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СПИСАК СКРАЋЕНИЦА 

 

10-HDA  10-хидрокси-2-деканоичнa киселинa 

2-ME   2-меркаптоетанол 

5-ASA  5-аминосалицилна киселина 

cDC   мијелоидне или конвенционалне дендритске ћелије 

CG  катепсин G 

CGD   хронична грануломатозна болест  

Con A   конканавалин А 

cpm   број откуцаја у минуту  

DC  дендритске ћелије 

DCFH-DA  2′,7′-дихлородихидро-флуоресцеин диацетат 

DHR   дихидрородамин 123 

DNK   дезоксирибонуклеинска киселина 

DNKaza  дезоксирибонуклеаза 

DPI   дифенилен-јодонијум 

DTNB   5,5-дитио-бис (2-нитробензоева киселина)  

FCS   фетални телећи серум 

FITC   флуоресцеин изотиоцијанат 

fMLP  N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланин 

G-CSF  фактор стимулације колонија гранулоцита 

GM-CSF  фактор стимулације колонија гранулоцита и макрофага  

GSH   глутатион 

H2O2  водоник-пероксид 

HBSS  Хенксов пуферисани физиолошки раствор 

HO•  хидроксилни радикал 

HOCl   хипохлорна киселина 

HUVEC  хумане ендотелне ћелије умбиликалне вене 

IFN-γ   интерферон γ 

Ig   имуноглобулин 

IKKα   IκB киназа алфа 

IL   интерлеукин 



 

ii 

 

IRF-8  регулаторни фактор интерферона 8 

KPE   калијум-фосфатни пуфер са EDTA 

LPS   липополисахарид 

MFI   средња вредност интензитета флуоресценце 

MLR   реакција мешаних леукоцита  

MoDC  дендритске ћелије моноцитног порекла  

MPO   мијелопероксидаза 

MRJP   главни протеин матичног млеча  

NADH  редуковани никотинамид аденин динуклеотид  

NADPH  редуковани никотинамид аденин динуклеотид фосфат 

NBT  p-нитроблутетразолиум хлорид 

NE  неутрофилна еластаза 

NET   неутрофилне екстраћелијске замке 

NF-κB  нуклеарни фактор κB  

opZy  опсонизовани зимозан 

OVA   овалбумин 

PBMNC  мононуклеарне ћелије периферне крви 

PBS   пуферисани физиолошки раствор 

pDC   лимфоидне или плазмацитоидне дендритске ћелије 

PE   фикоеритрин  

PG   простагландин 

PHA   фитохемаглутинин 

PI   пропидијум јодид 

PI3K   фосфатидилинозитол 3-киназе  

PMA   форбол-12-миристат-13-ацетат  

PMS   феназин метосулфат 

PR3  протеиназа 3  

rpm   број обртаја у минуту  

SD   стандардна девијација 

SDS   натрујум-додецил-сулфата 

SLE   системски еритемски лупус 

SOD   супероксид дизмутаза 

TCR   Т ћелијски рецептор  
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TGF-β  фактор трансформације раста β 

Th   T „helper” лимфоцити 

TLR   рецептори слични Toll-у  

TNF-α  фактор некрозе тумора  

VEGF   фактор раста васкуларног ендотела 

О2
•¯  супероксид анјон радикал 

Тreg   регулаторни Т лимфоцити 

 

  



 

iv 

 

САЖЕТАК 

 10-хидрокси-2-деканоична киселина (10-HDA) је јединствена и 

најзаступљенија незасићена масна киселина матичног млеча. Иако први научни 

радови о овој масној киселини датирају још од педесетих година прошлог века, 

досадашња истраживања, углавном на in vitro анималним моделима, су показала 

њено анти-инфламаторно својство. Међутим, веома мало се зна о њеној 

имуномодулаторној и антиоксидативној улози. Стога смо ми у овој студији 

испитивали ефекат 10-HDA на функције хуманих ћелија имунског система in vitro, 

као и њено потенцијално антиоксидативно својство.  

 Добијени резултати су показали да је 10-HDA у милимоларним 

концентрацијама (1mМ и 2mМ) инхибирала оксидативни прасак хуманих 

неутрофила периферне крви стимулисаних форбол-12-миристат-13-ацетатом (PMA), 

N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланином (fMLP) или опсонизованим 

зимозаном (opZy) у култури. Осим тога, ова масна киселина је у истим 

концентрацијама инхибирала како спонтану, тако и PMA, fMLP и opZy индуковану 

апоптозу, али и интензитет PMA узроковане NEToze (енгл. Neutrophil Extracellular 

Traps) хуманих неутрофила. 

 У културама хуманих мононуклеарних ћелија периферне крви (PBMNC) 

стимулисаним фитохемаглутинином (PHA) 10-HDA је у концентрацији од 500µМ 

испољила претежно супресивни ефекат на пролиферацију PBMNC. Овај процес је 

био праћен смањеном продукцијом интерлеукина (IL)-2. У истој концентрацији, 10-

HDA је инхибирала секрецију IL-1β и фактора некрозе тумора (TNF)-α. 

Анализирајући цитокински Т „helper“ (Th) профил у овим културама показано је да 

је 10-HDA, у концентрацији од 500µМ, инхибирала Th1 и Th2 поларизацију 

имунског одговора, а није значајније модулисала Th17 имунски одговор. 

 Такође, у овој студији је испитиван утицај 10-HDA на матурацију и функцију 

хуманих дендритских ћелија моноцитног порекла (MoDC). 10-HDA је, у 

концентрацији од 500µМ, инхибирала матурацију MoDC стимулисаних 

липополисахаридом (LPS). Овако стимулисане МоDC су продуковале мање 

количине IL-12, IL-18 и TNF-α, и инхибирале Th1 и Th2 поларизацију имунског 

одговора, што је закључено на основу смањења концентрације интерферона (IFN)-γ 
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и IL-4 у супернатантима ко-култура 10-HDA-третираних МоDC и алогених CD4+ T 

лимфоцита периферне крви. Насупрот овим резултатима, 10-HDA је, у ниској 

концентрацији (50µМ), стимулисала Th1, а инхибирала Th2 имунски одговор. 

 Испитујући антиоксидативно својство 10-HDA, на експерименталним 

моделима без ћелија, у којима се реактивне кисеоничне врсте продукују чисто 

хемијским путем, показано је да ова масна киселина, у милимоларним 

концентрацијама (1mM-4mM), има способност да „сакупља“, односно реагује са 

супероксид анјон радикалом и хипохлорном киселином и тако смањује њихово 

реактивно деловање.  

 На основу добијених резултата може се закључити да 10-HDA испољава 

дозно-зависан ефекат на одговор хуманих имунских ћелија in vitro, при чему у 

високим концентрацијама (0,5mM-2mM) делује инхибиторно, а у ниским 

концентрацијама (50µМ) благо стимулаторно. Такође, показано је да 10-HDA у 

милимоларним концентрацијама (1mM-4mM) испољава директно антиоксидативно 

својство.   

Кључне речи: 10-хидрокси-2-деканоична киселина, неутрофили, мононуклеарне 

ћелије периферне крви, дендритске ћелије моноцитног порекла, имуномодулаторна 

активност, антиоксидативна активност 

  



 

vi 

 

ABSTRACT 

 10-hydroxy-2-decanoic acid (10-HDA) is unique and the most common fatty acid 

of royal jelly. Although the first scientific papers about this fatty acid originate from fifties 

of the last century, very little is known about its immunomodulatory and antioxidative 

activity. Therefore, we examined the effects of 10-HDA on the function of human immune 

cells in vitro, as well as its potential antioxidative properties. 

 The obtained results showed that 10-HDA at millimolar concentrations (1mM and 

2mM) inhibited oxidative burst of human peripheral blood neutrophils stimulated with 

phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine 

(fMLP) or opsonized zymosan (opZy) and neutrophil extracellular traps formation induced 

by PMA. In addition, 10-HDA at the same concentrations inhibited spontaneous apoptosis, 

as well as PMA-, fMLP- and opZy-induced apoptosis of neutrophils.   

 10-HDA, at concentration of 500µM, inhibited the proliferation of 

phytohaemagglutinin-activated human peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs), 

and the process was followed by a decrease in the production of interleukin 2 (IL-2). At 

the same concentration, 10-HDA inhibited the production of IL-1β and tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) by stimulated PBMNCs. Regarding T helper (Th) cytokine profile, 

higher concentration of 10-HDA (500µM), in contrast to the lower one (50µM), inhibited 

both Th1 and Th2 responses, whereas the Th17 response was not significantly modulated, 

as judged by the levels of interferon-γ (IFN-γ), IL-5 and IL-17A in culture supernatants, 

respectively.  

 The effect of 10-HDA on maturation and functions of human monocyte-derived 

dendritic cells (MoDCs) was also investigated. A lower dose (50 µM) stimulated T helper 

(Th)1 and down-regulated Th2 immune responses, as judged by the levels of IFN-γ and 

IL-4, respectively, in supernatants of 10-HDA-treated MoDCs cultivated with allogeneic 

CD4+ T cells. In contrast, a higher dose of 10-HDA (500 µM) inhibited maturation of 

lipopolysaccharide (LPS)-stimulated MoDCs. Such treated MoDCs produced lower levels 

of IL-12, IL-18 and TNF-α and down-regulated both Th1 and Th2 immune responses. 

Examining the antioxidant properties by using cell-free systems, we demonstrated that 10-

HDA at millimolar concentrations is a scavenger of superoxide anion radical and HOCl.   
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 In conclusion, our results suggest that 10-HDA exerts different activity on human 

immune cells, depending on applied concentrations, which is important when considering 

its therapeutic immunomodulatory property. In addition, it was shown that 10-HDA, at 

millimolar concentrations, exerts direct antioxidant properties. 

Key words: 10-hydroxy-2-decenoic acid, neutrophils, peripheral blood mononuclear cells, 

monocyte-derived dendritic cells, immunomodulatory activities, antioxidant properties 
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 Сведоци смо изразитог пораста броја истраживача и научних часописа који 

се баве проучавањем хране и начина њеног утицаја на одржавање здравља људи и 

лечење болести. Стога је досадашњи класични концепт „адекватне исхране“ 

(исхрана која задовољава енергетске потребе организма) замењен новим концептом 

„оптималне исхране“ који подразумева, поред адекватне исхране и коришћење 

хране која делује благотворно на здравље и смањује ризик од развоја болести. Таква 

храна се назива „функционална храна“ (енгл. functional foods) (Nagai и сар., 2006, 

Viuda-Martos и сар., 2008)  

 Концепт „функционалне хране“ је први пут уведен у Јапану средином 1980-

их, а односи се на храну која делује благотворно на здравље и смањује ризик од 

болести, док се сам термин "функционална храна" први пут појавио у раду 

Swinbanks и O'brien (1993). Међутим, сазнања о постојању везе између хране и 

болести нису нова, већ потичу из старих времена када је у древним ведским 

текстовима из Индије и традиционалне кинеске медицине наведено оријентално 

филозофско схватање да "лек и храна имају заједничко порекло" (Henry, 2010, 

Serafini и сар., 2012).  

 Термин „функционална храна“ је у суштини маркетиншки и на глобалном 

нивоу није регулисан законом (осим у појединим земљама као што је Јапан), па и 

дефинисање самог појма није усаглашено у свету. Међу различитим дефиницијама, 

може се издвојити она коју је дао европски део Интернационалног институтa 

природних наука (енгл. International Life Science Institute – ILSI, Europe), а која 

дефинише „функционалну храну“ као „прехрамбени производ који заједно са 

основним хранљивим особинама има благотворно дејство на једну или више 

функција људског организма, доприносећи било побољшању општег и физичког 

стања и/или смањењу ризика од развоја болести“ (1999, Henry, 2010, Ballali и 

Lanciai, 2012).  

 „Функционална храна“, са својим специфичним здравственим ефектима, 

представља нови начин размишљања о односима између хране и здравља у 

свакодневном животу (Ballali и Lanciai, 2012). Она може бити: 1) природна храна; 2) 

храна којој је нека компонента додата како би постала „функционална“, на пример 

омега-3 масне киселине, витамини, пробиотици, влакна, биоактивни пептиди и 
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фитостероли; 3) храна из које је нека компонента уклоњена, на пример масти; 4) 

храна где је једна или више компоненти модификовано или 5) било која од ових 

комбинација (Henry, 2010).  

 Матични млеч је храна, која неоспорно поседује елементе функционалности 

што је документовано у бројним научним часописима и део је вишевековне 

традиционалне медицине.  

Матични млеч 

 Матични млеч је вискозна, желатинозна супстанца млечно-беле боје коју 

пчеле радилице (лат. Apis mellifera) продукују у хипофарингеалним и 

мандибуларним жлездама и користе за храњење матице и њених ларви. Матица се 

храни матичним млечом током целог живота, док пчеле радилице користе матични 

млеч само прва три дана у току периода ларве. С обзиром да не постоји генетска 

разлика између матице и пчела радилица, матични млеч је главни фактор који 

узрокује диференцијацију ларве у матицу, а не у пчелу радилицу (Kucharski и сар., 

2008, Bogdanov, 2011, Pavel и сар., 2011, Ramadan и Al-Ghamdi, 2012, Orsolic, 2013). 

Kamakura (2011) је јасно показао да диференцијацију ларви пчела у матицу узрокује 

протеин ројалактин (молекулске масе 57 kDa), присутан у матичном млечу. 

Ројалактин повећава величину тела и подстиче развој јајника код пчела 

механизмима који укључују повећану активност MAP киназа (енгл. mitogen-

activated protein kinase).  

Хемијске особине матичног млеча 

 Матични млеч је делимично растворљив у води густине 1,1g/ml и киселе pH 

вредности (pH 3,4-4,5). Хемијски састав матичног млеча је веома сложен (Табела 1) 

и однос супстанци које улазе у његов састав умногоме зависи од регионалних и 

сезонских услова. Свеж матични млеч чине вода (60-70%), протеини (10-18%), 

угљени хидрати (9-15%), липиди (3-8%), соли K, P, S, Na, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Mn 

(0,7-1,5%) и мале количине витамина као што су рибофлавин, тиамин, ниацин, 

пиридоксин, фолна киселина, пантотенска киселина и витамин C (Bogdanov, 2011, 

Ramadan и Al-Ghamdi, 2012, Orsolic, 2013). Поред тога у матичном млечу су 
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пронађени неки ензими (каталаза, амилаза, инвертаза, кисела фосфатаза), 

неуротрансмитери (ацетилхолин, холин) и полни хормони (естрадиол, тестостерон, 

прогестерон) (Orsolic, 2013). Лиофилизирани матични млеч садржи мање од 5% 

воде, 27-41% протеина, 22-31% угљених хидрата и 15-30% масти (Ramadan и Al-

Ghamdi, 2012).  

Табела 1. Хемијски састав матичног млеча 

Вода 60-70% 

Протеини 10-18% 

Угљени хидрати 

фруктоза 

глукоза 

сахароза 

9-15% 

3-13% 

4-8% 

0,5-2% 

Липиди 

10-хидрокси-2-деканоичнa киселинa 

3-8% 

>1.4% 

Витамини 

ниацин  

пиридоксин 

тиамин 

рибофлавин 

пантотенска киселина 

фолна киселина 

биотин 

mg/100g 

4,5-19 

0,2-5,5 

0,1-1,7 

0,5-2,5 

3,6-23 

0,01-0,06 

0,15-0,55 

Минерали 

калијум 

калцијум 

магнезијум 

цинк 

гвожђе 

бакар 

mg/100g 

200-1000 

25-85 

20-100 

0,7-8 

1-11 

0,33-1,6 

pH 3.4-4.5 
Модификовано према Bogdanov (2011) 

 Протеини представљају једну од најзначајнијих компоненти матичног млеча 

(Schmitzova и сар., 1998). Више од 80% протеина матичног млеча су солубилни 

протеини (Rosmilah и сар., 2008, Ramadan и Al-Ghamdi, 2012). Протеин матичног 

млеча који је први откривен, уједно и најзаступљенији, назван је главни протеин 

матичног млеча 1 (енгл. major royal jelly protein 1 - MRJP1). Ова терминологија се 
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примењивала за сваки новооткривени протеин матичног млеча, тако да је до сада 

идентификовано девет протеина (MRJP1-9) (Scarselli и сар., 2005, Buttstedt и сар., 

2014). Поред ових “главних“ протеина, у матичном млечу су откривени бројни 

други протеини (укупно 37) који углавном имају улогу у транспорту липида и у 

метаболизму угљених хидрата, као што су глукозо-оксидаза, глукозо-дехидрогеназа, 

прекурсор α-глукозидазе итд. (Han и сар., 2011). MRJP1-5 чине око 90% протеина 

матичног млеча и имају углавном нутритивну улогу. Приликом синтезе ови 

протеини подлежу различитим посттранслационим модификацијама 

(фосфорилација, метилација, гликозилација) што им одређује функцију. Због тога, 

постоје различите изоформе протеина који се разликују по молекулској маси, што је 

довело до тога да исти протеин има већи број назива у литератури (Табела 2). 

MRJP1 је најзаступљенији (око 48% укупних растворљивих протеина матичног 

млеча), слабо кисели гликопротеин који ствара олигомере од 350 kDa или 420 kDa, 

док су MRJP 2, 3, 4 и 5 гликопротеини од 49 kDa, 60 kDa до 70 kDa, 60 kDa и 80 kDa 

(Okamoto и сар., 2003, Albert и Klaudiny, 2004, Bogdanov, 2011, Pavel и сар., 2011, 

Ramadan и Al-Ghamdi, 2012, Orsolic, 2013, Buttstedt и сар., 2014).  

 У липидној фракцији матичног млеча највећи удео имају масне киселине, 

углавном у слободној форми, а ређе у облику естара (Li и сар., 2013). Масне 

киселине матичног млеча се могу класификовати према молекулској структури на 

шест поткласа: 1) праволанчане масне киселине, као што је валеријанска; 2) 

незасићене масне киселине, као што је 2- деканоична киселина; 3) хидрокси масне 

киселине, као што је 10-хидрокси-2-деканоична киселина; 4) оксо-масне киселине, 

као што је 11-оксо додеканоична киселина; 5) дикарбоксилне масне киселине, као 

што је октан(-1,8-)-диоична киселина; 6) масне киселина са метил гранањем, као 

што је 2-метилбутанска киселина (Li и сар., 2013). До сада је детектовано око 94 

слободних масних киселина у матичном млечу, а најзаступљенија је 10-хидрокси-2-

деканоичнa киселинa (10-HDA) са уделом од око 70% у укупној липидној фракцији 

матичног млеча (Antinelli и сар., 2003, Li и сар., 2013). Поред 10-HDA, још шест 

масних киселина су у већем проценту заступљене и то: 8-хидрокси октаноична 

киселина (~4.9% од липидног екстракта матичног млеча), 3-хидроксидеканоична 

киселина (1.2%), 3,10-дихидроксидеканоична киселина (5.9%), 9-хидрокси-2-

деканоична (1.7%), 1,10-декандиоична киселина (3.3%), и 2-децен(-1,10-)диоична 
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киселина (4.1%). Већина масних киселина у матичном млечу су средње-ланчане 

масне киселине, које могу имати хидроксилну групу на крају или у средини ланца, 

могу да буду са моно- или дикарбоксилном групом и засићене или мононезасићене у 

позицији 2 (Li и сар., 2013). 

Табела 2. Различита имена главних протеина матичног млеча 

MRJP1 56 kDa протеин 

57 kDa протеин 

Апалбумин 1 

D III протеин  

p56kP-4 

RJP-1 

RJP-3 

RJPX 

Ројалактин 

MRJP2 50 kDa протеин 

55 kDa глико-протеин матичног млеча 

(RJGP) 

Апалбумин 2 

MRJP3 64 kDa протеин 

Апалбумин 3 

RJP-1 

RJP57-1 

MRJP4 RJP-2 

RJP57-2 

Модификовано према Buttstedt и сар. (2014) 

 Поред слободних масних киселина из матичног млеча је изоловано и 

једанаест естара масних киселина и то: два циклична естра, D-окталактон и D-

декалактон; један естар фосфорне киселина, 10-HDA фосфат; два глукозидна естра; 

и шест хетеродимера и хетерополимера (Li и сар., 2013). 
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 Матични млеч садржи и мале количине стерола. Укупно је у матичном млечу 

детектовано 22 слободна и естерификована стерола. Стероли из матичног млеча 

могу се класификовати у три поткласе: (1) холестерол и деривати; (2) холестерил 

естри као што је 24-метилен холестерол; (3) фитостероли и деривати, као што је 

изофукастерол (Li и сар., 2013). 

 Угљени хидрати чине око 30% суве материје матичног млеча. Као и у меду, 

моносахариди, фруктоза и глукоза су главни шећери и у зависности од старости и 

пчелиње хране заједно чине 90 % укупних шећера. Сахароза је увек присутна, али 

често у веома променљивим концентрацијама (Lercker и сар., 1986). Такође, могуће 

је присуство олигосахарида као што су трехалоза, малтоза, гентибиоза, изомалтоза, 

рафиноза, ерлоса и мелезитоза (Ramadan и Al-Ghamdi, 2012).  

Имуномодулаторни ефекти матичног млеча и његових компоненти 

 Имуномодулаторни ефекти матичног млеча су показани у бројним студијама, 

како у in vitro системима на хуманим и анималним ћелијским линијама, тако и in 

vivo, на животињама. Liu и сар. (1984) су показали да матични млеч појачава 

ћелијски имунски одговор код озрачених мишева. Сличан имуностимулаторни 

ефекат је показан и на мишевима имунизованим овчијим еритроцитима (Sver и сар., 

1996). Матични млеч је стимулисао продукцију антитела и пролиферацију 

имунокомпетентних ћелија код имунизованих мишева. Међутим, ови аутори су 

показали и имуносупресиван ефекат матичног млеча на продукцију антитела од 

стране Т-зависних B лимфоцита. Kohno и сар. (2004) су проучавајући утицај 

матичног млеча на мишје макрофаге стимулисане липополисахаридом (LPS) и 

интерфероном (IFN)-γ закључили да матични млеч инхибира продукцију 

проинфламаторних цитокина (фактор некрозе тумора (TNF)-α, интерлеукин (IL)-6 и 

IL-1) не утичући на вијабилност ових ћелија. Други аутори су, такође, показали да 

матични млеч не утиче на продукцију IL-10, главног цитокина са супресорским 

деловањем (Sabat и сар., 2010). Гашић и сар. (2007) су испитивали 

имуномодулаторни ефекат различитих компоненти матичног млеча користећи in 

vitro модел конканавалином А (Con A) индуковане пролиферације пацовских Т 

лимфоцита. Ови аутори су показали да водени екстракт матичног млеча у ниским 

концентрацијама од 5µg/ml - 25µg/ml стимулише пролиферацију Т лимфоцита 
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слезине. Ова стимулација је корелирала са повећаном продукцијом IL-2, једног од 

најважнијих фактора раста Т лимфоцита (Boyman и Sprent, 2012). Насупрот овим 

резултатима, веће концентрације воденог екстракта матичног млеча (75µg/ml и 

100µg/ml) су инхибирале пролиферацију Т лимфоцита индуковану Con A. Овај 

инхибиторни ефекат је био праћен смањењем секреције IL-2, као и смањењем 

продукције азот оксида.  

 Да би сагледали ефекте матичног млеча на аутоимуност, Mannoor и сар. 

(2009) су испитивали његов утицај на (NZB x NZV)F1 мишевима, који спонтано 

развијају многе манифестације болести које се појављују код особа са системским 

еритемским лупусом (SLE). Орална примена матичног млеча код ових мишева 

одложила је појаву болести, што је закључено на основу степена оштећења бубрега, 

али и значајно продужила њихов животни век. Такође, код ових мишева детектована 

је смањена концентрација IL-10 у серуму, смањен број аутореактивних B лимфоцита 

у слезини као и нижа концентрација аутоантитела усмерених на једноланчану и 

дволанчану дезоксирибонуклеинску киселину (DNK). Ови резултати указују да 

матични млеч може бити од користи за особе у ризику за развој SLE, као и за 

пацијенте у раним фазама болести. Karaca и сар. (2010) су показали, користећи 

експериментални модел за акутни улцерoзни колитис где се запаљење изазива 

сирћетном киселином, да матични млеч може да спречи настанак колитиса код 

пацова. У овој студији, орално давање матичног млеча је смањило број мастоцита и 

површину ерозије колона. Поред анималних in vivo модела, анти-инфламаторни 

ефекти матичног млеча су показани и in vitro, на ћелијама као што је ћелијска линија 

периодонталног лигамента (MPDL22 ћелије) (Yanagita и сар., 2011). Матични млеч 

је инхибирао продукцију IL-6 и хемокинског лиганда CXCL10 од стране MPDL22 

стимулисаних LPS порекла Porphiromonas gingivalisа. У истој студији је показано да 

матични млеч смањује експресију CD54 молекула на овим ћелијама. Ефекти 

матичног млеча на аутоимуност у Грејвсовој (енгл. Graves) болести, орган 

специфичној аутоимунској болести, испитивани су на лимфоцитима периферне крви 

шест пацијената са Грејвсовом болешћу (Erem и сар., 2006). Матични млеч је 

узроковао повећање концентрације IFN-γ и смањење концентрације TNF-α у 

супернатантима ћелијских култура лимфоцита. Такође, наглашено је да је матични 
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млеч смањио продукцију антитела усмерених на рецептор за тиростимулишући 

хормон у овим супернатантима. 

 Дејство матичног млеча је до сада испитивано на неколико модела тумора 

као што су Ерлихов тумор, леукемија AKR мишева, 6C3HED лимфосарком, сарком 

180, TA3 карцином дојке, L1210 и P388 лимфатичне леукемије (Tamura и сар., 1987, 

Orsolic и сар., 2003, Oršolić и сар., 2005, Nakaya и сар., 2007, Orsolic и сар., 2007). 

Grad и сар. (1961) су показали да свакодневно парентерално давање 0,1 ml матичног 

млеча значајно смањује животни век мишева са Ерлиховим тумором или са 

трансплантираном лимфном леукемијом из AKR мишева. Насупрот томе, иста доза 

убризгавана једном недељно је значајно продужавала живот леукемичних AKR 

мишева. Истраживања која су спровели Оршолић и сар. (2003, 2005, 2007) су 

показала да матични млеч није утицао на формирање метастаза карцинома дојке и 

фибросаркома индукованог метилхолантреном код CBA мишева, када се даје 

интраперитонеално или субкутано. Међутим, истовремено интравенско давање 

матичног млеча и туморских ћелија је инхибирало формирање метастаза. Такође, 

матични млеч је ефикасно инхибирао раст два мишја тумора: Ерлиховог солидног 

тумора и саркома 180 (Tamura и сар., 1987), као и стимулаторни ефекат бисфенола А 

на раст MCF-7 ћелија (ћелијска линија хуманог карцинома дојке) (Nakaya и сар., 

2007). 

