PLGA tretmana na sposobnost DC da moduliSu proliferaciju
T ¢elija, sproveden je test kokultivacije koji je uklju¢ivao tretirane i/ili stimulisane DC i alogene T
¢elije. Proliferacija T Celija je procenjena na osnovu izmerenog intenziteta obojenosti T ¢elija (koja
zavisi od nivoa inkorporacije fluorescentne boje CFSE). Indeks proliferacije u kokulturama je
odreden na osnovu procenta CFSE pozitivnih T ¢elija (Slika 20). U poredenju sa kontrolnim, nezrelim
DC, jedino su DC stimulisane LPS-om, kao i DC tretirane WE/PLGA 1 stimulisane LPS-om
(WE/PLGA + LPS) pokazale znacajno visi indeks proliferacije. Nije uocena znac¢ajna razlika izmedu
tretmana WE 1 WE/PLGA u odnosu na nezrele DC.

e o
= LPS
1:10 1:20

Slika 20. Proliferacija alogenih T ¢elija. DC tretirane WE, WE/PLGA, LPS-om i WE/PLGA+LPS,
kokultivisane su sa alogenim T ¢elijama u tri odnosa DC:T (1:5, 1:10 1 1:20). Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti indeksa proliferacije = SD. Statisticke znacajnosti su utvrdene jednofaktorskom

analizom varijanse koja je pracena Tukey testom za viSestruka poredenja i prikazane kao *p < 0,05,
** p <0,01, *** p <0,005, **** p <0,0001

- Kontrola
= WE

Indeks proliferacije

5.6.5. Ispitivanje uticaja dendritiskih ¢elija Dark Agouti pacova tretiranih sa WE/PLGA na
polarizaciju alogenih T ¢elija

Sposobnost DC tretiranih sa WE/PLGA da polarizuju T ¢elijski odgovor ispitana je analizom
intracelularne ekspresije citokina IFN-y, IL-17, IL-4 i IL-10 u CD4"* i CD8" T ¢elijama iz ko-kultura
sa DC. Dendritiske Celijje tretirane sa WE/PLGA u kokulturi sa alogenim T limfocitima izolovanim
iz slezina AO pacova nisu pokazale potencijal da indukuju produkciju ispitivanih citokina u CD4" i
CD8" T limfocitima. Dendritiske ¢elije stimulisane LPS-om imale su sposobnost da indukuju
proizvodnju IFN-y kako u CD4", tako i u CD8"* T limfocitima. Medutim, DC tretirane WE/PLGA i
naknadno stimulisane LPS-om nisu znacajno uticale na proizvodnju IFN-y. Nivoi intracelularne
ekspersije IL-4, IL-10 1 IL-17 pod uticajem razli¢itih tretmana, nisu se znacajno razlikovali u odnosu
na ekspresiju pod uticajem netretiranih DC (Slika 21A). Kokultura DC i T limfocita nije podstakla
ekspanziju regulatornih T ¢elija, bez obzira na tretman kojim su bile podvrgnute DC. Uocena je
poviSena zatupljenost CD4"CD25 Foxp3* T ¢elija u ko-kulturi sa WE/PLGA tretiranim DC, ali nije
bila statisticki znacajna u poredenju sa kontrolnim DC (Slika 21B).
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Slika 21. Intracelularna ekspresija citokina u T ¢elijama kokultivisanim sa DC. Alogene T c¢elije
kokultivisane su sa netretiranim DC (kontrola), kao i WE, WE/PLGA, LPS, WE/PLGA + LPS
tretiranim DC A) Intracelularna eksperija IFN-y, IL-17, IL-4 1 IL-10 u okviru CD4" i CD8" T ¢elijske
populacije. B) Prikaz procentualnog udela CD4"CD25"Foxp3™ Treg ¢elija u kokulturi netretiranih,
kao 1 WE, WE/PLGA, LPS, WE/PLGA + LPS tretiranih DC 1 alogenih T limfocita. Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti + SD, *p < 0,05, oznaceno kao statistiCki znacajna razlika
(Kruskal-Valisov test sa Dunn-ovim testom viSestrukog poredenja).
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5.7. Ispitivanje uticaja PLGA nanovlakana na imunski sistem Dark Agouti pacova in
vivo

5.7.1. HistoloSka analiza iseCaka koZe sa potkoZnim tkivom

Isecak koze sa potkoZnim tkivom u periimplantacionoj regiji ispitan je kod Zivotinja kojima
je samo implantiran nekonjugovan PLGA. Tokom prve nedelje, uoCene su inflamatorne celije,
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ukljucujuéi polimorfonuklearne (PMN) 1 dzinovske celije (gigantociti). Medutim, do trece nedelje,
PMN ¢elije vise nisu bile vidljive. Fibrozna kapsulacija primecéena je oko implantata 7., 21. 142. dana
nakon implantacije. Do 42. dana ostala je manja koli¢ina fibroznog tkiva sa primesama PLGA.
Tokom sva tri intervala, nije zabelezeno prisustvo eksudata, infekcije 1 nekroze tkiva (Slika 22).
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Slika 22. Isecci potkoznog tkiva sa PLGA implantatom obojeni hematoksilin eozinom. A, B) 7. dan;
C, D) 21. dan; E, F) 42. dan. Deblje strelice obelezavaju vezivno tkivo, dok tanje oznacavaju prostore
ispunjene PLGA nanomaterijalom. Na slici B inflamatorne ¢éelije obelezene su jednom zvezdicom,
dok su gigantociti obeleZeni sa dve.
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5.7.2. Odgovor makrofaga slezine i limfnih ¢vorova Dark Agouti pacova nakon potkoZne
implantacije PLGA nanovlakana

Na nivou makrofaga slezine (CD68" Celije) zapazena je znacajna razlika u ekspresiji CD86
ko-stimulatornog molekula, 7. 1 42. dana posle implantacije PLGA u odnosu na sham kontrole, dok
se medu grupama ne uocavaju znacajne razlike u ekspresiji MHCII molekula na makrofagima (Slika
23A).

