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ULOGA HUMORALNOG IMUNSKOG ODGOVORA U ETIOPATOGENEZI

AMIOTROFICNE LATERALNE SKLEROZE

REZIME

Amiotroficna lateralna skleroza (ALS) je fatalna neurodegenerativna bolest sa
pocetkom u adultnom dobu koja se karakteriSe progresivnim gubitkom gornjih i donjih
motoneurona, $to dovodi do atrofije muskulature, misi¢ne paralize i smrti usled slabosti
respiratorne muskulature. Oko 5-10% ALS slucajeva su sa familijarnom istorijom bolesti
(FALS), dok su preostali sluc¢ajevi sporadi¢ni (sALS) sa nepoznatim uzrokom bolesti. Cilj
ove disertacije bio je da proceni efekat imunoglobulina G (IgG) izolovanog iz SALS
bolesnika (ALS 1gG) na homeostazu kalcijuma i mobilnost endozoma/lizozoma kod
pacovskih kortikalnih astrocita u kulturi. ALS 1gG (0.1 mg/ml) poreklom od 7 ALS
pacijenata, za razliku od 1gG iz 3 kontrolne osobe, izazvao je prolazne promene
unutaréelijske koncentracije kalcijuma (Ca®*-talas) u astrocitima. Poveéana aktivnost
kalcijuma detektovana je kod oko polovine astrocita nakon tretmana sa ALS I1gG, bez
obzira na prisustvo vancelijskog kalcijuma (47,5 £ 12,9 %, 2 mM ca®t naspram 48,2 + 13,6
%, 0 mM Ca®"). U prisustvu vancelijskog kalcijuma, maksimalna vrednost promene
dostignuta je ~3x brze (19,7 + 2,8 s, 2 mM Ca*" naspram 56,3 + 6,8 s, 0 mM Ca?") i ukupno
poveéanje kalcijuma (povr$ina pod Ca?*-talasom) hilo je ~1.7x veée (26,0 + 1,6 F/Fg *s, 2
mM Ca?* naspram 15,6 £ 1.1 F/Fy *s, 0 mM Ca2+), ali vancelijski kalcijum nije uticao na
maksimum amplitude kalcijumovog talasa. Primena farmakoloskih inhibitora otkrila je da
je aktivacija inozotol 1,4,5-trifosfatnog (IP3), za razliku od rianodinskog receptora
neophodna i dovoljna da inicira povec¢anu aktivnost, a ulazak kalcijuma kroz TRPC kanale
produzava odgovor. Inhibicija fosfolipaze C (PLC) umanjuje, dok inhibicija
fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K) u potpunosti spreCava tipican ALS IgG-izazvan
kalcijumski odgovor. Populacija vezikula obelezenih lizotrekerom koji boji endozome i
lizozome, sastojala se od stacionarnih vezikula (6,1%) sa prose¢nom brzinom koja nije
prelazila 67 nm/s 1 mobilnih vezikula (93.9%) ¢ija je ukupna duzina putanje (TL) predene
za 15 s iznosila u proseku 3,03£0,01 um. ALS IgG (0.1 mg/ml) poreklom iz 12 od 13 ALS

bolesnika povecao je TL mobilnih vezikula za ~24% i maksimalni pomeraj (MD) za ~26%



tokom pracenih 4 min, za razliku od kontrolnih IgG (poreklom od 4 osobe) koji nisu uticali
na mobilnost vezikula. ALS 1gG-izazvano povecanje mobilnosti bilo je manje izrazeno u
rastvoru bez Ca®*, $to ukazuje da su promene u homeostazi kalcijuma uklju¢ene u proces
kojim ALS IgG povecava mobilnost vezikula. Interesantno, ALS IgG kao i ATP (1 mM)
nisu uticali na oslobadanje sadrzaja vezikula, §to znaci da je brza i kompletna egzocitoza
malo verovatan dogadaj kod astrocita u kulturi u na$im eksperimentalnim uslovima.
Sumarno, ALS IgG uti¢e na kalcijumovu homeostazu astrocita preko IP3-posredovanog
oslobadanja kalcijuma iz endoplazmati¢nog retikuluma i ulaska kalcijuma kroz TRPC
kanale, uz aktivaciju PI3K uzvodno od PLC. ALS IgG povec¢avaju mobilnost endozoma i
lizozoma, a ovaj efekat delimi¢no zavisi od vancelijskog kalcijuma. Ova studija je otkrila
molekulske mehanizme kojima astrociti postaju meta humoralnog imunskog odgovora u

ALS, Sto moze da doprinese etiopatogenezi bolesti.

Kljucne reci: amiotroficna lateralna skleroza, imunoglobulin G, kalcijumova homeostaza,

endozomi, lizozomi, mobilnost vezikula, astrociti
Naucna oblast: Neuronauke

Uza naucna oblast: Neurofiziologija sa biofizikom

UDK broj: [577.27:[576.311.33:577.352.4]]:616.8-003.99



THE ROLE OF HUMORAL IMMUNE RESPONSE IN THE AETIOPATHOGENESIS

OF AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS

ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult onset fatal neurodegenerative
disease characterized mainly by the progressive loss of upper and lower motor neurons
resulting in wasting, paresis and death from respiratory failure. Approximately 5-10% of
ALS cases are familial (FALS), while the rest are sporadic (SALS) with unknown cause of
disease. The objective of this dissertation was to evaluate the effect of immunoglobulin G
(IgG) isolated from SALS patients (ALS IgG) on calcium homeostasis and mobility of
endosomes/lysosomes in cultured rat cortical astrocytes. ALS 1gG (0.1 mg/ml) from 7 ALS
patients, but not 1gG from 3 control individuals evoked calcium transients (Ca®*-waves) in
astrocytes. About half of the tested astrocytes responded with elevated calcium activity
regardless of the presence of extracellular calcium (47.5 + 12.9 %, 2 mM Ca®* vs. 48.2 +
13.6 %, 0 mM Ca®"). In presence of extracellular calcium, the peak amplitude developed
~3x faster (19.7 + 2.8 s, 2 mM Ca’* vs. 56.3 + 6.8 5, 0 mM Ca*") and the overall magnitude
of calcium rise (area under the Ca®*-wave) was ~1.7x larger (26.0 + 1.6 F/F *s, 2 mM Ca**
vs. 156 + 1.1 F/Fy *s, 0 mM Ca®"), while the peak amplitude itself was not affected.
Application of pharmacological inhibitors revealed that activation of inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3), but not of ryanodine receptors is necessary and sufficient to initiate
elevated activity, while the influx of extracellular calcium through TRPC channels prolongs
the responses. Inhibition of phospholipase C (PLC) diminishes, while the inhibition of
phosphatidilinositol-3-kinase (PI3K) completely prevents typical ALS IgG evoked calcium
response. The population of vesicles labeled with lysotracker that mainly stains endosomes
and lysosomes, consisted of non-mobile (6.1%) vesicles with the average speed of <67
nm/s and mobile vesicles (93.9%) with total track length (TL) in 15 s averaging at
3.03£0.01 pm. ALS IgG (0.1 mg/ml) from 12 of 13 patients increased the TL of mobile
vesicles by ~24% and the maximal displacement (MD) by ~26% within 4 min, while IgG
from control group (n=4) did not alter the vesicle mobility. The mobility enhancement by

ALS IgG was less pronounced in Ca**-free extracellular solution, indicating that ALS 1gG



vesicle mobility enhancement involves changes in Ca** homeostasis. Interestingly, neither
ALS 1gG nor ATP (1 mM) triggered the release of vesicular cargo, making rapid and
complete exocytosis unlikely in cultured astrocytes in our experimental conditions. In
conclusion, ALS IgG affect calcium homeostatic system in astrocytes by IP; mediated
calcium release from the endoplasmic reticulum and entry of extracellular calcium through
TRPC channels, with the activation of PI3K upstream of PLC. ALS IgG enhance the
mobility of endosomes and lysosomes, and this effect is partialy dependent on extracellular
calcium. This study revealed the molecular mechanisms by which astrocytes become
targeted cells for humoral immune response in ALS that could contribute to the

aetiopathogenesis of the disease.

Key words: amyotrophic lateral sclerosis, immunoglobulin G, calcium homeostasis,
endosomes, lysosomes, vesicle mobility, astrocytes
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UVvOD

AMIOTROFICNA LATERALNA SKLEROZA

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je fatalna neurodegenerativna bolest koju
karakteriSe selektivan gubitak motoneurona korteksa, mozdanog stabla i ki¢mene mozdine.
Samo ime bolesti ukazuje na razli¢ite tkivne strukture koje su oste¢ene u ALS. Termin
amiotroficna odnosi se na gubitak miSicne mase i atrofiju miSi¢nih vlakana, termin
lateralna ukazuje na oSteCene kortikospinalne traktove koji se protezu sa obe strane
ki¢mene mozdine, a termin skleroza oslikava nastanak promena u tkivu kao rezultat
degeneracije neurona (Rowland & Shneider, 2001). Posledice degeneracije kortikalnih,
bulbarnih i spinalnih motoneurona (sa izuzetkom okulomotornih neurona i neurona Kkoji
kontrolisu besiku) su: razvoj spasticne hipertonije, slabost muskulature, fascikulacija,
misi¢na atrofija, problemi sa govorom i gutanjem, progresivna paraliza i progresivna
slabost respiratorne muskulature. Ljudi sa klini¢ki dijagnostifikovanim ALS umiru usled
paralize respiratornih misic¢a i dijafragme, u proseku 3 do 5 godina nakon pojave prvih
simptoma bolesti (Rowland & Shneider, 2001).

Vecina ALS slucajeva je sporadi¢na (eng. sporadic ALS, sALS), ali oko 5-10%
pacijenata ima familijarnu istoriju bolesti (eng. familial ALS, fALS) (Andersen, 2003;
Byrne et al., 2011). Incidencija sporadi¢nih oblika ALS (sALS) u Evropi i Severnoj
Americi je tokom devedestih godina procenjena na 1.87 slucajeva na 100.000 (Worms,
2001), dok se prevalencija bolesti u istom periodu kretala izmedu 2.7 i 7.4 na 100.000.
Zivotni rizik oboljevanja od ALS u 70-oj godini Zivota procenjuje se izmedu 1/1000
(Traynor et al., 1999) i 1/400 (Johnston, 2006), §to ovu bolest ¢ini najcesc¢om
motoneuronskom boles¢u. Dugo se registrovala povecana stopa oboljevanja muskaraca u
odnosu na Zene (1.5:1), ali noviji podaci sugerisu da nema razlike u podloznosti bolesti
izmedu polova (Worms, 2001; Abhinav et al., 2007; Zoccolella et al., 2008; Logroscino et
al., 2008). Stopa mortaliteta se procenjuje izmedu 1.54 i 2.55 na 100.000 stanovnika po
godini (Worms, 2001). Srednja vrednost godina Zivota na pocetku bolesti kod sporadi¢nih
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bolesnika krece se izmedu 55 i 65 godina, sa medijanom 64 (Leigh, 2007), ali je ipak oko
5% pacijenata mlade od 30 godina (Gouveia & de Carvalho, 2007). Bulbarni pocetak
bolesti je ceS¢i kod Zena 1 starijih osoba, sa 43% pacijenata starosti preko 70 godina

nasuprot 15% pacijenata ispod 30 godina (Forbes et al., 2004).

Kod fALS formi, nasledivanje je uglavnom autozomalno dominantno, sa visokom
penetrabilnos$¢u, mada su prisutni i recesivni tipovi nasledivanja (Mulder et al., 1986;
Gros-Louis et al., 2006). Odnos polova je ujednacen, srednja vrednost godina starosti na
pocetku bolesti je za oko 10 godina manja nego kod SALS pacijenata, a vreme

prezivljavanja nakon pocetka bolesti je krace (Valdmanis & Rouleau, 2008).

Jedini odobren lek za ALS je riluzol, iako su inicijalna klinicka ispitivanja,
obavljena pre oko 15 godina, pokazala veoma skromno povecanje prezivljavanja (3 meseca
u proseku). Ipak, neki pacijenti (koji se ne mogu identifikovati pre pocetka tretmana)
prezivljavaju znatno duze sa koriS¢enjem riluzola (Miller et al., 2007), tako da se i dalje
svim ALS pacijentima preporucuje ovaj medikament. U prethodnih 15-ak godina
pokrenutno je mnogo klinickih studija, ali nijedna od aktivnih supstanci jo§ uvek nije
odobrena za koriS¢enje u klini¢koj praksi . Mnoga klini¢ka ispitivanja su se zavrsila ve¢ u
drugoj fazi. Primer jednog takvog raspleta je litijum, koji se ve¢ dugo godina koristi u
terapiji manija¢no depresivnih poremecaja. Preliminarni rezultati u animalnom modelu i na
malom uzorku pacijenata su pokazali dramati¢no usporavanje progresije bolesti kada se
litijum koristi u manjim dozama (Fornai et al., 2008), ali su klinicke studije pokazale da
nema efekta (Verstraete et al., 2012). Smatra se da postoje bar tri pristupa u tretiranju ALS
koji bi mogli da dovedu do znacajnih pomaka u le¢enju bolesti: koris¢enje nanotehnologije
za usmereno dejstvo medikamenata na ciljana Zarista/tipove celija, koris¢enje vakcina
protiv epitopa proteina sa greSkom u konformaciji ili imunskih posrednika bolesti i razvoj

terapije mati¢nim ¢elijama (Eisen, 2009).
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GENETICKA OSNOVA ALS

ALS je neurodegenerativno oboljenje sa heterogenom genetickom osnovom
(Andersen, 2006). Manje od 10% slucajeva ima familijarnu istoriju bolesti. Ostalih 90% su
sporadi¢ni i smatra se da su multifaktorijalni, odnosno da se bolest razvija kao kombinacija
uticaja sredinskih faktora 1 genetickih predizpozicija. Procenjuje se da se heritabilnost ALS-
a krece izmedu 0.38 i 0.85 (Eisen, 2009). Genetika obe forme ALS (sALS i fALS) je vrlo
slozena (Valdmanis & Rouleau, 2008). Bolest moze da nastane kao posledica vrlo razli¢itih
uticaja koji nisu medusobno iskljucivi, a podrazumevaju: disfunkciju jednog ili
najverovatnije, veceg broja interaguju¢ih gena, kombinaciju multifaktorijalnih
interagujucih gena i sredinskih faktora ili ne-geneticki uzrok. Dakle, u slucaju ALS mora se
govoriti o kompleksnoj interakciji genetic¢kih i sredinskih faktora (Shaw, 2005; Cozzolino
et al., 2008).

Zahvaljujuéi skorasnjem napretku u humanoj genetici i genomici koji je znacajno
ubrzao hromozomalno mapiranje genskih lokusa, do danas je identifikovano vise od 16
gena koji su ukljueni u razvoj bolesti (tabela 1). Zahvaljujuéi karakterizaciji gena
ukljucenih u razvoj ALS i konstruisanju animalnih modela bolesti, danas se dosta zna o

molekularnim mehanizmima uklju¢enim u nastanak bolesti.
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Tabela 1: Razli¢iti tipovi ALS-a i asocirani geni (modifikovano iz Otomo et al., 2012)

. . . tip podetak B .
tip bolesti lokus gen protein . ] funkcija proteina
nasledivanja bolesti
ALS1 21922.11 SOD1 SOD1 D adultni oksidativni i ER stres
. . o cirkulacija vezikula i
ALS2 2933.1 ALS2 ALS2/alsin R juvenilni B .
degradacija proteina
ALS3 18921 - - D adultni -
ALS4 9934.13 SETX sentaksin D juvenilni odgovor na o$te¢enje DNK
ALS5 15021.1 SPG11 spatascin R juvenilni -
ALS6 16p11.2 FUS FUS D adultni metabolizam DNK i RNK
ALS7 20p13 - - D adultni -
. cirkulacija membrana izmedu
ALSS8 20q13.32 VAPB VAPB D adultni . .
ER i GoldZijevog kompleksa
ALS9 14911.2 ANG angiogenin D adultni neuroprotektivna
ALS10 1p36.22 TARDBP TDP-43 D,Rili S adultni metabolizam DNK i RNK
ALS11 6921 FIG4 FIG4 DiliS adultni regulacija P1(3,5)P,
ALS12 10p13 OPTN optineurin DiliR adultni regulacija NFxB
ALS13 12924.12 ATXN2 ataksin-2 D adultni genska regulacija
9p13.3- o . . .
ALS14 1 VCP VCP ili p97 D adultni degradacija proteina
p
ALS15 Xpll.21 UNQLN2 ubikvilin-2 D adultni degradacija proteina
ALS16 9p13.3 SIGMAR1 SIGMAR1 R juvenilni Saperoni ER
ALS- . .
9921-g22 - - DiliS adultni -
FTD1
ALS- » )
9p21.2 C9orf72 C90RF72 Dilis adultni -
FTD2
" sekvestrom ili . B .
ALS 5935.3 SQSTM1 6 ? adultni degradacija proteina
p

“tip nasledivanja: D — dominantno, R — recesivno, S — sporadi¢no

"ALS: Fecoto i saradnici su pronasli nekoliko novih SQSTM1 mutacija kod ALS pacijenata; in silico analizom su

predvideli da 8 od 9 varijanti mutantnih proteina mogu da se pona$aju kao patogeni (Fecoto et al., 2011)
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MEHANIZMI NASTANKA BOLESTI — MOTONEURONI KAO NAJSLABIJA KARIKA

Jedna od iznenadujuéih karakteristika ALS-a je zapazanje da dolazi do selektivnog
umiranja motoneurona. Ovakvu selektivnost potvrduje i Cinjenica da ¢ak i u familijarnoj
formi bolesti, izazvanoj mutacijom superoksid dismutaze 1 (SOD1), gde se mutirani protein
eksprimira u svakoj ¢eliji organizma, degeneriSu samo motoneuroni (Pasinelli & Brown,
2006). Predlozeno je nekoliko, medusobno povezanih mehanizama koji mogu da uti¢u na
nastanak i razvoj bolesti: ekscitotoksi¢nost izazvana glutamatom, oksidativni stres,
agregacija proteina narusene konformacije, disfunkcije sekretornog puta, disfunkcija
mitohondrija, naruSen aksonski transport, nedostatak faktora rasta i inflamacija. Mehanizmi

nastanka bolesti ilustrovani su na slici 1.

EKSCITOTOKSICNOST I ULOGA KALCIJUMA

Glutamat je neurotransmiter koji se u fizioloskim uslovima oslobada iz
presinaptickog neurona egzocitozom i aktivira glutamatne receptore na postsinaptickom
neuronu, poveéavajuéi propustljivost za jone Na' i ca* koji ulaze u ¢eliju, izazivaju
depolarizaciju postsinapticke membrane 1 genezu akcionog potencijala. Ekscitotoksicnost je
oste¢enje neurona koje nastaje zbog preterane aktivacije glutamatnih receptora. Ovaj
koncept je zasnovan na zapazanju da prekomerna koncentracija glutamata koji moze da
aktivira NMDA (N-metil-D-aspartat) i AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-
propanoi¢na kiselina) receptore moze da indukuje umiranje neurona (Olney, 1978). Do
danas je sakupljeno dosta eksperimentalnih dokaza da ekscitotoksi¢nost moze da doprinese
oSteCenjima neurona u epilepsiji, neurotraumi, mozdanim udarima i velikom broju
neurodegenerativnih oboljenja, ukljucuju¢i i ALS (Coyle & Puttfracken, 1993; Lipton &
Rosenberg, 1994; Doble, 1999).
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koncentraciju glutamata koji, stimulacijom neurona, posreduje u ekscitotoksi¢nosti. U telu
motoneurona zapaZza se agregacija proteina i disfunkcija mitohondrija. Aksonalni transport je
narusen, Sto vodi gubitku sinapse sa miSi¢em 1 atrofiji miSi¢a. Spoljasnji neuroinflamatorni procesi
(posredovani mikroglijom) mogu da nastranu sekundarno, kao odgovor na oste¢enje motoneurona,

ili da imaju primarnu ulogu u patogenezi. Modifikovano iz Turner et al., 2009.

EAAT = transporter ekscitatornih amino Kkiselina; SOD1 = superoksid dismutaza 1; VGCC =

voltazno zavisni kalcijumovi kanali

Motoneuroni mozdanog stabla i kicmene moZzdine imaju nekoliko specifi¢nih
osobina koje su vrlo znacajne za njihovo normalno funkcionisanje, ali ih ¢ine vrlo ranjivim
pri povecanoj stimulaciji. Naime, ALS-ranjivi motoneuroni imaju manji kapacitet
puferovanja unutarceljskog kalcijuma (Van Den Bosch et al., 2006; Grosskreutz et al.,
2010) sto im daje prednost pri duzim motornim aktivnostima kao $to su tréanje ili disanje,
jer dozvoljava znatno brzi oporavak kalcijumovih tranzijentata uz malu potrosnju energije
(Lips & Keller, 1999), kao i ve¢u zapreminu kalcijumovih mikrodomena u blizini otvorenih
kanala (von Lewinski & Keller, 2005), koja je vrlo znacajna u integraciji signala izmedu
voltazno zavisnih Ca?* kanala (eng. voltage-dependent Ca®* channels, VDCC) na membrani
¢elije 1 okolnih organela, kao $to su mitohondrije ili endoplazmati¢ni retikulum (ER). S
druge strane, ALS-ranjivi motoneuroni imaju veliku gustinu Ca**-propustljivih AMPA
receptora (Carriedo et al., 2000; Van Den Bosch et al., 2000) koji mogu da doprinesu

osetljivosti ovih motoneurona na ekscitotoksicne uslove.

Ekscitotoksi¢nost moze da bude prouzrokovana naruSenim preuzimanjem glutamata
iz vancelijskog prostora, pa i sinapticke pukotine. U sinaptozomima izolovanim iz boles¢u
zahvacenih delova mozga i kicmene mozdine ALS pacijenata utvrdeno je naruSeno
preuzimanje glutamata (Rothstein et al., 1992; Shaw et al., 1994). Selektivni gubitak
astroglijalnog glutamatnog transportera EAAT2 (eng. excitatory amino acid transporter 2)
utvrden je u regijama motornog korteksa i kicmene mozdine sALS i fALS bolesnika (Fray
et al., 1998; Rothstein et al., 1995; Sasaki & Iwata, 2000) i u ventralnom rogu mutantnih
SOD1 miSeva i pacova (Bendotti et al., 2001; Bruijn et al., 1997; Howland et al., 2002).

Takode je pokazano, kako u in vitro tako i u in vivo uslovima, da gubitak EAAT2 dovodi
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do selektivne degeneracije motoneurona (Rothstein, 1996), kao i da stimulacija ekspresije
EAAT2 B-laktam antibioticima produzava Zivotni vek mutantnih SOD1 miSeva (Rothstein
et al., 2005).

Propustljivost AMPA receptora za Ca®* jon zavisi od sastava subjedinica ovog
kanala. Ukoliko je GIuR2 subjedinica prisutna u formiranju tetramera, AMPA receptor
slabije propusta Ca** jone. Relativna koli¢ina iRNK za GIuR2 je znaGajno manja u
motoneuronima u odnosu na ostale neurone, $to znaci da se koli¢ina dostupne GIluR2
subjedinice reguliSe na transkripcionom nivou (Van Damme et al., 2002). Nivo ekspresije
GluR2 subjedinice motoneurona ki¢mene mozdine kod ljudi je manji nego u ostalim
neuronima (Hearth et al., 2002; Kawahara et al., 2003). Kod mutantnih SOD1 miSeva koji
ne eksprimiraju GIluR2 subjedinicu dolazi do ubrzane i1 dramati¢ne degeneracije
motoneurona (Van Damme et al., 2005), a ako se poveéa ekspresija GIUR2 subjedinice,
povecava im se zivotni vek (Tateno et al., 2004). Astrociti koji okruzuju motoneurone
mogu da uti¢u na nivo ekspresije GluR2 subjedinice u motoneuronima (Van Damme et al.,
2007), najcesce lucenjem VEGF (eng. vascular endothelial growth factor), BDNF (eng.
brain-derived neurotrophic factor) ili GDNF (eng. glial cell-derived neurotrophic factor)
(Bogaert et al., 2010; Brene et al., 2000). Vazan dogadaj u sintezi GluR2 subjedinice je
obrada iIRNK koja uvodi kod za pozitivno naelektrisanu amino kiselinu arginin umesto
neutralnog glutamina na Q/R mestu. Ovo pozitivno naelektrisanje smanjuje propustljivost
GluR2 subjedinice za kalcijum. Kod motoneurona kicmene mozdine sALS bolesnika

primecen je defekt u obradi iIRNK za GluR2 (Kawahara et al., 2004).

