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Polne i sojne specifičnosti promena citokinskog profila makrofaga ženki pacova u 

reproduktivnom starenju 

 

SAŽETAK 

Starenje se povezuje sa razvojem sistemskog, sterilnog hroničnog zapaljenja (engl. 

„inflammaging”). Malo je podataka o uticaju genetskih faktora i pola na sposobnost makrofaga 

(Mϕ), kao ključnih ćelija urođenog imunskog odgovora, da tokom starenja “kontrolišu” 

rezoluciju akutnog zapaljenja i time razvoj hroničnog zapaljenja. Ciljevi ove disertacije su bili 

da se ispita 1) uticaj rane faze reproduktivnog starenja na fenotipske osobine (ekspresija 

markera povezanih sa aktivacijom i poreklom/funkcijom) i funkcijska svojstva (fagocitoza, 

sinteza inflamatornih medijatora) Mϕ “mirne” i inflamirane (delovanjem tioglikolata) 

peritonealne duplje ženki Albino Oxford (AO) pacova, 2) značaj genetskih faktora za 

reproduktivnim starenjem uslovljene promene peritonealnih Mϕ od značaja za uspešnu 

rezoluciju akutnog zapaljenja i 3) uloga polnih steroida u nastanku ovih promena uporednom 

analizom promena kod mužjaka i ženki AO pacova, njihovom analizom kod ženki AO pacova 

kojima su na kraju reproduktivnog perioda uklonjeni jajnici i ispitivanjem delovanja 

estradiola na Mϕ mladih i sredovečnih ženki AO pacova in vitro. Rezultati su pokazali da: 1) se 

sposobnost Mϕ ženki AO pacova da “kontrolišu” rezoluciju akutnog zapaljenja menja već 

tokom rane faze reproduktivnog starenja, kao i da su ove promene sojno specifične (Mϕ 

sredovečnih ženki AO pacova koje “uspešnije” stare od ženki Dark Agouti pacova pokazuju 

svojstva koja se mogu povezati sa boljom “kontrolom” inflamacije); 2) su ove promene polno 

specifične (Mϕ sredovečnih ženki imaju svojstva koja ukazuju na veći kapacitet da 

“kontrolišu” inflamaciju od Mϕ mužjaka istog uzrasta) i 3) u nastanku promena relevantnih za 

sposobnost Mϕ ženki AO pacova da “kontrolišu” akutnu inflamaciju važnu ulogu imaju 

promene u delovanju i estradiola i progesterona. Dodatno, ispitavanja in vitro su ukazala da su 

za uzrasno zavisne promene u sposobnosti Mϕ da “kontrolišu” inflamaciju pored promene u 

koncentraciji estradiola važne i one u samim Mϕ, koje menjaju njihov odgovor na delovanje 

estradiola. 

 

Ključne reči: makrofage, fenotip, tioglikolat, citokini, reproduktivno starenje, pol, soj, 

ovarijektomija, estradiol, estrogenski receptori 

Naučna oblast: Farmacija 

Uža naučna oblast: Farmakologija – Imunofarmakologija 



Sex and strain-specific changes of macrophage cytokine profile in female rats during 
reproductive aging 

 

ABSTRACT 

Aging is associated with the development of systemic, sterile chronic inflammation 

("inflammaging"). Little is known about the influence of genetic factors and sex on the ability 

of macrophages (Mϕ), as key innate immune cells, to "control" the resolution of acute 

inflammation and thus the development of chronic inflammation during aging. The objectives 

of this dissertation were to examine 1) the influence of the early phase of reproductive aging 

on phenotypic characteristics (expression of markers associated with activation and 

origin/function) and functional characteristics (phagocytosis, synthesis of inflammatory 

mediators) of Mϕ isolated from “naive” and inflamed (thioglycollate-induced) peritoneal 

cavity of females Albino Oxford (AO) rats; 2) the significance of genetic factors for 

reproductive aging-related changes of peritoneal Mϕ, especially those important for 

successful resolution of acute inflammation and 3) the role of sex steroids in the occurrence of 

these changes by comparative analysis in males and females of AO rats, their analysis in 

female AO rats whose ovaries were removed at the end of the reproductive period and by 

examining in vitro effect of estradiol on Mϕ from young and middle-aged female AO rats. The 

results showed that: 1) the ability of Mϕ from AO females to “control” the resolution of acute 

inflammation changes during the early phase of reproductive aging, and these changes are 

strain-specific (Mϕ from middle-aged AO females that “age more successful” than Dark Agouti 

females, show properties which may be associated with better "control" of inflammation); 2) 

these changes are sex-specific (Mϕ from middle-aged females have a greater capacity to 

“control” inflammation than Mϕ from males of the same age group) and 3) both estradiol and 

progesterone play important roles in the ability of Mϕ from AO females to “control” acute 

inflammation. In vitro studies revealed that, in addition to changes in estradiol concentration, 

intrinsic changes in Mϕ that regulate their response to estradiol action are important for age-

dependent changes in Mϕ ability to „control“ inflammation.  

Keywords: macrophages, phenotype, cytokines, reproductive aging, gender, strain, 

ovariectomy, estradiol, estrogen receptors 

Scientific field: Pharmacology 
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1. UVOD 

1.1. MAKROFAGE 

 

Urođeni imunski odgovor, filogenetski najstariji protektivni mehanizam, omogućava 
domaćinu da se efikasno odbrani od velikog broja patogena (Müller i sar, 2013). Makrofage 
imaju ključnu ulogu u urođenom imunskom odgovoru (Müller i sar, 2013). Njih čini 
heterogena populacija mononuklearnih fagocita, prisutna u svim tkivima organizma (Jenkins i 
Hume, 2014). Prvi ih je opisao 1882. godine ruski naučnik, Ilja Iljič Mečnikov. Mečnikov je 
posmatrajući pod mikroskopom larvu morske zvezde, uočio grupu ćelija koje dolaze na mesto 
uboda da bi uklonile strano telo (ružin trn). Proces kojim uočene ćelije ingestuju strano telo 
nazvao je fagocitoza, od starogrčkih reči „phagein“, što znači pojesti i „kytos“, što označava 
ćeliju, dok je ćelije koje ingestuju strani materijal nazvao makrofagama. Značaj ovog otkrića 
potvrđuje i Nobelova nagrada iz medicine koju je Mečnikov dobio 1908. godine. Naime, 
ključna uloga makrofaga u odbrani domaćina od infekcija počiva upravo na njihovoj 
sposobnosti da ingestuju i uništavaju mikroorganizme (Moghaddam i sar, 2018). Makrofage 
sekretuju različite medijatore, kao što su reaktivni oblici kiseonika (engl. Reactive Oxygen 
Species, ROS), azot-monoksid, citokini i dr., koji učestvuju u razvoju i kontroli inflamacije - 
lokalne reakcije vaskularizovanog tkiva na oštećenje, koja ima zadatak da ukloni/ograniči 
delovanje oštečujućeg agensa i stvori uslove za reparaciju tkiva - i u reparaciji tkiva 
(Moghaddam i sar, 2018). Ove ćelije imaju i svojstva antigen-prezentujućih ćelija i, kao takve, 
mogu da aktivišu adaptivni imunski odgovor, koji onda deluje sinergistički s inflamatornim 
odgovorom u eliminaciji patogena (Howard i sar, 2004; Plowden i sar, 2004). 

Makrofage vode poreklo od prekursora u kostnoj srži (Gordon i Taylor, 2005). Dele se na 
tkivne-rezidentne ćelije i infiltrišuće ćelije koje vode poreklo od monocita koji prelaze u tkiva 
tokom inflamacije (Gordon i Taylor, 2005; Hashimoto i sar, 2013). Za tkivne-rezidentne 
makrofage se dugo smatralo da takođe potiču od krvnih monocita, međutim, usavršavanje 
tehnika mapiranja gena dovelo je do saznanja da su u uslovima homeostaze makrofage u 
tkivima embrionalnog porekla (Ginhoux i sar, 2010; Varol i sar, 2015; Yona i sar, 2013), kao i 
da se obnavljaju proliferacijom in situ bez učešća infiltrišućih monocita iz krvi (Ajami i sar, 
2007; Ginhoux i sar, 2010; Wang i sar, 2012). Izuzetak čine makrofage creva koje se, s 
obzirom na veliki broj mikroorganizama i antigena poreklom iz hrane u crevima, konstantno 
obnavljaju regrutacijom monocita iz cirkulacije (Epelman i sar, 2014). 

Tkivne-rezidentne makrofage prisutne su u svim organima i njihova morfologija, ekspresija 
površinskih molekula i funkcija zavise od organa i tkiva u kojima se nalaze, pa se tako 
značajno razlikuju makrofage u jetri (Kupferove ćelije), mozgu (mikroglija) i koži 
(Langerhansove ćelije) (Linehan i Fitzgerald, 2015). Za razliku od tkivnih makrofaga, 
makrofage peritonealne šupljine nisu vezane za jedno tkivo, već se konstantno kreću kroz 
peritonealnu tečnost koja obliva unutrašnje organe (jetra, pankreas, želudac, creva) 
(Avraham-Chakim i sar, 2013). Kod miša, u poređenju sa makrofagama iz slezine, makrofage 
iz peritonealne šupljine su veće, imaju veći sadržaj lizozomalnih granula, veću ekspresiju MHC 
II molekula i CD86 molekula, što ukazuje na zreliji fenotip (Wang i sar, 2013). Peritonealne 
makrofage imaju ključnu ulogu u kontroli infekcije trbušne duplje i retroperitonealnog 
prostora (peritonitis, pankreatitis) (Machado i Coelho, 2012; Dahdah i sar, 2014; Liu i sar, 
2018). Izuzetna migratorna sposobnost omogućava zrelim makrofagama peritonealne 
šupljine da u roku od jednog sata nakon termalne povrede jetre, prolazeći lako kroz 
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mezenterijum i ulazeći duboko u parenhim jetre, dođu na mesto povrede i započnu 
regeneraciju oštećenog tkiva (Wang i Kubes, 2016). Kod žena i ženki pacova, peritonealna 
šupljina je preko periovarijalnog prostora povezana sa ovarijumima, te su ove ćelije izložene 
direktnom delovanju steroidnih hormona ovarijuma (Gaytan i sar, 1991). 

Sposobnost makrofaga da brzo odgovore na infekciju patogenim mikroorganizmima, ali i na 
molekule iz oštećenih ili nekrotičnih ćelija domaćina (engl. damage-associated molecular 
patterns, DAMP), i da eliminacijom patogena i oštećenog tkiva omoguće održavanje 
homeostaze, počiva na ekspresiji receptora koji su označeni kao receptori za prepoznavanje 
molekulskih obrazaca patogena (engl. pattern recognition receptors, PRRs) (Kaufmann i 
Dorhoi, 2016; Rivera i sar, 2016). Od kada je Polly Matzinger (Matzinger, 1994) predstavio 
model opasnosti (engl. danger model) spektar molekula koje se mogu označiti akronimom 
DAMP se stalno povećava (Schaefer, 2014; Vénéreau i sar, 2015). Ovaj spektar uključuje 
molekule ekstracelularnog (biglikan, tenascin C) i intracelularnog porekla, kao što su HMGB1 
(engl. high-mobility group box 1), histoni, S100 proteini, proteini toplotnog šoka (engl. heat-
shock proteins; HSPs), koji se oslobađaju posle oštećenja tkiva ili smrti ćelija (Schaefer, 2014). 
Prepoznavanje ovih molekula od strane makrofaga pokreće inflamatorni odgovor različitim 
signalnim putevima, uključujući one koji su povezani sa receptorima sličnim Tollu (engl. Toll-
like receptors, TLRs) i inflamazomima – citoplazmatskim multiproteinskim kompleksima koji 
aktivišu kaspazu-1 dovodeći do sinteze i oslobađanja proinflamatornih citokina, poput 
interleukina (IL)-1β, IL-18, IL-33 (Schaefer, 2014; Zhang i Mosser, 2008). Iako je inflamatorni 
odgovor suštinski protektivni odgovor, ako nije dobro kontrolisan i ako se ne završi na vreme 
može dovesti/učestvovati u razvoju bolesti kao što su autoimunske bolesti, kardiovaskularne 
bolesti i neurodegenerativne bolesti (Medzhitov, 2010; Scrivo i sar, 2011). U tom kontekstu 
treba istaći da ne samo patogeni, već i DAMP-ovi, pokrećući razvoj neinfektivne (sterilne) 
inflamacije mogu imati važnu ulogu u patogenezi humanih inflamatornih bolesti (Land, 2015).  

Jedan od često korišćenih modela sterilne inflamacije je tioglikolatom-indukovan peritonitis 
(Chen i Nuñez, 2010). Ovaj model se zasniva na ubrizgavanju tioglikolatnog medijuma u 
peritonealnu šupljinu miša ili pacova (Barski, 1955). Kako je tioglikolatni medijum bogat 
proteinima i šećerima, dolazi do spontane neenzimske glikozilacije proteina, odnosno reakcije 
između slobodne amino grupe proteina i poluacetalne hidroksilne grupe redukujućih šećera, 
aldoza ili ketoza (glukoza ili fruktoza). Nizom spontanih reakcija stvaraju se nestabilni 
proizvodi koji daljom hemijskom degradacijom daju heterogenu grupu modifikovanih krajnjih 
produkata glikozilacije (engl. advanced glycation endproducts, AGE) (Hayase i sar, 1989; 
Pongor i sar, 1984). AGE imaju hemotaktične osobine i indukuju produkciju citokina i faktora 
rasta (Kirstein i sar, 1990; Li i sar, 1997). Treba napomenuti da AGE u dijabetesu melitusu 
imaju važnu ulogu u nastanku hroničnih komplikacija ove bolesti, kao, i da se njihove 
koncentracije povećavaju tokom starenja (Turk, 2002). AGE nastale iz komponenti 
tioglikolatnog medijuma delujući na rezidentne ćelije peritonealne šupljine, prevashodno 
makrofage, stimulišu sintezu citokina i hemotaktičnih faktora i sledstveno dovode do 
regrutovanja monocita i neutrofila iz periferne krvi, a delujući na endotelne ćelije povećavaju 
propustljivost krvno-peritonealne barijere i tako olakšavaju prolazak regrutovanih ćelija iz 
cirkulacije u peritonealnu šupljinu (Kirstein i sar, 1990). Osim toga, posle intraperitonealnog 
ubrizgavanja tioglikolatnog medijuma rezidente makrofage ushodno regulišu ekspresiju 
receptora za AGE (engl. receptors for advanced glycation end product, RAGE) i TLR , što 
dodatno podstiče razvoj inflamatornog odgovora (Ibrahim i sar, 2013; Xie i sar, 2013). 
Istovremeno, AGE dovode do povećanja ekspresije adhezivnih molekula na membrani 
makrofaga što im omogućava da adheriraju na zid peritoneuma ili migriraju van peritonealne 



Uvod 

3 

 

šupljine u ranim fazama zapaljenja, ali i da tokom rezolucije inflamacije ponovo migriraju u 
peritonealnu šupljinu i ingestiraju apoptotične neutrofile (Li, 2016). 

Postoje tri klase PRR-a, posredstvom kojih makrofage prepoznaju evolutivno konzervisane 
molekule – molekulske obrasce patogena (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) i 
DAMP (Chen i Nuñez, 2010; Medzhitov i Janeway, 2000). Prva klasa obuhvata TLR-e. Ovi 
receptori su eksprimirani na plazma membrani i u endozomima makrofaga i predstavljaju 
dominantnu klasu PRR (Vidya i sar, 2018). Zahvaljujući ovim receptorima makrofage 
prepoznaju različite produkte mikroorganizama, uključujući i delove ćelijskog zida bakterija 
(peptidoglikane, lipopeptide, lipoteihoinsku kiselinu, flagelin) i virusne nukleinske kiseline 
(Vidya i sar, 2018). Vezivanje lipopolisaharida (LPS) Gram-negativnih bakterija za TLR-
4/CD14, receptor/koreceptor kompleks na makrofagama, aktivacijom različitih signalnih 
puteva, dovodi do aktivacije transkripcionog faktora NF-B i ekspresije gena koji kodiraju 
sintezu čitavog spektra proinflamatornih citokina i hemokina (Vidya i sar, 2018). U odgovoru 
na LPS makrofage ispoljavaju i inducibilnu sintazu azot-monoksida (iNOS) koja konvertuje L-
arginin u citrulin i azot-monoksid, ali i arginazu 1, koja metaboliše L-arginin do ornitina i uree, 
i ograničava produkciju azot-monoksida, koji je u visokoj koncentraciji toksičan (Cederbaum i 
sar, 2004). Mutacija gena koji kodira TLR4 kod C3H/HeJ miševa dovodi do smanjenog 
odgovora na LPS, što rezultuje razvojem bakterijske sepse (Poltorak i sar, 1998). Druga klasa 
PRR obuhvata citoplazmatske receptore slične NOD-u [engl. Nucleotide oligomerization 
domain (NOD)-Like Receptor, NLR] koji aktiviraju inflamazome (Kufer i sar, 2017). Treća 
klasa uključuje intracelularne receptore slične RIG-u [engl. Retinoic acid-Inducible Gene-I 
(RIG)-Like Receptors, RLR] koji prepoznaju virusnu RNK i aktiviraju elemente interferonskog 
odgovora (Barik, 2016). Postoje i drugi receptori koji su važni za aktivaciju ćelija urođene 
imunosti, poput različitih receptora za Fc regione -teških lanaca (za ostvarivanje efektorskih 
funkcija antitela), hemokinskih receptora i receptora za komplement (Fülöp i sar, 1985). 

Jedno od najvažnijih zapažanja poslednjih godina jeste činjenica da urođeni imunski sistem 
poseduje neku vrstu memorije koja je nazvana obučena (engl. trained) urođena imunološka 
memorija (Kleinnijenhuis i sar, 2012; Netea i van der Meer, 2017). Kao što su opisali 
Franceschi i sar, urođeni imunski sistem se može posmatrati kao da poseduje arhitekturu 
„leptir mašne“ gde mnogi signali konvergiraju u nekoliko senzora, ali rezultuju u brojnim 
efektima (Tieri i sar, 2010). Ovi koordinisani procesi omogućavaju postizanje preciznog i 
efikasnog odgovora.  

1.1.1. Aktivacija makrofaga 

Makrofage mogu da se aktivišu posredstvom dva različita puta koji su označeni kao klasični i 
alternativni. Klasični put aktivacije makrofaga pokreću signali koje ove ćelije dobijaju 
posredstvom PRR-a, uključujući TLR, i citokina, kao što su interferon (IFN)-γ i faktor nekroze 
tumora (TNF)-α (Italiani i sar, 2014; Mills i sar, 2000). Klasično aktivirane makrofage (M1 
makrofage) iniciraju aktivaciju pomoćničkih T-limfocita (engl. helper, Th) 1 (Biswas i 
Mantovani, 2012) i sekretuju proinflamatorne citokine (TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23) 
(Mantovani i sar, 2013a). Svoju efektorsku funkciju ostvaruju i aktivacijom nikotinamid 
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaznog sistema i iNOS, što dovodi do proizvodnje ROS 
i reaktivnih oblika azota (engl. reactive nitrogen species, RNS) (Mosser i Edwards, 2008). M1 
makrofage poseduju snažnu antimikrobnu i antitumorsku aktivnost, ali mogu dovesti i do 
oštećenja tkiva delovanjem ROS-a, kao i do prekomerne inflamatorne aktivnosti (Sica i 
Mantovani, 2012), a da bi se ovo sprečilo uključuju se alternativno aktivirane (M2) makrofage 
(Biswas i sar, 2012; Gordon i Taylor, 2005; Moghaddam i sar, 2018). Aktivaciju M2 makrofaga 
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pokreću IL-4 i IL-13 i ona dovodi do povećane ekspresije arginaze 1 i sekrecije 
antiinflamatornih citokina IL-10 i TGF-β (Gordon, 2003; Mills i sar, 2000; Stout i Suttles, 
2005). U odsustvu bolesti, M2 makrofage su dominantne i održavaju homeostazu uklanjajući 
ćelijski debris (Mills i sar, 2000). U zavisnosti od toga da li dominiraju M1 ili M2 makrofage 
aktiviraće se Th1 ili Th2 tip stečenog imunskog odgovora (Mills i sar, 2000). 

1.1.2. Sekretorna aktivnost makrofaga 

1.1.2.1. Citokini 

Citokini su intercelularni glasnici koji deluju na različite tipove ćelija modulišući biološke 
odgovore. Prvi eksperimentalni dokazi o postojanju ovih solubilnih glasnika objavljeni su 
1932. godine (Morley i Baumgartner, 2004; Rich i Lewis, 1932). Posle više od 30 godina, 
otkriveno je da ih sintetišu limfociti (Dumonde i sar, 1969), a dve godine kasnije izolovani su i 
iz makrofaga (Gery i sar, 1971). Prvobitno je svaki citokin dobio ime na osnovu funkcije koju 
obavlja. Po otkriću višestrukih efekata pojedinačnih citokina, 1979. godine odlučeno je da se 
nazivaju „interleukini“, kako bi se istaklo da ih produkuju leukociti i da na leukocite deluju, i 
pridodat im je broj u nazivu (di Giovine i Duff, 1990). Postoje i oni interleukini koji su zadržali 
prvobitna imena, kao npr. TNF-α, IFN-γ, faktor transformacije rasta-β (engl. transforming 
growth factor-β, TGF-β), adiponektin, leptin. Citokini imaju male molekulske mase, između 8 i 
30 kD i ispoljavaju kratkotrajno dejstvo. Receptori za citokine imaju visok afinitet za ligande 
(10-12 do 10-9 M). Postizanje biološkog efekta javlja se već pri vezivanju citokina za 5% 
prisutnih receptora (Moraga i sar, 2014). Citokini deluju u malim koncentracijama 
(pikomolarnim ili manjim) (Pugin, 2012). Kao ligandi vezuju se za ćelijske površinske 
receptore i proizvode promene u transkripciji RNK i sintezi proteina. Mogu delovati autokrino 
(na ćeliju koja ih luči), parakrino (na susedne ćeliju) i endokrino (na udaljene ćelije). 
Interakcija između različitih citokina može se dogoditi tako što jedan citokin indukuje drugi, 
modulacijom receptora drugog citokina ili sinergističkim ili antagonističkim delovanjem dva 
citokina (Pugin, 2012). 

1.1.2.1.1. Proinflamatorni citokini 

M1 makrofage sekretuju velike količine proinflamatornih citokina, uključujući TNF-α, IL-1β i 
IL-6 (Shapouri-Moghaddam i sar, 2018). Sinteza proinflamatornih citokina u ovim 
makrofagama može biti indukovana LPS-om, virusnim molekulama (RNK), Th1 citokinima 
(IFN-γ, TNF-α) ili faktorom stimulacije kolonije granulocita-makrofaga (engl. Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) (Duque i Descoteaux, 2014; Mantovani i sar, 
2013b). 

1.1.2.1.1.1. TNF-α 

TNF-α je potentan proinflamatorni citokin koji proizvode prevashodno aktivirane makrofage i 
adipociti. Ispoljava plejotropni efekat na preživljavanje, aktivaciju i diferencijaciju imunskih 
ćelija. Naziv ovog citokina potiče od naziva za serumsku supstancu, faktor, koja dovodi do 
nekroze ćelija fibrosarkoma usled lokalne inflamacije i tromboze krvnih sudova tumora. 
Proteolitičkom razgradnjom transmembranskog TNF-α nastaje solubilna, aktivna forma TNF-
α (Grell i sar, 1995). Efekti TNF-α ostvaruju se preko dva tipa receptora, TNFR1 (p55 ili p60) i 
TNFR2 (p75 ili p80). Dok se TNFR1 eksprimira na većini ćelija, TNFR2 se specifično 
eksprimira na ćelijama imunskog sistema (Parameswaran i Patial, 2010). Solubilne forme 
ovih receptora inhibiraju aktivnost TNF i deluju kao antagonisti (Rose-John i Heinrich, 1994). 
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Sinteza TNF-α u makrofagama podstaknuta je inflamatornim stimulusima kao što su PAMP, 
DAMP, IL-1 i sam TNF-α (Mills i sar, 2000).  

Uklanjanje patogena u toku infekcije zavisi od dobro regulisanog oslobađanja TNF-α. Ukoliko 
produkcija TNF-α nadmaši kapacitete receptora za njegovo vezivanje i ako TNF-α dospe u 
krvotok u visokoj koncentraciji, može doći do kaheksije, potencijalno letalne mikrovaskularne 
koagulacije i hipotenzije, a u najgorem slučaju i do septičkog šoka (Cai i sar, 2010). 
Nekontrolisana sinteza TNF-α je u korelaciji sa brojnim autoimunskim poremećajima, 
uključujući reumatoidni artritis (RA) i sistemski lupus eritematosus (SLE), koji su mnogo 
učestaliji kod žena, nego kod muškaraca (Desai i Brinton, 2019).  

1.1.2.1.1.2. IL-1β 

IL-1β produkuju i sekretuju različiti tipovi ćelija, najviše aktivirane makrofage. Sintetiše se u 
neaktivom obliku od 31 kD označenom kao pro IL-1 β, koji se dejstvom kaspaze-1 prevodi u 
aktivni oblik IL-1 β od 17 kD. 

IL-1β je proinflamatorni citokin koji indukuje oslobađanje TNF-α i IL-2 tako što aktivira Th 
ćelije. Tokom inflamacije u tkivima ovaj citokin dovodi do aktiviranja ciklooksigenaze-2 i 
produkcije prostaglandina (PG)-E2, stimulacije sinteze NO i povećanja ekspresije 
međućelijskog adhezivnog molekula, ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecules, ICAM-1) 
(Raeburn i sar, 2002). IL-1β indukuje i sopstveno oslobađanje (Toda i sar, 2002).  

1.1.2.1.1.3. IL-6 

IL-6 je citokin koji ispoljava proinflamatorna i antiinflamatorna svojstva. Smatra se da 
antiinflamatorno dejstvo ostvaruje posredstvom membranskog IL-6R, dok proinflamatorno 
dejstvo ostvaruje preko solubilnog IL-6R (Scheidt-Nave i sar, 2001). 

IL-6 je jedan od prvih citokina čije je povećanje povezano sa procesom starenja, pa se za njega 
može naći i naziv „gerijatrijski citokin“ (Ershler, 2003). Oslobađa se iz makrofaga i T-limfocita. 
TNF-α i IL-1β su potentni stimulatori sinteze IL-6 (Merola i sar, 1996; Rea i sar, 2018). 

1.1.2.1.2. Antiinflamatorni citokini 

Antiinflamatorne citokine, IL-10 i TGF-β, prevashodno produkuju M2 makrofage (Gordon, 
2003; Liu i Yang, 2013). Antiinflamatorne, M2 makrofage, se diferenciraju pod uticajem 
klasičnih Th2 citokina, IL-4 i IL-13, ali i drugih citokina (IL-10, IL-33 i IL-21) (Shapouri-
Moghaddam i sar, 2018).  

1.1.2.1.2.1. IL-10 

IL-10 je ključni imunosupresivni citokin koji luče gotovo sve ćelije urođenog i stečenog 
imunskog sistema: B-limfociti, CD4+ i CD8+ T-limfociti, dendritske ćelije, eozinofili, kao i 
makrofage (Janković i sar, 2010; Maynard i Weaver, 2008; Nguyen i sar, 2012). Svojim 
dejstvom ograničava imunski odgovor. Deluje preko specifičnog membranskog receptora. 
Receptor za IL-10 je heterodimer koji se sastoji od po dve subjedinice IL10R1 i IL10R2. Po 
vezivanju IL-10 za receptor dolazi do aktivacije Janus kinaze (JAK) i aktivacije STAT signalnog 
puta (Moore i sar, 2001). Aktivacijom prenosnika signala i aktivatora transkripcije (engl. 
Signal Transducer and Activator of transcription, STAT) ispoljava se inhibitorni efekat na 
ekspresiju inflamatornih citokina (Akdis i Blaser, 2001). Takeda i saradnici (1999) su pokazali 
da miševi kojima je mutiran STAT3 gen u makrofagama i neutrofilima imaju povećanu 
produkciju proinflamatornih citokina IL-6 i TNF-α u odgovoru na stimulaciju LPS-om, a to je 
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uglavnom zbog ograničenja u produkciji IL-10 (Takeda i sar, 1999). Antiinflamatorno dejstvo 
IL-10 ostvaruje i smanjenjem ekspresije kako MHC II molekula, tako i kostimulatornih CD80 i 
CD86 molekula dovodeći do inhibicije antigenske prezentacije (Mosser i Zhang, 2008).  

IL-10 može da utiče i na polarizaciju makrofaga. Pokazano je da IL-10 oslobođen iz M2 
makrofaga peritonealne šupljine miša sprečava diferencijaciju rezidentnih makrofaga u M1 
makrofage, omogućavajući samoregulaciju različitih populacija makrofaga (Katakura i sar, 
2004). 

Pored antiinflamatornog, IL-10 može da ispolji i proinflamatorno dejstvo. Istovremeni 
tretman LPS-om i IL-10 kod ljudi dovodi do smanjenja koncentracije TNF-α u serumu, ali i 
povećanja IFN-γ i granzima B (Lauw i sar, 2000). 

1.1.2.1.2.2. TGF-β 

Veliki broj različitih ćelija imunskog sistema sekretuje TGF-β. Makrofage ga sekretuju i 
aktiviraju, ali isto i odgovaraju na njega aktivacijom Smad signalnog puta (Gratchev i sar, 
2008). Tokom inflamacije, produkcija TGF-β predstavlja važan povratni mehanizam za 
rezoluciju zapaljenja i podsticanje regeneracije tkiva (Vannella i Wynn, 2017). Ovaj proces 
mora biti strogo regulisan jer prekomerna produkcija TGF-β može dovesti do neadekvatne 
regeneracije i fibroze tkiva (Vannella i Wynn, 2017). U in vitro i in vivo studijama je pokazano 
da interakcija makrofaga sa fosfatidil-serinom na površini apoptotičnih ćelija, pored ingestije 
ćelija, indukuje oslobađanje TGF-β (Huynh i sar, 2002). TGF-β utiče na smanjeno oslobađanje 
proinflamatornih, a povećanu produkciju antiinflamatornih citokina. Takođe, utiče na 
povećanje sinteze PGE2, i smanjivanje sinteze proinflamatornog tromboksana (Freire-de-
Lima i sar, 2006). Na ovaj način TGF-β deluje kao ključni faktor deaktivacije inflamatornih 
makrofaga i potenciranja procesa regeneracije tkiva. Mnogi patogeni razvili su odbrambeni 
mehanizam kojim produžavaju period preživljavanja u domaćinu, a koji se zasniva na 
podsticanju oslobađanja TGF-β iz makrofaga (Li i sar, 2006). TGF-β utiče na smanjenje 
antimikrobnog kapaciteta makrofaga usled inhibicije iNOS i indukcije arginaze 1 (Freire-de-
Lima i sar, 2006). 

1.1.2.2. ROS i RNS 

1.1.2.2.1. ROS 

U aktivisanim fagocitima redukcijom molekulskog kiseonika nastaju visoko reaktivni 
metaboliti. Uz pomoć NADPH oksidaze ili ksantin oksidaze nastaje visoko reaktivni radikal - 
superoksidni anjon (O2•−), iz kojeg uz učešće superoksid dismutaze nastaje vodonik peroksid 
(H2O2) (Vignais, 2002). H2O2 nije radikal, ali može da prouzrokuje os tećenje ćelije pri 
relativno niskoj koncentraciji (10 mM), jer poseduje veliku difuzibilnost, lako prolazi kroz 
različite ćelijske odeljke, a u nukleusu može da intereaguje sa DNK (Breen i Murphy, 1995). 
H2O2 nema direktan uticaj na DNK, ali može da oštetiti DNK stvaranjem hidroksilnog radikala 
(HO•) u prisustvu jona prelaznih metala u Fentonovoj ili Haber-Weiss-ovoj reakciji (Collin, 
2019). HO• je izuzetno reaktivan i odmah preuzima elektrone iz drugih molekula, pretvarajući 
ih u nove radikale (Valko i sar, 2007). Ciljno mesto H2O2 mogu biti i cisteinski ostaci u raznim 
proteinima koji se reverzibilno oksiduju do sulfonskih kiselina –RSO3H (Finkel, 2011; Reth, 
2002). Međutim, nisu svi cisteinski ostaci podložni oksidaciji pod dejstvom peroksida. Naime, 
samo oni cisteinski ostaci koji su okruženi pozitivno naelektrisanim ostacima amino kiselina 
mogu da učestvuju u navedenoj reakciji (Finkel, 2011; Reth, 2002). Pokazano je i da HO• mogu 
da dovedu do lipidne peroksidacije, odnosno do oštećenja ćelije (Ayala i sar, 2014). 



Uvod 

7 

 

Kao što je već napomenuto, sinteza ROS je posredovana multiproteinskim kompleksom 
NADPH oksidaze, čije se formiranje u fagocitima inicira angažovanjem PRR, FcR i receptora za 
IFN-γ (Mosser i Edwards, 2008). NADPH oksidaza kao kofaktor sadrži redukovani oblik 
NADPH koji se gubitkom vodonikovog atoma (protona i elektrona) prevodi u oksidovani oblik 
NADP+. Molekul kiseonika prima elektron i nastaje vrlo nestabilan O2•− koji spontano prelazi u 
H2O2 (Minakami i Sumimoto, 2006). Pod uticajem mijeloperoksidaze H2O2 sa hloridnim 
jonima gradi hipohloritnu kiselinu (HOCl). Nastala HOCl, kao i hloramini dobijeni u reakciji sa 
aminima, deluju citocidno na patogene. Sama i u reakciji sa drugim biomolekulima HOCl može 
da dovede do oštećenja ćelija. Kada se stvaranje ROS poveća u tolikoj meri da organizam ne 
može svojim antioksidativnim odbrambenim mehanizmima da ih ukloni, dolazi do oštećenja 
ćelija i tkiva koje se jednim imenom naziva oksidativni stres (Fulop i sar, 2018).  

1.1.2.2.2. RNS 

U makrofagama, zavisno od puta aktivacije, razlikuju se načini metabolisanja L-arginina, što 
posledično dovodi do različitih bioloških odgovora. M1 makrofage razgrađuju L-arginin do NO 
i citrulina dejstvom iNOS, dok M2 makrofage produkuju ornitin i ureu dejstvom arginaze 1 na 
L-arginin (Mills i sar, 2000). NO je kratkoživeći visoko reaktivni molekul koji inhibira ili ubija 
patogene i tumorske ćelije i poseduje vazodilatorno dejstvo (Bogdan, 2001). Može da 
difunduje u fagolizozom, gde učestvuje u spontanim ili katalizovanim reakcijama sa ROS pri 
čemu kao proizvod reakcija nastaju brojna reaktivna jedinjenja azota (RNS, peroksinitrit, 
azot-dioksid, diazot trioksid, nitrozo tioli, nitroksil) (F. C. Fang, 2004). ROS i RNS i sinergistički 
stvaraju visoko toksičnu sredinu za fagocitovane mikroorganizme. Sintezu NO povećavaju 
citokini IL-1, TNF-α i IFN-γ, tako što snažno indukuju iNOS (Holáň i sar, 2006).  