Analizom CDG68" ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima utvrdeno je da makrofagi limfnih
¢vorova imaju znacajno vecu ekspresiju MHCII molekula 21. i 42. dana od implantacije PLGA u
poredenju sa sham kontrolom, za razliku od ekspresije CD86 ko-stimulatornog molekula kod koje
nije bilo razlike medu grupama (Slika 23B).
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Slika 23. Populacije makrofaga (CD68") u okviru ¢elija slezina i limfnih ¢vorova kontrolne (sham) i
tretirane grupe (PLGA) 7., 21., 42. dana nakon implantacije. A) Prikaz standardne strategije analize
populacije makrofaga u okviru ¢elija slezine; B) Ekspresija markera aktivacije makrofaga (MHCII i
CD86) u okviru ¢elija slezine; C) Prikaz standardne strategije analize populacije makrofaga u okviru
¢elija limfnih ¢vorova; D) Ekspresija markera aktivacije makrofaga (MHCII 1 CD86) u okviru ¢elija
limfnih ¢vorova. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD; * p <0,05, oznaceno kao
statisticki znacajna razlika (one-way ANOVA koris¢ena kao statisticki test).
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5.7.3. Uticaj PLGA implantata na odgovor T ¢éelija slezine i limfnih ¢vorova kod Dark Agouti
pacova

Analiza T Celija slezina 1 limfnih ¢vorova nakon potkozne implantacije PLGA vrSena je
metodom protoc¢ne citometrije. Dobijeni rezultati ukazuju da ne postoji znacajna razlika u produkciji
citokina IFN-y, IL-4 i IL-10 u okviru CD4" i CD8" populacije T ¢elija slezina i limfnih ¢vorova
izmedu kontrolne i tretirane grupe, 7., 21., 42. dana posle implantacije PLGA. (Slika 24A). Analizom
CD4°CD25"Foxp3* Treg ¢elija nisu uoCene razlike izmedu sham i PLGA grupa. Takode izmedu
grupa nije bilo razlike u intracelularnoj ekpresiji IL-10 u populaciji Treg u sva tri vremenska intervala
(Slika 24B).
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Slika 24. Analiza odgovora T ¢elija slezine i limfnih ¢vorova, 7., 21., 42 dana nakon implantacije
PLGA. A) Intracelularna ekspresija IFN-y, IL-4 i IL-10 u CD4" i CD8" T ¢elijama slezine i limfnih
¢vorova, merena metodom protoéne citometrije. B) Udeo CD4"CD25 Foxp3* Treg i intracelularna
ekspresija IL-10 u okviru te populacije ¢elija.
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6. DISKUSIJA

Efikasnost nekog terapeutika, pored njegovih karakteristika, zavisi i od raspolozivosti i
trajanja dejstva na ciljnom mestu delovanja. Biomaterijali koji se koriste za dostavu terapeutika, kao
Sto su u sprovednim istrazivanjima PLGA nanovlakna, mogu da obezbede produZeno oslobadanje
terapeutika i1 njihovo zadrzavanje u perifernim tkivima, a samim tim 1 mnogo vecu moguénost
interakcije sa ciljnim ¢elijama u tkivu (Schudel 1 sar., 2019). U ovom istrazivanju ispitivana je
efikasnost dostave imunomodulatornih komponenti 7. spiralis — ESL1 produkata, putem PLGA
nanovlakana na animalnom modelu multiple skleroze. Jedan od najeS¢e primenjivanih
biorazgradivih polimera je PLGA, koji odlikuju izuzetne fizicko-hemijske osobine i moguénost
kontrolisanog oslobadanja leka (Milosevic i sar., 2018; Cappellano 1 sar., 2019). Dobijeni rezultati
ukazuju da PLGA nanovlakna predstavljaju efikasan sistem za produzeno i kontrolisano oslobadanje
ESL1. U prvoj fazi otpustanje je difuziono kontrolisano, nakon ¢ega sledi sporije otpustanje povezano
sa postepenom razgradnjom polimernog matriksa. Sli¢ni nacini oslobadanja opisani su i za druge
bioaktivne molekule inkorporirane u PLGA nanovlakna, gde kombinacija difuzije kroz polimer i
njegove hidroliticke degradacije omogucava dugotrajnu isporuku aktivne supstance (Chou 1 sar.,
2015). Brzina oslobadanja ESL1 u ovom ispitivanju bila je neSto viSa u poredenju sa prethodno
posmatranim oslobadanjem model-leka, rodamina B (RhB) u PBS rastvoru (Milosevic 1 sar., 2018).
Produzeno lokalno oslobadanje ESL1 moZe omoguditi odrZavanje stabilne koncentracije
imunomodulatornog molekula tokom duzeg vremenskog perioda, ¢ime se smanjuje potreba za
ponovljenom primenom i potencijalno povecava terapijska efikasnost. Pokazano je da ESL1 produkti
dostavljeni putem PLGA nanovlakana znacajno ublazavaju klinicke manifestacije eksperimentalnog
autoimunskog encefalomijelitisa, i to u manjoj koncentraciji nego Sto je postignuto visestrukom
profilaktickom intraperitonealnom administracijom ESL1 (Radovié¢ 1 sar., 2015). Profilakticka
implantacija PLGA nanovlakana napunjenih ESL1 produktima dovela je do znacajnog smanjenja
incidencije bolesti, kao i pojave relapsa, dok su parametri koji govore o teZini bolesti, kod Zivotinja
koje su razvile bolest, bili znacajno nizi u odnosu na kontrolne, EAE Zivotinje.