U eksperimentima na hipoglosalnim motoneuronima utvrdeno je da mitohondrije
imaju znacajnu ulogu u skladiStenju unutracelijskog kalcijuma i kontroli elektri¢ne
aktivnosti (Grosskreutz et al., 2010). Upravo mitohondrije vrlo rano pokazuju patoloske
promene kako u misjem modelu bolesti tako i kod ALS bolesnika (Wong et al., 1995; Kong
et al., 1998). Druga znacajna subcelijska struktura odgovorna za preuzimanje viska
kalcijuma je ER. U pacijenata iz Holandije, Svedske i Belgije pokazana je jaka asocijacija
izmedu pojave ALS i nukleotidnog polimorfizma na genu koji kodira inozitol trifosfatni
receptor 2 (ITPR2) na ER-u; nivo iRNK za ITPR2 kod ALS bolesnika je bio veci nego kod
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kontrola (van Es et al., 2007). PoSto su izmenjene normalne fizioloSke funkcije glavnih
aktera uklanjanja unutarcelijskog kalcijuma, mitohondrija i ER, povecana koncentracija

unutaréelijskog kalcijuma moze da doprinese indukovanju ¢elijske smrti (Lindholm et al.,

2006).

OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres se javlja zbog neravnoteze izmedu procesa proizvodnje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxigen species, ROS) i moguénosti sistema da ih ukloni,
popravi oteéenja i vrati sistem u stanje sa predominantno redukujué¢im vrstama. Celijske
ROS su proizvod aerobnog metabolizma, uglavnhom zbog curenja elektrona iz
mitohondrijskog respiratornog lanca, Sto dovodi do nekompletne redukcije molekulskog
kiseonika za vreme oksidativne fosforilacije i stvaranja superoksidnog anjona i vodonik
peroksida (Barber & Shaw, 2010). Superoksid i vodonik peroksid ne spadaju u visoko
reaktivne radikale, ali mogu u daljim reakcijama da daju reaktivnije radikale. Superoksid
reaguje sa azot oksidom i tom prilikom se stvara peroksinitrit (Pryor & Squadrito, 1995;
Beckman & Koppenol, 1996), dok se vodonik peroksid raspada na hidroksidni radikal u
Fentonovoj reakciji, a taj proces katalizuje dvovalentni jon gvozda. Peroksinitrit i
hidroksidni radikal su vrlo reaktivni i mogu da oStete proteine, lipide i DNK, Sto dovodi do
menjanja konformacije proteina, naruSene dinamike celijske membrane usled oksidacije

nesaturisanih masnih kiselina i promena u DNK i RNK.

Mnoge studije koje su se bavile prouc¢vanjem patoloskih stanja dale su dokaze o
poveéanom nivou oksidativnog stresa u post mortem tkivu ALS bolesnika u odnosu na
kontrole (Shaw et al., 1995; Ferrante et al., 1997; Abe et al., 1995; Beal et al., 1997).
Markeri lipidne oksidacije su detektovani u kicmenoj mozdini sALS bolesnika, a nisu bili
prisutni kod kontrolnih ispitanika (Shibata et al., 2001), dok su markeri oksidovane DNK
bili poviseni kod SALS pacijenata (Fitzmaurice et al., 1996), sa najznacajnijim povec¢anjem
u ventralnim rogovima (Ferrante et al., 1997). Markeri oksidativnog stresa mogu se
detektovati u cerebrospinalnoj te¢nosti (eng. cerebrospinal fluid, CSF) ALS pacijenata ve¢

u ranim fazama bolesti.
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AGREGACIJA PROTEINA NARUSENE KONFORMACIJE

Prisustvo proteinskih agregata je glavna karakteristika koja je zajednicka mnogim
neurodegenerativnim oboljenjima, ukljuc¢ujuéi i ALS (Ross & Poirier, 2005). Opisan je
koji se u ovoj bolesti javljaju su ubikvitinske inkluzije, nazvane po proteinu ubikvitinu koji
je prisutan u svim inkluzijama (Wood et al., 2003). Protein koji se najée$¢e nalazi u
ubikvitinskim inkluzijama u ALS je TDP-43 (eng. TAR DNA-binding protein 43)
(Neumann et al., 2006; Arai et al., 2006). Mutirana SOD1 je glavni konstituent inkluzija u
fALS slucajevima (Shibata et al., 1996a; Shibata et al., 1996b; Chou et al., 1996), a nalazi
se i u inkluzijama kod mutantnih SOD1 miSeva (Johnston et al., 2000; Watanabe et al.,
2001) kao i u ¢elijskim kulturama in vitro modela bolesti (Durham et al., 1997; Lee et al.,
2002). Oksidativno o$tec¢enje i mutirane i nemutirane forme SOD1 dovodi do disocijacije
dimera na monomere i agregacije monomera pri ¢emu se formiraju inkluziona tela koja
mogu biti citotoksi¢na (Rakhit et al., 2004). Izgleda da je opSti mehanizam agregacije
razli¢itih mutantnih formi SOD1 vrlo sli¢an, jer su mnoge varijante mutiranin SOD1
proteina u apo-SOD1 formi, pre metalizacije, podlozne oligomerizaciji (Banci et al., 2008).
Proteinski agregati se javljaju neposredno pre ili u vreme pojave simptoma bolesti i
narastaju sa progresijom bolesti (Rothstein, 2009), a mogu da potpomognu degeneraciji
neurona na nekoliko nacina: fizickim razdvajanjem esencijalnih celijskih komponenti
(Bruijn et al., 1998), smanjenjem aktivnosti Saperona (Bruening et al., 1999) i negativnim
uticajem na ubikvitin-proteozomalni put (Niwa et al., 2002).

DISFUNKCIJE SEKRETORNOG PUTA

Endoplazmati¢ni retikulum (ER) je esencijalni deo c¢elije odgovoran za sintezu
proteina i lipida. Proteini se u ER pakuju da bi zauzeli nativhu tercijarnu konformaciju.
Ukoliko je protein pravilno upakovan, sledi njegovo transportovanje sekretornim putem do
finalne destinacije. U lumenu ER, polipeptidima u pravilnom pakovanju pomazu proteini iz
familije Saperona, foldaze i razni kofaktori. Veéina proteina u prvom pokusaju pakovanja
zauzme nativnu konformaciju. Medutim, ukoliko se nativna konformacija ne postigne iz

prvog pokusaja, nastupa drugi ciklus u kome se vrsi reorganizacija disulfidnih veza, sa
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ciljem postizanja pravilne tercijarne konformacije. Glikopeptidi narusene konformacije
ulaze u ER-asocirani degradativni (ERAD) mehanizam gde ih Saperoni, transmembranski
proteini i enzimi asocirani sa ubikvitinom prepoznaju, obeleZavaju i transportuju do
citoplazme gde ¢e biti degradirani u proteazomalnom sistemu (Vembar & Brodsky, 2008).
Nepravilno funkcionisanje ERAD mehanizma pokazano je u nekoliko neuro-degenerativnih
oboljenja, ukljucujuci i ALS (Nishitoh et al., 2008).

Procenjuje se da je ukupna koncentracija proteina u lumenu ER oko 100 mg/ml, a
ovako koncentrovani proteini imaju tendenciju da formiraju agregate. Vrlo efikasan sistem
kontrole nativnih konformacija spre¢ava agregaciju proteina u lumenu ER (Naidoo, 2009;
Stevens & Argon, 1999). Razli¢ite promene u ¢eliji, kao Sto su abnormalna homeostaza
kalcijumovih jona, poremecen redoks status, nedostatak glukoze/energije, ekspresija
mutiranih gena ili velika sekretorna aktivnost, mogu da dovedu do zastoja u funkcionisanju
ER, Sto vodi akumulaciji neupakovanih ili pogreSno upakovanih proteina u lumenu ER
(Schroder & Kaufman, 2005). Ovakvo stanje se naziva stres ER, a ¢elija se protiv njega
bori aktiviranjem UPR (eng. unfolded protein response) signalnog puta, Ciji je cilj
smanjenje koli¢ine proteina koji ulaze u ER radi pakovanja i povecanje koli¢ine proteina
koji su ukljuceni u procese pakovanja. Dakle, UPR je integrisani signalni odgovor na stanje
stresa ER koji pokre¢e adaptivne procese usmerene ka otklanjanju uzroc¢nika stresa ER. U
slu¢ajevima hroni¢nog stresa ER, aktiviraju se pro-apoptotski mehanizmi u ¢eliji koji
dovode do njene apoptoze (Rodrigues et al., 2002; Rojas-Rivera et al., 2009; Schroder &
Kaufman, 2005).

Stres ER moZe da doprinese patogenezi SALS i fALS (Atkin et al., 2006; Hertz et
al., 2007; llieva et al., 2007; Kikuchi et al., 2006). Zapazeno je povecanje fosforilacije
elF2a. (translacioni faktor koji posreduje u ubacivanju proteina u lumen ER, inhibiran
fosforilacijom) kao i povecanje BiP (medijator pakovanja proteina u ER) i PDI (protein
disulfid izomeraza, posreduje u rearanziranju disulfidnih veza) u ki¢menoj mozdini SALS
bolesnika (llieva et al., 2007; Kierlan et al., 2007) sa istovremenom pojavom poveéane

akumulacije ubikvitiranih proteinskih inkluzija (llieva et al., 2007).
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Goldzijev aparat (GA) se sastoji od niza pljosnatih, paralelnih i medusobno
povezanih cisterni rasporedenih oko centra organizacije mikrotubula u perinuklearnom
regionu. GA je dinamicna struktura sa vaZznom ulogom u transportu, obradi i usmeravanju
proteina ka finalnim destinacijama (plazma membrani, ER ili lizozomima) (Farquhah,
1985). GA je u neuronima ukljuéen u aksonski transport endogenih proteina i egzogenih
makromolekula (Hamman et al., 1998; Rhodes et al., 1987), pa patoloSke promene GA
mogu da poremete normalne funkcije aksona i sinapti¢kih zavrsetaka (Fujita et al., 2008).
Fragmentacija GA prethodi smrti neurona uzrokovanoj ekscitotoksinima, oksidantima,
stresom ER i drugim faktorima (Nakagomi et al., 2008), a nezavisna je od promena u
citoskeletu (Mukherjee et al., 2007). HistopatoloSkim analizama tkiva SALS bolesnika
utvrdeno je da ~30% motoneurona ima fragmentisan GA, dok je kod kontrolnih ispitanika
taj broj oko 1%. Istovremeno, nije bilo razlike u distribuciji citosolnih proteina neurona sa
fragmentisanim i normalnim GA (Gonatas et al., 1992). Sumarno, ovi nalazi sugeriSu da

morfoloSke promene GA nisu posledica disfunkcije citoskeleta.

Mnogi proteini na povrSini membrane, pa i receptori za koje su vezani ligandi, se
internalizuju putem vezikula obloZenih klatrinom, a zatim se transportuju do ranih i kasnih
endozoma. Iz endozoma se upucuju ka lizozomima gde se vrsi degradacija. Za vreme ovog
puta, proteini se obelezavaju ubikvitinom koji predstavlja signal za sortiranje u
multivezikularnim endozomima (MVE) (Gruenberg & Stenmark, 2004; Katzmann et al.,
2002). Proces uvlacenja vezikula u MVE obavlja se posredstvom endozomnih kompleksa
za sortiranje neophodnih za transport (eng. endosomal sorting complex required for
transport, ESCRT). Kao odeljak céelije zaduzen za degradaciju i sortiranje, MVE su
strukturno i funkcionalno povezani sa lizozomima i autofagozomima (Caldero et al.,2009).
Disfunkcija ili nedostatak bilo koje komponente ESCRT sistema vodi nagomilavanju
autofagozoma (Lee et al., 2007). Disfunkcija MVE moZe da dovede do pojave ALS i u
fALS je pronadena autozomalno dominantna mutacija gena Chmp2b gen koji kodira
naelektrisani multi-vezikularni protein 2 B, deo ESCRT Il kompleksa (Parkinson et al.,
2006).

12



Uloga humoralnog imunskog odgovora u etiopatogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze

Proteazomni i lizozomni putevi predstavljaju dve glavne rute degradacije proteina.
U proteazomima se uglavnom degraduju kratkoziveéi proteini, koji prvo moraju biti
denaturisani da bi mogli da produ kroz usku poru proteazoma (Rubinsztein, 2006).
Degradacija proteina autofagijom izgleda da korelira sa sposobnoséu proteina da formiraju
agregate (Hartl & Hayer-Hartl, 2009). Autofagija je wukljuena u katabolizam
citoplazmatskih komponenti, oSteCenih organela, toksi¢nih proteinskih agregata i
intracelularnih patogena. Materijal koji treba da se razgradi prvo se uokviruje dvostrukom
membranom 1 na taj nacin se stvara autofagozom. Autofagozom se dalje fuzioniSe sa
lizozomom da bi se napravio autolizozom u kome lizozomski enzimi razgraduju materijal.
Stres ER i inhibicija proteazoma stimuliSu autofagiju (Ding & Yin, 2008), a nekontrolisana
I preterana autofagija je pogubna za c¢elije zbog nekontrolisanog katabolizma organela i
makromolekula (Levine & Kroemer, 2008). Aktivnost autofagije je pove¢ana u ALS i ovim
putem se otklanjaju proteinski agregati kako mutirane SOD1 (protein p62 interaguje sa
mutiranim proteinom i moduliSe njegovo usmeravanje ka autofaganom i proteazomnom
degradativnom putu nezavisno od prisustva/ odsustva ubikvitina) (Gal et al., 2009), tako i
ubikvitinizovanog TDP-43 proteina (Ju et al., 2009; Urushitani et al., 2010; Wang et al.,
2010). Takode, povecane koli¢ine iRNK za regulatorni protein transporta lizozoma
(LYST), koji moduliSe egzocitozu lizozoma i transport ovih vezikula, detektovane kod
SALS bolesnika i miSeva sa mutiranom SOD1, sugeriSu da je funkcija lizozoma kao i

njihov transport izmenjen u ALS (Offen et al., 2009).
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DISFUNKCIJA MITOHONDRIJA

Studijama koje su proucavale patoloSka neuroloska stanja otkrivene su morfoloski
abnormalne mitohondrije u motoneuronima ALS bolesnika (Siklos et al., 1996; Sasaki &
Iwata, 1996), ¢ime se dovode u vezu patogeneza bolesti 1 disfunkcija mitohondrija.
Abnormalne mitohondrije su primecene i kod miSeva sa mutiranom SOD1, kao i u
¢elijskim modelima bolesti, a njihove karakteristike su: smanjena aktivnost elektron
transportnog lanca, smanjenje potencijala membrane mitohondrija, izmenjena homeostaza
kalcijuma, povecana oSte¢enja DNK mitohondrija, promene u mitohondrijalnim proteinima
I smanjenje aktivnosti mitohondrijalnog antioksidativnog odbrambenog mehanizma
(Barber & Shaw, 2010).

Za proizvodnju adenozin-3-fosfata (ATP) u mitohondrijama neophodno je
postojanje elektrohemijskog gradijenta protona kroz unutrasnju mitohondrijalnu membranu.
Da bi se gradijent protona uspostavio i odrzavao, elektroni se prebacuju duz
mitohondrijalnog respiratornog lanca i finalno stizu do molekularnog kiseonika kojeg
redukuju do molekula vode. Ipak, neki elektroni ,,procure iz lanca i dodu u direktan
kontakt sa kiseonikom, §to dovodi do stvaranja ROS (Adam-Vizi, 2005). Procenjuje se da se
u normalnim fizioloSkim uslovima 1-4% kiseonika u mitohondrijama pretvori u
superoksidni radikal (Boveris, 1977), $to mitohondrije ¢ini glavnim izvorom ROS.
Antioksidantni mehanizmi mitohondrija su u normalnim uslovima u stanju da se bore sa
velikim koli¢inama ROS, ali kumulativna oksidativha oSte¢enja koja nastaju tokom
vremena mogu da dovedu do smanjenja efikasnosti mitohondrija i visoke stope mutacija
mitohondrijske DNK (Mecocci et al., 1993). Zbog neobi¢no velikih zahteva za energijom,
motoneuroni su podloZniji kumulativnom oksidativnom stresu nego drugi tipovi celija.
Frekvencija mutacija mitohondrijske DNK u motornom korteksu i kicmenoj mozdini ALS
bolesnika je veca u odnosu na kontrole (Dhaliwal & Grewal, 2000; Wiedemann et al.,
2002). Povecano preuzimanje kalcijuma u mitohondrije kao posledica ekscitotoksi¢nosti
izazvane glutamatom moze da dovede do generisanja ROS (Carreido et al., 2000; Dykens,

1994), a pokazano je da je ekscitotoksicna degeneracija neurona prednjeg mozga zapravo
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posledica preuzimanja kalcijuma od strane mitohondrija a ne povecanja njegove

unutarcelijske koncentracije (Stout et al., 1998).

Jo§ jedan od parametara koji moZze da doprinese disfunkciji mitohondrija je
prisustvo mutirane SODL1 ili SOD1 naruSene konformacije. lako se smatra da je SOD1
citosolni protein, njegovo prisustvo je primeceno i u medumembranskom prostoru
mitohondrija (Strutz et al., 2001; Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001; Higgins et al.,
2002). Pronadeno je dvanaest mutiranin formi SODI1 sa razliitim enzimatskim
aktivnostima i sklonostima ka agregaciji koji se akumuliraju u mitohondrijama u mnogo
vecoj meri neko nemutirana SODI, §to vodi zaklju¢ku da akumulacija u mitohondrijama
moze biti zajednicki toksi¢ni mehanizam razli¢itih SOD1 mutiranih formi (Ferri et al.,
2006).

AGREGACIJA NEUROFILAMENATA I POREMECEN AKSONSKI TRANSPORT

Neurofilamenti  predstavljaju  najzastupljeniju  vrstu citoskeletnih  proteina
motoneurona i igraju vaznu ulogu u stimulaciji rasta aksona kao i odredivanju njegovog
pre¢nika (Xu et al., 1993). Abnormalna organizacija i akumulacija neurofilamenata deSava
se u raznim neurodegenerativnim oboljenjima, ukljucujuéi i ALS (Carpenter, 1968; Hirano
et al., 1984). Kod oko 1% sALS pacijenata pronadene su mutacije u genu koji kodira za
neurofilament teSkog lanca IV grupe intermedijarnih neurofilamenata (Figlewicy et al.,
1994; Tomkins et al., 1998). Mutacije su uocene i u genu za periferin (Gros-Luis et al.,
2004) protein III grupe intermedijarnih neurofilamenata, ve¢ ranije detektovanog u

aksonskim agregatima motoneurona ALS bolesnika (Corbo & Hays, 1992).

Motoneuroni su vrlo izduzene Celije, sa aksonima koji mogu da porastu do 1 m u
duzinu, pa je za njihovo prezivljavanje veoma znacajan efikasan unutarcelijski transport
(anterogradni, brzi i spori, i retrogradni). Molekularni motor anterogradnog transporta je
kinezinski kompleks, dok se retrogradni kompleks zasniva na dinaktinu (Grierson et al.,
2006). U aksonima miSa sa mutiranom SOD1 usporena su oba tipa aksonskog transporta
(Williamson & Cleveland, 1999). Identifikovana je tackasta mutacija u genu za dinaktin u
porodici sa autozomno dominantnom formom bolesti donjih motoneurona koju karakterise

paraliza glasnih zica (Puls et al., 2003). Mehanizmi kojima aksonski transport moze da
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uti¢e na smrt neurona jo$ uvek nisu potpuno jasni, ali se pretpostavlja da znacajnu ulogu
mogu imati neefikasno otklanjanje ili dostavljanje distalnih mitohondrija, kao i neefikasan

retrogradni transport periferno izlu¢enih trofickih faktora (Rothstein, 2009).

DEFICIT NEUROTROFICKIH FAKTORA | DISFUNKCIJA SIGNALNIH PUTEVA

Neurotrofi¢ki faktori su u fizioloskim uslovima bitni za prezivljavanje ¢elija na koje
deluju preko receptora spregnutih sa enzimom tirozin kinaznog tipa. Signalni putevi koje
pokrecu neurotroficki faktori inhibiraju ¢elijsku smrt, tako da je nedostatak trofickih faktora
jedan od dogadaja koji moze da potpomogne umiranje neurona. Zapazeni su smanjeni nivoi
CNTF-a (eng. ciliary neurotrophic factor), BDNF-a, GDNT-a i IGF-1 (eng. insulin-like
growth factor) u post mortem tkivu ALS bolesnika i u in vitro modelima ALS (Anand et
al., 1995; Elliott & Snider, 1996; Oppenheim, 1996). Takode, delecija HRE (eng. hypoxia
response element) u genu za VEGF dovodi do pojave bolesti motoneurona kod miSeva
(Oosthuyse et al., 2001). Kod ljudi su pronadene tri mutacije u VEGF genu koje su
asocirane sa predispozicijom za SALS (Lamberechts et al., 2003).

Smatra se da finalni proces smrti motoneurona u ALS li¢i na programiranu ¢elijsku
smrt (apoptozu). Biohemijski markeri apoptoze mogu se detektovati u terminalnim fazama
kod ljudi i animalnih modela ALS (Guegan & Przedborski, 2003; Psinelli et al., 1998; Li
et al., 2000; Vukosavic et al., 1999). Klju¢ni elementi normalnog apoptotskog puta, koji su
ukljuceni 1 u ¢elijsku smrt u ALS obuhvataju kaspaznu familiju proteoliti¢kih enzima, Bcl2
familiju onkoproteina i familiju proteina inhibitora apoptoze (Shaw, 2005; Sathasivam et
al., 2001; Pasinelli & Brown, 2006).

INFLAMACIJA

Opsta pojava karakteristicna za ALS i druge neurodegenerativne bolesti je
neuroinflamacija, jer dolazi do aktivacije ¢elija glije, uglavhom mikroglije i astrocita, i T

limfocita imunog sistema.

Mikroglija je mezenhimalnog porekla i predstavlja rezidentne makrofage u nervnom
sistemu koje konstantno nadgledaju promene u vanéelijskoj sredini i1 interaguju sa

astrocitima i neuronima. Mikrogliju mogu da aktiviraju raznorazni signali (Hanisch &
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Kettenmann, 2007) i ona predstavlja prvu liniju odbrane od infekcija ili povreda u nervnom
sistemu. Odgovor mikroglije na signale u vancelijskoj sredini moze da bude vrlo
raznorodan, ali se njena aktivacija uopSteno karakteriSe promenom u ameboidni oblik i
sekrecijom proinflamatornih faktora kao Sto su TNF-o (eng. tumor necrosis factor alpha),
IFN-y (interferon gama) i IL(interleukin)-1pB, kao i produkcijom oksiduju¢ih molekula kao
§to su NO i O, koji mogu da ucestvuju u zastiti mikrosredine od mikroorganizama, ali
mogu i da izazovu o$tecenja okolnog tkiva. Ovi proinflamatorni mehanizmi dovode do
uklanjanja opasnosti ali je za kontrolu ovog procesa neophodna aktivacija antiinflamatornih
mehanizama koji ¢e omoguciti reparaciju nastalih osteéenja, a zavrSava se kada
antiinflamatorni molekularni putevi nadjaaju proinflamatorne. Mikroglija sintetiSe i
oslobada troficne i antiinflamatorne faktore kao S§to su IGF-1, IL-4 i IL-10, koji
ogranicavaju inflamaciju i omogucavaju odvijanje reparativnih procesa. Okolni astrociti i T
limfociti mogu da utic¢u na fagocitnu i antigen prezentujué¢u funkciju mikroglije, pa tako u
zavisnosti od svojstava same mikroglije, interakcija sa ¢elijskom mikrosredinom i prisustva
patogenih faktora moze da dode formiranja Stetne ili benigne populacije mikroglije
(Hanisch & Kettenmann, 2007; Mantovani et al., 2004; Michelucci et al., 2009; Henkel et
al., 2009).

Astrociti su ektodermalnog porekla, vrlo su brojni u mozgu i imaju mnoge
kompleksne funkcije o kojima ¢e biti re¢i u narednom odeljku. Aktivaciju astrocita
karakteriSe povecanje ekspresije glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (GFAP). Astrociti po
prirodi nisu imunske celije, ali u specifi¢cnim uslovima mogu da doprinesu imunskom
odgovoru (Farina et al., 2007). Jo$ nekoliko drugih tipova ¢elija moZe da ucestvuje u
neuroinflamaciji a to su razli¢iti podtipovi T limfocita koji se infiltriraju u CNS i moduliSu
neuroinflamatornu reakciju na razli¢ite nacine u zavisnosti od stupnja bolesti (Chiu et al.,
2008; Beers et al., 2008), NG2 glijalne ¢elije koje mogu da se diferenciraju u astrocite ili
neurone u specificnim uslovima (Rivers et al., 2008; Zhu et al., 2008) i ependimne ¢elije i

njihovi prekursori ¢ija je uloga u neurodegeneraciji jos uvek neistrazena (Chi et al., 2006).

