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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 су, 

углавном на моделима животињских ћелија, показала њено анти-инфламаторно 

својство. Међутим, веома мало се зна о њеној имуномодулаторној и антиоксидативној 

улози. Стога смо ми у овој студији, на основу литературних података, 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 

(1 mМ и 2mМ) инхибирала оксидативни прасак хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних са форбол-12-миристат-13-ацетатом (PMA), N-формил-L-метионил-L-

леуцил-L-фенилаланином (fMLP) или опсонизованим зимозаном (opZy) у култури. 

Поред тога, ова масна киселина је у истим концентрацијама смањила како спонатну, 

тако и PMA, fMLP и opZy индуковану апоптозу, али и интензитет PMA узроковане 

NEToze (енгл. Neutrophil Extracellular Traps) хуманих неутрофила. 

 На хуманим мононуклеарним ћелијама периферне крви (PBMNC) стимулисаних 

са фитохемаглутинином (PHA) 10-HDA је испољила претежно супресивни ефекат. Ова 

масна киселина је, у концентрацији од 500μМ, инхибирала пролиферацију PBMNC; 

овај процес је био праћен смањеном продукцијом интерлеукина (IL)-2 у овим 

културама. У истој концентрацији 10-HDA је инхибирала секрецију IL-1β и фактора 

некрозе тумора (TNF)-α. Такође, посматрајући цитокински Т helper (Th) профил у овим 

културама, већа концентрација (500μМ) је инхибирала Th1 и Th2 имунске одговоре, док 

Th17 није био значајније модулисан. 
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 У овој студији је, такође, испитиван утицај 10-HDA на матурацију и функцију 

хуманих дендритских ћелија моноцитног порекла (MoDC). Већа концентрација ове 

масне киселине (500μМ) је инхибирала матурацију MoDC стимулисаних са 

липополисахаридом. Овако стимулисане МоDC су продуковале мање количине IL-12, 

IL-18 и TNF-α, али и инхибирале Th1 и Th2 имунске одговоре, што је закључено на 

основу смањене концентрације интерферона (IFN)-γ и IL-4 у супернатантима ко-

култура 10-HDA-третираних МоDC и алогених CD4+ T лимфоцита. Насупрот овим 

резултатима, ниска доза 10-HDA (50μМ) је стимулисала Th1, а инхибирала Th2 

имунски одговор. 

 На крају, испитујући антиоксидативно својство 10-HDA, ми смо показали, 

користећи експерименталне моделе без ћелија у којима се реактивне кисеоничне врсте 

продукују чисто хемијским путем, да у ова масна киселина, у милимоларним 

концентрацијама, има способност да „хвата“, односно реагује са супероксидним 

анјоном и хипохлорном киселином и тако смањује њихово реактивно деловање.  

 Може се закључити да 10-HDA испољава дозно-зависан ефекат на имунски 

одговор хуманих ћелија in vitro, при чему у високим концентрацијама делује 

инхибиторно, а у мањим благо стимулаторно. Такође, 10-HDA у опсегу 

имуносупресивних концентрација испољава директно антиоксидативно својство.  
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 Последњих година забележен је изразит пораст броја истраживача и научних 

часописа који се баве проучавањем хране и како она утиче 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 

поспешује здравље и смањује ризик од развоја болести. Таква храна се назива 

„функцинална храна“ (енг. 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 посебно промовише 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 савремена, већ 

потичу још из древних Ведских текстова из Индије и традиционалне кинеске медицине, 

у којима се наводи 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 који 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 
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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 

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 комбинација 

претходних (Henry, 2010).  

 Храна, која неоспорно поседује елементе функционалности документоване у 

бројним научним часописима и која је део вишевековне традиционалне медицине је 

матични млеч. 
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Матични млеч 

 Матични млеч (ММ) 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 ММ храни 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, ММ је главни фактор који узрокује диференцијацију ларве у матицу, а не у 

пчелу радилицу (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 матичној 

млечи. Ројалактин повећава величину тела и подстиче развој јајника тако што повећава 

активност митогеном активиране протеин киназе повећавајући титар јувенилних 

хормона.  

Хемијске особине ММ 

 ММ је делимично растворљив у води са густином од 1,1 g/ml i киселе pH 

вредности (pH 3,4-4,5). Хемијски састав ММ је веома сложен и однос супстанци 

умногоме зависи од регионалних и сезонских услова. Свеж ММ 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 ММ су пронађени неки 

ензими (каталаза, амилаза, инвертаза, кисела фосфатаза), неуротрансмитери 

(ацетилхолин, холин) и полни хормони (естрадиол, тестостерон, прогестерон) (Orsolic, 

2013). Лиофилизирани ММ садржи мање од 5% воде, 27-41% протеина, 22-31% 

угљених хидрата и 15-30 % масти (Ramadan и Al-Ghamdi, 2012).  
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 Протеини представљају једну од најзначајнијих компоненти ММ. Више од 80% 

протеина ММ су солубилни протеини (Ramadan и Al-Ghamdi, 2012). Прво-откривени 

протеин ММ, уједно и најзаступљенији назван је главни протеин матичног млеча 1 

(енгл. major royal jelly protein 1 - MRJP1). Ова терминологија се примењивала за сваки 

новооткривени протеин ММ, тако да је до сада идентификовано девет протеина 

(MRJP1-9). Поред ових “главних“ протеина, у ММ су откривени бројни други протеини 

(укупно 37) који углавном имају улогу у транспорту липида, као и ензимску улогу. 

MRJP1-5 чине око 90% протеина ММ и имају углавном нутритивну улогу. Приликом 

синтезе ови протеини подлежу различитим посттранслационим модификацијама 

(фосфорилација, метилација, гликозилација) што им одређује функцију. Стога, постоје 

резличите изоформе протеина који се разликују по молекулској маси, што је довело до 

тога да исти протеин има већи број назива у литератури. MRJP1 је 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 (Bogdanov, 2011, Pavel и 

сар., 2011, Ramadan и Al-Ghamdi, 2012, Orsolic, 2013, Buttstedt и сар., 2014).  

 У липидној фракцији ММ највећи удео имају масне киселине, углавном у 

слободној форми, а ређе у облику естара (Li и сар., 2013). Масне киселина ММ се могу 

класификовати према молекулској структури на шест субкласа: 1) праволанчане масне 

киселине, као што је валеријанска; 2) незасићене масне киселине, као што је 2-

деценоична киселина; 3) хидрокси масне киселине, као што је 10-хидрокси-2-

деканоична киселина; 4) оксо-масне киселине, као што је 11-оксо додеканска 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 слободне масне киселине у ММ, а најзаступљенија је 10-

хидрокси-2-деканоичнa киселинa (10-HDA) са уделом од око 70% у укупној липидној 

фракцији ММ (Li и сар., 2013). 10-HDA није до сада нигде у природи откривена, чак ни 

у другим пчелињим производима, па се може сматрати јединственом за ММ (Melliou и 
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Chinou, 2014). Поред 10-HDA, још шест масних киселина су у већем проценту 

заступљене и то: 8-хидрокси октаноична киселина (~4.9% од липидног екстракта ММ), 

3-хидроксидеканоична киселина (1.2%), 3,10-дихидроксидеканоична киселина (5.9%), 

9-хидрокси-2-деценоична (1.7%), 1,10-деканедиоична киселина (3.3%), и 2-децен(-1,10-

)диоична киселина (4.1%). Већина масних киселина у ММ 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 засиcћени или мононезасићене у позицији 

2 (Li и сар., 2013). 

 Поред слободних масних киселина из ММ 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 хетреодимера и 

хетерополимера (Li и сар., 2013). 

 ММ садржи и мале количине стерола. Укупно је у ММ детектовано око 22 

слободна и естерификована стеерола. Стероли из ММ могу се класификовати у три 

подкласе: (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 чини око 30% суве материје ММ. Као и у меду , моносахариди 

фруктоза и глукоза су главни ше ери и у зависности од старости и пчелиње хране 

заједно чине 90 % укупних ше ера. Сахароза је увек присутна, али често у веома 

променљивим концентрацијама (Lercker и сар., 1986). Такође је могу е присуство 

олигосахарида као што су трехалоза, малтоза, гентибиоза, изомалтоза, рафиноза, ерлоса 

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

Имуномодулаторни и антиоксидативни ефекти ММ и његових компоненти 

 Имуномодулаторни ефекти ММ су показани у бројним студијама, како у in vitro 

системима на хуманим и анималним ћелијским линијама, тако и in vivo на животињама. 
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Liu и сар. (1984) су показали да ММ појачава имунски одговор посредован ћелијама 

код озрачених мишева. Сличан имуностимулаторни ефекат је показан и на мишевима 

имунизованим са овчијим еритроцитима (Sver и сар., 1996). ММ је стимулисао 

продукцију антитела и пролиферацију имунокомпетентних ћелија код имунизованих 

мишева. Међутим, ови аутори су показали и имуносупресиван ефекат ММ на 

продукцију антитела посредовану Т лимфоцитима. Kohno и сар. (2004) су проучавајући 

утицај ММ на мишје макрофаге стимулисане са липополисахаридом (LPS) и 

интерфероном (IFN)-γ закључили да ММ инхибира продукцију проинфламаторних 

цитокина (фактор туморске некрозе (TNF)-α, интерлеукин (IL)-6, IL-1) без утицаја на 

вијабилност ових ћелија. Они су такође сугерисали да ММ директно реагује на 

смањење продукције проинфламаторних цитокина с обзиром да ММ није имао ефекат 

на продукцију IL-10, главног инхибиторног цитокина (Sabat и сар., 2010). Гашић и сар. 