Kod M2 makrofaga dominantne su dve izoforme arginaze, hepatična (arginaza 1) (Haraguchi i 
sar, 1987) i nehepatična (arginaza 2) (Vockley i sar, 1996). Arginaza 1 se nalazi u citosolu, dok 
je arginaza 2 u mitohondrijama. U LPS-om stimulisanim makrofagama pacova izolovanim iz 
peritonealne šupljine pronađena je veća aktivnost arginaze 1 od arginaze 2 (Sonoki i sar, 
1997). Arginazu 1 indukuju citokini Th2 ćelija (IL-4 i IL-13) (Barksdale i sar, 2004; Munder i 
sar, 1999) ali i IL-6, IL-10, TGF-β, PG (Bansal i sar, 2005). Ornitin, jedan od proizvoda 
razgradnje L-arginina dejstvom arginaze 1, prekursor je prolina i poliamina, koji su značajni 
za sintezu kolagena i ćelijsku proliferaciju u procesu zarastanja rana (Efron i sar, 2000). 

Aktivnost enzima iNOS i arginaze 1 su međusobno negativno regulisane usled kompeticije 
prema istom supstratu, argininu. Razgradnjom arginina pod dejstvom arginaze 1 smanjuje se 
količina arginina kao supstarata za enzimsko dejstvo iNOS-a. Krajnji proizvod aktivnosti iNOS-
a je NO, dok dejstvom arginaze 1 nastaje urea (Morris, 2004). Ovakav vid regulacije dovodi do 
antagonističkog efekta, proinflamatornog vs. antiinflamatornog (Gordon i sar, 1992). 
Sledstveno, odnos između oslobođenog NO i uree mogao bi da ukaže na polarizaciju 
makrofaga i fazu inflamatornog procesa. 
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1.2. INFLAMATORNI ODGOVOR U STARENJU: ULOGA MAKROFAGA  

 

Starenje karakteriše opšte i progresivno pogoršanje fizioloških funkcija organizma sa 
smanjenim kapacitetom za održavanje homeostaze što dovodi do povećanja morbiditeta i 
mortaliteta (Garrido i sar, 2019). Iako se starenje ne može okarakterisati kao bolest, disbalans 
fizioloških funkcija koji je zapažen tokom starenja povećava rizik od nastajanja bolesti 
(Garrido i sar, 2019). Zapravo, pogoršanje funkcije nervnog, endokrinog i imunskog sistema, 
kao i izmenjena unakrsna komunikacija između njih (neuroimunoendokrina komunikacija), 
potencira nastajanje morbiditeta (Besedovsky i Rey, 2007). Posebno mesto imaju promene u 
imunskom sistemu budući da on ima glavnu ulogu u odbrani organizama od različitih 
spoljašnjih i unutrašnjih agenasa (De Martinis i sar, 2006; Ferguson i sar, 1995; Fulop i sar, 
2015; Wayne i sar, 1990). Imunski sistem, sa godinama, trpi brojne promene koje menjaju 
urođeni imunski odgovor dovodeći do fenomena oksidativno-inflamatornog starenja (engl. 
oxi-inflamm-aging) (Garrido i sar, 2019) kao i stečeni imunski odgovor dovodeći do 
imunološkog starenja (eng. immunosenescence) (Fulop i sar, 2015; Fülöp i sar, 2016; Pawelec, 
2018). Ove promene su povezane sa povećanim rizikom od infekcija i karcinoma (De Martinis 
i sar, 2006; Ferguson i sar, 1995; Fülöp i sar, 2016; Wayne i sar, 1990), i povećanim rizikom 
od mortaliteta (Dewan i sar, 2012; Fulop i sar, 2011, 2018; Wayne i sar, 1990). 

Međutim, sve je veći broj nauc nika koji dovode u pitanje negativne efekte imunološkog 
starenja i sugeriše da promene imunskog sistema u evolutivnom smislu zapravo imaju 
adaptivan ili remodelirajući karakter koji doprinosi produženju života. Nedavno objavljeni 
podaci ukazuju da bi bez promena i u urođenom i u adaptivnom imunskom sistemu tokom 
starenja (oxi-inflamm-aging i immunosenescence, predstavljaju dve strane istog novčića) 
dugovečnost ljudi bila znatno kraća (Fulop i sar, 2018). 

Dakle, jedna od odlika procesa starenja je razvoj sistemskog, sterilnog, blagog hroničnog 
zapaljenja koje se definiše terminom „inflammaging“ (Franceschi i sar, 2006). Aktivnost ćelija 
koje učestvuju u inflamaciji, kao što su neutrofili, makrofage i dendritske ćelije, se takođe 
menja starenjem (Bupp i sar, 2018). Inflamatorni odgovor je neophodan za uklanjanje 
patogena i regeneraciju tkiva, međutim, hronic an inflamatorni odgovor moz e doprineti 
os tećenju tkiva i nastanku bolesti, posebno kod starijih osoba (Bupp i sar, 2018).  

Blaga, sistemska, hronična inflamacija koja se zapaža kod starih praćena je povišenim 
vrednostima proinflamatornih citokina (IL-1, IL-6, TNF-α), i smatra se da je uključena u 
patogenezu različitih bolesti u starijoj populaciji, kao što su dijabetes i hipertenzija (Milan-
Mattos i sar, 2019; Xia i sar, 2016). Ćelije urođene imunosti postaju manje funkcionalne, i 
paradoksalno, više inflamatorne sa starenjem. Teško je precizno reći da li sistemska 
inflamacija izaziva disfunkciju ćelija urođene imunosti, ili se dešava obrnuto (Bupp i sar, 
2018). U tom kontekstu treba napomenuti da nedavni podaci ukazuju da „inflammaging“ 
može uticati na razvoj i signalni potencijal ćelija urođene imunosti, doprinoseći inflamaciji u 
odsustvu infekcije i, u isto vreme, smanjujući mogućnost da se ukloni infekcija (Bupp i sar, 
2018). Zajedno, povišeni nivoi proinflamatornih citokina i smanjena sposobnost da se 
iskoreni infekcija ili lokalno zapaljenje verovatno doprinose manje funkcionalnom urođenom 
odgovoru na vakcinaciju (Aw i sar, 2007; Bupp i sar, 2018; Franceschi i sar, 2017; Fulop i sar, 
2015; Pawelec, 2017; Shaw i sar, 2013).  

Kao što je već prethodno pomenuto, aktivisani fagociti generišu ROS i RNS (Fuente i Miquel, 
2009). Iako ROS i RNS imaju važni ulogu u eliminaciji patogena i održavanje homeostaze, 
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njihovo povećano stvaranje može dovesti do oksidativnog stresa i posledično oksidativnog 
oštećenja ćelija i tkiva (Bauer i De la Fuente, 2016; De La Fuente, 2014; Fuente i Miquel, 
2009). Da bi se izbegli štetni efekti ovih jedinjenja, fagociti uglavnom sintetišu i veće kolic ine 
antioksidativnih enzima (katalaze, superoksid dizmutaze) i neenzimskih jedinjenja sa anti-
oksidativnim delovanjem (glutation) u odnosu na druge ćelije (Evans i sar, 1982; Knight, 
2000). ROS i RNS mogu da aktivišu i NF-B, što dovodi do ekspresije gena koji kodiraju 
proinflamatorne medijatore (proinflamatorni citokine i hemokine), koji, za uzvrat, mogu da 
doprinesu razvoju oksidativnog stresa (Arranz i sar, 2010; Vida i sar, 2014). Prema danas 
relativno široko prihvaćenoj „oksidativno-inflamatornoj“ teoriji starenja (Fuente i Miquel, 
2009) promene u ćelijama imunskog sistema, pre svega ćelijama urođene imunosti, bi mogle 
da imaju ključnu ulogu u starenju imunskog sistema i sledstveno u starenju celog organizma 
(Arranz i sar, 2010; De La Fuente, 2014; Fuente i Miquel, 2009). Naime, ova teorija 
pretpostavlja i da oksidativno-inflamatorni stres koji nastaje starenjem imunskih ćelija utiče 
ne samo na imunske ćelije, već i na sve ćelije nas eg organizma, a posebno na one regulatornih 
sistema, kao što su nervni i endokrini sistem, kompromitujući njihove funkcije i međusobnu 
komunikaciju, te sledstveno starenje organizma u celini (Garrido i sar, 2019). U prilog ovoj 
pretpostavci mogu se navesti podaci koji pokazuju da povećanje oksidativnog stresa 
(povećano stvaranje superoksidnog anjona, oksidisanog glutationa) i oksidativnih os tećenja 
(povećan sadrz aj malondialdehida, 8-oksodeoksiguanozina) u peritonealnim makrofagama 
starih miševa, kao i u neutrofilima periferne krvi starijih ljudi, koreliraju sa os tećenjem 
njihovih funkcija (fagocitoza, hemotaksija, proliferacija) (De la Fuente, 2008; Fuente i Miquel, 
2009).  
 
S druge strane, zdravi stogodišnjaci i dugovečni miševi koji pokazuju „uspešno“ starenje, 
imaju očuvane imunske funkcije, što je u korelaciji sa nižom ekspresijom gena koji kodiraju 
sintezu inflamatornih medijatora i dobro kontrolisanim redoks statusom (Alonso-Fernandez i 
sar, 2008; Arranz i sar, 2010; De La Fuente, 2014; Fuente i Miquel, 2009).  
 

1.2.1. Starenje i makrofage  

Dok su ključni mehanizmi koji doprinose promenama u funkciji adaptivnog imunskog 
odgovora tokom starenja dobro opisani u literaturi, podaci vezani za promene u aktivnosti 
ćelija urođenog imunskog odgovora, uključujući makrofage, tokom starenja su relativno 
oskudni.  
 
Prvu liniju odbrane od patogena obezbeđuju epitelne ćelije kože i sluzokože 
gastrointestinalnog, respiratornog i urogenitalnog sistema. One obezbeđuju fizičku i hemijsku 
barijeru protiv infekcija (Plowden i sar, 2004). Pored toga, epitelne ćelije ispoljavaju i PRR-e 
koji im omogućavaju prepoznavanje PAMP-ova, što dovodi do njihove aktivacije i lučenja 
antimikrobnih peptida, uključujući defenzine i katelicidine (Plowden i sar, 2004). Ako je 
integritet epitela ugrožen, makrofage su među prvim ćelijama koje reaguju na pretnju koju 
predstavlja patogen. Postoje istraživanja koja pokazuju da tokom starenja dolazi do niza 
strukturnih i morfoloških promena u koži koje rezultuje stanjivanjem epidermisa, 
smanjenjem vaskularizovanosti i većom ćelijskom heterogenosti (Kinn i sar, 2015). Navedene 
promene utiču na smanjenje zaštitne funkcije kože i omogućavaju povećano prodiranje 
patogena u tkiva i razvoj infekcije (Kinn i sar, 2015). U tom kontekstu je aktivacija makrofaga 
tokom starenja od izuzetnog značaja (Lloberas i Celada, 2002). Ispitivanja humanih 
makrofaga su pokazala da se njihova hemotaktična sposobnost merena migracijom u Boyden-
ovoj komori (engl. Boyden chamber assay) smanjuje kod starijih osoba, što može da utiče na 



Uvod 

10 

 

produženo uklanjanje patogena (Fietta i sar, 1993). Takođe, pokazano je da starenje dovodi 
do smanjenja ekspresije i funkcije TLR4, na makrofagama slezine i aktivisanim peritonealnim 
makrofagama miša, kao i da je nastalo smanjenje u korelaciji sa manjom sintezom 
proinflamatornih citokina (Renshaw i sar, 2002). Ovi nalazi ukazuju da bi povećana osetljivost 
na infekcije kod starijih miševa mogla biti posledica smanjenja ekspresije i funkcije TLRs. 
Međutim, postoje i podaci koji govore da se ekspresija TLR4 ne menja na makrofagama miša 
tokom starenja (Boehmer i sar, 2004). Nekonzistentnost dobijenih rezultata mogla bi se 
povezati sa činjenicom da su korišćene makrofage koje su poreklom iz različitih tkiva, da su 
izolovane iz životinja različite starosti i da se moguće njihov aktivacioni status značajno 
razlikovao.  
 
Dalje, brojne studije ukazuju na smanjenu fagocitnu aktivnost Kupferovih ćelija i makrofaga 
peritonealne šupljine starih životinja (Izgüt-Uysal i sar, 2004). S druge strane, postoje i podaci 
da je fagocitna aktivnost makrofaga izolovanih iz kostne srži miševa očuvana (Eimear Linehan 
i sar, 2014), a da fagocitna aktivnost alveolarnih makrofage (Mancuso i sar, 2001) i mikroglije 
pacova (Lynch i sar, 2010) raste starenjem. Nekonzistetnost ovih nalaza se može objasniti 
različitim ontogenetskim poreklom ispitivanih populacija makrofaga. Međutim, istraživanje u 
kome su makrofage izolovane iz peritonealne šupljine mladih miševa i transplantirane u 
peritonealnu šupljinu starih miševa je pokazalo da su makrofage mladih životinja u novoj 
mikrosredini slabije fagocitovale, što ukazuje na značaj promena u mikrosredini, a ne 
intrinzično u makrofagama, za promenu fagocitne sposobnosti ovih ćelija (Linehan i sar, 
2014). Starenje dovodi i do smanjenja ekspresije MHC II molekula na humanim i 
makrofagama pacova (Herrero i sar, 2002), što može doprineti njihovoj manjoj sposobnosti 
da prezentuju peptide T-limfocitima i da ih aktivišu (Herrero i sar, 2002).  
 
Starenje utiče ne samo na fagocitnu sposobnost, već i na sposobnost sekrecije citokina. 
Citokini su važni medijatori koje sekretuju makrofage i posrednici su u razvoju mnogih bolesti 
(Aziz, 2015). Mnoge epidemiološke studije potvrdile su povećanu produkciju 
proinflamatornih citokina IL-6, TNF-α, IL-1 tokom starenja (Rea i sar, 2018). Moguće 
objašnjenje je preterana aktivacija signalnih mreža koje se aktiviraju tokom inflamacije 
(Chelvarajan, 2006; Wilson i sar, 2002). Međutim, tokom starenja i bez prisustva 
inflamatornog agensa, usled akumuliranja endogenog ćelijskog debrisa, prisustva 
makromolekula koji se oslobađaju iz oštećenih i starih ćelija i usled njihove neadekvatne 
eliminacije, dolazi do pojačane aktivacije NF-B, ključnog transkripcionog faktora za 
ekspresiju svih proinflamatornih medijatora, pa sledstveno i do pojačane sinteze 
proinflamatornih citokina u serumu (Vasto i sar, 2007). Osim toga,  povećana aktivnost NF-B 
indukuje i povećanu aktivnost iNOS (Davis i sar, 2005; Mizel i sar, 2003).  
 
Međutim, u zavisnosti od životinjske vrste iz koje su makrofage izolovane, tkivne specifičnosti 
i stepena stimulacije, starenje različito utiče na sposobnost makrofaga da produkuju NO i ureu 
(Cecílio i sar, 2011). Aktivnost iNOS i produkcija NO u makrofagama miša izolovanim iz 
slezine i peritonealne šupljine se sa starenjem smanjuje (Kissin i sar, 1997), za razliku od 
makrofaga poreklom iz kostne srži kod kojih se sinteza NO i uree sa starenjem povećava 
(Cecílio i sar, 2011).  
 
Kao što je već prethodno pomenuto, u makrofagama peritonealne šupljine starih mis eva, kao i 
u neutrofilima periferne krvi starijih ljudi, zapaz eno je povećano stvaranje superoksidnog 
anjona i oksidisanog glutationa i povećan sadrz aj malondialdehida i 8-oksodeoksiguanozina, 
s to je koreliralo sa os tećenjem njihovih funkcija (fagocitoza, hemotaksija, proliferacija) (De la 



Uvod 

11 

 

Fuente, 2008; Fuente i Miquel, 2009). Makrofage starih miševa pokazale su povećanu 
akumulaciju ROS (Sebastián i sar, 2009). Pretpostavlja se da su ROS glavni uzrok os tećenja 
proteina, lipida i DNK tokom starenja. Oksidativno os tećenje utic e na funkciju mitohondrija, 
što zauzvrat dovodi do pojac ane proizvodnje ROS i daljeg oksidativnog os tećenja ćelija. 
Takođe je poznato da ROS menjaju strukturu telomera i skraćuju njihovu duz inu c ime 
ubrzavaju proces starenja (Reichert i Stier, 2017). Promene uoc ene u makrofagama 
monocitnog porekla starijih osoba ukazuju da bi ove ćelije mogle da doprinesu razvoju 
metabolic kih poremećaja poput ateroskleroze i dijabetesa (Suchy i sar, 2014). 
 

1.2.2. Značaj izučavanja promena u inflamaciji u starenju 

Na značaj izučavanja uticaja starenja na inflamatorni odgovor i makrofage ukazuje činjenica 
da su bolji životni uslovi nakon Drugog svetskog rata i konstantni razvitak medicine doveli do 
poboljšanja kvaliteta života, produžetka životnog veka i starenja populacije. Sa porastom 
udela starih ljudi u populaciji doći će i do povećanja morbiditeta i broja osoba kojima će biti 
potrebna tuđa nega i pomoć, što će sve uticati na smanjenje kvaliteta života pojedinca i 
društva u celini. Zbog toga starenje, kao neminovni proces u živom svetu, treba što je moguće 
više odložiti i ublažiti. Da bi se to postiglo potrebno je obezbediti tzv. zdravo starenje, u kom 
su željeni ishodi koji se javljaju tokom starenja potencirani, dok su neželjeni minimizirani 
(Warren, 1998). 
 
Blaga hronic na inflamacija se generalno smatra markerom biolos kog starenja ili jednim od 
mehanizama putem kojih je proces starenja povezan sa povećanom globalnom osetljivos ću na 
sve bolesti. Kardiovaskularne bolesti, hronične bolesti bubrega, rak, depresija, demencija, 
osteoporoza, sarkopenija i anemija su samo neke bolesti za koje postoje opsežni dokazi koji 
ukazuju da inflamacija doprinosi njihovom razvoju tokom starenja (Amdur i sar, 2016; 
Brandenberger i Mühlfeld, 2017; Ferrucci i sar, 2010; Kohler i sar, 2016; Odegaard i sar, 
2016). U skladu sa ovim, povišeni nivoi proinflamatornih markera u krvi (kao što je IL-6) su 
značajan faktor rizika za multimorbiditet ( više bolesti istovremeno) (Calder i sar, 2017). 
Modulacija inflamacije je verovatno najefikasnija u početnoj fazi, u vreme kada 
kompenzacioni kapacitet organizma nije potpuno iscrpljen i još uvek može da se suprotstavi 
fiziološkim i funkcionalnim poremećajima (Calder i sar, 2017). Imajući sve prethodno u vidu, 
jasan je značaj istraživanja koja treba da obezbede razumevanje promena u oksidativnom 
kapacitetu i sekretornom profilu i potencijalu makrofaga tokom starenja. 
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1.3. SOJNE RAZLIKE U INFLAMATORNOM ODGOVORU: ULOGA MAKROFAGA 

 

Mnogobrojna istraživanja su pokazala uticaj genetskih faktora na razvoj i ishod inflamatornih 
bolesti (Becker, 2016; Blagojević i sar, 2018; Jiang i sar, 2010; Miletić i sar, 2007; Miljkovic i 
sar, 2006; Nacka-Aleksić i sar, 2018; Stanojević i sar, 2016). Pokazano je i postojanje sojnih 
razlika u neuroinflamatornom odgovoru na ubrizgavanje LPS u mozak mladih miševa 
(Nikodemova i Watters, 2011). Takođe, uočena je i različita osetljivost BALB/c, C57BL/6 i 
C3H/HeN miševa na infekciju bakterijom Neisseria gonorrhoeae (Packiam i sar, 2010). Ženke 
miševa BALB/c soja su razvile značajnu infekciju genitalnog trakta uz povećanu produkciju 
proinflamatornih citokina, hemokina i migraciju polimorfonuklearnih leukocita, dok je kod 
C57BL/6 miševa utvrđena asimptomatska infekcija, a C3H/HeN miševi su bili rezistentni na 
izazivanje infekcije ovom bakterijom (Packiam i sar, 2010). U literaturi postoje i podaci koji 
ukazuju da su miševi soja C57BL/6 rezistentni, dok su miševi soja BALB/c osetljivi na 
infekciju izazvanu parazitom roda Leishmania (Kramnik i Boyartchuk, 2002). Pretpostavlja se 
da je uzrok različitog odgovora na isti patogen prisustvo različitih subpopulacija makrofaga u 
ova dva soja miševa. Naime, kod C57BL/6 soja M1 makrofage usmeravaju T-limfocite da 
sintetišu Th-1 citokine (Mills i sar, 2000). S druge strane, kod BALB/c soja dominantne su M2 
makrofage koje stimulišu Th-2 odgovor i sintezu IL-4 i TGF-β što dovodi do proliferacije B-
limfocita i produkcije antitela (Mills i sar, 2000).  
 
Literaturni podaci ukazuju na postojanje genetske predispozicije prema određenom obrascu 
aktivacije koji dalje određuje odgovor makrofaga na stimuluse i koji je presudan za ishod 
inflamatornog odgovora (De Maio i sar, 2005). Istraživanje rađeno na inbrednim sojevima 
miša (A/J, C57BL/cJ) pokazalo je da je stopa smrtnosti veća kod C57BL/cJ soja u odnosu na 
A/J soj miša nakon intraperitonealne aplikacije Escherichia coli (LPS, 20 mg/kg) (De Maio i 
sar, 1998). Naime, De Maio i sar su pokazali da su rezidentne makrofage izolovane iz 
peritonealne šupljine pet inbrednih sojeva miševa (A/J, C57BL/cJ, DBA/2J, BALB/cJ i AKR/J) 
nakon stimulacije LPS-om sintetisale različite količine citokina što ukazuje na značaj uticaja 
genetike na inflamatorni odgovor (De Maio i sar, 2005). Iako upotreba makrofaga u ex vivo 
studijama omogućava da se bolje ispita uticaj genetike na inflamatorni odgovor, potrebno je 
imati u vidu i ograničenja. Naime, makrofage u kulturi ne oslikavaju u potpunosti in vivo 
uslove, jer citokini koji se luče u kulturi deluju autokrino i to u većim koncentracijama nego u 
in vivo uslovima (De Maio i sar, 2005). Međutim, i pored ovih ograničenja upotreba makrofaga 
u ex vivo uslovima omogućava obezbeđivanje kontrolisanih eksperimentalnih uslova. Prema 
tome, dobijene koncentracije TNF-α izmerene u studiji De Maio i sar (2005) mogu biti niže 
usled prisustva supresivnog IL-10 u kulturi, ali je razlika u sintezi citokina između različitih 
sojeva miševa nesumnjiva.  
 
Takođe, pokazane su i sojne razlike u oksidativnom potencijalu makrofaga pacova Albino 
Oxford (AO) i Dark Agouti (DA) soja nakon in vitro inkubacije sa PMA ili proteinom toplotnog 
šoka (engl. heat-shock proteins; HSPs)-47 (Miletić i sar, 2007). Rezidentne makrofage 
peritonealne šupljine neimunizovanih pacova AO soja su nakon in vitro stimulacije sa PMA 
oslobađale veće količine superoksidnog radikala u odnosu na DA soj (Miletić i sar, 2007). 
Razlike u generisanju superoksida su primećene i nakon in vitro stimulacije sa HSP-47 u 
makrofagama pacova imunizovanih kompletnim Frojndovim adjuvansom (CFA) radi indukcije 
artritisa (Miletić i sar, 2007). S obzirom da HSP-47 učestvuje u patogenezi reumatoidnog 
artritisa (Hattori i sar, 1998), kao i da postoje istraživanja koja ukazuju na značaj ROS u 
kontroli težine bolesti i smanjenju upale zglobova i os tećenja vezivnog tkiva u modelu 
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artritisa (Van de Loo i sar, 2003), nalazi dobijeni u istraživanju Miletić i sar mogu biti 
potencijalno objašnjenje za otpornost AO soja na indukciju adjuvantnog artritisa (Miletić i sar, 
2007).  
 
Sojne razlike su uočene i u aktivnosti aktiviranih makrofaga. Degranulacija mastocita izazvana 
intraperitonealnim ubrizgavanjem supstance 48/80 koja izaziva oslobađanje mastocitnih 
medijatora - histamina, proteaza, proteoglikana i TNF-α, tokom razvoja tioglikolatom 
indukovanog peritonitisa dovodi do jačeg odgovora peritonealnih makrofaga pacova AO soja 
na in vitro stimulaciju LPS-om i povećanja sinteze NO i TNF-α u odnosu na DA soj (Stanojević i 
sar, 2013). Ovi nalazi ukazuju na veću osetljivost tioglikolatom indukovanih makrofaga (TG 
makrofaga) pacova AO soja na delovanje medijatora oslobođenih iz mastocita (Stanojević i 
sar, 2013).  
 
Sojne razlike su uočene i u uticaju starenja na aktivnost rezidentnih makrofaga. Rezidentne 
makrofage peritonealne šupljine ženki pacova AO soja, za razliku od makrofaga ženki DA soja, 
tokom starenja zadržavaju sposobnost da na in vitro stimulaciju LPS-om odgovore povećanom 
produkcijom proinflamatornih (TNF-α, NO), ali i antiinflamatornih medijatora koji učestvuju u 
reparaciji tkiva (IL-10) (Dimitrijević i sar, 2014). Ovaj uravnotežen inflamatorni odgovor koji 
pokazuju stari pacovi AO soja može se dovesti u vezu sa dužim životnim vekom i odsustvom 
patologije u starijem životnom dobu kod pacova ovog soja u odnosu na DA soj (Dimitrijević i 
sar, 2014). Naime, ženke pacova AO soja u našem vivarijumu imaju prosečnu dužinu života od 
29 meseci, dok ženke DA pacova prosečno žive 24 meseca. Period bez znakova bolesti i 
patoloških promena vezanih za starenje je duži kod pacova AO soja (Dimitrijević i sar, 2014).  
 
U zaključku, prethodno navedeni podaci dobijeni iz različitih visokosrodnih sojeva životinja 
jasno ukazuju da je inflamatorni odgovor modulisan genetskom građom. Bolje razumevanje 
potencijalnog značaja genetskih faktora za inflamatorni odgovor omogućio bi osnovu za 
razvoj personalizovanih terapijskih pristupa (De Maio i sar, 2005). 
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1.4. POLNE RAZLIKE U INFLAMATORNOM ODGOVORU: ULOGA MAKROFAGA 

 

Polne razlike se javljaju i u urođenom i u adaptivnom imunskom odgovoru kod različitih 
životinjskih vrsta (Klein i Flanagan, 2016). Generalno, jedinke ženskog pola stvaraju robusniji 
imunski odgovor nego jedinke muškog pola, zbog čega su manje podložne infekcijama, ali su 
sklonije razvijanju autoimunskih bolesti (Gubbels Bupp, 2015). Polne razlike u imunskom 
odgovoru se povezuju sa delovanjem različitih hormonskih, genetskih, epigenetskih i 
sredinskih faktora (Ngo i sar, 2014).  
 
Jedinke muškog pola su podložnije razvijanju septičkog šoka, što je pokazano i kod životinja  
(Bindl i sar, 2003; Losonczy i sar, 2000). Uočeno je da se žene bolje oporavljaju od akutnih 
infekcija, dok one koje boluju od hroničnih inflamatornih bolesti, kao što su cistična fibroza 
(CF), astma ili hronična opstruktivna bolest pluća (HOBP) imaju lošiju prognoza u odnosu na 
muškarce (Harness-Brumley i sar, 2014; Sansores i Ramírez-Venegas, 2016; Zein i Erzurum, 
2015). U pogledu hirurških operacija na srcu, žene se oporavljaju bolje od muškaraca 
(Seghaye i sar, 2001), što sugeriše efikasniji inflamatorni (i možda sekundarni 
antiinflamatorni) odgovor u svetlu sličnih nivoa povreda koje su vremenski i po obimu 
ograničene (npr. one koje su rezultat hirurške traume i ekstrakorporalne/vantelesne 
cirkulacije). U literaturi postoje radovi koji ukazuju da se ekspresija inflamatornih markera 
(Casimir i sar, 2010a) i inflamatorni proces (Casimir i sar, 2010b; Casimir i sar, 2010c) jasno 
razlikuju kod jedinki muškog i ženskog pola. Zapravo, inflamacija je mač sa dve oštrice. Kada 
su pacijenti dobrog zdravlja, inflamacija je efikasan proces za izbegavanje egzogenih agresora 
koji mogu sistemski ugroziti život (npr. termičke opekotine ili lokalne infekcije koje zahvataju 
velike telesne površine). Suprotno tome, dugotrajna inflamacija može dovesti do oštećenja 
tkiva koja prevazilaze početnu korist inflamatornog odgovora (CF i lupus) (Shaw i sar, 2010). 
 
Jedno od potencijalnih objašnjenja ovih nalaza je da su inflamatorne reakcije uslovljene 
hormonskim statusom (Giefing-Kröll i sar, 2015; Kovats, 2015). Međutim, klinički podaci 
dobijeni u istraživanjima rađenim na prepubertetskoj populaciji ukazuju na značaj 
potencijalnih razlika u ekspresiji gena koje zavise od polnih hromozoma, a ne od hormonskog 
statusa (Casimir i sar, 2010; Casimir i sar, 2010a). Poslednjih godina pažnja naučnika 
usmerena je na one gene na X hromozomu koji su deo inflamatorne kaskade. Na X 
hromozomu se nalaze geni koji kodiraju proteine ključne za urođeni (TLR7 i TLR8 na 
monocitima) i adaptivni (hemokinski receptor CXCR3 na efektorskim T ćelijama) imunski 
odgovor (Libert i sar, 2010). S obzirom da su jedinke ženskog pola nosioci duplo više gena koji 
se nalaze na X hromozomima u odnosu na muškarce, da bi se uspostavio balans između 
polova, ekspresija gena na X hromozomu je pod kontrolom procesa inaktivacije X hromozoma 
(engl. X chromosome inactivation, XCI) (Tukiainen i sar, 2017). Međutim, skorija istraživanja 
su pokazala da je proces XCI tkivno specifičan i da značajno varira među jedinkama 
(Tukiainen i sar, 2017). Takođe, procenjuje se da 10 % gena na X hromozomu izbegne 
inaktivaciju, a to dovodi do pojačane ekspresije tih gena kod jedinki ženskog pola, što 
uzrokuje pozitivne ili negativne efekte u zavisnosti od pogođenih gena (Lockshin, 2010).  
 

1.4.1. Značaj polnih steroida za polne razlike u inflamatornom odgovoru  
 
Poznato je da polni hormoni utiču na mnoge aspekte imunskog odgovora (Olsen i Kovacs, 
1996). Polni hormoni se vezuju za receptore ispoljene u mnogim ćelijama imunskog sistema, 
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uključujući makrofage, i utiču na njihov koordinisani odgovor u inflamaciji (Deshpande i sar, 
1997; McLaren i sar, 1996; Vegeto i sar, 2001). 
 

1.4.1.1. Uloga estradiola 
 

1.4.1.1.1. Estradiol 

Ispitivanje uloge estradiola u regulaciji inflamatornog odgovora je predmet mnogih 
istraživanja. Skorašnja ispitivanja in vivo odgovora makrofaga peritonealne šupljine miša na 
delovanje estradiola sugerišu da se estradiol direktno vezuje za promotore gena povezane sa 
proliferacijom (Pepe i sar, 2017). Estadiol pojačava površinsku ekspresiju PRR-a, uključujući 
TLR4, na peritonealnim makrofagama miša (Rettew i sar, 2009) i time utiču na sekreciju 
različitih inflamatornih medijatora poput citokina, ROS i RNS.  
 
Postoje istraživanja koja ukazuju da je estradiol uključen u aktivaciju i polarizaciju makrofaga 
u eksperimentalnim modelima inflamacije (Calippe i sar, 2010; Routley i Ashcroft, 2009; 
Scotland i sar, 2011). Na rezidentnim makrofagama peritonealne šupljine i mikrogliji miša 
pokazan je proinflamatorni efekat estradiola tokom in vivo tretmana (Calippe i sar, 2008; 
Soucy i sar, 2005). Dugotrajni in vivo tretman estradiolom (koncentracija odgovara fazi 
estrusa) potencira sintezu proinflamatornih medijatora (IL-1β, IL-6, TNF-a i iNOS iRNK) od 
strane mišjih peritonealnih TG makrofaga (Calippe i sar, 2010), što je u suprotnosti sa 
rezultatima istraživanja dobijenim u in vitro tretmanima gde je pokazan supresivni uticaj 
estradiola na sintezu proinflamatornih citokina (Ghisletti i sar, 2005; Vegeto i sar, 2001). 
Supresivni uticaj in vitro tretmana estradiolom na sintezu proinflamatornih citokina ostvaren 
je i u nestimulisanim i H2O2 stimulisanim makrofagama miša (Huang i sar, 2008). Sumarno, 
ova zapažanja jasno pokazuju da eksperimentalni rezultati dobijeni kratkotrajnim in vitro 
tretmanom ne predviđaju efekat dugotrajne izloženosti estradiolom in vivo na funkcije 
makrofaga (Calippe i sar, 2010). S druge strane, pokazano je da estradiol ima dozno zavisni 
efekat na sekretorni kapacitet humanih monocita i makrofaga, tako da niske doze estradiola 
pojačavaju sintezu proinflamatornih citokina kao što su IL-1, IL-6 i TNF-α, dok visoke 
koncentracije dovode do smanjenja sinteze ovih citokina (Bouman i sar, 2005; Kovats, 2015). 
Takođe, estradiol pokazuje stimulatorni efekat na sintezu TNF-α u makrofagama pacova 
(Chao i sar, 1995; Espinosa-Heidmann i sar, 2005). Međutim, postoje i studije u kojima je 
pokazano da estradiol smanjuje LPS-om indukovanu toksičnost pacovske mikroglije inhibišući 
oslobađanje TNF-α i IL-1β (Smith i sar, 2011). Suprotni efekti estradiola mogu se objasniti 
različitim stepenom aktivacije i tipom ćelija na koje deluje. 
 
Kao što je ranije pomenuto, aktivirane makrofage značajno doprinose nastajanju oksidativnog 
stresa usled povećane produkcije ROS i RNS. Da bi se zaštitile od štetnih efekata ovih 
jedinjenja, makrofage poseduju antioksidativne enzime, poput superoksid dismutaze (SOD), 
katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GSH-Pk) (Harris, 1992). Pokazano je da su aktivnosti 
ovih enzima regulisane hormonima (Gómez-Zubeldia i sar, 2000; Ventura-Clapier i sar, 2019). 
Estrogeni doprinose antioksidativnoj zaštiti (Andrade i sar, 2013; De Azevedo i sar, 1997), 
dok testosteron suprimira aktivnost antioksidativnih enzima (Chainy i sar, 1997). Jedinke 
muškog pola sintetišu veće količine ROS od jedinki ženskog pola, zbog čega je oksidativno 
os tećenje mitohondrijske DNK kod njih c etvorostruko veće nego kod z ena (Borras, 2007). 
Navedene razlike mogu biti jedno od potencijalnih objašnjenja za duži životni vek jedinki 
ženskog pola (Borras, 2007). Ovarijektomija uzrokuje povećanje sinteze ROS, što rezultira 
oksidativnim stresom u ćelijama slezine, jetre, srca i bubrega (Baeza i sar, 2010). Međutim, 
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objavljeni rezultati o uticaju ovarijektomije na aktivnost antioksidativnih enzima su 
kontradiktorni. Naime, dok su neki istraživači otkrili smanjenu aktivnost antioksidativnih 
enzima nakon ovarijektomije (Ha i sar, 2006; Kireev i sar, 2007; Yalin i sar, 2006), drugi nisu 
uočili promenu aktivnosti ili su c ak primetili povećanu aktivnost antioksidativnih enzima 
(Azevedo i sar, 2001; Kankofer i sar, 2007). Objašnjenje za različite nalaze mogao bi da bude 
različit eksperimentalni pristup.  
 