Jedna od glavnih karakteristika bolesti, zajednicka za mnoge studije je aktivacija

mikroglije i astrocita i pojava T limfocita u mozdanom tkivu, kako u post mortem tkivu
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ALS pacijenata, tako i u ki¢cmenoj mozdini miSeva sa ALS simptomima (animalni modeli
bolesti) (Engelhardt & Appel, 1990; Engelhardt et al., 1993; Hall et al., 1998; Alexianu et
al., 2001; Nagy et al., 1994; Kushner et al., 1991; Shiffer et al., 1996; Kawamata et al.,
1992). Istovremeno sa infiltracijom T limfocita u mozdano tkivo, mikroglija parenhima
poprima karakteristike antigen prezentujucih ¢elija, §to je pokazano detekcijom povecane
ekspresije specificnih markera (Chiu et al., 2008; Growing et al., 2008; Henkel et al.,
2004). U ki¢menoj mozdini ALS pacijenata zapaZena je astroglioza kako u ventralnim, tako
I u dorzalnim rogovima, kao i na mestima gde vlakna kortikospinalnog trakta ulaze u sivu
masu (Shiffer et al., 1996). U mozgu ALS pacijenata astroglioza je detektovana i u sivoj i u
beloj masi i prevazilazi granice motornog korteksa (Kushner et al., 1991). Mikroglioza je
zapaZzena u motornom korteksu, motornim jedrima mozdanog stabla, duZ kortikoprinalnog
trakta i u ventralnim rogovima ki¢cmene mozdine (Kawamata et al., 1992) gde mikroglija
moze da dode u kontakt sa T celijskim infiltratima (Engelhardt et al., 1993). Sve ove
studije radene su na post mortem tkivu ALS bolesnika i daju informaciju o stanju u finalnoj
fazi bolesti. Specificnom metodom **C-PK11195 PET oslikavanja (Turner et al., 2004)
moguce je detektovati in vivo aktivaciju mikroglije u motornom korteksu, dorzolateralnom
prefrontalnom korteksu i talamusu ALS pacijenata, pri ¢emu se znacajnom pokazala
asocijacija mikroglioze i oSte¢enja gornjih, ali ne i donjih motornih puteva (Turner et al.,
2004). Svi rezultati govore da neuroinflamacija u ALS nije prolaznog nego trajnog
karaktera, najverovatnije zbog konstantnog prisustva faktora koji je izaziva. Smatra se, da
je u fALS taj faktor sam mutirani SOD1 protein. Aktivacija imunog odgovora, koja u
pocetku ima zastitnu funkciju, zbog kontinuiranog prisustva inflamatornog uzro¢nika i
nemoguénosti okonc¢anja inflamatorne reakcije, ona prerasta u Stetni proces koji doprinosi

daljem ostecenju neurona (Philips & Robberecht, 2011).
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ASTROCITI — FIZIOLOSKE FUNKCIJE | NJIHOVA ULOGA U PATOLOGIJI ALS

Astrociti su najzastupljenije ¢elije u okviru CNS 1 u poslednjih dvadesetak godina je
porastao interes naucnika za istrazivanje ovog tipa celija. Osim S§to pruzaju troficku,
metaboli¢ku i strukturnu podr§ku neuronima, astrociti imaju znacajnu ulogu u kompleksnoj
komunikaciji izmedu neurona i glije, moduliSu signalizaciju na nivou sinapsi, regulisu
protok krvi i mogu da uti¢u na maticne celije prekursora neurona u adultnom CNS (Seifert
et al., 2006). Zbog navedene velike raznovrsnosti uloga astrocita, nije iznenadujuce Sto se u
CNS mogu nacéi brojni podtipovi ovih ¢elija. U poredenju sa drugim organizmima, ljudski
CNS ima najveci broj ¢elija glije odnosno najvecu proporcionalnu zastupljenost glijalnih
¢elija u odnosu na neurone (Araque et al., 2001; Valverde & Lopez-Mascaraque, 1991),
kao i najveci broj njihovih podtipova (Oberheim et al., 2006). Kod akutnih povreda CNS
javljaju se reaktivni astrociti koji u po¢etku imaju zastitnu ulogu ali, s druge strane, glijalni
oziljak koji se formira predstavlja prepreku izrastanju aksona. Prema tome, proliferacija
astrocita koja se ¢esto vida u neurodegenerativnim bolestima moze da ima zastitnu ulogu,

ali i da dovede do veoma Stetnih efekata.

FI1Z10LOSKE FUNKCIJE ASTROCITA

Razvoj CNS i formiranje sinapsi

Interakcija izmedu astrocita i neurona u razvi¢u ima vazu ulogu u rastu dendrita,
formiranju funkcionalnih sinapsi i uklanjanju nefunkcionalnih sinapsi (Hansson &
Ronnback, 2003; Haydon, 2001; Schipke & Kettenmann, 2004; Slezak & Pfreiger, 2003).
Astrociti sintetiSu i luce proteine vancelijskog matriksa kao $to su laminin-1, kolagen tipa
IV, nidogen, fibronektin, vitronektin i tenascin C, kao i faktore koji pospesuju ili inhibiraju
rast, da bi usmerili izduZivanje aksona i napravili glijalne granice (Garwood et al., 2001).
Glijalne granice koje se sastoje od nezrelih ¢elija glije i proteina vancelijskog matriksa dele
nervni sistem u razvoju na funkcionalne odeljke (Faissner & Steindler, 1995). Izluceni
faktori kao Sto su holesterol (Mauch et al., 2001), TNF-o (Beattie et al., 2002) i
trombospondini (Christopherson et al., 2005), vazni su za razvoj sinapsi. Direktan kontakt

izmedu astrocita i nastavaka dendrita pospeSuje morfolosko sazrevanje dendritskih
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nastavaka, Sto vodi formiranju stabilnih i zrelih sinapsi (Nishida & Okabe, 2007). Milioni
neurona formiraju milione sinapsi u CNS tokom razvica, a astrociti pomazu u otklanjanju
nezeljenih aksona i sinapsi mehanizmom koji ukljucuje indukciju fagocitoze od strane

mikroglije ili makrofaga (Gasque, 2004).

Sinapticka homeostaza

Astrocitna membrana ima mnogobrojne nastavke na ¢ijim krajevima su Strukture
nalik prstima, koje obuhvataju sinapse, tela neurona ili snopove aksona (Wolff, 1968).
Astrociti odrZzavaju fizioloSku ravnoteZzu u mikrodomenu sinapse tako Sto uklanjaju viSak
glutamata (glavnog ekscitatornog neurotransmitera), y-aminobuterne Kkiseline (GABA,
glavnog inhibitornog neurotransmitera), kao i visak jona K* i H*. Vi$ak glutamata astrociti
otklanjaju uz pomo¢ specifiénih transportera za glutamat od kojih je najviSe eksprimiran
EAAT2, dok je prisustvo njemu slicnog EAATI1 ograni¢eno na ¢elije Bergmanove glije i
astrocite cerebeluma. Preuzimanje glutamata i njegov ulazak u citosol astrocita pracen je
ulaskom tri natrijumova jona i jednog protona uz izbacivanje jednog kalijumovog jona.
Dakle, energija potrebna za transport glutamata kroz astrocitnu membranu generiSe se kroz
kretanje jona niz elektronemijski gradijent. Nakon ulaska, glutamat se u astrocitima
pretvara u glutamin, te se na taj nacin unutarcelijska koncentracija glutamata odrzava na
fizioloskom nivou, a napravljeni glutamin se transportuje nazad u neurone gde ¢e biti
pretvoren u glutamat, koji neuroni transportuju u glutamatergicke vezikule i koriste u
narednim signalizacijama. Pukotinaste veze su veoma brojne kod astrocita i povezuju ih
medusobno, kao i sa oligodendrocitima i ependimskim ¢elijama (Nagy et al., 1992; Ransom
& Kettenmann, 1990). Posto kroz pukotinaste veze mogu da produ joni i manji molekuli,
one su veoma vazne za integraciju signala izmedu c¢elija koje povezuju, a omogucavaju
astrocitima da materijal koji su preuzeli iz vancelijske sredine mogu da deponuju na mesta
udaljena od mesta preuzimanja, jer su preko astrocitnih stopala u kontaktu sa kapilarima
mozga (Rose & Ransom, 1997). Svaki astrocit pokriva teritoriju u kojoj moze da se nade i

nekoliko hiljada sinapsi, stvarajuéi tzv. sinapticka ostrva (Halassa et al., 2007).
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Tripartitna sinapsa

Na osnhovu eksperimenata na akutnim presecima mozga i u in vivo uslovima,
zakljuceno je, da je uloga astrocita daleko veca od pretpostavljenog odrzavanja homeostaze
na mestu sinapse. Ispostavilo se da su oni aktivni ucesnici u signaliziranju i da igraju vaznu
ulogu u procesima ucenja, formiranju memorije i1 reorganizacije sinapsi (sinapticke
plasti¢nosti). Astrociti zajedno sa presinaptickim 1 postsinaptickim neuronom formiraju
tripartitnu sinapsu (Araque et al., 2001; Fields & Stevens-Graham, 2002; Vesce et al.,
2001) jer oslobadanjem hemijskih transmitera kao Sto su glutamat, GABA, ATP i D-serin,
modulisu sinapti¢ku transmisiju (Halassa et al., 2007; Parpura et al., 1994; Seifert et al.,
2006). Pokazano je da glutamat koji oslobadaju astrociti (kao odgovor na povecanu
unutaréelijsku koncentraciju kalcijuma) povecava frekvencije i ekscitatornih i inhibitornih
postsinaptickih struja (Parri et al., 2001), deluje na presinapticke neurone preko mGIluR
(metabotropnih glutamatnih receptora), indukuje ulazak kalcijuma (Fiacco & McCarthy,
2004) i deluje na mGIuR krvnih sudova mozga povezujuéi na taj na¢in sinapticku aktivnost
sa lokalnim protokom krvi (Takano et al., 2006). Osim glutamata, astrociti mogu, kao
odgovor na sinapticku transmisiju, da oslobadaju i ATP koji inhibira oslobadanje glutamata
iz okolnih zavrSetaka presinaptickih neurona, direktno ili indirektno preko svog metabolita
adenozina, 1 na taj na¢in umanjuje aktivnost ekscitatorne sinapticke transmisije aktivirane
sinapse i nekoliko susednih sinapsi (Zhang et al., 2003). O tipovima i sadrZaju astrocitnih
vezikula putem kojih se oslobadaju hemijski transmiteri se i dalje vode debate u nau¢nim
krugovima. Zasad su identifikovane SLMV (eng. synaptic-like microvesicle) koje sadrze
glutamat i D-serin (Bergersen et al., 2012), DCG (eng. dense-core granule) heterogenog
sadrZzaja (Maienschein et al., 1999), a postoje izvestaji o egzocitotskom oslobadanju ATP-a

iz lizozomskog odeljka (Jaiswal et al., 2007; Zhang et al., 2007).

Regulacija ekspresije subjedinica glutamatnog receptora kod neurona

Glutamatni receptori se mogu podeliti na jonotropne i metabotropne. U jonotropne
receptore spadaju NMDA, AMPA i kainatni receptori, pri ¢emu su AMPA receptori
odgovorni za rutinsku ekscitatornu neurotransmisiju u CNS (Fellin et al., 2004). Svaki

receptor za glutamat je izgraden od nekoliko subjedinica, pri ¢emu u izgradnji AMPA
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receptora ucestvuju cetiri tipa subjedinica (GIuR1-4). U in vitro uslovima, astrociti reguliSu
ekspresiju neuronalnih AMPA subjedinica (Dugan et al., 1995). Ova funkcija astrocita je
vrlo znaéajna jer oni odreduju koli¢inu kalcijum-nepropustljive GIuR2 subjedinice kod
neurona, pa samim tim i osetljivost neurona na ekscitotoksi¢nost izazvanu glutamatom

(Van Den Bosch et al., 2006).

Krvno-mozdana barijera i kontrola protoka krvi

Krvno-mozdanu barijeru ili hemato-encefalna barijeru (HEB) formiraju astrocitna
stopala i endotelne celije koje okruzuju mikrokapilare mozga. Smatra se da astrociti
reguliSu funkcije endotelnih celija kao Sto su: formiranje tesnih veza, lokalizacija
specifi¢nih transportera i proizvodnja enzima uklju¢enih u antioksidantne procese (Abbot et
al., 2006). Astrociti lu¢e nekoliko angiogenih faktora (angiopoetin 1, GDNF i faktor
transformacije rasta — TGFp) koji uti¢u na razvoj i funkciju mozdane kapilarne mreze
(Abbott et al., 2006; Lee et al., 2003). S druge strane, endotelne celije lu¢e LIF (eng.

leukemia inhibitory factor) koji uti¢e na diferencijaciju astrocita.

Astrocitna stopala imaju veliki broj mitohondrija i veliki broj membranskih proteina
ukljucenih u aktivhu razmenu materija, medu kojima isticemo akvaporin 4 (AQP4),
glukozni transporter 1 (GLT-1) i kalijumov kanal tipa Kir4.1 (Morgello et al., 1995; Yu &
Ding, 1998). HEB je dinamicka struktura, a faktori koji uti¢u na njeno remodelovanje su
inflamatorni citokini, angiogene supstance, hipoksija, oksidativni stres i ekscitotoksi¢nost
izazvana glutamatom (Drewes, 1998). U in vivo eksperimentima je pokazano da glutamat
koji izlu¢e neuroni deluje preko mGIluR5 receptora na astrocitima Sto vodi povecanju
unutaréelijskog kalcijuma koji uti¢e na oslobadanje metaboli¢kih produkata koji uti¢u na
vazodilataciju kapilara (Takano et al., 2006). Prema tome, astrociti su sposobni da prenesu
informaciju o sinapti¢koj aktivnosti na lokalne kapilare, reguliSué¢i lokalni protok krvi, a

verovatno i propustljivost HEB za nutritijente, u prvom redu glukozu (Leybaert, 2005).
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|ZMENJENE FUNKCIJE ASTROCITA U ALS

Astroglioza

Astroglioza je histopatoloSka karakteristika koja se javlja kako kod ALS bolesnika,
tako i u animalnih modelima bolesti (videti odeljak Inflamacija). Ranije je smatrano da se
astroglioza javlja sekundarno, kao odgovor na gubitak motoneurona, medutim, sve brojniji
dokazi o poremeéenim funkcijama astrocita u ALS naglaSavaju ulogu ovih celija u
nastanku bolesti (Van Den Bosch & Robberecht, 2008). Postoje pokazatelji, usko spregnuti
sa mehanizmima bolesti, 0 postojanju tri glavna uzroka pojave astroglioze u ALSi to su
starenje, oksidativni stres izazvan povecanom proizvodnjom azot oksida i peroksinitrita i

ostecenje neurona (Barbeito et al., 2004).

Deficit neurotrofickih faktora i lu¢enje Stetnih materija

Poremecena proizvodnja neurotrofickih faktora smatra se direktnim ili indirektnim
uzrokom gubitka motoneurona u ALS (Ekestern, 2004), pa smanjeno oslobadanje
neurotrofi¢kih faktora od strane astrocita moze da doprinese umiranju neurona. S druge
strane, astrociti mogu da budu odgovorni za oslobadanje Stetnih materija. Aktivirani
astrociti u ¢elijskoj kulturi proizvode faktor rasta neurona (eng. nerve growth factor, NGF)
koji izaziva degeneraciju neurona (Pehar et al., 2004). U prisustvu niske koncentracije azot
oksida, kondicionirani medijum aktiviranih astrocita, kao i ekstrakti ki¢mene mozdine
simptomatskih mutantnin SOD1 miSeva mogu da izazovu apoptozu neurona u kulturi,

najverovatnije preko aktivacije p75" '

receptora (Pehar et al., 2004). Drugi Stetni faktor
poreklom iz astrocita je oslobodena mutirana SOD1, koja mozZe da pokrene aktivaciju
mikroglije Sto finalno dovodi do smrti motoneurona. Pokazano je da hromogranini mogu da
pospese sekreciju mutirane SOD1 delujuéi kao proteini nalik Saperonima (Urushitani et al.,

2006).
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Problem otklanjanja glutamata iz sinapticke pukotine

O mehanizmima uklanjanja glutamata i mehanizmima koji dovode do
ekscitotoksi¢nosti izazvane ovim neurotransmiterom bilo je reéi ranije u tekstu. S obzirom
da postoje slicnosti u disfunkcionalnom transportu glutamata i u drugim bolestima koje su
pracene astrogliozom (Honig et al., 2000; Lauderback et al., 2001) moze se pretpostaviti da
je gubitak glutamatnog transportera u ALS moZda posledica aktivacije astrocita. Postoje
pokazatelji da ROS koje produkuju oste¢eni motoneuroni izaziva oksidaciju i poremecaj
preuzimanja glutamata od strane okolnih astrocita (Rao et al., 2003). ROS i lipidne
peroksidaze mogu da oksiduju kriti¢ne sulthidrilne grupe glutamatnog transportera i naj taj
nacin inhibiraju preuzimanje glutamata (Blanc et al., 1998; Volterra et al., 1994). Sli¢ne
efekte mogu da izazovu peroksinitrit i vodonik peroksid deluju¢i na glutamatne transportere
rekonstituisane u lipozomima (Trotti et al., 1996). S druge strane, inhibicija glutamatnog
transportera oksidantima (vodonik peroksidom i drugim ROS) moZze da predstavlja
adaptivni neuroprotektivni mehanizam jer sprecava oslobadanje glutamata posredovano
reverznim radom transportera koji je favorizovan poveéanom koncentracijom K' u
vancelijskoj sredini (Szatkowski et al., 1999). Drugi mehanizam kojim astrociti mogu da
doprinesu ekscitotoksi¢nom oste¢enju motoneurona je aktivno oslobadanje glutamata, koje
moze da se desi pod uticajem prostaglandina E2 Cija je sinteza katalizovana enzimom
ciklooksigenazom 2 (COX2), eksprimiranom u reaktivnim astrocitima (Drachman et al.,
2002).

Problem odrzavanja homeostaze K* jona

Kod miSeva sa mutiranom SODI1 utvrdeno je progresivnho smanjenje ekspresije
Kir4.1 kalijumovih kanala, kao i gubitak a subjedinice Na'/K* ATP-aze (Neusch et al.,
2007) $to govori o poremeéaju u homeostazi K* jona koji moze da dovede do promena u
potencijalu mirovanja membrane i izmenjenih transmembranskih gradijenata molekula koji
se transportuju kroz membranu. Smanjenje ekspresije i funkcije Kird.l je opet
karakteristika povreda mozga i neurodegenerativnih bolesti u kojima je astroglioza izrazena
(Olsen & Sontheimer, 2008). U prilog misljenju da je gubitak Kir4.1 sekundaran u odnosu

na aktivaciju astrocita govori i nalaz da eksperimentalno izazvana proliferacija astrocita,
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mehani¢kom povredom ki¢mene mozdine, uti¢e na smanjenje aktivnosti Kir4.1, a aktivnost
je tri puta manja kod ¢elija koje proliferisu (MacFarlane & Sontheimer, 1997). PredloZen je
zakljuak da je svako oSteéenje nervnog sistema koje izaziva astrogliozu asocirano sa
gubitkom Kird.1, da bi se dozvolila deoba c¢elije (Olsen & Sontheimer). Medutim,
Batavelji¢ i saradnici (2012) su nedavno predlozili da ova promena aktivnosti Kir4.1 u
sinergiji sa pove¢anom ekspresijom AQP4 moZe da bude u osnovi mehanizma promene
propustljivosti HEB kao biomarkera ALS, pri ¢emu je nekoliko godina ranije izloZeno
misljenje da narusena propustljivost HEB moze da inicira i/ili doprinese progresiji mnogih
neurodegenerativnih bolesti, pa i ALS (Zlokovic, 2008).
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HUMORALNA IMUNOST | ALS

HUMORALNI IMUNSKI FAKTORI 1 ALS

Humoralni imunski odgovor, nasuprot ¢elijskom, posredovan je faktorima Kkoji su
rastvoreni u telesnim te¢nostima. Antitela po strukturi imunoglobulini (Ig) predstavljaju
komponentu humoralnog ste¢enog imunskog odgovora, dok je sistem komplementa jedna
od humoralnih komponenti urodenog imunskog odgovora. U prisustvu antigena razlicite
prirode dolazi do aktivacije B limfocita. Aktivirani B limfociti povecavaju produkciju
antitela specificnih za dati antigen 1 u ovom procesu dolazi do izmene klasa i1 sazrevanja
afiniteta antitela. Neproteinski antigeni (polisaharidni i lipidni) mogu direktno da aktiviraju
B ¢elije, dok je u slucaju proteinskih antigena za aktivaciju B éelija potrebno dejstvo CD4"
pomo¢nih T ¢elija. Postoji nekoliko klasa Ig (19G, IgM, IgA, IgD, IgE) od kojih je u
humanom serumu najzastupljeniji 1gG (Abbas et al., 2007). Ig mogu da budu vezani za
membranu B limfocita ili izluCeni. IgG ucestvuje u opsonizaciji, aktivaciji sistema
komplementa, celijskoj toksi¢nosti posredovanoj antitelima, neonatalnoj imunosti i
inhibiciji B celija sistemom povratne sprege. IgM je antigenski receptor na naivnim B

limfocitima, a moze da ucestvuje i u aktivaciji komplementa (Abbas et al., 2007).

Mnogi istraziva¢i su ustanovili povecan nivo cirkuliSu¢ih imunskih kompleksa
(CIK) kod ALS bolesnika (Oldstone et al., 1976; Tachovsky et al., 1976; Bartfeld et al.,
1982; Apostolski et al., 1991). U studiji koja je pratila grupu ALS bolesnika u periodu od 6
meseci ustanovljeno je da su CIK povecani u pocetnim fazama bolesti, pri ¢emu u
formiranju CIK velike molekulske mase ucestvuje predominantno IgG, a u CIK male
molekulske mase predominantan je IgM kod ALS bolesnika, za razliku od kontrola kod
kojih su oba Ig podjednako ucestvovala u formiranju svih CIK. Za razliku od pocetnih faza
bolesti, 6 meseci nakon prvih analiza, kod iste grupe ALS bolesnika, sada sa nizim skorom
bolesti, nivo CIK je bio nizi u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike (Saleh et al., 2009).
Sto se ti¢e koncentracija samih Ig, podaci iz literature su razli¢iti. Neki autori izvestavaju o
povecanim nivoima IgG i normalnim nivoima IgM (Apostolski et al., 1991; Provincialiet
al., 1988; Duarte et al., 1991; Saleh et al., 2009) sa promenama potklasa (Westarp et al.,
1994) ili bez njih (Willison et al., 1994), dok drugi autori izveStavaju 0 nepromenjenim
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nivoima IgG u ALS (Bartfeld et al., 1982) ili ¢ak smanjenim (Zhang et al., 2005).
Nekonzistentnost nalaza je najverovatnije posledica razli¢itih stadijuma bolesti, s obzirom
da se u dve studije daje naznaka o smanjenju koli¢ine IgG sa progresijom bolesti (Zhang et
al., 2005; Saleh et al., 2009). JoS uvek je nejasno da li je adaptivni imuni odgovor u ALS
predominantno humoralni ili ¢elijski, ali je utvrdena korelacija izmedu progresije bolesti i
aktivacije monocita/makrofaga (Zhang et al., 2005). Saleh i saradnici (2009) predlazu da se
CIK velike molekulske mase brze odstranjuju zbog veceg broja aktiviranih fagocitnih ¢elija
sa progresijom bolesti, ali da CIK male molekulske mase mogu da se infiltriraju u druga
tkiva i da se tamo deponuju. Ovi autori takode postuliraju da bi CIK male molekulske mase

mogli da ubrzaju o$te¢enje motoneurona nakon nagomilavanja u CNS.

SPECIFICNOST I EKSPERIMENTI SA IMUNOGLOBULINIMA G ALS PACIJENATA

Pre viSe od 20 godina, utvrdeno je da miSevi kojima je intraperitonealno injektovan
precis¢en 1gG ALS pacijenata (ALS 19G) imaju povecanu frekvenciju minijaturnih
potencijala motorne ploce, bez promene amplitude, Sto znaéi da se povecalo spontano
oslobadanje acetilholina iz nervnih zavrSetaka (Appel et al., 1991). Osim toga, detektovani
su 1gG u motoneuronima i na motornim plo¢ama ovih miseva. Dakle, ALS IgG su
pasivnim transferom izazvali fizioloSke abnormalnosti nervno-misi¢ne sinapse, a ovo je
ukazalo na mogucée postojanje imunski-posredovanih mehanizama u patogenezi ALS.
Pasivni transfer ALS 1gG u miSeve izaziva degeneraciju motoneurona i povecanu
proporciju organela koja sadrze kalcijum kod miSa (Pullen et al., 2004). ALS IgG su
uzrocnici apoptotske celijske smrti u hibridnoj motoneuronskoj ¢elijskoj liniji VSC4.1
(Alexianu et al., 1994) i humanim c¢elijama neuroblastoma (Yi et al., 2000). U meSanoj
primarnoj kulturi ¢elija kicmene mozdine pacova, ALS IgG aktiviraju kaspazu-3 i njene
signalne puteve, Sto vodi selektivnoj apoptozi neurona. Posto su astrociti u ovoj studiji bili
daleko manje podloZni apoptozi, autori su ostavili otvorenu mogucnost da je umiranje
neurona sekundarni efekat izazvan uticajem ALS IgG na astrocite (Demestre et al., 2005).
Nakon intraperitonealne inokulacije miSeva sa ALS IgG, antitela su lokalizovana u predelu
uz jedro motornih neurona ventralnih rogova ki¢cmene mozdine, u aksonskim zavSecima,

kao i u vezikulama blizu plazma membrane Svanovih éelija na motornoj plo¢i (Engelhardt
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et al., 2005). Takode, IgG su detektovani i u tkivu ALS pacijenata i to: u motoneuronima
ki¢mene moZdine (lokalizovani uz ER i miktotubule) i u MVE endotelnih ¢elija ventralnih
rogova ki¢mene mozdine (Engelhardt et al., 2005). Ako se ALS IgG tretman primeni na
glodare ili iz njih izolovane neuralne preparate, primecuje se povecanje unutaréelijske
koncentracije kalcijuma, degenerativne strukturne promene u motoneuronima i sinapticka
plasti¢nost nervno-miSiéne sinapse (Uchitel et al., 1988, Engelhardt et al., 1995;
Fratantoni et al., 2000; Pullen & Humphreys, 2000, Pullen et al., 2004; Pagani et al.,
2006).