 Најчешћи нежељени ефекти при конзумирању матичног млеча су алергијске 

реакције (Pavel и сар., 2011). Срећом, тешке алергијске реакције на матични млеч су 

ретке. До сада је објављено само око 20 случајева у свету (Katayama и сар., 2008). 

Након оралне примене матичног млеча, алергијске реакције могу да варирају од 

мањих поремећаја (лакше гастроинтестиналне тегобе, уртикарија) до тешких 

реакција, укључујући акутни астматични напад, анафилактички шок (Leung и сар., 

1995, Peacock и сар., 1995, Thien и сар., 1996, Leung и сар., 1997, Lombardi и сар., 

1998, Takahama и Shimazu, 2006, Katayama и сар., 2008), интестинално крварење па и 

смрт (Bullock и сар., 1994). Висока преваленца позитивних кожних тестова на 

матични млеч је присутна међу особама које су атопијске конституције (Leung и 

сар., 1997). Истражујући главне алергене матичног млеча, користећи серуме 

преосетљивих пацијената, Rosmilah и сар. (2008) су показали да су главни 
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имуноглобулин (Ig) E везујући протеини млеча MRJP1 и MRJP2. Такође, они су 

показали да су испитаници са клиничком сликом алергије на матични млеч имали у 

серуму IgE антитела на 15 протеина матичног млеча. 

 Упркос томе што може код предиспонираних особа да изазове алергијске 

реакције, показано је да матични млеч испољава антиалергијски ефекат на 

животињским моделима алергијских болести (Oka и сар., 2001, Taniguchi и сар., 

2003). Oka и сар. (2001) су проучавали антиалергијски ефекат оралне примене 

матичног млеча на DNP-KLH имунизованим мишевима (Dinitrophenol-Keyhole 

Limpet Hemocyanin). Матични млеч је смањио продукцију антиген-специфичних IgE 

и инхибирао ослобађање хистамина из мастоцита, што је довело да изостанка 

реакција I типа преосетљивости на кожи ува третираних животиња. Осим тога, ова 

студија је показала да је матични млеч усмерио имунски одговор са T “helper” (Th) 2 

на Th1. Наиме, у CD4+ T лимфоцитима добијеним из DNP-KLH мишева детектована 

је повећана продукција IFN-γ и смањена продукција IL-4. Поред тога, матични млеч 

је смањио експресију информационе рибонуклеинске киселине (iRNK) за IL-12p40 и 

инхибирао продукцију простагландина (PG) E2 у макрофагима DNP-KLH мишева. 

Орална примена матичног млеча код NC/Nga мишева третираних пикрил хлоридом 

је спречила развој кожних лезија сличних атопијском дерматитису и инхибирала 

TNP-специфичну продукцију IFN-γ од стране спленоцита (Taniguchi и сар., 2003). 

Интраперитонеална апликација матичног млеча је смањила продукцију овалбумин 

(OVA) специфичних IgG1 и IgE антитела и инхибирала продукцију IL-4, IL-5, IL-10 

и IFN-γ од стране OVA стимулисаних спленоцита изолованих из OVA/Alum-

имунизованих BALB/c мишева (Kataoka и сар., 2001). 

 Имуномодулаторно дејство протеина матичног млеча, као најзаступљеније 

компоненте матичног млеча је изучавано у бројним студијама. Неке од њих, у 

којима су коришћени укупни протеини матичног млеча, су показале њихов 

стимулаторни ефекат на пролиферацију ћелија јетре пацова и ћелија хумане 

мијелоидне ћелијске линије (U-937) (Watanabe и сар., 1996, Watanabe и сар., 1998, 

Kamakura и сар., 2001, Kamakura, 2002). У другим студијама су испитивани ефекти 

појединачних протеина матичног млеча. Показано је да MRJP1 и MRJP2 стимулишу 

продукцију TNF-α од стране мишјих перитонеалних макрофага (Simuth и сар., 2004, 
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Majtan и сар., 2006). Такође, MRJP1 повећава експресију iRNK за TNF-α у хуманим 

кератиноцитима (Majtan и сар., 2010). Насупрот овим имуностимулаторним 

ефектима MRJP1 и MRJP2, Kohno и сар. (2004) су показали да MRJP3 супримира 

продукцију TNF-α од стране мишјих перитонеалних макрофага стимулисаних LPS и 

IFN-γ. Исти аутори су показали и анти-алергијски ефекат овог протеина in vitro и in 

vivo (Okamoto и сар., 2003). In vitro експерименти су показали да MRJP3 инхибира 

продукцију IL-2, IL-4 и IFN-γ од стране Т лимфоцита слезине OVA/alum-

имунизованих мишева стимулисаних анти-CD3 антителом. Смањена продукција 

цитокина је била праћена и инхибицијом пролиферације ових ћелија. In vivo је 

показано да интраперитонеално давање MRJP3 OVA/alum имунизованим мишевима 

смањује концентрацију анти-OVA алерген специфичних IgE и IgG1 антитела у 

серуму и повећава концентрацију анти-MRJP3 IgG1 антитела. Такође, третирање 

овог протеина повишеном температуром смањује његову антигеност, али задржава 

његову способност да инхибира продукцију OVA специфичних антитела. Може се 

рећи да је MRJP3 доминантан имуномодулаторни протеин матичног млеча са 

имуносупресивним и антиинфламаторним ефектима. 

 Поред имуномодулаторне, у неколико студија је описана и антиоксидативна 

активност матичног млеча. Матични млеч утиче на апоптозу и степен оксидативнога 

стреса у ћелијама јетре и бубрага пацова третираних хемотерапеутиком 

цисплатином (Karadeniz и сар., 2011). Профилактичко давање матичног млеча 

значајно смањује количину малондиалдехида у ћелијама јетре и бубрага третираних 

пацова. Позитивни ефекат матичног млеча на антиоксидативни заштиту видљив је и 

у повећању количине глутатиона, као и већој активности глутатион пероксидазе, 

глутатион–S–трансферазе и супероксид дизмутазе (SOD) у јетри и бубрезима ових 

животиња (Karadeniz и сар., 2011). Орално давање матичног млеча, смањује 

токсичност угљентетрахлорида код Sprague-Dawley пацова тако што редукује 

липидну пероксидацију у ткивима и крви, снижава повећане активности ензима 

јетре у серуму и појачава ендогени антиоксидативни капацитет (Cemek и сар., 2010) 

Осим тога, матични млеч спречава штетно дејство парацетамола и кадмијума на 

ћелије јетре мишева инхибирајући липидну пероксидацију и деплецију глутатиона, 

као и пермеабилност ћелијске мембране и мутагеност кадмијума (Çavuşoğlu и сар., 

2009, Kanbur и сар., 2009, Cemek и сар., 2010).   
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Биолошка активност 10-HDA 

 10-HDA је мононезасићена, хидроксилна, средњеланчана масна киселина са 

уделом од око 70% у укупној липидној фракцији матичног млеча (Li i sar) (слика 1). 

Ова масна киселина је у природи присутна само у матичном млечу; нема је чак ни у 

другим пчелињим производима (Melliou и Chinou, 2014). Због своје јединствености 

10-HDA је проучавана кроз велики број студија које су показале њене различите 

биолошке функције. 

 

Слика 1. Хемијска структура 10-HDA 

 Естрогена активност. Матични млеч се традиционално користи за 

побољшање постменопаузалних симптома (Cherniack, 2010). Наиме, клиничке 

студије су потврдиле корисне ефекте матичног млеча на хормонски дисбаланс код 

жена у менопаузи [ 47 , 48]. Mishima и сар. (2005) су показали да матични млеч 

испољава естрогену активност in vitro и in vivo тако што стимулише пролиферацију 

естроген-сензитивних MCF-7 ћелија (хумана ћелијска линија тумора дојке). Аутори 

су такође установили да поједине компоненте матичног млеча могу да се вежу за 

рецепторе за естроген и показали су да је 10-HDA кључна компонента матичног 

млеча која испољава естрогену активност. Suzuki и сар. (2008) су показали да 

естрогену активност у матичном млечу, поред 10-HDA, испољавају и 10-хидрокси 

деканоична киселина и 24-метиленхолестерол. Ове липидне компоненте активирају 

транскрипцију гена, зависну од фактора који се активирају под дејством естрогена, и 

стимулишу пролиферацију MCF-7 ћелија, звисну од рецептора за естроген. Такође, 

они су показали да субкутана апликација ових липидних компоненти матичног 

млеча изазива благу хипертрофију луминалног епитела утеруса код полно незрелих 

женки пацова. Агонистички и антагонистички ефекти масних киселина из матичног 

млеча на α и β естрогене рецепторе су проучавани in vitro користећи ћелијске линије 

које испољавају ове рецепторе (Moutsatsou и сар., 2010). Показано је да 10-HDA и 
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3,10-дихидроксидеканоична киселина испољавају слабу агонистичку активност 

према естрогеном рецептору β (али не и за α) у MCF-7 ћелијама. Насупрот томе, ове 

масне киселине имају агонистички ефакат на естрогени рецептор α (не и на β) у 

HeLa ћелијама. Међутим, у присуству 17β-естрадиола оне испољавају 

антагонистички ефекат на дејство овог хормона који је посредован механизмом 

компетитивне инхибиције. Аутори су ову инхибицију објаснили тиме што 10-HDA 

(али не и друге масне киселине) има способност везивања за лиганд-везујуће домене 

на α и β естрогенским рецепторима чиме онемогућава везивање 17β-естрадиола.  

 Анти-туморска активност. Townsend и сар. (1959, 1960) су показали да 10-

HDA инхибира раст различитих туморских ћелија (AKR леукемије и три различите 

мишје ћелијске туморске линије) in vitro. Други аутори су испитивали ефекат ове 

масне киселине на ангиогенезу (Izuta и сар., 2009). Показали су да 10-HDA испољава 

инхибиторни ефекат на пролиферацију и миграцију хуманих ендотелних ћелија 

умбиликалне вене (HUVEC) стимулисаних фактором раста васкуларног ендотела 

(VEGF). С обзиром да је ангиогенеза један од кључних процеса у расту тумора, овај 

анти-ангиогени ефекат 10-HDA се може схватити као индиректна анти-туморска 

активност.  

 Подстицај продукције колагена. Koya-Miyata и сар. (2002) су показали да 

матични млеч стимулише фибробласте да продукују колаген. Касније су утврдили 

да је за овај ефекат матичног млеча одговорна његова солубилна фракција у којој је 

једина активна компонента 10-HDA (Koya-Miyata и сар., 2004). Показано је да ова 

масна киселина индукује продукцију фактора трансформације раста (TGF)-β, 

познатог стимулатора синтезе колагена (Narayanan и сар., 1989). Важност овог 

цитокина за поваћану продукцију колагена под дејством 10-HDA потврђена је 

коришћењем анти-TGF-β антитела која су у потпуности инхибирала синтезу 

колагена стимулисану овом масном киселином. 

 Епигенетска регулаторна активност. Spannhoff и сар. (2011) су испитивали 

да ли матични млеч испољава епигенетску регулаторну активност. Они су 

користили K-ras трансформисане NIH 3T3 ћелије у којима активирани Ras пут 

епигенетски смањује експресију про-апоптотског Fas гена (Peli и сар., 1999). 

Показали су да у овим ћелијама после третмана матичним млечом настаје 
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реактивација Fas гена. Такође су идентификовали 10-HDA као компоненту 

одговорну за овај ефекат матичног млеча и потврдили да испољава активност 

инхибитора хистон деацетилазе (енгл. histone deacetylase inhibitor – HDACi).  

 Модулација активности јонских канала. Terada и сар. (2011) су 

проучавали ефекат матичног млеча на активност TRPA1 (енгл. transient receptor 

potential ankyrin), неселективног катјонског канала. Они су показали да одређене 

врсте екстраката лиофилизираног матичног млеча повећавају пермеабилност 

калцијума у HEK293 које експримирају TRPA1. Ови аутори су такође показали да је 

10-HDA главна компонента која има способност активације овог јонског канала. 

 Неурогена активност. In vitro експерименти су показали да 10-HDA 

стимулише неурогенезу, а инхибира глиогенезу неуралних 

матичних/прогениторских ћелија. Насупрот томе, матични млеч подстиче 

диференцијацију у више врста можданих ћелија (неурона, астроцита и 

олигодендроцита) (Hattori и сар., 2007). Механизам којим 10-HDA регулише 

диференцијацију неуралних матичних/прогениторских ћелија је непознат, али се 

сматра да ова масна киселина слично делује као BDNF (енгл. brain-derived 

neurotrophic factor). Ito и сар. (2012) су, на мишјем моделу, показали да 

интраперитонеална апликација 10-HDA смањује ниво анксиозности и депресије 

индуковане стресом.  

 Имуномодулаторна улога. Досадашња истраживања углавном на in vitro 

анималним моделима су показала анти-инфламаторно својство 10-HDA. Две скорије 

студије на мишјој макрофагној ћелијској линији (RAW264) су потврдиле да 10-HDA 

инхибира продукцију азот оксида, као и IL-6 и TNF-α (Sugiyama и сар., 2012b, 

Takahashi и сар., 2012). Поред тога, Yang и сар. (2010) су показали да 10-HDA 

супримира продукцију матриксних металопротеиназа 1 и 3 фибробласта, 

изолованих од пацијената са реуматоидним артритисом. Истраживања спроведена у 

Институту за медицинска истраживања Војномедицинске академије на ћелијама 

пацова су показала да водени екстракт матичног млеча и 10-HDA имају 

имуномодулаторна својства (Gasic и сар., 2007, Vucevic и сар., 2007). Поред тога, 

литературни подаци о антиоксидативном деловању 10-HDA су веома оскудни. 

Наиме, постоји само једна in vitro студија у којој је приказано да претретман 
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хуманих дермалних фибробласта овом масном киселином смањује степен 

оксидативног стреса индукованог ултравиолетним А зрачењем (Zheng и сар., 2012).  

 С обзиром да се према доступним литературним подацима може видети да до 

сада није описан ефекат ове јединствене масне киселине матичног млеча на хумане 

дендритске ћелије (DC) и неутрофиле, предмет нашег истраживања, између осталог, 

био је да покажемо како 10-HDA делује на ове ћелије. Због тога ће у наредном делу 

увода бити описана физиолошка улога неутрофила и DC.  

Неутрофили 

 Неутрофили се константно стварају у костној сржи из мијелоидних 

прекурсора. Њихова дневна производња код људи може достићи и до 2x1011 ћелија 

(Borregaard, 2010). Процес развоја неутрофила је контролисан фактором 

стимулације колонија гранулоцита (G-CSF) (Lieschke и сар., 1994), који се углавном 

производи у одговору на IL-17А кога синтетишу Т лимфоцити (Ley и сар., 2006). С 

друге стране, ослобађање IL-17A је под контролом IL-23 кога продукују резидентни 

макрофаги и DC. Током инфламације број неутрофила у ткивима се повећава. 

Временом ове ћелије умиру апоптозом и уклањају их макрофаги и DC. Овај процес 

узрокује нисходну регулацију синтезе IL-23 у макрофагима и DC, што за последицу 

има смањење G-CSF (Stark и сар., 2005, Ley и сар., 2006, Amulic и сар., 2012, 

Kolaczkowska и Kubes, 2013).  

 Процес сазревања неутрофила је под контролом транскрипционих фактора 

(претежно PU.1 и C/EBPα–ζ) (Nerlov и Graf, 1998, Dahl и сар., 2003). Током 

сазревања, неутрофили пролазе кроз неколико фаза: мијелобласти, промијелоцити, 

мијелоцити, метамијелоцити и, на крају, полиморфонуклеарне (сегментиране) 

ћелије (Borregaard, 2010). Неутрофлне грануле се формирају током сазревања од 

промијелоцитне фазе. 

 Број циркулишућих неутрофила се разликује код људи и мишева. Код људи, 

50-70% циркулишућих леукоцита су неутрофили, док је код мишева овај проценат 

само 10-25% (Hampton и сар., 1998, Doeing и сар., 2003, Mestas и Hughes, 2004, 

Amulic и сар., 2012). Хумани неутрофили периферне крви имају просечни пречник 



Увод 

16 

 

од 7-10µm, једро им је сегментирано, а цитоплазма испуњена гранулама и 

секреторним везикулама (Borregaard, 2010). 

 Постоје три основна типа гранула у неутрофилима које се формирају током 

њиховог сазревања. Азурофилне грануле (познате и као пероксидаза-позитивне или 

примарне грануле) су највеће, величине око 0,3µm у пречнику и прве се формирају 

током сазревања неутрофила. Назив су добиле по способности да везују боју базног 

карактера, azure A, али и по томе што садрже мијелопероксидазу (MPO) (Nusse и 

Lindau, 1988, Lacy, 2005). Ове грануле такође садрже дефензине, лизозиме, BPI 

(енгл. bactericidal/permeability-increasing protein) и серин протеазе: неутрофилну 

еластазу (NE), протеиназу 3 (PR3) и катепсин G (CG) (Faurschou и Borregaard, 2003). 

Други тип гранула, специфичне (или секундарне) грануле, су мање (пречника око 

0,1µm), не садрже MPO, а карактерише их присуство гликопротеина лактоферина. 

Ове грануле се формирају касније од азурофилних гранула. Оне такође садрже доста 

антимикробних супстанци као што су NGAL, hCAP-18 и лизозим (Faurschou и 

Borregaard, 2003, Lacy, 2005). Трећи тип, желатиназне (терцијарне) грануле, такође 

су MPO-негативне, мање су од специфичних гранула и садрже бројне 

металопротеиназе, попут желатиназе и леуколизина. Оне се најкасније формирају у 

току развоја неутрофила (Borregaard и Cowland, 1997). Поред ова три типа гранула, 

неутрофили садрже и секреторне везикуле које се такође могу сматрати неком 

врстом неутрофилних гранула. За разлику од класичних гранула, оне се не одвајају 

од Голџијевог апарата, већ се формирају ендоцитозом на крају процеса сазревања 

неутрофила (Borregaard и сар., 2007).  

 При активацији неутрофила настаје мобилизација гранула и оне фузионишу 

или са плазма мембраном или са фагозомом, ослобађајући притом садржај 

(Borregaard и Cowland, 1997). Различите врсте гранула показују различиту склоност 

за мобилизацију у одговору на инфламаторне сигнале. Најтеже се мобилишу 

азурофилне, а затим специфичне и желатиназне грануле, и коначно, секреторне 

везикуле (Borregaard и сар., 1992, Kjeldsen и сар., 1992, Kjeldsen и сар., 1993, 

Sengelov и сар., 1993, Borregaard и сар., 1994, Amulic и сар., 2012). На месту 

инфламације постиже се потпуна активација неутрофила што изазива покретање 

оксидативног праска и мобилизацију азурофилних и специфичних гранула. Ове 

грануле, било да фузионишу са фагозомом или са плазма мембраном, ослобађајући 
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притом свој садржај, доприносе склапању NADPH оксидазе и продукцији 

реактивних кисеоничних врста (Jesaitis и сар., 1990). Дегранулација примарних и 

секундарних гранула доприноси стварању антимикробног миљеа на месту запаљења 

(Nauseef и Borregaard, 2014).  

 Неутрофили производе велики број пептида и протеина који директно или 

индиректно убијају микроорганизме (Табела 3). Ове антимикробне супстанце се 

могу сврстати у три групе: (а) катјонски пептиди и протеини који се везују за 

мембране микроорганизама; (б) ензими; (в) протеини који онемогућавају 

микроорганизме да користе есенцијалне хранљиве материје. У групу катјонских 

антимикробних пептида спадају дефензини и кателицидини, док су најзначајнији 

катјонски протеини BPI и хистони. Неутрофили углавном производе α-дефензине, 

који садрже велики број дисулфидних веза и чија структура, у зависности од 

околних утицаја, може да се мења појачавајући њихову активност (Schroeder и сар., 

2011). Најзначајнија функција α-дефензина је инхибиција синтезе ћелијског зида 

бактерија (Schneider и сар., 2010). Кателицидини, укључујући и најбоље проучен 

LL-37, настају протеолитичком разградњом већих протеина, а поред њихове 

антимикробне активности, могу да потенцирају активацију DC (Lande и сар., 2007). 

BPI је протеин који снажно везује LPS, изазивајући повећану бактеријску 

пермеабилност, хидролизу бактеријских фосфолипида и, на крају, смрт бактерија 

(Canny и Levy, 2008). Хистони су изузетно ефикасни у убијању микроорганизама и 

представљају једну од антимикробних супстанци неутрофила која је прва описана 

(Hirsch, 1958). Друга класа неутрофилних антимикробних супстанци обухвата 

велики број протеолитичких ензима који учествују у убијању микроорганизама. Ту 

спадају лизозим, који уништава бактеријски зид (Nash и сар., 2006) и неколико 

серин протеаза као што су PR3, CG, NE; познате као серпроцидини (Weinrauch и 

сар., 2002). Поред ових ензима постоји још један протеин који припада овој групи. 

То је азуроцидин, који не испољава протеолитичку активност, али има 

антимикробно дејство (Campanelli и сар., 1990). Трећу класу неутрофилних 

антимикробних супстанци чине протеини који имају способност да хелирају 

есенцијалне метале и на тај начин инхибирају раст бактерија. Лактоферин (везује 

гвожђе) и калпротектин (везује цинк) су два најважнија протеина ове класе 

(Weinberg, 1975, Corbin и сар., 2008).  
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Табела 3. Антимикробни пептиди и протеини неутрофила и механизам њиховог 

дејства 

Антимикробни 

пептиди и протеини 
Механизам антимикробног дејства 

Катјонски пептиди и протеини 

α-дефензини 

(HNP-1, HNP-2, HNP-

3, HNP-4) 

− Пермеабилизација мембране 

− Инхибиција синтезе DNK, RNK и протеина 

− Инхибиција синтезе ћелијског зида бактерија 

LL-37 − Формирање трансмембранских пора 

BPI 
− Повећање пермеабилности мембране бактерија 

− Хидролиза фосфолипида 

Хистони − Непознати механизам 

Протеолитички ензими 

Лизозим − Разградња ћелијског зида бактерија 

Протеиназа 3 

− Механизам који је независан од протеолитичке 
активности а посредован је везивањем за мембрану 
бактерија 

Неутрофилна 

еластаза  

− Исецање фактора вируленције бактерија и других 
мембранских протеина 

− Механизам који је независан од протеолитичке 
активности а посредован је везивањем за мембрану 
бактерија 

Катепсин G  

− Исецање фактора вируленције бактерија и других 
мембранских протеина 

− Механизам који је независан од протеолитичке 
активности а посредован је везивањем за мембрану 
бактерија 

Азуроцидин 

− Механизам који је независан од протеолитичке 
активности а посредован је везивањем за мембрану 
бактерија 

Протеини хелатори метала 

Лактоферин 
− Ремети раст бактерија тако што се везује за гвожђе које је 

есенцијални бактеријски нутријент 

Калпротектин 
− Ремети раст бактерија тако што се везује за магнезијум и 

цинк смањујући њихову расположивост 
Модификовано према Amulic и сар. (2012) 

 Након активације, неутрофили производе реактивне кисеоничне врсте у 

процесу који се зове респираторни или оксидативни прасак (Nauseef и Borregaard, 

2014). Први корак у настајању реактивних кисеоничних врста је склапање 
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комплекса NADPH оксидазе на плазма мембрани и мембрани фагозома. NADPH 

оксидаза редукује молекулски кисеоник до супероксид анјон радикала (О2
•¯) који 

процесом дизмутације прелази у водоник-пероксид (H2O2). О2
•¯ такође може да 

реагује и са азот-оксидом, који је присутан у високим концентрацијама на месту 

запаљења, формирајући пероксинитрит, јак оксидант. Након дегранулације у 

фагозоме, MPO реагује са H2O2 при чему настаје хипохлорна киселина (HOCl) која 

је реактивнија од О2
•¯ и има антимикробно дејство in vitro; стога се претпоставља да 

има директан антимикробни ефекат у фагозомима (Hampton и сар., 1998, Bogdan и 

сар., 2000, Winterbourn и сар., 2006, Winterbourn, 2008). Реактивне кисеоничне врсте 

су веома важне за антимикробну активност неутрофила. Наиме, неутрофили особа 

са хроничном грануломатозном болешћу (енгл. chronic granulomatous disease - CGD) 

показују слабу антимикробну активност, што чини ове пацијенте осетљивим на 

многе инфекције (Segal и сар., 2000). Иако је MPO важна за микробицидну 

активност неутрофила in vitro, парадоксално је да већина MPO-дефицијентних особа 

имају, наизглед, нормалан имунски одговор, без клиничких манифестација 

имунодефицијенције (Klebanoff, 2005, Nauseef, 2007). Ово указује да MPO није 

есенцијална за антимикробну активност неутрофила и да, у одсуству MPO, друге 

реактивне кисеоничне врсте (О2
•¯, H2O2, пероксинитрит) могу обављати 

антимикробну активност (Winterbourn и сар., 2006).  

 Неутрофили могу након снажне активације да уђу у NETozu, активну форму 

ћелијске смрти која се одликује ослобађањем декондензованог хроматина у 

екстрацелуларни простор (Brinkmann и сар., 2004, Fuchs и сар., 2007, Amulic и сар., 

2012). Влакнасте структуре које се називају неутрофилне екстраћелијске замке 

(NET; енгл. neutrophil extracellular traps) садрже хистоне, као и антимикробне 

протеине пореклом из цитоплазме и из гранула (лактоферин, CG, дефензини, LL37, 

NE, PR3, MPO и желатиназа) (Urban и сар., 2009, Kolaczkowska и Kubes, 2013) 

(слика 2). Ex vivo је показано да NET-ови могу да “хватају” и убијају многе 

микроорганизме излажући их високим концентрацијама антимикробних супстанци 

(Papayannopoulos и Zychlinsky, 2009, Yipp и сар., 2012). Механизам којим се NET-

ови формирају није у потпуности разјашњен. Међутим, показано је да је за процес 

NEToze неопходна нормална функција NADPH оксидазе и MPO, односно синтеза 

реактивних кисеоничних врста (Fuchs и сар., 2007, Patel и сар., 2010, Metzler и сар., 



Увод 

20 

 

2011). Може се рећи да је за скоро све познате активаторе NEToze, била неопходна 

продукција реактивних кисеоничних врста.  