1.4.1.1.2. Estrogenski receptori  

Estrogeni svoje efekte ispoljavaju posredstvom dva tipa estrogenskih receptora (ER): 
klasičnih, nuklearnih receptora, ER-α i ER-β, i membranskih receptora kao što su G-protein 
receptor-30 (GPR30) i ER-X (Cui i sar, 2013; Levin, 2009; Maggiolini i Picard, 2010). Navedeni 
receptori su članovi superfamilije ligand-aktivišućih transkripcionih faktora. Oni imaju 97% 
poklapanje u redosledu aminokiselina u domenu koji vezuje DNK i oko 56% sličnosti u 
domenu koji vezuje ligand (Nadal i sar, 2001). Estrogenski receptori poseduju različite 
funkcionalne domene koji su evolucijski očuvani (Nadal i sar, 2001). Razlike u afinitetu 
vezivanja ER su dovele do razvoja selektivnih liganada za određeni receptor. Estradiol je 
agonista oba receptora. S obzirom da je estradiol steroidni hormon koji lako prolazi kroz 
fosfolipidnu membranu ćelije, estrogenski receptori ne moraju da budu vezani za membranu 
da bi ostvarili kontakt sa estrogenom. Vezivanje estradiola može dovesti do različitih efekata 
na transkripciju gena u različitim tipovima ćelija u zavisnosti od koncentracije i forme liganda 
(estradiol, estriol, estron), nivoa ekspresije ER-α i ER-β kao i dostupnosti koaktivatora ili 
korepresora (Frasor i sar, 2003). Raznovrsnost efekata estradiola postignuta je različitom 
distribucijom subtipova ER, kao i njihovih koregulatora (koaktivatora i korepresora).  
Signalna transdukcija nakon aktivacije receptora može biti genomska i negenomska. 
Genomska aktivacija je sporija (30-60 minuta), pokreće se vezivanjem hormona za receptore 
koji se u velikom broju nalaze u citosolu (Lorenzo, 2003). Nakon vezivanja liganda, receptori 
migriraju iz citosola u jedro, dimerizuju se i vezuju za ERE (engl. estrogen response elements). 
Kompleks receptor/DNK zatim regrutuje druge proteine koji započinju transkripciju DNK u 
iRNK što dovodi do sinteze proteina i do promena u ćelijskoj funkciji (Farooq, 2015; Lorenzo, 
2003).  
 
Negenomska aktivacija je brza (nekoliko minuta) i odvija se preko ER u ćelijskoj membrani. 
Vezivanjem liganda za membranu preko kaveolina-1 se formira kompleks sa G proteinima i 
receptorskim tirozin kinazama (receptor za epidermalni faktor rasta, engl. epidermal growth 
factor receptor, EGFR i faktor rasta sličan insulinu 1, engl. insulin-like growth factor-1 
receptor, IGF-1) (Lorenzo, 2003; Ueda i Karas, 2013). Posredstvom receptorskih tirozin 
kinaza, signali se prenose do jedra preko mitogenom-aktiviranih protein kinaznih puteva 
(engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK/ERK) i fosfatidilinozitiol 3-kinaznih puteva 
(engl. phosphatidylinositol 3-kinases, PI3K/AKZ) (Filardo i sar, 2000). Novija istraživanja 
pokazuju da estradiol može biti ligand za G-protein spregnuti receptor 30 (engl. G protein-
coupled receptor, GPR-30), membranski receptor (Wang i sar, 2009). Na osnovu vremena koje 
je potrebno da bi se ispoljili genomski ili negenomski efekti estradiola, kratkotrajna 
stimulacija ćelija do 10 minuta će pretežno proizvesti negenomske efekte, dok višečasovna 
stimulacija koja je korišćena i u našem istraživanju (24 sata), verovatno obezbeđuje uslove da 
se ostvare i genomski efekti (A. Murphy, 2010). 
 
Pokazano je da se vezivanjem estradiola za ER-α smanjuje sinteza proinflamatornih jedinjenja 
(Ghisletti i sar, 2005; Lang, 2004), kontroliše funkcije mitohondrija tumorskih ćelija 
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izolovanih iz grudi (Felty i Roy, 2005; Mattingly i sar, 2008), indukuje degradaciju os tećenih 
proteina u proteazomu (Reed i sar, 2004) i smanjuje apoptoza monocita (Vegeto i sar, 1999). 
U istraživanju rađenom na mikrogliji miša, posmatrano na molekulskom nivou, aktivirani ER-
α narušava transkripcionu aktivnost NF-B sprec avajući njegovu nuklearnu translokaciju u 
prisustvu jakih inflamatornih stimulusa (kao što je LPS) (Ghisletti i sar, 2005). Nalazi Villa i 
sar ukazuju da estradiol aktivirajući ER-α skraćuje vreme koje makrofage provode u 
proinflamatornom statusu kao M1 makrofage i olakšava prelazak u M2 makrofage (Villa i sar, 
2015). Takođe, u svetlu nalaza da M1 makrofage imaju ulogu u napredovanju bolesti koje se 
povezuju sa menopauzom, kao s to su osteoporoza, ateroskleroza i metabolic ke bolesti, 
ukljuc ujući dijabetes (Esser i sar, 2014; Peled i Fisher, 2014; Wythe i sar, 2014), sposobnost 
estradiola da stimuliše polarizaciju M2 makrofaga i promoviše rezoluciju inflamacije može biti 
važna za zaštitne efekte koje estradiol ima pre menopauze. S druge strane, zbog polarizacije 
ka M2 makrofagama, incidencija patologija posredovanih M2 makrofagama, kao što su 
endometrioza (Hogg i sar, 2021), skleroderma (Higashi-Kuwata i sar, 2009) i astma (Boorsma 
i sar, 2013), znatno je veća kod mladih z ena nego u postmenopauzi (Bonds i Midoro-Horiuti, 
2013; Whitacre, 2001).  

1.4.1.2. Uloga drugih polnih steroida 

Pored estradiola, i drugi polni steroidi, progesteron i testosteron, su značajni za polne razlike 
u inflamatornom odgovoru. Literaturni podaci ukazuju da progesteron i androgeni suprimišu 
aktivnost iNOS, kao i sintezu NO i TNF-α u makrofagama miša (DAgostino i sar, 1999; Miller i 
Hunt, 1996). Progesteron in vitro stimuliše sekreciju proinflamatornih citokina IL-1 i TNF- i 
hemokina kod nestimulisanih i H2O2 stimulisanih TG makrofaga peritonealne šupljine miševa 
oba pola (Huang i sar, 2008). Različiti efekti progesterona mogu se objasniti različitim 
poreklom i aktivacionim stanjem makrofaga. 
 
Takođe, pokazano je da testosteron smanjuje aktivnost SOD, katalaze i glutation peroksidaze u 
testisima pacova što indukuje nastajanje oksidativnog stresa (Chainy i sar, 1997; Hales, 2002). 
Testosteron in vitro indukuje smanjenje ekspresije TLR-4 na makrofagama (Rettew i sar, 
2008). Orhidektomisani miševi pokazuju veću osetljivost na endotoksični šok usled ushodne 
regulacije TLR-4 (Rettew i sar, 2008).  
 

1.4.2. Polne razlike u oksidativno-inflamatornom starenju  
 
Identifikovanje genskih varijacija tokom starenja na različitim tipovima ćelija pokazalo je da 
starenjem uslovljene polne razlike zavise od tipa ispitivanih ćelija (Márquez i sar, 2020). 
Promene na genskim lokusima koji determinišu fenotipske i funkcijske karakteristike 
monocita su bile veće kod muškaraca, što je doprinelo nastajanju polnih razlika (Márquez i 
sar, 2020). Ispitivanje uticaja hormona su pokazala da žene poseduju veću aktivnost genskih 
lokusa relevantnih za funkcije adaptivnog imunskog sistema, dok se kod muškaraca povećava 
aktivnost genskih lokusa odgovornih za funkciju  monocita, što bi moglo da se poveže sa 
ubrzanim oksidativno-inflamatornim starenjem kod muškaraca (Piasecka i sar, 2018). 
Zanimljivo je da nije otkrivena značajna razlika u broju CD14+ i CD16+ monocita između 
starijih muškaraca i žena (Piasecka i sar, 2018), dok je u serumu starijih muškaraca 
zabeležena veća koncentracija proinflamatornih citokina (IL-6, IL-18) (Bakker i sar, 2018). 
Ovi nalazi ukazuju da starenjem uslovljena aktivacija i polne razlike u monocitima mogu da 
potiču od intrinzičnih promena u ćeliji. Potrebna su dodatna istraživanja kako bi se utvrdili 
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mehanizmi koji stoje u osnovi polnih razlika u inflamatornom starenju, uključujući pored 
ispitivanja uloge polnih hormona i ulogu transposibilnih elemenata (De Cecco i sar, 2019).  
 
Navedeni nalazi ukazuju da pol igra važnu ulogu u imunološkom starenju i da bi ga trebalo 
uzeti u obzir prilikom izučavanja molekulskih ciljeva i vremenskih okvira za 
intervenciju/terapiju bolesti povezanih sa starenjem.  
 

1.4.3. Polne razlike u uticaju starenja na makrofage   
 
Uzimajući u obzir da makrofage igraju važnu ulogu u inflamatornom odgovoru tokom celog 
života, nameće se pitanje da li polni dimorfizam u inflamatornom starenju reflektuje polne 
razlike u uticaju starenja na makrofage. Poznato je da makrofage peritonealne šupljine 
doprinose patologiji peritonitisa, endometrioze i nekih kancera, ali uticaj pola na aktivnost 
ovih ćelija nije dovoljno ispitan tokom reproduktivnog starenja (Hogg i sar, 2021; Liu i sar, 
2018). Bain i sar su ukazali da je kod mužjaka miša repopulacija makrofaga peritonealne 
šupljine makrofagama poreklom iz kostne srži mnogo izraženija nego kod ženki, kod kojih se 
repopulacija prevashodno obavlja proliferacijom tkivnih makrofaga (Bain i sar, 2019). Ova 
razlika rezultira polnim dimorfizmom u fenotipskom identitetu makrofaga peritonealne 
šupljine (Bain i sar, 2019). Novija istraživanja rađena metodama RNK sekvencioniranja na 
miševima oba pola potvrđuju postojanje značajnih promena tokom imunološkog starenja na 
makrofagama peritonealne šupljine koje se ogledaju u izmenjenom fenotipu, metaboličkom 
profilu, lizozomalnoj i fagocitnoj aktivnosti (Lu i sar, 2020; Márquez i sar, 2020). Primećena je 
smanjena sposobnost makrofaga mužjaka miša da acidifikuju lizozome nakon tretmana 
zimozanom (Lu i sar, 2020). Na modelu miša, pokazana je veća: ekspresija PRR, sinteza 
proinflamatornih citokina (npr. IFN-α, IFN-γ i TNF-α), aktivnost makrofaga koja uključuje 
prezentaciju antigena i fagocitoza kod ženki u odnosu na mužjake (Berghöfer i sar, 2006; Da 
Silva, 1995; Fish, 2008; Mondal i Rai, 1999; Pisitkun i sar, 2006; Spitzer, 1999; Weinstein i sar, 
1984).  
 
Kod pacova starenje ne utiče na oslobađanje NO iz makrofaga ženki (Dimitrijević i sar, 2013), 
dok povećava ili smanjuje oslobađanje NO i uree iz makrofaga mužjaka, u zavisnosti od 
stepena stimulacije makrofaga i soja pacova (Dimitrijević i sar, 2014; Stanojević i sar, 2016). 
Funkcionalne promene makrofaga mogu biti posledica starenjem izmenjenih koncentracija 
polnih hormona i ekspresije ER. Bowling i sar (2014) su pokazali da se ekspresija ER-α 
receptora na makrofagama poreklom iz kostne srži miša starenjem smanjuje, dok je 
ekspresija ER-β nepromenjena. U literaturi postoje podaci da su ER- više eksprimirani od 
ER- na TG indukovanim makrofagama peritonealne šupljine miševa oba pola (Huang i sar, 
2008). 
 
Podaci u literaturi o polnim razlikama u urođenoj imunosti kod ljudi su vrlo oskudni, naročito 
kod starijih. U jednoj studiji, rađenoj na relativno maloj grupi ispitanika, pokazano je da starije 
žene imaju povišene koncentracije inflamatornih proteina u serumu u poređenju sa 
muškarcima, kao što je slučaj i kod mlađih muškaraca i žena (Furman i sar, 2014). Nakon 
menopauze uočeno je značajno povećanje u produkciji IL-1, IL-6, TNF-α, a smanjenje IFN-γ 
(Deguchi i sar, 2001; Kumru i sar, 2004). Testosteron ima imunosupresivni efekat na sintezu 
proinflamatornih citokina, pa je smanjenje njegove koncentracije sa starenjem povezano sa 
porastom nivoa solubilnog receptora za IL-6 u serumu (Maggio i sar, 2006). Razlike uslovljene 
polovima su primećene i na različitim subpopulacijama monocita u starijoj populaciji. 
Sredovečne žene imaju veći procenat intermedijarnih monocita (CD14++CD16+), koji imaju 
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proinflamatorne karakteristike, u odnosu na muškarce (Al-Attar i sar, 2016; Puchta i sar, 
2016).  
Navedeni rezultati ukazuju da postoji polni dimorfizam u uticaju starenja na funkciju 
makrofaga i da bi on mogao biti posledica promene koncentracije polnih hormona ili 
receptora za polne hormone, što nije dovoljno ispitano. Shodno tome, u ovom istraživanju bi 
se ispitao značaj estradiola za reproduktivnim starenjem uslovljene fenotipske i funkcionalne 
promene peritonealnih makrofaga.  
 

1.4.3.1. Reproduktivno starenje 

U najširem smislu moglo bi se reći da reproduktivno starenje kod žena počinje već u 
embrionalnom periodu i završava se deplecijom folikula u jajniku i menopauzom. U periodu 
perimenopauze generalno se koncentracija estradiola postepeno smanjuje u skladu sa 
iscrpljivanjem folikularnih rezervi (Butler i Santoro, 2011; Harlow i sar, 2012; Prior, 1998). 
Međutim, u perimenopauzi uočen je i fenomen povećanja koncentracije estradiola i odnosa 
estradiol/progesteron tokom folikularne faze ciklusa, tzv. hiperestrogeni ciklus (Santoro i sar, 
1996). Prior (1998) je opisao „paradoks endogene hiperstimulacije“, jer uprkos povećanju 
koncentracije estradiola i osetljivosti ER, paradoksalno smanjuje se koncentracija 
progesterona u lutealnoj fazi (Prior, 1998). Ovakav hiperestrogeni ciklus predstavlja „prozor 
rizika“ za nastajanje kancera dojki i reproduktivnih organa (Hale i sar, 2002). Hiperestrogeni 
ciklus se može uporediti sa stanjem perzistentnog estrusa kod pacova usled postojanja sličnog 
odnosa koncentracije estradiola i progesterona (Finch, 2014). Perimenopauza se završava 
ulaskom žena u menopauzu, pri čemu dolazi do naglog pada koncentracije estradiola i daljeg 
smanjenja koncentracije progesterona u cirkulaciji (Djahanbakhch i sar, 2007).  
S obzirom na konstantno produženje životnog veka i nepromenjen period ulaska žena u 
menopauzu, oko 50-e godine, predviđa se da će do 2025. godine broj žena koje su u 
menopauzi dostići oko 1,1 milijardu (Stute i sar, 2016) i da će žene u menopauzi provesti 
trećinu svog života.  
 
Reproduktivno starenje kod muškaraca je praćeno postepenim padom koncentracije 
testosterona u plazmi usled povećanja aktivnosti aromataza koje sintetišu estradiol iz 
testosterona (Hemsell i sar, 1974). Koncentracija estradiola u cirkulaciji korelira sa količinom 
potkožnog masnog tkiva, s obzirom da kod muškaraca estradiol nastaje dominantno 
aromatizacijom iz androgena u ćelijama masnog tkiva koje je bogato aromatazama 
(Vermeulen i sar, 2002). Koncentracije estradiola u plazmi sredovečnih muškarca su veće 
nego u plazmi žena u postmenopauzi (Vermeulen i sar, 2002).  
 
Za proučavanje reproduktivnog starenja kod žena potrebno je izabrati odgovarajući 
životinjski model. Kao i kod ljudi, tako i kod ostalih primata i glodara folikularna atrezija 
inicira reproduktivno starenje. Međutim dugačak životni vek, visoki troškovi i značajne 
prepreke u radu sa nehumanim primatima kao translacionim modelima ograničili su njihovo 
korišćenje na relativno mali broj laboratorija (Brinton, 2012). Sledstveno tome, za 
proučavanje ovog fenomena najčešće se koriste glodari, budući da su mehanizmi 
reproduktivnog starenja slični kao kod ljudi. Shodno tome, promene koje se događaju 
starenjem kod ovih životinja su slične kao kod ljudi, a ogledaju se u opadanju broja folikula, 
neredovnim ciklusima, fluktuaciji koncentracije steroidnih hormona i smanjenju plodnosti 
(Finch i sar, 1984; Saal i sar, 1994; Van Kempen i sar, 2011). Valja naglasiti da se nepravilnost 
dužine ciklusa smatra jednim od pouzdanih indikatora smanjenja plodnosti i predstojećeg 
reproduktivnog starenja (Saal i sar, 1994). 
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Početak reproduktivnog starenja kod životinja karakterišu faze dužih estrusnih ciklusa, koji 
su posledica izmenjenog trajanja faza u okviru jednog ciklusa, jer životinje mogu ostati u nekoj 
od faza 3-5 dana (Marcondes i sar, 2002). Period nepravilnih ciklusa često je praćen fazom 
perzistentnog estrusa, koju prati produžena vaginalna citologija koja odgovara fazi diestrusa 
sa intermitentnom ovulacijom, poznatom i kao pseudo-trudnoća (PP) (Paccola i sar, 2018). PP 
može trajati do 10 dana, a zatim može da bude prekinuta fazom estrusa koja se identifikuje 
prisustvom kornifikovanih ćelija u vaginalnom razmazu (Huang i sar, 1976; Lu i sar, 1979). 
Sredovečne ženke imaju povišene koncentracije estrona i estradiola u serumu u odnosu na 
mlade. S obzirom da je tokom PP prisutan i određeni broj folikula, sredovečne ženke mogu da 
ovuliraju a sve ovo vodi ka izmenjenim koncentracijama progesterona i narušenom odnosu 
estradiol/progesteron (Lu i sar, 1979; Sone i sar, 2007; Westwood, 2008). Krajnji stadijum 
reproduktivnog starenja kod pacova jeste anestrus koji karakteriše odsustvo svih faza ciklusa 
(Saal i sar, 1994) i ekvivalentan je periodu postmenopauze kod žena (Brinton, 2012; Finch, 
2014). 
Kako bismo ispitali značaj odnosa koncentracija cirkulišućeg estradiola i progesterona za 
inflamatorni odgovor peritonealnih makrofaga kod ženki pacova, ove životinje su 
ovarijektomisane. Naime, budući da nakon ovarijektomije kod pacova značajno raste 
koncentracija cirkulišućeg estradiola, ali ne i progesterona (Pilipović i sar, 2016), odnos 
koncentracija estradiola i progesterona je značajno veći u odnosu na onaj kod 
neovarijektomisanih životinja. Ovaj porast koncentracije estradiola nakon ovarijektomije 
objašnjava se pojačanom ekstragonadnom aromatizacijom androgena koje sekretuju 
nadbubrežne žlezde (Zhao i sar, 2005). 

Kod ovarijektomisanih pacova pored estradiola i progesterona ovarijektomijom dolazi do 
gubitka i testosterona. Međutim, tokom vremena ekstragonadnom sintezom (adrenalna 
žlezda, mozak, koža, masno tkivo) navedeni hormoni se nadoknađuju delom ili u potpunosti. 
Nivo estradiola u operisanim i neoperisanim životinjama se izjednačava posle 10 meseci od 
ovarijektomije (Stanojević i sar, 2015). U međuvremenu treba ispitati da li je produžena, 
višemesečna razlika u koncentraciji hormona između dve grupe ženki pacova (dugotrajna 
hormonska deprivacija) uticala na aktivnost makrofaga. 

Ispitivanja funkcijskog kapaciteta makrofaga korišćenjem „prirodnog“ modela i 
ovarijektomisanih životinja treba da omoguće sagledavanje njihove funkcije tokom tzv. 
„prozora rizika“. Ovo  bi potencijalno moglo da bude važno za dizajniranje terapijskih 
intervencija koje bi omogućile da se izbegnu oni efekti reproduktivnog starenja koji bi mogli 
da doprinesu razvoju  bolesti koje su karakteristične za period nastupanja menopauze kod 
žena. Ispitivanja na modelu ovarijektomisanih životinja mogu dodatno da potvrde fiziološki 
značaj odnosa ova dva steroidna hormona i da ukažu na potencijalne efekte izolovane 
supstitucione terapije estrogenima.  

U zaključku, inflamatorni odgovor/aktivnost makrofaga zavisi od pola, genetike i starosti 
jedinke. Iako ima dosta podataka u literaturi koji ukazuju da postoje polne razlike u 
funkcionalnoj aktivnosti makrofaga, studije koje su usmerene na istraživanje uticaja pola i 
značaja polnih hormona za starenjem uslovljene promene u aktivnosti ovih ćelija izuzetno su 
retke. Takođe, uticaj genetske građe na starenjem uslovljene promene u aktivnosti makrofaga 
nedovoljno je ispitan. Za planiranje ovih istraživanja važno je napomenuti da životinjski 
modeli imaju prednost kada se ispituje uticaj genetskih faktora na inflamatorni odgovor u 
poređenju sa ispitivanjem na ljudima, kod kojih socijalni faktori, kao što su npr. pušenje, 
gojaznost i stres, mogu uticati na individualne razlike u inflamatornom odgovoru i otuda na 
dobijene rezultate (De Maio i sar, 2005).                                                                                              
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2. CILJEVI 
 
Imajući u vidu činjenice navedene u uvodu ove disertacije, ciljevi su bili: 
 
1. da se ispitaju promene koje nastaju u toku rane faze reproduktivnog starenja u fenotipskim 
karakteristikama (ekspresija markera aktivacije i markera koji ukazuju na poreklo/funkcijska 
svojstva) makrofaga izolovanih iz neinflamirane „mirne“ peritonealne duplje ženki AO pacova 
i peritonealne duplje ovih životinja kod kojih je tioglikolatom indukovan peritonitis, njihovoj 
fagocitnoj sposobnosti i sposobnosti da sintetišu proinflamatorne i antiinflamatorne 
medijatore; 
 
2. da se istraži značaj genetskih faktora za reproduktivnim starenjem uslovljene fenotipske i 
funkcionalne promene peritonealnih makrofaga, posebno one značajne za njihovu sposobnost 
da kontrolišu razvoj/završetak akutnog inflamatornog odgovora, uporednom analizom ovih 
njihovih svojstava kod ženki pacova AO i DA soja;  
 
3. da se utvrdi značaj polnih steroida za reproduktivnim strenjem uslovljene fenotipske i 
funkcionalne promene peritonealnih makrofaga pacova, posebno one značajne za njihovu 
sposobnost da kontrolišu razvoj/završetak akutnog inflamatornog odgovora, uporednom 
analizom ovih njihovih svojstava kod ženki i mužjaka pacova AO soja; 
 
4. da se ispita značaj promena u delovanju steroidnih hormona jajnika tokom rane faze 
reproduktivnog starenja za fenotipske i funkcionalne promene peritonealnih makrofaga ženki 
pacova AO soja, pre svega one koje su od značaja za njihovu sposobnost da kontrolišu 
razvoj/završetak akutnog inflamatornog odgovora, analizom uticaja promena u njihovom 
delovanju u in vivo uslovima (hirurška ovarijektomija na kraju reproduktivnog perioda) i 
davanja estradiola u in vitro uslovima na ovu njihovu sposobnost.
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. Eksperimentalne životinje 

U istraživanjima su korišćene ženke i mužjaci pacova AO soja, kao i ženke pacova DA soja 

uzrasta 2-4 meseca i 16-19 meseci. Pacovi su odgajani u Centru za imunološka istraživanja 

”Branislav Janković”, Instituta za virusologiju, vakcine i serume ”Torlak” u Beogradu. Pacovi 

su uzgajani u standardnim laboratorijskim uslovima: temperatura od 22°C ± 2°C, relativna 

vlažnost vazduha 40%-70%, režim smenjivanja svetla i mraka u intervalima od 12 sati i ad 

libitum pristup hrani (Veterinarski Zavod Subotica, Srbija) i vodi. Po tri životinje istog pola i 

uzrasta su bile smeštene u providne kaveze od pleksiglasa. 

Svi eksperimenti urađeni u ovoj tezi su u saglasnosti sa etičkim principima u radu sa 

eksperimentalnim životinjama i Zakonom o dobrobiti životinja (Rešenje Uprave za veterinu 

Ministarstva poljoprivrede i zaštite životne sredine Republike Srbije odobrenju sprovođenja 

ogleda na životinjama broj 2323-07-01577/2016-05/14, izdato 25.02.2016. godine). 

3.2. Hemikalije, antitela i imunokonjugati 

Tioglikolatnu podlogu obezbedio je Institut za virusologiju, vakcine i serume „Torlak“. 

Lipopolisaharid (engl. Lipopolysaccharide, LPS), fenil-metil-sulfonil-fluorid (engl. 

phenylmethyl sulfonil fluorid, PMSF), izo-nitrozo-propio-fenon (engl. α-

isonitrosopropiophenone, ISPF), nitroblutetrazolijum (engl. nitrobluetetrazolium, NBT), orto-

fenilen-diamin (engl. orthophenylenediamine, OPD), dimetilsulfoksid (engl. 

dimethylsulfoxide, DMSO), sulfanil-amid, naftil-etilen-diamin, medijum Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) sa i bez fenol crvenog indikatora, 17β-estradiol (E2) su nabavljeni 

od proizvođača „Sigma“, St. Louis, Mo.,SAD. Fetalni teleći serum (engl. foetal calf serum, FCS) 

je nabavljen od proizvođača Gibco, Grand Island, NY, SAD. 

Monoklonska antitela poreklom iz miša uperena protiv antigena na ćelijama pacova: anti-

CD163 antitelo (klon HIS36) konjugovano sa fikoeritrinom (engl. phycoerythrin, PE), anti-

MHCII antitelo(klon OX-6) konjugovano sa fluorescein-izotiocijanatom (engl. fluorescein 

isothiocyanate, FITC) ili PE-om i sekundarna antitela: FITC-om konjugovan kozji anti-zečiji 

IgG (engl. goat anti-rabbit, GAR-FITC), PE-om konjugovan magareći anti-zečiji IgG (engl. 

donkey anti-rabbit DAR-PE), kao i streptavidin konjugovan sa peridinin hlorofil proteinom 

(engl. peridinin chlorophyll protein, PerCP) nabavljena su od proizvođača BD Pharmingen 

(Mountain View, CA, SAD). Odgovarajuće izotipske kontrole su takođe nabavljene od BD 

Pharmingena. Monoklonsko anti-CD68 antitelo (klon ED1) konjugovano sa FITC-om, anti-

CD68 antitelo (klon ED1) obeleženo biotinom i neobeleženo anti-CD169 antitelo (klon ED3) 

su kupljeni od proizvođača Serotec (Oxford, UK). Poliklonska antitela protiv estrogenskog 

receptora (ER) α i β, kao i anti-CCR7 (engl. C-C chemokine receptor type 7, CCR7) i anti-TLR4 

antitelo su nabavljena od proizvođača Abcam (Cambridge, MA, SAD). Sekundarno antitelo 

protiv mišjeg IgG obeleženo sa PCPCy5.5 (engl. goat anti-mouse, GAM-PCPCy5.5) je kupljeno 

od proizvođača Biolegend (San Diego, CA, SAD). 
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3.3. Ovarijektomija 

Ženke pacova AO soja u uzrastu od 10 meseci, odnosno pred sam kraj reproduktivnog perioda 

(Dudley, 1982) podvrgnute su bilateralnoj ovarijektomiji. Ovarijektomija je vršena u totalnoj 

anesteziji. Intraperitonealno je aplikovana smeša anestetika (8ml/kg) koja je sadržala 

ketamin (100 mg/ml), ksilazin (20 mg/ml) i fiziološki rastvor u odnosu 1:0,5:8,5. Jajnici su 

zatim uklanjani kroz dorzo-lateralne rezove sa obe strane kičmenog stuba. Rana je fiksirana 

hirurškim kopčama i lokalno tretirana antibiotskim praškom. Stanje životinja je praćeno 24 

sata u individualnim kavezima. Kontrolne životinje su ”lažno” operisane, tako što su prošle 

kroz isti tretman, uz manipulaciju jajnika ali bez njihovog uklanjanja. Eksperiment (izolacija 

makrofaga peritonealne šupljine) je urađen 10 meseci nakon ovarijektomije. Korišćene su 

samo životinje kod kojih je utvrđeno da su uspešno bilateralno ovarijektomisane, dok su one 

kod kojih su primećene rezidue tkiva ovarijuma izuzete iz eksperimenta. 

3.4. Određivanje faze estrusnog ciklusa kod ženki pacova 

Faza ciklusa može da se odredi identifikovanjem određenih ćelija u vaginalnom brisu, 

posmatranjem morfoloških promena na jajnicima i uterusu i makroskopskim pregledom 

vagine. U ovom istraživanju smo fazu ciklusa u kom se ženke nalaze utvrđivali 

identifikovanjem karakterističnih ćelija u vaginalnom brisu 10 dana uzastopno pre 

eksperimenta. Mala zapremina fiziološkog rastvora (200µl) je špricem aplikovana u vaginu, 

aspirirana i prenošena na mikroskopsko staklo, nakon čega je nativni preparat posmatran pod 

mikroskopom. Iako gustina ćelija nije najsigurniji način za procenu faze ciklusa, s obzirom da 

zavisi od načina na koji je uzet vaginalni bris, poznato je da i estrus i proestrus karakteriše 

visoka gustina ćelija. Razlika između estrusa i proestrusa ogleda se u tome što je prisustvo 

okruglih epitelnih ćelija sa jedrom karakteristično za proestrus, dok u estrusu preovladavaju 

velike rožnate epitelne ćelije nepravilnog oblika bez nukleusa, a može se primetiti i sluz 

(Paccola i sar, 2018). Metaestrus karakteriše mali broj ćelija, dok u diestrusu dominiraju 

limfociti i poneka okrugla epitelna ćelija sa jedrom. 

U ovom istraživanju su korišćene mlade ženke koje su na dan eksperimenta bile u proestrusu. 

Vaginalni brisevi sredovečnih ženki su pokazali odsustvo ćelija karakterističnih za određene 

faze ciklusa. Dodatno je određivanjem koncentracije estradiola i progesterona u serumu 

potvrđeno da su ženke stare 16-19 meseci, ušle u fazu „perzistentnog anestrusa“. Takođe, 

korišćene su samo sredovečne ženke koje nikada nisu bile skotne, jer postoje istraživanja koja 

povezuju reproduktivno iskustvo sa izmenjenim vrednostima cirkulišućeg estrogena (Barrat i 

sar, 1997) koji posledično dovodi do promena u sekretornim funkcijama makrofaga 

(Carvalho-Freitas i sar, 2007). 

3.5. Indukcija inflamatornih makrofaga intraperitonealnim ubrizgavanjem 

tioglikolatnog medijuma 

Tioglikolatna podloga je suva mikrobiološka podloga u kojoj se pored natrijum-tioglikolata i 

L-cisteina (redukciona sredstva koja uklanjaju kiseonik i druge oksidanse), nalaze i hidrolizat 

kazeina, kvasac, agar, glukoza (hranljive materije), zatim natrijum-hlorid i metilensko-plavo 

(redoks indikator, redukovan je bezbojan, oksidovan je zelen). Rastvor tioglikolatnog 



Materijal i metode 

24 

 

medijuma je pravljen u koncentraciji 2,4% tako što je suva podloga kuvana u destilovanoj vodi 

do potpunog rastvaranja. Rastvor je hlađen na sobnoj temperaturi i mlak je filtriran kroz 

kvalitativni filter papir. Intraperitonealno je aplikovano po 7ml rastvora tioglikolatnog 

medijuma.  

3.6. Dobijanje seruma i određivanje koncentracije polnih hormona u serumu 

Nakon 7 dana od ubrizgavanja tioglikolatnog medijuma, životinje su anestezirane subkutanim 

davanjem rastvora anestetika (ketamin/ksilazin) što je obezbedilo dovoljno duboku 

anesteziju za izvođenje punkcije srca. Krv dobijena punkcijom iz srca životinja je korišćena za 

dobijanje seruma. Krv je ostavljana da koaguliše tokom 1h na sobnoj temperaturi, a zatim još 

1h na +4° C. Serumi su izdvajani centrifugiranjem na 400 x g u toku 20 minuta. Uzorci su 

čuvani na -80°C do određivanja koncentracije hormona. Koncentracija estradiola, 

progesterona i testosterona je određivana hemiluminiscentnim enzimskim imuno esejom 

(Immulite, Euro/DPC, Velika Britanija) na analizatoru IMMULITE 1000. 

3.7. Izolovanje rezidentnih i TG makrofaga iz peritonealne šupljine 

Nakon punkcije krvi iz srca životinja, što je dovelo do eutanazije iskrvarenjem, abdomen 

životinja je prebrisan 70% alkoholom. Pažljivim zasecanjem je odvojeno krzno od zida 

peritoneuma. Napravljen je mali rez na prednjem zidu peritoneuma dužine 1,5cm i u 

peritonealnu šupljinu je špricem sipano 10 ml hladnog, sterilnog fosfatnog pufera. Nakon 

blagog protresanja životinje kako bi se rastvor rasporedio po celoj peritonealnoj šupljini, 

špricem je pažljivo aspirirana suspenzija ćelija. Ćelije su oprane dva puta u rastvoru 

PBS/2%FCS pre brojanja. Ćelije su bojene u rastvoru Turck-a u odnosu 1:10, a zatim su 

brojane pod mikroskopom.  

3.8. Određivanje ekspresije antigena na makrofagama peritonealne šupljine 

protočnom citofluorimetrijom 

Od suspenzija ćelija peritonealne šupljine prethodno podešenih na koncentraciju 1x107/ml, 

izdvojeno je 50 μl suspenzije (5x105 ćelija) za detekciju antigena.  

3.8.1. Obeležavanje membranskih antigena 

Za obeležavanje antigena koji se eksprimiraju na membrani ćelije korišćena su antitela 

direktno konjugovana sa fluorescentnom bojom ili sa biotinom. Ćelije kojima su dodata 

antitela direktno konjugovana sa fluorohromima su inkubirane 30 minuta na 4oC u mraku, a 

zatim oprane dva puta rastvorom PBS/2%FCS/0,09%NaN3. Kada je izvođeno indirektno 

bojenje korišćenjem antitela konjugovanih sa biotinom, posle inkubacije sa ovim antitelima, 

ćelijama je posle pranja dodat  streptavidin konjugovan FITC-om, PE-om ili PerCP-om. Ćelije 

su ponovo inkubirane 30 minuta na 4oC u mraku, nakon čega su oprane 2 x u rastvoru 

PBS/2%FCS/0,09%NaN3. Pre učitavanja, sve ćelije su oprane još jednom u rastvoru 

PBS/0,09%NaN3. 
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3.8.2. Obeležavanje unutarćelijskih antigena 

Ćelije su prvo fiksirane sa 500 μl 0,25% paraformaldehida u PBS/NaN3 tokom 20 minuta na 

4oC u mraku, a zatim oprane 2 puta rastvorom PBS/NaN3. U sledećem koraku membrana ćelije 

je permeabilizovana dodatkom 500 μl 0,2% rastvora Tween20 u PBS/NaN3 u trajanju od 15 

minuta na 4oC u mraku. Pranje permeabilizovanih ćelija je rađeno sa 0,1% rastvorom Tween-a 

u PBS/NaN3 nakon čega je dodavano primarno antitelo. Dalji postupak inkubacije i pranja su 

rađeni na isti način kao kod membranskog obeležavanja. 