U serumu ALS pacijenata pronadena su antitela protiv gangliozida GM1, proteina
neurofilamenata, receptora faktora nekroze tumora (FAS/CD95) i voltazno zavisnih
kalcijumovih kanala (Smith et al., 1992, Drachman, 2000). ElektrofizioloSka snimanja
voltazno-zavisnih kalcijumovih struja pokazala su da u prisustvu ALS IgG dolazi do
nihovog povecanja u Purkinjeovim neuronima (Llinas et al., 1993), ali i do smanjenja u
slu¢aju granularnih ¢elija u kulturi (Zhainazarov et al., 1994). ALS IgG povecali su
frevenciju, ali ne i amplitudu spontanih minijaturnih glutamatergickih struja piramidalnih
neurona hipokampusa u kulturi, a ovaj efekat je delimi¢no zavisio od prisustva kalcijuma u
vancelijskoj sredini (Andjus et al., 1997). Na istom sistemu ova grupa istrazivaca pokazala

je da ALS IgG dovode do modulacije kalcijumskih tranzijenata (Andjus et al., 1996).

28



Uloga humoralnog imunskog odgovora u etiopatogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze

CILJEVI

Astrociti su najbrojnije ¢elije u mozgu sisara, zaduzene za odrzavanje homeostaze
energetskih metabolita, neurotransmitera i elektrolita. Aktivni su ucesnici tripartitne sinapse
jer lucenjem neurotransmiterskih molekula mogu da uticu na aktivnost sinapse.
Dokumentovane su poremecene funkije astrocita u ALS (astroglioza, smanjeno lucenje
neurotrofickih faktora, luéenje toksi¢nih materija, smanjeno uklanjanje glutamata i
disfunkcija mehanizama koji formiraju i odrzavaju gradijente jona kroz membranu). S
druge strane, postoje brojni dokazi o efektima ALS IgG na razliCite populacije nervnih
¢elija, koji navode na zaklju¢ak da se ova komponenta humoralnog imunskog odgovora
razlikuje kod ALS bolesnika, a sposobna je da izmeni homeostazu kalcijumovih jona i
sinapti¢ku aktivnost na nivou neuralnih i nervno-misi¢nih sinapsi. Zacudo, s obzirom da su
astrociti izuzetno aktivni u sinapsama, do sada nije ispitan potencijalni uticaj ALS IgG na

ove Celijje.

Moze se re¢i da su promene u unutarcelijskoj koncentraciji kalcijuma pokretaci
mnogih signalnih puteva, izmedu ostalog i egzocitoze neurotransmitera. S druge strane,
ekscitabilnost astrocita nije zasnovana na aktivnosti voltazno zavisnih kanala (kao u slu¢aju
neurona) ve¢ na promenama u provodljivosti kanala za kalcijum, koji su lokalizovani na
plazma membrani ili membranama unutarcelijskih depoa ovog jona. Stoga je jedan od
zadataka koji smo sebi postavili bio rasvetljavanje uticaja ALS IgG na promene
unutarcelijske koncentracije kalcijuma i pronalazenje struktura (kanala i/ili enzima) koje su
u ovom procesu aktivirane. Pored toga, posto su lizozomi u poslednje vreme prepoznati kao
sekretorne vezikule koje mogu da izluée ATP van c¢elije, a znacajan su deo sekretornog
puta, odlucili smo se da ispitamo da li ALS IgG menjaju mobilnost i utiCu na egzocitozu

ovih struktura u astrocitima.
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Eksperimetalni zadaci ove teze obuhvataju:

karakterizaciju ALS 1gG-izazvanih kalcijumskih tranzijenata

e definisanje struktura koje omogucavaju ALS IgG-izazvane kalcijumove tranzijente
e ispitivanje promena u mobilnosti lizozoma pod dejstvom ALS IgG

e ispitivanje uloge kalcijuma u ALS 1gG-izazvanoj promeni mobilnosti lizozoma

e procena ALS IgG-izazvanog izlu€ivanja sadrzaja (egzocitoze) lizozoma van Celije
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MATERIJAL | METODE

REAGENSI | RASTVORI

REAGENSI

Za potrebe ovog rada koriS€eni su sledeci reagensi: natrijum hlorid, dinatrijum
fosfat, natrijum piruvat, kalijum hlorid, kalijum dihidrogen fosfat, kalcijum hlorid,
magnezijum hlorid, glukoza, tripsin, etanol, ectilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA),
etilen glikol tetrasiréetna kiselina (EGTA), L-glutamin, poli-L-lizin (PLL), 4-(2-
hidroksietil)-1-pipirazinetansulfoni¢na kiselina (HEPES), dimetil sulfoksid (DMSO),
albumin govedeg seruma (BSA), tripan plavo, natrijum hidroksid, adenozin-3-fosfat (ATP),
Fluo-3 AM, Fluo-4 AM , LysoTracker® Red DND-99 (Ly), lantan(lll) hlorid,
gadolinijum(11) hlorid, (-)-ksestospongin C (XeC), 2-aminoetoksidifenilboran (2-APB),
vortmanin (W), 1H-pirol-2-karboksilna kiselina (rianodin, Ry) i 1-[6-[[(17B)-3-
metoksiestra-1,3,5(10)-trien-17-ilJamino]heksil]-1H-pirol-2,5-dion (U73122).

RASTVORI

Za potrebe ovog rada koriS¢eni su slede¢i osnovni rastvori: fizioloski rastvor bez
dvovalentnih katjona sa fosfatnim puferom (PBS), vestacki vancelijski rastvor (ECS),
veStacki vancelijski rastvor bez kalcijuma (ECS-Ca), fetalni tele¢i serum (FBS), tripsin-
EDTA rastvor za odlepljivanje adherentnih ¢elija, medijum za gajenje Celija (DMEM),
rastvor penicilina i streptomicina, medijum za izolaciju ¢elija (Leibovitz L-15).

FizioloSki rastvor sa fosfatnim puferom (PBS) koris¢en je za disekciju tkiva
prilikom izolacije kortikalnih astrocita i kasnije tokom odrzavanja ¢elijske kulture astrocita,
kao i za rastvaranje drugih reagenasa. Ovaj rastvor pripreman je rastvaranjem 8 g NacCl, 0.2
g KCl, 1.15 g Na,HPO, i 0.2 g KH,PO,4 u 1000 ml dejonizovane vode.

Vestacki vancelijski rastvor (ECS) bio je slede¢eg sastava: 130 mM NaCl, 5 mM
KCI, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES i 10 mM glukoze. Vestacki vancelijski
rastvor bez kalcijuma (ECS-Ca) imao je sve sastojke kao ECS osim 2 mM CaCl,, uz

31



Uloga humoralnog imunskog odgovora u etiopatogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze

dodatak 0.1 mM EGTA. Kiselost oba rastvora je podeSavana na pH 7.2, a osmotski
potencijal na 290 £ 5 mOsm $to je odgovaralo uslovima u medijumu za gajenje Celija. Ovi
ogledni rastvori koris¢eni su prilikom registrovanja unutarcelijske koncentracije kalcijuma,
prilikom tretmana astrocita Fluo-3 AM i Fluo-4 AM obelezivacima, prilikom pracenja

mobilnosti Ly obelezenih vezikula i za ispiranja ¢elija na pokrovnim staklima.

Medijum za gajenje ¢elija (DMEM+) pravljen je od osnovnog medijuma DMEM u
koji je dodavano 2 mM L-glutamina, 100 1J/ml penicilina, 100 pug/ml streptomicina, 1 mM
natrijum piruvat i 10% FBS.

Medijum za izolaciju ¢elija (L-15+) pravljen je od osnovnog medijuma Leibovitz L-
15 u koji je dodavano 2 mM L-glutamina, 100 1J/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina i
0.1% BSA.

Nepozeljno dejstvo komponenti sistema komplementa koje normalno ulaze u sastav

fetalnog teleéeg seruma bilo je spre¢eno zagrevanjem rastvora na 56°C tokom 30 minuta.

Za odlepljivanje astrocita sa podloge pri presejavanju i zasejavanju na pokrovna
stakla kori$¢en je rastvor tripsina koji je pripreman dodavanjem 250 mg ovog enzima i 20
mg EDTA u 100 ml PBS (0.25% tripsin, 0.02% EDTA). Ovako pripremljen rastvor tripsina

je razlivan u manje zapremine i do upotrebe ¢uvan na -20°C.

Za brojanje celija koris¢en je 0.4% rastvor tripan plavog u PBS koji je meSan u
odnosu 1:1 sa ¢elijskom suspenzijom. Za oblaganje pokrovnih stakala koje je prethodilo
zasejavanju celija koriS¢en je poli-L-lizin (50 ug/ml) rastvoren u sterilnoj dejonizovanoj
vodi.

Rastvor fluorescentnog obelezivac¢a unutarcelijskog kalcijuma (Fluo-3 AM i Fluo-4
AM) pripreman je rastvaranjem boje u DMSO u koncentraciji 1 mM. Ovi rastvori su
razlivani u manje zapremine i do upotrebe cuvani na -20°C. Za oglede je boja dodatno
razblazivana 200 puta u radnom ECS ili ECS-Ca rastvoru.

Rastvor ATP pripreman je rastvaranjem supstance u koncentraciji 200 mM u
dejonizovanoj vodi. Ovaj rastvor razlivan je u manje zapremine i do upotrebe Cuvan na
-20°C. Za oglede je rastvor dodatno razblazivan 20 puta u radnom ECS ili ECS-Ca

rastvoru, neposredno pred stimulaciju astrocita.
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Rastvor lantan(l11) hlorida i gadolinijum(lll) hlorida pripreman je rastvaranjem
supstanci u koncentraciji 10 mM u dejonizovanoj vodi. Rastvori su razliveni u manje
zapremine i do upotrebe Cuvani na sobnoj temperaturi. Za oglede su rastvori razblazivani

1000 puta u radnom ECS ili ECS-Ca rastvoru.

Rastvor rianodina (Ry), inhibitora oslobadanja kalcijuma iz sarkoplazmati¢nog
retikuluma, pripreman je rastvaranje supstance u etanolu u koncentraciji 10 mM. Ovaj
rastvor je razlivan u manje zapremine i do upotrebe ¢uvan na -20°C. Za oglede je supstanca

dodatno razblazivana 500 puta u radnom ECS ili ECS-Ca rastvoru.

Rastvor (-)-ksestospongina C (XeC), potentnog i reverzibilnog inhibitora
oslobadanja kalcijuma iz ER posredstvom IP3, pripreman je rastvaranjem supstance u
DMSO u koncentraciji 2 mM. Ovaj rastvor je razlivan u manje zapremine i do upotrebe
¢uvan na -20°C. Za oglede je supstanca dodatno razblazivana 133.33 puta u radnom ECS ili
ECS-Ca rastvoru.

Rastvor 2-aminoetoksidifenilborana (2-APB), antagonista IP3 receptora na ER,
pripreman je rastvaranje supstance u DMSO u koncentraciji 10 mM. Ovaj rastvor je
razliven u manje zapremine i do upotrebe ¢uvan na -20°C. Za oglede je supstanca dodatno

razblazivana 400 puta u radnom ECS ili ECS-Ca rastvoru.

Rastvor vortmanina (W), inhibitora fosfatidilinozitol-3-kinaze, pripreman je
rastvaranjem supstance u DMSO u koncentraciji 10 mM. Ovaj rastvor je razliven u manje
zapremine i do upotrebe ¢uvan na -20°C. Za oglede je supstanca dodatno razblazivana 1000

puta u radnom ECS ili ECS-Ca rastvoru.

Rastvor U73122, inhibitora fosfolipaze C, pripreman je rastvaranjem supstance u
DMSO u koncentraciji 5 mM. Ovaj rastvor je razliven u manje zapremine i do upotrebe
¢uvan na -20°C. Za oglede je supstanca dodatno razblazivana 1000 puta u radnom ECS ili
ECS-Ca rastvoru.

Rastvor fluorescentnog obelezivaca kiselih vezikula LysoTracker® Red DND-99
(Ly) pripreman je rastvaranjem boje u DMSO u koncentraciji 40 uM. Ovaj rastvor je
razlivan u manje zapremine i do upotrebe Cuvan na -20°C. Za oglede je boja dodatno
razblazivana 200 puta u DMEM+ medijumu.
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IZOLACIJA IMUNOGLOBULINA G 1Z UZORAKA KRVI

Uzorci krvi su sakupljeni na Institutu za neurologiju Klinickog centra Srbije od
pacijenata sa klinicki dijagnostifikovanim SALS prema El Escorial kriterijumu (Brooks et
al., 2000) i od bolesnih (od ¢ega bolesnih) i zdravih kontrolnih subjekata. Sakupljanje
uzoraka krvi kao i koriS¢enje humanog materijala u izradi ove doktorske disertacije
odobreno je od strane Etickog komiteta Klinickog centra Srbije. Serumi iz uzoraka Krvi
izolovani su u laboratoriji Instituta za neurologiju Klinickog centra Srbije. Serumi 18 sALS
pacijenata sa srednjim godiStem 59 + 2 i 6 kontrolnih subjekata (dva zdrava, dva obolela od
radikulopatije, jedan oboleo od misi¢ne distrofije i jedan oboleo od Parkinsonove bolesti)
sa srednjim godistem 48 = 6 sakupljeni su za rutinska laboratorijska ispitivanja uz
saglasnost pacijenata koji su bili informisani o studiji u skladu sa Etickim kodom svetske
zdravstvene organizacije (HelsinSka deklaracija). Deo ovog materijala je zahvaljujuci
ljubaznosti dr Zorice Stevi¢ iskori$¢en za izolaciju IgG koji su koris¢eni u ovoj disertaciji.
Izolacija 1gG iz seruma pacijenata vrSena je na Institutu za virusologiju, vakcine i serume,
Torlak u Beogradu, ljubaznos¢u dr Ljiljane Dimitrijevi¢ i dr Vladimira Petrusi¢a. Ukratko,
nakon inaktivacije komplementa inkubacijom 30 minuta na 56°C i centrifugiranja 10
minuta na 9168 g, serumi su dva puta razblazivani u pocetnom puferu (1.5 M glicin sa 3 M
NaCl). Izolacija 1gG je vrSena pomocu protein A kolone, a elucija je izvodena uz pomo¢
0.1 M limunske kiseline (pH 3.5) pri ¢emu je pH uzorka odmah nakon elucije neutralisan
uz pomo¢ 1 M tris pufera. Elucioni maksimum sadrzao je samo IgG §to je potvrdeno SDS
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu. PreciS¢eni uzorci su dijalizovani naspram PBS
pomocu creva za dijalizu sa porama pre¢nika 2.5 nm. Koncentracija izolovanog IgG
odredivana je prema Bredfordovom metodu (Bradford, 1976). Ni u jednom od uzoraka nije
detektovano prisustvo endotoksina.
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CELIJSKA KULTURA KORTIKALNIH ASTROCITA

Celijske kulture za potrebe ovog rada gajene su pod uobiajenim uslovima u
inkubatoru sa vlaznom atmosferom uz udeo ugljen dioksida od 5% i pri temperaturi od

37°C. Svi sterilni plasti¢ni sudovi za uzgajanje i rad sa kulturama bili su marke Sarstedt.

U ovom radu kori$¢eni su pacovi soja Wistar koji su uzgajani u Vivarijumu Instituta
za fiziologiju i biohemiju BioloSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i Vivarijumu
Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Ljubljani. Zivotinjama su hrana i voda bile stalno
dostupne. Odrzavane su pod dvanaestoCasovnim dnevno noc¢nim ritmom na sobnoj
temperaturi. Postupak zrtvovanja pacova i izolovanja nervnog tkiva za kulture odobren je

od strane Etickog komiteta BioloSkog fakulteta.

1ZOLACIJA PRIMARNIH KORTIKALNIH ASTROCITA 1Z MOZGA PACOVA

Kulture primarnih astrocita izolovane su iz cerebralnog korteksa novoredenih
pacova starih dva dana. Pri ovom uzrastu moguce je razlikovanje mladunaca koji se dobro

razvijaju i dobro ishranjuju sisanjem od onih koji zaostaju u rastu i razvoju.

Astrociti predstavljaju osnovni konfluentni sloj meSovite primarne kulture nervnog
tkiva. Na takvoj podlozi astrocita rastu mikroglija i oligodendroglija. Razlikovanje ovih
¢elija od astrocita je moguée prema morfologiji i nejednakoj optickoj gustini prilikom
mikroskopiranja uz upotrebu faznog kontrasta. Astrociti rastu neuredeno i slabo su
kontrastni, dok se oligodendrociti odlikuju sfericnim telom sa izrazenijim kontrastom u
odnosu na podlogu i sa ve¢im brojem granatih nastavaka koji dosezu do nastavaka susednih
oligodendrocita. Mikroglija je tamna, okruglasta i sa svetlim prstenom oko tela ¢elija,
najéesce vrlo slabo zakaCena za sloj astrocita koji se nalazi na dnu suda. ZapaZeno je da
neuroni ne prezivljavaju u kulturama koje su dobijane iz zivotinja starih dva i viSe dana
(McCarthy & de Vellis, 1980).

Alat za disekciju je pripreman neposredno pred pocetak izolacije tako Sto su
instrumenti nakon natapanja u 70% etanolu izlagani dejstvu ultra-ljubicastih zraka unutar
laminarne komore u trajanju od najmanje 30 minuta. Kao fizioloSki rastvor za disekciju

korisc¢en je hladan PBS, a ¢elije su potom prebacivane u L-15+ medijum.
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Izolacija je vrSena prema modifikovanom protokolu iz ranije objavljenih metoda
(McCarthy & de Vellis, 1980; Schwartz & Wilson, 1992). Glava i vrat mladunaca kvaSeni
su 70% etanolom, a zatim je glava odsecana makazama i spustana u plitki sud sa hladnim
PBS. Glava je potom prebacivana u novi sud sa Cistim rastvorom u kome je izolovan
mozak. Mozak je zatim prebacivan u naredni sud u kome su izdvajane hemisfere mozga.
Hemisfere mozga su zatim prebecivane u naredni sud sa ¢istim rastvorom gde se pod
binokularnom lupom prvo vrSilo otklanjanje hipokampusa a zatim temeljno ciscenje
hemisfera od mozdanih ovojnica. Ovako ociS¢eni korteksi prebacivani su u sud sa €istim

rastvorom i tkivo je prenoSeno u laminarnu komoru za sterilni rad.

Pod sterilnim uslovima, hemisfere su prvo nekoliko puta ispirane PBS, a onda
prebacivane u 15 ml epruvetu u kojoj je bilo 3 ml hladnog L-15+ medijuma. Disociranje
mozdanog tkiva vrieno je mehani¢ki pipetom sa plastiénim nastakom od 1000 pl. Celijska
suspenzija je zatim centrifugirana 4 minuta na 500 g. Nakon centrifugiranja odlivan je
supernatant i ¢elije su resuspendovane u 5 ml L-15+ medijuma. Nakon meSanja pipetom sa
nastavkom od 1000 pl, ¢elijska suspenzija je opet centrifugirana 4 minuta na 500 g. Nakon
centrifugiranja odlivan je supernatant i Celije su resuspendovane u 2 ml L-15+ i prebacene
u tubicu od 2 ml. Usledilo je provlacenje suspenzije ¢elija kroz sterilne igle, po 3 puta, prvo
kroz 21G iglu, a zatim kroz 23G iglu. Sadrzaj Sprica nakon poslednjeg provlacenja kroz
23G iglu prebacivan je u 15 ml epruveru, dodavano je 3 ml L-15+ medijuma do finalnih 5
ml 1 Celijska suspenzija je finalno centrifugirana 4 minuta na 500 g. Nakon poslednjeg
centrifugiranja, odliven je supernatant i celije su resuspendovane u 2 ml DMEM+
medijuma. Ovakva suspenzija ¢elija je dodavana u ve¢ postojecih 3 ml DMEM+ medijuma
u plastiénim flaskovima zapremine 50 ml (povriine 25 cm?) koji su za vreme izolacije bili u

inkubatoru.

Medijum je prvi put menjan posle 4 dana, a potom na svaka 2 dana. Posle 7-9 dana
kultura je postizala konfluentan rast. Tada je iz flaskova aspiriran stari medijum i dodavan
DMEM+ sa 25 mM HEPES, i flaskovi su ostavljani 2 sata u inkubatoru. Nakon isteka 2
sata flaskovi su polagani na orbitalnu meSalicu gde su ostajali sledec¢ih 16 sati pri brzini od

250-300 obrtaja po minuti. Postupak menjanja medijuma, DMEM+ sa 25 mM HEPES,
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aklimatizacije u inkubatoru u trajanju od 2 sata i treSenje na orbitalnoj meSalici ponavljano
je joS 2 puta. Na ovaj nacin su odlepljivane Celije mikroglije i oligodendroglije sa tepiha
astrocita. Nakon poslednjeg tresenja, Celije su ispirane 5 puta u zagrejanom PBS a zatim

rasejavane u nove flaskove u odnosima 1:4 ili 1:5 za dalje koris¢enje.

RASEJAVANJE ASTROCITA

Pri rasejavanjima u flaskove ili zasejavanjima na pokrovna stakla prethodno
oblozena PLL, ¢elije su iz flaskova odlepljivane rastvorom tripsina (1 ml) u trajanju od 3-5
minuta na 37°C. Nakon odlepljivanja u flask je dodavano 4 ml zagrejanog (37°C) DMEM+
da bi se inaktivisao tripsin. Sadrzaj flaska je prebacivan u 15 ml epruvete. Celije su potom
centrifugirane 5 minuta na 500 g. Nakon centrifugiranja odlivan je supernatant i ¢elije su
resupendovane u 2 ml zagrejanog DMEM-+. Suspenzija ¢elija je zatim prebacena u 2 ml
tubice 1 provlacena 3 puta kroz sterilne igle, prvo 21G, a zatim 23G. Potom se pristupalo
brojanju ¢elija, a zatim je oko 1.5x10* ¢elija/cm® zasejavano na 22 mm i 25 mm PLL-

prevucena pokrovna stakla.

U zavisnosti od veli¢ine pokrovnih stakala, na stakla je stavljano po 100 pl ¢elijske
suspenzije u koja je sadrzala oko 60 000 (za 22 mm stakla) ili oko 75 000 ¢elija (za 25 mm
stakla). Petri Solje precnika 35 mm sa staklima su potom prebacivane u inkubator na 15-20
minuta, period koji je dovoljan da se astrociti zalepe za povrSinu pokrovnog stakla. Potom
je u svaku petri Solju dodavano po 2 ml DMEM+ van povrSine stakla, tako da se dodavan
DMEM+ spoji sa suspenzijom astrocita na staklu. Ovako zasejavanim astrocitima na
staklima bilo je potrebno do 2 dana da porastu, a zatim su od drugog do Cetvrtog dana
koris¢eni u eksperimentima sa fluorescentnim obelezivac¢em unutaréelijskog kalcijuma i u

eksperimentima sa obeleziva¢em kiselih vezikula.

BROJANJE CELIJA

Za utvrdivanje broja ¢elija bilo je neophodno razblaziti ¢elijsku suspenziju 2 puta,
da bi kona¢no razblazenje nakon dodavanja tripan plavog bilo 4 puta. Od ovako dobijene
¢elijske suspenzije nakapavano je po 10 pl na svaki od dva leziSta komorice za brojanje.

r

Celije su prebrojavane u Cetiri dijagonalna polja, a broj zivih ¢elija odredivan je po formuli
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(1). Uobicajen broj zivih ¢elija koji je utvrdivan posle ovog koraka bio je 2-5 miliona ¢elija

po flasku.

4
Z(Xi) 4
L) n:ilex4xlO4=Z(Xi)xlO4,

i=1

gde je n broj zivih ¢elija po ml i X; broj zivih ¢elija po polju.