(2007) су испитивали имуномодулаторни ефекат различитих компоненти ММ 

користећи in vitro модел конканавалином А (Con A) индуковане пролиферације 

пацовских Т лимфоцита. Они су показали да водени екстракт ММ у ниским 

концентрацијама од 5μg/ml - 25μg/ml стимулише пролиферацију Т лимфоцита 

(спленоцита). 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 ММ (75μg/ml и 100μg/ml) су 

инхибирале пролиферацију Т лимфоцита индуковану са Con A. Овај инхибиторни 

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

оксида.  

 Да би сагледали ефекте ММ 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 лупусом 

еритематозусом (SLE). Орална примена ММ у ових мишева одложила је појаву болести 

што је закључено на основу степена оштећења бубрега, али и значајно продужила 
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њихов животни век. Такође, ММ је узроковао смањен ниво IL-10 у серуму ових 

мишева, смањен број аутореактивних B лимфоцита у слезини као и нижу 

концентрацију аутоантитела усмерених на једноланчану (ssDNA) и дволанчану 

(dsDNA) дезоксирибонуклеинску киселину. Ови резултати указују да ММ 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 да ММ може да спречи настанак колитиса код пацова 

користећи експериментални модел за акутни улцеративни колитис где се запаљење 

изазива сирћетном киселином. У овој студији, орално давање ММ је смањило број 

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

инфламацијски ефекти ММ су показани и in vitro, на ћелијама као што је ћелијска 

линија периодонталног лигамента (MPDL22 ћелије) (Yanagita и сар., 2011). ММ је 

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

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

ММ смањује експресију CD54 молекула на овим  елијама. Ефекти ММ на аутоимуност 

у Гравесовој болести, орган специфичној аутоимунској болести, испитивани су на 

периферним лимфоцитима добијених из шест пацијената са Гравесовом болешћу (Erem 

и сар., 2006). ММ је узроковао повећање концентрације IFN-γ и смањење количине 

TNF-α у супернатантима  елијских култура лимфоцита. Такође је наглашено да је ММ 

смањио ниво антитела усмерених на рецептор за тиростимулишући хормон (TSH) у 

овим супернатантима. 

 Дејство ММ је до сада испитивано на неколико врста 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, Oršoli  и сар., 2005, Nakaya и сар., 2007, Orsolic и сар., 2007). Grad и сар. 

(1961) су показали да свакодневно парентерално давање 0,1 ml MM значајно смањује 

животни век мишева са Ерлиховим тумором или са трансплантираном лимфном 

леукемијом из AKR мишева. Насупрот томе, иста доза убризгавана једном недељно је 
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значајно продужавала живот леукемичних AKR мишева. Истраживања која су спровели 

Оршолић и сар. (2003, 2005, 2007) су показала да ММ није утицао на формирање 

метастаза карцинома дојке и фибросаркома индукованог метилхолантреном код CBA 

мишева, када се даје интраперитонеално или субкутано. Међутим, истовремено 

интравенско давање ММ и туморских  елија је инхибирало формирање метастаза. 

Такође, ММ је ефикасно инхибирао раст два мишја тумора: Ерлиховог солидног тумора 

анд 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 ММ су алергијске реакције (Pavel 

и сар., 2011). Сре ом, тешке алергијске реакције на ММ су ретке; до сада је објављено 

само око 20 случајева у свету (Katayama и сар., 2008). Након оралне примене ММ, 

алергијске реакције могу да варирају од мањих пореме аја (лакше гастроинтестиналне 

тегобе, уртикарија) до тешких реакција, укључују и 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 преваленција 

позитивних кожних тестова на ММ је присутна међу особама које су атопијске 

конституције (Leung и сар., 1997). Истражујући главне алергене ММ користећи серуме 

преосетљивих пацијената Rosmilah и сар. (2008) су показали да су главни 

имуноглобулин (Ig) E везујући протеини млеча MRJP1 и MRJP2. Они су, такође, 

показали да су испитаници са клиничком сликом алергије на ММ имали у серуму IgE 

антитела на 15 протеина ММ. 

 Упркос томе што може код предиспонираних особа да изазове алергијске 

реакције, показано је да ММ 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 ММ на DNP-KLH 
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имунизованим мишевима (Dinitrophenol-Keyhole Limpet Hemocyanin). ММ је смањио 

продукцију антиген-специфичних IgE и инхибирао ослобађање хистамина из 

мастоцита, што је довело да изостанка реакција I типа преосетљивости на кожи ува. 

Осим тога, ова студија је показала да је ММ усмерио имунски одговор са T helper (h) 2 

на Th1 путем повећања продукције IFN-γ и смањене IL-4 у CD4 + T лимфоцитима 

добијених из DNP-KLH мишева. Поред тога, ММ је смањио експресију информационе 

рибонуклеинске киселине (mRNK) за IL-12p40 i inhibirao produkciju простагландина 

(PG) E2 у макрофагима DNP-KLH мишева. Орална примена ММ код NC/Nga мишева 

третираних са пицрил 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 ММ 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 из OVA/Alum-имунизованих 

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

 ММ утиче на апоптозу и степен оксидативнога стреса у ћелијама јетре и бубрага 

пацова третираних хемотерапеутиком цисплатином (Karadeniz и сар., 2011). 

Профилактичко давање ММ значајно смањује количину малондиалдехида (MDA) у 

ћелијама јетре и бубрага цисплатином третираних пацова. Позитивни ефекат ММ на 

антиоксидативни заштиту видљив је и у повећању количине глутатиона (GSH), као и 

већој активности глутатион пероксидазе (GSH-Px), глутатион–S–трансферазе (GST) и 

супероксид дисмутазе (SOD) (Karadeniz и сар., 2011). ММ, такође, смањује токсичност 

угљентетрахлорида, кадмијума и парацетамола in vivo инхибирајући липидну 

пероксидацију, губитак флуидности биолошких мембрана, промену мембранског 

потенцијала и пермеабилност ћелијске мембране (Çavuşoğlu и сар., 2009, Kanbur и сар., 

2009, Cemek и сар., 2010). 
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Неутрофили 

 Неутрофили се константно стварају у костној сржи из мијелоидних прекурсора. 

Њихова дневна производња може достиcћи и до 2x10
11

 ћелија (Borregaard, 2010). 

Процес синтезе неутрофила је контролисан фактором стимулације колоније 

гранулоцита (G-CSF) (Lieschke и сар., 1994), који се производи у одговору на ИЛ-17А 

кога синтетишу Т лимфоцити (Ley и сар., 2006). С друге стране, ослобађање IL-17A је 

под контролом IL-23 који потиче из резидентних макрофага и дендритских  елија. 

Током инфламације број неутрофила у ткивима се пове ава, а временом  елије умиру 

апоптозом и бивају уклоњене макрофагима и дендритским  елијама. Овај процес 

узрокује нисходну регулацију синтезе IL-23 у макрофагима и дендритским ћелијама, 

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–δ) (Nerlov и Graf, 1998, Dahl и сар., 2003). Током сазревања, 

неутрофили пролазе кроз неколико фаза: миелобласт, промиелоцит, миелоцит, 

метамиелоцит и, на крају, полиморфонуклеарне (сегментиране)  елије (Borregaard, 

2010). Неутрофлне грануле се формирају током сазревања од промиелоцитне фазе. 

 Број циркулишућих неутрофила се разликује код људи и мишева. Код људи, 50-

70% циркулишућих леукоцита су неутрофили, док је код мишева само 10-25 % 

(Hampton и сар., 1998, Doeing и сар., 2003, Mestas и Hughes, 2004, Amulic и сар., 2012). 

У циркулацији, зрели неутрофили имају просечни пречник од 7-10 μm, 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 најве е, величине око 0,3 μm у пречнику, и прве се формирају 
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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 0,1 μm), 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). Тре и 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, ве  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 њихов садржај 

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

мобилизацију у одговору на инфламацијске 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, ослобађају и притом свој садржај, доприносе склапању NADPH оксидазе и 

продукцији реактивних кисеоничних врста (ROS) (Jesaitis и сар., 1990). Дегранулације 
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примарних и секундарних гранула доприноси стварању антимикробног амбијента на 

месту запаљења.  