3.8.3. Obeležavanje nuklearnih antigena 

Za detekciju estrogenskih receptora, posle fiksacije u 0,25% paraformaldehidu u PBS/NaN3 i 

pranja rastvorom PBS/NaN3, ćelije su dodatno fiksirane ledenim (-20oC) 70% rastvorom 

metanola u PBS-u 1 sat na 4oC uz lagano mešanje na vorteksu. Nakon centrifugiranja i pranja u 

PBS, ćelije su permeabilizovane 0,05% rastvorom Triton X-100 u PBS na 4oC, 10 minuta. Ćelije 

su centrifugirane, a onda je opet nalivan Triton X-100 i postupak permeabilizacije je 

ponovljen. Da bi se sprečilo nespecifično vezivanje antitela, pre inkubacije sa antitelima protiv 

estrogenskih receptora, ćelijama je dodat 10% rastvor zečijeg seruma u Triton X-100 i ćelije 

su ostavljene na sobnoj temperaturi 15 minuta. Nakon toga ćelije su inkubirane sa 

neobeleženim primarnim antitelima protiv estrogenskog receptora u  0,05% rastvoru Triton 

X-100/PBS preko noći na 4oC. Posle dva pranja u 0,05% rastvoru Triton X-100/PBS, na talog 

su dodavana fluorohromom obeležena sekundarna antitela (anti-zečiji IgG:FITC). Inkubacija je 

bila 30 minuta na 4oC i nakon dva pranja u PBS-u, talog ćelija je resuspendovan u 500 μl PBS i 

uzorci su analizirani na protočnom citofluorimetru. 

3.8.4. Analiza uzoraka protočnom citofluorimetrijom 

Uzorci su analizirani na citometru FACS Verse (Becton Dickinson, Mountain View, CA, SAD) sa 

argonskim jonskim laserom talasne dužine 488 nm. Detektor aparata beleži prednje rasipanje 

svetlosti (engl. forward scatter channel, FSC), koje daje podatak o veličini ćelija. Detektor 

bočnog rasipanja svetlosti (engl. side scatter channel, SSC) daje podatke o granuliranosti, 

odnosno o unutrašnjoj strukturi ćelija. Obeležavanjem površinskih i/ili intracelularnih 

antigena ćelija fluorohromima obeleženim antitelima koja su pobuđena laserskim zrakom, 

emituje se svetlost određene talasne dužine, uz informaciju o veličini i granuliranosti ćelija, pa 

se tako dobijaju informacije o zastupljenosti ćelija koje ispoljavaju ispitivane antigene, kao i o 

gustini ekspresije njihovih antigena. U eksperimentima su korišćeni FITC, PE, PerCP i PerCP 

Cy5,5 fluorohromi, čiji ekscitacioni spektar obuhvata talasnu dužinu od 488 nm, a njihovi 

emisioni spektri su takvi da se mogu razdvojiti i istovremeno detektovati, uz minimalan 

gubitak intenziteta emitovane svetlosti (maksimumi emisije: FITC-530 nm, PE-585 nm, 

PerCP/PerCP Cy5,5-650 nm).  

Po uzorku je učitavano 50 000 ćelija. Nespecifične IgG izotipske kontrole su korišćene u cilju 

definisanja nespecifičnog bojenja, a mrtve ćelije i delovi ćelija (ćelijski debris) su isključeni iz 

analize na osnovu veličine i granuliranosti ćelija. Procenat pozitivnih ćelija i procena srednjeg 
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intenziteta fluorescence za svako antitelo obeleženo fluorohromom određivani su 

korišćenjem kompjuterskog programa FACSuiteTM (BD Biosciences). Kontrole su korišćene u 

višekolornim bojenjima i one su obuhvatale sve fluorohrome sadržane na panelu, osim onog 

koji se meri. 

3.9. Određivanje funkcijskih karakteristika makrofaga peritonealne šupljine 

Određivanje funkcijskih karakteristika makrofaga vršeno je ispitivanjem kapaciteta 

adherentnih makrofaga da u prisustvu ili u odsustvu stimulatora TLR4 (LPS) odgovore 

produkcijom pro- i anti-inflamatornih medijatora. Suspenzija ćelija peritonealne šupljine je 

podešena na koncentraciju 2,5x106/ml (za određivanje fagocitne i MPO aktivnosti), odnosno 

na koncentraciju 1x106/ml (za određivanje produkcije NO, određivanje enzima arginaze i 

produkcije citokina), i u zapremini od 100 μl nalivena u bazene sa ravnim dnom mikrotitarske 

ploče (Nunc). Ćelije su adherirale na temperaturi od 37oC u atmosferi sa 5% CO2 u trajanju od 

2h, nakon čega su neadherirane ćelije ispirane sa temperiranim PBS. Na slici 1 (levo) je 

prikazan makrofagni „gejt“ označen na ex vivo ćelijama peritonealnog eksudata, dok su na slici 

1 (desno) prikazane ćelije koje su ostale u supernatantu nakon adherence. Na osnovu izgleda 

ovih profila i odsustva ćelija u makrofagnom „gejtu“ nakon adherence, može se potvrditi da su 

u najvećoj meri adherirane ćelije zapravo makrofage.  

Nakon izvedenog testa, za čitanje optičkih gustina korišćen je spektrofotometar tipa Multiscan 

Ascent plate reader (Labsystems, Helsinki, Finska). 

 

Slika 1. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profil ex vivo ćelija 
peritonealnog eksudata (levo) i ćelija u supernatantu nakon 2-časovne adherence (desno). 
Ćelije izolovane iz peritonealne šupljine su na osnovu svoje veličine (FSC) i stepena 
granuliranosti (SSC) odvojene u makrofagnom „gejt“-u. 

3.9.1. Određivanje fagocitne aktivnosti 

Adherentne ćelije su inkubirane tokom 24h sa 100 μl RPMI/5%FCS ili stimulisane sa 1mg/ml 

LPS/RPMI/5%FCS na 37oC/5%CO2. Nakon 24 sata, ploče su isprane dva puta temperiranim 

PBS-om, a potom je nalivano po 50 μl rastvora zimozana koncentracije 250 μg/ml i po 50 μl 

rastvora nitroblutetrazolijum soli koncentracije 1mg/ml. Inkubacija je trajala 1 satna 

37oC/5%CO2, kada se žuti NBT redukuje u plave formazanske produkte (Pick i Mizel, 1981). 

Ćelije su fiksirane sa 100 μl metanola, a nakon sušenja na sobnoj temperaturi preko noći, boja 
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je razvijana dodatkom 2M kalijum-hidroksida rastvorenog u 10% DMSO. Intenzitet plave boje 

je očitan na 620 nm, a rezultati su predstavljani kao srednje vrednosti optičkih gustina. 

3.9.2. Određivanje aktivnosti enzima mijeloperoksidaze – MPO 

Adherentne ćelije su tokom sledećih 24h inkubirane u prisustvu 100 μl RPMI/5%FCS ili 1 

mg/ml LPS/RPMI/5%FCS na 37oC/5% CO2. Nakon 24 h inkubacije, ćelije u mikrotitarskoj 

ploči su oprane 2 puta rastvorom temperiranog PBS, a zatim je nalivano po 50 μl rastvora OPD 

(1mg/ml u 10 mM citratnom puferu pH 5,0), prethodno aktiviranog sa 12% H2O2 i 

0,001%Triton-X-100. Ploče su inkubirane u mraku do razvoja boje tokom 10 minuta, a 

reakcija je prekidana sa 50 μl 2M H2SO4. Intenzitet nastale žute boje je meren na talasnim 

dužinama 492 i 620 nm, a rezultati su predstavljani kao srednje vrednosti optičkih gustina 

(Bradley i sar, 1982).  

3.10. Određivanje sekretornog profila makrofaga peritonealne šupljine 

3.10.1. Određivanje produkcije azot-monoksida – NO 

Adherentne ćelije su inkubirane tokom 48h u prisustvu 100μl RPMI/5%FCS ili stimulisane sa 

1mg/ml LPS/RPMI/5%FCS na 37oC / 5% CO2. Nakon 48h u novu ploču je preneto po 50 μl 

supernatanta ćelijskih kultura i dodavano je po 50 μl Griess-ovog reagensa. Griess-ov reagens 

je smeša 2% sulfanil-amida u koncentrovanoj fosfornoj kiselini i 0,2% naftil-etilen-diamina u 

vodi. Fotosenzibilan je, pa se pravi ex tempore, mešanjem ova dva rastvora u odnosu 1:1. Boja 

se razvija 10 minuta na sobnoj temperaturi, u mraku. Optička gustina je očitavana na 405 nm, 

a koncentracija nitritnih jona je određivana ekstrapolacijom iz standardne krive koja je 

pokrivala opseg koncentracija od 1-100 μM NaNO2. 

3.10.2. Određivanje aktivnosti enzima arginaze 

Nakon uzimanja po 50 μl supernatanta ćelijskih kultura za određivanje koncentracije 

produkovanog NO, ploče sa adherentnim ćelijama su centrifugirane 5 minuta na 800g i 

ispirane 2 puta temperiranim PBS. Nalivano je po 50 μl pufera za lizu (2mM rastvor PMSF u 

apsolutnom etanolu je u razmeri 1:100 pomešan sa 0,1% rastvorom Triton X-100 u PBS) i 

ploče su postavljene na orbitalni šejker tokom 30 minuta. Nakon lize ćelija, ploče su po 

potrebi zamrzavane na -20oC, a aktivnost arginaze je određivana odmah ili najkasnije 7 dana 

od zaleđivanja. Aktivnost enzima arginaze je određivana merenjem koncentracije uree kao 

finalnog produkta metabolizma arginina. 

U ploče sa liziranim ćelijama, koje su po potrebi prethodno odleđene i temperirane, dodavano 

je po 50 μl 10mM rastvora MnCl2u 50 mM rastvoru Tris-HCl i ploče su inkubirane 10 minuta 

na 55oC da bi došlo do aktivacije enzima arginaze. Nakon toga, po 25 μl lizata iz ploča je 

prenošeno u ependorfe kojima je dodavano 25 μl 0,5M rastvora arginina. Nakon inkubacije na 

37oC preko noći, reakcija hidrolize arginina do ornitina i uree, je zaustavljana dodatkom 400 

μl smeše kiselina (koncentrovane sumporne i fosforne kiseline u vodi u odnosu 1:3:7) i 25 μl 

9% rastvora ISPF. Uzorci su zatim zagrevani 45 minuta na 100oC kada dolazi do razvijanja 

ružičaste boje. Nakon hlađenja, 100 μl uzorka i standarda uree se prenosilo u bazene 
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mikrotitracionih ploča i očitavala se optička gustina na 540 nm. Rezultati su se preračunavali 

na osnovu standardne krive uree koja je u opsegu koncentracija od 25-1600 μM. 

3.11. Određivanje koncentracije citokina ELISA testovima 

3.11.1.1. Priprema uzoraka za izvođenje ELISA testova 

Adherentne ćelije su stimulisane tokom 24h sa 100 μl rastvora LPS koncentracije 1μg/ml u 

RPMI/5%FCS na 37oC / 5% CO2. Ploče sa ćelijama su centrifugirane na 800g, 5 min, a 

supernatanti izdvojeni i čuvani na -70°C do određivanja koncentracije dole navedenih 

citokina. 

3.11.1.2. Izvođenje ELISA testova 

Koncentracija citokina u supernatantima kultura ćelija peritonealne šupljine stimulisanih sa 

LPS je određivana komercijalnim imunoenzimskim (enzyme-linked immunoadsorbent assay, 

ELISA) testovima. Generalno se koristi dvostruka (engl. Sandwich) ELISA, u kojoj se, kao u 

sendviču, kombinuju dva antitela koja su uperena protiv različitih epitopa u molekulu istog 

citokina. Vezujuće antitelo (engl. capture antibody) se koristi za oblaganje bazena 

mikrotitracione ploče, dok detektujuće antitelo može biti direktno vezano za enzim ili 

obeleženo biotinom. Na ovaj način se povećava senzitivnost detekcije citokina u odnosu na 

standardni ELISA protokol. 

Koncentracija IL-1β određivana je pomoću komercijalnog ELISA Kit. U bazene ploča 

prethodno obloženih vezujućim anti-IL-1β antitelom je dodato po 100 µl standarda ili uzoraka 

u triplikatu. Ploča zaštićena adhezivnom folijom je inkubirana na sobnoj temperaturi 2 h, 

posle čega su bazeni isprani 5 × sa 300 µl pufera za ispiranje. Dodato je 100 µl detekcionog 

antitela obeleženog biotinom i inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim su bazeni 

ponovo isprani. Inkubacija sa rastvorom  streptavidin-HRP je bila 30 minuta na sobnoj 

temperaturi i posle pranja ploče, bazenima je dodato po 100 µl rastvora supstrata tetrametil 

benzidina (TMB). Ploča je zatim ostavljena na tamnom mestu, kako bi se razvila boja, a nakon 

zaustavljanja enzimske reakcije apsorbanca je očitavana na talasnoj dužini od 450 nm. 

Koncentracija IL-1β u supernatantima ćelijskih kultura izračunata prema standardnoj krivi 

koja je konstruisana prema poznatim, dvostruko opadajućim koncentracijama standardnih 

rastvora u opsegu2500-25,6 pg/ml. Ovim kitom se mogu detektovati koncentracije IL-1β ≤ 12 

pg/ml u ispitivanim uzorcima. 

Koncentracija IL-6 određivana je pomoću komercijalnog Legend max™ rat ELISA Kit-a. 

Nakon ispiranja ploča obloženih sa anti-IL-6 vezujućim antitelom, naliveno je po 100 µl 

uzorka i standarda u triplikatu. Mikrotitracione ploče su inkubirane 2 h na sobnoj 

temperaturi, bazeni isprani puferom i dodato je po 100 µl anti-IL-6 antitela konjugovanog 

biotinom. Posle inkubacije od 1 h na sobnoj temperaturi uz mešanje, bazeni su ispirani i 

sledila je inkubacija sa 100 µl avidin-HRP-a 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ispranja, 

ploče su inkubirane 10 minuta u mraku u rastvoru supstrata. Rastvorom za zaustavljanje 

reakcije prekinuto je razvijanje boje, a intenzitet razvijene boje je očitavan na talasnoj dužini 

od 450 nm. Koncentracija IL-6 u uzorcima ekstrapolirana je sa standardne krive koja je 
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napravljena prema poznatim, dvostruko opadajućim koncentracijama standardnih rastvora 

od kojih je početna bila 1200 pg/ml i najniža je bila 18,8 pg/ml. Prosečna minimalna 

koncentracija IL-6 koju je moguće detektovati ovim testom je <6,2 pg/ml. 

Koncentracija TNF-α određivana je komercijalnim ELISA MAX™ Deluxe Setom, prema 

uputstvu proizvođača. Bazeni mikrotitracione ploče se jedan dan pre izvođenja testa oblažu sa 

100 µl specifičnog monoklonskog antitela protiv pacovskog TNF-α (razblaženje 1:200). Ploča 

je inkubirana preko noći na +40C, a sledećeg dana bazeni su isprani 4 puta sa 300 µl 

PBS/0,05% Tween 20 i dodato je po 200 µl komercijalnog rastvarača da bi se sprečilo 

nespecifično vezivanje. Nakon inkubacije tokom 1 h na orbitalnoj mešalici i ispiranja, u bazene 

je dodato po 100 µl standarda/uzoraka u triplikatu koji su inkubirani tokom 2 h na orbitalnoj 

mešalici na sobnoj temperaturi. Bazeni su zatim isprani i u svaki bazen je dodato 100 µl anti-

TNF-α detekcionog antitela obeleženog biotinom (razblaženje 1:200) i uzorci su inkubirani 1 

h na sobnoj temperaturi, uz mešanje. Nakon ispiranja ploča, naliveno je 100 µl avidina 

obleženog peroksidazom rena (engl. horse radish peroxidase, HRP)u razblaženju 1:1000. 

Nakon inkubacije 30minuta, ploče su isprane, a u bazene je naliveno po 100 µl sveže 

pripremljenog rastvora supstrata. Nakon inkubacije u mraku, reakcija je zaustavljana 

dodavanjem po 100 µl 4M H2SO4. Intenzitet boje meren je na talasnoj dužini 450 nm na 

spektrofotometru, a koncentracija TNF-α u uzorcima supernatanta izračunata prema 

standardnoj krivi napravljenoj na osnovu standarda poznatih, dvostruko opadajućih 

koncentracija počev od 1000 do 15,6 pg/ml. Minimalna detektabilna koncentracija TNF-α 

ovim kitom je 2 pg/ml. 

Koncentracija TGF-β određivana je korišćenjem Quantikine® ELISA. Kako bi se latentni TGF-

β preveo u imunoaktivni oblik, pre početka izvođenja testa 100 µl uzorka je pomešano sa 20 

µl 1M HCl-a i inkubirano 10 minuta na sobnoj temperaturi. Posle toga su uzorci neutralisani sa 

20 µl 1.2M NaOH/0.5 M HEPES-a i kao takvi korišćeni u testu za određivanje koncentracije 

TGF-β. Ploče obložene vezujućim anti-TGF-β antitelom su inkubirane 2h na sobnoj 

temperaturi sa standardom/uzorkom u triplikatu. Posle ispiranja dodato je 100 µl anti-TGF-

β1 antitela konjugovanog sa enzimom. Nakon inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi, bazeni 

su ispirani i inkubirani 30 minuta sa rastvorom supstrata. Reakcija je zaustavljana i intenzitet 

razvijene boje očitavan na talasnoj dužini od 450 nm. Koncentracija TGF-β1 izračunata je na 

osnovu standardne krive čiji je opseg bio od 15,6 - 1000pg/ml. Minimalna koncentracija TGF-

β1 koja se može detektovati ovim testom je 4,6 pg/ml.  

Koncentracija IL-10 određivana je pomoću komercijalnog R&D Systems® rat ELISA Kit-a. 

Ploče obložene vezujućim anti-IL-10 antitelom su inkubirane 2 h na sobnoj temperaturi sa 

standardom/uzorkom u triplikatu, bazeni isprani 4 puta puferom i dodato je po 100 µl anti-IL-

10 antitela konjugovanog biotinom. Posle inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi uz mešanje, 

bazeni su ispirani i sledila je inkubacija sa 100 µl avidin-HRP-a 30 minuta na sobnoj 

temperaturi. Nakon ispranja ploče, uzorci su inkubirani 10 minuta u mraku u rastvoru 

supstrata. Nakon zaustavljanja reakcije, intenzitet razvijene boje očitavan je na talasnoj dužini 

od 450 nm. Koncentracija IL-10 u uzorcima ekstrapolirana je sa standardne krive, koja je 

napravljena prema poznatim, dvostruko opadajućim koncentracijama standardnih rastvora, 
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čiji je opseg koncentracija bio od 15,6 – 1000 pg/ml. Prosečna minimalna koncentracija IL-10 

koju je moguće detektovati ovim testom je ˃10 pg/ml. 

3.12. Ispitivanje direktnog modulišućeg delovanja estradiola in vitro na 

promene u citokinskom profilu TG makrofaga tokom reproduktivnog starenja 

 

Poseban deo studije koja je prethodila izradi ove disertacije je bio posvećen ispitivanju 

direktnog modulišućeg delovanja estradiola u opsegu koncentracija od 10-12M do 10-8M na 

produkciju H2O2, NO, uree i citokina adheriranih inflamatornih makrofaga peritonealne 

šupljine pacova. S obzirom da se koncentracija estradiola u cirkulaciji menja tokom ciklusa, 

kao i da koncentracija lokalno produkovanog estradiola u tkivu može da bude značajno 

različita u odnosu na njegove vrednosti u cirkulaciji, koncentracija korišćena u ovoj studiji 

(10-10M) je izabrana na osnovu vrednosti nivoa estradiola u serumu ženki pacova tokom 

proestrusa i u središnjem delu testisa, tik do eferentnih semenih kanala mužjaka. Najviša 

koncentracija estradiola kojoj makrofage izolovane iz peritonealne šupljine mogu biti izložene 

jeste 10-8M, a ove vrednosti su zabeležene u krvi vena ovarijuma reproduktivno zrelih ženki u 

proestrusu (Lu i sar, 1979). 

U in vitro istraživanju u ovoj disertaciji je izabrana koncentracija estradiola od 10-10M, jer su 

delovanjem estradiola u ovoj koncentraciji zapažene najveće promene u sekretornoj i 

funkcijskoj aktivnosti makrofaga. 

3.13. Statistička evaluacija rezultata 

Svi rezultati su izraženi kao srednja vrednost ± standardna greška. Korišćena je metoda 

jednofaktorske i dvofaktorske analize varijanse (ANOVA) uz primenu Bonferroni testa za post 

hoc poređenje. Statistička obrada podataka je vršena statističkim programom GraphPad Prism 

5 (GraphPadSoftware, Inc., CA, USA). Statistički značajnom je smatrana vrednost p<0,05.
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4. REZULTATI 

4.1. UTICAJ REPRODUKTIVNOG STARENJA NA FENOTIPSKE I FUNKCIJSKE 

KARAKTERISTIKE REZIDENTNIH I TIOGLIKOLATNIM MEDIJUMOM 

INDUKOVANIH ĆELIJA PERITONEALNE ŠUPLJINE ŽENKI AO SOJA PACOVA 

Makrofage odgovaraju na različite signale iz mikrosredine menjajući fenotipske i funkcijske 

karakteristike (Xu i sar, 2013). Shodno tome ispitivan je značaj reproduktivnog starenja za 

fenotipske i funkcijske karakteristike makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine intaktnih 

ženki pacova AO soja i pacova kojima je indukovan peritonitis TG medijumom. 

4.1.1. Telesna masa i broj rezidentnih i tioglikolatnim medijumom indukovanih 
ćelija izolovanih iz peritonealne šupljine mladih i sredovečnih ženki AO 
pacova 

Telesna masa AO pacova nije se značajno razlikovala između grupa (Sl.2A). Broj ćelija koje su 

izolovane iz peritonealne šupljine životinja nije se značajno razlikovao između mladih i 

sredovečnih ženki pacova AO soja (Sl. 2B).  

Intraperitonealno ubrizgavanje tioglikolata je dovelo do značajnog povećanja broja ćelija u 

peritonealnom eksudatu i kod mladih i kod sredovečnih ženki AO pacova. Starenje nije uticalo 

na ukupan broj ćelija. 

 

Slika 2. Uticaj reproduktivnog starenja na (A) telesnu masu i (B) ukupan broj rezidentnih i 
tioglikolatom indukovanih ćelija izolovanih iz peritonealne šupljine ženki pacova AO soja. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 
razlike: bp<0,01; c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 

4.1.2. Značaj promene odnosa serumskih koncentracija estradiola i progesterona 
tokom reproduktivnog starenja ženki AO pacova 

Nalazi ove teze ukazuju da se reproduktivnim starenjem smanjuje koncentracija estradiola i 

progesterona u serumu ženki pacova (Sl. 3A, B). Koncentracija estradiola u serumu 

sredovečnih je bila oko 20% niža, a progesterona 52% niža u odnosu na vrednosti kod mladih 

ženki. Posledično, odnos estradiola i progesterona u serumu je bio značajno veći kod 

sredovečnih u odnosu na mlade ženke (Sl. 3). 



Rezultati 

32 

 

 

Slika 3. Grafici predstavljaju koncentracije (A) estradiola (pM), (B) progesterona (nM) i (C) 

njihovog odnosa (estradiol/progesteron x 10-3) merene u serumima ženki AO pacova. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 

razlike: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. mlade. 

Sve CD68+ makrofage su eksprimirale ER-α i ER-β (Sl. 4A). Gustina ekspresije, sudeći prema 

srednjem intenzitetu fluorescence (engl. mean fluorescence intensity, MFI) ER-α i ER-β je bila 

značajno niža u peritonealnim makrofagama sredovečnih u odnosu na mlade ženke pacova AO 

soja (Sl. 4B). 

 

Slika 4. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski histogrami (A) ER-α (levo) i ER-β 

(desno) (izotipska kontrola-puna linija, 2-4m-svetla, isprekidana i 16-19m-tamna, 

isprekidana linija). (B) Gustina ekspresije ER-α i ER-β u TG makrofagama izolovanih iz 

peritonealne šupljine ženki pacova AO soja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM 

(n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: *** p<0,001 vs. mlade. 
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4.1.3. Fenotipski profil rezidentnih i TG makrofaga peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki AO pacova 

Ćelije izolovane iz peritonealne šupljine su analizirane na protočnom citofluorimetru u okviru 
populacije ćelija koja na osnovu svoje veličine (FSC) i stepena granuliranosti (SSC) odgovaraju 
makrofagama (makrofagni „gejt“). 

Makrofage pacova se obično identifikuju na osnovu unutarćelijske ekspresije lizozomalnog 
markera CD68 (pan-makrofagni marker kod pacova) korišćenjem za njega specifičnog ED1 
monoklonskog antitela (Dijkstra i sar, 1985). Analiza na protočnom citofluorimetru je 
pokazala da oko 80% rezidentnih ćelija peritonealne šupljine mladih i sredovečnih ženki 
eksprimira CD68 molekul. Indukcija peritonitisa ubrizgavanjem tioglikolata nije dovela do 
promene procenta CD68+ ćelija kod mladih, ali je kod sredovečnih ženki porastao procenat 
CD68+ ćelija, tako da je zastupljenost CD68+ ćelija u populaciji tioglikolatom indukovanih 
ćelija bila značajno veća kod sredovečnih u odnosu na mlade AO ženke (Sl. 5C). 

Gustina ekspresije CD68 molekula na CD68+ ćelijama se nije menjala tokom starenja, ali je 
bila značajno manja na TG makrofagama u odnosu na rezidentne (Sl. 5C). 
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Slika 5. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profil (A) i histogram (B) 
rezidentnih (levo) i tioglikolatom indukovanih (desno) ćelija u makrofagnom „gejtu“ 
izolovanih iz peritonealne šupljine ženki pacova AO soja (izotipska kontrola-puna linija, 2-4m-
svetla, isprekidana i 16-19m-tamna, isprekidana linija) (C) Grafici prikazuju uticaj 
reproduktivnog starenja na (levo) procentualnu zastupljenost CD68+ ćelija u okviru 
makrofagnog „gejta“ i (desno) gustinu CD68 molekula po CD68+ ćeliji u populaciji rezidentnih 
i TG makrofaga. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički 
značajne razlike: ***p<0,001 vs. mlade i c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 

Kako bi se ispitao uticaj reproduktivnog starenja na aktivacioni status rezidentnih i CD68+ TG 
makrofaga, ćelije su obeležavane antitelima koja prepoznaju molekule TLR4, MHCII, CD169 i 
CCR7.  
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TLR4 molekul učestvuje u odgovoru ćelije na stimulaciju LPS-om (Kawai i Akira, 2010). 
Procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju TLR4 se nije razlikovao u populaciji rezidentnih 
CD68+ makrofaga poreklom od mladih u odnosu na sredovečne ženke (Sl. 6A). Međutim, u 
populaciji CD68+ TG makrofaga procenat TLR4+ ćelija je bio značajno niži u grupi 
sredovečnih u odnosu na mlade ženke. Ubrizgavanje tioglikolata je dovelo do smanjenja 
procenta TLR4+ makrofaga u peritonealnoj šupljini kako mladih, tako i sredovečnih ženki 
pacova AO soja (Sl. 6B). 

 

Slika 6. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) prikazuju ekspresiju 
TLR4 molekula u okviru CD68+ makrofaga (izdvojenih kao što je već prikazano na Sl. 5B) 
rezidentnih i TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki AO pacova. (B) Grafik 
prikazuje uticaj reproduktivnog starenja na procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju 
TLR4 receptor u populaciji rezidentnih i TG makrofaga. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01 vs. mlade i b p<0,01, c 
p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 
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MHCII molekuli, pored svoje uloge u prezentaciji antigena limfocitima (Buxadé i sar, 2018),  

zahvaljujući malom rastojanju od TLR4 molekula na membrani ćelije, sinergistički učestvuju u 

aktivaciji ćelije nakon stimulacije LPS-om (Frei i sar, 2010). Procenat CD68+ makrofaga koje 

eksprimiraju MHCII molekul se u populaciji rezidentnih ćelija smanjio starenjem (Sl. 7B). 

Ubrizgavanje tioglikolatnog medijuma dovelo je do dramatičnog porasta CD68+ ćelija koje 

eksprimiraju MHCII molekul i kod mladih i kod sredovečnih životinja. Reproduktivnim 

starenjem se, kao i kod rezidentnih, i kod TG makrofaga smanjio procenat CD68+ ćelija koje 

eksprimiraju MHCII molekul (Sl. 7B).  

 

Slika 7. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) prikazuju ekspresiju 
MHCII molekula u okviru CD68+ makrofaga (izdvojenih kao što je već prikazano na Sl. 5B) 
rezidentnih i TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki AO pacova. (B) Grafik 
prikazuje uticaj reproduktivnog starenja na procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju 
MHCII molekul u populaciji rezidentnih i TG makrofaga. Rezultati su prikazani kao srednja 
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vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** p<0,01 vs. mlade i c 
p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 



Rezultati 

38 

 

CD169 molekul, iako uglavnom opisan na makrofagama limfnih tkiva, prisutan je i na 
makrofagama duž krvnih sudova, gde smanjuje influks neutrofila i u fiziološkim (Karasawa i 
sar, 2015) i u inflamatornim uslovima (Khmelewski i sar, 2004), uključujući i TG indukovan 
peritonitis (Oetke i sar, 2006). Ovi nalazi ukazuju na antiinflamatornu ulogu CD169+ 
makrofaga, što bi moglo da implicira njihovu polarizaciju ka M2 makrofagama. Analiza 
ekspresije markera CD169 na našem modelu je pokazala da je procenat CD169+ ćelija bio niži 
u okviru CD68+ makrofaga sredovečnih u odnosu na mlade ženke u populaciji rezidentnih, 
kao i u populaciji TG indukovanih ćelija. Ubrizgavanje tioglikolata značajno povećava procenat 
CD68+ ćelija koje eksprimiraju CD169 molekul u ženki obe starosti pacova AO soja (Sl. 8B). 

 

Slika 8. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) prikazuju ekspresiju 
CD169 molekula u okviru CD68+ makrofaga (izdvojenih kao što je već prikazano na Sl. 5B) 
rezidentnih i TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki AO pacova. (B) Grafik 
prikazuje uticaj reproduktivnog starenja na procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju 
CD169 molekulu populaciji rezidentnih i TG makrofaga. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** p<0,01  vs. mlade i c 
p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 
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CCR7 je marker makrofaga monocitnog porekla (Gordon i Taylor, 2005) i uglavnom ukazuje 
na polarizaciju makrofaga ka M1 inflamatornom fenotipu (Martinez i sar, 2006). Za razliku od 
ekspresije MHCII i CD169 molekula, procenat rezidentnih i TG ćelija koje eksprimiraju CCR7 
molekul u okviru CD68+ makrofaga se nije menjao značajno starenjem (Sl. 9A). Ubrizgavanje 
tioglikolatnog medijuma dovelo je do povećanja procenta CCR7+ u okviru CD68+ makrofaga 
samo kod mladih AO ženki (Sl. 9B). 

 

Slika 9. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) prikazuju ekspresiju 
CCR7 molekula u okviru CD68+ makrofaga (izdvojenih kao što je već prikazano na Sl. 5B) 
rezidentnih i TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki AO pacova. (B) Grafik 
prikazuje uticaj reproduktivnog starenja na procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju 
CCR7 molekulu populaciji rezidentnih i TG makrofaga. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: a p<0,05 vs. rezidentne ćelije. 



Rezultati 

40 

 

Molekul CD163 (prepoznaje ga ED2 monoklonsko antitelo) se ispoljava na diferenciranim, 

zrelim, tkivnim makrofagama (Polfliet i sar, 2006). Procenat CD163+ ćelija bio je sličan u 

suspenzijama rezidentnih ćelija dobijenih iz peritonealne šupljine mladih i sredovečnih ženki 

pacova AO soja (Sl. 10A). Ubrizgavanje tioglikolatnog medijuma je dovelo do smanjenja 

procenta CD163+ ćelija kod mladih, ali ne i sredovečnih ženki, te je zastupljenost CD163+ 

ćelija u populaciji TG makrofaga bila značajno viša kod sredovečnih u odnosu na mlade AO 

ženke (Sl. 10B levo). 

Gustina ekspresije CD163 molekula se nije menjala tokom reproduktivnog starenja kod 

rezidentnih CD163+ ćelija, dok je na CD163+ TG makrofagama bila veća u grupi sredovečnih 

životinja (Sl. 

10B).

 

Slika 10. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski histogrami (A) rezidentnih (levo) i TG 

makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki pacova AO soja (izotipska kontrola-puna 

linija, 2-4m-svetla, isprekidana i 16-19m-tamna, isprekidana linija). (B) Grafici prikazuju 

uticaj starenja na (levo) procentualnu zastupljenost CD163+ ćelija okviru makrofagnog „gejta“ 

i (desno) gustinu CD163 molekula po CD163+ ćeliji, u populaciji rezidentnih i TG ćelija. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 

razlike: * p<0,05, ** p<0,01 vs. mlade i a p<0,05, b p<0,01 vs. rezidentne ćelije. 
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S obzirom da ubrizgavanje TG dovodi do intenzivnijeg porasta u ekspresiji molekula aktivacije 

makrofaga mladih u odnosu na sredovečne životinje, a da reproduktivno starenje ne menja ili 

smanjuje njihovu ekspresiju na makrofagama, rezultati ukazuju na značaj aktivacionog statusa 

ćelija peritoneuma za ishod modulacije njihove aktivnosti indukovane reproduktivnim 

starenjem. 
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4.1.4. Funkcijske karakteristike rezidentnih i  TG makrofaga peritonealne šupljine 
mladih i sredovečnih ženki AO pacova 

Kako bi se ispitale funkcijske i sekretorne sposobnosti makrofaga peritonealne šupljine, 

odgvarajući testovi su rađeni nakon adherence makrofaga (postupak objašnjen u Materijalu i 

metodama na Sl. 1.).  

4.1.4.1. Fagocitna aktivnost 

Fagocitoza zimozana dovodi do oksidativnog praska u makrofagama, odnosno produkcije 

superoksidnih anjona koji redukuju žute NBT soli do plavih formazana. Intenzitet plave boje 

indirektno ukazuje na stepen redukcije NBT soli i fagocitnu sposobnost ćelije (Müller i sar, 

1981). 