OBLAGANJE POKROVNIH STAKALA POLI-L-LIZINOM

Pokrovna mikroskopska stakla pre¢nika 22 mm i 25 mm su potapana u 70% etanol
u trajanju od 20 minuta. Sledilo je ispiranje stakala u dejonizovanoj vodi, dva puta, nakon
Cega su stakla potapana u rastvor poli-L-lizina (50 pg/ml) u trajanju od 20 minuta. Stakla su
potom ispirana 2 puta u dejonizovanoj vodi i poloZena nakoso na ivice 35 mm plasti¢nih
petri Solja radi suSenja. Svi koraci su obavljani u sterilnoj laminarnoj komori i svi rastvori
koriS¢eni u ovom procesu su prethodno bili sterilisani provlacenjem kroz filtere sa porama
od 22 um. Nakon suSenja, stakla su sa ivice padala na dno 35 mm petri Solja, koje su

zatvarane, zamotavane u parafilm i ovako ¢uvane na 4°C do zasejavanja celija.
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ODREDIVANJE PROMENA UNUTARCELIJSKOG KALCIJUMA NAKON IGG

TRETMANA POMOCU FULORESCENTNOG OBELEZIVACA KALCIJUMA

KARAKTERISTIKE FLUO-3 | FLUO-4 FLUORESCENTNIH OBELEZIVACA KALCIJUMA

Fluorescentni obelezivaci kalcijuma u formi acetoksimetil estara, Fluo-3 AM i Fluo-
4 AM, su jedinjenja nalik fluorescinu koja po vezivanju unutaréelijskog slobodnog
kalcijuma povecavaju intenzitet fluorescencije. Acetoksimetil estarske (AM) forme boja su
vrlo zgodne za bojenje ¢elija jer im AM omogucava da produ kroz membranu ¢elije, nakon
cega Celijske esteraze odsecaju ovaj deo fluorescentnog obelezivaca, Sto onemogucava
izlaZzenje boje iz celije. Bojenje celija AM formama je vrlo efikasno, jer upotrebom
koncentracija 1-5 UM u rastvoru za bojenje postize se koncentrovanje boje unutar celije sa
koncentracijama > 100 uM (Paredes et al., 2008). Jos jedna od prednosti AM kalcijumovih
indikatora je da mogu da obeleZe i organele ¢elija. Fluo-3 i Fluo-4 su kalcijumovi indikatori
visokog afiniteta sa jednom talasnom duzinom i lako se pobuduju argonskim laserom
talasne duzine 488 nm. Fluo-3 maksimalno apsorbuje na 506 nm, ima maksimum emisije
na 526 nm i konstantu disocijacije ~390 nM, Sto moZe da predstavlja problem za
detektovanje kalcijuma u uslovima mirovanja (~100 nM). U uslovima mirovanja celije,
kada je koncentracija slobodnog unutaréelijskog kalcijuma mala, Fluo-3 bez vezanog
kalcijuma ima vrlo slabu fluorescenciju, medutim, fluorescencija boje kad veze kalcijum
moze da se poveca i vise od 100 puta. Fluo-4 je fotostabilniji derivat Fluo-3. Ima nesto niZi
afinitet vezivanja kalcijuma sa konstantom disocijacije ~345 (niZa vrednost konstante daje
veci afinitet) nM Sto znaci da je svetliji pri manjoj koncentraciji boje i manje fototoksican.
Njegov maksimum apsorpcije je 494 nm, pa s obzirom da je blizi talasnoj duzini argonskog
lasera, samim tim je i pogodniji od Fluo-3 pri pobudivanju ovim laserom. Maksimum

emisije Fluo-4 je na 516 nm.
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UVODENJE FLUORESCENTNIH KALCIJUMOVIH INDIKATORA U CELIJU | REGISTROVANJE

INTENZITETA BOJE

Kao Sto je gore pomenuto, AM forme boja mogu da produ kroz ¢elijsku membranu,
pa 1 membrane organela, i koncentruju se unutar ¢elija dejstvom ¢elijskih esteraza koje
otklanjaju AM grupi ¢ime boja ostaje zarobljena u Celiji. Merenje koncentracije
unutarcelijskog kalcijuma pre 1 nakon tretmana ALS IgG 1 ATP radeno je na astrocitima 2-
4 dana nakon zasejavanja na pokrovna stakla. Medijum za gajenje je ispiran i zamenjivan
zagrejanim radnim ECS ili ECS-Ca rastvorom sa 5 uM koncentracijom Fluo-3 ili Fluo-4.
Bojenje je trajalo 45 min u slucaju Fluo-3 i 30 minuta u sluc¢aju Fluo-4, u mraku na sobnoj
temperaturi. Celije su zatim ispirane 3 puta u odgovarajuéem radnom rastvoru, a nakon
poslednjeg ispiranja su ostavljane u mraku na sobnoj temperaturi dodatnih 15 minuta, radi
potpune deesterifikacije boje. Snimanje se odigravalo na invertovanom konfokalnom
mikroskopu LSM 510, koris¢en je vazdu$ni objektiv 20x/NA 0.75 (ogledi radeni u
Ljubljani) ili na uspravnom LSM 510 konfokalnom mikroskopu pri ¢emu je koris¢en
vodeni objektiv 40x/NA 0.8 (ogledi radeni u Beogradu). Boja je pobudivana argonskim
laserom sa talasnom duzinom 488 nm, a emisiona svetlost je usmeravana na detektor nakon
prolaska kroz Sirokopojasni LP 505 nm filter za zelenu emisiju. VVremenske serije snimane
su alatom Time Series programskog paketa LSM frekvencijom ~1 Hz u trajanju 11-13
minuta. Bazalni nivo fluorescencije je registrovan 1-3 minuta nakon ¢ega je usledilo
dodavanje 1gG do finalne koncentracije 100 pg/ml, a 7-8 minuta nakon 1gG dodavanja, u
prisustvu IgG ¢elije su stimulisane 1 mM ATP i snimanje nastavljeno jos 2 minuta. Nakon
zavrsenog snimanja, obeleZavani su regioni interesa (ROI) nepravilnom krivudavom
linijjom koja je okruzivala pojedinacnu ¢eliju u kadru i vrednosti usrednjenog intenziteta

svakog od ROI ¢uvani su u tekstualnim datotekama.
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KORISCENJE FARMAKOLOSKIH SUPSTANCI U CILJU BLOKIRANJA SPECIFICNIH

RECEPTORA | KANALA ASTROCITA

Ekscitabilnost astrocita nije zasnovana na aktivaciji voltazno zavisnih kanala, kao
§to je to slucaj kod neurona, ve¢ pociva na aktivaciji signalnih puteva koji poticu od ligand
zavisnih receptora, a mobilisu kalcijum iz unutarcelijskih depoa (Volterra & Meldolesi,
2005). lako astrociti mogu da reaguju na neurotransmiterske supstance (kao Sto su glutamat
i ATP) otvaranjem jonotropnih kanala, odgovori astrocita na neurotransmitere opstaju i u
uslovima bez vancelijskog kalcijuma, pa je najznacajnija struktura koja je odgovorna za
ekscitabilnost astrocita zapravo ER (Verkhratsky et al., 2012). Astrociti eksprimiraju dve
vrste receptora na ER koji mogu da propuste kalcijumove jone u citoplazmu: Ry receptor
tipa 3 (Matyash et al., 2002) i IP3 receptor tipa 2 (Holtzclaw et al., 2002; Petravicz et al.,
2008; Sheppard et al., 1997).

U cilju blokiranja izlaska kalcijuma iz depoa koje je posredovano gore pomenutim

receptorima, koric¢eni su slede¢i farmakoloSki agensi:

e Rianodin (Ry) je potentan inhibitor oslobadanja kalcijuma putem Ry receptora, Koji
zatvara kanal na ER kada se koristi u koncentracijama ve¢im od 1 uM (Sutko et al.,
1997). Stoga je Ry u ogledima bio koris¢en u koncentraciji 20 pM, 20 minuta,
rastvoren u ECS-Ca.

e (-)-ksestospongin C (XeC) je veoma potentan permeabilni inhibitor oslobadanja
kalcijuma kroz IP3 receptor, koji u koncentracijama 10-20 uM (Gafni et al.,1997)
spre¢ava oslobadanje kalcijuma iz ER indukovano povecanjem koncentracije IPs.
Stoga je XeC u ogledima bio koris¢en u koncentraciji 15 pM, 20 minuta, rastvoren
u ECS-Ca

e 2-aminoetoksidifenilboran (2-APB) je permeabilni antagonist IP3 receptora, koji u
koncentracijama 20-30 pM sprecava izlazak kalcijuma kroz IP; receptore ER
(Pagani et al., 2006; Maruyama et al., 1997). Stoga je 2-APB bio kori$¢en u

koncentraciji 25 uM, 20 minuta, rastvoren u ECS-Ca.

Fosfolipaza C (PLC) je solubilni protein koji je delom lociran u citoplazmi a delom

asociran sa plazma membranom. Postoji vise potklasa ovog enzima, pri ¢emu potklasu f3
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aktiviraju receptori kuplovani sa G proteinima, dok ostale potklase aktivira receptor tirozin
kinaza (RTK). Aktivirana PLC se translocira ka membrani gde hidrolizuje
fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat (PIP,) na sekundarne glasnike 1,2-diacil glicerol (DAG) i IPs,
pa samim tim znaCajno utiCe na stanje permeabilnosti IP3 receptora na ER.
Fosfatidilinozitol-3-kinaza (PI13K) je enzim koji fosforiliSe inozitolne lipide plazma
membrane i generiSe PIP, i fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat (PIP3). Svojim delovanjem i
produkcijom PIPs;, PI3K mozZe s jedne strane da uti¢e na translokaciju PLC u plazma
membranu (Falasca et al., 1998; Piccolo et al., 2002; Razzini et al., 2000), a s druge strane
na permeabilnost TRPC kanala (Tseng et al., 2004).

Poznato je da astrociti na membrani celije imaju kanale koji se aktiviraju
praznjenjem unutaréelijskih depoa (Putney, 2005). Ovaj proces ulaska kalcijuma je nazvan
kapacitativni ulazak kalcijuma (eng. capacitative calcium entry, CCE), a kanali koji se tim
procesom aktiviraju su kanali kontrolisani depoima (eng. store operated channels, SOC).
SOC koji su zaduzeni za CCE u astrocitima su TRP (eng. transient receptor potential)
kanali (Verkhratsky et al., 2012) Kkoji ucestvuju u “oblikovanju” kalcijumovih signala u

astroglijalnim ¢elijama (Golovina, 2005; Grimaldi et al., 2003; Pizzo et al., 2001).

U cilju blokiranja plazma membranskih kanala i asociranih enzima koji mogu da
posreduju ulasku kalcijuma u c¢eliju ili uti€u na koncentracije sekundarnih glasnika koji

mobiliSu kalcijum iz depoa, koriS¢eni su slede¢i farmakoloski agensi:

e U73122 je inhibitor PLC u koncentraciji 5 uM (Centemeri et al.,1997) te je bio
koriS¢en u pomenutoj koncentraciji, 20 minuta, rastvoren u ECS.

e Vortmanin (W) je blokator PI3K (Tokuoka &Goda, 2006). Stoga je bio koriséen u
koncentraciji 10 uM, 20 minuta, rastvoren u ECS.

e La(lll) hlorid i Gd(ll1) hlorid kao jedinjenja koja daju trovalentne katjone (La®*" i
Gd*") za koje se zna da inhibiraju ulazak kalcijuma kroz SOC (Hoth & Penner,
1993; Kerschbaum & Cahalan, 1999). Stoga su ova jedinjenja bila koris¢ena u cilju
blokiranja CCE u koncentracijama 10 uM za oba, 20 minuta, rastvorena u ECS.

e 2-APB, osim Sto je antagonist IP; receptora (kao $to je gore pomenuto), moze da

inhibira ulazak kalcijuma SOC u koncentraciji od 75 uM (Ma et al., 2003). Stoga je
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u cilju blokiranja SOC koris¢en u pomenutoj koncentraciji, 20 minuta, rastvoren u

ECS.

Svi farmakoloski agensi su pojedina¢no ili u kombinacijama rastvarani u radnom ECS
ili ECS-Ca rastvoru. Korak tretmana blokatorima koji je trajao 20 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku, uvoden je odmah nakon ispiranja fluorescentnog kalcijumovog
indikatora. Na taj nacin su ¢elije u isto vreme kad se desavala finalna deesterifikacija boje
(20 minuta nakon ispiranja) bile izlozene specificnim blokatorima. Procedura registracije
odgovora na ALS IgG i ATP bila je iste dinamike kao i bez blokatora, a rastvor u kome su
bile ¢elije za vreme registracije imao je iste koncentracije blokatora kao i pri tretmanu ovim

farmakoloskim agensima.

OBRADA PODATAKA

Fluorescentni kalcijumovi indikatori Fluo-3 i Fluo-4 su boje koje se pobuduju
jednom talasnom duzinom, a intenzitet boje se menja u zavisnosti od koli¢ine dostupnog
kalcijuma u citosolu koji moZe da se veZe za molekule boje. Stoga informacija koju daje
promena intenziteta ovih kalcijumovih indikatora predstavlja relativhu promenu

koncentracije unutarcelijskog kalcijuma. Ova relativna promena se racuna po formuli (2)

@ =20k,
FO FO

gde je I; funkcija relativnog intenziteta u vremenu, koja reflektuje stepen promene
unutarcelijskog kalcijuma, Cesto izrazavana u procentima, Fo je bazalni intenzitet
fluorescencije boje (u uslovima mirovanja), a F; je intenzitet fluorescencije boje u datom
vremenu t. Intenzitet fluorescencije indikatora se postepeno smanjivao sa vremenom, bez
obzira na promene izazvane tretmanima, usled izbeljivanja fluorescentne boje pod dejstvom
lasera. Ovo izbeljivanje je nekada bilo neznantno, ali u nekim slu¢ajevima znacajno i oblika
silazne eksponencijale. Stoga su zapisi (ROI u tekstualnim datotekama) za svaku celiju
prvo bili korigovani u odnosu na stepen izbeljivanja boje u svakom pojedina¢nom slucaju,
a zatim se rac¢unala relativna promena koncentracije kalcijuma. Za ovu svrhu je napisana
interaktivna programska rutina u MATLAB-u, koja je prvo na osnovu zadatih tataka

korigovala bazalnu liniju intenziteta fluorescencije, a onda iz korigovanog zapisa racunala
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relativan intenzitet fluorescencije po formuli (2), za svaku vremensku tacku pojedinacnog
zapisa. Promena normalizovanog intenziteta fluorescencije koja se smatrala odgovorom
¢elije bila je svaka promena veca od spontanih promena bazne linije, Sto je u vecini
sluc¢ajeva znacilo promenu >10%. Zatim su se na korigovanom zapisu rucno obelezavali
pocetak (s) i kraj odgovora (e), a programska rutina je na osnovu ova dva zadata vremenska
parametra racunala i ¢uvala vrednosti maksimuma funkcije I; u delu izmedu Is i le, vreme
pojave maksimuma (t koje odgovara Imax U datom segmentu) i vremenski integral datog

segmenta odnosno povrsinu ispod krive datog segmenta po obrascu:

SIgG = Z X At)

Ukoliko je ALS IgG izazvao vise talasa, jedan za drugim, S IgG za dati ROI je bio suma
svih pojedinacnih povrSina.
ZnacCajnosti razlika izmedu uporedivanih parametara odredivane su dvostranim

Studentovim t-testom. Vrednosti p<0.05 su smatrane statisticki znac¢ajnim.
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PRACENJE MOBILNOSTI ENDOZOMA/L1ZOZOMA NAKON IGG TRETMANA

POMOCU OBELEZIVACA KISELIH VEZIKULA

KARAKTERISTIKE BOJE L YSOTRACKER RED DND-99

Boja Lysotracker red DND-99 (Ly) sastoji se od fluorofore vezane za slabu bazu
koja je samo parcijalno protonovana na neutralnom pH. Ly moze da prode kroz plazma
membranu i membrane organela i obi¢no se koncentriSe u sferiénim organelama.
Mehanizam kojim se boja zadrZzava u organelama nije jo$ u potpunosti razjasnjen, ali se
pretpostavlja da se pri ulasku boje u kiselu vezikulu boja protonizuje $to spre¢ava njenu
difuziju van vezikule. Ly je fluorescentna acidotropna boja koja se koristi za obelezavanje i
pracenje kiselih organela u zivim ¢éelijama (Griffiths et al., 1988). Veoma je selektivna za
kisele vezikule 1 vrlo efikasno obelezava Zive c¢elije u nanomolarnim koncentracijama.
Maksimum apsorpcije Ly je na 577 nm, te je stoga boju moguce pobuditi helijum neonskim

laserom na 543 nm, dok je maksimum emisije na 590 nm.

OBELEZAVANE KISELIH VEZIKULA ASTROCITA BOJOM LY | REGISTRACIJA VREMENSKIH

SERIJA

Registrovanje kiselih vezikula astrocita je radeno 2-4 dana nakon zasejavanja.
Medijum je aspiriran i zamenjivan DMEM+ sa Ly pri ¢emu je finalna koncentracija boje
bila 200 nM. Astrociti su inkubirani u medijumu sa bojom 5 minuta na 37°C, nakon ¢ega su
ispirani u zagrejanom radnom ECS ili ECS-Ca. Nakon 10 minuta aklimatizacije na sobnu
temperaturu, pokrovna stakla sa obojenim astrocitima su smeStana u komoricu za
registrovanje sa radnim ECS ili ECS-Ca rastvorom. Snimanje je izvodeno na invertovanom
konfokalnom mikroskopu LSM 510 pri ¢emu je koris¢en uljani objektiv 63x/NA 1.4. Boja
je pobudivana helijum neonskim laserom sa talasnom duzinom 543 nm, a emisiona svetlost
je usmeravana na detektor nakon prolaska kroz Sirokopojasni LP 560 nm filter za crvenu
emisiju. Vremenske serije snimane su alatom Time Series programskog paketa LSM
frekvencijom ~2 Hz u trajanju 2-4 minuta. Prvo je snimana vremenska serija spontanog

kretanja vezikula u trajanju od 2 minuta. Zatim su astrociti tretirani dodavanjem I1gG
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(kontrolnih ili ALS) ili ATP tako da finalna koncentracija u komorici bude 100 pg/ml (za

IgG) ili 1 mM (za ATP) i snimana je vremenska serija u trajanju od 4 minuta.

PRACENJE MOBILNOSTI VEZIKULA | ANALIZA PODATAKA

Vremenske serije snimljene konfokalnim mikroskopom su prvo bile konvertovane u
slike tipa TIFF u LSM programskom paketu. Odredivanje koordinata svake vezikule u
vremenu je radeno pomocu ParticleTR softvera koji je dizajnirala firma Celica (Ljubljana,
Slovenija). Na prvom kadru vremenske serije obeleZavana je vezikula od interesa i biran
parametar precnika polja oko zadate koordinate u kome program trazi maksimum
dvodimenzionalne Gausove krive u narednom kadru. Iteracija se automatski ponavlje sve
do poslednjeg kadra u vremenskoj seriji ukoliko se ru¢no ne prekine. Parametar precnika
polja je obi¢no bio 6 piksela i ovo je bila optimalna vrednost polja u kome su se nalazile
vezikule u narednim kadrovima, a optimalan i za brzi rad programa. U slu¢ajevima kada su
vezikule bile brze, ovaj parametar se povecavao do 13 piksela, $to je znacajno usporavalo
rad programa. Vezikula je vizuelno pracena u svakom kadru, a rad programa je prekidan u
sluc¢ajevima neuspesnog detektovanja vezikule u nekom od kadrova vremenske serije, kada
se ru¢no odredivao polozaj vezikule i datom 1 nekoliko narednih kadrova, nakon Cega je
program nastavljao sa automatskim radom. Nakon detekcije koordinata jedne vezikule,
rucno je program vracan na pocetak vremenske serije i birala se druga vezikula za pracenje.
U svakoj od vremenskih serija detektovane su koordinate oko 50 vezikula. Nakon
zavrsenog detektovanja koordinata vezikula, vrednosti u pikselima su se konvertovali u
mikrometre u skladu sa podeSavanjima snimanja (konverzioni faktor je iznosio 0.07 pum za
jedan piksel, Sto je bilo u skladu sa rezolucijom snimanja, 512x512, koris¢enim

objektivom, 63x, i1 softverskim uvelicanjem kadra snimanja, 4x).

Ovako odredene koordinate vezikula su se ucitavale u posebno napisanu
programsku rutinu u MATLAB-u koja je delila ukupno vreme snimanja (2 ili 4 minuta) na
epohe po 15 sekundi, u kojima je ra¢unala duzinu predene putanje (eng. track length, TL) i
maksimalni pomeraj (eng. maximal displacement, MD). TL predstavlja sumu rastojanja
izmedu dve sukcesivne tacke, dok je MD maksimalno rastojanje izmedu bilo koje dve tacke

u datom potskupu koordinata. Poredeni su nizovi vrednosti oba parametra za svaku celiju

46



Uloga humoralnog imunskog odgovora u etiopatogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze

pojedina¢no (srednja vrednost * standardna greSka) u uslovima spontane i izazvane
mobilnosti tretmanom IgG ili ATP u dvominutnim intervalima (8 epoha po 15 s), kao i za
sve Celije zajedno. Statisticka znacajnost razlika je utvrdivana dvostranim Studentovim t-
testom. Graficko predstavljanje parametara mobilnosti je radeno u formi distribucije
raspodele frekvencija parametara TL i MD (pri ¢emu su vrednosti parametara smestani u

rastuce intervale od 0.25 pum (TL) i 0.2 um (MD)) i kumulativnih frekvencija.

Zarad procene egzocitotskog oslobadanja sadrzaja Ly obeleZzenih vezikula koris¢en
je softverski paket ParticleCo (Celica, Ljubljana, Slovenija). Vezikule su ru¢no
obelezavane na kadrovima od interesa, a program je ratunao njihov broj. Kadrovi od
interesa su bili poslednji kadrovi u dvominutnim intervalima spontane i izazvane
mobilnosti. Radi detektovanja potencijalnog smanjenja u broju vezikula, $to bi odrazavalo
oslobadanje sadrzaja vezikula egzocitozom, nizovi brojeva vezikula po ¢eliji u spontanim 1
stimulisanim uslovima su uporedivani uparenim t-testom i predstavljeni kao srednja

vrednost + standardna greska.
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REZULTATI

UTIcAJ ALS IGG NA KALCIJUMOVE TRANZIJENTE PACOVSKIH ASTROCITA U

KULTURI

ALS IGG 1ZAZIVAJU TRANZIJENTNI PORAST UNUTARCELIJSKE KONCENTRACIJE

KALCIJUMA

U ovim eksperimentima koriS¢eni su IgG iz 7 ALS bolesnika i 3 kontrolna
subjekata (jedan sa Parkinsonovom bole$¢u, jedan zdrav i jedan sa dijagnosticiranom
radikulopatijom).

Kultivisani astrociti tretirani Fluo-3-AM permeabilnim kalcijumovim indikatorom
imaju citosolnu distribuciju fluorescencije. Promene u intenzitetu boje odrazavaju relativnu
promenu [Ca®*]i. Merenja su pokazala da IgG poreklom iz ALS bolesnika izazivaju
drasti¢no povecanje [Ca'];, za razliku od kontrolnih 1gG. Primeri kalcijumskog odgovora
prikazani su na slikama 2A (kontrolni IgG pacijenta sa Parkinsonovom bolesc¢u) i 2B (ALS
IgG). Ove slike su originalni snimci pre dodavanja 1gG (levo) i 7.8 s nakon dodavanja IgG
(desno). Na slikama 2C-D prikazani su grafici promene [Ca?']; u nekoliko reprezentativnih
astrocita, prilikom dodavanja IgG i ATP. Tretiranje astrocita kontrolnim IgG nije uticalo na
[Ca®*]; (slika 2C), dok je ALS IgG izazvao tranzijentni porast [Ca®*]i (slika 2D).
Stimulisanje ¢elija ImM ATP izazvalo je veliku i bifazi¢nu (Siljak pracen platoom; Nobile
et al., 2003) promenu [Ca®']; (slike 2 C-D, desni delovi grafika, od 8-10 min) u svim

astrocitima.
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Slika 2. ALS IgG povecavaju aktivnost citosolnog kalcijuma u pacovskim astrocitima u
kulturi. (A-B) Slike zivih pacovskih astrocita tretiranih fluorescentnim kalcijumovim indikatorom
Fluo-3 AM snimljene konfokalnim mikroskopom u vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca®*. Leva slika
svakog panela predstavlja ¢elije pre (0 s) i nakon (7.8 s) aplikacije bilo kontrolnog IgG (CTRL IgG,
A) izolovanog iz krvi bolesnika sa Parkinsonovom bole$¢u ili ALS IgG (ALS IgG, B). Primecuje se
da je ALS IgG, ali ne i kontrolni IgG, izazvao porast unutarcelijskog kalcijuma, $to se vidi u
podru¢jima zutih, crvenih i belih piksela na slici na kojoj pseudoboje odraZavaju intenzitet

detektovane fluorescencije (hladnije boje, ljubiCasta 1 plava, oznacavaju nizi intenzitet
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fluorescencije dok toplije boje, Zuta i crvena, oznaCavaju vece intenzitete fluorescencije).
Razmernik: 50 um. (C-D) Zapisi 5 tipi¢nih vremenskih tokova intenziteta fluorescencije. Mesta
aplikacije 100 pg/ml 1gG (C-kontrola, D-ALS) i 1 mM ATP oznacena su pravougaonicima ispod
zapisa. Aplikacija 100 pg/ml ALS IgG izazvala je tranzijentan i kompleksan porast unutarcelijskog
kalcijuma. (E) Tri tipa kalcijumovih tranzijenata astrocita koji se javljaju nakon aplikacije ALS: (i)
pojedinaéni tranzijent promene [Ca®']i, (ii) visokofrekventna rafalna povecanja [Ca®']i i (iii)
repetitivna povecéanja [Ca®']; duZ celog perioda registracije nakon tretmana ALS IgG. Tanke
tackaste linije (C-E) oznaéavaju bazalnu fluorescenciju. (F) Histogram relativne frakcije Celija (i-iii)
koje su na IgG aplikaciju odgovorile pove¢anjem [Ca®*];; CTRL, kontrolni 1gG (n=3); ALS, ALS
IgG (n=7). A.U.: arbitrarne jedinice kojima se oznaava razlika izmedu merene i bazalne
fluorescencije. Brojevi na stupcima histograma oznacavaju broj pojedina¢nih ¢elija ispitanih u

svakom od uslova. *p<0.05 u poredenju sa tretmanom kontrolnim IgG.