Kljucan preduslov za ostvarivanje imunomodulatornog dejstva ESL1 produkata jeste njihova
interakcija sa mijeloidnim APC koje imaju centralnu ulogu u inicijaciji i regulaciji adaptivnog
imunskog odgovora. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da mijeloidne APC (CD11b+MHC-II+
¢elije) predstavljaju dominantnu populaciju ¢elija koja preuzima ESLI1, a ranija istrazivanja su
pokazala da ESL1 poseduje potencijal da indukuje tolerogena svojstva DC (Gruden-Movsesijan 1 sar.,
2011; 11i¢ 1 sar. 2018), kao 1 da modulise postojeci fenotip DC (Radovi¢ i sar., 2015). Produkti ESL1
utiCu na sposobnost prezentacije encefalitogenih antigena od strane APC 1 posledi¢nu polarizaciju
imunskog odgovora, menjaju¢i ekspresiju MHC 1II i kostimulatornih molekula, kao i i1 produkciju
citokina. Takve promene mogu da dovedu do snizene aktivacije autoreaktivnih T limfocita, Sto
rezultira ublazavanjem simptoma bolesti.

Analiza distribucije ESL1 produkata in vivo bila je omogucéena obelezavanjem ESLI1
fluorescentnom bojom. Pokazano je da se ESL1-FITC efikasno oslobada iz PLGA nanovlakana i da
se pri tome ne zadrzava iskljuc¢ivo na mestu implantacije, ve¢ dospeva u regionalne limfne ¢vorove,
gde je prisutan u mijeloidnim ¢elijama. To je dokaz da lokalne mijeloidne ¢elije preuzimaju ESL1 na
mestu implantacije 1 migriraju u regionalne — cervikalne i aksilarne limfne ¢vorove, kao 1 u udaljene
organe — Pejerove ploce, slezinu i CNS. Akumulacija ESL1-FITC" mijeloidnih ¢elija u cervikalnim
limfnim ¢vorovima nakon indukcije EAE je od posebno znacaja, s obzirom na ulogu ovih limfnih
¢vorova u aktivaciji T ¢elija u EAE 1 MS (Zwam 1 sar., 2009a, 2009b; Podkowa 1 sar., 2016).
Nagomilavanje ESL1-FITC" mijeloidnih ¢elija u Pajerovim plo¢ama nakon indukcije EAE, odgovara
rezultatima Radojevic i sar. (2022), koji su pokazali da se prisustvo regulatornih mijeloidnih ¢elija u
Pejerovim plo¢ama moZe dovesti u vezu sa ublazavanjem simptoma EAE i oCuvanjem crevne
barijere. Migracija ESL1+ mijeloidnih ¢elija u Pajerove ploce sugerise da bi povoljno dejstvo ESL.1
na ishod EAE moglo biti posledica suprimiranja inflamacije u crevima, oCuvanja crevne barijere i
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crevnog mikrobioma. Sve je viSe podataka koji ukazuju na klju¢nu ulogu ose crevo—mozak za
regulaciju imunskog odgovora u MS 1 EAE (Parodi i Kerlero de Rosbo, 2021).

Prisustvo ESL1-FITC u infiltrirajuéim CD11b+MHC-II+ mijeloidnim ¢elijama ki¢mene
mozdine, ukazuje na njihovo moguce ucesce u smirivanju inflamacije u ciljnom tkivu. Povecana
migracija ESL1-FITC+ mijeloidnih ¢elija ka drenaznim limfnim ¢vorovima nakon indukcije EAE
mogla bi se objasniti EAE-indukovanom, kao i ESL1-indukovanom ekspresijom receptora CCR7 na
mijeloidnim ¢elijama (Zhan 1 sar., 2013; Worbs 1 sar., 2017; 1li¢ 1 sar., 2018; Brandum 1 sar., 2021).
Biodistribucija dobijena u ovoj studiji moze se objasniti kontinuiranim sistemom dostave ESL1
putem PLGA nanovlakana, jer potkoZna aplikacija solubilnih ESL1 produkata dovodi do njihove brze
eliminacije i ograni¢ene dostupnosti imunskim ¢elijama.

Tretman PLGA/ESL1 doveo je do znacCajnog snizenja produkcije citokina znacajnih za
patogenezu bolesti, kao $to su IL-17 i IFN-y, na sistemskom nivou, tj. na nivou slezinskih ¢elija, u
poredenju sa kontrolnom EAE grupom. Istovremeno dolazi do aktivacije antiinflamatornih i
regulatornih mehanizama, koji se ogledaju u povecéanoj produkciji IL-10 i ekspanziji Treg Celija.
ESL1 produkti imaju sposobnost da indukuju tolerogene humane DC, sa ograni¢enim
kostimulatornim potencijalom i smanjenom sposobno$¢u da pokrenu Thl 1 Th17 ¢elijske odgovore,
1 istovremeno visokim potencijalom da indukuju povecanje broja i funkcionalnosti regulatornih T
¢elija (Treg) ({li¢ i sar., 2018, 2021; Cvetkovic i sar., 2020). Takode je pokazano da in vivo aplikacija
ESL1 tretiranih DC, poreklom od koStane srzi DA pacova, dovodi do ekspanzije Treg u recipijentnim
zivotinjama (Gruden-Movsesijan 1 sar., 2011).

Pored toga, kod PLGA/ESLI tretiranih DA pacova uocen je smanjen nivo IL-6, $to dodatno
ukazuje na supresiju inflamatornih procesa. Interleukin 6 ima centralnu ulogu u diferencijaciji Th17
¢elija i odrzavanju hroni¢ne inflamacije, a povecana ekspresija ovog citokina povezana je sa tezinom
bolesti u EAE 1 multiploj sklerozi. Povecana produkcija IL-4, citokina karakteristicnog za Th2
odgovor, takode moze da suprimira oslobadanje Thl citokina, kao §to je IFN-y. ESL1 produkti
dovode do znacajnog povecanja udela regulatornih i IL-10-produkujuéih celija, Sto rezultira
kreiranjem sredine u kojoj dominiraju antiinflamatorni i regulatorni mehanizmi koji obuzdavaju
prekomernu inflamaciju. Takva promena citokinskog sastava verovatno predstavlja jedan od klju¢nih
mehanizama odgovornih za smanjenje intenziteta bolesti 1 ublazavanje klini¢kih manifestacija EAE
kod Zivotinja tretiranih PLGA/ESL1 implantatima.