 Неутрофили произведе велики број пептида и протеина који директно или 

индиректно убијају микроорганизме. 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, укључују и и најбоље проучен LL-37, настају протеолитичком 

разградњом ве их протеина, а поред њихове антимикробне активности, могу да 

потенцирају активацију дендритских ћелија (DC) (Lande и сар., 2007). BPI је протеин 

који снажно везује LPS, изазивајући пове ану 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 првоописаних 

антимикробних супстанци (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 матале и на тај начин инхибирају раст бактерија. Лактоферин (везује 
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гвожђе) и калпротектин (везује цинк) су два најважнија протеина ове класе (Weinberg, 

1975, Corbin и сар., 2008).  

 Након активације, неутрофили производе реактивне кисеоничне врсте (енгл. 

Reactive Oxidative Species, ROS) у процесу који се зове респираторни прасак. Први 

корак у настајању ROS је склапање комплекса NADPH оксидазе на плазма мембрани и 

мембрани фагозома. NADPH оксидаза редукује молекулски кисеоник до супероксида 

(О
•-
) који процесом дисмутације прелази у водоник-пероксид (H2O2). Супероксид 

такође може да реагује и са азот-оксидом (NО), 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 супероксида и има антимикробно дејство in vitro. Стога 

се претпоставља да има директан антимикробан ефекат у фагозомима (Hampton и сар., 

1998, Bogdan и сар., 2000, Winterbourn и сар., 2006, Winterbourn, 2008). ROS су веома 

важни за антимикробну активност неутрофила. Наиме, неутрофили особа са хроничном 

грануломатозном болешћу (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, 

други ROS (супероксид, водоник-пероксид, хидропероксил радикал, пероксинитрит) 

могу обављати антимикробну активност (Winterbourn и сар., 2006).  

 Неутрофили могу након снажне активације да уђу у NETozu (енгл. neutrophil 

extracellular traps), активну форму  елијске смрти која доводи до ослобађања 

декондензованог хроматина у екстрацелуларни простор (Brinkmann и сар., 2004, Fuchs 

и сар., 2007, Amulic и сар., 2012). Влакнасте структуре које се називају NET-ови садрже 
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хистоне, као и антимикробне протеине пореклом из цитоплазме и из гранула 

(лактоферин, CG, дефензини, LL37, неутрофилна еластаза, PR3, MPO и желатиназа) 

(Urban и сар., 2009, Kolaczkowska и Kubes, 2013). Ex vivo је показано да NET-ови могу 

да “хватају” и убијају многе микроорганизме излажу и их локално високим 

концентрацијама антимикробних супстанци (Papayannopoulos и Zychlinsky, 2009). 

Механизам којим се NET-ови формирања није у потпуности разјашњен. Међутим, 

показано је да је за процес NEToze неопходна нормална функција NADPH оксидазе и 

MPO, односно синтеза ROS (Fuchs и сар., 2007, Patel и сар., 2010, Metzler и сар., 2011). 

Може се рећи да је за све познате активаторе NEToze до сада, била неопходна 

продукција ROS. Важност NEToze у одбрани од патогених микроорганизама потврђује 

и податак да се бактерије које испољавају ензим који разграђује DNА као фактор 

вируленције лакше шире у организму и показују већу патогеност. Настанак овог ензима 

код ових 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, формирање NET-ова и убијање ћелија овог 

микроорганизма посредовано NET-овима ex vivo, али не фагоцитозом (Bianchi и сар., 

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

против инфекција изазваним великим микроорганизмима, који 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. Наиме, све се више истражује 

улога NET-ова у патогенези SLE, аутоимуснког обољења које се одликује појавом 

аутоантитела претежно на компоненте хроматина и неутрофила (Kessenbrock и сар., 

2009, Hakkim и сар., 2010, Garcia-Romo и сар., 2011, Lande и сар., 2011, Villanueva и 

сар., 2011).  
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 Иако први научни радови о 10-HDA датирају још од педесетих година прошлог 

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

имуномодулаторној и антиоксидативној улози. Досадашња истраживања углавном на 

моделима животињских ћелија су показала њено анти-инфламаторно својство. Две 

новије 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, Yung и сарадници су показали да 10-HDA 

супримира продукцију матриксних металопротеиназа 1 и 3 порекла фибробласта 

изолованих од пацијената са реуматоидним артритисом (Yang и сар., 2010). 

Истраживања спроведена у Институту за медицинска истраживања Војномедицинске 

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

имуномодулаторна својства на ћелијама пацова (Gasic и сар., 2007, Vucevic и сар., 

2007). С друге стране, литературни подаци о антиоксидативном деловању 10-HDA су 

веома оскудни. Наиме, постоји само једна in vitro студија у којој је приказано да 

претретман хуманих дермалних фибробласта са овом масном киселином смањује 

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

2012).  

 На основу 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 на интеракцији дендритских ћелија и Т лимфоцита, поставили смо следеће 
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Хипотезе 

 

1. 10-HDA испољава дозно-зависан ефекат на имунски одговор хуманих ћелија in vitro 

при чему у високим концентрацијама делује инхибиторно, а у мањим 

концентрацијама стимулаторно 

2. 10-HDA у опсегу имуносупресивних концентрација испољава директна 

антиоксидативна својства 

 

За проверу ових хипотеза постављени су следећи: 

Циљеви истраживања 

 

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

хуманих неутрофила периферне крви стимулисаних са 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 са PMA 

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

кисеоничним врстама користећи системе без ћелија 

5. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на пролиферацију 

мононуклеарних ћелија периферне крви (PBMNC) стимулисаних 
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фитохемаглутинином (PHA) и алогених CD4
+
 Т лимфоцита у кокултури са 

дендритским ћелијама моноцитног порекла (MoDC) 

6. Испитати утицај различитих концентрација 10-HDA на продукцију 

проинфламаторних цитокина у култури PBMNC стимулисаних са PHA 

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

(Th1, Th2, Th17, T регулаторни) на моделу интеракције MoDC и CD4
+
 Т лимфоцита, 

као и PHA стимулисаних PBMNC 
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Медијуми и реагенси  

RPMI 1640 медијум 

 RPMI 1640 медијум (Sigma, 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, Аустрија), 50 μM 2-

меркаптоетанола (2-ME, Sigma), 50 i.j/ml пеницилина (Галеника) и 50mg/ml 

стрептомицина (Галеника) коришћен је за култивацију мононуклераних ћелија 

периферне крви и дендритских ћелија и представља комплетан RPMI медијум. За 

изолацију мононуклеарних ћелија периферне крви 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) 

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

Немачка), 5,37mM KCl (Serva, 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). 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 0,05% FCS (PAA Laboratories) и 10nM HEPES-ом 

(Flow Laboratories, Irvine, Scotland). Овај медијум је коришћен за култивацију 

неутрофила периферне крви у појединим експериментима. 
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PBS (енгл. Phosphate Buffered Saline), pH 7,4 

 PBS је направљен коришћењем следећих супстанци: 1,06 mM KH2PO4 (Merck), 

155,17 mM NaCl (Merck), 2,97 mM Na2HPO4 (Merck).  

PBS1  

 PBS1 је PBS са 0,01%NaN3(Sigma)  

PBS2  

 PBS2 је PBS1 са 2% FCS-ом (PAA Laboratories).  

Калијум-PBS 

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

mM KCl (Serva), 8,1 mM Na2HPO4 (Merck), 1,5 mM KH2PO4 (Merck). Овај пуфер је 

коришћен за ELISA тестове. 

Хипотони пуфер са пропидијум јодидом (PI) 

 Хипотони пуфер са PI је направљен на следеци начин: 250 μL PI штока (10 

mg/mL у H2O, Sigma), 2,2 mL натријум цитрата (2,2g у 10 mL H2O, Merck), 50 μL Triton 

X-100 (Serva); допунити са H2O до 50ml. Овај пуфер се чува на +4°C у мраку. 

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 

 Лизинг пуфер је направљен десет пута концентрован на следећи начин: 8,02g 

NH4Cl (Merck), 0,84g NaHCO3 (Merck), 0,037g Na2EDTA (Sigma); све ово растворити у 
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100ml дестиловане воде. Овај пуфер, разблажен десет пута са дестилованом водом, је 

коришћен за лизирање контаминирајућих еритроцита у току изолације неутрофила. 

Фосфатни пуфер, 19mM, pH 7,4 

 Фосфатни пуфер је направљен помоћу следећих супстанци: 3,943g Na2HPO4 x 

7H2O (Merck), 0,592g NaH2PO4 x H2O (Merck); све растворити у 1000ml дестиловане 

воде.  

Фосфатни пуфер, 100mM, pH 7,4 

 Фосфатни пуфер је направљен помоћу следећих супстанци: 20,755g Na2HPO4 x 

7H2O, 3,117g NaH2PO4 x H2O; све растворити у 1000ml дестиловане воде.  