Ukoliko su ćelije tokom 24h inkubirane samo u medijumu (RPMI, Sl. 11A), stepen NBT 

redukcije je bio sličan u populaciji rezidentnih makrofaga sredovečnih i mladih ženki pacova 

AO soja, dok su TG makrofage sredovečnih ženki intenzivnije redukovale NBT u odnosu na 

ćelije mladih ženki. Ukoliko su ćelije dodatno in vitro stimulisane LPS-om (Sl. 11B), nije bilo 

razlika u sposobnosti redukcije NBT između ćelija mladih i sredovečnih ženki, bez obzira na 

indukciju tioglikolatom. Ubrizgavanje tioglikolata je dovelo do značajnog povećanja 

redukcionih sposobnosti makrofaga ženki pacova obe starosti. 

 

Slika 11. Uticaj reproduktivnog starenja na stepen redukcije NBT soli u populaciji rezidentnih 

i TG makrofaga koje su tokom 24h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-

om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (OG x 1000) ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički 

značajne razlike: *** p<0,001 vs. mlade i c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 
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4.1.4.2. Aktivnost mijeloperoksidaze – MPO 

Aktivnost MPO je bila značajno niža u makrofagama sredovečnih u odnosu na makrofage 

mladih ženki pacova AO soja, i to kako u populaciji rezidentnih, tako i u populaciji TG 

makrofaga (Sl.12). Ubrizgavanje tioglikolata je dovelo do značajnog povećanja aktivnosti MPO 

u makrofagama ženki pacova obe starosti.  

Međutim, kao i kod ćelija koje su inkubirane u medijumu (RPMI), tako i kod ćelija koje su 

dodatno in vitro stimulisane LPS-om tokom 24h, aktivnost MPO je bila niža u rezidentnim i TG 

makrofagama sredovečnih u odnosu na mlade ženke. Iako in vitro stimulacija LPS-om nije 

dovela do značajnog porasta u aktivnosti MPO (Sl. 12B).       

 

Slika 12. Uticaj reproduktivnog starenja na aktivnost MPO u populaciji rezidentnih i TG 

makrofaga koje su tokom 24h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost optičkih gustina (OG x 1000) ± SEM (n = 6 po 

grupi). Statistički značajne razlike: *** p<0,001 vs. mlade i c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 
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4.1.5. Sekretorni profil rezidentnih i TG makrofaga peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki AO pacova 

4.1.5.1. Produkcija NO i uree 

Od početnog uspostavljanja koncepta polarizacije makrofaga na M1 i M2 makrofage, iNOS i 

arginaza-1 smatraju se prototipskim markerom M1, odnosno M2 markera (Mills i sar, 2000). 

U kulturama makrofaga, sa ili bez LPS, merena je produkcija NO (marker aktivnosti iNOS-a) i 

uree (marker aktivnosti arginaze).  

Ukoliko su makrofage tokom 24h inkubirane u medijumu (Sl. 13A), produkcija NO je bila 

detektabilna samo u populaciji TG makrofaga. TG makrofage izolovane iz sredovečnih ženki 

produkovale su više NO od ćelija mladih ženki AO pacova. 

Ove razlike su se zadržale i nakon in vitro stimulacije LPS-om (Sl. 13B). 

 

Slika 13. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju NO (μM) u populaciji rezidentnih i TG 

ćelija koje su tokom 48h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 

razlike: *** p<0,001 vs. mlade i c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 

Aktivnost enzima arginaze je određivana merenjem produkcije uree. Ukoliko su makrofage 

inkubirane u RPMI (Sl. 14A), produkcija uree, kako u rezidentnim, tako i u TG ćelijama 

izolovanim iz mladih i sredovečnih pacova je bila slična. Međutim, nakon stimulacije LPS-om 

produkcija uree u rezidentnim i TG makrofagama sredovečnih pacova je bila značajno niža u 

odnosu na produkciju u makrofagama mladih ženki (Sl. 14B). Ubrizgavanje tioglikolata je 

dovelo do smanjenja produkcije uree u ćelijama mladih ženki AO soja u odnosu na rezidentne 

ćelije, bez obzira na in vitro stimulaciju.  
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Slika 14. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju uree (μM) u populaciji rezidentnih i TG 

makrofaga koje su tokom 48h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 

razlike: * p<0,05; ** p<0,01 vs. mlade i b p<0,01; c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 

S obzirom da iNOS i enzim arginaza koriste isti supstrat, L-arginin, za sintezu NO, odnosno 

uree, odnos između produkcije NO i uree može da ukaže na polarizaciju makrofaga ka 

inflamatornom ili antiinflamatornom fenotipu. Rezultati ovog ispitivanja su pokazali (Sl. 15) 

da je odnos NO i uree kod makrofaga sredovečnih u odnosu na mlade ženke pomeren u 

pravcu NO, bez obzira na prethodnu indukciju tioglikolatom ili stimulaciju LPS-om.   

 

Slika 15. Uticaj reproduktivnog starenja na odnos NO/Urea u populaciji rezidentnih i TG 

makrofaga koje su tokom 48h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 

razlike: ** p<0,01; *** p<0,001 vs. mlade i c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 
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4.1.5.2. Produkcija proinflamatornih citokina 

Produkcija IL-1β (Sl. 16A) i IL-6 (Sl. 16B) je bila značajno niža u populaciji rezidentnih i TG 

makrofaga sredovečnih u odnosu na mlade ženke, dok je smanjenje TNF-α (Sl. 16C) tokom 

starenja primećeno samo u rezidentnim ćelijama pacova AO soja. Kod mladih životinja, 

indukcija makrofaga tioglikolatnim medijumom je dovelo do porasta u produkciji IL-1β i 

smanjenja u produkciji TNF-, bez uticaja na produkciju IL-6 u odnosu na rezidentne ćelije. 

Međutim, ubrizgavanje tioglikolatnog medijuma je kod makrofaga sredovečnih životinja 

dovelo do značajnog porasta samo u produkciji IL-1β.  

 

Slika 16. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju (A) IL-1, (B) IL-6 i (C) TNF-α u 

populaciji rezidentnih i TG makrofaga koje su tokom 24h stimulisane LPS-om. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01; 
*** p<0,001 vs. mlade i b p<0,01, c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 

Reproduktivnim starenjem se smanjuje oslobađanje proinflamatornih citokina iz rezidentnih 

ćelija, kao i IL-1 i IL-6 iz TG indukovanih makrofaga. 



Rezultati 

47 

 

 

4.1.5.3. Produkcija antiinflamatornih citokina 

U populaciji rezidentnih makrofaga sekrecija TGF-β (Sl. 17A) se nije značajno menjala tokom 

starenja, dok je produkcija IL-10 bila značajno veća u makrofagama sredovečnih u odnosu na 

mlade ženke AO pacova (Sl. 17B). S druge strane u populaciji TG makrofaga, makrofage 

sredovečnih su produkovale značajno više TGF-β i IL-10 u odnosu na mlade ženke (Sl. 17). 

Ubrizgavanje tioglikolatnog medijuma je dovelo do porasta u produkciji oba antiinflamatorna 

citokina u odnosu na produkciju izmerenu kod rezidentnih makrofaga. 

 

Slika 17. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju (A) TGF-β i (B) IL-10 u populaciji 

rezidentnih i TG makrofaga koje su tokom 24h stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: *** p<0,001 vs. mlade i b 

p<0,01; c p<0,001 vs. rezidentne ćelije. 

Za razliku od proinflamatornih citokina, reproduktivnim starenjem se povećavala 

koncentracija antiinflamatornih citokina, a TG je doveo do veće sinteze u odnosu na 

rezidentne ćelije. 
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4.2. UTICAJ GENETSKIH FAKTORA NA FENOTIPSKE I FUNKCIJSKE PROMENE 

PERITONEALNIH TG MAKROFAGA TOKOM REPRODUKTIVNOG STARENJA 

Da bi se ispitao značaj genetskih faktora za inflamatorni odgovor makrofaga peritonealne 

šupljine tokom reproduktivnog starenja, u sledećem koraku su korišćeni pacovi dva genetski 

različita soja, DA i AO. U uslovima koji vladaju u štalici Instituta „Torlak“, pacovi AO i DA soja 

imaju različit životni vek.  

4.2.1. Telesna masa i broj TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki AO i DA soja pacova 

Za razliku od pacova AO soja, telesna masa kod ženki pacova DA soja se blago povećala (Sl. 

18A). Ženke DA soja su imale veću telesnu masu u odnosu na ženke AO soja iz odgovarajućih 

starosnih grupa (Sl. 18A). Ukupan broj TG indukovanih ćelija u peritonealnom eksudatu (Sl. 

18B) je bio značajno manji kod ženki obe starosti pacova DA u odnosu na AO soj (Sl. 18B), što 

ukazuje na manji prinos ćelija kod DA soja pacova. Ni u jednom soju starenjem nije došlo do 

promena u ukupnom broju ćelija koje su izolovane iz peritonealne šupljine. 

 

Slika 18. Ispitivanje uticaja reproduktivnog starenja na (A) telesnu masu, (B) ukupan broj 

ćelija TG ćelija izolovanih iz peritonealne šupljine ženki AO i DA soja. Rezultati su prikazani 

kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01  vs. mlade i 
a p<0,05, c p<0,001 vs. AO ženke. 
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4.2.2. Fenotipski profil TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki AO i DA soja pacova 

Za razliku od ženki AO soja kod kojih je starenjem rasla procentualna zastupljenost CD68+ 

makrofaga, kod ženki DA soja u obe starosne grupe su gotovo sve ćelije eksprimirale CD68 

molekul. Gustina ekspresije ovog molekula po ćeliji je bila značajno manja na makrofagama 

izolovanim iz AO ženki u odnosu na DA soj. Kod makrofaga ženki DA soja je starenjem opadala 

gustina ekspresije CD68 molekula (Sl. 19C), što ukazuje na razlike u stepenu diferencijacije 

ćelija peritoneuma ova dva soja pacova.  

 

Slika 19. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski histogrami (A) TG makrofaga ženki 
(levo) AO soja i (desno) DA soja izolovanih iz peritonealne šupljine (izotipska kontrola-puna 
linija, 2-4m-svetla, isprekidana i 16-19m-tamna, isprekidana linija). Strategija izdvajanja 
makrofagnog „gejta“ je prikazana na Sl. 5A. Grafici (B) prikazuju uticaj reproduktivnog 
starenja na (levo) procentualnu zastupljenost CD68+ ćelija i (desno) gustinu ekspresije CD68 
molekula po CD68+ ćeliji. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). 
Statistički značajne razlike: *** p<0,001 vs. mlade i c p<0,001 vs. AO ženke. 
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Ekspresija TLR4 receptora se starenjem smanjivala u makrofagama oba soja ženki (Sl. 20B). 

Mlade DA ženke su imale značajno veći procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju TLR4 u 

odnosu na mlade ženke AO soja (Sl. 20B). Ovaj nalaz sugeriše potencijalno jači odgovor nakon 

stimulacije LPS-om makrofaga mladih ženki DA u odnosu na AO soj. 

 

Slika 20. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) prikazuju ekspresiju 
TLR4 receptora u okviru CD68+ makrofaga (izdvojene kao na Sl. 19A) izolovanih iz 
peritonealne šupljine (gore) AO soja i (dole) DA soja sredovečnih ženki. Grafik (B) prikazuje 
uticaj starenja na procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju TLR4 receptor u populaciji TG 
ćelija AO i DA ženki. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). 
Statistički značajne razlike: * p<0,05, *** p<0,001 vs. mlade i b p<0,01 vs. AO ženke. 
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Starenjem se kod AO ženki smanjio procenat MHCII+ makrofaga u okviru CD68+ ćelija, dok je 

kod DA ostao nepromenjen (Sl. 21B). DA ženke su imale značajno manje MHCII+ makrofaga u 

odnosu na AO ženke odgovarajućih starosti (Sl. 21B). 

 

Slika 21. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) prikazuju ekspresiju 
MHCII molekula u okviru CD68+ makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine (gore) AO soja 
i (dole) DA soja ženki pacova. (B) Grafik prikazuje uticaj starenja na procenat CD68+ 
makrofaga koje eksprimiraju MHCII molekul u populaciji TG ćelija AO i DA ženki. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01 
vs. mlade i ap<0,05, c p<0,001 vs. AO ženke. 
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Dok se reproduktivnim starenjem procenat CD169+ makrofaga u okviru CD68+ ćelija kod AO 
ženki smanjivao, na TG makrofagama ženki DA soja se nije menjao (Sl. 22B). Međutim, ženke 
DA soja su imale drastično veći procenat CD169+ makrofaga u odnosu na mlade i sredovečne 
ženke AO soja (Sl. 22B). 

 

Slika 22. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) prikazuju ekspresiju 
CD169 molekula u okviru CD68+ makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine (gore) AO soja 
i (dole) DA soja ženki pacova. Grafik (B) prikazuje uticaj reproduktivnog starenja na procenat 
CD68+ makrofaga koje eksprimiraju CD169 molekul u populaciji TG makrofaga AO i DA ženki. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 
razlike: * p<0,05 vs. mlade, c p<0,001 vs. AO ženke. 
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Procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju CCR7 receptor nije se razlikovao između mladih 

ženki AO i DA soja (Sl. 23B). Samo kod ženki DA soja je došlo do značajnog pada procenta 

CCR7+ makrofaga u okviru CD68+ ćelija tokom reproduktivnog starenja. 

 

Slika 23. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profil (A) CCR7 receptora u 

okviru CD68+ makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine (gore) ženki AO soja i (dole) DA 

soja. Grafik (B) prikazuje procenat TG makrofaga koje eksprimiraju CCR7 receptor na CD68+ 

makrofagama. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički 

značajne razlike: * p<0,05 vs. mlade. 
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Za razliku od AO pacova kod kojih procenat CD163+ ćelija u okviru makrofagnog „gejta“ raste 

tokom reproduktivnog starenja, kod DA pacova on se ne menja (Sl. 24). Procenat CD163+ 

makrofaga je bio veći u obe starosne grupe AO soja u odnosu na DA soj. Gustina ekspresije 

CD163 receptora je bila značajno veća na makrofagama mladih DA ženki u odnosu na mlade 

AO ženke (Sl. 24B). Tokom starenja se gustina ekspresije CD163 receptora smanjivala, dok se 

kod AO pacova nije menjala (Sl. 24B). 

 

Slika 24. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski histogrami (A) TG makrofaga (levo) AO 

soja i (desno) DA soja izolovanih iz peritonealne šupljine ženki (izotipska kontrola-puna linija, 

2-4m-svetla, isprekidana i 16-19m-tamna, isprekidana linija). Strategija izdvajanja 

makrofagnog „gejta“ je prikazana na Sl. 5A. Grafici (B) prikazuju uticaj reproduktivnog 

starenja na (levo) procentualnu zastupljenost CD163+ makrofaga i (desno) gustinu CD163 

molekula po ćeliji. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). 

Statistički značajne razlike: **, p<0,01, ***, p<0,001 vs. mlade; c, p<0,001 vs. AO ženke. 

Ovi nalazi ukazuju na sojne razlike u stepenu diferencijacije ćelija peritoneuma ka zrelim 

makrofagama i značaj genetskih faktora za starenjem uslovljene promene u fenotipu, a 

verovatno i u modulaciji odgovora ovih ćelija na inflamatorne agense.  
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4.2.3. Funkcijske karakteristike TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine 
mladih i sredovečnih ženki pacova AO i DA soja 

4.2.3.1. Fagocitna aktivnost 

Redukcija NBT soli se povećavala tokom reproduktivnog starenja u nestimulisanim 

makrofagama izolovanim iz ženki AO soja, dok se kod DA ženki nije menjala (Sl. 25A). 

Stimulacija LPS-om je sprečila povećanje koje se desilo u nestimulisanim makrofagama tokom 

starenja ženki AO soja (Sl. 25B). Stepen redukcije NBT soli se nakon stimulacije LPS-om nije 

razlikovao u ispitivanim grupama oba soja 25B).  

 

Slika 25. Uticaj reproduktivnog starenja na stepen redukcije NBT soli u populaciji TG 

makrofaga koje su tokom 24h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne 

razlike: ***, p<0,001 vs. mlade i a, p<0,05, c, p<0,001 vs. AO ženke. 
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4.2.3.2. Aktivnost MPO 

Dok se aktivnost MPO u nestimulisanim i LPS-om stimulisanim makrofagama smanjivala 

tokom reproduktivnog starenja kod ženki AO soja, kod ženki DA soja se nije menjala (Sl. 26A). 

Makrofage mladih AO ženki su imale veću aktivnost MPO u odnosu na ćelije mladih DA ženki 

(Sl. 26A, B).  

 

Slika 26. Uticaj starenja na aktivnost MPO u populaciji TG makrofaga izolovanih iz 

peritonealne šupljine ženki AO i DA soja pacova koje su tokom 24h inkubirane u (A) 

medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 

SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: *, p<0,05 vs. mlade i cc, p<0,001 vs. AO 

ženke. 
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4.2.4. Sekretorni profil TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki pacova AO i DA soja 

4.2.4.1. Produkcija NO i uree 

Nestimulisane makrofage sredovečnih ženki pacova oba soja su produkovale više nivoe NO u 

odnosu na mlade životinje (Sl. 27A). Produkcija NO u nestimulisanim makrofagama 

izolovanim iz DA ženki je bila manja u odnosu na pacove AO soja. 

Makrofage sredovečnih ženki DA soja su nakon 48-časovne stimulacije LPS-om odgovorile 

većom produkcijom NO u odnosu na makrofage mladih životinja (Sl. 27B). Iako je u 

nestimulisanim uslovima produkcija NO kod DA ženki bila niža u odnosu na AO soj, nakon 

stimulacije LPS-om ova grupa ženki je odgovorila većim oslobađanjem NO. 

 

Slika 27. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju NO (μM) u populaciji TG makrofaga 

koje su tokom 48h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: *** p<0,001 

vs. mlade i ap<0,05, bp<0,01, cp<0,001 vs. AO ženke. 



Rezultati 

58 

 

Nestimulisane makrofage izolovane iz sredovečnih ženki AO soja su oslobađale više uree od 

mladih ženki (Sl. 28A). U produkciji uree u makrofagama DA ženki nije bilo razlika tokom 

starenja. Makrofage sredovečnih ženki DA soja u odnosu na AO soj su produkovale manje uree 

(Sl. 28A). 

Nakon stimulacije LPS-om (Sl. 28B), produkcija uree je bila niža u makrofagama sredovečnih u 

odnosu na mlade ženke AO soja. Produkcija u DA soju je ostala nepromenjena i nakon 

stimulacije LPS-om. 

 

Slika 28. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju uree (μM) u populaciji TG ćelija koje su 

tokom 48h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** 

p<0,01 vs. mlade i b p<0,01 vs. AO ženke. 

Samo kod AO soja je bio veći odnos NO/urea (koji ukazuje na pro- ili anti-inflamatorni 

kapacitet makrofaga) kod makrofaga sredovečnih ženki inkubiranih u RPMI (Sl. 29A). Nakon 

stimulacije makrofaga LPS-om, kod DA ženki, u obe starosne grupe, su bile veće vrednosti 

NO/urea u odnosu na ženke AO soja odgovarajuće starosti (Sl. 29B). Starenje nije uticalo na 

odnos NO/urea u stimulisanim makrofagama ni kod jednog soja (Sl. 29A, B). 

 

Slika 29. Uticaj reproduktivnog starenja na odnos NO/urea u populaciji TG makrofaga koje su 

tokom 48h inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. Rezultati su 
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prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05 

vs. mlade i b p<0,01 vs. ženke. 

4.2.4.2. Produkcija proinflamatornih citokina 

Pokazano je da reproduktivnim starenjem kod LPS-om stimulisanih TG makrofaga AO ženki 

produkcija IL-1β i IL-6 opada, dok se produkcija TNF-α ne menja (Sl. 30). Kod DA ženki tokom 

reproduktivnog starenja dolazi do smanjenja produkcije IL-6, dok se produkcija TNF-α ne 

menja (Sl. 30). Produkcija IL-1β je bila značajno manja u makrofagama ženki DA u odnosu na 

ženke AO soja. 

 

Slika 30. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju (A) IL-1β, (B) IL-6 i (C) TNF-α u 

populaciji TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki AO i DA soja pacova koje su 

tokom 24h stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po 

grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, *** p<0,001vs. mlade i c p<0,001 vs. AO ženke.  
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4.2.4.3. Produkcija antiinflamatornih citokina 

Za razliku od AO soja, kod kojih su se antiinflamatorni citokini, TGF-β i IL-10, više sintetisali u 

LPS-om stimulisanim TG makrofagama sredovečnih u odnosu na mlade AO ženke (Sl. 31), kod 

DA soja produkcija im je opadala starenjem (Sl. 31).  

Dok je produkcija TGF-β bila značajno veća kod AO soja u obe starosne grupe (Sl. 31A), 

produkcija IL-10 je bila veća kod mladih DA ženki, a manja kod sredovečnih u odnosu na 

odgovarajuće grupe ženki AO soja (Sl. 31B).  

 

Slika 31. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju (A) TGF-β i (B) IL-10 u populaciji TG 

makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki AO i DA soja pacova koje su tokom 24h 

stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). 

Statistički značajne razlike:* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001  vs. mlade i b p<0,05,c p<0,001 vs. AO 

ženke.  

Pokazano je da se promene u sekreciji proinflamatornog citokina IL-1β i antiinflamatornih 

citokina tokom reproduktivnog starenja razlikuju kod AO i DA soja pacova, odnosno da do 

promena u koncentraciji ovih citokina tokom reproduktivnog starenja dolazi na sojno 

specifičan način. 
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4.3. ZNAČAJ POLA ZA FENOTIPSKE I FUNKCIJSKE KARAKTERISTIKE TG MAKROFAGA 

TOKOM REPRODUKTIVNOG STARENJA 

Kako smo pokazali da se starenjem menjaju fenotipske i funkcijske karakteristike TG 

makrofaga peritonealne šupljine kod ženki AO soja pacova, u narednom segmentu istraživanja 

cilj je bio da se ispita da li se i kod mužjaka ovog soja dešavaju slične promene. 

4.3.1. Telesna masa, broj TG makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine i 
serumske koncentracije polnih steroida ženki i mužjaka AO soja pacova 

Za razliku od ženki kod kojih se telesna masa nije menjala tokom starenja, kod mužjaka tokom 

vremena koje odgovara reproduktivnom periodu kod ženki dolazi do povećanja telesne mase 

pa su tako sredovečni mužjaci značajno teži od ženki iz iste starosne grupe (Sl. 32A). Uočena 

polno zavisna promena u telesnoj masi nije se odrazila na promenu broja ćelija izolovanih iz 

peritonealne šupljine (Sl. 32B). 

Kod ženki se tokom reproduktivnog starenja smanjuju serumske koncentracije estradiola i 

progesterona (Sl. 32C, E), dok se koncentracija testosterona ne menja (Sl. 32D). Međutim, kod 

mužjaka koncentracija estradiola tokom starenja raste (Sl. 32C), dok testosteron opada (Sl. 

32D), verovatno usled pojačane sinteze estradiola delovanjem aromataza na testosteron. S 

obzirom da je masno tkivo bogato aromatazama, porast koncentracije estradiola kod mužjaka 

je verovatno i u vezi sa povećanjem telesne mase tokom starenja (Sl. 32A). Odnos 

estradiol/progesteron u serumu se povećao tokom reproduktivnog starenja kod ženki (Sl. 

32F).   
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Slika 32. Uticaj reproduktivnog starenja na (A) telesnu masu, (B) ukupan broj TG ćelija 

izolovanih iz peritonealne šupljine, (C) serumsku koncentraciju estradiola (pM), (D) serumsku 

koncentraciju testosterona (nM), (E) serumsku koncentraciju progesterona (nM) i (F) odnos 

estrogen/progesteron (x10-3) kod ženki i mužjaka pacova AO soja. Rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: **p<0,01 vs. mlade i c 

p<0,001 vs. ženke. 

4.3.2. Fenotipski profil TG makrofaga peritonealne šupljine mladih i sredovečnih 
ženki i mužjaka AO pacova 

Na slici 33A je prikazana procentualna zastupljenost CD68+ ćelija u okviru populacije koja po 

SSC i FSC karakteristikama odgovara makrofagama. Kod mladih životinja, nije bilo razlike u 

zastupljenosti CD68+ makrofaga između polova. U oba pola se starenjem povećavao broj 

CD68+ makrofaga. 

Gustina ekspresije CD68 molekula na CD68+ makrofagama se povećavala tokom 

reproduktivnog starenja samo kod mužjaka (Sl. 33B). 
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Slika 33. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili (A) i histogrami (B) TG 

ćelija ženki (levo) i mužjaka (desno) pacova AO soja (izotipska kontrola-puna linija, 2-4m-

svetla, isprekidana i 16-19m-tamna, isprekidana linija). Grafici (B) prikazuju (levo) 

procentualnu zastupljenost CD68+ ćelija u okviru makrofagnog „gejta“ i (desno) gustinu CD68 

molekula po CD68+ ćeliji. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). 

Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. mlade i a p<0,05 vs. ženke. 
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Kod ženki AO pacova se starenjem smanjivala zastupljenost TLR4+ ćelija u okviru CD68+ 

makrofaga, dok je kod mužjaka taj procenat rastao, tako da su mladi mužjaci imali značajno 

manji, a sredovečni značajno veći procenat TLR4+ ćelija u okviru CD68+ makrofaga u odnosu 

na odgovarajuću grupu ženki (Sl. 34B). Ovaj nalaz ukazuje na to da je promena ekspresija 

TLR4 na CD68+ makrofagama tokom reproduktivnog starenja polno zavisna.  

 

Slika 34. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju (A) ekspresiju 
TLR4 molekula u okviru CD68+ TG makrofaga (izdvojenih kao na Sl.33A) izolovanih iz 
peritonealne šupljine (gore) ženki i (dole) mužjaka AO pacova. Grafik (B) prikazuje uticaj 
starenja na procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju TLR4 receptor. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** 
p<0,01 vs. mlade i a p<0,05 vs. ženke. 
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Posmatrajući procentualnu zastupljenost MHCII (Sl. 35B) u okviru CD68+ makrofaga koja se 

reproduktivnim starenjem smanjuje kod ženki, uočili smo da se kod mužjaka ne menja. Mladi 

mužjaci su eksprimirali značajno manji procenat MHCII+ u odnosu na ženke odgovarajuće 

starosti. 

 

Slika 35. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju (A) ekspresiju 
MHCII molekula u okviru CD68+ makrofaga TG indukovanih ćelija izolovanih iz peritonealne 
šupljine (gore) ženki i (dole) mužjaka AO pacova. Grafik (B) prikazuje uticaj starenja na 
procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju MHCII molekul. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05 vs. mlade i b 
p<0,01 vs. ženke. 
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Za razliku od ženki, kod mužjaka se procenat ćelija koje ispoljavaju CD169 molekul povećavao 

tokom starenja, pa su sredovečni mužjaci imali značajno veći procenat CD169+ makrofaga u 

okviru CD68+ ćelija u odnosu na ženke iste starosti (Sl. 36B). 

 

Slika 36. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju (A) ekspresiju 
CD169 molekula u okviru CD68+ makrofaga TG indukovanih ćelija izolovanih iz peritonealne 
šupljine (gore) ženki i (dole) mužjaka AO pacova. Grafik (B) prikazuje uticaj starenja na 
procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju CD169 molekul. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** p<0,01  vs. 
mlade i c p<0,001 vs. ženke. 
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Nezavisno od pola, starenje ne utiče na procenat makrofaga koje eksprimiraju CCR7 molekul 

(Sl. 37B). Mladi mužjaci imali su značajno manji procenat CCR7+ makrofaga u okviru CD68+ 

ćelija u odnosu na mlade ženke (Sl. 37B). 

 

Slika 37. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski tačkasti profili prikazuju (A) ekspresiju 

CCR7 receptora u okviru CD68+ makrofaga TG indukovanih ćelija izolovanih iz peritonealne 

šupljine (gore) ženki i (dole) mužjaka AO pacova. Grafik (B) prikazuje uticaj starenja na 

procenat CD68+ makrofaga koje eksprimiraju CCR7 receptor. Rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: a p<0,05 vs. ženke. 
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Procenat CD163+ ćelija u okviru populacije koja po SSC i FSC karakteristikama odgovara 

makrofagama, rastao je tokom starenja u oba pola, pri čemu se procentualna zastupljenost 

CD163+ ćelija nije razlikovala između polova (Sl. 38B). Gustina ekspresije CD163 receptora je 

bila veća na ćelijama sredovečnih u odnosu na mlade ženke, dok kod mužjaka nije bilo razlike 

(Sl. 38B). 

 

Slika 38. Reprezentativni protočno-citofluorometrijski histogrami (A) TG indukovanih ćelija 

izolovanih iz peritonealne šupljine (levo) ženki i (desno) mužjaka pacova AO soja (izotipska 

kontrola-puna linija, 2-4m-svetla, isprekidana i 16-19m-tamna, isprekidana linija). Strategija 

izdvajanja makrofagnog „gejta“ je prikazana na Sl. 5A. Grafici (B) prikazuju uticaj 

reproduktivnog starenja na (levo) procentualnu zastupljenost CD163+ ćelija u okviru 

makrofagnog „gejta“ i (desno) gustinu CD163 molekula po CD163+ ćeliji. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** 

p<0,01 vs. mlade. 
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4.3.3. Funkcijske karakteristike TG makrofaga peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki i mužjaka AO pacova 

4.3.3.1. Fagocitna aktivnost 

Fagocitoza zimozana, merena redukcijom NBT soli, se povećavala tokom starenja u 

nestimulisanim makrofagama izolovanim iz ženki (Sl. 39A), tako da je kod sredovečnih ženki 

bila značajno viša u odnosu na sredovečne mužjake. Za razliku od nestimulisanih makrofaga, 

nije bilo razlike u redukciji NBT kod LPS-om stimulisanih makrofaga sredovečnih životinja (Sl. 

39B). 

 

Slika 39. Uticaj reproduktivnog starenja na redukciju NBT soli u populaciji TG makrofaga 

izolovanim iz peritonealne šupljine ženki i mužjaka AO pacova, a koje su tokom 24h 

inkubirane u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost (OG x 1000) ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: *** p<0,001  vs. 

mlade i c p<0,001 vs. ženke. 
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4.3.3.2. Aktivnost MPO 

Reproduktivno starenje je uticalo na aktivnost MPO u makrofagama, smanjujući je kako kod 

ženki, tako i kod mužjaka (Sl. 40A). Isti trend se zadržao i nakon stimulacije makrofaga LPS-

om (Sl. 40B). Aktivnost MPO je bila veća kod mladih, a niža kod sredovečnih mužjaka u 

odnosu na ženke odgovarajuće starosti. Uprkos promenama u MPO aktivnosti makrofaga 

tokom starenja, kapacitet ćelija da na stimulaciju LPS-om odgovore povećanjem aktivnosti 

MPO je tokom starenja očuvan i ne razlikuje se između polova.  

 

Slika 40. Uticaj starenja na aktivnost enzima MPO u populaciji TG makrofaga izolovanih iz 

peritonealne šupljine ženki i mužjaka AO pacova, koje su tokom 24h inkubirane u (A) 

medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (OG 

x 1000) ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01, *** p<0,001  vs. mlade i b 

p<0,01 vs. ženke. 
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4.3.4. Sekretorni profil TG makrofaga peritonealne šupljine mladih i sredovečnih 
ženki i mužjaka AO pacova 

4.3.4.1. Produkcija NO i uree 

Aktivnost enzima iNOS u makrofagama je procenjena na osnovu oslobođenog NO. 

Nestimulisane makrofage sredovečnih pacova oba pola su produkovale više NO u odnosu na 

ćelije mladih životinja (Sl. 41A). 

Makrofage stimulisane LPS-om izolovane iz sredovečnih ženki su odgovorile većom 

produkcijom NO u odnosu na mlade (Sl. 41B). Grupa mladih mužjaka je i nakon stimulacije 

LPS-om imala veću produkciju NO u odnosu na mlade ženke (Sl. 41B). 

 

Slika 41. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju NO (μM) u populaciji TG ćelija 

izolovanih iz peritonealne šupljine ženki i mužjaka AO pacova, koje su tokom 48h inkubirane 

u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 

SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. mlade i c 

p<0,001 vs. ženke. 

Za razliku od nestimulisanih makrofaga ženki, starenje je negativno uticalo na produkciju uree 

u makrofagama mužjaka pacova (Sl. 42A). Mužjaci su produkovali značajno više uree u 

odnosu na ženke (Sl. 42A). 

Nakon stimulacije LPS-om došlo je do pada u produkciji uree kod sredovečnih ženki, a isti 

trend uočen i kod mužjaka (Sl. 42B). Makrofage mužjaka stimulisane LPS-om su produkovale 

više uree u odnosu na ženke (Sl. 42B). 
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Slika 42. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju uree (μM) u populaciji TG makrofaga 

izolovanim iz peritonealne šupljine ženki i mužjaka AO pacova, koje su tokom 48h inkubirane 

u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01 vs. mlade i c p<0,001 vs. 

ženke. 

Odnos NO/urea je bio viši kod nestimulisanih makrofaga sredovečnih u odnosu na mlade 

ženke, dok se kod mužjaka nije menjao starenjem (Sl. 43A). Odnos NO/urea je bio niži kod 

nestimulisanih makrofaga mužjaka u odnosu na ženke odgovarajućeg uzrasta. Stimulacija 

LPS-om nije uticala na navedene razlike (Sl. 43B). 

 

Slika 43. Uticaj reproduktivnog starenja na odnos NO/Urea u populaciji TG makrofaga 

izolovanim iz peritonealne šupljine ženki i mužjaka AO pacova, koje su tokom 48h inkubirane 

u (A) medijumu (RPMI) ili (B) stimulisane LPS. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 

SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01 vs. mlade i c p<0,001 vs. ženke. 
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4.3.4.2. Produkcija proinflamatornih citokina 

Pokazali smo da se tokom reproduktivnog starenja smanjuje sposobnost LPS-om stimulisanih 

makrofaga ženki pacova da produkuju IL-1β (Sl. 44A) i IL-6 (Sl. 44B), dok se sposobnost za 

produkciju TNF-α ne menja (Sl. 44C). Međutim, kod mužjaka starenjem dolazi do povećanja 

produkcije IL-1β i TNF-α u makrofagama, dok se produkcija IL-6 ne menja. 

Makrofage mladih mužjaka sintetišu mnogo manje IL-1β i IL-6 u odnosu na one dobijene iz 

mladih ženki (Sl. 44). 

 

Slika 44. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju (A) IL-1b, (B) IL-6 i (C) TNF-α u 

populaciji TG indukovanih makrofaga izolovanim iz peritonealne šupljine ženki i mužjaka AO 

pacova koje su tokom 24h stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 

SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01, *** p<0,001  vs. mlade i a p<0,05, b 

p<0,01, c p<0,001vs. ženke.  
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4.3.4.3. Produkcija antiinflamatornih citokina 

Antiinflamatorni citokin, TGF-β, se više sintetisao u LPS-om stimulisanim makrofagama 

sredovečnih u odnosu na mlade ženke (Sl. 45A). Produkcija citokina bila je manja u 

makrofagama sredovečnih mužjaka, nego u sredovečnih ženki.  

Produkcija IL-10 se povećavala starenjem pacova oba pola (Sl. 45B). 

 

Slika 45. Uticaj reproduktivnog starenja na produkciju (A) TGF-β i (B) IL-10 u populaciji TG 

makrofaga izolovanih iz peritonealne šupljine ženki i mužjaka AO pacova koje su tokom 24h 

stimulisane LPS-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). 