Klini¢ko poboljsanje EAE kod Zivotinja tretiranih PLGA/ESL1 implantatima bilo je pra¢eno
znacajnim promenama u intenzitetu inflamacije centralnog nervnog sistema, $to je pokazano znacajno
manjim brojem infiltrata i infiltriraju¢ih imunskih ¢elija u tkivu kicmene mozdine EAE-PLGA/ESL1
grupe, u piku bolesti. Tretirane zivotinje su takode imale manji stepen oSte¢enja mijelina Sto ukazuje
na oCuvanje integriteta mijelinskog omotaca. Ovakav nalaz je u skladu sa ve¢ opisanim poboljSanjem
klinickog toka bolesti i podrzava pretpostavku da ESL1 ograni¢ava mehanizme odgovorne za
nastanak oSte¢enja nerava.

Detaljnija analiza infiltriraju¢ih ¢elija pokazala je da je tretman PLGA/ESL1 posebno uticao
na populacije ¢elija koje imaju klju¢nu ulogu u patogenezi EAE. Tokom pika bolesti zabelezen je
znacajno manji broj T limfocita, NK c¢elija i CD68+ makrofaga u ki¢menoj mozdini tretiranih
zivotinja. Aktivirani makrofagi i infiltrirajuc¢e NK ¢elije produkuju brojne proinflamatorne medijatore
koji doprinose oSteCenju tkiva, dok encefalitogene T celije predstavljaju centralne pokretace
autoimunskog procesa. Stoga smanjena akumulacija ovih populacija u centralnom nervnom sistemu
ukazuje na to da PLGA/ESL1 ograni¢ava migraciju ili lokalnu ekspanziju inflamatornih ¢elija u
ciljnom organu. Naime, u prethodnim istrazivanjima pokazano je da ESLI produkti, primenjeni
profilakticki u viSestrukim dozama (500 pg/po Zivotinji), imaju sposobnost da umanje tezinu klinicke
slike EAE, indukuju¢i antiinflamtorne i regulatorne mehanizme koji sprec¢avaju diferencijaciju Thl i
Th17 ¢elija u toku bolesti (Radovié i sar., 2015). Isti efekat bilo je moguce ponoviti i transferom DC
tretiranih ESL1 produktima u prethodno imunizovane zivotinje (Sofroni¢-Milosavljevi¢ i sar., 2013),
Sto ukazuje na to da bi modulacija mijeloidnih ¢elija, kao §to su DC i makrofagi, mogla biti klju¢ni
mehanizam koji doprinosi tolerogenom potencijalu ESL1 u EAE modelu. Zhan 1 sar. (2013) su
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pokazali da tretman miSeva sa all-trans retinoi¢nom kiselinom modulise funkciju DC in vivo, unutar
drenaznih limfnih ¢vorova i slezine, §to je bilo pra¢eno ublazavanjem simptoma EAE.

Analiza infiltrata kicmenih mozdina DA pacova tretiranih PLGA/ESL1 implantatima ukazala
jena znacajno manji udeo IFN-y 1 IL-17 produkuju¢ih CD4+ T ¢€elija, kao 1 [IFN-y produkuju¢ih CD8+
T ¢elija, u piku bolesti. Ovi nalazi su u skladu sa promenama prethodno uocenim u slezini i ukazuju
da tretman ne utice samo na imunski odgovor na sistemskom nivou, ve¢ i na sastav efektorskih ¢elija
koje dospevaju u CNS. S obzirom na to da IFN-y i IL-17 predstavljaju klju¢ne medijatore
neuroinflamacije i demijelinizacije u EAE, smanjenje njihove produkcije u ki¢menoj mozdini moze
znacajno doprineti smanjenju oste¢enja nervnog tkiva. Nasuprot tome, u ki¢menoj mozdini Zivotinja
tretiranih PLGA/ESLI zabelezen je povecan udeo Treg ¢elija tokom pika bolesti, kao i poveé¢an udeo
Th2 ¢elija tokom faze remisije. Poznato je da Treg i Th2 ¢elije imaju vaznu ulogu u kontroli
inflamatornih procesa putem produkcije imunoregulatornih citokina i inhibicije efektorskih Thl i
Th17 odgovora. Povecano prisustvo ovih ¢elijskih populacija ukazuje da PLGA/ESLI stvara
okruZzenje koje doprinosi rezoluciji inflamacije.

Interesantno je da broj B ¢elija u ki¢menoj mozdini nije bio promenjen, ali je njihova funkcija
bila znacajno izmenjena, S$to se ogleda u pove¢anom udelu IL-10-produkujuéih B ¢elija. Ovaj nalaz
sugeriSe da terapijski efekat PLGA/ESL1 nije nuzno povezan sa promenama u brojnosti svih
imunskih populacija, ve¢ pre svega sa promenama njihovog funkcionalnog fenotipa. Naime, Okada
i sar. (2018) su pokazali da ko-stimulacija TLR4 i CD40 sinergisticki, povecava broj IL-10
produkujucih B ¢elija kod pacijenata sa MS. S druge strane, angazovanje TLR2 na preciS¢enim Treg
¢elijama pokazalo se kao efikasan mehanizam za indukciju njihove proliferacije i funkcionalnosti
(Sutmuller, 2006). Studija 1/i¢ i sar. (2018) je pokazala da ESL1 reaguje sa TLR4 i TLR2 receptorima
1 da aktivira TLR4 1 TLR2 signalne puteve, uz istovremeno povecanje ekspresije CD40.