Nakon tretiranja astrocita ALS IgG poreklom iz razli¢itih pacijenata, primecene su
razlike u promenama [Ca?'];, koje mogu da se klasifikuju u tri kategorije (primeri prikazani
na slikama 1E i-iii):

i.  pojedinagna tranzijentna promena [Ca®*];
ii.  kompleksna promena sa mnogo Siljkova usled visokofrekventnih rafalnih promena
[Ca™];
iii.  repetitivna pove¢anja [Ca*']; koja se sastoje od nekoliko pojedina&nih tranzijentnih
promena [Ca?'];, razdvojenih u vremenu i varijabilnog intenziteta amplitude iljka.
U retkim sludajevima primeéeno je da kontrolni IgG izaziva promene [Ca®]i (nije
prikazano), stoga su odredene frakcije ¢elija koje pokazuju IgG-izazvane promene u [Ca®*];
kako u kontrolnoj grupi (n=3, 229 ¢elija), tako i u ALS grupi (n=7, 515 ¢elija). Analiza je
pokazala da su IgG iz kontrolne grupe izazvali poveéanje [Ca*']; u zanemarljivoj frakciji
¢elija u odnosu na ALS grupu (7,7 £ 3,9 % naspram 47,5 + 12,9 %, p=0,0158, slika 2F), Sto

ukazuje da ALS IgG ima jak i specifican efekat na kalcijumovu homeostazu u astrocitima.
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Slika 3. Frakcija pacovskih astrocita koji na ALS IgG tretman odgovaraju povecanjem
unutarcelijskog kalcijuma ne zavisi od vancelijske koncentracije ovog jona. (A-B) Zapisi
vremenskog toka intenziteta fluorescencije kalcijumovog indikatora po dve reprezentativne Celije
tretirane 100 pg/ml ALS IgG i zatim stimulisane 1 mM ATP u vancelijskim rastvorima sa (A, 2
mM) i bez (B, 0 mM) kalcijuma. Vremena tretmana su oznac¢ena belim (ALS IgG) i sivim (ATP)
pravougaonicima. Aplikacija 100 pug/ml ALS IgG izazvala je tranzijentno povecanje kalcijuma u
jednoj (crna linija), ali ne i u drugoj (siva linija) éeliji, dok su obe ¢elije odgovorile na 1 mM ATP.
Primecuje se da u sludaju tretmana ALS IgG u prisustvu vanéelijskog kalcijuma, porast [Ca?']; duze
traje i mobilisana je veca koli¢ina kalcijuma sudeé¢i po povrSini ispod krive. Tackaste linije
oznacavaju bazalni nivo fluorescencije. (C-D) Histogrami koji prikazuju procenat ¢elija koje su na
ALS IgG odgovorile poveéanjem [Ca*']; u rastvoru sa Ca>* (2 mM) i bez Ca** (0 mM). Brojevi u
zagradama oznacavaju broj ispitanih ALS IgG, dok brojevi u osnovi stubaca oznaCavaju broj

tretiranih ¢elija.
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Postavilo se pitanje da li porast [Ca®]; izazvan ALS IgG tretmanom zavisi od
ulaska vancelijskog kalcijuma u citosol. U cilju dobijanja odgovora na ovo pitanje,
astrociti, prekondicionirani u ECS-Ca, tretirani su sa ALS IgG (n=4). Na slici 3 A-B
prikazana su po dva primera, jedan sa, a drugi bez odgovora na ALS IgG i to u prisustvu 2
mM Ca®* (slika 3A) i u odsustvu Ca** (slika 3B) u vanéelijskom rastvoru. Sve éelije, bez
obzira na prisustvo/odsustvo [Ca®*]e, odgovorile su povecanjem [Ca®']i na stimulaciju 1
mM ATP (slika 3A-B). Kvantifikacija frakcije astrocita kod kojih ALS IgG i ATP izazivaju
povecéanja [Ca®];, pokazala je da priblizno polovina éelija odgovara na ALS IgG
kalcijumovim tranzijentima bez obzira na prisustvo ili odsustvo [Ca®‘]. (47,5 + 12,9 %, 2
mM Ca?* naspram 48,2 + 13,6 %, 0 mM Ca**, p=0,975; slika 3C), dok skoro sve ¢elije
odgovaraju na ImM ATP (98,9 + 0,4 %, 2 mM Ca®* naspram 98,5 + 0,6 %, 0 mM Ca’",
p=0,637; slika 3D). Ovi podaci ukazuju na postojanje funkcionalne heterogenosti medu

kultivisanim astrocitima, pri ¢emu je polovina osetljiva na ALS IgG.

VANCELIJSKI KALCIJUM NIJE NEOPHODAN ZA POJAVU ALS IGG- 1IZAZVANIH

KALCIJUMOVIH TRANZIJENATA ALI UTICE NA NJIHOVU DINAMIKU

Verovatnoca sa kojom ALS IgG izaziva poveéanja [Ca®*]; ne zavisi od prisustva
kalcijuma u vancelijskoj sredini. Medutim, primecuju se znacajne razlike u obliku
vremenskog profila intenziteta fluorescencije u uslovima 2 mM [Ca®]e i bez vanéelijskog
kalcijuma. Radi ispitivanja ovih razlika, definisani su parametri kalcijumovih tranzijenata
(Sematski prikazani na slici 4A) koji su mereni u ALS IgG- i ATP-izazvanim vremenskim
profilima promene [Ca?*]; u prisustvu ili odsustvu [Ca?*]e:

e vreme izmedu aplikacije supstance (ALS IgG ili ATP) i pojave vrha Siljka (t,), u
sekundama
e amplituda vrha Siljka (p), bezdimenziona veli¢ina, normalizovano F/F,

e vremenski integral odgovora koji daje povrsinu ispod vremenskog profila krive

promene [Ca']; (S), u jedinicama normalizovano F/F,*s
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Slika 4. Vanéelijski kalcijum dodatno doprinosi povecanju [Ca”"]; izazvanom tretmanom

ALS IgG. (A) Grafik vremenske zavisnosti intenziteta fluorescencije astrocita tretiraninh 100
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ug/ml ALS 1gG i stimulisanih 1 mM ATP u rastvoru bez Ca*". Tac¢kasta linija oznatava bazalni
nivo fluorescencije (Fo). Analizirani su pojedina¢ni parametri (t, 19G, t, ATP, p 1gG, p ATP, S
lgG-crna povrsina i S ATP-bela povrsina, objaSnjenja u tekstu) da bi se procenio uticaj ALS 1gG i
ATP na citosolnu koncentraciju kalcijuma. (B-C) Histogrami koji prikazuju vremensko kasnjenje
(srednja vrednost + standardna greSka) maksimuma odgovora u odnosu na vreme aplikacije ALS
IgG (B) i ATP (C) u rastvoru sa kalcijumom (2 mM, crni stupci) i bez kalcijuma (0 mM, beli
stupci). Vremensko kasnjenje odgovora na ALS IgG tretman je znatno vete od kaSnjenja
odgovora za ATP stimulacijom. (D-E) Histogrami koji pokazuju relativne amplitude povecanja
[Ca®*]; izazvanih ALS IgG (D) i ATP (E) u rastvoru sa kalcijumom (2 mM, crni stupci) i bez
kalcijuma (0 mM, beli stupci). Vancelijski kalcijum ne uti¢e na amplitudu ALS IgG-izazvane
promene [Ca®];; amplituda ATP odgovora znagajno je veéa u [Ca®"].=2 mM (F-G) Histogrami
vremenskog integrala povecanja [Ca?']; izazvanih sa ALS 1gG (F) i sa ATP (G) u rastvoru sa i bez
kalcijuma. Vremenski integral kalcijumove aktivnosti izazvan bilo kojom od supstanci, veci je u

rastvoru sa 2 mM Ca?*. *p<0,05

U prisustvu vancelijskog kalcijuma, vrh Siljka ALS IgG-izazvanog odgovora javljao se
nakon 19,7 + 2,8 s (n=282), dok je u odsustvu vancelijskog kalcijuma bilo potrebno cekati
56,3 + 6,8 sekundi (n=131, p<0,001) na pojavu vrha Siljka (slika 4B). Kalcijumski
tranzijenti koji su sledili za ATP tretmanom bili su brzi, sa vremenima pojave vrha Siljka
3,6 + 0,2 sekunde (n=515) naspram 7,2 + 0,4 sekunde (n=262, p<0,001) u uslovima [Ca*'].
= 2 mM i [Ca**]e = 0 mM, respektivno (slika 4C). U proseku, kalcijumski tranzijenti kao
odgovor na ALS 1gG i ATP tretman, javljali su se redom priblizno tri i dva puta brze u
prisustvu vancelijskog kalcijuma. Medutim, amplitude vrha S$iljka ALS IgG-izazvanih
kalcijumovih tranzijenata nisu pokazale zna¢ajnu razliku u uslovima sa i bez kalcijuma van
éelije (1,6 = 0,1 norm. F/Fo, 2 mM Ca** naspram 1,6 + 0,1 norm. F/Fp, 0 mM Ca*",
p<0,001, slika 4D). ATP tretman izazvao je nekoliko puta vecu amplitudu vrha $iljka u
prisustvu vancelijskog kalcijuma (9,6 £ 1,3 norm. F/Fy, 2 mM Ca?* naspram 2,3 =+ 0,1
norm. F/Fo, 0 mM Ca?*, p<0,001, slika 4E). Uopsteno, ATP tretman izazvao je nekoliko
puta ve¢u amplitudu kalcijumskog tranzijenta u odnosu na ALS IgG tretman. Vremenski
integral promene [Ca”]i (S) daje informaciju o “potentnosti” supstance kojom se Celije

tretiraju da izazove povecanja [Ca’]i. Sto je taj broj veéi, veéa je i sposobnost
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(“potentnost”) supstance da prolazno narusi homeostazu kalcijuma. ALS IgG izaziva vece
vremenski integraljene promene [Ca®']i u prisustvu vanéelijskog kalcijuma (26,0 + 1,6
norm. F/Fo *s, 2 mM Ca* naspram 15,6 + 1,1 norm. F/Fo *s, 0 mM Ca?*, p<0,001, slika
4F). Sli¢an trend je primeéen i u ATP tretmanu (74,4 £ 1,9 norm. F/Fy *s, 2 mM Ca?"
naspram 46,1 + 2,1 norm. F/Fy *s, 0 mM Ca®*, p<0,001, slika 4G). Sumarno, ovi podaci
ukazuju na postojanje struktura na plazma membrani astrocita koje su propustljive za jone
Ca?*, a na ¢iju permeabilnost moze (direktno ili indirektno) da uti¢e ALS IgG. Doprinos
ovog ulaska kalcijuma kroz plazma membranu ne uti¢e na amplitudu promene, ali izgleda
da ubrzava pojavu kalcijumskog tranzijenta i produzava njegovo trajanje u odnosu na

promenu izazvanu iskljucivo oslobadanjem iz organela koje skladiste kalcijum.

AKTIVACIJA |P; RECEPTORA JE ODGOVORNA ZA ALS IGG- 1ZAZVANO OSLOBADANJE

KALCIJUMA IZ UNUTARCELIJSKIH DEPOA

Do sada prikazani rezultati sugeriSu da su unutarcelijski depoi kalcijuma izvor
vecine kalcijumovih jona koji se nadu u citoplazmi astrocita nakon ALS IgG tretmana.
Stoga su naredni eksperimenti bili dizajnirani sa ciljem da se identifikuju strukture na
membranama organela ¢ija se permeabilnost za kalcijum menja pod uticajem ovog
humoralnog faktora, specificnog za ALS. ER je dinami¢na mreza tubula i cisterni
rasporedenih duz cele eukariotske ¢elije. ER se ponasa kao dinamic¢an depo kalcijuma koji
generiSe i oblikuje citosolne kalcijumove signale (Parpura et al., 2010). Poznato je da
razli€iti fizioloski stimulusi indirektno (preko sekundarnih glasnika) uti¢u na permeabilnost
dva tipa kalcijumskih kanala na ER, inozitol trifosfatnog (IPs) i rianodinskog (Ry)
receptora (Bezprozvanny, 2005; Dulhunty & Pouliquin, 2003). Stoga su u narednim
eksperimentima, astrociti bili izlozeni specificnim blokatorima gore pomenutih kanala u
ECS-Ca, a zatim su snimane promene intenziteta fluorescencije kalcijum senzitivne boje
pod uticajem ALS IgG i ATP u ECS-Ca sa blokatorima. Prethodni tretman astrocita
koktelom blokatora koji se sastojao od 20 uM Ry i 15 uM ksestospongina C (XeC), skoro
je u potpunosti blokirao ALS 1gG-izazvane kalcijumove tranzijente, ali ne i poveéanja

[Ca?*]; usled stimulacije sa 1 mM ATP (karakteristi¢ni primeri prikazani su na slici 5A).
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Slika 5. Inhibitori oslobadanja Ca”" iz IPs-senzitivnih intracelularnih depoa spretavaju
poveéanje [Ca”; izazvano tretmanom ALS IgG u rastvoru bez Ca®*. (A-D) Grafici vremenske
zavisnosti intenziteta fluorescencije u po 5 celija prethodno tretiranih razli¢itim inhibitorima

oslobadanja Ca*" iz depoa, tretiranih 100 pg/ml ALS IgG i stimulisanih 1 mM ATP u vremenskim
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trenucima oznaCenim horizontalnim markerima. Tanke tackaste linije oznaCavaju bazalni nivo
fluorescencije kalcijumovog indikatora. (A) Koktel koji se sastojao od 20 uM rianonodina (Ry) i 15
UM ksestospongina C (XeC), kompletno blokira kalcijumove tranzijente. (B) Sam Ry (20 uM) nije
kompletno blokirao porast citosolnog Ca®*. Prikazani reprezentativni odgovori su poreklom od tri
¢elije koje su odgovorile na ALS IgG tretman odlozenim kalcijumovim tranzijentima, dok ostale
dve nisu dale odgovore; sve ¢elije su odgovorile na 1 mM ATP. (C) Xe(u¥Mp kompletno
blokira ALS IgG-izazvane odgovore kod svih ¢elija. (D) 2-APB (25 uM) kompletno blokira
kalcijumove tranzijente. (E) Histogram koji pokazuje relativne frakcije astrocita pretretiranih
specificnim blokatorima (A-D) koje su odgovorile kalcijumovim tranzijentima na tretman ALS IgG
(beli stupci) i stimulaciju ATP (sivi stupci). Brojevi na vrhu stubaca oznaCavaju broj ispitanih

astrocita u svakom od specifi¢nih tretmana.

Da bi se razlucilo koji je od signalnih puteva uklju¢en u generisanje ALS IgG-izazvanog
odgovora, blokatori Ry i IP; receptora su primenjeni odvojeno. U slucaju blokiranja Ry
receptora astrocita (20 uM Ry), tretman ALS IgG je izazvao kalcijumske tranzijente kod
22/46 (~48%) tretirane Celije (primeri odgovora prikazani su na slici 5B). S druge strane,
blokiranje IP; receptora pretretmanom astrocita sa 15 pM XeC, je skoro u potpunosti
sprec¢ilo ALS lgG-izazvane kalcijumove tranzijente, jer je samo 5/41 (~12%) celija
odgovorilo veoma malim poveéanjem [Ca®']; (primeri odgovora su na slici 5C). Ovi podaci
su ukazali na ulogu IPs- ali ne i Ry signalnog puta u genezi kalcijumovih tranzijenata
izazvanih ALS IgG. Potvrda ove konstatacije je proizasla iz eksperimenta gde je 15 uM
XeC bio zamenjen 25 uM 2-APB, permeabilnim antagonistom IP3 receptora. Sa izuzetkom
5/161 (~3%) celija pretretiranih 25 uM 2-APB, zapazena je nemoguénost ALS 1gG da
izazovu kalcijumove tranzijente astrocita (primeri odgovora prikazani su na slici 5D). Slika
5E sumira frakcije astrocita kod kojih je ALS 1gG izazvao poveéanja [Ca*']i u sva etiri

pretretmana blokatorima.
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PLAZMA MEMBRANSKI KANALI | ASOCIRANI ENZIMI KAO POSREDNICI U FORMIRANJU

ALS IGG-0OM 1ZAZVANIH KALCIJUMOVIH TRANZIJENATA

Prethodni eksperimenti su pokazali da aktivacija IP3 receptora na membranama
éelijskih organela posreduje u ALS IgG izazvanom poveéanju [Ca?']i. Da bi identifikovali
koji enzim(i) i/ili strukture na plazma membrani posreduju u ALS 1gG-izazvanoj pojavi
kalcijumovih tranzijenata, primenjeni su specifi¢ni blokatori: U73122 (5 uM), inhibitor
fosfolipaze C (PLC), vortmanin (10 uM), potentan, selektivan, permeabilan i ireverzibilan
inhibitor fosfatidilinozitol-3-kinaze (P13K), La** i Gd** (10 pM), trovalentni katjoni koji
blokiraju struje kroz kanale za kapacitativan ulaz kalcijuma (CCE, od eng. calcium
capacitiative entry) i 2-APB (75 uM), koji u ovoj koncentraciji blokira struje kroz TRPC

(eng. cannonical transient receptor potential) kanale.

PLC je solubilni protein koji se sa aktivacijom translocira ka membrani gde
hidrolizuje PIP; na DAG i IP3. Posto je PLC glavni enzim koji svojom aktivno$¢u povecava
unutaréelijsku koncentraciju IP3, bilo je ocekivano da blokiranje ovog enzima supstancom
U73122 sprecava ALS IgG-izazvane kalcijumove tranzijente. Medutim, pretretman
astrocita supstancom U73122 u rastvoru sa 2 mM Ca”, nije u potpunosti sprecio ALS IgG-
izazvane tranzijente kalcijuma u 19/39 (~49%) tretiranih celija (slika 7A), a prolazno
povecanje kalcijuma, iako znacajne amplitude kratko je trajalo (slika 6A, uociti brzo
dostizanje maksimuma i brzo vracanje na bazalni nivo). Iako neocekivan, ovaj rezultat je
ukazao na postojanje drugih enzima i/ili membranskih kanala koji ucestvuju u ALS IgG
posredovanom odgovoru astrocita. Detaljnijom analizom povrSine ispod krive
kalcijumskog tranzijenta, koja odrazava koli¢inu ukupnog mobilisanog kalcijuma u ovom
procesu, ispostavilo se da ovo povecanje [Ca2+]i nema veliki uticaj na ukupno povecanje
[Ca®'];, jer je vremenski integral ALS IgG izazvanog poveéenja [Ca®']i po celiji (S
IgG/éelija) u uslovima blokirane PLC bio znatno manji od S IgG/¢elija u uslovima bez
prisustva blokatora (0,83, U73122, [Ca®"]e=2 mM naspram 14,05, bez blokatora, [Ca**]¢=2
mM i 7,67, bez blokatora [Ca**]¢=0; slika 7B).
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Slika 6. Inhibicija fosfatidilinozitol-3-kinaze i TRPC kanala sprecava karakteristi¢an odgovor
astrocita na ALS 1gG. (A-D) Grafici vremenske zavisnosti intenziteta fluorescencije u po 5 Celija
pretretiranih razli¢itim kombinacijama inhibitora, tretiranih sa 100 pg/ml ALS 1gG i potom
stimulisanih sa 1 mM ATP ([Ca*].=2 mM) u vremenskim trenucima oznadenim horizontalnim
markerima. Tanke tackaste linije oznacavaju bazalni nivo fluorescencije kalcijumovog indikatora.
(A) 5 uM U73122 smanjuje odgovor astrocita na ALS IgG, ali ne spre¢ava brzu inicijalnu promenu.
(B) 10 uM vortmanin (W) blokira karakteristi¢ni odgovor na ALS IgG, ali se javlja naknadno sporo
poveéanje [Ca®*]i. (C) 10 uM La** i 10 uM Gd** ne sprecavaju ALS 1gG-izazvane odgovore kod
svih ¢elija. (D) Koktel koji se sastojao od 75 pM 2-APB, 10 uM La**, 10 uM Gd** i 10 uM

vortmanina u potpunosti sprecava ALS IgG-izazvane kalcijumove tranzijente.
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PI3K je enzim koji fosforilacijom inozitolnih lipida i produkcijom PIP; moze s
jedne strane da utiCe na translokaciju PLC u plazma membranu, a S druge strane na
permeabilnost TRPC kanala. Astrociti pretretirani vortmaninom, specifiénim blokatorom
PI3K, u rastvoru sa 2 mM Ca®*, nisu uspeli da odgovore tipi¢nim kalcijumovim
tranzijentima na ALS IgG (slika 6B); samo se kod 1/43 (~2%) ispitane celije (slika 7A)
moglo detektovati povecanje [Ca®']; nalik na talas izazvan ALS IgG. Medutim, u ovim
zapisima je vidljivo naknadno sporo povecanje [Ca?'];, za koje je, sude¢i po obliku talasa
(spor i sa platoom) najverovatnije odgovoran proces u vezi sa unutarcelijskim depoima
kalcijuma (slika 6B). S IgG/celija u ovom slu¢aju (ne uzimajuéi u obzir naknadno sporo

povecanje [Ca**];) iznosio je 0,75, daleko manje nego u uslovima bez blokatora (slika 7B).

Pokazalo se da je vremenski integral kacijumovog talasa izazvan sa ALS IgG veci
kod astrocita u rastvoru sa 2 mM Ca** u odnosu na astrocite u rastvoru bez Ca** (slika 4E).
Ovaj podatak govori o prisustvu strukture na plazma membrani koja uti¢e na ,,oblikovanje*
ALS IgG izazvanog tranzijenta kalcijuma. Obi¢no su struje aktivirane oslobadanjem
kalcijuma (eng. calcium release activated currents, CRAC) odgovorne za punjenje depoa
ER i fazu platoa kalcijumskog tranzijenta (Verkhratsky et al., 2012), ali ove struje kod
astrocita nisu detektovane (Pizzo et al., 2001). Medutim, astrociti eksprimiraju nekoliko
vrsta TRPC kanala za koje se smatra da imaju kapacitativnu funkciju (punjenje depoa) i
koji “oblikuju” tranzijentne promene kalcijuma (Golovina, 2005). U zavisnosti od tipa
subjedinica koje sacinjavaju ove kanale, na njihovu permeabilnost uticu trovalentni katjoni
i 2-APB. Kod astrocita pretretiranih sa La®" i Gd** u rastvoru sa 2 mM Ca**, ALS IgG je
izazvao tipi¢no povecanje [Ca?']; u 4/17 Celija (~24%), kao §to je prikazano na slici 7A,
odnosno na slici 6C sa reprezentativnim primerima ALS lgG-izazvanog odgovora.
Detaljnijom analizom vremenskih integrala promene unutarcelijske koncentracije kalcijuma
u ovim uslovima, do$lo se do vrednosti 7,77 za S IgG/celija, Sto je uporedivo sa vrednoséu
istog parameta (7,67) u uslovima bez blokatora i [Ca’*]:=0 mM (slika 7B). Dakle, sa
blokiranjem TRPC, ALS IgG postizu slican efekat kao u uslovima bez vancelijskog
kalcijuma. Ovo saznanje moZze da ukaZze na ulogu ovih kanala u ,oblikovanju®

kalcijumovih talasa izazvanih ALS specifi¢nim humoralnim imunskim faktorom.
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Slika 7. Poredenje odgovora astrocita na ALS IgG sa ili bez pretretmana blokatorima. (A)
Histogram koji pokazuje relativne frakcije astrocita pretretiranih specifi¢cnim blokatorima i bez
blokatora, koje su odgovorile kalcijumovim tranzijentima na tretman sa ALS IgG (beli stupci) i
stimulaciju ATP (sivi stupci). Brojevi na vrhu stubaca oznacavaju broj ispitanih astrocita u svakom
od specificnih uslova tretmana. (B) Histogram koji pokazuje ALS 1gG-izazvane vrednosti
parametra S IgG/c¢elija u uslovima kada su astrociti bili pretretirani specifiénim kombinacijama

blokatora ili bez njih. Legenda na dnu vazi za oba histograma.