Statistički značajne razlike: ** p<0,01,*** p<0,001 vs. mlade i a p<0,05 vs. ženke. 

Rezultati ukazuju na to da je samo sekrecija proinflamatornog citokina IL-1β bila značajno 

polno determinisana tokom reproduktivnog starenja.  
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4.4. UTICAJ OVARIJEKTOMIJE NA SEKRETORNI PROFIL MAKROFAGA TOKOM 

REPRODUKTIVNOG STARENJA 

Kako bi se dodatno ispitao značaj promene odnosa koncentracija estrogena i progesterona na 

sekretorni profil peritonealnih makrofaga, ženke su ovarijektomisane pred sam kraj 

reproduktivnog perioda (10 meseci). Koncentracija estradiola kod ovarijektomisanih ženki 

starih 20 meseci (10m+10m) je bila slična kao kod intaktnih ženki iste starosti (Sl. 46A), dok 

je koncentracija progesterona bila značajno niža (Sl. 46B). Posledično, odnos nivoa estradiola i 

progesterona u serumu (Sl. 46C) je bio dodatno povećan u odnosu na intaktne sredovečne 

ženke. 

 

 

Slika 46. Grafici predstavljaju koncentracije (A) estradiola (pM), (B) progesterona (nM) i (C) 

njihovog odnosa (estradiol/progesteron x 10-3) merene u serumima intaktnih i 

ovarijektomisanih ženki AO pacova. Beli stubići predstavljaju intaktne (20 meseci), dok su 

sivim predstavljene ovarijektomisane (10+10 meseci) AO ženke. Rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05, *** p<0,001 vs. 

intaktne. 
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4.4.1. Produkcija NO i uree 

Produkcija NO je bila ista u populaciji makrofaga intaktnih i ovarijektomisanih, bez obzira na 

dodatnu in vitro stimulaciju LPS-om (Sl. 47A). Međutim, sinteza uree je bila niža u ćelijama 

ovarijektomisanih u odnosu na intaktne životinje, kako tokom inkubacije sa medijumom, tako 

i nakon stimulacije LPS-om (Sl. 47B). SI produkcije NO i uree nije se razlikovao između grupa. 

Odnos NO/urea je bio veći u LPS-om stimulisanim makrofagama ovarijektomisanih u odnosu 

na intaktne ženke (Sl. 47C). Porast odnosa NO/urea ćelija ovarijektomisanih ženki 

stimulisanih LPS-om reflektuje smanjenje produkcije uree a ne povećanje produkcije NO. 

 

Slika 47. Grafici prikazuju (A) produkciju NO (μM); (B) produkciju uree (μM) i (C) odnos 

NO/urea u populaciji makrofaga koje su tokom 48h inkubirane u medijumu (RPMI) ili 

stimulisane LPS, a izolovane su iz peritoneuma intaktnih i ovarijektomisanih AO ženki 10 

meseci nakon ovarijektomije. SI prikazuje promenu nivoa produkcije NO i uree u odgovoru na 

stimulaciju LPS-om (LPS/RPMI). Beli stubići predstavljaju intaktne (20 meseci), dok su sivim 

predstavljene ovarijektomisane (10+10 meseci) AO ženke. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: * p<0,05,** p<0,01,*** p<0,001vs. 

intaktne. 
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4.4.2. Produkcija proinflamatornih citokina 

Rezultati su pokazali da su makrofage ovarijektomisanih ženki produkovale značajno manje 

količine proinflamatornih citokina IL-1β i TNF-α i (Sl. 48 A,B,C) u odnosu na makrofage 

intaktnih ženke iste starosti, ukoliko su makrofage tokom 24h inkubirane u medijumu. Nakon 

in vitro stimulacije LPS-om u makrofagama ovarijektomisanih ženki je bila niža produkcija i 

IL-1β u odnosu na makrofage intaktnih životinja. SI je bio značajno viši kod makrofaga 

ovarijektomisanih ženki u odnosu na intaktne za TNF-α i IL-1β, što ukazuje da su uprkos 

maloj bazalnoj produkciji, one imale veći kapacitet da odgovore na stimulaciju LPS-om. 

 

Slika 48. Grafici prikazuju produkciju proinflamatornih citokina (A) IL-1β, (B) IL-6 i (C) TNF-α 

u populaciji makrofaga, izolovanih iz peritonealne šupljine intaktnih i ovarijektomisanih ženki 

AO pacova 10 meseci nakon ovarijektomije, koje su tokom 24h inkubirane u medijumu 

(RPMI) ili stimulisane LPS. SI prikazuju promenu nivoa produkcije citokina u odgovoru na 

stimulaciju LPS-om (LPS/RPMI). Beli stubići predstavljaju intaktne (20 meseci), dok su sivim 
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predstavljene ovarijektomisane (10+10 meseci) AO ženke. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: *** p<0,001 vs. intaktne. 
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4.4.3. Produkcija antiinflamatornih citokina 

Koncentracija antiinflamatornog citokina TGF-β je bila veća, dok je koncentracija IL-10 bila 

manja u supernatantima kultura nestimulisanih makrofaga ovarijektomisanih u odnosu na 

intaktne sredovečne ženke (Sl. 49 A, B). Nasuprot tome, u kulturi makrofaga stimulisanih LPS-

om produkcija TGF-β je bila niža, a produkcija IL-10 komparabilna u uzorcima 

ovarijektomisanih u odnosu na intaktne ženke. SI je bio značajno viši u testu produkcije IL-10 

kod ovarijektomisanih ženki (Sl. 49B)., dok je SI za TGF-β bio nepromenjen (Sl. 49A). 

 

Slika 49. Grafici prikazuju produkciju antiinflamatornih citokina (A) TGF-β i (B) IL-10 u 

populaciji makrofaga, izolovanih iz peritonealne šupljine intaktnih i ovarijektomisanih ženki 

AO pacova 10m nakon ovarijektomije, koje su tokom 24h inkubirane u medijumu (RPMI) ili 

stimulisane LPS-om. SI prikazuju promenu nivoa produkcije citokina u odgovoru na 

stimulaciju LPS-om (LPS/RPMI). Beli stubići predstavljaju intaktne (20 meseci), dok su sivim 

predstavljene ovarijektomisane (10+10 meseci) AO ženke. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: ** p<0,01 ,*** p<0,001 vs. intaktne. 
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4.5. ISPITIVANJE DIREKTNOG MODULIŠUĆEG DELOVANJA ESTRADIOLA IN VITRO NA 

PROMENE U SEKRETORNOM PROFILU TG MAKROFAGA TOKOM 

REPRODUKTIVNOG STARENJA 

Da bismo utvrdili izolovane efekte estradiola na promene u sekretornom kapacitetu 

makrofaga tokom reproduktivnog starenja, makrofage peritonealne šupljine mladih i 

sredovečnih ženki AO pacova su tretirane estradiolom in vitro u koncentraciji od 10-10M. 

Prethodnim ispitivanjima je pokazano da je estradiol u ovoj koncentraciji značajno uticao na 

sekretorni kapacitet makrofaga.  

4.5.1. Produkcija proinflamatornih citokina 

U LPS-om stimulisanim makrofagama mladih ženki in vitro tretman estradiolom (10-10M) 

dovodi do povećane sekrecije IL-6 i TNF-α i smanjenja sekrecije IL-1β u odnosu na ćelije 

stimulisane samo LPS-om (Sl. 50). U makrofagama sredovečnih ženki (Sl. 50) je in vitro 

tretman estradiolom doveo do povećanja sekrecije IL-1β i IL-6 u odnosu na netretirane 

makrofage stimulisane samo LPS-om. Tretman estradiolom nije imao uticaja na produkciju 

TNF-α u makrofagama sredovečnih ženki.  

 

Slika 50. Grafici prikazuju efekte na produkciju (A) IL-1β (pg/ml), (B) IL-6 (pg/ml) i (C) TNF-α 

nakon 24h in vitro tretmana estradiolom (E2,10-10M). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). Statistički značajne razlike: *** p<0,01 vs. LPS. 
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4.5.2. Produkcija antiinflamatornog citokina 

U stimulisanim makrofagama mladih ženki je in vitro tretman estradiolom (10-10M) doveo do 

povećane sekrecije TGF-β u odnosu na netretirane ćelije stimulisane LPS-om, dok estradiol 

nije doveo do promene sekrecije TGF-β u makrofagama sredovečnih ženki (Sl. 51).  

 

Slika 51. Grafici prikazuju efekte na produkciju TGF-β (pg/ml) nakon 24h in vitro tretmana 

estradiolom (E2,10-10M). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n = 6 po grupi). 

Statistički značajne razlike: ** p<0,01 vs. LPS. 
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5. DISKUSIJA 

5.1. UTICAJ REPRODUKTIVNOG STARENJA NA FENOTIPSKE I FUNKCIJSKE 

KARAKTERISTIKE PERITONEALNIH MAGROFAGA ŽENKI AO SOJA PACOVA 

 

Imajući u vidu uticaj polnih steroida na makrofage (Chao i sar, 1994; Miller i Hunt, 1996) u 
prvom delu istraživaja u sklopu ove disertacije ispitivan je uticaj reproduktivnog starenja na 
fenotipske i funkcijske karakteristike peritonealnih makrofaga. Tokom ispitivanog perioda 
(od 2-4. do 16-19. meseca) došlo je do gubitka cikličnosti u oslobađanju steroidnih hormona 
jajnika. Generalno, koncentracija estradiola u cirkulaciji se blago smanjila (oko 20%), dok je 
pad u koncentraciji progesterona bio izraženiji (oko 50%), tako da je odnos njihovih 
koncentracija pomeren na stranu estradiola, što je evidentno uticalo na fenotipske i funkcijske 
karakteristike makrofaga peritonealne šupljine. 

5.1.1. Makrofage iz neinflamirane peritonealne šupljine 

5.1.1.1. Fenotipske karakteristike 

Tokom ispitivanog perioda, koji odgovara ranoj fazi reproduktivnog starenja, u okviru 
populacije ćelija izolovanih iz “mirne” (neinflamirane) peritonealne duplje ženki pacova AO 
soja nije se značajnije menjao ni broj ni procentualna zastupljenost makrofaga, koje su 
identifikovane na osnovu ekspresije CD68 molekula, a korišćenjem monoklonskog antitela 
ED1 (Damoiseaux i sar, 1994). U sastav peritonealnog eksudata, pored makrofaga, koji 
predstavljaju kako ontogenetski tako i funkcionalno heterogenu populaciju ćelija (Bou Ghosn i 
sar, 2010; Cassado i sar, 2011; Stout i Suttles, 2005), ulaze B-1 limfociti, B-2 limfociti, T-
limfociti, NK ćelije, dendritske ćelije i eozinofili (Bou Ghosn i sar, 2010). Podaci dobijeni u ovoj 
disertaciji pokazuju da se procentualni odnosi ne razlikuju značajno između subpopulacije 
zrelih rezidentnih makrofaga, koje potiču od ćelija žumančane kese koje tokom embriogeneze 
naseljavaju ovaj prostor (Guilliams i sar, 2013; Yosef i sar, 2018) i većinski eksprimiraju 
CD163 molekul na svojoj površini (CD163+), što je pokazano korišćenjem ED2 monoklonskog 
antitela (Nawroth i sar, 2013; Schaier i sar, 2009) i onih koje potiču od monocita 
(inflamatornih monocita) i koji su identifikovani na osnovu gustine ekspresije CD68 (Cohn i 
Benson, 1965) u peritonealnoj duplji mladih i sredovečnih ženki pacova AO soja. Ovaj nalaz je 
bio u skladu i sa činjenicom da se ekspresija CCR7, koji je jedan od markera makrofaga 
monocitnog porekla (Chen i sar, 2015; Gordon i Taylor, 2005) nije menjala tokom 
posmatranog perioda reproduktivnog starenja. Da bi se razumele funkcijske implikacije ovih 
podataka, treba navesti nekoliko činjenica. Rezidentne makrofage obezbeđuju održavanje 
homeostaze u „mirnoj“ sredini (Lawrence i Natoli, 2011; Murray i Wynn, 2011). Smatra se da 
su lokalno programirane da imunološki „nemo“ (engl. silent), bez pokretanja inflamatornog 
odgovora (iako eksprimiraju TLR koji prepoznaju nukleinske kiseline apoptotičnih ćelija), 
uklanjaju apoptotične ćelije iz svog okruženja i održavaju homeostazu (Roberts i sar, 2017). 
Budući da uz ove nalaze, postoje podaci koji pokazuju da se ekspresija CD163 na monocitima 
ushodno reguliše pod uticajem glukokortikoida i antiinflamatornih citokina, kao što je IL-10 
(Buechler i sar, 2000; Högger i sar, 1998; Van Den Heuvel i sar, 1999), CD163 se dominantno 
posmatra kao marker alternativno aktivisanih M2 makrofaga, koji ispoljavaju 
imunosupresorne/imunoregulatorne karakteristike (Chen i sar, 2015; Gordon, 2003; Verreck 
i sar, 2006). Međutim, činjenica da je vezivanje ED2 monoklonskog antitela za CD163, 
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receptor „čistač“ koji vezuje hemoglon:haptoglobin komplekse (Fabriek i sar, 2005), na 
makrofagama sveže izolovanim iz „mirnog“ peritoneuma pacova dovelo do povećane sekrecije 
proinflamatornih medijatora (Polfliet i sar, 2006), što evidentno nije u skladu sa viđenjem 
ovog molekula kao markera M2 makrofaga (Chen i sar, 2015; Gordon, 2003; Verreck i sar, 
2006), nametnula je preispitivanje prethodnog stava. Pokazalo se da se ova, na prvi pogled, 
očigledna kontradiktornost može objasniti prethodno pomenutim nalazom koji govori da je 
genska ekspresija rezidentnih makrofaga regulisana delovanjem faktora iz njihovog 
neposrednog okruženja, te da se sekretorni profil makrofaga može razlikovati u in vivo i in 
vitro uslovima (Roberts i sar, 2017). S druge strane, CCR7 molekul se može posmatrati i kao 
jedan od markera M1 makrofaga (Martinez i sar, 2006), što bi upućivalo da se relativni odnos 
M1:M2 makrofaga nije značajno menjao tokom faze reproduktivnog starenja, koja je bila 
predmet istraživanja u ovoj disertaciji. Dodatno, rezultati prikazani u ovoj disertaciji su 
pokazali da se procentualna zastupljenost makrofaga koje eksprimiraju CD169 molekul 
značajno smanjivala na makrofagama izolovanim iz „mirnog“ peritoneuma ženki AO pacova 
tokom posmatranog perioda reproduktivnog starenja. Ovaj molekul, koji je još poznat kao 
sijaloadhezin i Siglec-1, inicijalno je smatran receptorom za neopsonizovane ovčije eritrocite, 
eksprimiran je na makrofagama limfoidnih tkiva i stromalnim tkivnim makrofagama (Asano i 
sar, 2018). Smatra se da je uključen u međućelijske interakcije i interakcije makrofaga sa 
patogenima (Oetke i sar, 2006). Prvobitno se pretpostavljalo da CD169+ makrofage imaju 
proinflamatorna svojstva, ali njihov sekretorni profil (manja sekrecija proinflamatornih 
citokina u poređenju sa CD169- makrofagama, a visoka, ali uporediva sekrecija IL-10 sa onom 
u CD169- makrofagama) nije išao u prilog toj pretpostavci (Liu i sar, 2020). Posledično, makar 
kada su u pitanju CD169+ makrofage humanog porekla, prethodni stav vezan za funkcijske 
karakteristike ovih ćelija je revidiran, tako da se smatra, imajući u vidu M1/M2 paradigmu, da 
se ove ćelije ne mogu svrstati ni u M1 ni u M2 ćelije, već da čine posebnu subpopulaciju ćelija, 
čiju biološku ulogu tek treba ispitati (Chávez-Galán i sar, 2015),  koja po svemu sudeći zavisi 
od tkiva u kojem se nalaze (Hiemstra i sar, 2014; Ravishankar i sar, 2014). Posebno važno u 
kontekstu ispitivanja prikazanih u ovoj disertaciji su, relativno nedavno, objavljeni podaci koji 
pokazuje da CD169+ makrofage peritonealne šupljine kod miša imaju važnu ulogu u razvoju 
hemijski-indukovne inflamacije crevne sluznice, budući da smanjenje njihovog broja značajno 
smanjuje razvoj inflamacije, moguće regulacijom odnosa između različitih subpopulacija T-
ćelija (Wang i sar, 2017). Ovi nalazi se uklapaju u hipotezu prema kojoj CD169+ makrofage, 
generalno, imaju prevashodno ulogu u regulaciji inflamacije i imunskog odgovora, a ne u 
održavanju tkivne homeostaze (Chávez-Galán i sar, 2015). Iz svega prethodno iznetog jasno 
sledi da bi relativna zastupljenost subpopulacija makrofaga u jednom tkivu značajno uticala 
na njihov funkcijski kapacitet (Epelman i sar, 2014). 
 
Uz sve što je navedeno, ispitivanja u okviru ove disertacije su pokazala da se procenat ćelija 
koje eksprimiraju MHC II molekule u okviru populacije CD68+ peritonealnih makrofaga ženki 
AO pacova smanjuje u toku perioda reproduktivnog starenja koji je ispitivan u ovoj disertaciji. 
MHCII molekule eksprimiraju i tkivne rezidentne makrofage peritonealne šupljine i 
makrofage monocitnog porekla, s tim što je gustina njihove ekspresije veća na ovim drugim 
(Bou Ghosn i sar, 2010). Treba istaći da postoje podaci koji ukazuju da MHCII molekuli 
učestvuju ne samo u započinjanju CD4+ T-ćelijskog imunskog odgovora, već, donekle potpuno 
iznenađujuće, i u generisanju optimalnog urođenog imunskog odgovora (Frei i sar, 2010). Ovo 
njihovo svojstvo se povezuje sa činjenicom da su kolokalizovani sa TLR-ima na plazma 
membrani, a ne sa direktnim vezivanjem liganda za MHCII (Frei i sar, 2010). TLR-i čine 
najznačajniji signalni sistem makrofaga (Moynagh, 2005). Naime, TLR prepoznaju čitav niz 
PAMP-ova čijim vezivanjem započinje akutni inflamatorni odgovor koji, u krajnjem, vodi 
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eliminaciji patogena (Moynagh, 2005), što jasno ukazuje na značaj moguće kooperacije MHCII 
i TLR. Smanjenje ekspresije MHCII starenjem je u skladu sa onim što je već opisano kod 
čoveka i miša (Herrero i sar, 2001). Smatra se da bi se ovo smanjenje moglo pripisati 
smanjenom vezivanju transkripcionih faktora za promoter gena za MHCII do kojeg dolazi 
starenjem (Herrero i sar, 2002). Da bi se potpunije sagledale funkcijske implikacije ovog 
nalaza, ispitivana je ekspresija TLR4, kao prototipskog člana TLR familije receptora (Lu i sar, 
2008). TLR4 efikasno prepoznaje LPS u bakterijskoj membrani gram negativnih bakterija, 
čime se pokreće signalna kaskada, npr. NF-kB i mitogenom-aktivisana protein kinaza (MAPK), 
što kulminira sintezom proinflamatornih citokina (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12) i interferona tipa I 
(Lu i sar, 2008). Ovo je preduslov za efikasan inflamatorni odgovor koji vodi destrukciji 
patogena (Lu i sar, 2008). Pokazano je da se ekspresioni profil TLR4 na makrofagama mladih i 
sredovečnih ženki pacova nije značajno razlikovao. Posledično, može se pretpostaviti da 
stimulacija, makar membranskih TLR4, indukuje snažniji odgovor makrofaga mladih ženki AO 
pacova u poređenju sa makrofagama sredovečnih ženki ovih životinja, kao i da se tokom 
reproduktivnog starenja, usled smanjivanja ekspresije MHCII, može očekivati i smanjenje 
efikasnosti adaptivnog imunskog odgovora, u čijoj inicijaciji ovi molekuli imaju ključnu ulogu 
(Herrero i sar, 2002). 

5.1.1.2. Funkcijske karakteristike 

Ispitivanja fagocitne sposobnosti makrofaga, kao jedne od njihovih najznačajnijih funkcijskih 
karakteristika, korišćenjem NBT testa, pokazalo je da je sposobnost preuzimanja zimozana A 
od strane makrofaga izolovanih iz “mirne” peritonealne duplje mladih i sredovečnih ženki 
pacova AO soja bila u potpunosti komparabilna bez obzira na stimulaciju LPS-om. Podaci iz 
literature ukazuju da se starenjem smanjuje fagocitna sposobnost rezidentnih peritonealnih 
makrofaga miša (merena testovima in vivo), ali ne i fagocitna sposobnost makrofaga 
monocitnog porekla i da ovaj efekat starenja nije vezan za intrinzična svojstva rezidentnih 
makrofaga već za delovanje faktora iz njihovog okruženja (Linehan i sar, 2014). Prema tome, 
diskrepanca između nalaza dobijenih u sklopu ove doktorske disertacije i u ispitivanjima 
Linehan-a i sar. (2014), mogla bi se objasniti činjenicom da je rezultat prikazan u disertaciji 
dobijen u ispitivanjima in vitro. Izostanak stimulatornog delovanja LPS-a na fagocitnu 
sposobnost makrofaga izolovanih iz “mirne” peritonealne duplje mladih i sredovečnih 
životinja mogao bi se pripisati nishodnoj regulaciji ekspresije receptora dektina-1 pod 
uticajem LPS-a (Willment i sar, 2003). Važno je napomenuti da se generalno, smanjenje 
fagocitnog kapaciteta makrofaga povezuje sa smanjenim kapacitetom za uklanjanje ćelijskog 
debrisa i patogena i povećanjem incidencije razvoja tumora kod starih životinja (Licastro i sar, 
2005; Oishi i Manabe, 2016).  

U sledećem koraku ispitivana je aktivnost MPO u peritonealnim makrofagama. MPO ne 
sintetišu makrofage već samo monociti, ali MPO generisan u drugim ćelijama (monociti, 
neutrofili) podstiče nastanak “oksidativnog praska” u makrofagama tokom fagocitoze 
(Rodrigues i sar, 2002). Interakcija MPO (koji u peritonealnoj duplji najverovatnije potiče od 
MPO koji su oslobodili monociti i neutrofili, čiji ulazak u peritonealnu duplju u inflamaciji 
prethodi ulasku monocita, ali i od neutrofila koji su eferocitozom uneti u makrofage) sa H2O2, 
u prisustvu hloridnih jona, dovodi do sinteze HOCl i tako povećava mikrobicidni kapacitet 
ovih ćelija (Rodrigues i sar, 2002). Treba istaći da MPO, delujući na makrofage, povećava 
njihovu sposobnost da sintetišu proinflamatorne citokine (Rodrigues i sar, 2002), ali i da se 
njegovo oslobađanje povezuje s destrukcijom tkiva (Winterbourn i sar, 2000). Bez obzira na 
stimulaciju LPS-om, aktivnost MPO je bila niža u makrofagama izolovanim iz peritonealne 
šupljine sredovečnih ženki AO pacova u poređenju s mladim. Imajući u vidu prethodno 
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pomenute podatke (Rodrigues i sar, 2002; Winterbourn i sar, 2000), može se spekulisati da bi 
manje preuzimanje MPO od strane makrofaga sredovečnih životinja moglo da pogoduje ne 
samo smanjenju njihovog mikrobicidnog kapaciteta, već i više izraženoj destrukciji tkiva sa 
razvojem hroničnog zapaljenja. Smanjeno preuzimanje MPO bi moglo da implicira da se u 
toku ispitivane faze reproduktivnog starenja povećava destruktivni kapacitet MPO. Međutim, i 
smanjena produkcija MPO u ćelijama peritonealne duplje kao objašnjenje se mora uzeti u 
obzir. U prilog ovoj pretpostavci ide činjenica da estrogen, čija se koncentracija smanjuje u 
toku reproduktivnog starenja, povećava sintezu MPO (Bekesi i sar, 2001). 

Istraživanja su upotpunjena ispitivanjem sposobnosti makrofaga izolovanih iz “mirne” 
peritonealne duplje da sintetišu NO. Za razliku od LPS-om nestimulisanih makrofaga, koje su 
bez obzira na uzrast životinja iz kojih su izolovane pokazivale sličnu produkciju NO, LPS je 
snažnije stimulisao produkciju ovog proinflamatornog medijatora u peritonelnim 
makrofagama sredovečnih ženki pacova AO soja. Stimulatorni efekat LPS-a na produkciju NO 
u peritonealnim makrofagama miša već je ranije pokazan (Cecílio i sar, 2011). Značajno 
snažniji stimulatorni efekat LPS-a na sintezu NO u makrofagama sredovečnih ženki mogao bi 
se povezati sa činjenicom da su makrofage peritonealne šupljine sredovečnih ženki pacova AO 
soja izložene značajno manjoj koncentracija estrogena i progestrona, za koje je pokazano u in 
vivo i in vitro uslovima da deluju inhibitorno na sintezu NO (Coughlan i sar, 2005). Imajući u 
vidu da NO i citrulin u makrofagama nastaju iz arginina pod uticajem iNOS, a da pod uticajem 
arginaze iz istog supstrata - arginina nastaje ornitin i urea, pa tako aktivacija jednog puta 
ograničava drugi (Rath i sar, 2014) u sklopu ove disertacije analiziran je i sadržaj uree u 
makrofagama “mirne” peritonealne šupljine. Sadržaj uree je bio sličan u makrofagama koje 
nisu stimulisane LPS-om. Međutim, u saglasnosti sa onim što je nađeno u drugim ispitivanjima 
(Lou i sar, 2014; Rath i sar, 2014) stimulacija LPS-om je povećala sintezu uree i u 
makrofagama mladih i u makrofagama sredovečnih ženki pacova AO soja, ali tako da je ovo 
povećanje, bilo manje u makrofagama sredovečnih životinja, pa i njen sadržaj u poređenju sa 
mladim ženkama AO pacova. Treba naglasiti da NO može dalje da se metaboliše u RNS, kao i 
da se citrulin, koji nastaje istim metaboličkim putem, može ponovo koristiti za cintezu NO u 
citrulin – NO ciklusu, čime da se dodatno povećava sinteza NO (Lou i sar, 2014; Rath i sar, 
2014). S druge strane, treba takođe napomenuti da aktivacija arginaznog puta dovodi, ne 
samo do smanjene raspoloživosti arginina za sintezu NO, već oritin koji nastaje tim 
metaboličkim putem može biti važan izvor za sintezu poliamina i prolina, koji su značajni za 
ćelijski proliferaciju i reparaciju tkiva, te da manja aktivnost ovog puta može da ishoduje 
smanjenom sposobnosti za reparaciju tkiva (Lou i sar, 2014; Rath i sar, 2014). 

Konačno, ispitivan je mogući značaj promena koje se dešavaju tokom reproduktivnog starenja 
pacova, a koje se ogledaju u gubitku regularnosti estrusnih ciklusa i promenama u 
koncentraciji steroidnih hormona jajnika na citokinski profil peritonealnih makrofaga ženki 
AO pacova. Generalno, nakon stimulacije LPS-om makrofage sredovečnih ženki AO pacova su 
sintetisale značajno manje proinflamatornih citokna (IL-1, IL-6, TNF-α). Imajući u vidu da se 
nije menjao odnos subpopulacija koje bi prema ekspresiji markera odgovarale 
proinflamatornim M1 i antiinflamatornim M2 makrofagama u toku ispitivanog perioda, a da 
se smanjio udeo CD169+ ćelija, koje sekretuju manje proinflamatornih citokina nego CD169- 
ćelije (Liu i sar, 2020), u ukupnoj populaciji makrofaga, smanjenje sinteze proinflamatornih 
citokina bi se mogle delimično pripisati promenama u odnosu ćelijskih subpopulacija koje 
čine populaciju peritonealnih makrofaga. Činjenica da makrofage sredovečnih životinja 
sintetišu i veće količine NO (da u njima dolazi do disregulacije sinteze NO), najverovatnije 
usled protrahovanog izlaganja manjim koncentracijama estrogena i progesterona (Coughlan i 
sar, 2005) je takođe bila u skladu sa manjom sintezom proinflamatornih citokina u ukupnoj 
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populaciji peritonealnih makrofaga sredovečnih ženki, s obzirom da je pokazano da NO 
aktivno suprimira sintezu proinflamatornih citokina (Kobayashi, 2010). Postoje podaci koji 
ukazuju da bi smanjenje koncentracije estrogena moglo, i mehanizmima nezavisnim od 
njegovog uticaja na iNOS i sintezu NO, da utiče na sintezu proinflamatornih citokina (IL-1β, IL-
6 and TNF-α) (Miller i Hunt, 1996; Sorachi i sar, 1993). Dodatno, u nastanku ovog fenomena 
mogla bi da učestvuje i smanjena aktivnost MPO u LPS-om stimulisanim ćelijama, kao 
posledica, pre svega, njihove smanjene sposobnosti za eferocitozu, a moguće i razlika u 
intenzitetu infiltracije neutrofila i kinetici razvoja inflamacije peritoneuma kod mladih i 
sredovečnih životinja (Rodrigues i sar, 2002), ali i da se njegovo oslobađanje povezuje s 
destrukcijom tkiva (Winterbourn i sar, 2000). Na kraju, mada i ne najmanje važno, nastanku 
ovog fenomena bi mogao da doprinese i smanjen aktivacioni kapacitet peritonealnih 
makrofaga sredovečnih ženki pacova u odnosu na mlade životinje. Recipročno, u 
peritonealnim makrofagama je bila povećana sinteza/sekrecija IL-10, što bi se delimično 
moglo povezati sa protrahovanim izlaganjem ovih ćelija nižim koncentracijama estrogena, 
budući da postoje podaci da ovaj hormon inhibiše sintezu IL-10 (Angele i sar, 2000). U prilog 
prethodnim nalazima ide podatak da M1 i M2 makrofage mogu biti i proinflamatorne i 
antiinflamatorne (Rath i sar, 2014). Treba istaći M1/M2 polarizacija makrofaga sekundarno 
utiče na polarizaciju CD4+ T limfocita, a onda ova povratno, na M1/M2 dihotomiju stvarajući 
bazu sa samoodržujuću, M1/M2 polarizaciju i profil imunskog odgovora u celini (Rath i sar, 
2014). 

5.1.2. TG makrofage 

U sklopu sledećeg segmenta ispitivanja uticaja reproduktivnog starenja na makrofage 
ispitivane su fenotipske i funkcijske odlike peritonealnih makrofaga koje su izolovane 7. dana 
nakon hemijske indukcije peritonitisa davanjem tioglikolata. Odabran je upravo ovaj 
momenat u razvoju akutne inflamacije, budući da su ispitivanja na pacovskom modelu 
pokazala da je faza rezolucije, koja nastupa oko 7. dana od indukcije peritonitisa (Hekking i 
sar, 2005) i koju karakteriše izražena akumulacija makrofaga (Lam i sar, 2013)  važna za 
završetak akutne inflamacije,  i daleko važnije sprečavanje razvoja hronične niskogradne 
inflamacije, jedne od najprominentnijih posledica starenja ćelija urođene imunosti 
(Franceschi i sar, 2018). 

5.1.2.1. Fenotipske karakteristike 

Ispitivanja fenotipskih karakteristika makrofaga izovanih iz peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki AO pacova, kod kojih je hemijski indukovan peritonitis su pokazala, da u 
skladu sa podacima dobijenim u studijama drugih autora (Laurin i sar, 2012), tretman 
tioglikolatom je i kod mladih i kod sredovečnih ženki AO pacova značajno povećao broj ćelija 
u peritonealnom eksudatu. Međutim, na osnovu ekspresije CD68 molekula, ovaj tretman je 
samo kod sredovečnih ženki uticao na procentualnu zastupljenost makrofaga u 
peritonealnom eksudatu (uzrokujući značajno povećanje njihove zastupljenosti). Treba istaći 
da je njihova zastupljenot bila veća kod sredovečnih nego kod mladih ženki AO pacova. Ovaj 
nalaz je dalje tumačen u svetlu podataka koji jasno pokazuju da peritonealna šupljina nije 
zatvoren sistem i da se broj ćelija u ovom prostoru može menjati u zavisnosti od influksa 
monocita u ovaj prostor, emigracije makrofaga iz ovog prostora u drenirajuće limfne čvorove, 
njihove adhezije za peritoneum, proliferacije/ćelijske smrti (Gordon i sar, 2014). Naime, zrele 
rezidentne makrofage, su ključne ćelije za započinjanje lokalnog inflamatornog odgovora,  jer 
njihovom aktivacijom dolazi do sekrecije hemokina koji obezbeđuju signale neophodne za 
influks neutrofila i monocita iz cirkulacije (Cailhier i sar, 2005; Laurin i sar, 2012). Ovi 
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monociti, lokalno, u peritonealnoj duplji, sazrevaju u inflamatorne makrofage (Jakubzick i sar, 
2017). Imajući u vidu činjenicu da su makrofage izuzetno otporne na delovanje 
proapoptotskih signala (Munn i sar, 1995; Perlman i sar, 1999), može se spekulisati da 
njihova eliminacija apoptozom ne utiče značajnije na ukupan broj makrofaga u peritonealnom 
eksudatu u akutnom peritonitisu. Verovatnije je da makrofage, u akutnoj inflamaciji, kakva je 
ona koju je indukovao tretman tioglikolatom nakon uklanjanja apoptotičnih neutrofila 
eferocitozom, migriraju u drenirajuće limfne čvorove (Bellingan i Laurent, 2008). Shodno 
svemu što je prethodno izneto, može se očekivati da se u akutnom peritonitisu menja ne samo 
ukupan broj makrofaga, već i odnos makrofagnih subpopulacija. Imajući u vidu da je CD68 
molekul eksprimiran intracelularno na membranama lizozoma (Cohni Benson, 1965; Iqbal i 
sar, 2014) te da monociti imaju značajno manje lizozoma u odnosu na makrofage (Cohn i 
Benson, 1965), niža gustina ekspresije CD68 molekula na CD68+ TG makrofagama izolovanim 
iz ženki AO pacova oba uzrasta u odnosu na rezidentne makrofage je najverovatnije 
odražavala veću zastupljenost makrofaga monocitnog porekla, odnosno pojačan influks 
monocita sa periferije nakon tretmana tioglikolatom. Ovaj nalaz je bio potpuno očekivan 
imajući u vidu rezultate dobijene u drugim studijama (Hanna i sar, 2012). S druge strane, 
tioglikolatni tretman je smanjivao procentualnu zastupljenost CD163+ ćelija u okviru CD68+ 
makrofaga samo kod mladih ženki, što je ukazivalo da se odnos rezidentnih tkivnih CD163+ 
makrofaga i makrofaga monocitnog porekla značajno više pomerao na stranu monocitnih 
makrofaga kod mladih ženki u poređenju sa sredovečnim ženkama AO pacova. U skladu sa 
ovim nalazom, kod mladih ženki AO pacova tretiranih tioglikolatom nađen je povećan 
procenat ćelija koje eksprimiraju CCR7, koji se smatra jednim od markera makrofaga 
monocitnog porekla (Gordon i Taylor, 2005) i ukazuje na M1 polarizaciju makrofaga 
(Martinez i sar, 2006). Nadalje, davanje tioglikolata je povećavalo i procentualnu 
zastupljenost CD169+ ćelija, ćelija koje imaju ulogu u regulaciji crevne inflamacije i imunskog 
odgovora (Wang i sar, 2017), u okviru CD68+ ćelija kod životinja oba uzrasta. Ovaj efekat 
davanja tioglikolata je bio više izražen kod mladih životinja. 