 

Слика 2. Схематски приказ NEToze са приказаним хистонима и цитоплазматским 

протеинима. Преузето из Miyata и Fan (2012). 

 Важност NEToze у одбрани од патогених микроорганизама потврђује и 

податак да се бактерије које испољавају ензим дезоксирибонуклеазу (DNKaza), као 

фактор вируленције, лакше шире у организму и показују већу патогеност. Настанак 

овог ензима код бактерија се сматра последицом притиска еволуције како би оне 

избегле процес NEToze (Beiter и сар., 2006, Buchanan и сар., 2006). Поред тога, 

упорне инфекције Aspergillus-ом код CGD пацијента нестају после генске терапије 

при којој се обнавља активност NADPH оксидазе и формирање NET-ова (Bianchi и 

сар., 2009). С друге стране, претпоставља се да NET-ови имају веома важну улогу у 

борби против инфекција изазваним микроорганизмима, који због величине не могу 

бити фагоцитовани. Поред повољних функција у организму сматра се да NET-ови 

могу имати и штетне ефекте по домаћина, с обзиром да екстрацелуларно испољавају 

сопствене антигене што може узроковати аутоимуност (Wang и Arase, 2014). Наиме, 

све се више истражује улога NET-ова у патогенези SLE, аутоимунског обољења које 

се одликује појавом аутоантитела претежно на компоненте хроматина и неутрофила 
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(Kessenbrock и сар., 2009, Hakkim и сар., 2010, Garcia-Romo и сар., 2011, Lande и 

сар., 2011, Villanueva и сар., 2011).  

Дендритске ћелије 

 Дендритске ћелије су професионалне антиген презентујуће ћелије које је 

први описао Steinman 1973. год. (Steinman и Cohn, 1973) и за то откриће добио 

Нобелову награду за физиологију или медицину 2011. године. Назив су добиле због 

свог морфолошког изгледа који се одликује присуством великог броја 

цитоплазматских продужетака путем којих лако ступају у контакт са другим 

ћелијама (Banchereau и Steinman, 1998). Главна улога ових ћелија се огледа у 

преузимању, обради, транспорту и презентацији антигена Т лимфоцитима 

(Banchereau и сар., 2000, Shortman и Liu, 2002, Shortman и Naik, 2007). Поред тога, 

DC су једине познате ћелије које могу да активирају наивне Т лимфоците, али и 

ћелије које играју веома важну улогу у повезивању урођене и стечене имуности, као 

и регулацији имунског одговора (Banchereau и Steinman, 1998, Banchereau и сар., 

2000, Steinman и Hemmi, 2006, Steinman и Banchereau, 2007, Buckwalter и Albert, 

2009).  

 DC настају из прекурсора у костној сржи, а по обављању своје биолошке 

функције у лимфним органима и ткивима, умиру процесом апоптозе (Mildner и Jung, 

2014). Током животног циклуса ове ћелије пролазе кроз неколико стадијума: а) 

непосредни прекурсори DC, који циркулишу крвним и лимфним судовима, б) 

незреле DC, налазе се у ткивима, са великом фагоцитозном способношћу и в) зреле 

DC, смештене у секундарним лимфним органима са испољеним великим бројем ко-

стимулаторних молекула (Banchereau и сар., 2000, Buckwalter и Albert, 2009, Mildner 

и Jung, 2014). Диференцијацијом матичних ћелија костне сржи настају мијелоидни 

или лимфоидни прекурсори DC. Због тога су ове ћелије према пореклу сврстане у 

две групе: лимфоидне или плазмацитоидне DC и мијелоидне или конвенционалне 

DC (cDC). Плазмацитоидне DC (pDC) учествују у имунском одговору на вирусе 

продукујући велике количине интерферона тип I, а по изгледу подсећају на плазма 

ћелије и бројчано су мање заступљене у односу на cDC, иако их има у многим 

ткивима и органима (костна срж, крв, јетра, тимус, тонзиле, Т ћелијске зоне 

лимфних органа) (Buckwalter и Albert, 2009, Ganguly и сар., 2013). Значајно већу 
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популацију присутну у готово свим ткивима и органима чине cDC. Ове ћелије се 

могу даље сврстати у различите подгрупе на основу њихове локације и експресије 

површинских маркера. На пример у кожи постоје више подгрупа cDC: а) cDC у 

епидермису се називају Лангерхансове ћелије и одликују се присуством 

пенталамеларних цитоплазматских органела (Бирбекове грануле), а фенотипски 

испољавају лангерин (лектин који везује манозу); б) у дерму су, поред 

Лангерхансових ћелија, присутне дермалне DC, такође означене и као 

интерстицијалне DC које се налазе у интерстицијуму скоро свих органа; в) и трећу 

групи чине DC настале од моноцита (MoDC) који углавном у току инфламације 

мигрирају у кожу и ту се диференцирају (Leon и Ardavin, 2008, Buckwalter и Albert, 

2009). 

 Готово све DC у периферним ткивима, као што су ове три претходно 

споменуте групе (интерстицијалне, Лангерхансове и MoDC), су незреле DC и 

њихова главна улога је надгледање локалне микросредине за присуство 

микроорганизама. Незреле DC се карактеришу израженом способношћу 

препознавања, интернализације и обраде антигена, али и слабом способношћу 

активације Т лимфоцита (Sato и Fujita, 2007, Ueno и сар., 2007). Сходно таквој 

активности, ове ћелије испољавају рецепторе који су укључени у препознавање и 

интернализацију антигена. У ове рецепторе спадају рецептори слични Toll-у (енгл. 

Toll Like Receptors – TLR), којима DC препознају различите молекуле 

микроорганизама (протеогликане, LPS, флагелин, неметиловане CpG 

олигонуклеотиде бактерија, једноланчане и дволанчане RNK вируса и др), Fc 

рецептори (препознавање опсонизованих ћелија и имунских комплекса), лектински 

рецептори C типа (препознавање манозних и фукозних остатака на површини 

микроорганизама), рецептори за комплемент (препознавање опсонизованих 

микроорганизама) итд. Осим тога, незреле DC испољавају различите рецепторе за 

хемокине (CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR1 и CXCR2) који им омогућавају да 

дођу на место инфламације, а фенотипски се карактеришу CD83негативно, CD14слабо, 

HLA-DRумерено CD86слабо/умерено, CCR7негативно(Guermonprez и сар., 2002, Sato и Fujita, 

2007, Merad и Manz, 2009) 
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 Када се незреле DC сусретну са страним антигеном у присуству различитих 

продуката микроорганизама (LPS, CpG) и про-инфламаторних цитокина (TNF-α, IL-

1β, IL-6) започиње процес њихове активације, односно сазревања (Skoberne и сар., 

2004, Sabatte и сар., 2007). У току сазревања, на површини DC се најпре у високом 

степену испољава CD83 молекул, главни маркер сазревања DC (Zhou и Tedder, 1996, 

Dalod и сар., 2014). Осим тога, DC повећавају експресију MHC молекула II класе, 

костимулаторних молекула (CD40, CD80 и CD86) и адхезивних молекула (CD2, 

CD11a, CD54, CD58, β1 и β2 integrini) (Scholer и сар., 2008, Dalod и сар., 2014), а 

губе способност обраде антигена. Процес сазревања се одликује високом ћелијском 

покретљивошћу и морфолошким променама у виду реорганизације цитоскелета. DC 

током сазревања мењају експресију хемокинских рецептора тако што губе 

рецепторе за инфламаторне хемокине, а испољавају CCR7 и CXCR4 хемокинске 

рецепторе. За ове рецепторе се везују хемокини CCL19, CCL21 и CXCL12 који се 

продукују у лимфним чворовима. Привучене овим хемокинима DC из периферних 

ткива мигрирају у регионалне лимфне чворове где ступају у контакт са наивним Т 

лимфоцитима (Martin-Fontecha и сар., 2009, Dalod и сар., 2014).  

 У секундарним лимфним органима зреле DC ступају у интеракцију са 

наивним Т лимфоцитима, што доводи до пролиферације и диференцијације наивних 

Т лимфоцита у различите субпопулације ефектоерских Т лимфоцита (Banchereau и 

сар., 2000). Ова интеракција је посредована адхезивним молекулима (β1 и β2 

интегринима) и молекилима који припадају суперфамилији имуноглобулина (CD2, 

CD50, CD54, CD58). За потпуну активацију и клонску експанзију антиген-

специфичних Т лимфоцита неопходна су најмање два сигнала. Покретање првог 

сигнала активације узрокује специфично препознавање пептидног антигена у склопу 

MHC молекула испољеног на DC од стране Т ћелијског рецептора (TCR). Други 

сигнал активације се покреће интеракцијом CD80 и/или CD86 молекула на DC и 

CD28 молекула испољеног на Т лимфоцитима (Banchereau и сар., 2000, Steinman и 

Hemmi, 2006). Међутим, у овом почетном контакту Т лимфоцити нису у потпуности 

активирани јер је ниво остварене костимулације низак. Због тога је неопходно да Т 

лимфоцити додатно стимулишу испољавање CD80 и CD86 молекула на DC. То се 

постиже интеракцијом CD40L испољеног на активираним Т лимфоцитима са CD40 

молекулом на DC (Haase и сар., 2004). Ова интеракција повећава испољавање 
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костимулаторних лиганада на DC што узрокује потпуну активацију Т лимфоцита. 

Поред ова два сигнала, DC обезбеђују лимфоцитима и трећи, цитокински сигнал 

(Kalinski и сар., 1999). Наиме, настанак одређене субпопулације ефекторских CD4+ 

Т лимфоцита регулисан је цитокинима које углавном продукују DC. DC су 

специјализоване да секретују цитокине у зависности од типа микроорганизма. На тај 

начин DC усмеравају диференцијацију наивних CD4+ T лимфоцита у субпопулацију 

која ће бити најефикаснија у елиминисању микроорганизма окружења (Murphy и 

Reiner, 2002). Описан је већи број субпопулација ефекторских CD4+T лимфоцита од 

којих су најбоље проучене Th1, Th2, Th17 и регулаторни T лимфоцити (Тreg) (слика 

3) (Zhu и сар., 2010). 

 Развој Тh1 лимфоцита подстичу IL-12, IL-18, IFN-α и IFN-β, с тим да је 

најпотентнији међу њима IL-12. Основна улога Тh1 лимфоцита је продукција IFN-γ 

који снажно активира макрофаге да фагоцитују и елиминишу антиген (Berenson и 

сар., 2004, O'Garra и Robinson, 2004). Такође, секрецијом IFN-γ, ове ћелије, подстичу 

диференцијацију наивних CD4+T лимфоцита у Тh1, а истовремено инхибирају 

настанак Тh2 и Тh17 лимфоцита. Наиме, IL-12 и IFN-γ стимулишу Тh1 

диференцијацију активирањем транскрипционих фактора T-bet, STAT1 и STAT4. T-

bet, члан T-box фамилије транскрипционих фактора, представља главни регулатор 

Тh1 диференцијације. Експресија T-bet у наивним CD4+ T лимфоцитима индукује се 

у одговору на антиген и IFN-γ (активира транскрипциони фактор STAT1 који 

стимулише експресију T-bet). Такође, T-bet подстиче продукцију IFN-γ тако што 

директно активира гене за IFN-γ и врши ремоделацију хроматина у нивоу локуса за 

IFN-γ. Способност IFN-γ да стимулише експресију T-bet и способност T-bet да 

појача транскрипцију гена за IFN-γ представља пример позитивне повратне спреге 

која усмерава диференцијацију Т лимфоцита ка Th1 фенотипу. IL-12 доприноси Th1 

усмеравању, везујући се за рецепторе на антиген стимулисаним CD4+ T 

лимфоцитима што активира транскрипциони фактор STAT4 који даље увећава 

продукцију IFN-γ (Aune и сар., 2009, Placek и сар., 2009). 
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Слика 3. Поларизација Th имунског одговора; преузето из Bailey и сар. (2014)  

 Th2 лимфоцити настају у одговору организма на хелминте и алергене. 

Хелминти и алергени узрокују хроничну стимулацију Т лимфоцита, често без јаког 

урођеног имунског одговора који је потребан за Th1 диференцијацију (Okoye и 

Wilson, 2011). Диференцијацију антиген-стимулисаних CD4+ T лимфоцита у Th2 

лимфоците стимулише IL-4. У одређеним ситуацијама, као што је нпр. инфекција 

хелминтима, вероватно су мастоцити ти који секретују IL-4. Друга могућност је да 

антиген-стимулисани CD4+ T лимфоцити секретују мале количине IL-4 за њихову 

почетну активацију (O'Garra и Arai, 2000). Слично IFN-γ, IL-4 стимулише настанак 

Th2, а инхибира Th1 и Th17 лимфоцита. IL-4 стимулише Th2 диференцијацију тако 

што активира транскрипциони фактор STAT6, а он заједно са сигналима од TCR-а 

узрокује експресију GATA-3, транскрипционог фактора који је главни регулатор 

Th2 диференцијације. GATA-3 повећава експресију гена за IL-4, IL-5 и IL-13, 

везујући се директно за промоторе ових гена и такође узрокује ремоделовање 

хроматина које отвара генске локусе за могућност деловања других 

транскрипционих фактора (Ho и сар., 2009). Th2 лимфоцити обављају своју улогу 

тако што секретују IL-4 који индукује IgE хуморални одговор, IL-5 који активира 
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еозинофиле и IL-13 који заједно са IL-4 учествује у инфламацији алергијске природе 

и у одбрани од паразита (Okoye и Wilson, 2011).  

 Развој Th17 лимфоцита стимулисан је проинфламаторним цитокинима који 

се продукују у одговору на бактерије и гљивице. DC у одговору на различите 

бактерије и гљивице продукују IL-6, IL-1 и IL-23 што узрокује Th17 

диференцијацију. Сигнал за DC да продукују ове цитокине је везивање гљивичних 

продуката за лектински рецептор dectin-1. DC такође секретују ове цитокине и 

након ингестије ћелије која је услед инфекције бактеријом или гљивицом ушла у 

апоптозу. Осим тога, развој проинфламаторних Th17 лимфоцита у присуству других 

медијатора запаљења, као што су IL-6 и IL-1, подстиче TGF-β. Th17 лимфоцити 

продукују IL-21 који појачава њихову диференцијацију, односно има аутокрино 

дејство (Stockinger и Veldhoen, 2007). Развој Th17 лимфоцита зависи од 

транскрипционих фактора RORγt и STAT3. TGF-β, IL-6 и IL-1 заједно индукују 

продукцију транскрипционог фактора RORγt који је члан породице рецептора 

ретиноичне киселине. Инфламаторни цитокини, посебно IL-6, активирају 

транскрипциони фактор STAT3, који заједно са RORγt узрокује Th17 одговор 

(Stockinger и Veldhoen, 2007, de Jong и сар., 2010, Hwang, 2010). Th17 лимфоцити су 

углавном присутни у мукозама, посебно у мукози гастро-интестиналног тракта. Ова 

чињеница указује на могућност да околно ткиво утиче на развој ове субпопулације, 

вероватно продукцијом TGF-β и других цитокина. Th17 лимфоцити продукују 

неколико цитокина од којих је најзначајнији IL-17, који представља породицу од 

шест структурно повезаних цитокина. У оквиру фамилије, највећа сличност постоји 

између IL-17A и IL-17F, а улога у имунским реакцијама се углавном приписује IL-

17A. Овај цитокин стимулише продукцију хемокина и цитокина који на месту 

запаљења регрутују неутрофиле и моноците. IL-17A у многим ћелијама стимулише 

продукцију антимикробних супстанци као што су дефензини. Такође, Th17 

лимфоцити, осим IL-17, продукују IL-21 и IL-22. IL-21 стимулише хуморални 

имунски одговор и ефекторске функције CD8+ T лимфоцита и NK ћелија, а IL-22 

има улогу у очувању интегритета епитела коже и гастроинтестиналног тракта. Th17 

лимфоцити су такође важни у патогенези многих инфламаторних болести, као што 

су псоријаза, запаљенске болести црева, реуматоидни артритис и мултипла склероза 

(Crome и сар., 2010, Torchinsky и Blander, 2010).  
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 Тreg лимфоцити настају претежно препознавањем аутоантигена у тимусу и 

препознавањем аутоантигена и страних антигена у периферним лимфним органима. 

Тreg лимфоцити, који настају у тимусу, називају се природни Тreg лимфоцити, а 

Тreg лимфоцити који настају у периферним лимфним органима називају се 

адаптивни или индуковани. У приферним лимфним органима, препознавање 

антигена у одсуству снажног урођеног имунског одговора подстиче настајање Тreg 

лимфоцита из наивних CD4+ T лимфоцита, мада Тreg лимфоцити могу да се развију 

и после запаљенских реакција. Природни Тreg лимфоцити су специфични за 

сопствене антигене, док индуковани Тreg лимфоцити могу бити специфични за 

сопствене, али и за стране антигене. Настанак и преживљавање Тreg лимфоцита 

зависи од цитокина TGF-β и IL-2. TGF-β стимулише експресију Foxp3 

транскрипционог фактора који подстиче диференцијацију Т лимфоцита у Тreg 

лимфоците. IL-2 подстиче диференцијацију Т лимфоцита у Тreg тако што активира 

транскрипциони фактор STAT5 који појачава експресију Foxp3. Главна улога Тreg 

лимфоцита је супресија имунског одговора и одржавање толеранције на сопствене 

антигене. Тreg лимфоцити продукују IL-10 и TGF-β, који делују доминантно 

супресорски (Thornton, 2005, Askenasy и сар., 2008, Li и Boussiotis, 2011, 

Kaczorowski и Jutel, 2013).  
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 Иако први научни радови о 10-HDA датирају још од четрдесетих и педесетих 

година прошлог века (Townsend и Lucas, 1940, Townsend и сар., 1959) мало се зна о 

њеној имуномодулаторној и антиоксидативној улози. Досадашња истраживања 

превасходно на анималним експерименталним моделима су показала њено анти-

инфламаторно дејство (Sugiyama и сар., 2012a, Sugiyama и сар., 2012b, Takahashi и 

сар., 2012, Sugiyama и сар., 2013). Поред тога, експерименти на ћелијама пацова 

спроведени на Институту за медицинска истраживања Војномедицинске академије 

су указали и на имуномодулаторна својства ове масне киселине (Gasic и сар., 2007, 

Vucevic и сар., 2007). Међутим, о антиоксидативној активности 10-HDA се зна само 

на основу једне in vitro студије у којој је показано да ова масна киселина смањује 

степен оксидативног стреса индукованог ултравиолетним А зрачењем код хуманих 

дермалних фибробласта (Zheng и сар., 2012). На основу ових литературних података 

и сазнања да се најпогодније методе у савременом концепту изучавања 

имунофармаколошких својстава појединих лековитих препарата у in vitro 

системима, базирају на проучавању одговора ћелија периферне крви, као и да је 

интеракција DC и Т лимфоцита једна од кључних у регулацији имунског одговора, 

поставили смо следеће 

Хипотезе 

 

1. 10-HDA испољава дозно-зависан ефекат на функционални одговор хуманих 

имунских ћелија in vitro при чему у високим концентрацијама делује 

инхибиторно, а у ниским концентрацијама стимулаторно 

2. 10-HDA у милимоларним концентрацијама испољава директна антиоксидативна 

својства 

 

За проверу ових хипотеза постављени су следећи: 
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Циљеви истраживања 

 

1. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на оксидативни прасак 

хуманих неутрофила периферне крви стимулисаних форбол-12-миристат-13-

ацетатом (PMA), N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланином (fMLP) или 

опсонизованим зимозаном (opZy) 

2. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на спонтану и PMA, fMLP и 

opZy индуковану апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

3. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на процес NETozе хуманих 

неутрофила периферне крви стимулисаних PMA 

4. Испитати способност 10-HDA да „сакупља“, односно реагује са реактивним 

кисеоничним врстама користећи системе без ћелија 

5. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на пролиферацију 

мононуклеарних ћелија периферне крви (PBMNC) стимулисаних 

фитохемаглутинином (PHA)  

6. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на продукцију 

проинфламаторних цитокина у култури PBMNC стимулисаних PHA 

7. Испитати ефекат различитих концентрација 10-HDA на поларизацију Th 

имунског одговора у култури PBMNC стимулисаних PHA 

8. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на матурацију и 

алостимулаторну способност MoDC 

9. Испитати дозно-зависан ефекат 10-HDA на поларизацију Th имунског одговора 

у ко-култури MoDC и алогених CD4+ Т лимфоцита периферне крви 
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Медијуми, пуфери и реагенси  

RPMI 1640 медијум 

 RPMI 1640 медијум (Sigma, Минхен, Немачка) са 1% гентамицином 

(Галеника, Београд, Србија) и 7.5% NaHCO3 (Апотека ВМА, Београд, Србија) коме 

је додато 10% феталног телећег серума (енгл. fetal calf serum, FCS; PAA Laboratories, 

Келбе, Немачка), 50µM 2-меркаптоетанола (2-ME, Sigma), 50 i.j/ml пеницилина и 

50mg/ml стрептомицина (Галеника) коришћен је за култивацију PBMNC и MoDC и 

представља комплетан RPMI медијум.  

 За изолацију PBMNC коришћен је RPMI 1640 медијум (Sigma) са 1% 

гентамицином (Галеника) и 7.5% NaHCO3 са додатим 0,02% Na-EDTA (Апотека 

ВМА).  

HBSS (енгл. Hank's Balanced Salt Solution) медијум 

 HBSS медијум је направљен коришћењем следећих супстанци: 1,26mM CaCl2 

(Merck, Њујорк, САД), 5,37mM KCl (Serva, Хајделберг, Немачка), 0,81mM MgSO4 

x7H2O (Merck), 140mM NaCl (Merck), 0,36mM KH2PO4 (Merck), 0,34mM Na2HPO4 

(Merck), 4,17mM NaHCO3 (Merck), 5,55mM D-глукоза (Merck) у дестилованој води. 

pH вредност медијума је подешена на 7,4 коришћењем концентроване HCl (Merck) 

или 5М NaOH (Merck), а стерилизација је извршена аутоклавирањем. Овај медијум 

је коришћен за изолацију и култивацију неутрофила периферне крви. 

HBSS
+
 медијум 

 HBSS+ медијум је HBSS са додатим 0,05% FCS и 10nM HEPES-ом (Flow 

Laboratories, Ирвин, Шкотска). Овај медијум је коришћен за култивацију 

неутрофила периферне крви у појединим експериментима. 

PBS (енгл. Phosphate Buffered Saline) 

 PBS (pH 7,4) је направљен коришћењем следећих супстанци: 1,06mM 

KH2PO4, 155,17mM NaCl, 2,97mM Na2HPO4 у дестилованој води.  
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PBS1  

 PBS1 је 0,01%NaN3 (Sigma) у PBS. 

PBS2  

 PBS2 је 2% FCS у PBS1.  

Калијум-PBS 

 K-PBS је направљен коришћењем следећих супстанци:137mM NaCl, 2,7mM 

KCl, 8,1mM Na2HPO4, 1,5mM KH2PO4 у дестилованој води. Овај пуфер је према 

упутству произвођача коришћен за ELISA тестове. 

Пропидијум јодид 

Пропидијум јодид (PI) (ICN, Санта Ана, САД) је растворен у дејонизованој 

води у концентрацији од 1mg/ml (15mM) и чуван на +4°C до употребе. 

Пропидијум јодид у хипотоном пуферу  

 PI у хипотоном пуферу је направљен на следећи начин: 250µL PI штока 

(15mM у H2O, Sigma), 2,2mL 0.75M воденог раствора натријум цитрата (Merck), 

50µL Triton X-100 (Serva); допунити са H2O до 50ml. 

Декстран 500 

 Декстран 500 (Merck) је растворен у физиолошком раствору тако да је 

добијен 20% шток. Овај раствор је аутоклавиран и чуван на собној температури, а 

коришћен је за изолацију неутрофила из периферне крви.  

Пуфер за лизирање еритроцита 

 Пуфер за лизирање еритроцита је направљен десет пута концентрован и 

садржи следеће супстанце: 1,5М NH4Cl (Merck), 0,1М NaHCO3, 1mМ Na2EDTA 

(Sigma) у дестилованој води. Овај пуфер, разблажен десет пута дестилованом водом, 



Материјал и методе 

34 

 

је коришћен за лизирање контаминирајућих еритроцита у току изолације 

неутрофила. 

Пуфер за сортирање 

 Пуфер за сортирање ћелија је водени раствор који садржи 2mM Na2EDTA и 
0,5% FCS 

Фосфатни пуфер, 19mM, pH 7,4 

 Фосфатни пуфер је водени раствор који садржи 14,7mM Na2HPO4 и 4.3mM 

NaH2PO4 (Merck).  

Фосфатни пуфер, 100mM, pH 7,4 

 Фосфатни пуфер је је водени раствор који садржи 77.4mM Na2HPO4 и 

22,6mM NaH2PO4. 

Калијум-фосфатни пуфер са EDTA (KPE пуфер)  

 KPE пуфер је направљен тако да садржи 8,78mM динатријумове соли EDTA 

у 0,1M фосфатном пуферу pH 7,5. Овај пуфер је коришћен за одређивање 

концентрације глутатиона. 

Екстракциони пуфер  

 Екстракциони пуфер је 0,1% Triton X-100 и 0,6% сулфосалицилна киселина у 

KPE пуферу. Овај пуфер је коришћен при хомогенизацији и сонификацији ћелија 

током одређивања концентрације глутатиона, а прављен је непосредно пре 

употребе. 

Рекомбинантни хумани фактор стимулације колонија гранулоцита и макрофага 

(GM-CSF) 

 Рекомбинантни хумани GM-CSF (rh GM-CSF; Leucomax, специфичне 

активности 4.44x106 U; Sandoz-Schering Plough, Швајцарска). Растворен је под 

стерилним условима у дестилованој води у концентрацији од 100µg/ml и тако чуван 
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на -80°C, до употребе. У експериментима је коришћен у финалној концентрацији од 

100ng/ml.  

Рекомбинантни хумани IL-4 

 Рекомбинантни хумани IL-4 (rh IL-4; Roche Diagnostics GmbH, Минхен, 

Немачка). Растворен је под стерилним условима у дестилованој води у 

концентрацији од 25µg/ml и чуван на -80°C до употребе. У експериментима је 

коришћен у финалној концентрацији од 20ng/ml.  

10-HDA  

 У експериментима је коришћена комерцијална 10-HDA (Wako Pure Chemical 

Industries Ltd., Осака, Јапан). 10-HDA је растворена у диметил-сулфоксиду (DMSO) 

у концентрацији од 2М, аликвотирана и чувана на -40°C. У експериментима је 

коришћена у концентрацијама од 0,01mM до 4mM. 