Konacno, radi kompletnog blokiranja ALS IgG-izazvanih promena koncentracija
kalcijuma, astrociti su pretretirani “koktelom” blokatora da bi se inhibirale aktivnosti TRPC
i PI3K. Pretretman astrocita La**, Gd**, 2-APB i vortmaninom spre¢io je ALS IgG-

izazvane kalcijumove tranzijente u vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca®*. Na ALS IgG
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tretman odgovorila je 1/17 (~6%) ispitanih ¢elija (slika 7A), a S IgG/éelija iznosio je 0,61
(slika 7B). Karakteristi¢ni zapisi dobijeni u ovom sluéaju predstavljeni su na slici 6D.
Izostavljanjem 2-APB iz “koktela” blokatora dobijeni su sli¢ni podaci, samo 2/19 (~10%)
ispitanih ¢elija u vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca®* (slika 7A) odgovorilo je na ALS IgG

tretman povecanjem unutaréelijskog kalcijuma. Kvantifikacijom S IgG/¢elija dosSlo se do
vrednosti 0,83 (slika 7B).
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UTICAJ ALS IGG NA MOBILNOST LIZOZOMA/ENDOZOMA PACOVSKIH

ASTROCITA U KULUTURI

MOBILNOST OBELEZENIH VEZIKULA U NORMALNIM FIZIOLOSKIM USLOVIMA

Inkubiranje astrocita u medijumu za gajenje celija sa lizotrekerom dovodi do ulaska
boje u pojedinacne tackaste subcelularne strukture (slika 8 a-b) sa kiselim sadrzajem, koje
uglavnom predstavljaju celijske endozome/lizozome (Potokar et al., 2010). Pracena je
spontana mobilnost ovih astrocitnih vezikula u normalnim fizioloSkim uslovima u
vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca®*. Vezikule su u ovim uslovima imale krivudave putanje
(slika 8c). Da bi se dobio detaljniji pregled spontane mobilnosti, analizirano je 21505 epoha
od po 15 s 2710 vezikula, i za svaku epohu su odredeni parametri duzine predene putanje
(TL) i maksimalnog pomeraja (MD). Raspodela vrednosti TL (frekventni histogram)
pokazala je postojanje dve subpopulacije vezikula. Manji deo (6,1%) ¢inile su vezikule koje
se skoro uopste nisu kretale, sa TL<1 pum za 15 s, dok se veéi deo (93,9%) sastojao od
vezikula koje su prelazile 1-15 pm za 15 s (slika 8d). Vezikule sa TL<1 pm uglavnom su
ostajale blizu pocetnih pozicija, sa minimalnim nepravilnim pomeranjima. Za razliku od
njih, mobilne vezikule su se pomerale daleko od inicijalne pozicije, a u nekoliko slucajeva,
izduzene putanje kretanja ovih vezikula pokazivale su usmerenost. TL vrednosti mobilne
subpopulacije vezikula podeSavane su funkciji f = a *exp(-0,5*(In(x/xg)/b)*2)/x, sa
parametrima a = 27,59+0,24, b = 0,33+0,00 pm™® i xo = 2,81+0,01 um (slika 8d). Uprkos
mobilnosti, individualne vezikule nisu imale MD mnogo vecepumd Frekventni
histogram MD podataka pokazao je postojanje jedinstvene populacije, a raspodela je
podeSavana logaritamskoj normalizovanoj funkciji f = a *exp(-0,5*(In(x/x0)/b)"2)/x, sa
parametrima a = 20,650,086, b = 0,49+0,00 pm™° i X, = 0,37+0,00 pm (slika 8e). Da bi se
procenila usmerenost kretanja vezikula, napravljen je grafik zavisnost MD od TL opisan
regresionom linijom oblika MD = MDyt+ax(TL) (slika 8f). Poredenjem nagiba (a)
regresionih linija, koji su mera usmerenosti kretanja (Potokar et al., 2005), dobijene su vrlo

razli¢ite vrednosti koje pokazaju veliku varijabilnost u usmerenosti kretanja ovih vezikula.
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Slika 8. Spontana mobilnost Kiselih vezikula obelezenih lizotrekerom (Ly) pacovskih astrocita
u kulturi. (a) Astrocit snimljen transmisionim kanalom konfokalnog mikroskopa. (b) Isti astrocit
snimljen fluorescentnim kanalom sa puno fluorescentnih tacaka u citoplazmi koje predstavljaju
endozome/lizozome. Razmera: 10 um. (c) Putanje vezikula (n=40) obojenih Ly za vreme
dvominutnog perioda astrocita u mirovanju u vanéelijakom rastvoru sa 2 mM Ca®*. Mnoge vezikule
imaju ograni¢enu mobilnost, §to se primecuje na osnovu njihovih nepravilnih putanja. (d)
Frekventni histogram TL spontano mobilnih vezikula u 21 505 epoha. Razdvajaju se dve populacije
na osnovu vrednosti TL: nepokretne vezikule sa TL<1 pum (sivi vertikalni stub na panelu d) i
mobilne vezikule sa TL>1 pm. Raspodela TL mobilnih vezikula opisana je logaritamski
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normiranom funkcijom (objasnjenje u tekstu). (e) Frekventni histogram MD spontanog kretanja
vezikula u 21 505 epoha. Raspodela vrednosti MD podesena je logaritamski normiranom funkcijom
(objasnjenje u tekstu). (F) Grafik zavisnosti MD od TL (daje informaciju o usmerenosti kretanja,
DI) populacije Ly vezikula iz 57 astrocita. Nepokretne vezikule sa TL<1 pm predstavljaju 6,1%
(n=1305), dok mobilne vezikule sa TL<1 pm ¢ine 93,9% (n=20 200) ukupne populacije. Postoji
velika varijabilnost u usmerenosti kretanja vezikula. Linearna funkcija oblika MD=MDgy+a*(TL)
podeSena za dve ekstremne grupe (neusmerene i usmerene vezikule) pokazuje velike razlike u
nagibu koji je mera usmerenosti kretanja vezikula. Nagibi (a £ SE) variraju od 0,09+0,00 (crna
linija) do 0,83+0,02 (siva linija).

Teorijski, nagib regresione linije je jednak 1 ukoliko se vezikula kre¢e po pravolinijskoj
putanji. Medutim, velika vecina vezikula u okviru populacije mobilnih vezikula (77,02%)
kretala se vrlo nasumic¢no, a usmerenost njihovih kretanja karakterise nagib od 0,09+0,00
(slika 8f, crna linija). Samo mali deo mobilnih vezikula (0,52%) pokazivao je usmerenost u
kretanju sa nagibom regresione linije od 0,83+0,02 (slika 8f, siva linija). Ostatak mobilnih

vezikula (16,39%) je po usmerenosti kretanja izmedu ove dve krajnjosti.

PROMENE U MOBILNOSTI LIZOTREKEROM OBELEZENIH VEZIKULA NAKON AKUTNOG ALS

IGG TRETMANA

Nakon §to su utvrdeni parametri spontane mobilnosti Ly vezikula u pacovskim
astrocitima u kulturi, dalja analiza je bila usmerena ka mobilnosti Ly vezikula ovih ¢elija
tretiranih sa 1gG kontrolne grupe pacijenata (n=4 — jedan zdrav, jedan sa Parkinsonovom
bolescu, jedan sa misi¢nom distrofijom i jedan sa radikulopatijom) i ALS bolesnika (n=13).
Poredenjem putanja vezikula pre i nakon tretmana sa 1gG (slika 9, levi i desni paneli) vidi
se da 1gG iz zdrave kontrole, kao i 1gG izolovan iz krvi obolelog od Parkinsonove bolesti
ne izazivaju znacajne promene u mobilnosti vezikula (slika 9a-b). Za razliku od kontrolne
grupe, ALS IgG-i izazivaju znacajna povecanja brzine vezikula $to za posledicu ima vrlo
izduzene putanje (slika 9c, uporediti putanje na levom i desnom panelu). Izduzene putanje
vezikula zapravo mogu da znacCe da je pored povecane brzine vezikula (reflektovano

poveéenjem TL), usmerenost kretanja vezikula pove¢ana nakon ALS IgG tretmana. Radi
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Slika 9. Mobilnost Ly vezikula pacovskih astrocita poveéava se nakon tretmana sa ALS IgG.
(a-d) Rekonstruisane putanje vezikula (n=40) u periodu od 2 minuta pre (levi paneli) i u toku 2
minuta nakon (desni paneli) IgG tretmana u vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca?" (a-c) i bez

kalcijuma (d). IgG su bili poreklom iz zdrave individue (a), osobe sa Parkinsonovom bole$¢u (b) i
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ALS bolesnika (c-d). lzduZenije putanje se javljaju nakon ALS IgG tretmana, ali ne i nakon
tretmana sa IgG iz kontrolne grupe. ALS IgG izaziva manje povecanje mobilnosti vezikula u

odsustvu kalcijuma iz vancelijskog rastvora.

ispitivanja eventualnog uticaja vancelijske koncentracije kalcijuma na efekat ALS IgG,
astrociti su prekondicionirani u ECS-Ca a zatim tretirani sa ALS IgG u istom rastvoru.
Putanje vezikula i u ovom slucaju su bile izduzenije nakon ALS IgG tretmana (slika 9d,
uporediti putanje na levom i desnom panelu), ali je ovo izduZivanje putanja bilo manje
izrazeno nego u vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca?* (uporediti slike 9c i 9d). Ovi rezultati
pokazuju da uticaj ALS IgG na povecanje mobilnosti vezikula moze zavisiti od vancelijske

koncentracije kalcijuma.

Da bi se kvantifikovale promene u mobilnosti koje izazivaju ALS IgG, izvrSena je
detaljnija analiza parametara mobilnosti, TL i MD mobilnih vezikula ¢ije su putanje
pracene 2 minuta pre tretmana IgG i 4 minuta nakon IgG tretmana. Podaci o koordinatama
Ly vezikula u periodu od 4 minuta nakon 1gG tretmana podeljeni su u dve grupe od po 2
minuta (0-2 min i 2-4 min). Posto vezikule stalno menjaju svoj status mobilnosti, prelazec¢i
iz stanja vece pokretljivosti u stanja mirovanja i obrnuto, prac¢enje duzeg vremenskog
perioda (kao Sto su 2 minuta) ne moze da da pravu sliku o stanju vezikule, jer ako se period
intenzivnog kretanja i period mirovanja analiziraju zajedno, u istoj epohi, gube se
informacije o posebnim podperiodima. Zato je svaka grupa je analizirana u epohama od po
15 s (podperiod za koji ne bi trebalo o¢ekivati promenu statusa mobilnosti vezikula), kako
bi se bolje okarakterisati nacini kretanja vezikule. Nakon analize po epohama, koje su bile
grupisane u dvominutne periode, napravljeni su frekventni histogrami i kumulativne
frekvencije parametara mobilnosti, TL i MD, sa ciljem da se statisticki testiraju znacajnosti
razlika u mobilnosti vezikula izazvanih specificnim IgG. U astrocitima snimanim u
vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca?*, vrednosti za TL pre tretiranja bile su sli¢ne u svim
analiziranim astrocitima (uporediti crne krive na slikama 10a-b levi paneli). Srednja
vrednost TL + standardna greska bile su 3,10 £ 0,02 um (n=5635; slika 10a) i 2,96 + 0,01
pum (n=7054; slika 10b). Nakon aplikacije 1gG detektovane su razlike u mobilnosti Ly

vezikula, koje su zavisile od tipa primenjenog IgG. IgG iz kontrolne grupe nisu zna¢ajno
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uticali na pokretljivost vezikula u prva dva minuta, a detektovano je malo, iako znacajno
poveéanje parametra TL u drugom dvominutnom periodu (slika 10a, srednji panel).
Parametar MD ostao je nepromenjen tokom celog perioda nakon tretmana (slika 9A, desni
panel). Parametar TL se kod astrocita tretiranih sa IgG iz kontrolne grupe poveéao u
drugom dvominutnom periodu sa 3,10 + 0,02 um (nestimulisani, n=5635) na 3,19 £ 0,02
Hm (n=5405). Ovo malo poveéanje parametra TL kod astrocita tretiranih sa 1gG iz
kontrolne grupe moZe da se vidi na grafiku koji pokazuje kumulativne frekvencije (slika

10a, srednji panel) kao malo pomeranje krive na desno ka ve¢im vrednostima TL.
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Slika 10. Spontana i izazvana mobilnost Ly vezikula pacovskih astrocita u kulturi tretiranih sa
kontrolnim i ALS 1gG. (a-c) Preklopljeni grafici frekventne raspodele duzine putanje (TL, paneli
levo) netretiranih ¢elija (crna kriva, n=5635 epoha vezikula (a), n=7054 (b), n=2164 (c)), nakon
tretmana u prvom dvominutnom periodu (tamno siva kriva, n=5405 (a), n=6964 (b) i n=2053 (c)) i
u drugom dvominutnom periodu (svetlo siva kriva, n=5668 (a), n=6835 (b) i n=2124 (c)). ALS IgG,

ali ne i 1gG iz kontrolne grupe izazvali su povecanje parametra TL, §to se primecuje kao pomeraj u
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desno na grafiku. Srednji paneli: preklopljeni grafici kumulativne frekvencije parametra TL; desni
paneli: parametar MD astrocita tretiranih razli¢itim IgG. Boje linija imaju isto znacenje kao u
frekventnim histogramima (levi paneli). Stimulacija ¢elija sa ALS 19G izazvala je jasan, vremenski
zavisan pomeraj oba parametra (TL i MD) ka ve¢im vrednostima; povecanje je neSto manje kod

astrocita u vancelijskom rastvoru bez kalcijuma (C) u odnosu na povecanja istih parametara kod

astrocita u vanéelijskom rastvoru sa 2 mM Ca?". *p<0,05 za IgG tretman u odnosu na odgovarajuée

netretirane kontrolne uslove.

Za razliku od kontrolnih antitela, ALS IgG 12 od 13 bolesnika izazvali su velike i statisti¢ki
znacajne promene u TL i MD u oba posmatrana poststimulusna perioda (0-2 i 2-4 minuta)
(slika 10b). Parametar TL povecao se sa 2,96 + 0,01 um (n=7054) pre tretmana, na 3,49 *
0,01 pm (n=6964) u prva dva minuta i 3,68 £ 0,02 um (n=6835) u druga dva minuta nakon
ALS IgG tretmana. Sli¢no, parametar MD povecao se sa 0,48 + 0,00 um (n=7054) pre
tretmana na 0,59 = 0,01 um (n=6964) u 0-2 minuta i 0,61 + 0,01 um (n=6835) u 2-4 minuta
nakon ALS IgG tretmana. Robusna i vremenski zavisna povecanja u parametrima TL i MD
nakon ALS IgG tretmana predstavljena su pomerajima krivih kumulativnih histograma na
desno ka veé¢im vrednostima (slika 10b, srednji panel — TL, desni panel — MD).

UTICAJ VANCELIJSKE KONCENTRACIJE KALCIJUMA NA ALS IGG- 1IZAZVANO POVECANJE

MOBILNOSTI OBELEZENIH VEZIKULA

Da bi se detaljnije ispitao uticaj [Ca®']e na potencijal ALS IgG da izazove poveéanje
mobilnosti vezikula uo¢en na slici 9c, astrociti su tretirani sa 1gG iz ALS bolesnika (n=3) u
vancelijskom rastvoru bez Ca®*. U ovim eksperimentima, Ly vezikule su pokazivale manju
spontanu aktivnost nego u prisustvu vancelijskog kalcijuma §to se jasno vidi poredenjem
zapisa sa slike 10c, (panel levo) sa zapisima slika 10a-b (levi paneli). Vrednosti parametara
mobilnosti pri [Ca?*]e=2 mM bili su TL = 3,03 + 0,01 um i MD = 0,51 + 0,01 pm (n=20
200) dok su za [Ca**].=0 analizirane vrednosti bile statisti¢ki znatajno manje (p<0,001) —
2,53 £ 0,02 um, odnosno 0,37 £ 0,01 pum (n=2164). Ipak i u slu¢aju odsustva vancelijskog
kalcijuma ALS IgG tretman je doveo do povecanja parametara mobilnosti. Vrednosti TL su

se povecale sa spontanih 2,53 = 0,02 um (n=2164) na 2,73 + 0,02 um (n=2053) u prva dva
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minuta i dalje na 2,83 £ 0,02 um (n=2124) u druga dva minuta nakon ALS IgG tretmana.
Parametar MD se povecao sa spontanih 0,37 + 0,01 um na 0,40 + 0,01 um u prva dva
minuta i ostao na vrednosti 0,40 = 0,01 um u drugom dvominutnom periodu nakon ALS
IgG tretmana. Ova povecanja vrednosti parametara mobilnosti se vide kao umerena

pomeranja na desno a veéim vrednostima na graficima distribucije kumulativnih

frekvencija TL i MD (slika 10c, srednji i desni panel).
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Slika 11. Ly vezikule menjaju mobilnost pod uticajem ALS IgG. Srednja vrednost relativne
promene (+ standardna greSka, %) parametra TL (a) i parametra MD (b) u prva dva minuta (levi
stupci parova) i druga dva minuta (desni stupci parova) nakon tretmana specificnim IgG u
rastvorima sa i bez kalcijuma (legenda na dnu vaZi za oba histograma). ALS IgG izaziva masivnu i

vremenski zavisnu promenu u parametrima mobilnosti. *p<0,05 u odnosu na odgovarajuce
netretirane kontrolne uslove (spontana mobilnost).

70



Uloga humoralnog imunskog odgovora u etiopatogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze

Svedeno u odnosu na kontrolne uslove svakog od eksperimenata (spontana
mobilnost pre 1gG tretmana), slika 11 pokazuje promene parametara u procentima, kao i
statisticke znacajnosti svake promene u odnosu na kontrolne uslove. Ovakva analiza je
pokazala da ALS IgG, ali ne i IgG iz kontrolne grupe, izaviva masivno, vremenski zavisno
poveéanje mobilnosti Ly vezikula. Parametar TL se povecao za 18% i 24% (slika 11a) dok
se MD povecao za 22% i 26% (slika 11b) redom u prvom i drugom dvominutnom periodu
u poredenju sa netretiranim Celijama. Jacina efekta ALS IgG na povecanje mobilnosti Ly
vezikula delom zavisi od prisustva vancelijskog kalcijuma, s obzirom da se u uslovima bez
vancelijskog kalcijuma zabelezila manja, iako i dalje statisticki znacajna, povecanja
parametara mobilnosti. U rastvoru bez kalcijuma, parametar TL se povec¢ao 8% 1 12% u
uzastopnim dvominutnim periodima, dok se parametar MD pove¢ao 7% u prvom

dvominutnom periodu i ostao na istom povecanom nivou u druga dva minuta nakon ALS

IgG tretmana (slika 12A-B).

I\..Z'I\'.‘r:b
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promena TL (%)
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lgG: ALS ALS ALS ALS
ca’: 2 0 20 20 2 0

Slika 12. Promene u mobilnosti Ly vezikula izazvane ALS 1gG zavise od vanéelijskog Ca®".
Poredenje srednjih vrednosti relativnih promena (z standardna greSka, %) parametra TL (A) i MD
(B) u prva dva minuta (prvi par stubaca) i druga dva minuta (drugi par stubaca) nakon ALS IgG
tretmana u rastvoru sa (2 mM, crni stupci, 30 éelija) ili bez (0, beli stipci, 6 éelija) Ca?". 1zraZenije

je poveéanje mobilnosti u rastvoru sa 2 mM Ca®*. *p<0,05
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ATP STIMULACIJA MENJA MOBILNOST LY VEZIKULA

S obzirom da su izlozeni rezultati pokazali da ALS IgG povecava koncentraciju
unutaréelijskog kalcijuma (prvi deo Rezultata) i da je povecanje mobilnosti vezikula vece u
prisustvu ovog jona u vancelijskom rastvoru, postavilo se pitanje da li ALS IgG uti¢u na
mobilnost vezikula na slican nacin kao i poznati agensi koji dovode do kalcijumovih
tranzijenata u citoplazmi. Stoga su astrociti Ciji su endozomi/lizozomi obojeni Ly
stimulisani sa 1 mM ATP, koji deluje preko jonotropnih i metabotropnih purinskih
receptora (Bennett et al., 2005, 2009; North & Verkhratsky, 2006; Sperlagh et al., 2006) i
povecava citosolni kalcijum (Pangrsic et al., 2006). U prisustvu vanéelijskog kalcijuma,
stimulacija 1 mM ATP je izazvala povecanje TL sa 2,70 = 0,02 um (n=788) na 2,74 + 0,02
pum (n=800) u prva dva minuta i 2,88 £ 0,02 um (n=792) u drugom dvominutnom periodu
nakon stimulacije (slika 12A, levi panel). Medutim, MD je opala sa 0,43 + 0,01 um na 0,36
+ 0,01 um u prva dva minuta i na 0,38 + 0,01 um u drugom dvominutnom periodu nakon
stimulacije 1 mM ATP. Detektovano je, dakle, vrlo blago, vremenski zavisno povecanje
TL, koje se vidi kao blagi pomeraj u desno, dok se smanjenje MD vidi kao pomeraj u levo
na graficima distribucije kumulativnih frekvencija (slika 13a, srednji odnosno desni panel).
U sludaju astrocita koji su bili u rastvoru bez Ca*, stimulacija 1 mM ATP je dovela do
promena u parametrima mobilnosti Ly vezikula i to do povecanja TL i smanjenja MD.
Parametar TL se povecao sa 2,72 + 0,03 um (n=745) na 2,86 + 0,03 um (n=757) u prva dva
minuta i 3,05 £ 0,03 um (n=796) u druga dva nakon stimulacije (slika 13b, levi panel).
Parametar MD se blago, iako statisti¢ki znacajno, smanjio sa 0,41 + 0,01 pm na 0,38 = 0,01
pum u prva dva minuta, dok se u druga dva nakon stimulacije vratio na polaznu vrednost
0,41 £ 0,01 um. Promene u parametrima mobilnosti vide se kao pomeraji u desno (TL) i
levo (MD) na graficima distribucije kumulativnih frekvencija (slika 13b, srednji i desni
panel). Dakle, ATP stimulacija je dovela do promena u parametrima mobilnosti Ly
vezikula. Kao i u slu¢aju ALS IgG parametar TL se povecao u uzastopnim periodima od po
2 minuta nakon stimulacije u rastvoru sa 2 mM Ca?* 2% odnosno 7% (slika 13c), dok su u
istim periodima, u rastvoru bez Ca2+, TL povecéanja bila 5% odnosno 12%. Medutim, za
razliku od ALS IgG-izazvanog odgovora, ATP aplikacija je izazvala smanjenje parametra
MD za 7% i 12% (slika 13d) u prisustvu 2 mM Ca*, dok je u odsustvu vanéelijskog
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kalcijuma, MD prvo opao za 6%, a zatim se u druga dva minuta povecao za 1% u odnosu
na vrednosti u nestimulisanim uslovima. lako obe supstance (ALS 1gG i ATP) menjaju
parametre mobilnosti vezikula, verovatno je da od prisustva kalcijuma u citosolu zavisi u
kom ¢ée se smeru modifikovati mobilnost Ly vezikula, ali se sa promenama [Ca®*]; menjaju
I parametri mobilnosti.
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Slika 13. Spontana i ATP-izazvana mobilnost Ly vezikula pacovskih astrocita u kulturi. (a-b)
Preklopljeni grafici frekventne raspodele duzine putanje (TL, paneli levo) netretiranih ¢elija (crna
kriva, a - n=788 i b - n=745 epoha vezikula), nakon 1 mM ATP tretmana u prvom dvominutnom
periodu (tamno siva kriva, a - n=800 i b - n=757) i u drugom dvominutnom periodu (svetlo siva

kriva, a - n=792 i b- n=796). ATP je izazvao povecanje TL (pomeraj maksimuma distribucije
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frekvencija u desno ka ve¢im vrednostima). Srednji i desni paneli: preklopljeni grafici distribucija
kumulativnih frekvencija TL odnosno MD pre i nakon ATP stimulacije astrocita. Tipovi krivih su
isti kao u panelima levo. ATP stimulacija ¢elija izazvala je pomeranje TL u desno - ka ve¢im
vrednostima, pri ¢emu je pomeraj bio ve¢i u rastvoru bez kalcijuma. *p<0,05 naspram
nestimulisane kontrole. Histogrami c) i d) - poredenje srednjih vrednosti relativnih promena (+
standardna greska, %) parametra TL odnosno MD u prva dva minuta (prvi par stubaca) i druga dva

minuta (drugi par stubaca) nakon 1 mM ATP - tretmana u rastvoru sa (2 mM) ili bez (0 mM) Ca?*.