Recirkulacija inflamatornih mijeloidnih ¢elija u CNS ima presudnu ulogu u restimulaciji
infiltriranih encefalitogenih T ¢elija (Sagar i sar., 2012), dok migracija regulatornih mijeloidnih ¢elija
u CNS korelira sa supresijom EAE (Owens 1 sar., 2020; Radojevic i sar., 2022). Naime, pokazano je
da regulatorne mijeloidne ¢elije indukuju razli¢ite subpopulacije regulatornih B (Knier i sar., 2018) i
T ¢elija u CNS-u (Radojevi¢ i sar., 2022), kao 1 da suzbijaju proinflamatorne efekte NK i T celija
(Veglia i sar., 2021; Beki¢ 1 Tomic¢, 2023), ¢ime doprinose rezoluciji bolesti.

Na osnovu svega navedenog, moguce je da aktivacija viSe imunomodulatornih mehanizama
posredstvom ESL1 produkata doprinosi ublazavanju simptoma EAE nakon njihovog oslobadanja iz
PLGA nanovlakana. Produzeno otpusStanje ESL1 antigena iz PLGA implantata indukuje snazan
tolerogeni odgovor, koji karakteriSe smanjenje neuroinflamacije 1 povecanje regulatornih celijskih
populacija. Ovaj dvostruki mehanizam — periferno usmeravanje imunskog odgovora i lokalna CNS
zaStita — ¢ini PLGA/ESL1 implantate obecavaju¢om strategijom za intervenciju kod relapsno-
remitentne multiple skleroze, s tim $to buduca istrazivanja treba usmeriti na ispitivanje efikasnosti
nakon pocetka bolesti, kao 1 njegove dugorocne efekte na neuroprotekciju i remijelinizaciju.

Ono §to mora da prethodi korisé¢enju sistema isporuke lekova u tretmanu ljudi je ispitivanje
interakcije biomaterijala, kao §to su PLGA nanovlakna, sa bioloSkim sistemima. To podrazumeva,
pored klasi¢nih testova toksi¢nosti, uticaj na imunske ¢éelije 1 imunski odgovor. Idealno, biomaterijali
i njihovi raspadni produkti ne bi smeli da pokrecu imunski odgovor. Za razliku od PLGA nanocestica,
imunoloska svojstva PLGA nanovlakana su znatno manje istrazena, a prema trenutno dostupnim
podacima, ne postoje studije koje bi opisale njihovu potencijalnu primenu u terapiji autoimunskih
bolesti. Ipak, prethodna istrazivanja ukazuju na to da PLGA nanovlakna poseduju visok potencijal u
podsticanju Celijskog rasta 1 procesu zarastanja rana, zahvaljuju¢i svojim izraZzenim biomimetickim
osobinama koje oponaSaju strukturu i funkciju ekstracelularnog matriksa (Liu 1 sar., 2010; MiloSevi¢
1 sar., 2020).

Hidrolizom, PLGA se razlaze do monomernih komponenti, glikolne i mle¢ne kiseline, koje
se metaboliSu u organizmu putem Krebsovog ciklusa, tako da je sistemski toksi¢ni uticaj raspadnih
produkata minimalan. Iako je PLGA netoksi¢na, akumulacijom raspadnih produkata polimera dolazi
do promene pH vrednosti u okolini implantacije kao i mehanicke iritacije tkiva (Zhao 1 sar., 2016).
Pokazano je da mlecna kiselina koja nastaje u tumorima moze da inhibira razvoj inflamatornih DC
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(Gottfried 1 sar. 2006), a njena imunosupresivna svojstva su pokazana i u drugima studijama
(Chereddy 1 sar., 2016; Baecher-Allan 1 sar., 2018). Pokazano je da mlecna kiselina egzogenog ili
endogenog porekla moduliSe funkciju razli¢itih populacija imunskih ¢elija, ukljucujuéi dendritske
¢elije, makrofage i limfocite (Caslin 1 sar., 2021).

Zbog toga su u ovoj disertaciji sprovedena ispitivanja uticaja raspadnih produkata PLGA na
vijabilnost i funkcionalna svojstva imunskih ¢elija in vitro i imunski odgovor in vivo na nivou slezina
1 limfnih ¢vorova. Raspadni produkti PLGA koji se nalaze u PLGA kondicioniranom sterilnom
eksudatu (WE/PLGA) nisu ispoljili izrazen citotoksicni efekat na cCelije slezine, tj. ne uticu na
vijabilnost 1 ukupnu apoptozu, u koncentracijama koje se mogu ocekivati tokom razgradnje
implantata in vivo.

Uticaj proizvoda razgradnje PLGA na imunske ¢elije analiziran je u kulturi DC poreklom od
¢elija dobijenih iz koStane srzi DA pacova in vitro 1 kokulturi tako dobijenih DC sa alogenim T
¢elijama. Rezultati su pokazali da tretman WE/PLGA ne dovodi do potpunog sazrevanja DC, §to se
ogleda u ekspresiji markera sazrevanja (MHCII, CD86 1 CD90) i citokina (IL-12 1 IL-10) koja je bila
slicna kontrolnim DC, i znacajno niza u odnosu na zrele DC dobijene pod uticajem LPS-a. Ovaj nalaz
sugeriSe da produkti razgradnje PLGA ne modulisu fenotip DC. Dobijeni rezultat dodatno podrzava
zakljuc¢ak da imunomodulatorni efekti PLGA/ESL1 implantata u EAE modelu nisu posledica
aktivacije DC od strane PLGA, ve¢ su posledica specifi¢ne interakcije ESL1 sa imunskim sistemom.
Dendritske ¢elije tretirane WE/PLGA ne indukuju znacajne promene u proliferaciji T ¢elija, kao i
produkeciji citokina od strane T Celija u ko-kulturi, u poredenju sa nezrelim kontrolnim DC, §to
ukazuje da produkti razgradnje PLGA sami po sebi ne pojac¢avaju njihov imunostimulatorni kapacitet.