Моноклонска антитела коришћена у фенотипској анализи ћелија 

Табела 4. Моноклонска антитела коришћена у фенотипској анализи MoDC: 

Антитело 

(специфичност) 

Клон/каталошки 

број 
Порекло Коњугат Произвођач Разблажење 

CD1a NA/34HLK Миш PE 
Serotec, 
Велика 

Британија 
1:10 

CD40 5C3 Миш FITC 
BD 

Biosciences, 
САД 

1:10 

CD54 MCA1615PE Миш PE 
Serotec, 
Велика 

Британија 
1:10 

CD83 HB15e Миш FITC 
BD 

Biosciences, 
САД 

1:10 

CD86 BU63 Миш PE 
Serotec, 
Велика 

Британија 
1:10 

HLA-DR LN3 Миш FITC 
eBioscience, 

САД 
1:10 
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Липополисахарид 

LPS (Sigma) из Escherichiae coli је растворен у RPMI 1640 медијуму у 

концентрацији од 1mg/ml, аликвотиран и чуван на -20°C до употребе. У 

експериментима је коришћен у концентрацији од 1µg/ml.  

Фитохемаглутинин  

PHA (Serva) је растворен у RPMI 1640 медијуму у концентрацији од 1mg/ml, 

аликвотиран и чуван на -20°C до употребе. У експериментима је коришћен у 

концентрацији од 30µg/ml. 

Форбол-12-миристат-13-ацетат 

PMA (Sigma) је растворен под стерилним условима у DMSO у концентрацији 

од 160µM и чуван на -20°C до употребе. У експериментима је коришћен у 

концентрацијама од 16nM, 32nM и 48nM.  

N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланин  

fMLP (Sigma) је растворен под стерилним условима у DMSO у 

концентрацији од 10mM, аликвотиран и чуван на -40°C до употребе. fMLP је у 

експериментима коришћен у концентрацији од 1µM.  

Опсонизовани зимозан  

opZy је припремљен како је раније описано (Allen, 2014). Укратко: 50mg 

зимозана (Sigma) је помешано са 5ml стерилног PBS-а и сонификовано 5 минута у 

ултразвучном купатилу, а затим инкубирано у кључалом воденом купатилу 10мин. 

После инкубације и центрифугирања на 3000rpm (енгл. revolutions per minute), 10 

минута, партикуле зимозана су пале на дно епрувете. Супернатант је одбачен, а 

талог који је састављен од партикула зимозана је ресуспендован у нових 5ml PBS. 

Цео поступак (ултразвучно и кључало водено купатило, центрифугирање) је 

поновљен два пута, а финални пелет је ресуспендован у 2,5ml стерилног HBSS, 

аликвотиран по 250µl (5mg партикула зимозана) и чуван на -40°C. Радни раствор 
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зимозана је добијен разблаживањем HBSS-ом до концентрације од 1mg/ml. opZy је 

припреман непосредно пре експеримената инкубацијом радног раствора зимозана 

(1mg/ml) са истом запремином свежег хуманог серума на 37 °C 30 минута. После 

инкубације опсонизоване партикуле зимозана су исталожене центрифугирањем (3 

минута, 14000rpm) и испране два пута помоћу HBSS. Овако припремљене партикуле 

opZy су чуване на леду и коришћене у року од два сата.  

Дихидрородамин 123  

Дихидрородамин 123 (DHR) (Sigma) је растворен у DMSO у концентрацији 

од 10mM, а затим разблажен помоћу PBS до концентрације од 1mM, аликвотиран и 

чуван на -20°C.  

Луминол 

Луминол (Fluka, Бухс, Швајцарска) је растворен у свеже припремљеном 0,1M 

воденом раствору NaOH до концентрације од 50mM. Раствор луминола добијен на 

овај начин је стабилан неколико месеци ако се чува на собној температури заштићен 

од светлости. У експериментима је коришћена концентрација од 50µM, добијена 

разблаживањем штока непосредно пре експеримената. 

2′,7′-дихлородихидро-флуоресцеин диацетат 

2′,7′-дихлородихидро-флуоресцеин диацетат (DCFH-DA) (Sigma) је 

растворен у DMSO у концентрацији од 10mM, а затим разблажен помоћу PBS до 

концентрације од 1mM, аликвотиран и чуван на -40°C. Коришћен је у концентрацији 

од 1µМ. 

p-Нитроблутетразолијум хлорид  

p-Нитроблутетразолиум хлорид (NBT) (Merck) је растворен у HBSS у 

концентрацији од 5 mg/ml, аликвотиран и чуван на -20°C. Коришћен је у 

концентрацији од 500µg/ml. 
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5,5-дитио-бис (2-нитробензоева киселина) (DTNB)  

DTNB (енгл. 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (Merck) је растворен у KPE 

пуферу у концентрацији од 0,67mg/ml (1,7mM) и чуван на +4°C. 

BAY11-7082 

BAY11-7082 (Invivogen, Сан Дијего, САД), инхибитор нуклеарног фактора 

κB (енгл. nuclear factor κB (NF-κB) је растворен у DMSO у концентрацији од 50mM, 

аликвотиран и чуван на -40°C. 

LY294002  

LY294002 (Tocris Cookson Inc, Елисвил, САД) инхибитор 

фосфатидилинозитол 3-киназе (PI3K) је растворен у DMSO у концентрацији од 

5mM, аликвотиран и чуван на -40°C. 

Редуковани глутатион 

Редуковани глутатион (Sigma; ≥98.0%) растворен је у KPE пуферу у 

концентрацији од 1mg/ml (3,25mM), аликвотиран и чуван на -40°C. 

Редуковани никотинамид аденин динуклеотид фосфат (NADPH) 

NADPH (Merck) је растворен у KPE пуферу у концентрацији од 0,67mg/ml 

(8mM) и чуван на -20°C. 

Редуковани никотинамид аденин динуклеотид (NADH) 

NADH (Merck) је растворен у 19mM фосфатном пуферу у концентрацији од 

1mM и одмах коришћен. 

Феназин метосулфат (PMS) 

PMS (Sigma) је растворен у дејонизованој води у концентрацији од 1mM, 

аликвотиран и чуван на -20°C. 
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HOCl  

HOCl је припремљена непосредно пре употребе тако што је у 1% водени 

раствор NaOCl (Sigma) додавана кап по кап 10% H2SO4 (Merck) до постизања pH 

вредности од 6,2. Концентрација тако припремљене HOCl је одређивана на таласној 

дужини од 235nm користећи моларни апсорпциони коефицијент 100M-1 cm-1, а 

потребно разблажење је направљено помоћу 100mM фосфатног пуфера, pH 7,4. 

Јономицин 

Јономицин (MP; порекла Streptomyces conglobatus) је растворен у DMSO у 

концентрацији од 1mg/ml (1,4mM), аликвотиран и чуван на -20°C. 

SDS-HCl 

10% раствор натрујум-додецил-сулфата (SDS; Serva) у 0,1N HCl 

Све остале супстанце су коришћене као што су добијене од произвођача и то су: 

− Limfoprep градијент (PAA Laboratories), специфичне густине 1,077g/ml.  

− Радиоактивно обележен тимидин - [3H]-тимидин (Amersham International, 

Амершам, Велика Британија), специфичне активности 6.7 Ci/mmol.  

− Triton X-100 (Sigma; laboratory grade) 

− Dиметил-сулфоксид – DMSO (Merck), стерилан, ≥99.7% 

− 4% формалин растворен у фосфатном пуферу и 4% формалин растворен у 

етанолу (Апотека ВМА) 

− Глутатион редуктаза (Sigma), порекла пекарског квасца (S. cerevisiae), 

200UN,  

− H2SO4 (Merck), 95-97% 

− HCl (Merck), 37% 



Материјал и методе 

40 

 

Изолација и култивација ћелија 

Изолација неутрофила периферне крви 

Неутрофили периферне крви су изоловани из крви здравих добровољних 

давалаца којој је као антикоагуланс додат K3EDTA на основу претходно описане 

методе (Chen и Junger, 2012). Укратко: у 10 ml крви је додато 3 ml 5% декстрана и 

након 35 минута седиментације ћелија на собној температури издвојила се плазма 

обогаћена леукоцитима. Плазма је пажљиво сакупљена и нанета на површину 

Limfoprep градијента. После центрифугирања (2200rpm, 20 минута на собној 

температури) издвојио се прстен PBMNC, а на дну су се исталожили неутрофили и 

веома мали број еритроцита. Затим је на талог сипано 3 ml пуфера за лизирање како 

би се лизирали преостали еритроцити у трајању од 2 минута уз лагано мешање 

аутоматском пипетом. После лизирања ћелије су испране два пута (1400 rpm, 8 

минута на собној температури) и ресуспендоване у HBSS медијуму. Чистоћа 

ћелијске суспензије је одређивана бојењем ћелија, у Türck-овом раствору (Апотека 

ВМА), а вијабилност бројањем ћелија у 0.2% раствору Tripan плавог (Sigma).  

Изолација мононуклеарних ћелија периферне крви 

PBMNC су изоловане из леукоцитног концентрата (енгл. buffy coat) добијеног 

од крви здравих добровољних давалаца (Институт за трансфузиологију 

Војномедицинске академије) центрифугирањем на Limfoprep градијенту. 

Леукоцитни концентрат је разблажен три пута медијумом за изолацију ћелија, а 

затим је у стаклене епрувете запремине 12ml у којима се налази 2,5ml градијента 

пажљиво нането 7ml суспензије ћелија тако да се формирају две фазе течности. 

Епрувете су потом центрифугиране на 2200rpm, 20 минута на собној температури 

након чега се издвојио прстен који садржи PBMNC. Прстени из свих епрувета су 

сакупљени, а затим су PBMNC испране од градијента центрифугирањем на 1400rpm 

8 минута на собној температури. Преостали тромбоцити су уклањени понављаним 

центрифугирањем и испирањем на 800rpm 8 минута на собној температури 

минимум 3 пута. Ћелије су затим ресуспендоване у комплетном медијуму за 
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култивацију ћелија и бројане. Овако добијене ћелије су коришћене за изолацију 

моноцита, Т лимфоцита и за постављање култура ћелија. 

Изолација моноцита  

Моноцити су изоловани из PBMNC на основу њихове способности да 

адхерирају на површину пластичних боца за култивацију ћелија (фласкова). 

Засејавано је 30x106 ћелија/фласку величине Т25 (Sarstedt, Нимбрехт, Немачка) у 

5ml комплетног RPMI медијума. Након једночасовне инкубације на 37°C у 

инкубатору за култивисање ћелија са 5% CO2, неадхерентна фракција ћелија је 

одстрањена испирањем помоћу PBS-а, а адхерентна (моноцитна) фракција даље 

култивисана у циљу добијања MoDC.  

Изолација и култивација MoDC  

Моноцити добијени на описан начин су култивисани 6 дана у пластичним 

фласковима на 37°C, у атмосфери засићеној воденом паром са 5% CO2 (у 

инкубатору за култивацију ћелија) у комплетном RPMI медијуму уз додатак GM-

CSF (100ng/ml) и IL-4 (20ng/ml). По истеку шестог дана култивације, један део 

незрелих MoDC је сакупљен и анализирана им је експресија CD1a и CD14 молекула 

методом цитофлуориметрије, а остатак ћелија је распоређен у плочама од 6 места 

(Sarstedt) (1x106/базену) и стимулисан LPS (1µg/ml) у одсуству или присуству 10-

HDA (50µМ и 500µМ). Након 48h инкубације, на 37°C, ћелије су сакупљене и 

коришћене у даљим експериментима. Супернатанти из свих базена у којима су 

ћелије култивисане су сакупљени и смрзнути на -20°C у циљу одређивања 

концентрације цитокина.  

Изолација алогених CD4
+
 Т лимфоцита периферне крви помоћу имуномагнетног 

сортирања  

За поставку културе мешаних леукоцита (енгл. mixed leukocyte reaction, MLR) 

и одређивање способности MoDC за поларизацију имунског одговора Th лимфоцита 

коришћени су CD4+T лимфоцити изоловани методом имуномагнетног сортирања из 

PBMNC помоћу комерцијалног кита за изолацију, а према протоколу произвођача 
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(CD4+T-cell Isolation Kit, MACS technology, Miltenyi Biotec, Бергиш Гладбах, 

Немачка). Укратко: 1x107 PBMNC је инкубирано 15 минута на хладном, у пуферу за 

магнетно сортирање, са антителима (анти-CD8, анти-CD14, анти-CD16, анти-CD19, 

анти-CD36, анти-CD56, анти-CD123, анти-TCR γ/δ и анти-CD235a) коњугованим 

биотином. Затим су ћелије испране у пуферу за сортирање (1400 rpm, 8 минута на 

+4°C) и инкубиране 15 минута на хладном уз додатак анти-биотин антитела за која 

су везане магнетне партикуле. Након инкубације, ћелије су испране у пуферу за 

сортирање (1400rpm, 8 минута на +4°C), ресуспендоване у 500µl пуфера за 

сортирање и нанесене на сепарациону колону (LS separation column, Miltenyi Biotec, 

Немачка) постављену у магнетном пољу (MidiMACS™ Separator, Miltenyi Biotec, 

Немачка). Чистоћа изолованих CD4+ ћелија је проверавана помоћу проточне 

цитофлуориметрије применом анти-CD4 антитела коњугованог флуоресцеин 

изотиоцијанатом (FITC, fluorescein isothiocyanate) (Serotec, Оксфорд, Велика 

Британија).  

Одређивање броја и вијабилности ћелија помоћу Тripan плавог 

Број и вијабилност ћелија је одређивана применом 0.1% Тripan плавог у 

физиолошком раствору, на Neubauer-овој комори за бројање уобличених елемената 

крви. Ћелије су посматране на светлосном микроскопу. Током бројања, вијабилним 

су сматране ћелије које се нису обојиле у плаво.  

Процена ћелијске апоптозе и вијабилности 

Мерење апоптозе бојењем раствором Türck-а 

Апоптоза ћелија је одређивана морфолошком анализом ћелија применом 

Türck-овог реагенса. На микроскопску плочицу са више поља (енгл. multi-spot) је 

стављено 10µl ћелијске суспензије чија је апоптоза процењивана. Узорци су 

анализирани на светлосном микроскопу (Olympus CX31) бројањем најмање 500 

ћелија по препарату. Ћелијска суспензија за анализу је припремана тако што је на 

2x105 ћелија у запремини од 50µl додавано 100µl концентрованог Türck-овог 

раствора.  
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Мерење апоптозе и вијабилности коришћењем пропидијум јодида  

Мерење апоптозе помоћу PI је рађено тако што је након култивације, у 50µl 

ћелијске суспензије која је анализирана додато 250µl хипотоног цитратног пуфера са 

PI (75µМ). После 15 минута инкубације на леду ћелије су анализиране на проточном 

цитофлуориметру (Cube 6, Partec, Минстер, Немачка), а обрада података је урађена 

помоћу програма FCS Express 4 (De Novo Software, Глендејл, Калифорнија, САД). 

Апоптотичним ћелијама су сматране оне са хиподиплоидним пиком. За процену 

вијабилности, ћелијама је додат раствор PI у PBS-у (20µg/ml), а после 10 минута 

ћелије су анализиране на цитофлуориметру. Проценат вијабилних ћелија је 

одређиван тако што је од укупног броја анализираних ћелија (100%) одузет 

проценат PI+ ћелија.  

Мерење апоптозе у најранијем стадијуму на основу експресије анексина V 

Детекција апоптозе у најранијем стадијуму је одређивана помоћу Dead Cell 

Apoptosis Kit (Invitrogen Biosource, Карлсбад, САД) који садржи Annexin V Alexa 

Fluor 488 и PI. Испитиване ћелије су након култивације сакупљене и испране у 

хладном PBS-у, а затим ресуспендоване у комерцијалном пуферу за „везивање“ 

(енгл. binding buffer) и третиране Annexin V Alexa Fluor 488 и PI у складу са 

упутством произвођача. По истеку инкубације од 15 минута, на собној температури 

ћелијама је додат пуфер за „везивање“ и затим су анализиране на проточном 

цитофлуориметруметру. 

Фенотипска анализа ћелија 

Степен матурације и активације MoDC одређивани су на основу испољавања 

карактеристичних површинских молекула. За ову методу су коришћена мишја 

моноклонска антитела (mAt) (Табела 4) која су специфична за хумане антигене и 

коњугована флуоресцентним бојама (FITC и фикоеритрин (PE, phycoerythrin)).  

Непосредно пре додавања mAt ћелије су једном испране и ресуспендоване у 

хладном PBS1 у концентрацији од 1x105 ћелија/50µl. У ћелијске суспензије су 

додата mAt у финалним разблажењима приказаним у табели 4. Ћелије су 

инкубиране 30 минута на +4°C, испране у PBS1 (центрифугирањем на 1400 rpm, 8 
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минута, на +4°C) и фиксиране у алкохолном раствору 4% формалина. 

Неспецифично везивање је одређивано применом ирелевантних анти-мишјих mAt 

коњугованих FITC-ом или PE-ом. Овако обележене ћелије су анализиране на 

проточном цитофлуориметру (Cube 6), а детаљна обрада података је урађена помоћу 

програма FCS Express 4. Анализирано је најмање 10 000 ћелија/узорку. Резултати су 

приказани као средње вредности интензитета флуоресценце (енгл. mean fluorescence 

intensity, MFI).  

Процена функционалних карактеристика ћелија 

Тест пролиферације PBMNC 

PBMNC (3x105/базену у финалној запремини од 200µl) су култивисане у 

плочи од 96 места (Sarstedt) у комплетном RPMI медијуму, у одсуству или 

присуству различитих концентрација 10-HDA. За стимулацију пролиферације је 

коришћен PHA (30µg/ml). Културе су инкубиране на 37ºC у инкубатору за 

култивацију ћелија са 5% CO2, током 72h. 18h пре истека култивације ћелијама је 

додат [3H]-тимидин у концентрацији од 1µCi/базену. Ћелије су сакупљене 

аутоматским скидачем култура (Titertec Cell Harvester, ICN), а уградња [3H]-

тимидина је мерена помоћу сцинтилационог бета бројача (LKB-1219 Rackbeta, 

Турку, Финска). Резултати су приказани као индекс пролиферације који је рачунат 

тако што су вредности cpm (енгл. count per minute) сваког појединачног базена у 

којима су инкубиране стимулисане PBMNC подељени са средњом вредношћу cpm 

базена у којима су инкубиране нестимулисане PBMNC (базална пролиферација). 

Алостимулацијска способност MoDC 

Алостимулаторна способност 10-HDA (50µM и 500µМ)-третираних MoDC 

одређивана је према степену пролиферације алогених CD4+ T лимфоцита периферне 

крви у ко-култури са MoDC. У плочу од 96 места са „U“ дном (Sarstedt) додате су 

MoDC (стимулатори) у двоструко опадајућим концентрацијама (0,5x104-

0.125x104/базену) и CD4+T лимфоцити (респондери) у константној концентрацији од 

1x105/базену у финалној запремини од 200µl. Ћелије су култивисане 5 дана у 

комплетном RPMI медијуму на 37°C и 5% CO2. 18h пре истека култивације ћелијама 
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је додат [3H]-тимидин у концентрацији од 1µCi/базену. Након 5 дана, ћелије су 

сакупљене аутоматским скидачем култура, а уградња [3H]-тимидина је мерена 

помоћу сцинтилационог бета бројача. Резултати су приказани као индекс 

пролиферације који је рачунат тако што су вредности cpm сваког појединачног 

базена у којима су инкубиране MoDC и CD4+T лимфоцити подељени са средњом 

вредношћу cpm базена у којима су инкубирани само CD4+T лимфоцити. 

Мерење степена NEToze хуманих неутрофила периферне крви in vitro 

Интензитет NEToze је мерен на основу флуориметријске методе Vong и сар. (2013) 

са мањим модификацијама. Метода се заснива на мерењу количине екстрацелуларне 

DNK, која је сразмерна интензитету NEToze, користећи PI, ћелијски непропустљиву, 

флуоресцентну боју која се везује за DNK. Неутрофили су распоређени у црној 

плочи од 96 места са равним дном (Costar, Њујорк, САД) у концентрацији од 

1x105/базену/200µl HBSS+ медијума (табела 5). Поједине комбинације неутрофила 

су најпре преинкубиране са 10-HDA (0,5mM-2mM) у трајању од 30 минута на 37°C. 

Након ове преинкубације ћелије су стимулисане PMA (48nM) у циљу индуковања 

NEToze. У одређене базене је додат Triton X-100 како би се измерила количина 

укупне DNK. Након 2h инкубације на 37°C, у инкубатору за културе ћелија, у 

присуству 5% CO2, у одговарајуће базене је додата DNKaza и инкубација је 

настављена још 45 минута под истим условима. Након тога је у све базене додат PI 

(20µg/ml). Интензитет флуоресценце је прочитан после 15 минута на читачу за 

микроплоче (Synergy HT, BIO-TEK, Вермонт, САД).  

 Количина екстрацелуларне DNK (изражена као проценат тоталне DNK) је 

израчуната на основу следеће једначине (приказан је пример са PMA где је 

ИФ=интензитет флуоресценце; Неут=неутрофили) 

 

Проценат	тоталне	DNK

=
ИФ	�Неут	 + 	PMA� − ИФ	�Неут	 + 	PMA	 + 	DNKaza�

ИФ	�Неутрофили	 + 	Triton	X − 100�
× 100 
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Табела 5. Начин поставке културе неутрофила приликом одређивања степена 

NEToze 

 
Неутрофили 

(1x106/ml) 

Triton X-100 

(1%) 

10-HDA 

(0.5mM-

2mM) 

PMA (50nM) 
DNKaza 

(20 U/µL) 
PI (20µg/ml) 

Неутрофили �      �  

Неутрофили 

+ DNKaza 
�     �  �  

Неутрофили 

+ Triton X-

100 

�  �     �  

Неутрофили 

+ PMA 
�    �   �  

Неутрофили 

+ PMA + 

DNKaza 

�    �  �  �  

Неутрофили 

+ 10-HDA + 

PMA 

�   �  �   �  

Неутрофили 

+ 10-HDA +  

PMA + 

DNKaza 

�   �  �  �  �  

Неутрофили 

+ 10-HDA 
�   �    �  

Неутрофили 

+ 10-HDA + 

DNKaza 

�   �   �  �  

Визуелизација NEToze коришћењем PI  

 Неутрофили су засејани у плочу од 24 места (Sarstedt) у којој су претходно 

постављене „coverslip“ плочице пречника 13mm (Sarstedt) у концентрацији од 1x 

105/базену у 1ml HBSS+ медијума. Након 30 минута преинкубације са 10-HDA 

(2mM) на 37°C, ћелије су стимулисане PMA (48nM) и инкубиране 4h на 37°C. По 

истеку инкубације ћелије су фиксиране у 4% формалину раствореном у фосфатном 

пуферу и обојене PI (20µg/ml). Препарати су посматрани на флуоресцентном 

микроскопу (Nikon Eclipse 5i equipped with a Nikon DXM1200C Camera, Токио, 

Јапан) при увећању објектива 20X. 
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Мерење интензитета оксидативног праска хуманих неутрофила периферне крви 

методом хемилуминисценције помоћу луминола 

Неутрофили периферне крви су постављени у беле плоче од 96 места са 

равним дном (Costar) у концентрацији 2,5x105/базену у 200µl HBSS медијума. 

Ћелије су пре-инкубиране у присуству растућих концентрација 10-HDA (0,05mM-

2mM) и луминолом (50µМ), 30 минута на 37°C. Након тога су стимулисане PMA 

(16nM), OpZy (10µg/ml) или fMLP (1µM). Одмах након стимулације мерен је 

интензитет емитоване светлости, који је пропорционалан синтетисаним реактивним 

кисеоничним врстама, током 60 минута помоћу хемилуминисцентног спектрометра 

(Synergy HT). 

Мерење интензитета оксидативног праска хуманих неутрофила периферне крви 

колориметријски помоћу NBT теста 

Потенцијал стварања О2
•¯ у неутрофилима је одређиван NBT тестом. 

Неутрофили периферне крви су постављени у плоче од 96 места са равним дном 

(Sarstedt) у концентрацији 2,5x105/базену у 200µl HBSS медијума. Ћелије су пре-

инкубиране у присуству различитих концентрација 10-HDA (0,25mM-2mM), 30 

минута на 37°C. Након тога су стимулисане PMA (16nM), OpZy (10µg/ml) или fMLP 

(1µM). Истовремено са стимулусима у ћелијске културе је додат NBT у финалној 

концентрацији од 0.5 mg/ml. Ћелије су затим инкубиране на 37ºC наредних 90 

минута у инкубатору за културе ћелија. У току инкубације настала је редукција 

жуто обојеног NBT-a у дифорамазан. Реакција редукције NBT-a је заустављена 

додавањем раствора SDS-HCl у коме се настали диформазон раствара. Интезитет 

растворене боје, који је директно сразмеран активности NADPH оксидазе, мерен је 

на спектрофотометру на таласној дужини од 570nm (референтна 650nm). 

Мерење интензитета оксидативног праска хуманих неутрофила периферне крви 

флуориметријском методом помоћу DHR-а 

Мерење интензитета оксидативног праска неутрофила помоћу DHR-а 

спроведено је применом раније описане цитофлуориметријске методе (Chen и 

Junger, 2012). Укратко: неутрофили (1x106/ml у HBSS медијуму) су, након пре-
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инкубације од 30 минута на 37°C са различитим концентрацијама 10-HDA (0,5mM -

2mM), инкубиране у присуству PMA (16nM), OpZy (10µg/ml) или fMLP-ом (1µM) и 

DHR (10µM) током 15 минута (PMA и fMLP) или 30 минута (OpZy) на 37°C. Након 

инкубације ћелије су инкубиране на леду 10 минута, испране у хладном PBS и 

фиксиране у 0,5% формалдехиду у фосфатном пуферу. Интензитет флуоресценце је 

мерен на проточном цитофлуориметру (Cube 6).  

Мерење интензитета оксидативног праска хуманих неутрофила периферне крви 

флуориметријском методом помоћу DCFH-DA 

Мерење интензитета оксидативног праска неутрофила помоћу DCFH-DA 

урађено је на основу раније описане методе (Cossarizza и сар., 2009). Неутрофили 

(10x106/ml у HBSS) су инкубирани 30 минута у присуству DCFH-DA (1µM) на 37°C, 

а затим испрани у HBSS. Такви „обојени“ неутрофили (1x106/ml у HBSS медијуму) 

су пре-инкубирани 30 минута на 37°C у присуству различитих концентрација 10-

HDA (0,5mM-2mM), а потом стимулисани PMA (16nM), OpZy (10µg/ml) или fMLP 

(1µM). Након инкубације од 30 минута на 37°C, ћелије су испране у хладном PBS-у, 

а интензитет флуоресценце је мерен одмах на проточном цитофлуориметру (Cube 

6).  