Рекомбинантни хумани GM-CSF 

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

активности 4.44x10
6
 U; Sandoz-Schering Plough, Швајцарска). Растворен је под 

стерилним условима у дестилованој води у концентрацији од 100μg/ml и тако чуван 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, Немачка). 

Растворен је под стерилним условима у дестилованој води у концентрацији од 25 μg/ml 

и чуван на -80°C до употребе. У експериментима је коришћен у финалној 

концентрацији од 20 ng/ml.  
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10-HDA  

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

Industries Ltd., Јапан). 10-HDA је растворена у DMSO у концентрацији од 2М, 

аликвотирана и чувана на -40°C. 

LPS 

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  

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 

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 

зависности од експеримената коришћен је у концентрацијама од 16nM, 32nM и 48nM.  

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

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  

Опсонизовани зимозан (opZy) је припремљен на следеци начин (Allen, 2014): 50 

mg зомозана (Sigma) је помешано са 5 ml стерилног PBS-а и сонификовано 5 минута у 
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ултразвучном купатилу, а затим инкубирано у кључалом воденом купатилу 10мин. 

После инкубације, уследило је центрифугирање (400g, 10 минута) при чему су 

партикуле зимозана пале на дно епрувете. Супернатант је одбачен, а пелет 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 250 μl (5 mg) 

и чуван на -40°C. Радни раствор зимозана је добијен разблаживањем са 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 

пелетиране центрифугирањем (3 минута, 16000g) и испране два пута са 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 са PBS-ом до концентрације од 1mM, аликвотиран и чуван на 

-20°C.  

Луминол 

Луминол (Fluka, Немачка) је растворен у свеже припремљеном 0,1M NaOH (из 

5М штока) до концентрације од 50 mM. Раствор луминола добијен на овај начин је 

стабилан неколико месеци ако се чува на собној температури заштићено од светлости. 

У експериментима је коришћена концентрација од 50 μM, добијена разблаживањем 

штока непосредно пре експеримената. 
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2′,7′-дихлородихидро-флуоресцеин диацетат 

2′,7′-дихлородихидро-флуоресцеин диацетат (DCF-DA) (Sigma) је растворен у 

DMSO у концентрацији од 10mM, а затим разблажен са PBS-ом до концентрације од 

1mM, аликвотиран и чуван на -40°C.  

p-Нитроблутетразолијум хлорид (NBT) 

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

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

Изолација и култивација ћелија 

Изолација неутрофила 

Неутрофили периферне крви су изоловани из крви добровољних давалаца којој 

је као антикоагуланс додат K3EDTA. У 10 ml крви је додато 3 ml 5% декстрана и након 

седиментације ћелија на собној температури 35 минута издвојила се плазма обогаћена 

леукоцитима. Таква плазма је пажљиво сакупљена и нанета на површину Limfoprep 

градијента (PAA Laboratories, gustine 1.077g/ml) како би се добиле две фазе. После 

центрифугирања (2200 rpm, 20 минута на собној температури) издвојио се прстен 

мононуклеарних ћелија, а на дну су се исталожили неутрофили и веома мали број 

еритроцита. Затим је на супернатант сипано 3 ml лизинг пуфера како би се лизирали 

преостали еритроцити у трајању од 2 минута уз лагано мешање аутоматском пипетом. 

После лизирања ћелије су испране и ресуспендоване у HBSS-у. Чистоћа ћелијске 

суспензије је одређивана бојењем ћелија Türck-овим раствором, а вијабилност утврђена 

бројањем ћелија у 0.2% раствору Tripan плавог. Овако добијени неутрофили су 

коришћени према потребама експеримента.  
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Изолација мононуклеарних ћелија периферне крви 

Мононуклеарне ћелије периферне крви (PBMNC) су изоловане из леукоцитног 

концентрата (енгл. buffy coat) центрифугирањем на Limfoprep градијенту. Леукоцитни 

концентрат, добијен од крви добровољних давалаца је обезбедио Институт за 

трансфузиологију Војномедицинске академије. Леукоцитни инфилтрат је разблажен 

три пута са медијумом за изолацију, а затим је у стаклене епрувете запремине 12 ml у 

којима се налази 2,5 ml градијента пажљиво нанет тако да се формирају две фазе 

течности. Епрувете су потом центрифугиране на 2200 rpm, 20 минута на собној 

температури при чему се издваја прстен који садржи мононуклеарне ћелије периферне 

крви. Прстени из свих епрувета су сакупљени, а затим су мононуклеарне ћелије 

испране од градијента центрифугирањем на 1400 rpm 8 минута на собној температури. 

Преостали тромбоцити су уклањени понављаним центрифугирањем и испирањем на 

800 rpm 8 минута на собној температури минимум 3 пута. Ћелије су затим 

ресуспендоване у комплетном медијуму и бројане. Овако добијене ћелије су коришћене 

за изолацију моноцита и Т лимфоцита, али и за постављање културе. 

Изолација моноцита  

Моноцити су изоловани из PBMNC на основу њихове способности да 

адхерирају на површину пластичних фласкова. Засејано је 30 x 10
6
 ћелија/фласку 

величине Т25 у 5ml комплетног медијума. Након једночасовне инкубације на 37°C, у 

атмосфери засићеној воденом паром са 5% CO2, неадхерентна фракција ћелија је 

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

култивисана према потребама експеримента.  

Добијање 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 комплетном 



32 

 

медијуму уз додатак GM-CSF (100 ng/ml) и IL-4 (20 ng/ml). По истеку шестог дана 

култивације, један мали део незрелих MoDC је сакупљен и анализирана им је 

експресија CD1a и CD14 молекула методом цитофлуориметрије, док је други знатно 

већи део стимулисан LPS-ом у одсуству или присуству 10-HDA (50µМ и 500µМ). 

Након 48 сати инкубације, ћелије су сакупљене и даље коришћене у фенотипским и 

функционалним тестовима. 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 помоћу имуномагнетног сортирања  

За поставку културе мешане леукоцитне реакције (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 (CD4
+
T-cell Isolation Kit, MACS technology, Miltenyi Biotec, Немачка). 

Прво су 1x10
7
 PBMNC инкубиране 15 минута на хладном, у пуферу за магнетно 

сортирање (2 mM EDTA; 0,5% FCS (Sigma, Немачка)), 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 

и инкубиране 15 минута на хладном са анти-биотин антителима за која су везане 

магнетне партикуле. Након инкубације, ћелије су испране, ресуспендоване у 500 μl 

пуфера 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 коњугованих флуоресцеин 

изотиоцијанатом (FITC, fluorescein isothiocyanate) (Serotec, Oxford, UK).  
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Бројање ћелија  

У циљу сагледавања броја изолованих ћелија, мали део ћелија je obojen 0.1% 

раствором Тripan плавог. Обојене ћелије су нанете на Neubauer-ову комору за бројање 

уобличених елемената крви и посматране на светлосном микроскопу. Током бројања 

нису рачунате ћелије које су обојене плаво.  

Процена ћелијске вијабилности 

Мерење апоптозе бојењем раствором Türck-а 

Апоптоза ћелија одређивана је морфолошком анализом свежих ћелија обојених 

раствором Türck-а (2 x 10
5
 ћелија у 50μl медијума или HBSS + 100μl Türk-овог 

раствора). На мултиспот плочицу је стављено 10 μl ћелијске суспензије, а затим 

покривено покровним стакалцем. Узорци су анализирани на светлосном микроскопу 

(OLYMPUS CX31) бројањем најмање 500 ћелија по препарату.  

Мерење апоптозе и вијабилности коришћењем пропидијум јодида  

Мерење апоптозе помоћу пропидијум јодида је рађено тако што је након 

култивације у 50μl ћелијске суспензије додато 250μl раствора пропидијум јодида у 

хипотоном цитратном пуферу. После 15 минута инкубације на леду ћелије су 

анализиране на проточном цитофлуориметру (Cube 6, Partec, Немачка), а обрада 

података је урађена помоћу програма FCS Express 4 (De Novo Software, Glendale, CA). 

Апоптотичне ћелије су се сматрале оне са хиподиплоидним пиком. За процену 

вијабилности, ћелијама је додат раствор PI у PBS-у, а после 10 минута ћелије су 

анализиране на цитофлуориметру. Вијабилност је одређивана по формули 100% - % PI
+
 

ћелија.  