Histoloska analiza periimplantne regije kod zivotinja kojima je implantiran PLGA pokazala
je tipi¢nu reakciju na strano telo, koju karakteriSe prolazna akutna inflamatorna faza pracena
formiranjem fibrozne kapsule u hronicnom toku procesa koja je perzistirala tokom svih vremenskih
tacaka (7.,21.142. dan). Prisustvo fibrozne kapsule predstavlja tipican odgovor tkiva na implantaciju
biorazgradivih polimera kao §to je PLGA 1 odrazava proces izolacije inertnog stranog materijala od
okolnog tkiva. Tokom c¢itavog perioda nisu zabelezeni znaci eksudacije, infekcije ili nekroze tkiva,
Sto ukazuje na dobru biorazgradivost i biokompatibilnost PLGA nanovlakana u potkoznom tkivu. U
ranoj fazi, tokom prve nedelje nakon implantacije, zabeleZzeno je prisustvo inflamatornih ¢elija,
ukljucujuéi polimorfonuklearne leukocite 1 multinuklearne gigantske celije, Sto predstavlja ocekivanu
reakciju tkiva na strano telo. Do trece nedelje nakon implantacije, uocen je nestanak neutrofilnih
granulocita, §to ukazuje na rezoluciju akutne inflamacije i prelazak u fazu hroni¢ne reparacije tkiva.
Na kraju perioda posmatranja (42. dana) zabelezeno je samo prisustvo minimalnih ostataka fibroznog
tkiva sa fragmentima PLGA, $to je u skladu sa postepenom degradacijom materijala. Chor 1 sar.
(2022) su opisali granulomatoznu reakciju nakon implantacije PLGA nanovlakana, koja je tokom
vremena nestala. Ova reakcija bila je propracena infiltracijom epiteloidnih celija, limfocita,
Langhansovih ¢elija i multinuklearnih dzinovskih ¢elija, ali bez formiranja fibrozne kapsule.

Uticaj PLGA implantata na imunski sistem DA pacova ispitivan je na nivou slezine i limfnih
¢vorova. Ustanovljeno je da se stanje populacije mijeloidnih ¢elija (DC 1 makrofaga) u slezinama 1
limfnim ¢vorovima ne menja u razliitim vremenima posmatranja u odnosu na sham kontrolu. Takode
je uoceno da ne dolazi do promene u intracelularnoj ekspresiji citokina IFN-y, IL-4 1 IL-10 u okviru
CD4" 1 CD8" populacija T ¢elija u slezinama i limfnim ¢vorovima pod uticajem PLGA, u odnosu na
sham kontrolu. Na osnovu dobijenih rezultata moZze se zakljuciti da PLGA implantati nisu doveli do
promena fenotipskih i funkcionalnih karakteristika imunskih ¢elija slezine i limfnih ¢vorova u
poredenju sa kontrolom, Sto ukazuje na imunoloSku inertnost primenjenog nanomaterijala.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji su po prvi put pokazali da PLGA nanovlakna
predstavljaju dobar sistem za kontrolisanu dostavu imunomodulatornih ESL1 produkata in vivo, koji
imaju potencijal da spreCe razvoj ili ublaze tok EAE. Sistem dostave ESL1 na bazi PLGA
nanovlakana bio je u stanju da reguliSe neuroinflamaciju, aktiviranjem regulatornih mehanizama koji
moduliSu funkciju patogenih populacija imunskih ¢elija u slezinama i CNS-u. Iako je u ovoj studiji
pracen profilakticki efekat PLGA/ESL1 implantata, dobijeni rezultati mogu biti osnov za razvoj novih
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strategija za terapiju autoimunskih bolesti. U tu svrhu, dalja istrazivanja bice orijentisana ka njihovoj
terapijskoj primeni.
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7. ZAKLJUCCI

10.

11.

Ekskretorno-sekretorni produkti miSiénih larvi soja ISS 161 7. spiralis uspe$no su
konjugovani sa PLGA nanovlaknima.

Pra¢enjem dinamike oslobadanja ESL1-FITC in vitro uo€eno je da je priblizno 90% ESL1-
FITC oslobodeno iz PLGA nanovlakana u sterilni eksudat tokom 42 dana pracenja, pri cemu
je najintenzivnije oslobadanje zabelezeno u prvih 27 dana. Dugotrajno oslobadanje uoceno u
ovom radu potvrduje da PLGA nanovlakna predstavljaju pogodnu platformu za kontrolisanu
isporuku ESLI.

Osloboden ESL1-FITC iz PLGA nanovlakna lokalno preuzimaju mijeloidne APC, koje
migriraju 1 distribuiraju ESL1 u regionalne limfne ¢vorove, slezinu, Pejerove ploce 1 kicmenu
mozdinu.

Implantati PLGA/ESLI pokazali su protektivan efekat u modelu relapsno-remitentnog EAE.
Primena PLGA/ESL1 implantata doprinela je manjem gubitku telesne mase i dovela je do
znacajnog ublazavanja klinic¢ke slike EAE, koje se ogleda u znac¢ajno snizenim parametrima
tezine bolesti: kumulativni indeks, prosena maksimalna vrednost tezine bolesti, pocetak i
trajanje bolesti. Incidencija EAE, kao i ucestalost tezih neuroloskih manifestacija (pareza i
paraliza), bila je snizena, dok je ucestalost relapsa znacajno redukovana u eksperimentalnoj
grupi kojoj je aplikovan PLGA/ESLI.