Одређивање концентрације цитокина 

Концентрације свих испитиваних цитокина су одређиване употребом 

комерцијалних сендвич ELISA китова према упутствима произвођача. 

Цитокини су одређивани у супернатантима култура PBMNC након 72h 

култивације у присуству или одсуству различитих концентрација 10-HDA (10µM-

500µM) и PHА (30µg/ml) као стимулусом. Одређиване су концентрације IFN-γ, IL-2, 

IL-5, IL-10, IL-17, IL-1β, IL-6 и TNF-α (R&D Systems, Минеаполис, САД).  

Такође, цитокини су одређивани и у супернатантима култура MoDC након 

48h култивације у присуству или одсуству различитих концентрација 10-HDA 

(50µM и 500µM) и LPS (1µg/ml) као стимулусом. Одређивана је концентрација IL-

12p70, IL-18, IL-10, IL-23 и TNF-α (R&D Systems).  
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У циљу сагледавања како 10-HDA интерферира са сигналним механизмима 

који су укључени у продукцију цитокина од стране MoDC, културе незрелих MoDC 

(1х105/базену у плочи од 96 места са равним дном) су инкубиране са инхибитором 

NF-κB (BAY11-7082) и инхибитором PI3K (LY294002) 30 минута, на 37°C а затим 

стимулисане LPS (1µg/ml) у присуству или одсуству 10-HDA (500µМ). После 48h 

инкубације на 37°C супернатанти су сакупљени и коришћени за одређивање 

концентрације IL-12p70 и TNF-α.  

Способност MoDC, претходно третираних различитим концентрацијама 10-

HDA (50µМ и 500µМ), у усмеравању Т ћелијског имунског одговора одређивана је 

мерењем концентрација карактеристичних цитокина из супернатаната ко-култура 

MoDC и алогених CD4+Т лимфоцита периферне крви: IFN-γ, IL-2, IL-10, IL-17A 

(R&D Systems), IL-4 (Invitrogen). Укратко у плочу од 96 места са „U“ дном (Sarstedt) 

додате су MoDC (стимулатори) у двострукоопадајућим концентрацијама од 1x104-

0.125x104/базену и CD4+T лимфоцити (респондери) у константној концентрацији од 

1x105/базену у финалној запремини од 200µl. Ћелије су култивисане 5 дана у 

комплетном RPMI медијуму на 37°C и 5% CO2. Током последњих 8 сати 

култивације ћелијама су додати PMA (30nM) и јономицин (670nM; Sigma). 

Супернатанти ових култура су сакупљени и чувани на -20°C до одређивања 

концентрације цитокина. 

Процењивање способности „сакупљања“ реактивних кисеоничних 

врста  

Процена способности „сакупљања“ супероксид анјон радикала 

Метода је урађена као што је описано у раду (Gomes и сар., 2007) са мањим 

модификацијама. О2
•¯ је синтетисан коришћењем NADH/PMS система, а способност 

„сакупљања“ односно „хватања“ је процењена спектрофотометријски на читачу 

микроплоча мерењем ефекта 10-HDA на редукцију NBT индуковану О2
•¯ на 560nm 

после 5 минута инкубације. Реакциона смеша се састојала из следећих реагенаса са 

приказаним финалним концентрацијама. NADH (166µM), NBT (43µM), 10-HDA 

(0,5mM-4mM) и PMS (2.7µM) (Sigma). NADH, NBT и PMS су растворени у 19mM 

фосфатном пуферу, pH 7,4. Као позитивна контрола коришћен је витамин C. 
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Резултати су приказани као средња вредност инхибиције (у процентима) редукције 

NBT до диформазана ±SD из три независна експеримента.  

Процена способности „сакупљања“ водоник пероксида 

Способност „сакупљања“ H2O2 је процењена на основу мерења степена 

оксидације луминола индукованог H2O2 користећи претходно описане методе 

(O'Dowd и сар., 2004, Gomes и сар., 2007) са мањим модификацијама. Есеј је рађен у 

белој микротитарској плочи са 96 места, а реакциона смеша се састојала из следећих 

реагенаса са приказаним финалним концентрацијама: 50mM фосфатни пуфер, pH 

7,4, луминол (50µM), 10-HDA (0,5mM-4mM) и 1% H2O2. Као позитивна контрола 

коришћен је витамин C. Промена интензитета хемилуминисценце је мерена на 

читачу за микроплочe (Synergy HT) у трајању од 20 минута. Резултати су приказани 

као средња вредност инхибиције (у процентима) оксидације луминола ±SD из три 

независна експеримента. 

Процена способности „сакупљања“ HOCl 

Способност „сакупљања“ HOCl је мерена на основу претходно описане 

флуориметријске методе (Gomes и сар., 2007) која се заснива на мерењу степена 

HOCl-индуковане оксидације DHR до родамина 123. Есеј је рађен у црној 

микротитарској плочи са 96 места, а реакциона смеша се састојала из следећих 

реагенаса са приказаним финалним концентрацијама: 100mM фосфатни пуфер, pH 

7,4, 10-HDA (0,5mM-4mM), DHR (5µM) и HOCl (5µM). Као позитивна контрола 

коришћен је витамин C. Интензитет флуоресценце је мерен на читачу за микроплочe 

(ексцитација 480nm/емисија 520nm) (Synergy HT) после 5 минута инкубације. 

Резултати су приказани као средња вредност инхибиције (у процентима) оксидације 

DHR ±SD из три независна експеримента. 

Одређивање концентрације укупног глутатиона 

 Концентрација укупног глутатиона (редуковани и оксидовани глутатион) је 

одређивана на основу методе која је детаљно описана у раду Rahman и сар. (2006). 

Ова метода се заснива на реакцији глутатиона са DTNB при чему настају TNB (енгл. 
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5-thio-2-nitrobenzoic acid), који има максимум апсорбанце на 412nm и глутатион-

TNB адукт. Брзина формирања TNB је пропорционална концентрацији глутатиона у 

узорку. Ензим глутатион редуктаза редукује дисулфидни продукт глутатион-TNB у 

присуству NADPH, рециклирајући притом глутатион. С обзиром да глутатион 

редуктаза редукује и оксидовани глутатион формирајући 2 молекула редукованог 

глутатиона, количина измереног глутатиона представља суму редукованог и 

оксидованог глутатиона, односно укупни глутатион.  

 Неутрофили (1,5x106/базену у слабоадхерентној плочи од 24 места (Sarstedt)) 

су, после преинкубације од 30 минута на 37°C са различитим концентрацијама 10-

HDA (0,5mM-2mM), стимулисани PMA (16nM), OpZy (10µg/ml) или fMLP (1µM). 

После 2h инкубације ћелије су сакупљене, испране у хладном PBS-у, 

ресуспендоване у 500µl екстракционог пуфера и сонификоване ултразвучним 

сонификатором 6 пута по 30 секунди. Затим је хомогенат подвргнут циклусу 

смрзавања на -70°C и одмрзавања како би се осигурала деструкција ћелијских 

мембрана, а након тога уследило је центрифугирање на 5000 rpm 4 минута при 

температури од +4°C. Супернатант је коришћен за одређивање концентрације 

глутатиона.  

 Процедура је рађена тако што је по 20µl узорка у трипликатима додато у 

провидну микротитарску плочу од 96 места (Sarstedt) као и по 20µl опадајућих 

концентрација стандарда (редуковани глутатион: 26,4nM/ml–0.103nM/ml). Затим је у 

сваки базен додато по 120µl раствора који садржи DTNB (0,67mg/ml) и глутатион 

редуктазу (3,33U/ml) у односу 1:1. После 30 секунди дадато је по 60µl NADPH 

(0,67mg/ml; Merck) и одмах је почело читање апсорбанце на 412nm на сваких 10 

секунди у току 3 минута. Затим је израчуната промена апсорбанце у минути (брзина 

настанка TNB) за сваки базен, а помоћу тих вредности је нацртана стандардна крива 

и израчуната концентрација глутатиона у узорку. Све супстанце коришћене у 

методи су растворене у KPE пуферу.  

Статистичка обрада података 

За статистичку анализу коршћени су Student-ов t тест и једноструки ANOVA 

тест са Dunnett пост тестом. Вредности добијених података су сматране статистички 

значајним уколико је p<0,05. Статистичка обрада података урађена је помоћу 
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статистичког програма GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., Сан Дијего, САД). 

Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна девијација (SD) из 

најмање три независна експеримента. 
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Утицај 10-HDA на функцију хуманих неутрофила периферне крви 

Ефекат 10-HDA на оксидативни прасак хуманих неутрофила  

Утицај 10-HDA на оксидативни прасак неутрофила је испитиван методом 

хемилуминисценце помоћу луминола, која може да детектује интрацелуларну и 

екстрацелуларну продукцију различитих реактивних кисеоничних врста. Добијени 

резултати су показали да 10-HDA у концентрацијама од 0,5-2mM смањује 

продукцију реактивних кисеоничних врста у неутрофилима стимулисаним PMA 

(16nM) (графикон 1). Сличан инхибитрони ефекат 10-HDA у концентрацијама од 

1mM и 2mM је потврђен кад су као стимулуси за активацију неутрофила коришћени 

fMLP (графикон 2) и opZy (графикон 3).  

С обзиром да луминол неспецифично реагује са различитим реактивним 

кисеоничним врстама, желели смо да проверимо како 10-HDA утиче на продукцију 

појединачних реактивних кисеоничних врста, као што су О2
•¯, H2O2 и HOCl, у 

неутрофилима. Стога смо користили специфичне методе за детекцију појединих 

реактивних кисеоничних врста. Интрацелуларну продукцију О2
•¯ смо мерили 

колориметријски помоћу NBT теста.  

Резултати приказани на графикону 4. показују да 10-HDA (1mM и 2mM) 

дозно зависно смањује интрацелуларну продукцију О2
•¯ у неутрофилима 

стимулисаним PMA (16nM), fMLP (1µM) и opZy (10µg/ml). Такође, слично као у 

есеју са луминолом 10-HDA у концентрацији од 0,5mM је статистички значајно 

смањила продукцију О2
•¯ само код неутрофила стимулисаних PMA (16nM).  
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Графикон 1. Ефекат 10-HDA на оксидативни прасак хуманих неутрофила периферне 

крви стимулисаних PMA. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су после пре-инкубације од 30 

минута са различитим концентрацијама 10-HDA (0,05mM-2mM) и луминолом (50µМ) 

стимулисани PMA (16nM) као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Одмах 

након стимулације почело је мерење интензитета емитоване светлости која је 

пропорционална синтетисаним реактивним кисеоничним врстама. (А) Приказана је средња 

вредност релативног интензитета продукције реактивних кисеоничних врста у односу на 

контролу (100%) ± SD из три независна експеримента. *p<0,05; ***p<0,001. (Б) Графички 

приказ резултата једног репрезентативног експеримента, са очитавањем луминисценце на 

сваких 50 секунди у току 60 минута. Криве су добијене из средњих вредности 8 суседних 

тачака. 
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Графикон 2. Ефекат 10-HDA на оксидативни прасак хуманих неутрофила периферне 

крви стимулисаних fMLP. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су после пре-инкубације од 30 

минута са различитим концентрацијама 10-HDA (0,05mM-2mM) и луминолом (50µМ) 

стимулисани fMLP (1µM) као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Одмах 

након стимулације почело је мерење интензитета емитоване светлости која је 

пропорционална синтетисаним реактивним кисеоничним врстама. (А) Приказана је средња 

вредност релативног интензитета продукције реактивних кисеоничних врста у односу на 

контролу (100%) ± SD из три независна експеримента p<0,05; **p<0,01. (Б) Графички 

приказ резултата једног репрезентативног експеримента, са очитавањем луминисценце на 

сваких 50 секунди у току 60 минута. Криве су добијене из средњих вредности 8 суседних 

тачака. 
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Графикон 3. Ефекат 10-HDA на оксидативни прасак хуманих неутрофила 

стимулисаних opZy. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су после пре-инкубације од 30 минута 

са различитим концентрацијама 10-HDA (0,05mM-2mM) и луминолом (50µМ) стимулисани 

opZy (10µg/ml) као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Одмах након 

стимулације почело је мерење интензитета емитоване светлости која је пропорционална 

синтетисаним реактивним кисеоничним врстама. (А) Приказана је средња вредност 

релативног интензитета продукције реактивних кисеоничних врста у односу на контролу 

(100%) ± SD из три независна експеримента.***p<0,001. (Б) Графички приказ резултата 

једног репрезентативног експеримента, са очитавањем луминисценце на сваких 50 секунди 

у току 60 минута. Криве су добијене из средњих вредности 8 суседних тачака. 
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Графикон 4. Ефекат 10-HDA на продукцију О2
•¯ од стране хуманих неутрофила 

периферне крви стимулисаних PMA (А), fMLP (Б) и opZy (В). Неутрофили (1x106/ml у 

HBSS) су инкубирани 30 минута у присуству различитих концентрација 10-HDA (0,25mM-

2mM) у микротитарским плочама са 96 места. Затим су им додати стимулуси (PMA (16nM), 

fMLP (1µM) или opZy (10µg/ml)) и NBT (0,5 mg/ml). Након 2h инкубације и 

центрифугирања микротитарске плоче, супернатант је сакупљен и издвојен, а на талог је 

додат SDS-HCl како је описано у поглављу „Материјал и методе“. Интезитет растворене 

боје је мерен на спектрофотометру на таласној дужини од 570nm (референтна 650nm). На 

графикону су приказане средње вредности продукције О2
•¯ у односу на контролу (100%) 

±SD из три независна експеримента. *p<0,05; ***p<0,001 
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Даљи увид у ефекат 10-HDA на продукцију осталих реактивних кисеоничних 

врста испитан је цитофлуориметријом помоћу DCFH-DA, флуоресцентне боје којом 

се интрацелуларно могу детектовати H2O2 и хидроксилни радикал (HO•), као и 

поједине реактивне врсте азота (Freitas и сар., 2009). Као што се може уочити на 

графиконима 5, 6 и 7, 10-HDA је само у највећој примењеној концентрацији (2mM) 

смањила количину продукованих реактивних кисеоничних врста у хуманим 

неутрофилима стимулисаних PMA (16nM) и opZy (10µg/ml), док остале примењене 

концентрације (0,5mM и 1mM) нису имале ефекта. Такође, 10-HDA је потентније 

инхибирала продукцију реактивних кисеоничних врста, који се детектују овом 

методом, код неутрофила стимулисаних fMLP (1µM), јер је и концентрацијa од 1mM 

имала статистички значајан ефекат (графикон 6). Готово идентични резултати су 

добијени применом цитофлуориметријске методе са другом флуоресцентном бојом, 

DHR која специфично реагује са H2O2 и HOCl (Freitas и сар., 2009) (графикони 8, 9, 

и 10). 
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Графикон 5. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HO• од стране хуманих неутрофила 

периферне крви стимулисаних PMA. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су инкубирани 30 

минута у присуству DCFH-DA (1µM) на 37°C. После испирања у HBSS, ћелије су пре-

инкубиране 30 минута са 10-HDA (0,5mM -2mM) на 37°C, а затим стимулисане PMA 

(16nM). Након тога ћелије су испране у хладном PBS, а интензитет флуоресценце је мерен 

проточном цитофлуориметријом како је описано у поглављу „Материјал и методе“. 

Приказани су (А) хистограми једног репрезентативног експеримента и (Б) средње вредности 

MFI у односу на контролу (100%) ±SD из три независна експеримента. *p<0,05 
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Графикон 6. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HO• од стране хуманих неутрофила 

периферне крви стимулисаних fMLP. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су инкубирани 30 

минута у присуству DCFH-DA (1µM) на 37°C. После испирања у HBSS, ћелије су пре-

инкубиране 30 минута са 10-HDA (0,5mM -2mM) на 37°C, а затим стимулисане fMLP (1µM). 

Након тога ћелије су испране у хладном PBS, а интензитет флуоресценце је мерен 

проточном цитофлуориметријом како је описано у поглављу „Материјал и методе“. 

Приказани су (А) хистограми једног репрезентативног експеримента и (Б) средње вредности 

MFI у односу на контролу (100%) ±SD из три независна експеримента. *p<0,05; **p<0,01 
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Графикон 7. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HO• од стране хуманих неутрофила 

периферне крви стимулисаних opZy. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су инкубирани 30 

минута у присуству DCFH-DA (1µM) на 37°C. После испирања у HBSS, ћелије су пре-

инкубиране 30 минута са 10-HDA (0,5mM -2mM) на 37°C, а затим стимулисане opZy 

(10µg/ml). Након тога ћелије су испране у хладном PBS, а интензитет флуоресценце је 

мерен проточном цитофлуориметријом како је описано у поглављу „Материјал и методе“. 

Приказани су (А) хистограми једног репрезентативног експеримента и (Б) средње вредности 

MFI у односу на контролу (100%) ±SD из три независна експеримента. **p<0,01 

  



Резултати 

63 

 

 

 

 

Графикон 8. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HOCl од стране хуманих 

неутрофила периферне крви стимулисаних PMA. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су 

после преинкубације од 30 минута са 10-HDA (0,5mM -2mM) на 37°C третиране PMA 

(16nM) и DHR (10µM). После 15 минута на 37°C ћелије су стављене на лед у трајању од 10 

минута, испране у хладном PBS и фиксиране у 0,5% формалдехиду, а интензитет 

флуоресценце је мерен проточном цитофлуориметријом како је описано у поглављу 

„Материјал и методе“. Приказани су (А) хистограми једног репрезентативног експеримента 

и (Б) средње вредности MFI у односу на контролу (100%) ±SD из три независна 

експеримента. *p<0,05  



Резултати 

64 

 

 

 

 

Графикон 9. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HOCl од стране хуманих 

неутрофила периферне крви стимулисаних fMLP. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су 

после преинкубације од 30 минута са 10-HDA (0,5mM -2mM) на 37°C третиране fMLP 

(1µM) и DHR (10µM). После 15 минута на 37°C ћелије су стављене на лед у трајању од 10 

минута, испране у хладном PBS и фиксиране у 0,5% формалдехиду, а интензитет 

флуоресценце је мерен проточном цитофлуориметријом како је описано у поглављу 

„Материјал и методе“. Приказани су (А) хистограми једног репрезентативног експеримента 

и (Б) средње вредности MFI у односу на контролу (100%) ±SD из три независна 

експеримента. *p<0,05  
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Графикон 10. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HOCl од стране хуманих 

неутрофила периферне крви стимулисаних opZy. Неутрофили (1x106/ml у HBSS) су 

после преинкубације од 30 минута са 10-HDA (0,5mM -2mM) на 37°C третиране opZy 

(10µg/ml) и DHR (10µM). После 30 минута на 37°C ћелије су стављене на лед у трајању од 

10 минута, испране у хладном PBS и фиксиране у 0,5% формалдехиду, а интензитет 

флуоресценце је мерен проточном цитофлуориметријом како је описано у поглављу 

„Материјал и методе“. Приказани су (А) хистограми једног репрезентативног експеримента 

и (Б) средње вредности MFI у односу на контролу (100%) ±SD из три независна 

експеримента. *p<0,05  
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Утицај 10-HDA на спонтану апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

 Како би искључили могућност да је ефекат 10-HDA на оксидативни прасак 

неутрофила последица токсичног или про-апоптотског деловања ове киселине, 

инкубирали смо хумане неутрофиле са различитим концентрацијама 10-HDA 

(0,5mМ-2mМ) на 37°C, а после различитих временских интервала (2h и 5h) ћелије су 

обележене Annexin V Alexa Fluor 488/PI. Annexin V Alexa Fluor 488 се везује за 

фосфатидил серин који се испољава на апоптотским ћелијама, а PI обележава 

некротичне ћелије (Homburg и сар., 1995). Наши резултати су показали да 10-HDA 

ни у једној примењеној концентрацији након 5h инкубације није токсична за хумане 

неутрофиле периферне крви, не индукујући ни апоптозу ни некрозу у тестираном 

периоду (графикон 11). Међутим, при продуженој инкубацији, од 24 часа, показано 

је да 10-HDA у концентрацијама од 0,5mМ, 1mМ и 2mМ инхибира спонтану 

апоптозу неутрофила (графикони 12 и 13). 
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Графикон 11. Ефекат 10-HDA на спонтану апоптозу хуманих неутрофила периферне 

крви након 2h и 5h. Неутрофили (1x106/ml HBSS) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM -2mM) на 37°C, 2 часа (А, В), односно 5 часова (Б, Г). 

После инкубације ћелије су обележене Annexin V Alexa Fluor 488/PI и анализиране на 

проточном цитофлуориметру као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. (А, Б) 

Различити стадијуми апоптозе неутрофила у облику хистограма једног репрезентативног 

експеримента. (В, Г) Графички приказ средњих вредности процента Annexin V+ контролних 

(K) и 10-HDA-третираних ћелија ±SD из три независна експеримента.  
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Графикон 12. Ефекат 10-HDA на спонтану апоптозу хуманих неутрофила периферне 

крви након 24h. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим концентрацијама 10-

HDA (0,5mM -2mM), на 37°C, 24 часа. После инкубације ћелије су обележене пропидијум 

јодидом у хипотоном цитратном пуферу и анализиране на проточном цитофлуориметру као 

што је описано у поглављу „Материјал и методе“. (А) Хистограми једног репрезентативног 

експеримента. (Б) Графички приказ средњих вредности процента апоптозе контролних (K) и 

10-HDA-третираних ћелија ±SD из три независна експеримента. ***p<0,001  



Резултати 

69 

 

 

 

 

Графикон 13. Ефекат 10-HDA на спонтану апоптозу хуманих неутрофила периферне 

крви. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим концентрацијама 10-HDA 

(0,5mM -2mM) 6 часова, односно 24 часа на 37°C. Након инкубације ћелије су обојене 

Türck-овим раствором и анализиране на светлосном микроскопу бројањем најмање 500 

ћелија по препарату као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Приказане су 

средње вредности процента апоптозе контролних (K) и 10-HDA-третираних ћелија ±SD из 

три независна експеримента. *p<0,05 
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Утицај 10-HDA на индуковану апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

 С обзиром да PMA, fMLP и opZy индукују апоптозу хуманих неутрофила у 

којој кључну улогу имају реактивне кисеоничне врсте, у наредном кораку смо хтели 

да сагледамо утицај 10-HDA на стимулисану апоптозу неутрофила. Резултати које 

смо добили су показали да 10-HDA (1mM и 2mM) инхибира апоптозу неутрофила 

индуковану PMA (16nM) у првим сатима инкубације (2h) (графикон 14). Међутим, 

10-HDA после 24h није утицала на PMA-индуковану апоптозу неутрофила 

(графикон 15). Када је као стимулус коришћен fMLP (1µM), није било значајне 

разлике у проценту апоптозе нестимулисаних и неутрофила стимулисаних fMLP без 

обзира на присуство или одсуство 10-HDA током 5h инкубације (графикони 11 и 

16). Истовремено, 10-HDA (1mM и 2mM) је у потпуности инхибирала апоптозу 

неутрофила индуковану 24h деловањем fMLP (1µM) (графикони 12 и 17). Ови 

резултати су потврђени и применом морфолошке методе одређивања апоптозе, 

применом Türck-овог реагенса (графикон 18). Даље, показали смо да је 10-HDA у 

концентрацијама од 1mM и 2mM инхибирала апоптозу хуманих неутрофила 

индуковану opZy (10µg/ml) након 5h инкубације (графикони 19 и 21) и 24h 

инкубације (графикони 20 и 21).  
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Графикон 14. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних PMA Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим концентрацијама 

10-HDA (0,5mM-2mM) 30 минута, а затим стимулисани PMA (16nM). После 2h инкубације 

на 37°C, ћелије су обележене Annexin V Alexa Fluor 488/PI и анализиране на проточном 

цитофлуориметру као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. (А) Различити 

стадијуми апоптозе неутрофила у облику хистограма једног репрезентативног 

експеримента. (Б) Графички приказ средњих вредности процента Annexin V+ ћелија ±SD из 

три независна експеримента. *p<0,05, **p<0,01 
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Графикон 15. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних PMA. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM-2mM) 30 минута, а затим стимулисани PMA (16nM). 

Након 24h инкубације на 37°C, ћелије су обележене пропидијум јодидом у хипотоном 

цитратном пуферу и анализиране на проточном цитофлуориметру као што је описано у 

поглављу „Материјал и методе“. (А) Хистограми једног репрезентативног експеримента. (Б) 

Графички приказ средњих вредности процента апоптозе ±SD из три независна 

експеримента.  
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Графикон 16. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних fMLP. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM-2mM) 30 минута, а затим стимулисани fMLP (1µM). 

После 5h инкубације на 37°C, ћелије су обележене Annexin V Alexa Fluor 488/PI и 

анализиране на проточном цитофлуориметру као што је описано у поглављу „Материјал и 

методе“. (А) Различити стадијуми апоптозе неутрофила у облику хистограма једног 

репрезентативног експеримента. (Б) Графички приказ средњих вредности процента Annexin 

V+ ћелија ±SD из три независна експеримента.  
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Графикон 17. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних fMLP. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM-2mM) 30 минута, а затим стимулисани fMLP (1µM). 

Након 24h инкубације на 37°C, ћелије су обележене пропидијум јодидом у хипотоном 

цитратном пуферу и анализиране на проточном цитофлуориметру као што је описано у 

поглављу „Материјал и методе“. (А) Хистограми једног репрезентативног експеримента. (Б) 

Графички приказ средњих вредности процента апоптозе ±SD из три независна 

експеримента. **p<0,01 
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Графикон 18. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних fMLP. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM-2mM) на 37°C 30 минута, а затим стимулисани fMLP 

(1µM). После 6h, односно 24h инкубације ћелије су обојене Türck-овим раствором и 

анализиране на светлосном микроскопу бројањем најмање 500 ћелија по препарату као што 

је описано у поглављу „Материјал и методе“. Приказане су средње вредности процента 

апоптозе ±SD из три независна експеримента. *p<0,05; **p<0,01  
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Графикон 19. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних opZy. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM-2mM) 30 минута, а затим стимулисани opZy (10µg/ml). 