Фенотипска анализа ћелија 

Степен матурације и активације MoDC одређивана је на основу испољавања 

карактеристичних површинских молекула. За ову методу су коришћена мишја 
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моноклонска антитела (mAt) (доле побројана) која су специфична за хумане антигене и 

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

Моноклонска антитела коришћена у фенотипској анализи MoDC: 

анти-CD40 (FITC)   1:10  BD Biosciences, USA 

анти-CD54 (PE)   1:10  Serotec, UK 

анти-CD83 (FITC)   1:10  BD Biosciences, USA  

анти-CD86 (PE)   1:10  Serotec, UK 

анти-HLA-DR (PE)   1:10  Serotec, UK 

анти-CD1a (PE)   1:10 Serotec, UK 

Непосредно пре додавања mAt ћелије су испране и ресуспендоване у хладном 

PBS1 у концентрацији од 1x10
5
 ћелија/50μl. У ћелијске суспензије су додата mAt у 

финалним разблажењима приказаним горе. Ћелије су инкубиране 30 минута на +4°C, 

испране у PBS1 (центрифугирањем на 1400 rpm, 8 минута, на +4°C) и фиксиране у 4% 

формалину. Као контролни узорци коришћена су ирелевантна анти-мишја mAt 

коњугована FITC-ом или PE. 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 по узорку. Резултати су приказани у 

облику средњих вредности интензитета флуоресценце (енгл. mean fluorescence intensity, 

MFI).  
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Процена функционалних карактеристика ћелија 

Тест пролиферације PBMNC 

PBMNC (3 x 10
5
 по базену у финалној запремини од 250μl) су култивисане у 

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

присуству различитих концентрација 10-HDA. За стимулацију пролиферације је 

коришћен фитохемаглутинин (PHA, 30 μg/ml). Културе су инкубиране у термостату са 

5% CO2 на 37ºC, током 72h. Последњих 18 сати култивације ћелијама је додат [
3
H]-

тимидин (Amersham International, Велика Британија, специфичне активности 6.7 

Ci/mmol) у концентрацији од 1μCi по базену. Ћелије су сакупљене аутоматским 

скидачем култура (Titertec Cell Harvester, ICN Flow, USA), а уградња [
3
H]-тимидина је 

мерена помоћу сцинтилационог бета бројача (LKB-1219 Rackbeta, Finland).  

Алостимулаторна способност MoDC 

Алостимулаторна способност третираних MoDC одређивана је према степену 

пролиферације алогених CD4
+
 T лимфоцита у ко-култури са MoDC. У плочу од 96 

места (Sarstedt, Germany) додате су MoDC (stimulatori) у двоструко опадајућим 

концентрацијама (0,5x10
4
-0.125x10

4 
по базену) и CD4+T лимфоцити (респондери) у 

константној концентрацији од 1x10
5
 по базену у финалној запремини од 200µl. Ћелије 

су култивисане 5 дана у комплетном медијуму на 37°C и 5% CO2. Током последњих 18 

сати култивације ћелијама је додат [
3
H]-тимидин у концентрацији од 1μCi по базену. 

Након 5 дана, ћелије су сакупљене аутоматским скидачем култура, а уградња [
3
H]-

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

Мерење интензитета оксидативног праска неутрофила методом хемилуминисценције 

помоћу луминола 

Неутрофили (2,5 x 10
5
/200μl HBSS; у црној плочи од 96 места са равним дном 

(Costar 96-Well Black, MA, USA) су после тридесетоминутне пре-инкубације са 
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растућим концентрацијама 10-HDA (0,05mM -2mM) и луминолом (50µМ) стимулисане 

са PMA (16nM), OpZy (10µg/ml) или fMLP-ом (1µM);. Одмах након стимулације 

помоћу хемилуминисцентног спектрометра (Synergy HT, BIO-TEK, Vermont, USA) 

почело је мерење интензитета емитоване светлости који је пропорционалан 

синтетисаним реактивним кисеоничним врстама.  

Мерење интензитета оксидативног праска неутрофила колориметријски помоћу NBT 

теста 

Потенцијал стварања супероксида у ћелијама је праћен NBT тестом. Ћелије (2 x 

10
5
/200μl медијума; у плочи од 96 места са равним дном (Sarstedt)) су после 

тридесетоминутне пре-инкубације са различитим концентрацијама 10-HDA (0,25mM -

2mM) стимулисане са PMA (16nM), fMLP (10µM) или opZy (10µg/ml). Истовремено са 

стимулусима у ћелијске културе је додат NBT у финалној концентрацији од 0.5 mg/ml. 

Ћелије су затим инкубиране наредних 90 минута у термостату на 37ºC. У току 

инкубације настала је редукција жуто обојеног NBT-a у дифорамазан. Реакција 

редукције NBT-a је заустављена 1% раствором HCl-SDS (Serva) у којој се настали 

диформазон раствара. Интезитет растворене боје који је директно сразмеран 

активности NADPH оксидазе, мерен је на спектрофотометру на таласној дужини од 570 

nm (референтна 650 nm). 

Одређивање продукованих цитокина 

Концентрације свих доле наведених цитокина је одређивана употребом 

комерцијалних сендвич ELISA китова према упутствима произвођача. 

Утицај 10-HDA на функцију PBMNC сагледана је на основу продукције 

цитокина у супернатантима 72h култура ових ћелија са различитим концентрацијама 

10-HDA и фитохемаглутинином PHА (30 μg/ml, Serva) као стимулусом. Одређиване су 
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концентрације IFN-γ, IL-2, IL-5, IL-10, IL-17, IL-1β, IL-6 и TNF-α (R&D Systems, 

Minneapolis, USA).  

Утицај 10-HDA на функцију MoDC процењиван је на основу продукције 

цитокина у супернатантима култура MoDC третираних различитим концентрацијама 

10-HDA са LPS-ом (Sigma) (1 µg/ml) као стимулусом у трајању од 48 сати. Одређивана 

је концентрација IL-12p70, IL-18, IL-10 и TNF-α (R&D Systems, Minneapolis, USA).  

Способност MoDC у усмеравању Т ћелијског имунског одговора одређивана је 

мерењем концентрација карактеристичних цитокина из супернатаната ко-култура 

MoDC и алогених CD4
+
Т лимфоцита: IFN-γ, IL-2, IL-10 (R&D Systems), IL-4 (Invitrogen 

Biosource, Carlsbad, USA).  

Статистичка обрада података 

Најпре je испитивана правилност расподеле добијених вредности. За 

упоређивање вредности које су имале правилну расподелу, на основу Kolmogorov-

Smirnov теста, коришћени су параметарски тестови: Student-ов t тест и једноструки 

ANOVA тест са Dunnett пост тестом. У случају неправилне расподеле коришћен је 

непараметарски Mann-Whitney тест. Вредности добијених података су сматране 

статистички значајним уколико је p<0.05. Статистичка обрада података урађена је 

помоћу статистичког програма GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA). 

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, који може да детектује интрацелуларну и 

екстрацелуларну продукцију различитих ROS. Добијени резултати су показали да 10-

HDA у високим концентрацијама (1mM и 2mM) смањује продукцију ROS у 

неутрофилима стимулисаним са PMA, fMLP и opZy. Такође, статистички значајна 

инхибиција је присутна и при концентрацији од 0,5 mM када се као стимулус користио 

PMA, док код остала два стимулуса није било разлике у односу на контролу при овој 

концентрацији 10-HDA (Графикон 1). 

 

Графикон 1. Ефекат 10-HDA на оксидативни прасак хуманих неутрофила. 

Неутрофили (1 x 10
6
/ml у HBSS) су после тридесето-минутне пре-инкубације са 

различитим концентрацијама 10-HDA (0,05mM-2mM) и луминолом (50µМ) биле 

стимулисане са PMA (16nM), fMLP (1µM) и opZy (10µg/ml). Одмах након стимулације 

почело је мерење интензитета емитоване светлости која је пропорционална 

синтетисаним ROS. Приказана је средња вредност релативног интензитета продукције 

ROS у односу на контролу (100%) ± SD из тери експеримента. *p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001 
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С обзиром да луминол неспецифично реагује са различитим ROS, желели смо да 

видимо како 10-HDA утиче на продукцију појединачних ROS у неутрофилима, као што 

су O2
•-
, H2O2, HOCl. Стога смо користили различите методе детекције ROS, а које су 

специфичне за појединачне ROS. Интрацелуларну продукцију супероксидног ањона 

смо мерили колориметријски помоћу NBT теста.  

Резултати приказани на графикону 2. показују да је 10-HDA (1mM и 2mM) дозно 

зависно смањила интрацелуларну продукцију O2
•-
 у неутрофилима стимулисаним са 

PMA, fMLP и opZy. Такође, 10-HDA у концентрацији од 0,5mM је имала статистички 

значајан ефекат на продукцију O2
•- 

само код неутрофила стимулисаних са PMA, док 

остале примењене концентрације нису модулисале стварање О2
•-
 у неутрофилима после 

стимулације. 