Implantati PLGA/ESL1 poseduju imunomodulatorni potencijal na sistemskom nivou,
ispitivanom na ¢elijama slezine. Uoceno je da dolazi do ublaZzavanja inflamacije i usmeravanja
imunskog odgovora ka antiinflamatornom 1 regulatornom tipu kod Zivotinja kojima je
implantiran PLGA/ESL1 i indukovan EAE, u poredenju sa EAE grupom. Zabelezeno je
smanjenje produkcije citokina IFN-y i IL-17, koji ucestvuju u patogenezi bolesti, u CD4* T
¢elijama i NK ¢elijama, kao 1 povecanje produkcije IL-10 u CD8* T ¢elijama, u piku bolesti.
U fazi remisije znaCajan je porast udela CD4*CD25hiFoxp3t Treg celija kod EAE-
PLGA/ESL1 grupe.

Tretman PLGA/ESL1 smanjuje nivo IL-6 i inflamatorni odgovor na nivou slezinskih ¢éelija, uz
povecanje [L-4 1 IL-10, ¢ime se imunski odgovor pomera ka antiinflamatornom i regulatornom
profilu, §to verovatno doprinosi blazem toku EAE.

Zivotinje tretirane PLGA/ESLI pre indukcije EAE, poseduju znadajno manji broj infiltrata i
infiltriraju¢ih imunskih ¢elija u ciljnom tkivu u piku bolesti u odnosu na EAE grupu, $to
sugeriSe da implantati PLGA/ESL1 poseduju imunomodulatorni potencijal na nivou ciljnog
organa — kicmene mozdine.

Implantati PLGA/ESLI, na nivou ciljnog organa, u piku bolesti smanjuju infiltraciju CD4+ T
¢elija koje produkuju IFN-y i IL-17, kao 1 CD8+ T ¢elija koje produkuju IFN-y, a povecavaju
udeo CD4+CD25hiFoxP3+ Treg ¢elija. U fazi remisije znacajno je uvecan udeo B ¢elija koje
produkuju IL-10, kao 1 CD4+ T ¢elija koje produkuju IL-4.

Raspadni produkti PLGA nanovlakana ne ispoljavaju znacajan citotoksi¢ni efekat i ne
naruSavaju vijabilnost celija slezine in vitro, u uslovima koji donekle oponasaju njihovu
razgradnju in vivo. Takode ne dovode do sazrevanja DC niti do promene u produkciji IL-12 1
IL-10 u odnosu na kontrolne, nezrele DC. Ovako tretirane DC ne poseduju alostimulatorni
kapacitet u ko-kulturi sa T ¢elijama.

Klinicko poboljSanje toka i ja¢ine EAE 1 izrazena imunomodulacija, koja se ogleda u
pomeranju imunskog odgovora sa proinflamatornog ka antiinflamatornom profilu na
sistemskom 1 lokalnom nivou, zabelezeni su isklju¢ivo kod Zivotinja tretiranih PLGA/ESL1
implantatima, dok primena samih PLGA nanovlakana nije dovela do ublaZzavanja bolesti, $to
ukazuje da je terapeutski efekat posledica delovanja ESL1 produkata, a ne PLGA nosaca.
Implantati PLGA, sami po sebi, nisu indukovali eksudaciju, inflamaciju i nekrozu tkiva na
mestu implantacije, Sto ukazuje na njihovu dobru biorazgradivost i biokompatibilnost.
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12. Implantati PLGA nisu doveli do promena fenotipskih i funkcionalnih karakteristika imunskih
¢elija slezina i limfnih ¢vorova u poredenju sa sham kontrolom, $to ukazuje na imunoloSku
inertnost primenjenog nanomaterijala.

13. Nanovlakna PLGA su se pokazala kao dobar sistem za distribuciju imunomodulatornih ESL 1
produkata u tretmanu EAE, Sto moze biti osnov za razvoj novih strategija u terapiji
autoimunskih bolesti.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTOpPCTBY

MoTnucanu-a JburbaHa Cabrbuh
Bpoj ynuca 2018/5011
UsjaBrbyjem

[1a je [OKTOpCKa AvcepTaumja nof Hacnosom

VICMUTUBatbe HOBOr HauMHa annukauuje eKCKpeTOpHO-CEeKpEeTOPHHMX npoaykara
vuwmnhHe napse Trichinella spiralis 'y TpeTMaHy ekcriepyuMeHTanHor ayTonmyHckor
eHuedanommjenuTtica kod Dark Agouti nauosa

e pes3ynTart ConcTBeHor MCTpaXkneadkor pana,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LUenuH1 H1 'y AenosnmMa Huje Buna npearoxeHa
3a pobujakbe Ouno Koje Aunnome npema cTyOoMjckum mporpamvma Apyrux
BMCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBA,

e [1a Cy pesynTaTi KOPEKTHO HaBeaeH!

e [a HWUCaM KpLUWO/Na ayTopcka npasa U KOpUCTro MHTENEKTYarHy CBOjUHY ApYyrnx
nvua.

MoTnuc gokropaHpa

f

VU

Y Beorpagy, 17.09.2026.




Mpwunor 2.

MN3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMnaHe 1 eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Nme v npesume ayTtopa JburbaHa Cabroun
Bpoj ynuca 2018/5011
Ctyavjcku nporpam [lokTopcke cTyauje

HacrioB paga VicnuTvBake HOBOI HadvHa annuKaumje eKCKpeTopHO-CEKPETOPHMX
npogdykata MuwwhHe napee Trichinella spiralis 'y TpeTMaHy eKkcrnepyMeHTarnHor
ayToMMyHCKor eHuedanomvjenutuca kog Dark Agouti nauoBa

MeHTop ap Januua BoryHosuh, BaHapeaHu npoecop; Ap Anuca pyaeH-MoscecujaH-
Hay4HW CaBETHUK

MoTnucaHn _ 79!50&(& A&/A:L(c/

n3jaBrbyjemM Aa je wtamnaHa Bepsuja Mor AOKTOPCKOr pafja UCTOBETHA €rneKTPOHCKO]
Bepauju Kojy cam npepgao/na 3a oOGjaBrbvBarke Ha - rnoprany OurntanHor
penosuTopujyma YHuBepsuTeTa y beorpaay.