Sledeće, analiza ekspresije molekula koji umaju ključnu ulogu u aktivaciji makrofaga je 
pokazala da je tretman tioglikolatom smanjivao procenat TLR4+ ćelija u okviru populacije 
peritonealnih TG makrofaga i mladih i sredovečnih ženki AO pacova, ali je ovaj efekat bio jače 
izražen kod sredovečnih ženki, tako da je kod njih procenat ovih ćelija bio značajno manji 
nego kod mladih životinja. Podatak da se gustina ekspresije TLR4 smanjuje na TG 
makrofagama u skladu je sa nalazima drugih istraživača (Renshaw i sar, 2002). S druge strane, 
tioglikolat je povećavao procentualnu zastupljenost MHC II+ na makrofagama i mladih i 
sredovečnih ženki AO pacova, ali je taj efekat bio više izražen kod mladih. Posledično, 
zastupljenost MHC II ćelija bila je veća u okviru populacije peritonealnih makrofaga mladih 
nego sredovečnih ženki pacova ovog soja. Ovaj nalaz je bio potpuno u skladu s podacima koji 
pokazuju da se kapacitet makrofaga za ekspresiju MHCII smanjuje starenjem (Herrero i sar, 
2002). Imajući u vidu prethodno iznete podatke da MHCII molekuli učestvuju ne samo u 
započinjanju adaptivnog CD4+ T-ćelijama posredovanog imunskog odgovora, već i u 
generisanju optimalnog urođenog imunskog odgovora (Frei i sar, 2010), može se pretpostaviti 
da će LPS indukovati snažniji odgovor peritonealnih makrofaga kod mladih ženki AO pacova u 
poređenju sa ovim odgovorom kod sredovečnih ženki pacova ovog soja. 

5.1.2.2. Funkcijske karakteristike 

Makrofage izolovane iz peritonealne duplje pacova oba uzrasta kod kojih je tioglikolatom 
izazvan peritonitis, i u prisustvu i u odsustvu LPS-a, pokazivale su veću sposobnost 
preuzimanja zimozana A u odnosu na ove ćelije izolovane iz “mirne” peritonealne duplje 
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životinja istog uzrasta. Zimozan A (poreklom iz Saccharomyces cerevisiae) je polisaharid D-
glukoznih monomera povezanih β-1,3 glikozidnim vezama i ćelije ga prepoznaju, vezuju i 
fagocituju posredstvom dektina-1 (Herre i sar, 2004). Dektin-1 je β-glukanski receptor sa 
osobinama klasičnog PRR koji prepoznaje visoko konzervirane sekvence β-1,3 i β-1,6 glukana 
(Herre i sar, 2004). Imajući ovo u vidu, veća sposobnost preuzimanja zimozana A od strane TG 
makrofaga u poređenju sa onim izolovanim iz “mirne” peritonealne duplje, bi se mogla 
povezati sa činjenicom da tioglikolat ushodno reguliše ekspresiju dektin-1 receptora (Herre i 
sar, 2004). Veća fagocitna sposobnost TG makrofaga sredovečnih ženki u odnosu na ženke 
mladih životinja mogla bi se povezati sa reproduktivnim starenjem uslovljenim razlikama u 
njegovoj ekspresiji, budući da koncentracija estradiola i dužina ekspozicije delovanju ovog 
hormona u određenoj koncentraciji može uticati na ekspresiju dektin-1 receptora (Costa i sar, 
2020). Izostanak značajnijeg povećanja fagocitoze zimozana A od strane TG makrofaga u 
prisustvu LPS-a, kao i kada su u pitanju makrofage izolovane iz “mirne” peritonealne duplje, 
mogao bi se pripisati nishodnoj regulaciji ekspresije dektin-1 receptora u odgovoru na 
stimulaciju LPS-a (Willment i sar, 2003). Činjenica da nakon stimulacije LPS-om, uprkos većoj 
fagocitnoj sposobnosti koje su pokazivale TG makrofage sredovečnih životinja koje nisu 
stimulisane LPS-om, nije bilo uzrasnih razlika u fagocitnoj sposobnosti TG makrofaga 
stimulisanih LPS-om, ide u prilog manjem stimulativnom kapacitetu LPS-a kod sredovečnih u 
poređenju sa mladim životinjama. 

Ispitivanje uticaja reproduktivnog starenja na TG makrofage je uključivala i analizu aktivnosti 
MPO u ovim ćelijama. U skladu s podacima dobijenim u drugim studijama, koji ukazuju da se 
delovanjem aktivacijskih stimulusa na peritonealne monocite/makrofage povećava aktivnost 
ovog enzima (Rodrigues i sar, 2002), njegova aktivnost je bila veća u TG makrofagama u 
odnosu na makrofage izolovane iz “mirne” peritonealne duplje ženki AO pacova istog uzrasta 
koje su in vitro podvrgnute istom tretmanu (kultivacija u čistom medijumu vs stimulacija LPS-
om). Tokom reproduktivnog starenja se smanjivala aktivnost ovog enzima u TG makrofagama 
bez obzira na stimulaciji LPS-om što je, kao što je prethodno rečeno, moglo da implicira ne 
samo smanjenu mikrobicidnu aktivnost, već moguće veću mogućnost nastanka MPO-om 
posredovane destrukcije tkiva (Rodrigues i sar, 2002). Ovo, sa reproduktivnim starenjem 
povezano, smanjenje aktivnosti MPO bi moglo da bude posledica smanjene sposobnosti 
aktivacije makrofaga sredovečnih životinja (Rodrigues i sar, 2002). Alternativno, ovaj nalaz bi 
mogao, kao u nekim drugim inflamiranim tkivima (Campuzano i sar, 2011), da odražava 
starenjem uslovljeno smanjenje infiltracije neutrofilima i monocitima i sledstveno smanjenje 
ukupne aktivnosti MPO. Teorijski, smanjenje sposobnosti sinteze MPO starenjem se takođe 
mora uzeti u obzir. O ovome ima posebno smisla razmišljati u kontekstu činjenice da je 
koncentracija estrogena bila manja kod sredovečnih ženki nego kod mladih ženki AO pacova, s 
obzirom da postoje podaci da estrogen povećava koncentraciju MPO u plazmi i njegovu 
aktivnost u mijeloidnim ćelijama (Santanam i sar, 1998). 

U sklopu istraživanja u ovoj disertaciji ispitivana je i sposobnot TG makrofaga da u bazalnim 
uslovima i nakon stimulacije LPS-om sintetišu NO. TG makrofage izolovane iz ženki AO pacova 
oba uzrasta su produkovale više NO nego makrofage izolovane iz “mirne” peritonealne duplje 
životinja odgovarajućeg uzrasta, što je u skladu sa podacima dobijenim u drugim 
istraživanjima koji pokazuju da stimulacija tioglikolatom povećava produkciju NO u 
peritonealnim makrofagama (Cecílio i sar, 2011). Ovaj efekat je bio više izražen u TG 
makrofagama sredovečnih ženki AO pacova, što bi, makar delimično, moglo da se poveže sa 
manjom koncentracijom ne samo estrogena, već i progesterona u njihovoj cirkulaciji 
(Coughlan i sar, 2005). Kao što se na osnovu podataka iz literature (Cecílio i sar, 2011) moglo 
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očekivati, LPS je u rezidentnim makrofagama oba uzrasta značajno povećavao sintezu NO i 
ovaj efekat je bio više izražen kod sredovečnih ženki pacova. 

U skladu sa činjenicom da iNOS i arginaza kompetuju za isti supstrat (Lou i sar, 2014; 
Rodrigues i sar, 2002), TG makrofage izolovane iz mladih ženki AO pacova su sintetisale 
manje uree u poređenju sa ovim ćelijama izolovanim iz “mirne” peritonealne životinja istog 
uzrasta. Podaci iz literature govore da u inflamiranim tkivima, zavisno od toga kakav je 
genetski “background” eksperimentalnih životinja, makrofage mogu da produkuju i više i 
manje uree u poređenju sa ćelijama izolovanim iz neinflamiranih tkiva (Campuzano i sar, 
2011; Marinkovic i sar, 2017). U skladu sa onim što je već opisano (Rath i sar, 2014), LPS je 
smanjivao produkciju uree u TG makrofagama i mladih i sredovečnih AO pacova, a ovaj efekat 
je bio jače izražen u makrofagama sredovečnih pacova u odnosu na one izolovane iz mladih 
životinja. 

Konačno, ispitivan je citokinski sekretorni profil TG makrofaga. Pokazano je da slično kao u 
peritonealnim makrofagama izolovanim iz “mirne” peritonealne duplje AO pacova, LPS-om 
stimulisana sinteza/sekrecija svih analizovanih proinflamatornih citokina (IL-1, IL-6 i TNF-) 
je bila značajno niža (osim TNF-) u TG makrofagama sredovečnih ženki ovih životinja u 
poređenju sa onim izolovanim iz mladih životinja istog pola. Kao, i kada su bile u pitanju 
makrofage izolovane iz “mirne” peritonealne duplje, ovaj nalaz bi mogao da se objasni u svetlu 
nekolicine drugih nalaza. Pre svega on je bio u skladu sa podacima koji su ukazivali na 
značajno manji influks monocita u peritonealnu duplju sredovečnih pacova. Osim toga, kao i 
makrofage izolovane iz “mirne” peritonealne duplje, TG makrofage sredovečnih pacova su 
pokazivale pojačanu sintezu NO, a smanjenu MPO, što se može povezati sa smanjenom 
sintezom proinflamatornih citokina (Kobayashi, 2010; Rodrigues i sar, 2002), ali i da se 
njegovo oslobađanje povezuje s destrukcijom tkiva (Winterbourn i sar, 2000). Dodatno, 
smanjena sinteza/sekrecija proinflamatornih citokina u LPS-om stimulisanim TG 
makrofagama sredovečnih ženki u poređenju sa ovim ćelijama izolovanim iz mladih životinja 
bi mogla da se poveže i sa manjom zastupljenosti ćelija koje eksprimiraju TLR4, posebno 
imajući u vidu da je bila i manja procentualna zastupljenost ćelija koje eksprimiraju MHCII u 
okviru populacije peritonealnih makrofaga sredovečnih ženki AO pacova. Povećana 
sinteza/sekrecija IL-10 u TG makrofagama sredovečnih u odnosu na ćelije izolovane iz mladih 
AO životinja se može povezati sa protrahovanim izlaganjem ovih ćelija manjim 
koncentracijama estrogena, za koji je pokazano da inhibira sintezu ovog citokina (Angele i sar, 
2000). Povećana sinteza profibrinogenog TGF-β u TG makrofagama sredovečnih ženki pacova 
bila je skladu sa nedavno objavljenim podacima, prema kojima estrogen suprimira ekspresiju 
gena za ovaj citokin i smanjuje njegovo delovanje (Avouac i sar, 2020). 

Dakle, tokom posmatranog perioda reproduktivnog starenja sekretorni i enzimski profil 
peritonealnih makrofaga izolovanih iz “mirne” i inflamirane peritonealne duplje (7. dana 
nakon tretmana tioglikolatom) menjao se na isti način, tako što se u njima smanjivala 
aktivnost MPO, a povećavala sinteza NO i sledstveno tome se smanjivala sinteza/sekrecija 
proinflamatornih, a povećavala sekrecija TGF-β, antiinflamatornog citokina. Dodatno, na 
promenu citokinskog sekretornog profila ovih ćelija uticale su i uzrasno-zavisne promene u 
odnosu subpopulacija koje ulaze u sastav makrofagne populacije (smanjenje zastupljenost 
regulatornih CD169+ ćelija u populaciji ćelija “mirnog peritoneuma, a smanjenje 
zastupljenosti ćelija monocitnog porekla u okviru TG populacije). Treba istaći da bi ovo moglo 
da implicira smanjenje antimikrobnog kapaciteta peritonealnih makrofaga inicijacijom 
reproduktivnog starenja, ali i pojačanu sklonost ka razvoju fibroze peritoneuma, usled 
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pojačane sinteze antiinflamatornog TGF-β, koji ima ključnu ulogu u inicijaciji, progresiji i 
održavanju fibroze peritoneuma (Hu i sar, 2012). 
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5.2. UTICAJ REPRODUKTIVNOG STARENJA NA FENOTIPSKE I FUNKCIJSKE 

KARAKTERISTIKE TG MAKROFAGA PERITONEALNE ŠUPLJINE ŽENKI AO I DA 

SOJA PACOVA 

S obzirom da je primećeno da ženke pacova AO soja imaju duži životni vek i duži period života 
bez znakova bolesti i makroskopski vidljivih patoloških promena od ženki DA soja u štalici 
Instituta „Torlak“ (Dimitrijević i sar, 2014a), a da je dužina životnog veka povezana sa 
starenjem uslovljenim promenama kako u stečenoj imunosti tako i u urođenoj imunosti, pre 
svega sa onim koje utiču na ishod akutne inflamacije – sprečavaju razvoj hroničnog 
zapaljenskog procesa (Alonso-Fernandez i De la Fuente, 2012; Hekking i sar, 2005; Lastrucci i 
sar, 2015), u ovom delu istraživanja ispitivan je uticaj reproduktivnog starenja na fenotipski i 
funkcijski profil peritonealnih makrofaga ova dva soja pacova 7. dana posle indukcije 
peritonitisa. 

 
5.2.1. Fenotipske karakteristike 

 
Ispitivanja u okviru ove disertacije su pokazala da je broj ćelija u peritonealnom eksudatu 7. 
dana posle davanja TG bio manji i kod mladih i kod sredovečnih ženki pacova DA soja u 
odnosu na pacove AO soja odgovarajuće starosti. U prilog ovom nalazu ide činjenica da su 
sojne razlike u broju ovih ćelija uočene i kod miševa (Festing, 1990). Procentualna 
zastupljenost CD68+ ćelija – makrofaga bila je veća kod mladih jedinki DA soja u odnosu na 
jedinke AO soja odgovarajuće starosti. Budući da je procenat CD68+ ćelija rastao samo kod 
pacova AO soja starenjem, njihov procenat je bio sličan kod sredovečnih životinja ova dva 
soja. Imajući u vidu da gustina ekspresije ovog molekula ukazuje na poreklo makrofaga (Cohn 
i Benson, 1965), kao i da kod pacova DA soja skoro sve makrofage peritonealne šupljine (za 
razliku od AO pacova) eksprimiraju CD68 i da je gustina njegove ekspresije, bez obzira na 
uzrast, bila veća kod DA nego kod AO pacova, može se pretpostaviti da se makrofage koje se 
nalaze u eksudatu inflamiranog peritoneuma DA i AO pacova razlikuju prema poreklu. Osim 
toga, budući da se gustina ekspresije CD68 molekula menjala (smanjivala) starenjem kod DA 
pacova (što je ukazivalo na veće učešće makrofaga monocitnog porekla) (Cohn i Benson, 
1965; Iqbal i sar, 2014), a nije se menjala kod AO pacova, može se zaključiti da se učešće 
subpopulacije poreklom od cirkulišućih monocita u sastavu ovog eksudata značajno menjalo 
samo kod DA pacova. Ovaj nalaz sojnih razlika u sastavu peritonealnog eksudata je u skladu s 
podacima dobijenim kod miševa (Festing, 1990). Dakle, iako se ukupno procentualno učešće 
makrofaga u peritonealnom eksudatu sredovečnih pacova nije razlikovalo kod AO i DA 
pacova, dobijeni nalazi su ukazivali na manje učešće ćelija monocitnog porekla kod DA pacova 
u poređenju sa AO pacovima (Hoover-Plow i sar, 2008). 

U skladu s prethodnim nalazima uočeno je da se tokom reproduktivnog starenja procentualna 
zastupljenost CCR7+ ćelija u okviru populacije CD68+ makrofaga smanjivala kod DA pacova 
(ukazujući na smanjenje udela ćelija monocitnog porekla), dok se procenatualna zastupljenost 
ovih ćelija kod AO ženki nije menjala. Ovaj zaključak je izveden na osnovu, već iznetih, 
podataka koji ukazuju da je CCR7 jedan od markera makrofaga monocitnog porekla (Gordon i 
Taylor, 2005). 

Kod mladih, kao i kod sredovečnih ženki DA pacova procentualna zastupljenost ćelija koje 
eksprimiraju CD163, klasičan marker zrelih rezidentnih makrofaga(Chen i sar, 2015; Gordon, 
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2003; Verreck i sar, 2006), u okviru CD68+ makrofaga se nije menjala (oko 10%), i bila je 
značajno niža u odnosu na zastupljenost kod ženki AO soja odgovarajućeg uzrasta. Prethodni 
nalaz bi ukazivao da je kod DA pacova bila manja zastupljenost zrelih tkivnih makrofaga nego 
kod AO pacova. S druge strane, procentualna zastupljenost CD163+ ćelija u okviru makrofaga 
se starenjem značajno povećavala kod AO pacova, što bi moglo da implicira da se povećanje 
procentualne zastupljenosti makrofaga kod sredovečnih u odnosu na mlade životinje, makar 
delimično, može pripisati povećanju zastupljenosti zrelih tkivnih makrofaga. 

Bez obzira na uzrast, za razliku od AO pacova, CD68+ makrofage DA pacova su većinski 
eksprimirale CD169 marker. Procentualna zastupljenost CD169+ ćelija nije se menjala 
starenjem kod DA pacova za razliku od pacova AO soja kod kojih se smanjivala starenjem. Već 
je istaknuto da CD169+ makrofage imaju ulogu u regulaciji inflamacije, pa bi sojne razlike u 
njihovoj procentualnoj zastupljenosti mogle da impliciraju razlike u ukupnom regulatornom 
kapacitetu TG makrofaga peritonealne šupljine DA i AO pacova (Epelmani i sar, 2014). Izrazito 
velika zastupljenost ovih ćelija kod DA pacova bi mogla da se posmatra i u kontekstu podataka 
iz literature koji ukazuju da se izrazito povećan broj CD169+ makrofaga može dovesti u vezu 
sa razvojem hronične inflamacije (Wangi sar 2017), autoimunskih bolesti i tumora (Liu i sar, 
2020), odnosno s podacima koji ukazuju da bi ovo povećanje moglo negativno da utiče na 
„uspešno“ starenje. Pokazano je da CD169+ makrofage koje se akumuliraju tokom 
eksperimentalne arterijske okluzije nastaju od lokalno proliferišućih rezidentnih prekursora, 
a ne od monocita koji su migrirali iz krvnih sudova (Khmelewski i sar, 2004). S obzirom na 
prethodno iznete podatke da su to zrele rezidentne makrofage, koje su klasično 
okarakterisane markerom CD163, detektovane u malom procentu kod pacova DA soja u obe 
starosne grupe (ispod 10%), može se postaviti pitanje da li CD169+ makrofage predstavljaju 
posebnu subpopulaciju tkivnih makrofaga (Chávez-Galán i sar, 2015). Ovo pitanje je posebno 
opravdano s obzirom da monociti ne eksprimiraju CD169 (Oetke i sar, 2006), da se tokom 
inflamacije povećava procenat makrofaga koji eksprimiraju ovaj molekul (Khmelewski i sar, 
2004; Ikezumi, 2005) i da CD169+ makrofage imaju sposobnost proliferacije (Khmelewski i 
sar, 2004). Uzimajući u obzir sve prethodno navedene činjenice može se spekulisati da 
CD169+ makrofage odgovaraju posebnoj populaciji rezidentnih ćelija koje se umnožavaju 
tokom inflamacije. U prilog ovoj hipotezi ide manja procentualna zastupljenost MHCII+ ćelija 
u okviru CD68+ ćelija DA pacova, budući da je pokazano da rezidentne makrofage 
embrionalnog porekla odlikuje značajno manja ekspresija ovog molekula u poređenju sa onim 
monocitnog porekla (Bou Ghosn i sar, 2010; Cassado i sar, 2015). U zaključku, svi prethodno 
izneti podaci dodatno idu u prilog  tezi da se starenjem u inflamaciji peritoneuma menja 
učešće različitih subpopulacija makrofaga, tako kod sredovečnih DA pacova u fazi rezolucije 
inflamacije dominantno učestvuju tkivne CD169+ rezidentne makrofage, a kod AO pacova 
prevashodno makrofage monocitnog porekla, ali i da je učešće zrelih rezidentnih CD163+ 
makrofaga značajno manje kod DA pacova nego kod AO pacova. 

Kod oba soja pacova, nađena je manja zastupljenost TLR4+ ćelija u okviru CD68+ makrofaga 
sredovečnih pacova u poređenju sa mladim pacovima. Podaci vezani za uticaj starenja na 
ekspresiju ovog molekula su inkonzisteni, budući da ukaziju da se starenjem kod miša ona ne 
menja (Boehmer i sar, 2004; Boehmeri sar, 2005), ali i da se smanjuje. Starenjem uslovljeno 
smanjenje ekspresije ovog molekula povezuje se sa nemogućnošću makrofaga izolovanih iz 
starih miševa da efikasno odgovore produkcijom citokina na stimulaciju LPS-om (Renshaw i 
sar, 2002), što u potpunosti odgovara samo onome što je u sklopu ove disertacije nađeno kod 
AO pacova. 
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5.2.2. Funkcijske karakteristike 
 
Ispitivanje fagocitne sposobnosti TG makrofaga izolovanih iz pacova AO i DA soja je pokazalo 
da se fagocitna sposobnost makrofaga izolovanih iz pacova DA soja nije menjala tokom 
reproduktivnog starenja, a da je fagocitna sposobnost peritonealnih makrofaga pacova AO 
soja rasla. S obzirom da se ekspresija CD163+ povezuje s fagocitozom (Kneidl i sar, 2012), 
podaci dobijeni ispitivanjem fagocitne sposobnosti makrofaga pacova DA soja tokom 
reproduktivnog starenja bili su u skladu s nepromenjenom procentualnom zastupljenosti 
CD163+ ćelija u okviru populacije ćelija. Ovaj nalaz bi se mogao posmatrati u kontekstu 
podataka koji pokazuju da postoje sojne razlike u uticaju starenja na fagocitozu i da se 
smanjenje fagocitne sposobnosti makrofaga povezuje s kraćim životnim vekom miševa 
(Guayerbas i De La Fuente, 2003). 

Aktivnost MPO nije se menjala u nestimulisanim i LPS-om stimulisanim makrofagama DA 
pacova tokom ispitivanog perioda reproduktivnog starenja, dok se, nezavisno od stimulacije 
LPS-om, u makrofagama AO pacova smanjivala, sa mogućim implikacijima o kojima je već 
diskutovano u prethodnom poglavlju. Komparativno posmatrano, na bazi prethodnih 
istraživanja (Rodrigues i sar, 2002), ovaj nalaz bi mogao da ukaže na manju mogućnost 
nastanka MPO-om posredovane destrukcije tkiva, što bi bilo u skladu sa boljom 
kontrolom/ishodom inflamacije i moguće dužim životnim vekom AO pacova u odnosu na DA 
pacove (Lehners i sar, 2014). U prilog smanjenju aktivnosti ovog enzima, poreklom iz ćelija 
urođene imunosti,  kod pacova starenjem idu podaci iz drugih studija (Campuzano i sar, 
2011), te bi opisane sojne razlike mogle da upućuju na različitu dinamiku razvoja promena 
vezanih za starenje ovih ćelija kod pacova AO i DA soja. 

Ispitivanja sinteze NO i uree su pokazala da je, bez obzira na uzrast, sinteza NO u LPS-om 
stimulisanim makrofagama DA pacova bila značajno veća nego u ovim ćelijama pacova 
odgovarajućeg uzrasta AO soja. S druge strane, sinteza uree je bila veća u LPS-om 
stimulisanim makrofagama (samo mladih) pacova AO soja s obzirom da je u makrofagama 
pacova ovog soja detektovano značajno više uree u odnosu na pacove DA soja. Ovi nalazi bi 
mogli da imaju više implikacija. Moguće je da se aktivnost ključnih enzima (iNOS i arginaza) 
koji učestvuju u sintezi NO i uree, u ćelijama ova dva soja pacova razlikuje posle stimulacije 
LPS-om (Sonoki i sar, 1997). U prilog ovoj pretpostavci ide i istraživanje u kome su razlike u 
aktivnosti iNOS-a i arginaze povezane sa osetljivošću različitih inbrednih sojeva miševa i 
pacova na infekciju izazvanu Toxoplasma gondii (Li i sar, 2012). Značaj genetskih faktora za 
aktivnost ovih enzima pokazana je u nekim ranijim ispitivanjima (Hussain i Qureshi, 1997; 
Müllner i sar, 2002). Pored razlike u aktivnosti enzima, moguće je da razlika u sintezi NO i/ili 
uree kod ova dva soja pacova reflektuje i različitu dostupnosti supstrata za enzime, a usled 
razlika u aktivnosti transportnih proteina koji ga dopremaju u ćeliju (Yeramian i sar, 2006). 
Konačno, razlike u sintezi NO i uree u odgovoru na stimulaciju LPS-om bi se mogle pripisati i 
razlikama u odnosu makrofagnih subpopulacija (Rath i sar, 2014). Da bi se sagledale moguće 
funkcijske posledice ovih nalaza, treba istaći da NO može imati ne samo proinflamatornu, već i 
imunoregulatornu ulogu zavisno od nivoa njegove sinteze (Kobayashi, 2010). Naime, 
ustanovljeno je da manja sinteza NO može uticati na povećanje proizvodnje hemokina, kao što 
su MIP-2 (engl. macrophage inflammatory protein-2, MIP-2) i MCP-1 (engl. monocyte 
chemoattractant protein-1, MCP-1), koji su hemoatraktanti za monocite. Shodno tome, imajući 
u vidu veću zastupljenost ćelija monocitnog porekla kod AO pacova, manja produkcija NO u 
makrofagama pacova AO soja bi mogla da se posmatra kao očekivan nalaz, a budući da ove 
ćelije u ispitivanoj fazi razvoja inflamacije (7. dan nakon ubrizgavanja tioglikolata) učestvuju u 
rezoluciji zapaljenja i kao poželjan nalaz. Veća produkcija NO se povezuje sa njegovim 



Diskusija 

94 

 

efektorskim funkcijama koje mogu dovesti do destrukcije tkiva  (Kobayashi, 2010). Ovaj nalaz 
bi mogao da ukaže na moguće negativne posledice povećane sinteze NO tokom 
reproduktivnog starenja kod pacova DA soja i moguće delimično objasni manje „uspešno“ 
starenje životinja ovog soja u odnosu na pacove AO soja. 

U sledećem koraku je ispitivan uticaj reproduktivnog starenja na citokinski sekretorni profil 
peritonealnih makrofaga AO i DA pacova. Za razliku od ženki AO pacova, kod ženki DA pacova 
je pronađeno da se starenjem smanjuje sekrecija IL-10 u kulturama makrofaga. Ovo se može 
povezati sa sojnim razlika u starenjem uslovljenim promenama u enzimskoj aktivnosti 
makrofagne dipeptidil peptidaze (DP4) (Dimitrijević i sar, 2014), enzima koji razgrađuje 
mnoge citokine i hemokine (Mentlein, 1999; Wrenger, 2006). Naime, aktivnost ovog enzima 
tokom starenja raste kod DA, a smanjuje se kod AO soja pacova, što je u negativnoj korelaciji 
sa sekrecijom antiinflamatornog IL-10 (Dimitrijević i sar, 2014). U prilog ovoj tezi idu podaci 
koji pokazuju da pacovi sa nedostatkom ovog enzima produkuju više IL-10 (Schmiedl i sar, 
2010). Povećane koncentracije IL-10 u serumu kod ljudi se dovode u vezu sa dugovečnošću i 
odsustvom patologije povezane sa starenjem kod starih jedinki (Carrieri i sar, 2004; Lio i sar, 
2002; Licastro i sar, 2005). Takođe, pokazano je da su ženke AO pacova koje su doživele 
maksimalni životni vek (31 mesec) u našoj štalici, uz odsustvo vidljivih patoloških promena, 
imale značajno više vrednosti IL-10 u supernatantima peritonealnih makrofaga stimulisanih 
LPS-om u odnosu na ženke iz mlađih starosnih grupa (Dimitrijević i sar, 2014b).  

Na isti način na koji se menjala sinteza/sekrecija IL-10 u TG makrofagama tokom 
reproduktivnog starenja AO (uzrasno-zavisan porast) i DA pacova (uzrasno-zavisno 
smanjenje), menjala se i sekrecija TGF-. Posledično, veća sekrecija TGF- uočena je u kulturi 
makrofaga sredovečnih ženki AO u odnosu na DA ženke. Sojne razlike u sintezi ovog citokina u 
makrofagama uočene su kod miševa (Marques i sar, 2011). Međutim, iako postoje podaci da 
starenje dovodi do poremećaja u regulaciji sinteze/sekrecije TGF-β (Uhrlaub i sar, 2016), 
podaci o značaju genetskih faktora za uticaj starenja na makrofagnu sintezu/sekreciju ovog 
citokina su oskudni. Veća sinteza/sekrecija antiinflamatornih citokina u makrofagama AO soja 
bila je u skladu je sa većom procentualnom zastupljenošću CD163+ makrofaga u peritoneumu 
AO ženki.  

S obzirom da dodavanje TGF-β u kulturu makrofaga suprimira sintezu proinflamatornih 
citokina (Fadok i sar, 1998), niže koncentracije proinflamatornih citokina IL-1β i IL-6 u 
kulturama peritonealnih makrofaga sredovečnih ženki AO pacova u odnosu na kulture ovih 
ćelija mladih životinja mogu se, makar delimično, povezati sa porastom koncentracije TGF-β u 
supernatantima makrofaga ovih životinja tokom starenja. S druge strane, sinteza/sekrecija 
TGF-β je bila značajno manja u kulturama makrofaga sredovečnih pacova DA soja u odnosu na  
one mladih životinja, je veća sinteza/sekrecija proinflamatornog IL-1β u ovim kulturama bila 
očekivan nalaz, posebno imajući u vidu i zastupljenost CCR7+ ćelija u okviru populacije 
makrofaga. Izostanak supresornog efekta nižih koncentracija TGF-β na sintezu IL-6 u 
kulturama peritonealnih makrofaga sredovečnih pacova DA soja, bi mogao da implicira da 
smanjenje koncentracije TGF-β nije bilo dovoljno da obezbedi porast koncentracije IL-6. 

U zaključku ovog dela istraživanja, reproduktivnim starenjem se na sojno specifičan način 
menjao ćelijski sastav inflamatornog peritonealnog eksudata (kada je analiziran u fazi 
rezolucije inflamacije, 7. dana od ubrizgavanja tioglikolata), fagocitna sposobnost ovih ćelija, 
njihova enzimska aktivnost i citokinski profil. Naime, kod sredovečnih ženki pacova AO soja 
nađena je veća zastupljenosti ćelija monocitnog porekla i zrelih rezidentnih ćelija koji 
eksprimiraju CD163, marker „klasičnih“ zrelih rezidentnih ćelija u poređenju sa životinjama 
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istog pola i uzrasta DA soja, a kod životinja DA soja su dominirale ćelije koje ispoljavaju CD169 
marker, čija se ekspresija povezuje sa imunoregulatornim karakteristikama ćelija i za koje se 
smatra da potiču od rezidentnih prekursornih ćelija. Osim toga, makrofage sredovečnih 
pacova AO soja su pokazivale bolju fagocitnu sposobnost, a manju aktivnost MPO-a i sintezu 
NO, što se sve može povezati sa efikasnijom kontrolom rezolucije zapaljenja i  moguće 
„uspešnijim“ starenjem ženki pacova ovog soja u odnosu na ženke pacova DA soja. Zatim, 
makrofage ženki pacova AO soja su produkovale više antiinflamatornih citokina, koji 
ograničavaju razvoj akutne inflamacije i dovode do njene rezolucije (Fadok i sar, 1998), a 
manje oštećujućih proinflamatornih citokina, dok su ove ćelije sredovečnih pacova DA soja 
produkovale više IL-1β, a manje antiinflamatornih citokina, što bi takođe moglo da se poveže 
sa boljom kontrolom inflamatornog odgovora i sledstveno podacima koji ukazuju da AO 
pacovi „uspešnije“ stare (Dimitrijević i sar 2014b). S druge strane, značajno veća 
sinteza/sekrecija TGF-β u makrofagama sredovečnih AO ženki u poređenju sa DA pacovima, 
mogla bi da implicira i izraženiju sklonost ka fibrozi peritoneuma ukoliko ne dođe do potpune 
rezolucije inflamacije (Hu i sar, 2012).  



Diskusija 

96 

 

 

5.3. ZNAČAJ POLA ZA FENOTIPSKE I FUNKCIJSKE KARAKTERISTIKE TG MAKROFAGA 

TOKOM REPRODUKTIVNOG STARENJA 

 
Seksualni dimorfizam i diergizam u urođenoj imunosti je dobro poznat i povezan sa razlikama 
u koncentraciji polnih steroida u cirkulaciji s obzirom na njihov direktan efekat na 
inflamatorni kapacitet ovih ćelija (Shepherd i sar, 2021), kao i činjenice da se tokom starenja 
menja koncentracija polnih steroida (što je potvrđeno i istraživanjima u okviru ove 
disertacije) i funkcijski kapacitet ćelija urođene imunosti, pre svega makrofaga (Bonafè i sar, 
2020; Franceschi i sar, 2000; Marriott i Huet-Hudson, 2006; Robert i Spitzer, 1997). Uprkos 
ovim nalazima, podaci o uticaju starenja na polno-zavisne razlike u 
funkcijskom/inflamatornom kapacitetu urođene imunosti, uključujući i makrofage, posebno o 
njihovom kapacitetu da kontrološu rezoluciju akutne inflamacije, tokom starenja, nisu 
dovoljno dokumentovani. Imajući sve ovo u vidu, u sledećem segmentu istraživanja ispitivan 
je uticaj reproduktivnog starenja na TG makrofage izolovane 7. dana od indukcije peritonitisa. 
 

5.3.1. Fenotipske karakterisitke 
 
Procentualna zastupljenost CD68+ makrofaga u pertonealnom eksudatu, koja se nije 
razlikovala između mladih mužjaka i ženki AO pacova, povećavala se u istoj meri tokom 
ispitivanog perioda reproduktivnog starenja kod životinja oba pola. Međutim, uočeno je da se 
gustina ekspresije ovog molekula razlikovala kod makrofaga izolovanih iz sredovečnih 
mužjaka i ženki, tako da su makrofage mužjaka pokazivale viši nivo ekspresije CD68 molekula, 
što je u skladu sa već pomenutim nalazima (Cohn i Benson, 1965), ukazivalo na manje učešće 
ćelija monocitnog porekla u peritonealnom eksudatu. Ovaj nalaz je u saglasnosti sa podacima 
dobijenim kod miša koji pokazuju da u repopulaciji peritonealnih makrofaga kod mužjaka 
miša, za razliku od ženki, učestvuju većinski ćelije poreklom iz kostne srži, što se može 
povezati s promenama u lokalnom mikrookruženju koje nastaju nakon polnog sazrevanja, a 
koje makar delimično odražavaju promene u oslobađanju/delovanju polnih steroida (Bain i 
sar 2019). Procentualna zastupljenost ćelija koje ispoljavaju CD163, marker dominantno 
zrelih rezidentnih ćelija embrionalnog porekla (Bain i sar, 2019; Louwe i sar, 2021), u okviru 
populacije CD68+ makrofaga, bila je veća kod sredovečnih u odnosu na mlade AO pacove 
odgovarajućeg pola, što implicira veći doprinos zrelih, dugoživećih tkivnih makrofaga 
populaciji peritonealne šupljine sredovečnih pacova u poređenju s mladim. S druge strane, 
starenjem kod ženki je došlo do smanjenja zastupljenosti CD169+ ćelija, za koje je pokazano 
da prevashodno imaju imunoregulatornu ulogu (Chávez-Galán i sar, 2015), u okviru 
populacije peritonealnih CD68+ makrofaga, za razliku od mužjaka kod kojih se procenat ovih 
ćelija povećavao. Ovaj nalaz bi trebalo sagledavati u sklopu podataka koji pokazuju da se veća 
zastupljenost CD169+ makrofaga može dovesti u vezu sa razvojem inflamacije (Wang i sar, 
2017), autoimunskih bolesti i tumora (Liu i sar, 2021) i sledstveno, generalno, kraćim 
životnim vekom jedinki muškog pola u odnosu na jedinke ženskog pola (Lemaître i sar., 
2020).  
 