 

Графикон 2. Ефекат 10-HDA на продукцију супероксида од стране хуманих 

неутрофила. Неутрофили (1 x 10
6
/ml у HBSS) су се инкубирали 30 минута са 10-HDA 

(0,25mM-2mM), а затим су им додати стимулуси PMA (16nM), fMLP (1µM) или opZy 

(10µg/ml) и NBT (0,5 mg/ml). Након двочасовне инкубације и центрифугирања 

микротитарске плоче, супернатант је сакупљен, а на пелет је сипан SDS-HCl како би се 

дифорамазан растворио. Интезитет растворене боје је мерен на спектрофотометру на 

таласној дужини од 570 nm (референтна 650 nm). На графикону су приказане средње 

вредности продукције О2
•-
 у односу на контролу (100%) ±SD из три експеримента. 

*p<0.05; ***p<0.001 
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Даљи увид у ефекат 10-HDA на продукцију осталих ROS спроведен је 

цитофлуориметријом помоћу DCF-DA, флуоресцентне боје којом се интрацелуларно 

могу детектовати H2O2 и хидроксилни радикал (HO
•
), као и поједине реактивне врсте 

азота. Као што се може уочити на графикону 3, 10-HDA је само у највећој примењеној 

концентрацији (2 mM) смањила количину продукованих ROS у хуманим неутрофилима 

стимулисаних са PMA и opZy, док остале примењене концентрације нису имале ефекта. 

Такође, 10-HDA је потентније инхибирала продукцију ROS, који се детектују овом 

методом, код неутрофила стимулисаних са fMLP, јер је и мања концентрације (1mM) 

имала статистички значајан ефекат. Готово исти резултати су добијени применом 

цитофлуориметријске методе са другом флуоресцентном бојом DHR која специфично 

реагује са H2O2 и HOCl (графикон 4).  

 

Графикон 3. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HO
•
 од стране хуманих 

неутрофила. Неутрофили (1 x 10
6
/ml у HBSS) су инкубирани 30 минута у присуству 

DCFH-DA (1μM). После испирања у HBSS, ћелије су преинкубиране 30 минута са 10-

HDA (0,5mM -2mM), а затим стимулисане са PMA (16nM), fMLP (1µM) или opZy 

(10µg/ml). Након инкубације од 30 мин ћелије су испране у хладном PBS, а интензитет 

флуоресценце је мерен проточном цитофлуориметријом. Приказане су средње 

вредности интензитета флуоресценце у односу на контролу (100%) ±SD из три 

експеримента. *p<0.05; **p<0.01 
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Графикон 4. Ефекат 10-HDA на продукцију H2O2 и HOCl од стране хуманих 

неутрофила. Неутрофили (1 x 10
6
/ml у HBSS) су после тридесетоминутне 

преинкубације са 10-HDA (0,5mM -2mM) третиране са DHR (10 μM) и различитим 

стимулусима PMA (16nM), fMLP (1µM) или opZy (10µg/ml). После15 (PMA и fMLP), 

односно 30 минута (opZy) ћелије су стављене на лед током 10 минута, испрене у 

хладном PBS и фиксиране у 0,5% формалдехиду, а интензитет флуоресценце је мерен 

проточном цитофлуориметријом. Приказане су средње вредности интензитета 

флуоресценце у односу на контролу (100%) ±SD из три експеримента. *p<0.05; 

**p<0.01 

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 ROS (Nishinaka и сар., 2011, Kirchner и 

сар., 2012, Palmer и сар., 2012, Parker и Winterbourn, 2012, Kirchner и сар., 2013), ми смо 

претпоставили да ће 10-HDA, с обзиром да смањује продукцију ROS, такође смањити 

интензитет NEToze.  

Хумани неутрофили су инкубирани 30 минута са различитим концентрацијама 

10-HDA (0,5мМ-2mМ), а затим стимулисани са PMA (48 nМ), најпознатијим 

индуктором NEToze. Ослобађење NETova је квантификовано после 4h инкубације 

мерењем интензитета флуоресценце PI. Као што се може видети на графикону 8 
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претретман неутрофила са 10-HDA (1mМ и 2mМ) значајно редукује ослобађање 

NETova од стране хуманих неутрофила. 

 

Графикон 5. Утицај 10-HDA на интензитет NEToze неутрофила. Неутрофили су 

преинкубирани у присуству или одсуству различитих концентрација 10-HAD (0,5mМ-

2mМ) у трајању од 30 минута, а затим стимулисани са PMA (48nМ). Интензитет 

NEToze је процењен на основу односа количине екстрацелуларне DNK и укупне 

количине DNK, користећи флуоресцентну боју Sytox Green, као што је то детаљно 

описано у делу Метеријал и методе. Резултати су приказани као средња вредност 

процента ћелија у NETozi ±SD из три експеримента. *p<0.05; ***p<0.001 

Антиоксидативна својства 10-HDA 

Способност 10-HDA да “хвата” реактивне кисеоничне врсте 

У циљу испитивања способности 10- HDA да “хвата” реактивне кисеоничне 

врсте, ми смо користили системе без ћелија у којима су реактивне кисеоничне врсте 

хемијски продуковане. Резултати су показали да 10-HDA у концентрацијама од 1mМ-

4mМ има способност да реагује са супероксидним анјоном (графикон 5) и HOCl 

(графикон 6) испољавајући директни антиоксидативни ефекат. С друге стране, 10-HDA 

није реаговала са H2О2 у раствору што је показано на основу истог интензитета 
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оксидације луминола од стране H2О2 без обзира на присуство или одсуство 10-HDA 

(графикон 7). 

 

 

 

Графикон 6. Способност 10-HDA да хвата супероксидни анјон. О2
•-
 је синтетисан 

помоћу NADH/PMS система. Способност 10-HDA да хвата овај слободни радикал 

кисеоника је квантификована спектрофотометријски мерењем интензитета редукције 

NBT. Витамин C је коришћен као позитивна контрола. Резултати су приказани као 

средња вредност инхибиције (у процентима) редукције NBT до диформазана ±SD из 

три експеримента. **p<0.01; ***p<0.001 
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Графикон 7. Способност 10-HDA да 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 (5 μM) и свеже припремљена HOCl (5μM). 

Интензитет флуоресценце је мерен на читачу микроплоча 5 минута по додавању HOCl, 

а витамин C је коришћен као позитивна контрола. Резултати су приказани као средња 

вредност инхибиције (у процентима) HOCl-индуковане оксидације DHR ±SD из три 

експеримента. **p<0.01; ***p<0.001 
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Графикон 8. Способност 10-HDA да хвата водоник пероксид. 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, а витамин C је коришћен као позитивна контрола. Резултати су 

приказани као средња вредност релативног интензитета оксидације луминола у односу 

на контролу (100%) ±SD из три експеримента. 

Ефекат 10-HDA на функцију хуманих мононуклеара периферне крви 

Ефекат 10-HDA на пролиферацију хуманих лимфоцита 

PBMNC су стимулисане са PHA (30μg/ml) и различитим концентрацијама 10-

HDA (10μМ-500μМ). PBMNC стимулисане само са PHA су служиле као контрола. 

Резултати приказани на графикону 9A показују да је10-HDA у концентрацији од 500μМ 

инхибирала пролиферацију лимфоцита. Инхибирана пролиферација није била 

последица апоптозе ћелија (графикон 9B), али је била повезана са смањеном 

продукцијом IL-2 (графикон 9C).  
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Графикон 9. Ефекат 10-HDA на пролиферацију (A), апоптозу (B) и продукцију IL-2 

(C) од стране PBMNC. Ћелије су култивисане три дана са PHA или са PHA и 

различитим концентрацијама 10-HDA. A) Последњих 18 сати култивације ћелијама је 

додат [
3
H]-тимидин, а његова уградња је мерена помоћу сцинтилационог бета бројача. 

Резултати су приказани као средња вредност индекса пролиферације ±SD из пет 

експеримената. B) Ћелије су сакупљене, испране у PBS, обојене са PI у хипотоном 

цитратном пуферу и анализиране на проточном цитометру. Апоптотичним ћелијама су 

се сматрале оне са хиподиплоидним једром. Резултати су приказани као средња 

вредност процента апоптотичних ћелија ±SD (n=5). C) Супернатанти из ћелијских 

култура су сакулљени и коришћени за одређивање концентрације IL-2 помоћу ELISA 

методе. Резултати су приказани као средња вредност концентрације цитокина ± SD (n = 

5). *p < 0.05  

Ефекат 10-HDA на продукцију про-инфламаторних цитокина 

На основу педходних резултата пролиферације лимфоцита, ми смо одлучили да 

испитамо утицај две концентрације 10-HDA (50μМ и 500μМ) на продукцију цитокина 

од стране PHA-активираних PBMNC. Ми смо прво мерили продукцију три главна 

проинфламаторна цитокина (IL-1β, IL-6 и TNF-α). Резултати су приказани на 
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графикону 10. Може се видети да је 10-HDA у концентрацији од 500 μМ значајно 

супримирала продукцију IL-1β и TNF-α. 