После 5h инкубације на 37°C, ћелије су обележене Annexin V Alexa Fluor 488/PI и 

анализиране на проточном цитофлуориметру као што је описано у поглављу „Материјал и 

методе“. (А) Различити стадијуми апоптозе неутрофила у облику хистограма једног 

репрезентативног експеримента. (Б) Графички приказ средњих вредности процента Annexin 

V+ ћелија ±SD из три независна експеримента. *p<0,05; **p<0,01 
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Графикон 20. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних opZy. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM-2mM) 30 минута, а затим стимулисани opZy (10µg/ml). 

Након 24h инкубације на 37°C, ћелије су обележене пропидијум јодидом у хипотоном 

цитратном пуферу и анализиране на проточном цитофлуориметру као што је описано у 

поглављу „Материјал и методе“. (А) Хистограми једног репрезентативног експеримента. (Б) 

Графички приказ средњих вредности процента апоптозе ±SD из три независна 

експеримента. *p<0,05; **p<0,01 
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Графикон 21. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних opZy. Неутрофили (1x106/ml) су инкубирани са различитим 

концентрацијама 10-HDA (0,5mM-2mM) на 37°C 30 минута, а затим стимулисани opZy 

(10µg/ml). После 6h, односно 24h инкубације ћелије су обојене Türck-овим раствором и 

анализиране на светлосном микроскопу бројањем најмање 500 ћелија по препарату као што 

је описано у поглављу „Материјал и методе“. Приказане су средње вредности процента 

апоптозе ±SD из три независна експеримента. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001  
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Утицај 10-HDA на процес NETozе хуманих неутрофила периферне крви 

Будући да хемијска и биолошка стимулација неутрофила углавном индукује 

NETozu на начин који зависи од продукције реактивних кисеоничних врста 

(Nishinaka и сар., 2011, Kirchner и сар., 2012, Palmer и сар., 2012, Parker и 

Winterbourn, 2012, Kirchner и сар., 2013), претпоставили смо да ће 10-HDA, с 

обзиром да смањује продукцију реактивних кисеоничних врста, такође смањити 

интензитет NEToze.  

У том циљу су хумани неутрофили периферне крви инкубирани 30 минута са 

различитим концентрацијама 10-HDA (0,5mМ-2mМ) на 37°C, а затим стимулисани 

PMA (48 nМ), најпознатијим индуктором NEToze. Ослобађење NET-ова је 

квантификовано после 4h инкубације, мерењем интензитета флуоресценце PI. Као 

што се може видети на графикону 22, претретман неутрофила са 10-HDA (1mМ и 

2mМ) је значајно смањио ослобађање NET-ова од стране хуманих неутрофила. Овај 

ефекат је потврђен и на флуоресцентном микроскопу (слика 4).  
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Графикон 22. Утицај 10-HDA на PMA-индуковану NETozu хуманих неутрофила 

периферне крви. Неутрофили су преинкубирани у присуству или одсуству различитих 

концентрација 10-HDА (0,5mМ-2mМ) 30 минута, а затим стимулисани PMA (48nМ). Тест је 

изведен у црним микротитарским плочама са 96 места, 1x105 ћелија/базену у HBSS+ 

медијуму. Интензитет NEToze је процењен након 4h на основу односа количине 

екстрацелуларне DNK и укупне количине DNK, применом PI, као што је описано у 

поглављу „Метеријал и методе“. Резултати су приказани као средња вредност процента 

екстрацелуларне DNK, која је пропорционална интензитету NEToze ±SD у односу на 

укупну количину DNK из три независна експеримента. *p<0,05; ***p<0,001 
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Слика 4. Хумани неутрофили периферне крви у NETozi. Неутрофили су култивисани на 

„coverslip“ плочицама (ᴓ13mm) у HBSS+ медијуму, 1x105 ћелија/узорку, 4 сата, на 37°C, у 

присуству или одсуству PMA (48nМ) као стимулусом, са или без додатка 10-HDA (2mM). 

Након инкубације и фиксације у 4% формалину раствореном у фосфатном пуферу ћелије су 

обележене PI (20µg/ml) као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Препарати су 

посматрани на флуоресцентном микроскопу. (А) Нестимулисани неутрофили, (Б) 

неутрофили стимулисани PMA и (В) неутрофили стимулисани PMA у присуству 10-HDA. 

Увећање 200х. 
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Антиоксидативна својства 10-HDA 

Способност 10-HDA да “сакупља” реактивне кисеоничне врсте 

У циљу испитивања способности 10-HDA да “сакупља” реактивне 

кисеоничне врсте, користили смо системе без ћелија у којима су реактивне 

кисеоничне врсте хемијски продуковане. Резултати су показали да 10-HDA у 

концентрацијама од 1mМ до 4mМ има способност да реагује са О2
•¯ (графикон 23) и 

HOCl (графикон 24) испољавајући директни антиоксидативни ефекат. Вредност 

средње инхибиторне концентрације (IC50 вредност), у нашим експерименталним 

моделима, за О2
•¯ била је 10,7mM, а за HOCl 6,8mM. С друге стране, 10-HDA није 

реаговала са H2О2 у раствору што је показано на основу истог интензитета 

оксидације луминола од стране H2О2 без обзира на присуство или одсуство 10-HDA 

(графикон 25). 

Ефекат 10-HDA на концентрацију глутатиона у стимулисаним неутрофилима 

 На графикону 26 се може видети да је PMA (16nM) индуковао деплецију 

глутатиона у неутрофилима за око 45% у односу на контролне нестимулисане 

ћелије. 10-HDA ни у једној примењеној концентрацији (0,5mM-2mM) није значајно 

модулирала ову деплецију. Остала два стимулуса, fMLP (1µМ) и opZy (10µg/ml), 

нису значајно мењала концентрацију глутатиона у неутрофилима без обзира на 

присуство или одсуство 10-HDA у тестираним концентрацијама. Такође, ова масна 

киселина није имала ефекта на концентрацију глутатиона у нестимулисаним 

неутрофилима (резултати нису приказани). 
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Графикон 23. Способност 10-HDA да „сакупља“ О2
•¯. О2

•¯ је синтетисан помоћу 

NADH/PMS система. Способност 10-HDA (0,5mM-4mM) да „сакупља“ овај реактивни 

радикал кисеоника је квантификована спектрофотометријски, мерењем интензитета 

редукције NBT као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Резултати су 

приказани као средња вредност инхибиције (у процентима) редукције NBT до диформазана 

у односу на контролу (K) (без додатка 10-HDA) ±SD из три независна експеримента. 

**p<0,01; ***p<0,001 
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Графикон 24. Способност 10-HDA да „сакупља“, односно реагује са HOCl. Реакциона 

смеша се састојала од следећих реагенаса у финалној запремини од 300µl: фосфатни пуфер 

(100mM, pH 7,4), 10-HDA (0,5mM-4mM), DHR (5µM) и свеже припремљена HOCl (5µM). 

Интензитет флуоресценце је мерен на читачу за микроплоча (Synergy HT) 5 минута по 

додавању HOCl као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Резултати су 

приказани као средња вредност инхибиције (у процентима) HOCl-индуковане оксидације 

DHR у односу на контролу (K) (без додатка 10-HDA) ±SD из три независна експеримента. 

**p<0,01; ***p<0,001 
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Графикон 25. Способност 10-HDA да „сакупља“, односно реагује са H2О2. Реакциона 

смеше се састојала од следећих реагенаса у финалној запремини од 250µl: фосфатни пуфер 

(100mМ, pH 7.4), луминол (50µМ), 10-HDA (0,5mМ-4mМ) и 1% H2О2. Промена у 

интензитету хемилуминисцентног сигнала је мерена 15 минута по додавању H2О2 на читачу 

за микроплоче (Synergy HT), као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. 

Резултати су приказани као средња вредност релативног интензитета оксидације луминола 

у односу на контролу (K) (100%) (без додатка 10-HDA) ±SD из три независна експеримента. 
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Графикон 26. Ефекат 10-HDA на концентрацију глутатиона у хуманим неутрофилима 

периферне крви стимулисаних PMA, fMLP и opZy. Неутрофили (1.5x106/ml) су 

преинкубирани 30 минута са различитим концентрацијама 10-HDA (0,5mM-4mM) у плочи 

са 24 места, а затим стимулисани PMA (16nM), fMLP (1µM) или opZy (10µg/ml). После 2h 

инкубације на 37°C, ћелије су испране, сакупљене и лизиране. Концентрација глутатиона је 

одређивана колориметријски помоћу DTNB реагенса, као што је описано у поглављу 

„Материјал и методе“. Резултати су приказани као средње вредности концентрацијe 

глутатиона нормализоване на милион ћелија ±SD из три независна експеримента. *p<0,05 

 GSH – укупни глутатион  
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Ефекат 10-HDA на функцију хуманих мононуклеарних ћелија 

периферне крви 

Ефекат 10-HDA на пролиферацију PBMNC 

PBMNC су стимулисане PHA (30µg/ml) и различитим концентрацијама 10-

HDA (10µМ-500µМ). PBMNC стимулисане само PHA су представљале контролу. 

Резултати приказани на графикону 27 показују да је 10-HDA у концентрацији од 

500µМ инхибирала пролиферацију лимфоцита. Инхибирана пролиферација није 

била последица апоптозе ћелија (графикон 28), али је била повезана са смањеном 

продукцијом IL-2 (графикон 29).  

Ефекат 10-HDA на продукцију про-инфламаторних цитокина PBMNC 

Полазећи од резултата пролиферације лимфоцита, одлучили смо да испитамо 

утицај две концентрације 10-HDA (50µМ и 500µМ) на продукцију цитокина од 

стране PHA-активираних PBMNC. Прво смо одредили продукцију три главна 

проинфламаторна цитокина (IL-1β, IL-6 и TNF-α). Резултати су приказани на 

графикону 30. Може се видети да је 10-HDA у концентрацији од 500µМ значајно 

супримирала продукцију IL-1β и TNF-α. 

Ефекат 10-HDA на цитокински Th профил PBMNC 

У супернатантима култура PHA-стимулисаних PBMNC одређивана је 

концентрација цитокина које продукују ефекторски CD4+ Т лимфоцити: IFN-γ (Th1 

цитокин), IL-5 (Th2 цитокин), IL-17A (Th17 цитокин) и IL-10 (имунорегулаторни 

цитокин). Као што је приказано на графикону 31, ниска концентрација 10-HDA 

(50µМ) није модулирала продукцију ових цитокина, док је висока доза ове масне 

киселине (500µМ) инхибирала продукцију IFN-γ и IL-5 (графикон 31). 
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Графикон 27. Ефекат 10-HDA на пролиферацију хуманих PBMNC. Ћелије су 

култивисане 3 дана у присуству PHA (30µg/ml) (K) или PHA и различитих концентрациј 10-

HDA (0,01-0,5mM) на 37°C, у инкубатору за ћелијске културе са 5% CO2. Последњих 18 

сати култивације ћелијама је додат [3H]-тимидин, а његова уградња је мерена помоћу 

сцинтилационог бета бројача као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. 

Резултати су приказани као средња вредност индекса пролиферације ±SD пет различитих 

донора. *p<0,05  
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Графикон 28. Ефекат 10-HDA на апоптозу хуманих PBMNC. Ћелије су култивисане 3 

дана у присуству PHA (30µg/ml) (K) или PHA и различитих концентрација 10-HDA (0,01mM 

и 0,5mM) на 37°C, а затим сакупљене, испране у PBS, обележене PI у хипотоном цитратном 

пуферу и анализиране на проточном цитометру као што је описано у поглављу „Материјал 

и методе“. Резултати су приказани као средња вредност процента апоптотичних ћелија ±SD 

пет различитих донора.  
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Графикон 29. Ефекат 10-HDA на продукцију IL-2 од стране хуманих PBMNC. Ћелије су 

култивисане 3 дана у присуству PHA (30µg/ml) (K) или PHA и различитих концентрација 

10-HDA (0,01mM-0,5mM) на 37°C. Супернатанти из ћелијских култура су сакупљени и 

коришћени за одређивање концентрације IL-2 ELISA методом као што је описано у 

поглављу „Материјал и методе“. Резултати су приказани као средња вредност 

концентрације цитокина (ng/ml) ±SD пет различитих донора. *p < 0.05  
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Графикон 30. Ефекат 10-HDA на продукцију проинфламаторних цитокина од стране 

хуманих PBMNC. Супернатанти PBMNC култура стимулисаних PHA (30µg/ml) (K) или 

PHA у присуству 10-HDA (0,05mM и 0,5mM), су сакупљени после 3 дана култивације на 

37°C и коришћени за одређивање концентрација IL-1β, IL-6 и TNF-α ELISA методом као 

што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Резултати су приказани као средња 

вредност концентрације цитокина (pg/ml) ±SD пет различитих донора. **p < 0.01  



Резултати 

92 

 

 

 

 

Графикон 31. Утицај 10-HDA на Th поларизациони капацитет PBMNC. Хумане 

PBMNC су стимулисане само PHA (30µg/ml) (K) или PHA у присуству различитих 

концентрација 10-HDA (0,05mM и 0,5mM), 72h на 37°C, као што је описано у поглављу 

„Материјал и методе“. Концентрације IFN-γ, IL-5, IL-17A и IL-10 су одређиване у 

супернатантима култура ELISA методом. Резултати су приказани као средња вредност 

концентрације цитокина (ng/ml или pg/ml) ±SD пет различитих донора. *p<0,05; **p<0,01  
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Ефекат 10-HDA на хумане дендритске ћелије моноцитног порекла 

Ефекат 10-HDA на преживљавање, вијабилност и апоптозу МоDC 

Незреле МоDC су стимулисане LPS (1µg/ml) и инкубиране 48 сати са 

различитим концентрацијама 10-HDA (50µМ-500µМ). Као што се може видети на 

графикону 32, 10-HDA ни у једној примењеној концентрацији није имала утицај на 

преживљавање, вијабилност и апоптозу MoDC у односу на контролне ћелије 

(стимулисане само LPS). 

Ефекат 10-HDA на матурацију МоDC 

Као што се може видети на графикону 33, ниска концентрација 10-HDA 

(50µМ) није значајно утицала на матурацију MoDC у поређењу са контролом. 

Насупрот томе, висока концентрација (500µМ) је инхибирала матурацију МоDC на 

шта је указала смањена експресије HLA-DR, CD83, CD40 и CD86 молекула. 

Испољавање CD54 и CD1a молекула није се значајно променило код MoDC 

третираних 10-HDA у односу на контролу. 

Ефекат 10-HDA на алостимулаторну способност МоDC 

На графикону 34 се може видети да 10-HDA у концентрацији од 50µМ није 

утицала на алостимулацијску активност МоDC у поређењу са контролом. Међутим, 

10-HDA у концентрацији од 500µМ је значајно смањила способност МоDC да 

стимулишу пролиферацију алогених CD4+ Т лимфоцита периферне крви у односу на 

контролу. 
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Графикон 32. Ефекат 10-HDA на преживљавање, вијабилност и апоптозу MoDC. 

MoDC (1x106/узорку) су култивисане 48 h у присуству LPS (1µg/ml) и 10-HDA (50µМ-

500µМ) на 37°C. Контролне ћелије су стимулисане само LPS (K). Након инкубације, ћелије 

су сакупљене, избројане, испране у PBS и обележене PI као што је описано у поглављу 

„Материјал и методе“. Ћелије су анализиране на проточном цитометру. Преживљавање 

ћелија је приказано као проценат укупног броја живих ћелија у односу на почетни број 

незрелих MoDC (100%). Проценат вијабилних ћелија је одређен одузимањем процента PI+ 

ћелија од укупног броја MoDC (100%). Апоптоза је детектована бојењем ћелија PI (75µМ) у 

хипотоном цитратном пуферу, а резултати су приказани као проценат ћелија са 

хиподиплоидним једром.  
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Графикон 33. Ефекат 10-HDA на фенотипске карактеристике хуманих МоDC. Незреле 

МоDC (1x106/базену плоче са 6 места) су стимулисане само LPS (1µg/ml) (K), или LPS у 

присуству 10-HDA (50µМ или 500µМ) 48h на 37°C. Матурација је процењивана анализом 

експресије HLA-DR, CD1a, CD83, CD40, CD54 и CD86 молекула, применом mAt 

цитофлуориметријском методом, као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. 

Резултати су приказани као средње вредности MFI ±SD из три независна експеримента. 

*p<0,05, **p<0,01  
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Графикон 34. Ефекат 10-HDA на алостимулаторну активност МоDC. MoDC (0,5x104-

0,125x104 ћелија/базену) претходно сазреле у присуству LPS (1µg/ml) (K) са или без 10-HDA 

(50µМ и 500µМ), су култивисане у плочи од 96 места са „U“ дном са алогеним CD4+ Т 

лимфоцитима периферне крви (1 x 105 ћелија/базену), у комплетном RPMI медијуму, 5 дана, 

на 37°C као што је описано у поглављу „Материјал и методе“. Однос MoDC наспрам CD4+ T 

лимфоцита је био 1:20, 1:40 и 1:80. Пролиферација је мерена на основу количине везаног 

[3H]-тимидина који је ћелијама додат 18 сати пре истека култивације. Резултати су 

приказани као средња вредност индекса пролиферације ± SD из три независна 

експеримента. *p< 0.05, **p < 0.01  
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Ефекат 10-HDA на продукцију цитокина од стране МоDC и на њихову Тh 

поларизацијску способност 

Ниска концентрација 10-HDA (50µМ) није модулирала значајно продукцију 

IL-12, IL-18, IL-23 и TNF-α од стране МоDC након 48h третмана, али је редуковала 

продукцију IL-10 (графикон 35), што је узроковало већи IL-12/IL-10 однос (1,49) у 

поређењу са контролом (0,76). Поред тога, тако третиране МоDC су стимулисале 

продукцију IFN-γ, а смањиле секрецију IL-4 од стране алогених CD4+ Т лимфоцита 

периферне крви у кокултури од 5 дана (графикон 36). МоDC култивисане са 

високом концентрацијом 10-HDA (500µМ) су продуковале ниже концентрације свих 

испитиваних цитокина (IL-12, IL-18, IL-10, TNF-α), осим IL-23 (графикон 35) и 

слабије активирале алогене CD4+ Т лимфоците да продукују IFN-γ, IL-2 и IL-4. 

Насупрот томе, концентрацијe IL-17A и IL-10 се нису значајно промениле (графикон 

35).  

Ефекат NF-κB и PI3K инхибитора на продукцију цитокина од стране LPS-

стимулисаних MoDC у присуству 10-HDA 

 У циљу откривања могућег механизма путем кога 10-HDA инхибира 

продукцију IL-12 и TNF-α од стране MoDC стимулисаних LPS (1µg/ml), 

преинкубирали смо MoDC са инхибиторима NF-κB и PI3K као што је то описано у 

поглављу „Материјал и методе“. MoDC смо стимулисали LPS (1µg/ml) у присуству 

или одсуству 10-HDA (500µМ). Инхибитор транскрипционог фактора NF-κB (BAY 

11-7082) је смањио продукцију IL-12 и TNF-α од стране LPS-стимулисаних MoDC за 

око 80%. Овај инхибитор је додатно инхибирао секрецију IL-12 и TNF-α у присуству 

10-HDA. Инхибитор PI3K (LY294002) je смањио продукцију IL-12 и TNF-α од 

стране контролних MoDC. Међутим, овај инхибитор је у потпуности неутралисао 

инхибиторне ефекте 10-HDA на продукцију ова два цитокина од стране MoDC 

(графикон 37).  
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Графикон 35. Ефекат 10-HDA на продукцију цитокина од стране МоDC. МоDC су 

култивисане у концентрацији од 1х106/базену плоче са 6 места/2ml RPMI медијума, 48h, на 

37°C у присуству LPS (1µg/ml) (K), са или без 10-HDA (50µМ и 500µМ). Након инкубације, 

у супернатантима култура су одређиване концентрације IL-12, IL-18, IL-23, IL-10 и TNF-α 

ELISA тестовима. Резултати су представљени као средње вредности концентрација 

цитокина (pg/ml) ±SD из три независна експеримента. *p<0,05; **p<0,01 
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Графикон 36. Тh поларизациона способност МоDC третираних 10-HDA. МоDC су 

најпре сазревале у пуном RPMI медијуму у присуству LPS (1µg/ml) (K), са или без 10-HDA 

(50µМ и 500µМ) током 48h, на 37°C. Зреле МоDC (1x104/базену плоче са 96 места) су потом 

култивисане са алогеним CD4+ Т лимфоцитима периферне крви (1x105/базену) 5 дана. Осам 

сати пре истека инкубације у културе су додати PMA (30nM) и јономицин (670nM) као што 

је описано у поглављу „Материјал и методе“. Након истека инкубације, супернатанти 

култура су сакупљени и у њима је одређивана концентрација IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-17A и IL-

10 ELISA тестовима. Резултати су приказани као средње вредности концентрација цитокина 

(pg/ml) ±SD из три независна експеримента. *p<0,05; **p <0,01  
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Графикон 37. Ефекат инхибитора NF-κB и PI3K на продукцију цитокина од стране 

LPS-стимулисаних MoDC. MoDC (1x105/базену плоче са 96 места) су најпре 

преинкубиране са Bay 11-7082 (BAY; 5µM) или LY294002 (LY; 10µM) 30 минута на 37°C, у 

комплетном RPMI медијуму. Затим су стимулисане LPS (1µg/ml) са или без додатка 10-

HDA (500µM). Након 48h инкубације у истим условима супернатанти су сакупљени и у 

њима су одређиване концентрације IL-12 и TNF-α ELISA методом. Приказане су средње 

вредности концентрације цитокина (pg/ml) ±SD из трипликата једног експеримента. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
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 Антиоксидативна активност 10-HDA 

 Матични млеч је продукт субмандибуларних и хипофарингеалних жлезда 

пчела радилица, којим се матица и њене ларве хране. Познато је да матични млеч 

због свог благотворног дејства заузима важно место у традиционалној медицини. 

Поред тога, његови многобројни фармаколошки и биолошки ефекти су последњих 

двадесет година и научно потврђени. Наиме, у бројним радовима је показано да 

матични млеч има антиоксидативни, имуномодулаторни, хипогликемијски, 

хипохолестеролемијски, анти-хипертензивни, антибиотски, неуротрофични и многе 

друге ефекте (Fujii и сар., 1990, Inoue и сар., 2003, Fontana и сар., 2004, Bincoletto и 

сар., 2005, Hashimoto и сар., 2005, Liu и сар., 2008, Azab и сар., 2011, Pavel и сар., 

2011, Aslan и сар., 2012). С обзиром да матични млеч има веома сложен састав 

(протеини, липиди, угљени хидрати, слободне амино и масне киселине, минерали, 

витамини итд) није познато која је компонента (или више њих) одговорна за 

одређено, напред наведено, деловање. Досадашња истраживања су углавном била 

усмерана на ефекте протеинских и у значајно мањој мери липидних компоненти 

матичног млеча јер су то, биолошки и фармаколошки посматрано, најважније 

супстанце. Највећи део липида матичног млеча чине масне киселине и то углавном у 

слободној форми, док око 70% укупне липидне компоненте матичног млеча чини 

10-HDA (Sugiyama и сар., 2012a). Ова хидрокси, мононезасићена масна киселина, 

поред тога што је најзаступљенија, је и јединствена јер је у природи пронађена само 

у матичном млечу (Melliou и Chinou, 2014). Због тога су различите истраживачке 

групе претпоставиле да је 10-HDA одговорна за поједине специфичне ефекте 

матичног млеча. Полазећи од сазнања да матични млеч испољава антиоксидативно и 

имуномодулаторно дејство, један од наших циљева био је да испитамо да ли и 10-

HDA, као саставни део матичног млеча, испољава слична својства. 

Неутрофили су ћелије урођене имуности које имају једну од најважнијих 

улога у току запаљења. Ове ћелије прве долазе на место инфламације и учествују у 

елиминацији микроорганизама користећи различите механизаме, као што су 

фагоцитоза, оксидативни прасак, продукција антибактеријских протеина и 

формирање NET-овa (Kolaczkowska и Kubes, 2013). Оксидативни прасак, процес при 

коме неутрофили продукују реактивне кисеоничне врсте, представља 
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најупечатљивији показатељ активације неутрофила. Због тога смо ми у првом делу 

истраживања хтели да испитамо да ли 10-HDA утиче на оксидативни прасак 

неутрофила активираних PMA, opZy или fMLP, користећи методу 

хемилуминисценце помоћу луминола. Луминол неспецифично реагује са 

различитим реактивним кисеоничним и азотним врстама које продукују неутрофили 

(O2
•¯, H2O2, HO•, HOCl, азот-оксид радикал, пероксинитрит), при чему емитује 

светлост чији интензитет може да се мери (Freitas и сар., 2009). С обзиром да 

луминол лако пролази ћелијску мембрану погодан је како за интрацелуларну, тако и 

за екстрацелуларну детекцију реактивних кисеоничних и азотних врста. Показали 

смо да 10-HDA дозно-зависно инхибира (статистички значајно до концентрације 

0,5mM) оксидацију луминола од стране неутрофила активираних PMA, opZy или 

fMLP, односно оксидативни прасак ових ћелија.  

Литературни подаци о деловању 10-HDA на продукцију реактивних 

кисеоничних врста су веома оскудни. Наиме, постоји само један рад у коме је 

показано да претретман хуманих дермалних фибробласта са 10-HDA (0,5-1,5mM) 

смањује количину реактивних кисеоничних врста у овим ћелијама, индуковану 

ултравиолетним А зрачењем, што је у сагласности са нашим налазима (Zheng и сар., 

2012). Међутим, механизми деловања нису разматрани. 

На месту инфламације, односно након комплетне активације неутрофила 

настаје мобилизација азурофилних и специфичних гранула ових ћелија. Фузија 

специфичних гранула са плазма мембраном или са мембраном фагозома узрокује 

склапање комплекса NADPH оксидазе при чему отпочиње продукција реактивних 

кисеоничних врста (Arruda и Barja-Fidalgo, 2009, Amulic и сар., 2012). NADPH 

оксидаза редукује молекуларни кисеоник до О2
•¯ који, или спонтано или под 

утицајем SOD, прелази у H2O2. О2
•¯ може, у значајно мањој мери, да реагује са азот 

оксидом и да гради изузетно реактивно једињење пероксинитрит. Настали H2О2 

представља главни супстрат за MPO која катализује формирање HOCl, много 

реактивнијег једињења од О2
•¯ и H2O2 (Babior и сар., 2002, Arruda и Barja-Fidalgo, 

2009, Amulic и сар., 2012). Да би утврдили која је од ових реактивних кисеоничних 

врста укључена у процес инхибиције оксидативног праска помоћу 10-HDA, 

користили смо различите пробе специфичнe за поједине реактивне кисеоничне 



Дискусија 

104 

 

врсте. Прво смо користили NBT, специфичну пробу за интрацелуларну детекцију 

О2
•¯. Показали смо да 10-HDA дозно-зависно (до концентрације 1mM) инхибира 

редукцију NBT до формазана у неутрофилима стимулисаним PMA, opZy или fMLP. 