[o3sorbaBam aa ce o6jase MOjU NTMYHM NoAdaLn Be3aHu 3a nobujarbe akageMcKor 3Bama
[IOKTOpa Hayka, kao LUTO Cy uMe 1 npesumMe, roguHa n mecto pohera 1 gatym ofbpaHe
paga.

OBW AMYHM nogaum Mory ce o6jaBuTV Ha MpexHuM CcTpaHuuyaMa  aurhtante
BUGMMOTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTarory 1 y nybnukauujama YHuBepauTeTa y beorpaay.

MoTnuc gokropaHaa

ji

Y Beorpagy, 17.09.2026.




Mpwnor 3.

UsjaBa o Kopuwheky

Osnatwhyjem YHuBep3uTeTCKy GUOMMOTEKY .CeeTo3ap Mapkosuh* ga y Aurutantu
penosuTopujym YHuBepsuteTa y Beorpaay yHece MOjy OOKTOPCKY avcepTtauuvjy non
HacrnoBOM:

VlcnuTvBarbe HOBOF HauMHa anyuvkauuje eKCKpeTOpHO-CEeKPETOPHMX npogykara
muwunhHe napee Trichinella spiralis y TpeTMaHy eKCrepuMeHTaliHor ayTOUMYHCKOT
eHuedanomumjentuca kop Dark Agouti nauosa

koja je Moje ayTopCcKko Aeno.

[ucepTauujy ca cBMM npunosuma npenao/na cam y enekTpoHCKoM dopmaTy NorogHoOMm
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy AOKTOPCKY AncepTauunjy noxpakeHy y OvruTanHy pernosutopujyMm YHusepautera y
Beorpagy Mory fa Kopucte CBU Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ofabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajepHuue (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce ofny4uo/na.

1. AyTopCTBO
2. AyTOpCTBO - HeKomepLmjanHo
@\AyTOpCTBO — HekomMepLujanHo — 6e3 npepane
4. AYyTOPCTBO — HEKOMepLWjanHo — AenuTy NoA NCTUM ycrnosuma
5. AyTopcTBo — 6e3 npepane
6. AyTOpCTBO — [AEnMTN NoA UCTUM ycroB1ma

(Monumo pa 3aoKpyxuTte camo jeqHy op wect noHyfeHux nmueHuw, Kpatak onuc
nvleHuy aat je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc AokTopaHAa

Y Beorpaay, 17.09.2026.




1. AytopcTBo - [losBorbasarte yMHOXaBak-e, OUCTpUBYLMjy 1 jaBHO caoriiTasare Aena,
¥ npepajie, ako ce Hasefe VMMe ayTopa Ha Ha{uH oppeheH of ctpaHe aytopa unu
fasaoua fMueHue, Yak 1 y komepumjarnHe Cspxe. OBo je HajcnobofHuja of CBWX
NLEHLN. '

2. AyTOpCTBO — HekomepuujanHo. [lossorbaBaTe yMHOXaBatbse, avcTpubyuujy 1 jaBHO
caoflTaBame [Jena, U npepage, ako ce HaBefe vMMe aytopa Ha HaquH onpehen of
cTpaHe ayTopa unu fasaoua nuueHLe. OBa MULEHLa He [03BOrbaBa KomepLyjanty
yrnoTpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo -— 6e3 npepape. [ossorbaBate yMHOXaBawbe,
aucTpubyuurjy ¥ jaBHO caonwitasarbe [Aend, fe3 npomeHa, npeobnukoBara WNn
ynoTpebe gena y cBOM Aefly, ako ce HaBede vMe aytopa Ha HauuH ofpeheH of cTpaxe
ayTopa wv gasaoua nuueHue. Osa nuueHua He [103BOrbaBa koMepLmjarnHy ynotpedy
nena. Y ofHOCY Ha CBe ocTase niueHLe, OBOM SIMLEHLIOM Cce orpaHuuaBsa Hajsehu obum
npasa kopuhera nena.

4. AyTOpPCTBO - HekomepuujanHo — Aenut nof uctuMm ycnosuma. [losorbaBarte
yMHOXaBarbe, AUCTpubyunjy 1 jaBHo caonwiTasake Aena, 1 npepane, ako ce Haseae
uMe ayTopa Ha HauuH ofpefieH of CTpaHe ayTopa wnu fasaoua riYLieHLe 1 ako ce
npepaga AMcTpubyupa nop MCTOM Wi CIIMHHOM nuueHuoMm. Oea ruueHua He
[03BOrbaBa KoMepuujanHy ynotpedy aena vi npepaaa.

5. AytopcTeo — Ge3 npepape. [losBorbasate yMHOXaBakre, ANCTPUbYLMj)y 1 jaBHO
caonwTasarse fena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara nim ynotpebe fena y cBOM feny,
aKo ce HaBede WMe ayTopa Ha HauuH ofpefieH oA CTpaHe ayTopa Wi pagaoua
ruueHLe. OBa niueHLa A03BorbaBa kKoMepumjanty ynoTpeby ena.

6. AyTOpcTBO - [AenuTu nog WCTUM  ycroBuma. [lo3eorbaBate YMHOXaBar-e€,
AMCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caoniuTaBake Aena, v npepage, ako ce Hasene yme ayTopa Ha
HauMH oapeleH op CTpaHe ayTopa unM [aBaoua nuueHue v ako ce npepaga
aucTpubympa noA WCTOM WM CIIMHYHOM  NULEHLIOM. OBa nuleHua [03BOSbaBa
komepuujanHy ynoTpeby pena v npepaga. CnuuHa je codTBepckMM nuueHLama,
OIHOCHO NiLieHLaMa OTBOpeHor Koza.
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