 

Графикон 10. Ефекат 10-HDA на продукцију проинфламаторних цитокина од 

стране PBMNC. Супернатанти PBMNC култура стимулисаних са PHA, у одсуству или 

присуству 10-HDA, су сакупљени после тродневне култивације и коришћени за 

одређивање концентрација IL-1β, IL-6 и TNF-α помоћу ELISA методе. Резултати су 

приказани као средња вредност концентрације цитокина ± SD (n = 5). **p < 0.01  

Ефекат 10-HDA на цитокински Th профил 

У супернатантима култура 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 11, ниска концентрација 10-HDA не модулира продукцију ових 

цитокина, док већа примењена доза ове масне киселине (500μМ) инхибира продукцију 

IFN-γ и IL-5. 
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Графикон 11. Th поларизациона способност 10-HDA. Хумане PBMNC су третиране 

само са PHA или са PHA и различитим концентрацијама 10-HDA у трајању од 72h. 

Концентрације IFN-γ, IL-5, IL-17A и IL-10 су мерене из супернатаната култура 

користећи ELISA методу. Нивои цитокина су приказани као средња вредност ±SD (n = 

5). *p < 0.05; **p < 0.01  

Ефекат 10-HDA на хумане дендритске ћелије моноцитног порекла 

Ефекат 10-HDA на матурацију МоDC 

Као што се може видети на графикону 12, ниска концентрација 10-HDA (50μМ) 

није значајно утицала на матурацију MoDC у поређењу са контролом. Насупрот томе, 

већа концентрација (500μМ) је инхибирала матурацију МоDC што је закључено преко 

смањене експресије HLA-DR, CD83, CD40 и CD86 молекула. Испољавање CD54 и 

CD1a молекула није се значајно променило код MoDC третираних са 10-HDA у односу 

на контролу. 
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Графикон 12. Ефекат 10-HDA на фенотипске карактеристике хуманих МоDC. 

Незреле МоDC су 48h третиране са LPS, у одсуству или присуству 10-HDA (50μМ или 

500μМ). Матурација је процењена цитофлуориметријски на основу мерења експресије 

следећих молекула: HLA-DR, CD1a, CD83, CD40, CD54 и CD86. Резултати су 

приказани као средње вредности интензитета флуоресценце (MFI) ± SD из три 

експеримента. *p < 0.05, **p < 0.01  

Ефекат 10-HDA на алостимулацијску способност МоDC 

На графикону 13 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 у односу на контролу. 
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Графикон 13. Ефекат 10-HDA на алостимулаторну активност МоDC. 

Двострукоопадајуће концентрације МоDC су ко-култивисане са алогеним CD4
+
 Т 

лимфоцитима (1 x 10
5
 ћелија/базену), као што је описано у секцији Материјал и методе. 

Пролиферација је мерена на основу количине везаног [
3
H]-тимидина који је ћелијама 

додат 18 сати пре истека петодневне култивације. Резултати су приказани као средња 

вредност индекса пролиферације ± SD из три експеримента. *p< 0.05, **p < 0.01  

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 и TNF-α од стране МоDC, али је редуковала продукцију IL-10 (графикон 14), 

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. МоDC култивисане са већом концентрацијом 

10-HDA (500μМ) су продуковале ниже концентрације свих испитиваних цитокина (IL-

12, IL-18, IL-10, TNF-α) и слабије активирале алогене CD4
+
 Т лимфоците да продукују 
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IFN-γ, IL-2 и IL-4. Насупрот томе, концентрација IL-10 у ко-културама МоDC са 

алогеним CD4
+
 Т лимфоцитима се није значајно променила (графикони 14 и 15). 

 

 

Графикон 14. Ефекат 10-HDA на продукцију цитокина од стране МоDC. Из 

супернатаната култура МоDC третираних LPS-ом, са или без присуства 10-HDA (50μМ 

или 500μМ), су одређиване концентрације IL-12, IL-18, IL-10 и TNF-α ELISA 

тестовима. Резултати су представљени као средње вредности концентрација 

испитиваних цитокина ± SD (n=3). *p<0.05, **p <0.01 
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Графикон 15. Тh поларизациона способност МоDC третираних са 10-HDA. МоDC 

које су матурирале у присуству LPS, са или без 10-HDA су ко-култивисане са алогеним 

CD4
+
 Т лимфоцитима. Осам сати пре истека петодневне инкубације ћелије су третиране 

са PMA и јономицином. Затим је из супернатаната ових ко-култура мерен ниво IFN-γ, 

IL-2, IL-4 и IL-10 ELISA тестом. Резултати су приказани као средње вредности 

концентрација цитокина ± SD (n=3). *p<0.05, **p <0.01 
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 ММ је продукт субмандибуларних и хипофарингеалних жлезда пчела радилица, 

којим се матица и њене ларве хране. Познато је да ММ због свог благотворног дејства 

заузима важно место у традиционалној медицини. Поред тога, његови многобројни 

фармаколошки и биолошки ефекти су последних двадесет година и научно потврђени. 

Наиме, у бројним радовима је показано да ММ има антиоксидативни, 

имуномодулаторни, хипогликемијски, хипохолестеролемијски, хипотензивни, 

антибиотски, неуротрофични и многе друге ефекте (Pavel и сар., 2011). С обзиром да 

ММ има веома комплексан састав (протеини, ллипиди, угљени хидрати, слободне 

амино и масне киселине, минерали, витамини и тд) није познато која је компонента 

(или више њих) одговорна за одређено својство. Досадашња истраживања су углавном 

била усмерана на ефекте протеинских и у значајно мањој мери липидних компоненти 

ММ, јер су то биолошки и фармаколошки посматрано најважније супстанце. Највећи 

део липида ММ чине масне киселине и то углавном у слободној форми, док око 70% 

укупне липидне компоненте ММ чини 10-HDA. Ова хидрокси мононезасићена масна 

киселина, поред тога што је најзаступљенија, је и јединствена јер је у природи 

пронађена само у ММ. Због тога су различите истраживачке групе претпоставиле да је 

10-HDA одговорна за поједине ефекте ММ. Наиме, показано је да 10-HDA испољава 

различита биолошка дејства као што су: антитуморско, антибактеријско, естрогено, 

проколагено, антидепресивно и тд (Zheng и сар., 2012, Li и сар., 2013). Будући да је 

показано антиоксидативно и имуномодулаторно деловање ММ ми смо у овој студији 

хтели да испитамо да ли и 10-HDA испољава ова својства као саставни део ММ. 

Неутрофили су ћелије урођене имуности које су једне од најважнијих у току 

акутног 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 

екстрацелуларних замки (NEToza) (Kolaczkowska и Kubes, 2013). Оксидативни прасак, 

процес при коме неутрофили продукују слободне кисеоничне врсте, представља 
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најупечатљивији показатељ активације неутрофила. Стога смо ми у овом делу 

истраживању хтели да сагледамо да ли 10-HDA утиче на оксидативни прасак 

неутрофила активираних са PMA, opZy или fMLP, користећи методу 

хемилуминисценце помоћу луминола. Луминол неспецифично реагује са различитим 

слободним кисеоничним и азотним врстама које продукују неутрофили (O2
•−

, H2O2, 

HO
•
, HOCl, 

•
NO, ONOO

−
), 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 слободних реактивних 

врста. Ми смо показали да 10-HDA дозно-зависно инхибира оксидацију луминола од 

стране неутрофила активираних са PMA, opZy или fMLP. Такође, треба нагласити да 

концентрације 10-HDA од 1mМ и 2 mМ при којима се ови ефекти јављају могу бити 

достигнуте у серуму при уобичајеном конзумирању ММ (Sugiyama и сар., 2012a). 

Литературни подаци о деловању 10-HDA на продукцију ROS су веома оскудни. 

Наиме, постоји само један рад у коме је показано да претретман хуманих дермалних 

фибробласта са 10-HDA смањује количину ROS у овим ћелијама, чија је продукција 

индукована ултравиолетним А зрачењем (Zheng и сар., 2012).  

На месту инфламације, односно по комплетној активацији неутрофила настаје 

мобилизација азурофилних и специфичних гранула. Фузија специфичних гранула са 

плазма мембраном или са мембраном фагозома узрокује склапање комплекса NADPH 

оксидазе при чему отпочиње продукција реактивних кисеоничних врста (Amulic и сар., 

2012). NADPH оксидаза редукује молекуларни кисеоник до супероксидног ањона који 

или спонтано или под утицајем супероксид дизмутазе прелази у водоник пероксид. 

Супероксид може такође 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 супероксидног анјона и 

H2O2 (Amulic и сар., 2012). Да би утврдили који је од ових ROS укључен у процес 
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инхибиције оксидативног праска помоћу 10-HDA, ми смо користили различите пробе 

специфичнe за поједине ROS. Прво смо користили NBT, специфичну пробу за 

интрацелуларну детекцију супероксидног анјона. Показали смо да 10-HDA дозно-

зависно инхибира редукцију NBT до формазана у неутрофилима стимулисаним са 

PMA, opZy или fMLP. С обзиром да не постоје пробе које високо специфично детектују 

интрацелуларну продукцију H2О2 и HOCl, ми смо користили 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 са PMA и opZy, док код 

активације са fMLP постоји статистички значајна инхибиција и при концентрацији од 

1mM.  