Imajući u vidu procentualnu zastupljenost ćelija koje eksprimiraju TLR4, jedan od ključnih 
molekula za prepoznavanje PAMP-ova, čija ekspresija raste nakon aktivacije vezivanjem za 
njega specifičnih liganda (Fang i sar, 2017), istraživanje u okviru ove disertacije je ukazalo na 
veći procenat aktivisanih ćelija u okviru populacije makrofaga izolovanih iz peritonealnog 
eksudata mladih ženki u odnosu na mlade mužjake, što bi moglo da implicira njihovu veću 
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reaktivnost (na šta bi upućivao veći procenat CCR7+ i MHCII+ ćelija). Ovaj nalaz bi se mogao 
povezati s činjenicom da endogeni estradiol može da poveća ekspresiju TLR4 na 
peritonealnim makrofagama miša (Rettew i sar, 2009), dok je testosteron suprimira (Rettew i 
sar, 2008). Starenjem se procentualna zastupljenost ovih ćelija menjala suprotno u 
peritonealnom ćelijskom eksudatu mužjaka i ženki. Naime, zastupljenost ovih ćelija se 
starenjem smanjivala u populaciji peritonealnih makrofaga ženki, a povećavala u ovoj 
populaciji mužjaka. Ovaj nalaz bi upućivao na manju reaktivnost i/ili bolju kontrolu 
inflamacije kod sredovečnih ženki u poređenju s mužjacima istog uzrasta. Značajno povećanje 
procentualne zastupljenosti CD169+ ćelija kod mužjaka moglo bi da ide u prilog drugoj 
pretpostavci (Wangi sar 2017). Starenjem uslovljene promene u procentualnoj zastupljenosti 
TLR4+ ćelija su korelirale s promenama u serumskoj koncentraciji estradiola kod ženki tokom 
reproduktivnog starenja. Naime, tokom starenja se koncentracija estradiola smanjivala kod 
ženki, a rasla kod mužjaka. Dodatno, pokazano je da se starenjem menja gustina ekspresije 
ER-α u makrofagama peritonealne šupljine na polno zavisan način (smanjuje se kod ženki, a 
raste kod mužjaka) doprinoseći razvoju ovog fenomena. S druge strane, s obzirom na 
suprimirajući efekat testosterona na ekspresiju TLR4 (Rettew i sar, 2008), većem procentu 
ćelija koje ispoljavaju TLR4 u okviru makrofaga izolovanih iz peritonealnog eksudata 
sredovečnih mužjaka u odnosu na mlade mužjake je moglo doprineti i smanjenje serumske 
koncentracije testosterona kod mužjaka tokom starenja.  
 

5.3.2. Funkcijske karakteristike 
 
Fagocitna sposobnost peritonealnih nestimulisanih TG makrofaga mladih mužjaka i ženki 
pacova AO soja nije se značajno razlikovala. Međutim, tokom reproduktivnog starenja 
fagocitna sposobnost nestimulisanih TG makrofaga ženki pacova se povećavala, dok ove ćelije 
izolovane iz peritonealne duplje mužjaka nisu pokazivale značajne promene u ovoj 
sposobnosti. Kao rezultat  navedenih polno dimorfnih promena, fagocitna sposobnost 
peritonealnih makrofaga sredovečnih ženki bila je veća u poređenju sa onom izmerenom kod 
mužjake iste starosti, što bi impliciralo bolju kontrolu akutne inflamacije kod ženki. Ako 
uzmemo u obzir da se kod ženki tokom starenja povećava odnos estradiol/progesteron u 
korist estradiola i da je pokazano da estradiol favorizuje proliferaciju zrelih, tkivnih 
makrofaga (Pepe i sar, 2017), a ne migraciju monocita u peritoneum, (Bain i sar, 2019) i da 
zrele rezidentne makrofage imaju veću fagocitnu sposobnost (Davies i sar, 2013), veća 
fagocitna sposobnost sredovečnih ženki u odnosu na sredovečne mužjake mogla bi da 
reflektuje veću procentualnu zastupljenost zrelih tkivnih makrofaga u peritnealnom eksudatu 
ženki. Međutim, analiza procentualne zastupljenosti ćelija koje eksprimiraju CD163, “klasičan” 
marker rezidentnih zrelih ćelija nije išla ovome u prilog, budući da je procenat CD163+ ćelija 
bio sličan u populaciji peritonealnih makrofaga sredovečnih mužjaka i ženki pacova. Veća 
fagocitna sposobnost TG makrofaga sredovečnih ženki u odnosu na mužjake istog uzrasta bi 
se mogla povezati sa reproduktivnim starenjem uslovljenim razlikama u ekspresiji receptora 
za dektrin-1, budući da koncentracija estradiola i dužina ekspozicije delovanju ovog hormona 
u određenoj koncentraciji može uticati na ekspresiju dektin-1 receptora (Costa i sar, 2020). 
Izostanak značajnijeg sa starenjem povezanog povećanja fagocitne sposobnosti (merene 
preuzimanjem zimozana A) TG makrofaga ženki u prisustvu LPS-a, mogla bi se, kao što je već 
rečeno, pripisati nishodnoj regulacijom ekspresije dektin-1 receptora u odgovoru na 
stimulaciju LPS-om (Willment i sar, 2003). 
 
U kulturama nestimulisanih TG makrofagama sredovečnih pacova oba pola uočena je i veća 
sinteza NO u poređenju sa kulturama ovih ćelija izolovanih iz mladih životinja istog pola. 
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Imajući u vidu da NO može biti supstrat za katalitičko razlaganje posredovano MPO-om (Abu-
Soud i Hazen, 2000), a da se aktivnost MPO smanjivala u nestimulisanim makrofagama 
sredovečnih u odnosu na mlade pacove oba pola, moguće je da je smanjena aktivnost ovog 
enzima doprinela većem oslobađanju NO iz nestimulisanih makrofaga sredovečnih pacova. 
Nakon stimulacije LPS-om, za razliku od kultura makrofaga mladih ženki (veća sinteza u 
kulturama sredovečnih žiotinja), sinteza NO u kulturama makrofaga mladih mužjaka je bila 
slična onoj koja je detektovana u kulturama makrofaga sredovečnih životinja, iako je aktivnost 
MPO bila veća kod mladih mužjaka u odnosu na sredovečne životinje istog pola. Ovo bi se 
moglo objasniti većom efikasnosti LPS u stimulaciji iNOS u makrofagama mladih životinja 
(Cecílio i sar, 2011; Sonoki i sar, 1997) i/ili lošijom kontrolom njegove sinteze kod 
sredovečnih životinja. Sinteza NO u kulturama i nestimulisanih i LPS-om stimulisanih TG 
makrofaga mladih mužjaka pacova bila je veća nego u kulturama mladih ženki pacova 
(ukazujući na bolji odgovor na stimulaciju i/ili lošiju kontrolu aktivacionog procesa), dok je 
bila uporediva u kulturama TG makrofaga sredovečnih životinja sugerišući uzrasno-zavisne 
promene u kontroli ovog procesa. 
 
Starenjem indukovane polno dimorfne promene u zastupljenosti aktivisanih TLR4+ i MHCII+ 
makrofaga, korelirale su sa porastom makrofagne sinteze IL-1β i TNF-α kod mužjaka i 
smanjenjem sinteze IL-1β i IL-6 kod ženki. S obzirom na činjenicu da je ekspresija TLR4 i 
MHCII tesno povezana sa odgovorom na stimulaciju LPS-om i da korelira sa stepenom 
aktivacijom makrofaga u odgovoru na stimulaciju LPS-om (Frei i sar, 2010), može se zaključiti 
da starenje različito utiče  na peritonealne makrofage mužjaka i ženki pacova AO soja. Naši 
rezultati su pokazali da se kod ženki pacova procenat CCR7+ (marker M1 makrofaga) ćelija u 
okviru CD68+ makrofaga ne menja tokom ispitivanog perioda starenja, a da se povećava 
procenat ćelija koje ispoljavaju CD163 molekul (koji se često posmatra kao jedan od markera 
dominantno M2 makrofaga), što bi, uz smanjenje zastupljenosti CD169+ ćelija (Liu i sar, 2020) 
moglo da utiče na uspešnije okončanje inflamacije u odnosu na mužjake iste starosti. U prilog 
ovoj tvrdnji povećanu zastupljenost CD163+ makrofaga je pratio i porast sekrecije 
antiinflamatornih citokina tokom starenja AO pacova oba pola. 
 
Analiza sinteze proinflamatornih citokina u kulturi TG makrofaga stimulisanih LPS-om je 
pokazala da je, u skladu sa prethodno diskutovanim rezultatima, sekretorni odgovor meren 
koncentracijom proinflamatornih citokina u supernatantima kultura TG makrofaga mladih 
ženki pacova bio veći u poređenju sa onim u kulturama ovih ćelija izolovanim iz mužjaka istog 
uzrasta. U tom kontekstu valja istaći da je proinflamatorni sekretorni citokinski odgovor 
makrofaga na delovanje aktivacijskih signala kritičan za efikasnu kontrolu infekcije, tako da 
nedovoljan odgovor čini jedinke osetljivim na oštećujuće delovanje infekta, a ekscesivan 
odgovor nosi rizik od razvoja inflamatornih bolesti (Nathan, 2002; Pavlov i Tracey, 2004). 
Važno je i naglasiti da nije uočena značajna razlika u sintezi antiinflamatornih citokina u LPS-
om stimulisanim kulturama mladih ženki i mužjaka pacova. Analiza istih parametara tokom 
ispitivanog reproduktivnog starenja je pokazala da se sinteza/sekrecija proinflamatornih 
citokina u LPS-om stimulisanim kulturama TG makrofaga menjala na polno dimorfan način. 
Naime, starenjem se smanjivala sposobnost TG makrofaga ženki da odgovore sekrecijom 
proinflamatornih citokina, a povećavala sposobnost da odgovore (veća koncentracija IL-1β i 
TNF-α) mužjaka pacova. Rezultat ovih promena je bila veća sinteza/sekrecija IL-1β u 
kulturama TG makrofaga sredovečnih mužjaka u poređenju sa kulturama ovih ćelija 
izolovanih iz sredovečnih ženki. Ovi nalazi posmatrani zajedno sa onim koji pokazuju da se 
sposobnost TG makrofaga i ženki i mužjaka pacova da sintetišu antiinflamatorne citokine u 
kulturi povećavala tokom reproduktivnog starenja, ali u većoj meri kod ženki, mogli bi takođe 
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da sugerišu bolju kontrolu inflamatornog odgovora kod sredovečnih ženki u poređenju s 
mužjacima istog uzrasta. Iako direktna interpolacija ovih rezultata na čoveka nije moguća, oni 
bi svakako mogli da stimulišu dalja istraživanja kojim bi se ispitao/potvrdio značaj ovih 
promena za polni dimorfizam u incidenciji bolesti povezanih sa hroničnom inflamacijom, kao 
što su ateroskleroza, dijabetes i maligne bolesti (Cutolo i sar, 2016; Klein, 2000; vom Steeg i 
Klein, 2016), a čija incidencija raste tokom reproduktivnog starenja jedinke. 
 
U zaključku, imajući u vidu promene u ekspresiji molekula povezanih sa aktivacijom 
makrofaga, promene u fagocitnoj sposobnosti makrofaga i njihovom sekretornom profilu, 
može se zaključiti da tokom reproduktivnog starenja peritonealne makrofage AO ženki pacova 
trpe takve promene koje ih čine sposobnijim da kontrolišu inflamatorni odgovor i, moguće, 
manje podložnim za razvoj patologija povezanih sa hroničnom inflamacijom (Sayed i sar, 
2021), što se makar delimično može povezati sa razlikama u koncentraciji polnih steroida.  
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5.4. UTICAJ OVARIJEKTOMIJE NA SEKRETORNI PROFIL  MAKROFAGA TOKOM 

REPRODUKTIVNOG STARENJA 

 
U okviru sledećeg segmenta istraživanja, ženke AO pacova su podvrgnute bilateralnoj 
ovarijektomiji na kraju reproduktivnog perioda da bi se potvrdio značaj steroidnih hormona 
za promene koje nastaju u inflamatornom kapacitetu makrofaga, posebno, u njihovoj 
sposobnosti da kontrolišu inflamaciju. Ova istraživanja su pokazala da je 10 meseci od 
ovarijektomije koncentracija estradiola bila nešto niža nego kod kontrolnih ženki iste starosti 
(iako ova promena nije dostigla statističku značajnost), dok je koncentracija progesterona 
značajno niža nego kod kontrolnih ženki, odnosno da je odnos estradiol/progesteron bio oko 
dva puta veći u poređenju sa onim kod kontrolnih životinja. Ovo je omogućilo da promene u 
inflamatornom potencijalu makrofaga budu posmatrane i kao rezultat izražene deficijencije 
progesterona, tim pre što je pokazano da 10 meseci po urađenoj ovarijektomiji u uzrastu koja 
odgovara kraju reproduktivnog perioda, dolazi do smanjenja procentualne zastupljenosti 
makrofaga koje eksprimiraju receptore za progesteron (Stanojević i sar, 2015), što bi moglo 
da sugeriše i manju gustinu ekspresije receptora za ovaj hormon. Nalaz koji ukazuje da kod 
ovarijektomisanih životinja ne dolazi do drastičnog pada koncentracije estradiola u skladu je 
sa nalazima drugih istraživača i mogao bi se pripisati ekstragonadnoj sintezi estradiola (Zhao i 
sar, 2005). Međutim, imajući u vidu da je, iako promene u koncentraciji estradiola nisu bile 
dramatične kod sredovečnih ženki pacova (Lu i sar, 1979; Stanojević i sar, 2015), a da je 
gustina ekspresije ER-α i ER-β u peritonealnim makrofagama bila značajno niža kod 
sredovečnih u odnosu na mlade ženke AO pacova, to bi se manja gustina ekspresije ovih 
receptora na makrofagama mogla očekivati i kod sredovečnih ovarijektomisanih životinja u 
odnosu na kontrolne životinje. U prilog ovoj pretpostavci govore podaci koji pokazuju da 
estradiol u drugim tipovima ćelija ushodno reguliše ekspresiju ER-α i ER-β (Aguirre i sar, 
2010). Smanjenje gustine ekspresije ER-α bi moglo da se poveže sa smanjenjem koncentracija 
progesterona, budući da makrofage peritonealne šupljine ispoljavaju receptore za 
progesteron (Khan i sar, 2005; Stanojević i sar, 2015), a da progesteron u drugim tipovima 
ćelija ushodno reguliše ekspresiju ER-α (Daniel i sar, 2014).  
 
Imajući u vidu prethodno iznete podatke i nalaze, kao i istraživanja koja pokazuju da 
progesteron in vitro povećava sekreciju IL-1β i TNF-α iz makrofaga ženki miša, dok estrogen 
smanjuje njihovu sekreciju (Huang i sar, 2008), smanjena sinteza/sekrecija IL-1β u kulturi 
peritonealnih makrofaga miša bazalno i u odgovoru na LPS, kao i TNF-α bazalno, kod 
ovarijektomisanih ženki, mogla bi se delimično povezati sa promenama odnosa 
estradiol/progesteron koji je bio značajno pomeren u korist estradiola. S druge strane, treba 
naglasiti da efekti estradiola na sintezu proinflamatornih citokina zavise od mikrookruženja u 
kojem se ćelije nalaze, tako da mogu da budu potpuno različiti i kada je isti tip ćelija u pitanju 
(Shivers i sar, 2015). U tom kontekstu se mogu sagledati podaci koji pokazuju da estradiol 
stimuliše bazalnu (u odsustvu stimulacije LPS-om) i LPS-om stimulisanu sintezu IL-1β u TG 
makrofagama miša (Calippe i sar, 2010). Razlike u produkciji proinflamatornih citokina, 
odnosno IL-1β, TNF-α i IL-6 od strane peritonealnih makrofaga ovarijektomisanih i kontrolnih 
životinja u kulturi, sugerišu različitu osetljivost citokina na modulatorno delovanje steroidnih 
hormona. U prilog nalazu koji pokazuje razlike u bazalnoj i LPS-om stimulisanoj sekreciji 
proinflamatornih citokina (TNF-α) treba istaći da je pokazano da efekti estradiola na sintezu 
proinflamatornih citokina mogu biti bitno različiti bazalno i u uslovima kada je ćelija izložena 
delovanju inflamatornih stimulusa (Dragin i sar, 2017). Takođe je važno napomenuti da još 
uvek nije moguće precizno opisati mehanizme posredstvom kojih estrogen interferira sa 
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produkcijom citokina, ali se može pretpostaviti da delovanje estrogena uključuje interakcije 
kompleksa estrogen/ER sa različitim transkripcionim faktorima, ali i direktne efekte na 
plazma membranu (Pfeilschifter i sar, 2002).  
 
Budući da je pokazano da estradiol može da deluje stimulatorno na produkciju IL-10 (Shivers 
i sar, 2015), smanjena sinteza/sekrecija IL-10 u makrofagama ovarijektomisanih pacova, kako 
u bazalnim uslovima tako i posle izlaganja delovanju LPS-u (mada nije dostigla statističku 
značajnost), u poređenju sa ovim ćelijama izolovanim iz kontrolnih neovarijektomisanih 
životinjama, mogla bi se povezati sa smanjenjem stimulatornog delovanja estradiola na 
sintezu IL-10. Međutim, treba naglasiti da bi ona mogla da reflektuje i slabiju aktivaciju ovih 
ćelija izolovanih iz ovarijektomisanih životinja. S druge strane, promene u sintezi TGF-β u 
makrofagama ovarijektomisanih životinja, posebno povećanu sintezu u bazalnim uslovima, 
nije jednostavno objasniti. Naime, kada je u pitanju delovanje estradiola, literaturni podaci su 
kontradiktorni, budući da se mogu naći nalazi koji pokazuju da on povećava (Xie i Cao, 2019), 
ali i da smanjuje (Jeng i sar, 1993) sintezu ovog citokina. S druge strane, literaturni podaci 
pokazuju da progesteron povećava sintezu TGF-β (Itagaki, 2005; Luo i sar, 2002; Mercier i sar, 
2002; Xie i Cao, 2019). Međutim, treba imati u vidu da su navedeni podaci dobijeni 
ispitivanjem uticaja progesterona na druge tipove ćelija (Itagaki, 2005; Luo i sar, 2002; 
Mercier i sar, 2002; Xie i Cao, 2019). 
 
Ispitivanja u okviru ovog segmenta istraživanja jasno pokazaju da bi promene u delovanju 
polnih steroida mogle da utiču na inflamatorni kapacitet makrofaga (preciznije, kapacitet 
makrofaga da učestvuju u terminaciji akutnog zapaljenja), ali ne daju preciznu sliku uticaja 
različitih polnih steroida (estradiola i progesterona) na njihov kapacitet, te nameću potrebu 
za daljim istraživanjima. Specifičnije, dobijeni rezultati sugerišu da u prisustvu niskih 
koncentracija progesterona u cirkulaciji i nešto manjih koncentracija estradiola (bez cikličnih 
promena vezanih za faze estrusnog ciklusa) u uslovima manje gustine ER, peritonealne TG 
makrofage pokazuju manju sposobnost aktivacije i/ili bolju kontrolu inflamatornog odgovora. 
Međutim, odmah treba naglasti da se opisane promene ne mogu isključivo povezati s 
promenama u delovanju polnih steroida, jer bi i drugi faktori čija se sinteza/sekrecija menja 
starenjem mogli da doprinesu razvoju ovog fenomena (Gui i sar, 2004; Barnes i sar, 2015). 
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5.5. ISPITIVANJE DIREKTNOG MODULIŠUĆEG DELOVANJA ESTRADIOLA IN VITRO NA 

PROMENE U SEKRETORNOM PROFILU TG MAKROFAGA TOKOM 

REPRODUKTIVNOG STARENJA 

Ispitivanja drugih istraživača su pokazala da davanje estradiola ovarijektomisanim 
životinjama koriguje smanjenje sinteze IL-1β, što ukazuje na regulatorno delovanju estrogena 
(Hu i sar, 1988). U istom smislu se mogu navesti podaci da estradiol in vivo moduliše sintezu 
proinflamatornih citokina i u ćelijama mikroglije (Soucy i sar, 2005). U literaturi postoje i 
podaci da, suprotno akutnom izlaganju estradiolu in vitro, hronični tretman estradiolom 
stimuliše ekspresiju proinflamatornih citokina u rezidentnim makrofagama mišje 
peritonealne šupljine (Calippe i sar, 2008, 2010), što dodatno implicira njegovu regulatornu 
ulogu. U saglasnosti sa prethodnom tvrdnjom nađeno je da se sinteza IL-1β u TG 
makrofagama izolovanim iz peritonealne šupljine ženki pacova i in vitro stimulisanim LPS-om 
menja sa promenama u koncentraciji estrogena tokom  ontogeneze kod glodara (Inamizu i 
sar, 1985; Hu i sar, 1988). Poslednji nalaz je u skladu sa rezultatima prikazanim u ovoj 
disertaciji. On je takođe u skladu s podacima iz literature koji pokazuju da efekti estrogena na 
makrofage zavise od koncentracije estradiola, tako da ovaj hormon u nižim koncentracijama 
potencira, a u višim suprimira sintezu IL-1β u makrofagama i monocitima (Hu i sar, 1988; 
Morishita i sar, 1999). Imajući poslednje navedeno u vidu, može se pretpostaviti da su razlike 
u koncentraciji estradiola u lokalnom okruženju makrofaga peritonealne šupljine mladih i 
sredovečnih ženki dovele do različitog uticaja estradiola in vitro na sekreciju IL-1β iz 
makrofaga u ogledima prikazanim u ovoj disertaciji. Naime, kod ženki pacova postoji 
komunikacija između periovarijalnog prostora i peritonealne šupljine (Gaytan i sar, 1991). 
Anatomski je omogućeno da makrofage peritonealne šupljine ženki budu izložene hormonima 
iz jajnika i uterusa (koncentracije estradiola u ovarijalnoj veni, endometrijumu uterusa i 
vagini su 10-100 puta više nego one izmerene u perifernoj krvi) (Lu i sar, 1979; Murphy i sar, 
2010; Shaikh, 1971), pa su tako s visokim stepenom verovatnoće može pretpostaviti da su 
makrofage mladih ženki pre izolacije iz peritonealne šupljine bile izložene višim 
koncentracijama estradiola u odnosu na makrofage sredovečnih, te da je to moglo da 
doprinese da tretman estradiolom in vitro dovede do inhibicije sinteze IL-1β u makrofagama 
mladih, a potencijacije njegove sinteze u ćelijama sredovečnih ženki. Dodatno, u prilog ovoj 
hipotezi ide činjenica da sekretorni odgovor proinflamatornih citokina na stimulaciju LPS-om 
zavisi od prethodne izloženosti makrofaga delovanju estrogena (Ruh i sar, 1998). Imajući u 
vidu da se ekspresija ER menja starenjem kod čoveka i glodara (Batra i sar, 2003; Novensà i 
sar, 2011; Ogueta i sar, 1999; Wilson i sar, 2002), različiti efekti estradiola na makrofage 
mladih i sredovečnih ženki bi se mogli povezati i sa uzrasno-zavisnim promenama u ekspresiji 
pojedinih tipova ovih receptora. Pokazano je da makrofage peritonealne šupljine ženki 
pacova, za razliku od onih koje su izolovane iz miša, većinski, ispoljavaju oba tipa 
intracelularnih ER (Stanojević i sar, 2015). Peritonealne makrofage miša ispoljavaju samo ER-
α, tako da se može pretpostaviti da je ekspresija ER specifična za vrstu životinja (Pepe i sar, 
2018) i da estradiol ostvaruje svoju regulatornu ulogu kod obe životinjske vrste delujući na 
ER-α, a da se eventualne razlike u njegovom delovanju mogu pripisati njegovim efektima 
posredstvom ER-β. 

S druge strane, in vitro tretman estradiolom stimulisao je produkciju TNF-α u TG 
makrofagama mladih ženki. Suprotni efekti estradiola na sintezu TNF-α i IL-1β u 
makrofagama mladih ženki mogu se povezati sa činjenicom da estradiol, zavisno od tipa ER 
(makrofage pacova ispoljavaju oba tipa receptora) na koji deluje i (ko)faktora sa kojim stupa u 
interakciju može i da aktiviše i da suprimira ekspresiju gena (Macgregor i Jordan, 1998; 
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Parker, 1998). Naime, estrogeni, zavisno od koncentracije, ne deluju samo kao hormonski 
faktori koji dovode direktno do transkripcije/supresije transkripcije gena, već stupaju u 
interakcije sa citoplazmatskim i nuklearnim proteinima koji su odgovorni za prenos signala i 
tako interferiraju sa njihovim funkcijama (Kovats, 2015; Levin, 2001). U prilog različitog 
uticaja estradiola na sintezu TNF-α u makrofagama mladih (povećanje) i sredovečnih ženki 
(izostanak efekta), mogu se navesti podaci koji pokazuju da estradiol, na dozno zavisan način, 
reguliše sintezu ovog citokina u kulturi (Dimitrijević i sar, 2013). Navedeni nalazi bi se mogli 
povezati i sa podacima koji ukazuju da efekti LPS-a na sintezu proinflamatornih citokina 
zavise od prethodne izloženosti ćelija delovanju estrogena (Ruh i sar, 1998). Ovo bi moglo da 
se poveže sa nalazima koji pokazuju da estadiol, makar kod čoveka, može da utiče na 
ekspresiju receptora za koje je specifičan i da tako moduliše sopstveno delovanje (Murphy i 
sar, 2009). Alternativno, kompatibilno sa prethodnim pretpostavkama, različit uticaj 
estradiola na sintezu proinflamatornih citokina in vitro bi mogao da se poveže sa podacima 
koji pokazuju da se starenjem u ćelijama mnogih tkiva menja ekspresija receptora za 
estrogene i da su te promene specifične za pojedine subtipove ovih receptora, tako da se 
menja njihov odnos u ćeliji (Batra i sar, 2003; Koenig i sar, 2017; Novensà i sar, 2011; Ogueta i 
sar, 1999; Wilson i sar, 2002). 

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji su pokazali i da je in vitro tretman estradiolom povećao 
sintezu IL-6 u TG makrofagama i mladih i sredovečnih ženki. Ovo povećanje sinteze u 
makrofagama mladih ženki bi se moglo pripisati činjenici da TNF-α, u sklopu složene mreže 
međusobne regulacije citokina, dovodi do ushodne regulacije IL-6 (Dinarello, 1987). S druge 
strane, povećanje sinteze IL-6 u makrofagama sredovečnih ženki pacova se evidentno nije 
moglo povezati s promenama u sekreciji TNF-α. Međutim, ovaj nalaz bi se možda mogao 
objasniti uzimajući u obzir podatak da estradiol, delujući posredstvom ER-α, indukuje u 
makrofagama sintezu prostaglandina E2 (PGE2) (Lu i sar, 2004), za koji je pokazano da 
suprimira sintezu TNF-α, a stimuliše sekreciju IL-6 (Ghezzi i sar, 2000), kao i da se sposobnost 
ćelija da sintetišu PGE2 povećava starenjem (Wu i sar, 1998).  

Konačno, rezultati dobijeni u ogledima obuhvaćenim ovom disertacijom su pokazali da 
estradiol stimuliše sintezu TGF-β u TG makrofagama mladih pacova. Ovaj nalaz je u skladu s 
podacima dobijenim u drugim studijama koji pokazuju da estrogeni stimulišu sintezu TGF-β u 
nekim drugim tipovima ćelija (Gantus i sar, 2011). Činjenica da se ovaj efekat estradiola gubi 
starenjem mogla bi, u skladu sa onim što je prethodno diskutovano, da se poveže sa starenjem 
uslovljenim promenama u ekspresiji ER i/ili interakcijama estradiola s transkripcionim 
faktorima/kofaktorima koji određuju delovanje estrogena, a zavise od njegove koncentracije.   

U zaključku, ispitivanja uticaja estradiola na in vitro LPS-om stimulisanu sintezu inflamatornih 
citokina ne samo da idu u prilog modulatornom delovanju estrogena na inflamatorni kapacitet 
TG makrofaga, već ukazuju da se njihov modulatorni kapacitet menja u toku reproduktivnog 
starenja sugerišući da u toku ovog perioda dolazi do promena u samim makrofagma 
(indukovanih delovanjem drugih egzogenih ili intrinzičkih faktora) koje menjaju njihov 
odgovor na delovanje estrogena. Ovaj nalaz jasno nameće potrebu i trasira put za dalja 
istraživanja.
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6. ZAKLJUČCI 
 

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji, mogu se izvesti sledeći zaključci: 

1.  Tokom ispitivanog perioda reproduktivnog starenja (od 2-4. do 16-19. meseca), koji 
karakteriše gubitak cikličnosti u oslobađanju steroidnih hormona jajnika sa 
smanjenjem koncentracije estradiola i posebno progesterona u cirkulaciji, menjale su 
se funkcijske karakteristike peritonealnih makrofaga izolovanih i iz neinflamirane, 
“mirne” i inflamirane peritonealne duplje (TG makrofage, izolovane 7. dana nakon 
indukcije inflamacije tioglikolatom) AO ženki, tako što se u njima smanjivala aktivnost 
MPO, a povećavala sinteza NO (za koji je pokazano da može aktivno da suprimira 
sintezu proinflamatornih citokina) i sledstveno tome se u odgovoru na in vitro 
stimulaciju LPS-om smanjivala sinteza/sekrecija proinflamatornih, a povećavala 
antiinflamatornih citokina, što je kod TG makrofaga koreliralo sa povećanjem 
fagocitnog kapaciteta i pomeranjem procentualnog odnosa zrelih rezidentnih tkivnih 
CD163+ makrofaga i makrofaga monocitnog porekla na stranu CD163+ ćelija.  
 

2. U toku ispitivanog perioda reproduktivnog starenja fenotipski i funkcijski profil 
makrofaga se menjao na sojno specifičan način, tako da je, za razliku od sredovečnih 
ženki DA pacova, u inflamatornom peritonealnom eksudatu sredovečnih ženki AO 
pacova, bilo procentualno manje CD169+ makrofaga koje bi mogle da doprinesu 
razvoju inflamacije, što je koreliralo sa većom fagocitnom sposobnosti TG makrofaga i 
većom sintezom/sekrecijom antiinflamatornih citokina od strane ovih ćelija u 
odgovoru na in vitro stimulaciju LPS-om, odnosno sa fenomenima koji bi se mogli 
povezati sa efikasnijom rezolucijom zapaljenja i moguće „uspešnijim“ starenjem AO 
pacova. 
 

3. Kao što se moglo očekivati imajući u vidu polne razlike u koncentraciji polnih steroida 
u cirkulaciji, tokom ispitivane faze reproduktivnog starenja fenotipske i funkcijske 
karakteristike TG makrofaga pacova AO soja menjale su se na polno zavisan način, tako 
da je u inflamatornom peritonealnom eksudatu sredovečnih ženki pacova AO soja 
nađena manja procentualna zastupljenost CD169+ makrofaga i aktivisanih makrofaga 
u poređenju sa mužjacima i veća fagocitna sposobnost, a u odgovoru na in vitro 
stimulaciju LPS-om veća sinteza/sekrecija antiinflamatornih citokina (TGF-), a manja 
proinflamatornih citokina, što bi se makar delimično moglo povezati sa “uspešnijim” 
starenjem ženki u odnosu na mužjake. 

 

4. Ispitivanje uzrasno-zavisnih promena u sekretornim karakteristikama makrofaga AO 
pacova kojima su hirurški uklonjeni jajnici na kraju reproduktivnog perioda, što je 
dovelo do drastičnog pada koncentracije progesterona i blagog smanjenja 
koncentracije estradiola uz smanjenje gustine ER kod sredovečnih pacova, nađeno je 
da ove ćelije izolovane iz sredovečnih pacova pokazuju manju sposobnost aktivacije 
i/ili bolju kontrolu inflamatornog odgovora (mereno nivoom sinteze/sekrecije NO, 
uree i antiinflamatornih citokina) u poređenju sa neovarijektomisanim životinjama. 
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5. Ispitivanje delovanja estradiola u in vitro uslovima na citokinski profil TG makrofaga 

izolovanih iz mladih i sredovečnih ženki AO pacova pokazalo je da se modulatorno 

delovanje ovog hormona na LPS-om stimulisanu sintezu/sekreciju inflamatornih 

citokina menja u toku reproduktivnog starenja reflektujući promene u samim 

makrofagama (najverovatnije usled promena u ekspresiji ER i različitih kofaktora) koje 

određuju njihov odgovor na delovanje estrogena.  

 
Imajući u vidu sve prethodno iznete zaključke može se pretpostaviti da se već tokom rane faze 

reproduktivnog starenja menja modulatorno delovanje ženskih polnih steroida na sposobnost 

makrofaga pacova da kontrolišu razvoj inflamacije (specifično, rezoluciju zapaljenja), što je od 

izuzetnog značaja za razvoj hronične inflamacije i posledično njihovu podložnost za razvoj 

patologija povezanih sa hroničnom inflamacijom, odnosno za ono što se naziva “uspešnim” 

starenjem, kao i da ove promene delimično zavise od same genetske osnove pacova.
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farmaceut u apoteci.  

Školske 2013/2014. godine Ivana Ćuruvija je upisala doktorske akademske studije na 
Farmaceutskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, iz oblasti 
Farmakologije/Imunofarmakologije. Od decembra 2013. godine je zaposlena kao istraživač 
pripravnik, a potom i kao istraživač saradnik u Odseku za naučnoistraživački rad Instituta za 
virusologiju, vakcine i serume „Torlak“. 

U periodu 2013-2019. godine učestvovala je u realizaciji projekta „Plastičnost imunskog 
sistema tokom starenja: imunomodulatorni potencijal estrogena (OI175050, MPNTR RS), 
oblast Medicina,  pod rukovodstvom dr Gordane Leposavić, redovnog profesora na Katedri za 
patobiologiju, Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Nakon toga, u periodu 2020-
2021. godine, istraživački rad Ivane Ćuruvije je finansiran na osnovu Ugovora o realizaciji i 
finansiranju naučnoistraživačkog rada NIO između Instituta za virusologiju, vakcine i serume 
„Torlak“ i Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Republike Srbije. 

U dosadašnjem naučnoistraživačkom radu Ivana Ćuruvija je kao autor ili koautor objavila 9 
radova, i to 5 radova u vrhunskim međunarodnim časopisima (kategorije M21) i 4 rada u 
istaknutim međunarodnim časopisima (kategorije M22). Na skupovima međunarodnog 
značaja učestvovala je sa 6 saopštenja, a na skupu nacionalnog značaja sa 4 saopštenja.
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