С обзиром да не постоје пробе које високо специфично детектују интрацелуларну 

продукцију H2О2 и HOCl, користили смо две флуоресцентне боје DHR и DCFH-DA 

чија је заједничка особина да реагују са H2О2. Поред H2О2, који представља 

најзначајнију реактивну врсту у оксидацији DHR у неутрофилима, DHR може, у 

мањој мери да реагује и са HOCl, док DCFH-DA ступа у реакцију и са 

пероксинитритом и хидроксилним радикалом (Freitas и сар., 2009). Резултати које 

смо добили били су идентични и показали су да 10-HDA у концентрацији од 2mМ 

инхибира оксидацију DHR и DCFH-DA у неутрофилима активираним PMA и opZy, 

док код активације неутрофила fMLP постоји статистички значајна инхибиција и 

при концентрацији од 1mM. 

Осим тога, проба са луминолом може индиректно да покаже продукцију 

HOCl у неутрофилима индуковану деловањем MPO. Наиме, показано је да MPO-

дефицијентни хумани неутрофили производе веома мали хемилуминисцентни 

сигнал у одговору на PMA, fMLP и opZy, упркос нормалној продукцији О2
•− и H2О2 

(Stevens и сар., 1978, Dahlgren и Stendahl, 1983). До истог закључка су дошли Myhre 

и сар. (2003) показавши да третирање хуманих неутрофила MPO инхибитором 

смањује хемилуминисцентни сигнал луминола. 

Као што је раније споменуто, ми смо за активацију неутрофила користили 

три стимулуса PMA, fMLP и opZy. PMA је фармаколошки активатор протеин киназе 

C, а представља и један од најснажнијих активатора неутрофила (Wolfson и сар., 

1985). fMLP је потентни хемоатрактант пептидне структуре, који се везује за 

рецепторе повезане са G протеином на ћелијској мембрани и активира неутрофиле 

посредством различитих интрацелуларних сигналних путева у које су укључени 

фосфатидилинозитол-специфична фосфолипаза C, PI3K, MAP киназе и фосфолипаза 

А2 (Sato и сар., 2013). Партикуле зимозана су делови ћелијског зида гљиве 

Saccharomyces cerevisiae, због чега се често користе, углавном у опсонизованом 

облику, у проучавању имунског одговора неутрофила и моноцита на гљивице. 

Зимозан је познати лиганд за TLR2 и дектин који се налазе на површини 
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неутрофила, а унутарћелијски сигнал се преноси углавном посредством Rac2 

сигналног молекула (Makni-Maalej и сар., 2013). Будући да PMA, fMLP и opZy 

индукују оксидативни прасак различитим сигналним путевима, а у складу са нашим 

резултатима, може се претпоставити да 10-HDA не модулише ову функцију 

неутрофила делујући на специфични сигнални пут, већ путем „сакупљања“ 

реактивних кисеоничних врста. Стога смо, имајући у виду да су главне реактивне 

кисеоничне врсте које неутрофили продукују О2
•− (са последичним формирањем 

H2О2) и HOCl, испитали способност 10-HDA да реагује са овим реактивним 

кисеоничним врстама користећи системе без ћелија. Резултати које смо добили 

показују да 10-HDA има способност да „сакупља“, односно реагује са О2
•− и HOCl, 

али нема утицаја на продукцију H2О2. Литературних података о антиоксидативном 

ефекту 10-HDA готово да нема, осим већ споменутог рада (Zheng и сар., 2012), тако 

да је ово прва студија која показује директан антиоксидативни ефекат 10-HDA. То 

значи да и 10-HDA, као најзаступљенија масна киселина матичног млеча, доприноси 

антиоксидативној активности матичног млеча, а не само фенолне компоненте као 

што се то до сада сматрало (Melliou и Chinou, 2005, Viuda-Martos и сар., 2008, Guo и 

сар., 2009). Такође, израчунали смо IC50 вредност и за О2
•¯ (10,7mМ) и за HOCl 

(6,8mM) и установили да је антиоксидативни капацитет 10-HDA релативно мали у 

поређењу са познатим антиоксидансима као што је витамин C чије су IC50 

вредности у микромоларним концентрацијама (Sharma и Bhat, 2009). Међутим, иако 

слаба, антиоксидативна активност ове масне киселине је довољна да модулира 

функцију неутрофила и смањи количину реактивних кисеоничних врста у овим 

ћелијама. Такође, милимоларне концентрације ове масне киселине могу бити 

достигнуте у серуму при уобичајеном конзумирању матичног млеча (Sugiyama и 

сар., 2012a).  

Поједине супстанце које имају способност сакупљања реактивних 

кисеоничних врста могу да граде нека нова реактивна једињења која смањују 

антиоксидативни капацитет ћелија. Freitas и сар. (2013) су показали да 

ацетаминофен (парацетамол), иако испољава снажну моћ сакупљања H2O2 и HOCl, 

доводи до додатне деплеције глутатиона у неутрофилима стимулисаним PMA. Ми 

смо, такође, детектовали смањење глутатиона после стимулације неутрофила PMA у 

односу на нестимулисане ћелије, а 10-HDA није променила степен ове деплције. 
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Ово се може објаснити тиме што је PMA изузетно снажан фармаколошки активатор 

неутрофила и изазива огроман оксидативни стрес у овим ћелијама (Freitas и сар., 

2013). Збога тога је, и поред антиоксидативног деловања ове масне киселине, 

потрошња глутатиона веома велика. Концентрација глутатиона у неутрофилима 

стимулисаним opZy и fMLP без обзира на присуство или одсуство 10-HDA се није 

значајно променила.  

 Под нормалним условима, циркулишући хумани неутрофили имају кратак 

животни век у трајању од 7-12h, in vivo. Сматра се да неутрофили или мигрирају до 

слезине, јетре, па и костне сржи где бивају елиминисани (Martin и сар., 2003, Fox и 

сар., 2010) или напуштају циркулацију и настањују се у ткивима (Fox и сар., 2010). 

По обављању своје функције у ткиву, неутрофили подлежу спонтаној апоптози, која 

спречава неконтролисано „цурење“ токсичног садржаја ових ћелија (Fox и сар., 

2010). Током инфламације животни век неутрофила се мења, смањује или 

продужава, у зависности од микроорганизама и околне микросредине у запаљењу, а 

у циљу побољшања имунског одговора ових ћелија. Показано је да поједини про-

инфламаторни агенси (IFN-γ, TNF-α, LPS) (Haslett и сар., 1985, Haslett и сар., 1991, 

Witko-Sarsat и сар., 2011) и микроорганизми (Chlamydia pneumoniae) (van 

Zandbergen и сар., 2004) могу да дуплирају животни век неутрофила. С друге стране, 

добро је познато да PMA, као и инфекција Streptococcus-om pneumoniae драстично 

смањују животни век хуманих неутрофила, изазивајући апоптозу и NETozu (Takei и 

сар., 1996, Haslett, 1999, Mori и сар., 2012). Апоптоза неутрофила изазвана 

Streptococcus-ом pneumoniae није последица одбрамбеног механизма ове бактерије, 

већ је то активни процес неутрофила у циљу побољшања имунског одговора 

(Haslett, 1999). Индукција апоптозе неутрофила након фагоцитозе микроорганизама 

смањује степен оштећења ткива и доприноси резолуцији запаљења (Kobayashi и 

сар., 2003b, Simons и сар., 2006). 

 Показали смо да 10-HDA у концентрацији од 0,5mM-2mM одлаже спонтану 

апоптозу хуманих неутрофила периферне крви. Ово такође потврђује 

антиоксидативна својства 10-HDA, с обзиром да су реактивне кисеоничне врсте 

одговорне за спонтану апоптозу неутрофила (Kasahara и сар., 1997, Scheel-Toellner и 

сар., 2004, Xu и сар., 2010). Наиме, Scheel-Toellner и сар. (2004) су показали да 
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нагомилавање реактивних кисеоничних врста унутар неутрофила узрокује стварање 

церамида, кластерисање CD95 молекула независно од везивања лиганда и 

активацију каспазе 8. Сви ови догађаји уводе ћелију у апоптозу. Осим тога, 

антиоксиданси као што су N-ацетил-цистеин и десфериоксамин спречавају спонтану 

апоптозу хуманих неутрофила, што само потврђује улогу реактивних кисеоничних 

врста у овом процесу. Такође, хумани неутрофили дефицијентни у NADPH оксидази 

спорије подлежу апоптози (Kasahara и сар., 1997), а инкубација неутрофила у 

хипоксичним условима инхибира апоптозу (Mecklenburgh и сар., 2002).  

 Наши резултати су показали да 10-HDA поред спонтане инхибира и апоптозу 

индуковану стимулусима PMA, fMLP и opZy. Сматра се да и код индуковане 

апоптозе главну улогу имају реактивне кисеоничне врсте (Simon и сар., 2000, 

Maianski и сар., 2004, Witko-Sarsat и сар., 2011). Ранији резултати других аутора 

показују да сва три примењена стимулуса, на различите начине и у различитим 

временским интервалима, стимулишу апоптозу хуманих неутрофила (Colotta и сар., 

1992, Takei и сар., 1996, Kettritz и сар., 1997, Schwartz и сар., 2012) Takei и сар. 

(1996) су показали да PMA у првим сатима стимулације индукује смрт хуманих 

неутрофила која се по неким својствима разликује од класичне апоптозе и некрозе, а 

праћена је појавом масивне интрацелуларне вакуолизације и мешањем једарног и 

цитоплазматског материјала (касније је установљено да је то процес NEToze 

(Brinkmann и сар., 2004)). Због ових различитих интрацелуларних промена тешко је 

мерити апоптозу неутрофила на основу морфолошких промена у једру у првим 

сатима након стимулације PMA. Стога је, према литературним подацима (Fadeel и 

сар., 1998, Freitas и сар., 2013), најбољи показатељ апоптозе неутрофила 

стимулисаних PMA рано испољавање фосфатидил серина. Експресију овог 

молекула на површини неутрофила после двочасовне инкубације са PMA смо 

детектовали цитофлуориметријски користећи anneksin V alexa fluor 488 и PI. 

Показали смо да 10-HDA дозно зависно инхибира експресију фосфатидил серина 

индуковану деловањем PMA, при чему највећа примењена концентрација 10-HDA 

(2mM) смањује испољавање овог молекула за око 30%. PMA изазива апоптозу 

хуманих неутрофила механизмом који зависи од продукције реактивних 

кисеоничних врста (Fadeel и сар., 1998). Наиме, показано је да антиоксиданси: 

пиролидинтиокарбамат, N-ацетилцистеин, редуковани глутатион и диметилтиоуреја 
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(Takei и сар., 1996, Fadeel и сар., 1998), као и специфични инхибитор NADPH 

оксидазе, дифенилен-јодонијум (DPI), инхибирају апоптозу хуманих неутрофила 

стимулисаних PMA (Fadeel и сар., 1998). Код особа које болују од CGD у којој 

постоји урођени поремећај у активности NADPH оксидазе, PMA није у стању да 

индукује експресију фосфатидил серина, односно да индукује апоптозу (Kasahara и 

сар., 1997). На основу ових података, може се закључити да 10-HDA испољава свој 

анти-апоптотски ефекат на PMA индуковану апоптозу хуманих неутрофила путем 

„сакупљања“ реактивних кисеоничних врста и смањења њихове концентрације.  

 Ми смо, такође, мерили апоптозу неутрофила после двадесетчетворочасовне 

инкубације са PMA у присуству или одсуству 10-HDA, флуороцитометријски, 

методом детектовања хиподиплоидног пика, бојењем ћелија PI. Резултати су 

показали да PMA узрокуке појаву хиподиплоидног пика код 75%-80% неутрофила, 

без обзира на присуство или одсуство 10-HDA. Ово је било очекивано јер, као што је 

већ истакнуто, PMA изузетно снажно делује на неутрофиле изазивајући 

оксидативни прасак, NETozu и апоптозу. Наиме, показано је да не постоје вијабилни 

хумани неутрофили после само 6h инкубације са PMA (Takei и сар., 1996). Према 

томе 10-HDA током тако „дуге“ инкубације са PMA није у стању да инхибира 

ефекат овог фармаколошког агенса, већ доприноси бољем преживљавању ћелија 

само у првим сатима инкубације in vitro (у нашем систему 2h). 

 За разлику од PMA, fMLP није изазвао aпоптозу неутрофила после 6h 

инкубације без обзира на присуство или одсуство 10-HDA. Ови резултати су у 

сагласности са налазима Kettritz и сар. (1997) који су показали да fMLP изазива 

апоптозу хуманих неутрофила у култури која је повезана са већом продукцијом О2
•¯. 

Међутим, fMLP не изазива апоптозу неутрофила у првим сатима инкубације, као 

што је то случај са PMA и opZy, већ тек после 12h, а значајна разлика је показана тек 

након 24h. Бржи улазак у апоптозу „остарелих“ неутрофила је објашњен већом 

концентрацијом О2
•¯, јер је показано да SOD инхибира улазак неутрофила у fMLP 

индуковану апоптозу (Kettritz и сар., 1997). Такође, други аутори су показали да N-

ацетил цистеин који има способност „сакупљања“ О2
•¯ (Westlin и Mullane, 1988, 

Villagrasa и сар., 1997, Allegra и сар., 2002, Stolarek и сар., 2002), инхибира апоптозу 

хуманих неутрофила изазвану fMLP (Milara и сар., 2012, Kose и Naziroglu, 2015). 
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Према томе, може се закључити да 10-HDA инхибира апоптозу хуманих неутрофила 

изазвану fMLP путем „сакупљања“ О2
•¯. 

 Познато је да opZy стимулишe апоптозу хуманих неутрофила већ у првим 

сатима након стимулације (Simons и сар., 2006, Schwartz и сар., 2012). Ово је један 

од примера апоптозе која је индукована фагоцитозом (Kobayashi и сар., 2002). Coxon 

и сар. (1996) су показали да фагоцитоза опсонизованих партикула узрокује апоптозу 

хуманих неутрофила која зависи од активности NADPH оксидазе, односно од 

продукције реактивних кисеоничних врста. Такође, хумани неутрофили подлежу 

апоптози и после ингестије Escherichiaе coli, а N-ацетил-цистеин и редуковани 

глутатион инхибирају тај процес (Watson и сар., 1996, Fadeel и сар., 1998). Апоптоза 

неутрофила као последица фагоцитозе се не дешава код особа које болују од CGD 

(Kobayashi и Deleo, 2004, Kennedy и DeLeo, 2009). Све ово указује да су активност 

NADPH оксидазе и нагомилавање реактивних кисеоничних врста веома значајни за 

апоптозу која настаје као последица фагоцитозе (Savill и сар., 1989, Watson и сар., 

1996, Kobayashi и сар., 2003a). Наши резултати су у сагласности са овим 

литературним подацима и показују да 10-HDA, највероватније утичући на смањење 

присуства реактивних кисеоничних врста, инхибира апоптозу хуманих неутрофила 

индуковану opZy, како у првим сатима (5h), тако и после 24h након стимулације. 

 Неутрофили ослобађају NET-ове у одговору на различите стимулусе као што 

су бројни микроорганизми и њихови продукти, хемијске супстанце и хемокини 

(Guimaraes-Costa и сар., 2012, Hahn и сар., 2013). Процес формирања NET-ова се 

назива NEToza, а овај процес је први описао Zilinsky (Brinkmann и сар., 2004). Често 

се под термином NETozа подразумева она форма која је повезана са ћелијском 

смрти тзв. суицидална NETozа (Steinberg и Grinstein, 2007). Осим ње, описана је и 

витална NETozа при којој не настаје лиза ћелија, већ су оне способне после 

избацивања једарног садржаја, да испољавају поједине функције карактеристичне за 

живе ћелије (Yipp и Kubes, 2013). NET-ови се састоје од мреже хроматина обогаћене 

бројним неутрофилним ензимима и протеинима (Urban и сар., 2009). Будући да 

ослобађање NET-ова најчешће зависи од активности NADPH оксидазе и продукције 

реактивних кисеоничних врста (Nishinaka и сар., 2011, Kirchner и сар., 2012, Palmer и 

сар., 2012), молекули који смамњују њихову продукцију би могли да инхибирају 
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процес NEToze. Полазећи од ових претпоставки, а на основу претходно добијених 

резултата, у следећем низу експеримената смо испитали утицај 10-HDA на процес 

NETozе. Наши резултати су показали да 10-HDA, дозно-зависно, инхибира NETozu 

хуманих неутрофила периферне крви стимулисаних PMA, што је било у складу са 

нашим очекивањима.  

 Процес NET-oze је веома важан механизам у одбрани домаћина од инфекције 

због тога што омогућава хватање и убијање микроорганизама (Brinkmann и сар., 

2004). Међутим, појачано излагање сопствене DNK и оштећених протеина 

неутрофилних гранула имунском систему домаћина, може бити штетно. Наиме, 

NET-ozа се повезује са етиопатогенезом појединих аутоиминских болести као што 

су васкулитис малих крвних судова, SLE, псоријаза и реуматоидни артритис 

(Kessenbrock и сар., 2009, Lande и сар., 2011, Brinkmann и Zychlinsky, 2012, 

Saffarzadeh и Preissner, 2013), али и других патолошких стања (Clark и сар., 2007, 

Narasaraju и сар., 2011, Caudrillier и сар., 2012). У овим болестима и стањима, 10-

HDA би могла, инхибирањем NEToze, да допринесе корисним терапијским 

ефектима.  

 Механизам NEToze је сложен процес који зависи од различитих стимулуса. 

Будући да су описани бројни индуктори овог процеса претпоставља се да постоји 

више од једног пута који узрокује NETozu. До данас, већина стимулатора NEToze је 

показала зависност од активности NADPH оксидазе и продукције реактивних 

кисеоничних врста, као и активности MPO (Fuchs и сар., 2007, Papayannopoulos и 

Zychlinsky, 2009, Remijsen и сар., 2011, Keshari и сар., 2012, Kirchner и сар., 2012, 

Palmer и сар., 2012, Parker и сар., 2012, Parker и Winterbourn, 2012). Ово је показано у 

неколико студија у којима су коришћени инхибитори оксидазе, NADPH knockout 

мишеви или неутрофили пацијената са CGD чија NADPH оксидаза није 

функционална (Stasia и Li, 2008). Инхибиција продукције реактивних кисеоничних 

врста инхибитором NADPH оксидазе, коа што је DPI, спречава NETozu изазвану 

PMA (Fuchs и сар., 2007, Remijsen и сар., 2011, Kirchner и сар., 2012, Arazna и сар., 

2015), бактеријама (Parker и сар., 2012), LPS (Yost и сар., 2009) и компонентом 

комплемента 5a (C5a) после преинкубације GM-CSF (Yousefi и сар., 2009). Осим 

тога, неутрофили пацијената са CGD не подлежу процесу NEToze после 
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стимулације PMA (Nishinaka и сар., 2011), бактеријама (Fuchs и сар., 2007) или горе 

наведеном комбинацијом GM-CSF и C5a (Yousefi и сар., 2009). Међутим, егзогено 

додавање H2O2 (Fuchs и сар., 2007) као и примена генске терапије, која враћа 

функцију NADPH оксидазе (Bianchi и сар., 2009), омогућава неутрофилима да 

формирају NET-ове. Такође, Ermert и сар. (2009) су, користећи генетски различите 

сојеве мишева (SJL/J, PL/J, CZECHII/EiJ, C57Bl/6, 129S2, CD1, BALB/c), показали да 

степен NEToze корелира са количином продукованих реактивних кисеоничних 

врста. Резултати неколико студија указују да је егзогено додавање H2O2 довољно да 

изазове NETozu (Fuchs и сар., 2007, Neeli и сар., 2009, Lim и сар., 2011). Међутим, 

само додавање оксиданса и мерење интензитета NETozе не даје довољно доказа да 

је искључиво H2O2 одговоран за овај процес. У активираним неутрофилима највећа 

количина H2O2, веома брзо, под деловањем MPO, прелази у HOCl (Winterbourn и 

Kettle, 2013). Стога би важнији фактор за процес NETozе била нормална активност 

MPO и продукција HOCl што је и показано у бројним радовима (Metzler и сар., 2011, 

Akong-Moore и сар., 2012, Kirchner и сар., 2012, Palmer и сар., 2012, Parker и сар., 

2012). Наиме, инхибиција MPO смањује степен формирања NET-ова индукованих 

PMA. Поред тога, неутрофили MPO-дефицијентних особа имају смањену 

способност формирања NET-ова после стимулације PMA. Metzler и сар. (2011) су 

показали да интензитет NETozе корелира са степеном MPO-дефицијенције и да 

хумани неутрофили комплетно дефицијентни у MPO не могу да формирају NET-

ове. Међутим, додавање HOCl MPO-дефицијентним хуманим неутрофилима, као и 

неутрофилима у којима је инхибирана MPO, има за последицу формирање NET-ова 

(Akong-Moore и сар., 2012, Palmer и сар., 2012). На основу ових налаза, ми 

претпостављамо да 10-HDA инхибира процес NETozе тако што смањује количину 

реактивних кисеоничних врста у неутрофилима после стимулације PMA. Наша 

претпоставка о механизму деловања 10-HDA на NETozu је у сагласности са 

студијом Kirchner и сар. (2013) који су проучавали утицај неколико супстанци са 

антиоксидативним својствима на способност хуманих неутрофила стимулисаних 

PMA да продукују реактивне кисеоничне врсте и да формирају NET-ове. Наиме, ови 

аутори су показали да флавоноиди (епикатехин, катехин хидрат, рутин трихидрат), 

5-аминосалицилна киселина (5-ASA), N-ацетилцистеин и витамин C инхибирају 

NETozu хуманих неутрофила стимулисаних PMA. Инхибиторни ефекат ових 

супстанци је био уско повазан са њиховом способношћу да смање продукцију 
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реактивних кисеоничних врста. С обзиром да је за све ове супстанце показано да 

имају способност да сакупљају поједине реактивне кисеоничне врсте попут О2
•¯, 

H2O2 и HOCl (Aruoma и сар., 1988, Aruoma и сар., 1989, Tamai и сар., 1991, Punchard 

и сар., 1992, Nielsen и сар., 1993, Allgayer и сар., 1994, Vanderbist и сар., 1996, Peskin 

и Winterbourn, 2001, Selloum и сар., 2001, Van Antwerpen и сар., 2005, Baltazar и сар., 

2011), аутори су закључили да је то кључни механизам њиховог деловања на 

NETozu. Осим тога, супстанце као што су токоферол, уреа, ацетилсалицилна 

киселина, које нису показале значајан инхибиторни ефекат на продукцију 

реактивних кисеоничних врста нису испољиле ни инхибиторни ефекат на 

ослобађање NET-ова (Kirchner и сар., 2013).  

Табела 6. Молекуларни механизми деловања 10-HDA 

Имуномодулаторна активност Молекуларни механизам Референце 

Инхибиција продукције IL-6 

индуковане LPS 
Инхибиција индукције IκB-ζ 

(Sugiyama и сар., 

2012b) 

Инхибиција продукције азот 

оксида индуковане LPS 
Инхибиција активације NF-κB 

(Sugiyama и сар., 

2013) 

Инхибиција продукције азот 

оксида индуковане IFN-γ 
Инхибиција индукција IRF-8 

(Takahashi и сар., 

2012) 

Инхибиција пролиферације Т 

лимфоцита 

Инхибиција продукције IL-2 и 

експресије рецептора за IL-2 

(Vucevic и сар., 

2007) 

Инхибиција продукције 

матриксних металопротеиназа 

индуковане са TNF-α 

Инхибиција активације p38 и 

JNK  
(Yang и сар., 2010) 

Реактивација епигенетски 

супримиране експресије Fas гена 
Инхибиција HDAC 

(Spannhoff и сар., 

2011) 

Инхибиција пролиферације 

синовиоцита сличних 

фибробластима 

Инхибиција PI3K–AKT пута 
(Wang и сар., 

2015) 

 

 Ми смо показали да 10-HDA испољава антиоксидативна својства 

способношћу да „сакупља“ поједине реактивне кисеоничне врсте (О2
•¯ и HOCl). 
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Међутим, ова масна киселина је средњеланчана (10 C атома) и као таква лако 

пролази све ћелијске мембране. Познато је да масне киселине имају своје рецепторе 

на површини ћелија и интрацелуларно и могу специфично или неспецифично да 

реагују са бројним сигналним молекулима и на тај начин мењају ћелијску функцију 

(Gearing и сар., 1994, Bocos и сар., 1995, Wolfrum, 2007, Brownlie и сар., 2008, Huang 

и сар., 2014, Tomita и сар., 2014). Вероватно да је „сакупљање“ реактивних 

кисеоничних врста кључни механизам којим ова масна киселина делује на 

неутрофиле, што не искључује постојање и других који су укључени у модулацију 

функције неутрофила и других ћелија. Ову претпоставку су потврдила наша 

истраживања на PBMNC и MoDC, а у складу са њом су и подаци из других научних 

радова (Табела 6). Управо ови додатни механизми би могли да објасне постојање 

дискретне разлике у ефекту 10-HDA на неутрофиле стимулисане различитим 

стимулусима (PMA, fMLP, opZy).  

Имуномодулаторна активност 10-HDA 

 У даљем току истраживања проучавали смо ефекат 10-HDA на 

пролиферацију и продукцију цитокина од стране PBMNC стимулисаних PHA in 

vitro. Желели смо да сагледамо како би 10-HDA могла да делује на стечени имунски 

одговор код људи, будући да се наши претходни резултати и литературни подаци 

односе на урођену имуност. Овај in vitro модел смо изабрали јер омогућава 

интеракцију различитих ћелија периферне крви и најверније одсликава оно што се 

дешава in vivo. С обзиром да смо у прелиминарним експериментима увидели да је 

максималан ефекат 10-HDA на пролиферацију PBMNC постигнут концентрацијом 

од 500µM, одлучили смо да ту концентрацију, као највећу, користимо у даљим 

истраживањима. Показали смо да 10-HDA у концентрацији од 500µM значајно 

инхибира пролиферацију PBMNC. Овај ефекат није био последица ћелијске 

апоптозе. Будући да је PHA познати митоген Т лимфоцита (Sofuni и Yoshida, 1992, 

Movafagh и сар., 2011), претпоставили смо да ова масна киселина, заправо, 

инхибира пролиферацију Т лимфоцита. Антипролиферативни ефекат компонената 

матичног млеча, као и 10-HDA су већ описани (Gasic и сар., 2007, Vucevic и сар., 

2007). Полазећи од ових сазнања, као следећи логичан корак наметнуло се мерење 

концентрације IL-2 у супернатантима PBMNC култура, с обзиром да је овај цитокин 
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главни фактор раста Т лимфоцита (Mookerjee и Pauly, 1990, Zhu и сар., 2010). У 

сагласности са очекивањима, показали смо да је инхибиција пролиферације PBMNC 

корелирала са смањеном продукцијом IL-2. Такође, поред смањене продукције овог 

цитокина, могуће је да 10-HDA инхибира и експресију рецептора за IL-2, као што је 

већ раније показано на пацовским Т лимфоцитима слезине (Vucevic и сар., 2007).  