Такође, проба са луминолом може индиректно да покаже продукцију HOCl у 

неутрофилима под деловањем MPO. Наиме показано је да MPO-дефицијентни 

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 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 површини ћелијске мембране и активира неутрофиле преко 
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различитих интрацелуларних сигналних путева посредованих преко 

фосфатидилинозитол-специфичне фосфолипазе C, фосфатидилинизитол 3-киназе, 

протеин киназа активираних митогеном (MAPK) и фосфолипазе А2 (Sato и сар., 2013). 

Партикуле зимозана представљају делове ћелијског зида гљиве Saccharomyces 

cerevisiae, због чега се често користи углавном у опсонизованом облику у проучавању 

имунског одговора неутрофила и моноцита на гљиве. Зимозан је познати лиганд за 

TLR2 (енгл. Tall-Like Receptor 2) и дектин који се налазе на површини 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 закључити 

да 10-HDA не модулише ову функцију неутрофила делујући на специфични сигнални 

пут, већ путем хватања реактивних кисеоничних врста. Стога смо, имајући у виду да су 

главне ROS које неутрофили продукују О2
•−

 (са последичним формирањем H2О2) и 

HOCl, испитали способност 10-HDA да реагује са овим ROS користећи системе без 

ћелија. Резултати које смо добили су показали да 10-HDA има способност да „хвата“ 

О2
•−

 и HOCl, али нема утицаја на концентрацију H2О2. Литературних података о 

антиоксидативном ефекту 10-HDA готово да нема (осим већ споменутог рада), тако да 

је ово први пут да је показан директни антиоксидативни ефекат 10-HDA, што значи да 

и ова најзаступљенија масна киселина учествује у антиоксидативним активности ММ, 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). 

 Под нормалним условима, циркулишући неутрофили имају кратак животни век 

у трајању од 7-12h, in vivo. Сматра се да неутрофили или одлазе до слезине, јетре, па и 

натраг до костне сржи и тамо бивају уништени (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 ћелијског садржаја (Fox и сар., 2010). Током 
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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 

(IFNγ, TNFα, LPS) (Haslett и сар., 1985, Haslett и сар., 1991, Witko-Sarsat и сар., 2011) и 

микроорганизми (Chlamydia pneumoniae) значајно продужавају животни век 

неутрофила (van Zandbergen и сар., 2004). С друге стране, добро је познато да PMA, као 

и инфекција Streptococcus-om pneumoniae драстично смањују животни век 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 ради 

побољшања имунског одговора (Haslett, 1999).  

 Ми смо показали да 10-HDA одлаже спонтану апоптозу неутрофила. Овај 

резултат такође потврђује антиоксидативна својства 10-HDA с обзиром да су ROS 

одговорни 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 

нагомилавање ROS 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 неутрофила, што само 

потврђује улогу ROS у овом процесу. Такође, неутрофили дефицијентни у NADPH 

оксидази спорије подлежу апоптози (Kasahara и сар., 1997), а и инкубација неутрофила 

у хипоксичним условима инхибира апоптозу (Mecklenburgh и сар., 2002).  

 Наши резултати су показали да 10-HDA поред спонтане инхибира и апоптозу 

индуковану са PMA, fMLP и opZy. Сматра се да и код индуковане апоптозе главну 

улогу играју ROS (Simon и сар., 2000, Maianski и сар., 2004, Witko-Sarsat и сар., 2011). 

Сва три примењена стимулуса на различите начине и у различитим временским 
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интервалима стимулишу апоптозу 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 неутрофила која се у одређеном проценту 

разликује од класичне апоптозе и некрозе, а праћена је појавом екстензивне 

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 са PMA. Стога је, 

према литературним подацима (Fadeel и сар., 1998, Freitas и сар., 2013), најбољи 

показатељ апоптозе неутрофила стимулисаних са PMAрано испољавање фосфатидил 

серина. Ми смо експресију овог молекула на површини неутрофила после двочасовне 

инкубације са PMAдетектовали цитофлуориметријски користећи aneksin V alexa fluor 

488/PI. Показали смо да 10-HDA дозно зависно инхибира експресију фосфатидил 

серина индуковану деловањем PMA, при чему највећа примењена концентрација 

смањује испољавање овог молекула за око 30%. PMA изазива апоптозу неутрофила 

механизмом који зависи од продукције ROS (Fadeel и сар., 1998). Наиме, показано је да 

антиоксиданси: пиролидинтиокарбамат, N-ацетилцистеин, редуковани глутатион и 

диметилтиоуреја (Takei и сар., 1996, Fadeel и сар., 1998), као и специфични инхибитор 

NADPH оксидазе, дифенилен-јодонијум, инхибирају апоптозу неутрофила 

стимулисаних са PMA (Fadeel и сар., 1998). Код особа које болују од хроничне 

грануломатозне болести где постоји урођени поремећај у активности NADPH оксидазе, 

PMA није у стању да индукује експресију фосфатидил серина, односно да индукује 

апоптозу (Kasahara и сар., 1997). Према томе, може се рећи да 10-HDA испољава свој 

ефекат на PMA индуковану апоптозу неутрофила путем сакупљања ROS и смањења 

њихове концентрације.  

 Ми смо, такође, мерили апоптозу неутрофила после 24h инкубације са PMA у 

присуству или одсуству 10-HDA, морфолошком методом помоћу светлосног 
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микроскопа бојењем ћелија раствором Türck-a и флуороцитометријски методом 

детектовања хиподиплоидног пика бојењем ћелија PI. Резултати су показали да је PMA 

после 24h инкубације индуковао скоро 100% апоптозу неутрофила, без обзира на 

присуство или одсуство 10-HDA. Ово је било очекивано јер PMA изузетно снажно 

делује на неутрофиле изазивајући оксидативни прасак, NETozu и апоптозу. Наиме, 

показано је да не постоје вијабилни неутрофили после само 6h инкубације са ПМА 

(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 у првим сатима инкубације in vitro.  

 За разлику од PMA, fMLP није изазвао aпоптозу неутрофила после 4-6h 

инкубације без обзира на присуство или одсуство 10-HDA. Ови резултати су у 

сагласности са Kettritz и сар. (1997) који су показали да fMLP изазива апоптозу 

неутрофила у култури која је повезана са већом продукцијом супероксидног анјона. 

Међутим, fMLP не изазива апоптозу неутрофила у првим сатима инкубације, као што је 

то случај са PMA и opZy, већ разлика у апоптози између стимулисаних и 

нестимулисаних неутрофила почиње тек после 12h, а значајна је тек након 24h. Бржи 

улазак у апоптозу “остарелих“ неутрофила је објашњен већом концентрацијом 

супероксида, јер је показано да SOD инхибира улазак neutrofila у fMLP индуковану 

апоптозу (Kettritz и сар., 1997). Такође, други аутори су показали да N-ацетил цистеин 

који има способност сакупљања супероксидног анјона (Villagrasa и сар., 1997, Allegra и 

сар., 2002, Stolarek и сар., 2002), инхибира апоптозу неутрофила изазвану са fMLP 

(Milara и сар., 2012, Kose и Naziroglu, 2015). Према томе, може се рећи да 10-HDA 

инхибира апоптозу неутрофила изазвану fMLP преко сакупљања супероксидног анјона. 
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На основу добијених резултата можемо закључити да 10-HDA: 

 смањује степен оксидативног праска хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних са PMA, fMLP и opZy 

 одлаже како спонтану, тако и PMA, fMLP и opZy индуковану апоптозу хуманих 

неутрофила периферне крви 

 испољава инхибиторни ефекат на NETozu хуманих неутрофила периферне крви 

стимулисаних са PMA 

 у милимоларним концентрацијама, испољава директно антиоксидативно дејство 

путем способности да реагује и неутралише супероксид и HOCl 

 у већој концентрацији инхибира пролиферацију хуманих PBMNC стимулисаних са 

PHA, као и пролиферацију алогених CD4
+
 Т лимфоцита у кокултури са MoDC 

 у већој концентрацији инхибира продукцију проинфламаторних цитокина, IL-1β и 

TNF-α, у култури PBMNC стимулисаних са PHA 

 у већој концентрацији (500μМ) инхибира матурацију MoDC стимулисаних са LPS, 

као и продукцију IL-12, IL-18 и TNF-α од стране ових ћелија 

 у нижој концентрацији (50μМ) стимулише Th1, а инхибира Th2 имунски одговор на 

моделу интеракције MoDC и CD4
+
 Т лимфоцита. Међутим, у већој концентрацији 

супримира Th1 и Th2 имунски одговор, на истом моделу као и на моделу PHA 

стимулисаних PBMNC 
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