 Иако су анти-инфламаторни ефекти матичног млеча описани у неколико 

студија (Erem и сар., 2006, Mannoor и сар., 2009, Karaca и сар., 2010), мало се зна о 

доприносу масних киселина матичног млеча у овим ефектима. До сада је описано да 

10-HDA инхибира продукцију TNF-α индуковану IFN-β и IFN-γ (Takahashi и сар., 

2012, Sugiyama и сар., 2013), као и продукцију IL-6 индуковану LPS од стране 

мишјих макрофага (Sugiyama и сар., 2012b). Ми смо у овом истраживању показали 

да висока концентрација 10-HDA (500µМ) инхибира продукцију TNF-α и IL-1β од 

стране хуманих PBMNC стимулисаних PHA, а не утиче на продукцију IL-6. С 

обзиром да продукција и TNF-α и IL-1β захтева активацију NF-κB (Vallabhapurapu и 

Karin, 2009), чини се вероватним да 10-HDA модулира сигнални пут повезан са овим 

транскрипционим фактором. На основу резултата експеримената на мишјим 

макрофагима могло би се претпоставити да ова масна киселина инхибира пре NF-κB 

зависне гене него целокупну активност овог транскрипционог фактора. У прилог 

овој хипотези иде чињеница да 10-HDA нема ефекта на LPS-индуковану експресију 

IFN-β у RAW264 ћелијама за коју је NF-κB транскрипциони фактор неопходан 

(Sugiyama и сар., 2012b, Sugiyama и сар., 2013). Sugiyama и сар. (2012b) су показали 

да 10-HDA инхибира LPS-индуковану продукцију IL-6, али не и TNF-α од стране 

мишјих макрофага тако што инхибира IκB-ζ експресију (члан IκB фамилије који је 

део активног NF-κB комплекса (Li и Verma, 2002)), а последично и транскрипцију 

оних гена који зависе од IκB-ζ. Ово неслагање у односу на наше резултате 

(инхибирана продукција TNF-α и непромењена продукција IL-6) би се могло 

објаснити разликама које постоје између врста (миш и човек), као и различитим 

ћелијама које су присутне у PBMNC, а које могу додатно да утичу на продукцију 

ових цитокина. На пример, иако су моноцити/макрофаги главни извор IL-6, 

доказано је и да одређене поткласе Т лимфоцита (нпр. Th2 лимфоцити) могу да 

секретују овај цитокин (Zubiaga и сар., 1990).  
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 Следећи циљ истраживања у овом сегменту је био да осим утицаја на 

пролиферацију и продукцију проинфламаторних цитокина сагледмо и ефекте 10-

HDA на Th поларизацију имунског одговора. Описано је неколико типова Th 

лимфоцита као што су Th1, Th2, Th17 и Тreg. Главни цитокин Th1 лимфоцита је 

IFN-γ, док Th2 лимфоцити продукују IL-4, IL-5 и IL-13. Трећа ефекторска 

популација CD4+ T лимфоцита, Th17 лимфоцити, секретује IL-17A и IL-22. Th1 

лимфоцити имају важну улогу у одбрани организма од интрацелуларних 

микроорганизама, док Th2 лимфоцити штите од хелмината. Th17 лимфоцити су 

значајни у борби против гљивица и екстрацелуларних бактерија. Поред ових 

корисних ефеката, сматра се да су Th1 и Th17 лимфоцити укључени у настанак 

многих аутоимунских болести, док Th2 лимфоцити учествују у патогенези 

алергијских реакција. Тreg лимфоцити, који доминантно продукују IL-10 и TGF-β, 

су важни у одржавању толеранције на сопствене антигене, као и у модулацији 

имунског одговора у току инфламације (Romagnani и сар., 2009, Zhu и сар., 2010). У 

нашим истраживањима смо показали да висока концентрација 10-HDA (500µМ) 

значајно инхибира Th1 и Th2 имунски одговор за разлику од ниске концентрације 

(50µМ) која не испољава значајан модулаторни ефекат на Th имунски одговор. 

Инхибиторни ефекат високе концентрације 10-HDA на Th1 и Th2 имунски одговор 

може бити последица директног деловања на Т лимфоците, али и индиректног 

деловања на антиген-презентујуће ћелије, међу којима су DC кључне у покретању и 

регулацији Th имунског одговора (Banchereau и Steinman, 1998). У прилог овој 

претпоставци је и наш налаз да ова масна киселина делује инхибиторно на Th1 и 

Th2 имунски одговор у ко-култури MoDC, претходно третираних са 500µМ 10-HDA, 

и алогених CD4+ Т лимфоцита.  

 У наредном делу ове студије смо, имајући у виду претходне резултате, на 

моделу хуманих PBMNC, хтели детаљније да испитамо имуномодулаторну 

активност 10-HDA. Користили смо хумане MoDC будући да представљају in vitro 

еквивалент мијелоидним DC које су најпотентнији регулатори имунског одговора 

(Colic и сар., 2003, Conti и Gessani, 2008, Buckwalter и Albert, 2009). DC покрећу и 

усмеравају стечени имунски одговор и чине спону између урођене и стечене 

имуности (Guermonprez и сар., 2002, Steinman и Hemmi, 2006, Buckwalter и Albert, 

2009). Најпре смо испитали утицај 10-HDA на преживљавање, вијабилност и 
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апоптозу MoDC и показали да 10-HDA у концентрацији од 50-500µМ не утиче на 

наведене процесе.  

 За испитивање матурационе и алостимулаторне способности MoDC 

користили смо незреле MoDC. Ове ћелије се одликују ниском експресијом HLA-DR 

и ко-стимулаторних молекула, као и одсуством CD83 молекула. Такође, успешан 

процес диференцијације праћен је „нестанком“ CD14 молекула (који је обележје 

моноцита) (Banchereau и Steinman, 1998, Steinman и Hemmi, 2006, Conti и Gessani, 

2008). Процес матурације је веома важан за адекватну функцију MoDC. Многи 

стумулуси могу да индукују матурацију ових ћелија in vitro као што су 

проинфламаторни медијатори (IL-1β, PGE2, IL-6, TNF-α) и бактеријски продукти 

попут LPS (De Smedt и сар., 1996, Steinman и Hemmi, 2006). Такође, показано је и да 

лигација CD40 молекула додавањем CD40L може да стимулише матурацију ових 

ћелија (Fujii и сар., 2004). Зреле MoDC се карактеришу повећаном мембранском 

експресијом MHC молекула класе II, ко-стимулаторних (CD80, CD86) и адхезивних 

молекула (CD40, CD54), као и појавом CD83 молекула (Steinman и Hemmi, 2006, 

Dalod и сар., 2014). У нашем експерименталном моделу третман MoDC са 10-HDA 

(500µМ) током процеса матурације спречава пораст експресије MHC молекула класе 

II, CD40, CD86 и CD83 молекула. Истовремено, ниска концентрација ове масне 

киселине (50µМ) не мења значајно експресију ни једног испитиваног молекула. Ови 

резултати указују да 10-HDA у концентрацији од 500µМ спречава процес сазревања 

MoDC који је изузетно важан за ко-стимулаторну активност ових ћелија укључујући 

стимулацију пролиферације и клонску експанзију антиген-специфичних Т 

лимфоцита (Guermonprez и сар., 2002, Savina и Amigorena, 2007). CD40 молекул је 

неопходан за финалну матурацију MoDC у присуству Т лимфоцита, у чему кључну 

улогу има интеракција CD40–CD40L (Fujii и сар., 2004). Полазећи од наведеног, 

претпостављамо да би смањена пролиферација алогених CD4+ T лимфоцита у ко-

култури са 10-HDA-претретираним MoDC могла бити последица утицаја ове масне 

киселине на ко-стимулаторну функцију MoDC.  

 Наши резултати који се односе на Тh поларизациону способност MoDC су 

показали да MoDC третиране ниском концентрацијом 10-HDA (50µМ) стимулишу 

Th1 имунски одговор. Овај закључак се намеће на основу повећане концентрације 
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IFN-γ, а смањене концентрације IL-4 у супернатантима ко-култура 10-HDA-

третираних MoDC и алогених CD4+ T лимфоцита у односу на контролне ко-културе. 

Међутим, стимулација Th1 имунског одговора није била праћена повећаном 

продукцијом IL-12, цитокина који је изузетно важан за диференцијацију Th1 

лимфоцита, од стране MoDC (Snijders и сар., 1998). Једно од објашњења овог, 

наизглед нелогичног налаза, би могла бити могућност да је MoDC за секрецију IL-12 

потребна стимулација, односно активација у контакту са Т лимфоцитима која се 

дешава интеракцијом CD40–CD40L. У сагласности са овом претпоставком је налаз 

Dzopalic и сар. (2010) да MoDC које слабо продукују IL-12, а добри су стимулатори 

IFN-γ, након апликација CD40L тј. активације CD40–CD40L сигналног пута 

значајно више продукују IL-12 и додатно стимулишу продукцију IFN-γ у ко-

културама са алогеним CD4+ T лимфоцитима. Истовремено, смањена концентрација 

IL-4 би могла бити последица инхибиторног ефекта IFN-γ на Th2 лимфоците 

(Schroder и сар., 2004) и реципрочне регулације Th1 и Th2 имунског одговора 

(Glimcher и Murphy, 2000). Ми смо показали да висока концентрација 10-HDA 

(500µМ) значајно инхибира продукцију IL-12, IL-18 и TNF-α од стране LPS- 

стимулисаних MoDC. Инхибиција продукције ових цитокина је допринела смањењу 

алостимулаторне (инхибиција пролиферације) и Th поларизационе (смањена 

продукција IFN-γ, IL-2 и IL-4 у ко-културама MoDC и CD4+ T лимфоцитима) 

способности MoDC третираних са 10-HDA.  

 Занимљиво је да 10-HDA, како у ниским тако и у високим концентрацијама, 

смањује продукцију IL-10 у културама хуманим MoDC. Овај резултат није у 

сагласности са резултатима добијеним у експериментима на DC слезине пацова који 

показују да 10-HDA стимулише продукцију IL-10 у културама ових ћелија (Vucevic 

и сар., 2007). Ова разлика би могла да се објасни друкчијим сигналним путевима 

који учествују у продукцији овог цитокина у пацовским и хуманим DC или 

специфичним ефектом 10-HDA на продукцију IL-10.  

 Генерално, механизам којим 10-HDA испољава своју имуномодулаторну 

активност није довољно јасан. Предходне студије су показале да су транскрипциони 

фактор NF-κB (Sugiyama и сар., 2012b, Takahashi и сар., 2012, Sugiyama и сар., 2013), 

као и p38-AP-1, JNK-AP-1 (Yang и сар., 2010) и PI3K–AKT (Wang и сар., 2015) 
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сигнални путеви укључени у ове процесе. Oва масна киселина не инхибира LPS 

индуковану деградацију IκBα и фосфорилацију IκB киназе алфа (IKKα), али блокира 

продукцију IκB-ζ, компоненту активног NF-κB комплекса у RAW264 ћелијама 

(Sugiyama и сар., 2012b). Овај феномен је праћен значајним смањењем продукције 

IL-6, липокалина 2 и G-CSF. NF-κB је транскрипциони фактор који има кључну 

улогу у урођеној и стеченој имуности (Li и Verma, 2002, Liou, 2002, Vallabhapurapu 

и Karin, 2009). Он је укључен у регулацију експресије различитих цитокина 

укључујући IL-12 и TNF-α (Li и Verma, 2002). Показано је да је инхибиција 

активације NF-κB један од најважнијих механизама антиинфламаторних активности 

различитих природних производа (Park и сар., 2013, Vo и Kim, 2013). У намери да 

испитамо улогу ових путева у сигналима који се покрећу након деловања 10-HDA 

на хумане MoDC користили смо инхибиторе BAY 11-7082 и LY294002. Показали 

смо да BAY 11-7082, специфични инхибитор IκBα фосфорилације (Lee и сар., 2012) 

смањује продукцију IL-12 за 80%, а TNF-α за 85%. Додавањем 10-HDA додатно је 

смањена продукција оба цитокина, што указује да и други молекули у NF-κB 

сигналном путу могу бити укључени у овај процес. Један од њих би могао бити IκB-

ζ који регулише експресију појединих NF-κB зависних гена укључујући гене за IL-

12, IL-18, IL-6, као и IFN-γ (Kannan и сар., 2011). Изглада да IκB-ζ није укључен у 

транскрипцију гена за TNF-α (Sugiyama и сар., 2012b), међутим описано је да TNF-α 

пролонгира експресију IκB-ζ у хуманим NK ћелијама (Kannan и сар., 2011). 

Takahashi и сар. (2012) су показали да 10-HDA инхибира продукцију азот оксида и 

TNF-α у RAW264 ћелијама стимулисаним IFN-γ и установили да је регулаторни 

фактор интерферона 8 (IRF-8) укључен у овај процес. Према томе, остаје нејасно да 

ли 10-HDA користи сличне механизме за смањење продукције IL-12 и TNF-α у 

присуству LPS као и BAY 11-7082, и да ли постоји посебан молекул у оквиру NF-κB 

сигналног пута на који ова масна киселина специфично делује или је по среди 

неспецифична интеракције са више молекула. Pollet и сар. (2002) су показали да 

дериват 10-HDA (diHDA-glycerol) подстиче пренос сигнала у NF-κB путу у 

мијелоидној ћелијској линији U397 тако што стимулише протеолизу IκBα. Ефекат 

ниске концентрације 10-HDA на MoDC у нашем истраживању је у сагласности са 

овим резултатима. Блокирање NF-κB сигналног пута може се такође повeзати са 

инхибицијом експресије ко-стимулаторних молекула на MoDC (Grohmann и сар., 

1998, Kojima и сар., 1999). 
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 Недавно су Wang и сар. (2015) показали да 10-HDA супримира 

пролиферацију синовиоцита сличних фибробластима пацијената са реуматоидним 

артритисом тако што инхибира експресију седам гена укључених у PI3K–AKT 

сигнални пут. Аутори су овај ефекат 10-HDA повезали са њеном способношћу да 

инхибира ензим HDAC (Spannhoff и сар., 2011). Овај ензим има веома важну улогу у 

регулацији транскрипције гена тако што каталише уклањање ацетилне групе са 

лизинских остатака хистона, чиме доприноси кондензацији хроматина (Gillespie и 

сар., 2012). Наши резултати су показали да инхибиција PI3K делимично супримира 

продукцију IL-12 и TNF-α у LPS-третираних MoDC. Међутим, додавање 10-HDA у 

потпуности неутралише овај ефекат. Могуће је да ова масна киселина, инхибирајући 

HDAC неутралише дејство инхибитора PI3K или стимулише друге сигналне путеве. 

То ће бити предмет наших будућих истраживања. Инхибиција HDAC се може 

повезати и са ефектима 10-HDA у нашим експерименталним моделима. Наиме, 

Gillespie и сар. (2012) су показали да трихостатин А, познати инхибитор HDAC, 

инхибира продукцију TNF-α, IL-6 и IFN-γ у хуманим PBMNC стимулисаним LPS. 

Осим тога, још један инхибитор HDAC, сулфорафан, инхибира матурацију 

свињских LPS-стимулисаних МоDC, смањујући експресију CD80, CD86 и CD40 

молекула. Сулфорафан, такође, инхибира и продукцију TNF-α и IL-1β у овим 

ћелијама (Mukhopadhyay и сар., 2015). 

 У нама доступној литератури нема података који показују директно везивање 

10-HDA за појединачни молекул. Добро је познато да масне киселине испољавају 

већину својих активности делујући као природни лиганди за рецепторе повезане са 

G протеином (GPR40, GPR43, GPR84 и GPR120), као и за неколико 

транскрипционих фактора као што су PPARs (енгл. peroxisome proliferator-activated 

receptors), SREBPs (енгл. sterol regulatory element-binding proteins) и X рецептори 

јетре (Georgiadi и Kersten, 2012). PPARγ је члан породице једарних рецептора који се 

активирају различитим ендогеним и егзогеним масним киселинама (da Rocha Junior 

и сар., 2013). Malapaka и сар. (2012) су показали да је деканоична киселина директни 

лиганд PPARγ молекула и делимично активира овај рецептор. PPARγ агонисти 

смањују продукцију проинфламаторних цитокина (TNF-α, IL-1β, IL-6) у хуманим 

моноцитима стимулисаним PMA (Jiang и сар., 1998) и инхибирају експресију TNF-α 

и активацију NF-κB у свињским PBMNC (Kim и сар., 2011). Лигација PPARγ такође 
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супримира продукцију IL-2, IFN-γ, IL-4 и IL-5 у Т лимфоцитима (da Rocha Junior и 

сар., 2013). На основу ових резултата ми претпостављамо да 10-HDA испољава своју 

имуномодулаторну активност делујући претежно преко PPARγ. Међутим, у нашем 

истраживању није дошло до промене у продукцији IL-6 и IL-17A иако PPARγ 

агонисти узрокују смањење секреције ових цитокина (Jiang и сар., 1998, Klotz и сар., 

2009, da Rocha Junior и сар., 2013). Ово би могло да се објасни налазима да су 

средњеланчане масне киселине ниско-потентни агонисти PPARγ (Liberato и сар., 

2012), па је и нето ефекат различит од других агониста. Осим тога, посматрајући 

ефекат 10-HDA на функцију неутрофила, претрагом доступне литературе, нисмо 

успели да пронађемо везу између лигације PPARγ молекула и функције неутрофила. 

Због тога би било веома значајно да се испита директан ефекат 10-HDA на 

активност PPARγ у наредним истраживањима, али и веза овог молекула са 

различитим функцијама неутрофила. С друге стране, постоји могућност да 10-HDA 

испољава свој ефекат на MoDC и PBMNC тако што смањује количину реактивних 

кисеоничних врста који могу да настану при ћелијској активацији. Наиме, Rutault и 

сар. (1999) су показали да реактивне кисеоничне врсте стимулишу матурацију 

MoDC, као и њихову алостимулаторну способност. Сви ови ефекти су били успешно 

блокирани антиоксидансом N-ацетил цистеином.  

 Очигледно је да објашњење имуномодулаторних ефеката 10-HDA није лако и 

да ће бити потребно још много истраживања како би се објаснили молекуларни 

механизми деловања не само ове масне киселине, већ и осталих, структурно 

различитих, средњеланчаних масних киселина.    
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На основу добијених резултата можемо закључити да: 

А) 10-HDA у концентрацијама од 1mM до 2mM 

− смањује степен оксидативног праска хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних PMA, fMLP и opZy 

− одлаже спонтану и PMA-, fMLP- и opZy-индуковану апоптозу хуманих 

неутрофила периферне крви 

− испољава инхибиторни ефекат на NETozu хуманих неутрофила периферне 

крви стимулисаних PMA 

− испољава директно антиоксидативно дејство неутралишући ефекте О2
•¯ и 

HOCl 

Б) 10-HDA у концентрацији од 0,5mM 

− инхибира пролиферацију хуманих PBMNC стимулисаних PHА  

− смањује продукцију проинфламаторних цитокина, IL-1β и TNF-α, у култури 

PBMNC стимулисаних PHА 

− инхибира Th1 и Th2 имунски одговор у култури PBMNC стимулисаних PHA 

В) 10-HDA у концентрацији од 0,5mM 

− инхибира матурацију и алостимулаторну способност LPS-стимулисаних 

MoDC, као и продукцију IL-12, IL-18 и TNF-α од стране ових ћелија 

− супримира Th1 и Th2 имунски одговор у ко-култури MoDC и алогених CD4+ 

Т лимфоцита  

Г) 10-HDA у концентрацији од 50µM 

− испољава благо имуностимулаторно дејство подстичући Th1, а инхибирајући 

Th2 имунски одговор у ко-култури MoDC и алогених CD4+ Т лимфоцита 
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Извод: 

ИД  

 10-хидрокси-2-деканоична киселина (10-HDA) је јединствена и најзаступљенија 
незасићена масна киселина матичног млеча. Иако први научни радови о овој масној 
киселини датирају још од педесетих година прошлог века, досадашња истраживања, 
углавном на in vitro анималним моделима, су показала њено анти-инфламаторно 
својство. Међутим, веома мало се зна о њеној имуномодулаторној и 
антиоксидативној улози. Стога смо ми у овој студији испитивали ефекат 10-HDA на 
функције хуманих ћелија имунског система in vitro, као и њено потенцијално 
антиоксидативно својство.  
 Добијени резултати су показали да је 10-HDA у милимоларним 
концентрацијама (1mМ и 2mМ) инхибирала оксидативни прасак хуманих 
неутрофила периферне крви стимулисаних форбол-12-миристат-13-ацетатом (PMA), 
N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланином (fMLP) или опсонизованим 



 

зимозаном (opZy) у култури. Осим тога, ова масна киселина је у истим 
концентрацијама инхибирала како спонтану, тако и PMA, fMLP и opZy индуковану 
апоптозу, али и интензитет PMA узроковане NEToze (енгл. Neutrophil Extracellular 
Traps) хуманих неутрофила. 
 У културама хуманих мононуклеарних ћелија периферне крви (PBMNC) 
стимулисаним фитохемаглутинином (PHA) 10-HDA је у концентрацији од 500µМ 
испољила претежно супресивни ефекат на пролиферацију PBMNC. Овај процес је 
био праћен смањеном продукцијом интерлеукина (IL)-2. У истој концентрацији, 10-
HDA је инхибирала секрецију IL-1β и фактора некрозе тумора (TNF)-α. 
Анализирајући цитокински Т „helper“ (Th) профил у овим културама показано је да 
је 10-HDA, у концентрацији од 500µМ, инхибирала Th1 и Th2 поларизацију 
имунског одговора, а није значајније модулисала Th17 имунски одговор. 
 Такође, у овој студији је испитиван утицај 10-HDA на матурацију и функцију 
хуманих дендритских ћелија моноцитног порекла (MoDC). 10-HDA је, у 
концентрацији од 500µМ, инхибирала матурацију MoDC стимулисаних 
липополисахаридом (LPS). Овако стимулисане МоDC су продуковале мање 
количине IL-12, IL-18 и TNF-α, и инхибирале Th1 и Th2 поларизацију имунског 
одговора, што је закључено на основу смањења концентрације интерферона (IFN)-γ 
и IL-4 у супернатантима ко-култура 10-HDA-третираних МоDC и алогених CD4+ T 
лимфоцита периферне крви. Насупрот овим резултатима, 10-HDA је, у ниској 
концентрацији (50µМ), стимулисала Th1, а инхибирала Th2 имунски одговор. 
 Испитујући антиоксидативно својство 10-HDA, на експерименталним моделима 
без ћелија, у којима се реактивне кисеоничне врсте продукују чисто хемијским 
путем, показано је да ова масна киселина, у милимоларним концентрацијама (1mM-
4mM), има способност да „сакупља“, односно реагује са супероксид анјон 
радикалом и хипохлорном киселином и тако смањује њихово реактивно деловање.  
 На основу добијених резултата може се закључити да 10-HDA испољава дозно-
зависан ефекат на одговор хуманих имунских ћелија in vitro, при чему у високим 
концентрацијама (0,5mM-2mM) делује инхибиторно, а у ниским концентрацијама 
(50µМ) благо стимулаторно. Такође, показано је да 10-HDA у милимоларним 
концентрацијама (1mM-4mM) испољава директно антиоксидативно својство.   
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Abstract: 

AB  

 10-hydroxy-2-decanoic acid (10-HDA) is unique and the most common fatty acid of 
royal jelly. Although the first scientific papers about this fatty acid originate from fifties of 
the last century, very little is known about its immunomodulatory and antioxidative 
activity. Therefore, we examined the effects of 10-HDA on the function of human immune 
cells in vitro, as well as its potential antioxidative properties. 
 The obtained results showed that 10-HDA at millimolar concentrations (1mM and 
2mM) inhibited oxidative burst of human peripheral blood neutrophils stimulated with 
phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine 
(fMLP) or opsonized zymosan (opZy) and neutrophil extracellular traps formation induced 
by PMA. In addition, 10-HDA at the same concentrations inhibited spontaneous apoptosis, 
as well as PMA-, fMLP- and opZy-induced apoptosis of neutrophils.   
 10-HDA, at concentration of 500µM, inhibited the proliferation of 
phytohaemagglutinin-activated human peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs), 
and the process was followed by a decrease in the production of interleukin 2 (IL-2). At 
the same concentration, 10-HDA inhibited the production of IL-1β and tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) by stimulated PBMNCs. Regarding T helper (Th) cytokine profile, 
higher concentration of 10-HDA (500µM), in contrast to the lower one (50µM), inhibited 
both Th1 and Th2 responses, whereas the Th17 response was not significantly modulated, 



 

as judged by the levels of interferon-γ (IFN-γ), IL-5 and IL-17A in culture supernatants, 
respectively.  
 The effect of 10-HDA on maturation and functions of human monocyte-derived 
dendritic cells (MoDCs) was also investigated. A lower dose (50 µM) stimulated T helper 
(Th)1 and down-regulated Th2 immune responses, as judged by the levels of IFN-γ and 
IL-4, respectively, in supernatants of 10-HDA-treated MoDCs cultivated with allogeneic 
CD4+ T cells. In contrast, a higher dose of 10-HDA (500 µM) inhibited maturation of 
lipopolysaccharide (LPS)-stimulated MoDCs. Such treated MoDCs produced lower levels 
of IL-12, IL-18 and TNF-α and down-regulated both Th1 and Th2 immune responses. 
Examining the antioxidant properties by using cell-free systems, we demonstrated that 10-
HDA at millimolar concentrations is a scavenger of superoxide anion radical and HOCl.   
 In conclusion, our results suggest that 10-HDA exerts different activity on human 
immune cells, depending on applied concentrations, which is important when considering 
its therapeutic immunomodulatory property. In addition, it was shown that 10-HDA, at 
millimolar concentrations, exerts direct antioxidant properties. 
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