ALS IGG NE 1ZAZIVA 1ZLUCIVANJE SADRZAJA OBELEZENIH VEZIKULA

Podaci iz literature govore da dugotrajna stimulacija astrocita ¢iji su lizozomi
obeleZzeni bojom FM2-10, dovodi do gubitka fluorescencije obeleZenih struktura zbog
egzocitotskog izbacivanja sadrzaja vezikula (Zhang et al., 2007). Stoga je analiziran
ukupan broj Ly vezikula pre tretmana ALS IgG ili ATP i nakon tretmana u vremenskim
intervalima od po 2 minuta, da bi se dobila informacija o eventualnom uticaju ove dve
supstance na egzocitozu Ly vezikula. Za razliku od uticaja na mobilnost Ly vezikula,
tretman astrocita 100 pg/ml ALS IgG nije doveo do egzocitoze ovih vezikula (slika 14A).
Brojanjem vezikula doslo se do slede¢ih vrednosti: 157 + 9 naspram 162 £ 91 164 £ 9 u
¢elijama (n=14) tretiranim sa kontrolnim 1gG, 177 £ 8 naspram 178 £ 8 i 176 £ 9 u
¢elijama (n=29) tretiranim sa ALS IgG, u rastvoru sa 2 mM Ca®*i148 +19 naspram 148 +
20 i 152 + 20 u éelijama (n=5) bez vancelijskog Ca’*. IgG koris¢eni u ovim
eksperimentima poreklom su iz istih osoba ¢ija su antitela koris¢ena za procene parametara
mobilnosti. Kao i u slu¢aju ALS IgG, ni ATP nije doveo do znacajnijeg izbacivanja
sadrZaja Ly vezikula, a brojevi vezikula su iznosili: 247 + 13 naspram 225 + 181 219 + 8, i
243 £ 20 naspram 237 + 15 i 233 + 14 (bez statisticke znacajnosti), u prisustvu 0dnosno
odsustvu vanéelijskog Ca?* (slika 14B).
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Slika 14. ALS IgG i ATP tretman astrocita ne dovode do egzocitoze Ly vezikula. (A-B)
Vremenski zavisne promene broja Ly vezikula (srednja vrednost + standardna greska) u astrocitima
tretiranim sa 100 pg/ml 19G (kontrolnim ili ALS) (A) i 1 mM ATP (B), pre tretmana, 2 minuta i 4
minuta nakon tretmana, u prisustvu ili odsustvu vancelijskog kalcijuma, kako je oznaceno na
legendama ispod slika. Brojevi u stupcima histograma oznacavaju broj ispitanih ¢elija. Nijedan od
tretmana nije doveo do egzocitoze Ly vezikula (tj. smanjenja broja obeleZenih vezikula), posto

nema statistiCke znacajnosti ni u jednom od ispitanih eksperimentalnih uslova.
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DISKUSIJA

Prvi zadatak ove teze bio je definisanje promena u kalcijumovoj homeostazi
astrocita pacova u kulturi, koje izazivaju humani 1gG izolovani iz seruma SALS pacijenata.
Dosadasnji literaturni podaci ukazuju na specificnosti ALS IgG, ali su studije retko bile
usmerene ka detaljnom izucavanju efekta ovih antitela na glijalne ¢elije. U ogledima na
neuronima, izmedu ostalog, utvrdeno je da ALS IgG mogu da uticu na oslobadanje
neurotransmitera motoneurona (Fratantoni et al., 2000; Pagani et al., 2006; Uchitel et al.,
1988), kao i na sinapti¢ku aktivnost glutamatergi¢nih sinapsi u CNS (Andjus et al., 1996,
1997). S druge strane, u pokusajima pronalazenja eventualnih efekata ALS IgG na glijalne
¢elije, pokazan je citotoksicni efekat ovih antitela na A172 ¢elijsku liniju glioblastoma
nakon jednocasovne ekspozicije (Parkes et al. 1995), ali se u studiji nije sugerisao
potencijalan mehanizma dejstva ovog humoralnog imunskog faktora. lako je demonstrirano
izmenjeno signaliziranje kalcijumom u neuronima, niko nije proucavao direktan uticaj

humoralnog imunskog odgovora na kalcijumovu homeostazu u astrocita.

U sisarskom mozgu, astrociti su najbrojnije ¢elije i svojim protoplazmatskim
nastavcima - stopalima su u direktnoj vezi sa endotelijalnim ¢elijama koje formiraju HEB.
Post mortem tkivo ALS pacijenata, pokazuje znacajnu redukciju ¢vrstih membranskih veza
(eng. tight junctions), kao i smanjenu ekspresiju athezionih proteina u nivou HEB, a
dokumentovano je i curenje 1gG kroz mikrokapilare u mozak (Grabuzova-Davis et al.,
2012). Takode, ispitivanjem ultrastrukture kapilara mozga kod simptomati¢nih transgenih
SOD1 miseva pokazana su oSte¢enja membrana endotelijuma i1 curenje vaskularnog
sadrZaja (Grabuzova-Davis et al., 2007). S obzirom na poloZaj, odmah uz endotelijalne
¢elije, Ig koji cure kroz naruSenu HEB prvo se sure¢u upravo sa astrocitima. Buduéi da je
kalcijumova homeostaza esencijalna za prezivljavanje i normalne signalne funkcije svake
cukariotske ¢Gelije, pri ¢emu &ak i kratkotrajna povecanja citosolnog Ca®* preko bazalnog
nivoa mogu da ugroze Zivot celije (Case et al., 2007), rasvetljavanje akutnog efekta ALS
IgG na homeostazu kalcijuma u astrocita predstavlja prvi korak u razumevanju uticaja ovog

humoralnog faktora na etiopatogenezu bolesti.
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U skladu sa nekoliko funkcionalnih, neuro-imunoloskih studija na neuronima
(Andjus et al, 1996, 1997; Fratantoni et al., 2000; Pagani et al., 2006; Uchitel et al.,
1988), rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da 1gG kontrolnih subjekata retko (~8%)
izazivaju povecanja koncentracije kalcijuma kod astrocita. Efekat ALS IgG bio je upravo
suprotan, posto antitela poreklom od 7 sALS bolesnika izazivaju kompleksne kalcijumove
tranzijente u znacajnoj frakciji (~48%) tretiranih celija (slika 2). S obzirom na evidentnu
razliku izmedu kontrolnih i1 ALS IgG, malo je verovatno da antitela reaguju sa strukturama
¢elije svojim Fc delom, kao Sto je predlozeno ranije (Mohamed et al., 2002), jer bi se onda
ocekivalo da i kontrolni i ALS IgG u sli¢noj meri izazivaju odgovore astrocita. Stoga je
izgleda Fab segment ALS IgG ukljucen u interakciju sa antigenom. Kratkotrajni akutni i
specifi¢ni efekat ALS IgG na homeostazu kalcijuma nije uticao na funkcionalni integritet
purinergic¢kih signalnih puteva kod astrocita, jer su sve Celije izlozene osmominutnom
dejstvu IgG, na aplikaciju ATP odgovorile tipi¢niom dvofaznom kalcijumovim promenom

(slike 2-4; Nobile et al., 2003).

Verovatno¢a kojom ALS IgG izazivaju kalcijumove tranzijente nije zavisila od
prisustva vancelijskog kalcijuma (slika 3), a pokazalo se da su funkcionalni unutarcelijski
depoi kalcijuma neophodni i dovoljni za ALS IgG-izazvano poveéanje [Ca®']i.
Konceptualno sli¢an rezultat objavljen je u studiji na neuronima (Andjus et al., 1997), gde
je fokalna aplikacija ALS 1gG (100 pg/ml) na hipokampalne ¢elije u rastvoru bez kalcijuma
izazvala povecanje frekvencije minijaturnih ekscitatornih postsinaptickih struja. Iako
verovatnoca izazivanja kalcijumovih tranzijenata od strane ALS IgG nije zavisila od
vancelijskog kalcijuma, primeéene su znacajne razlike u obliku kalcijumovih talasa sa (2
mM) i bez (0 mM) [Ca®*]e. Jedna od znadajnijih razlika javila se izmedu vremenskih
kasnjenja (vremenske razlike izmedu trenutka aplikacije supstance 1 trenutka pojave
maksimuma kalcijumovog talasa) ALS IgG efekta u ova dva uslova. U proseku, maksimum
kalcijumovog talasa javljao se ~3 puta brze u prisustvu vancelijskog kalcijuma u odnosu na
[Ca?*]e=0 mM (slika 4). Malo je verovatno da je ovaj rezultat posledica odloZenog kontakta
razli¢itih ALS IgG sa povrSinom astrocita. Naime, u zavisnosti od koncentracije 1gG
rastvora, u komoricu u kojoj je na pocetku ogleda bilo 200 ul radnog rastvora, dodavano je

70-125 pl IgG rastvora da bi se dobila finalna koncentracija od 100 pg/ml. Stoga je
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meSanje rastvora u komorici bilo skoro trenutno, pa je vreme od trenutka aplikacije do
kontakta ALS IgG sa povrSinom astrocita bilo slicno pri svakom dodavanju bez obzira na
male razlike u zapreminama. Stavise, isti rastvori antitela su kori$éeni u obe ogledne
postavke, pa su i dodavane zapremine antitela istog porekla bile jednake. Daleko
verovatnije objasnjenje ove pojave je biohemijska priroda interakcije antigen-antitelo, na
koju moze da uti¢e koncentracija kalcijuma (O’Connor et al., 1998; Luttrell & Henniker,
1991). U biohemijskoj studiji O’Connor i saradnika (1998), vezivanje antitela poreklom iz
glodara za protein C bilo je 1,5-2 puta slabije u uslovima bez kalcijuma, dok je afinitet
vezivanja humanog antitela u jo§ ve¢oj meri zavisio od prisustva kalcijuma s obzirom da je
afinitet vezivanja bio 5 puta manji u uslovima bez kalcijuma (O’Connor et al. 1998). Vece
kasSnjenje maksimuma kalcijumovog talasa izazvanog ALS 1gG u rastvoru bez kalcijuma
moze biti objasSnjen smanjenim afinitetom vezivanja antitela za ciljani antigen(e) Sto je
usporilo dalju signalizaciju i pojavu kalcijumovog talasa. Normalizovane vrednosti
maksimuma ALS IgG-izazvanog kalcijumovog tranzijenta nisu se razlikovale u rastvorima
sa (2 mM) i bez (0 mM) Ca*"; u proseku, maksimalna vrednost intenziteta fluorescencije
kalcijumovog indikatora bila je 1,6 puta veca od bazalne, bez obzira na prisustvo
vancelijskog kalcijuma (slika 4). Stoga se moze sugerisati da se maksimum citosolne
koncentracije kalcijuma postize mobilizacijom iz unutaréelijskih depoa, iako postoje
indikacije o uceS¢u plazma membranskih struktura u oblikovanju kalcijumskih talasa.
Naime, ukupna poveéanja relativne koncentracije kalcijuma, merena povrSinom ispod
kalcijumskih talasa su u proseku bila ~1,7 puta ve¢a u rastvoru sa (2 mM) u odnosu na
rastvor bez (0 mM) Ca?*, §to govori da se bar ~60% kalcijuma u ovim odgovorima,
mobiliSe iz unutarcelijskih organela, dok ostalih ~40% moZe da bude poreklom iz
vancelijskog prostora. Izgleda da putevi koji omogucavaju ulazak vancelijskog kalcijuma
pojacavaju kalcijumski odgovor koji se inicira unutar celije, produzavajuc¢i njegovo
trajanje. Ovo je u saglasnosti sa opSteprihva¢enim misljenjem da se kod astrocita, kao 1 kod
mnogih drugih Celija, podetni odgovor generie mobilizacijom Ca’* iz unutaréelijskih
depoa, Sto je praceno aktivacijom kapacitativnog ulaska kalcijuma, pri ¢emu su za CCE kod

astrocita izgleda odgovorni TRPC kanali (Verkhratsky et al., 2012); inicijalni odgovor je
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brzo tranzijentno povecéanje, prac¢eno dugotrajnijim dogadajem koji produzava kalcijumov

talas i do nekoliko puta (Kresse et al., 2005).

U identifikaciji struktura koje su ukljuéene u formiranje ALS IgG - izazvanih
kalcijumovih talasa krenulo se od unutarcelijskih depoa. U studiji izvedenoj na neuronima,
demonstrirano je da je ALS lgG-izazvana aktivacija IP3 odnosno Ry receptora u osnovi
povecanih spontanih i asinhronih oslobadanja neurotransmitera (Pagani et al., 2006). U
astrocitima, ER je dominantni izvor unutarcelijskog kalcijuma, a IP3 i Ry receptori
otvaranjem pore posreduju u oslobadanju Ca®* u citosol (Parpura et al. 2011; Parpura &
Zorec 2010). U ovoj studiji, IP; receptori imaju fundamentalnu ulogu u ALS IgG-
izazvanom povecanju unutarcelijskog kalcijuma, dok Ry receptori ne uticu znacajno (slika
5). Za razliku od neurona, astrociti eksprimiraju samo Ry receptor tipa 3 (Matyash et al.,
2002), sto moZe biti razlog manjeg uticaja Ry receptora u ALS IgG-izazvanom povecanju
unutarcelijskog kalcijuma kod astrocita. Stoga se moze zakljuciti da IP; put, nakon ALS
IgG tretmana, posreduje u oslobadanju kalcijuma iz depoa kako u astrocitima, tako i u
motoneuronima pri ¢emu je u slucaju astrocita odgovoran za inicijaciju porasta kalcijuma.

U identifikaciji enzima, postavljenih u ALS IgG signalizaciji uzvodno od I[P,
krenulo se od PLC, s obzirom na njenu ulogu u katalizovanju reakcije cepanja PIP; na IP3 i
DAG. Inhibicija PLC znacajno je smanjila koli¢inu kalcijuma u citoplazmi mobilisanog sa
ALS IgG. Prolazno povecanje kalcijuma u ovim uslovima, iako se javilo u skoro polovini
ispitanih ¢elija, izuzetno je kratko trajalo; verovatno je poreklom iz vancelijske sredine. S
obzirom na kratko trajanje i malo ukupno povecéanje kalcijuma (sude¢i po vremenskom
integralu promene, slika 7) u ovim uslovima, moze se zakljuciti da se blokiranjem PLC
efekat ALS IgG na unutarcelijsko povecanje kalcijuma drasti¢no ublazava. S obzirom na
vancelijsko poreklo ovog kalcijuma, a imaju¢i u vidu tipove kanala koji propustaju
kalcijum na plazma membrani astrocita (Verkhratsky et al., 2012), detektovan kalcijumski
talas pri inhibiranoj PLC (slika 6) najverovatnije je posredovan kratkotrajnim otvaranjem
TRPC kanala. Naime, inhibiranjem PLC inhibirana je i degradacija PIP,, supstrata ovog
enzima. S druge strane PIP, je jedan od supstrata PI3K, koja ga fosforilacijom pretvara u
PIP3;, te je moguce ocekivati da je pri inhibiciji PLC koli¢ina dostupnog PIP3 veca.

Pokazano je da PIP3 indukuje struje kroz TRPC6 kanale (Tseng et al., 2004). Nekoliko
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vrsta kanala iz TRPC familije ima mesto za vezivanje kalmodulina, koje, kad je okupirano
kalmodulinom, inhibira aktivnost kanala. Ovaj inhibitorni uticaj na kanal moZe se spregiti
vezivanjem PIP; koji istiskuje kalmodulin sa vezujueg mesta i posreduje u
konformacionoj promeni koja rezultuje otvaranjem kanala (Kwong et al., 2007). Ukoliko
pretpostavimo da je kolic¢ina PIP3 veéa pri inhibiciji PLC, vecéa je i verovatnoca uklanjanja
inhibitornog delovanja kalmodulina na TRPC kanale, pa je moguce prolazno povecanje

provodljivosti ovih kanala.

Blokiranjem aktivnosti PI3K sprecen je klasi¢an ALS IgG efekat, samo se u nekim
slu¢ajevima moglo detektovati naknadno sporo poveéanje unutarcelijskog kalcijuma male
amplitude (slika 6). Poreklo ovog malog i sporog povecanja kalcijuma nije utvrdeno, ali s
obzirom na intenzitet i dinamiku, moZe se pretpostaviti da je posledica curenja
unutarcelijskih depoa. Poznato je da postoji viSe vrsta PLC, pri ¢emu je za aktivaciju PLG&
potrebna fosforilacija ovog enzima, kao i transolacija ka membrani. Receptor tirozin kinaze
(RTK) su obi¢no odgovorne za fosforilacijuyPlaCova reakcija je posredovana
prepoznavanjem fosfotirozinske sekvence RTK i SH2 (eng. Src homology domain 2)
domena PLCy. Osim SH2 domena, PLCy, na svom N-terminalnom kraju ima PH (eng.
pleckstrin homology) domen za koji se smatra da vezivanjem PIP3 posreduje u interakciji
PLCy sa plazma membranom (Falasca et al., 1998; Schlessinger, 2000). Posto koli¢inu
dostupnog PIP; diktira aktivnost PI3K, PLCy se u ovom signalnom putu najverovatnije
nalazi nizvodno od PI3K (Piccolo et al., 2002; Schlessinger, 2000). S druge strane,
inhibiranje PI3K ne spre¢ava ATP-izazvane kalcijumove talase (slika 6), koji mogu da
budu posledica aktivacije PLCB (Salter & Hicks, 1995). Ovaj nalaz, iako indirektno,
ukazuje da je u ALS IgG signalni put kod astrocita najverovatnije ukljuc¢ena PLC
uzvodno od IP3. Konceptualno vrlo sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji na neuronima, gde
je inhibicija PLC sprecila ALS IgG-izazvana poveéanja spontanog i asinhronog
oslobadanja neurotransmitera, pri ¢emu su autori primetili da inhibicija tirozin fosfataza
moze da indukuje ALS IgG-sli¢an efekat manje amplitude i kraceg vremenskog profila
(Pagani et al., 2006). Stoga se moze zakljuciti da je ALS IgG-izazvana signalna kaskada i
kod astrocita i kod neurona na putu do aktivacije IP3 receptora na ER zahteva aktivaciju

PI3K i PLC (najverovatnije tipa y). Imajui u vidu da PI3K ima SH2 domen koji interaguje
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sa fosfotirozinskom sekvencom RTK, te da RTK moze da aktivira PI3K (Schlessinger,
2000), moze se spekulisati da neki od RTK verovatno sadrzi sekvencu na vancelijskom

domenu koju ALS IgG moZe da prepozna kao antigen.

Konaéno, blokiranjem TRPC kanala trovalentnim katjonima i kvantifikacijom ALS
IgG-izazvanog efekta pokazano je da je koli¢ina mobilisanog kalcijuma u tim uslovima
uporediva sa koli¢inom mobilisanog kalcijuma kada su astrociti bili u vancelijskom
rastvoru bez ovog elementa (slika 7), Sto potvrduje prethodno iznet zakljucak da vancelijski
kalcijum ucestvuje u oblikovanju ALS IgG-izazvane promene Kkalcijuma, a ovaj efekat je

najverovatnije posredovan TRPC kanalima na plazma membrani astrocita.

Drugi zadatak ove teze odnosio se na ispitivanje efekta ALS IgG na mobilnost
astrocitnih vezikula. U studiji mobilnosti kiselih vezikula astrocita kori§¢ena je boja,
lizotreker, koja predominantno boji endozome i lizozome (Potokar et al., 2010). Spontano
kretanje ovako obeleZzenih, Ly vezikula bilo je vrlo kompleksno, a sastojalo se od pokreta
“napred 1 nazad” koji su bili prekinuti periodima mirovanja. Sli¢an nacin kretanja
endozoma koji sadrze lipoproteine niske gustine u astrocita opisali su ranije Ichikawa i
saradnici (2000). lako su bile veoma brze (~0,2 um/s), usmerenost 77% vezikula je bila
veoma mala sa indeksima usmerenosti, DI od ~0,09, zbog ¢ega je veoma mala verovatnoca
da one ciljano stignu do odredenog lokaliteta u celiji za kratko vreme. Samo se mala
frakcija (0,52%) Ly vezikula kretala znatno brze (~0,34 pm/s), sa izrazenom usmereno$éu
kretanja (DI=0,83 £ 0,02). Kretanja ove subpopulacije Ly vezikula bila su znatno brza od
prethodno kvantifikovanih brzih endozomalnih vezikula (0,04-0,24 um/s; Ichikawa et al.,
2000) i viSe su odgovarala kretanjima egzocitotskih peptidergickih vezikula usmerenih ka
plazma membrani Cije je kretanje vodeno citoskeletom (Potokar et al., 2005, 2007).
Uzimajuéi u obzir polupreénik astrocita koji je oko 20 um (Ichikawa et al., 2000), brze Ly
vezikule mogle bi da prenesu svoj sadrZaj sa bilo kog mesta u ¢eliji do plazma membrane u
roku od 1 min u proseku, gde bi mogle da isprazne svoj sadrzaj van celije, nakon
egzocitotskog stimulusa (Parpura et al., 1994; Krzan et al., 2003; Ramamoorthy & Whim,
2008; Pangrsic et al., 2007).
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Uprkos znacajnom povecanju parametara mobilnosti Ly vezikula, nijedan od
tretmana (ALS IgG 1 ATP) nije doveo do merljive kvantifikacije egzocitoze pracenih
vezikula, ukazujué¢i na brzu i kompletnu egzocitozu vezikula kao na malo verovatnu pojavu
u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Nedostatak egzocitoze lizozoma moze se
objasniti veoma sporim molekularnim mehanizmom koji dovodi do fuzije vezikula sa
membranom u astroglijalnim ¢elijama, koji zahteva veliko (Kq~20 UM, Kreft et al., 2004) i
dugotrajno povecanje unutaréelijskog kalcijuma da bi se egzocitoza dogodila (Li et al.,
2008). Izgleda da samo u uslovima oSteCenja membrane i masivnog i dugotrajnog
povecanje kalcijuma, koji se obezbeduju primenom kalcijumove jonofore ili mehani¢kom
stimulacijom, moZe da se registruje asinhrona i kompletna egzocitoza lizozoma (Jaiswal et
al., 2007; Li et al., 2008).

Analiza parametara mobilnosti vezikula sekretornog puta astrocita pokazala je da
su, za razliku od kontrolnih IgG, IgG izolovani iz ALS bolesnika povecali mobilnost
endocitotskih vezikula i lizozoma. Iako se mobilnost vezikula povecala, zapazeno je veoma
malo povecanje parametra usmerenosti vezikula (sa 0,16 pre tretmana na 0,17 u
¢etvorominutnom periodu nakon tretmana). Ovo moZe da zna¢i da je citoskelet, kao
struktura koja pomaze u usmeravanju kretanja vezikula (Soldati & Schliwa, 2006), ostao
o¢uvan i odrzao svoj strukturni integritet. S druge strane, s obzirom na ALS IgG-izazvano
povecanje brzine vezikula, izgleda da se povecala efikasnost kretanja vezikula po
citoskeletnom supstratu. Moguce je da ALS IgG direktno ili indirektno uti¢e na interakcije
vezikula sa dineinskim ili kinezinskim proteinima za koje se smatra da su asocirani sa
endozomima astrocita (Ichikawa et al., 2000) i adrenokortikalnih celija (Kimoto et al.,
2009). Vecina pracenih vezikula u ovoj studiji je ¢esto menjala usmerenost §to je u skladu
sa glediStem da u kretanju endocitotskih vezikula pomazu kinezinski i dineinski motori.
Naime, za vreme Setnje duz mikrotubule, vezikula moze da se otka¢i od nje zbog
termodinamickih fluktuacija. U slede¢em koraku, vezikula moze da se zakaci za motor
druge mikrotubule, pri ¢emu ¢e dalji smer kretanja vezikule zavisiti od tipa motora (da li
vuce ka centru ili periferiji ¢elije) i polozaja date mikrotubule u odnosu na prethodnu.
Ukupno kretanje vezikula dovesce, u ovakvoj postavci, do neuredenog kretanja duz

citoskeleta, malo ka centru, malo ka periferiji, kao Sto se zapaza u ogledima. ALS IgG-
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izazvana povecana mobilnost, pri ovakvom tipu kretanja, mogla bi da bude posledica
produzenog udruzivanja vezikula sa kinezinskim ili dineinskim motornim proteinima ili
moze da ukaze da se veci broj molekularnih motora udruzuje sa vezikulom, te dovodi do

veceg neto pomaka u odredenom smeru.

ALS 1gG u sprovedenim ogledima izazivali su povecanje parametara mobilnosti i u
rastvoru bez kalcijuma, $to znaCi da vancelijski kalcijum nije ograni¢avajuci faktor.
Povec¢anja ALS IgG-izazvane mobilnosti bila su manjih razmera u uslovima bez
vancelijskog kalcijuma u odnosu na [Ca*"].=2 mM. Medutim, nakon ATP tretmana, koji
takode povecava unutaréelijsku koncentraciju kalcijuma, parametri mobilnosti vezikula su
se smanjili. Imajuéi u vidi da ALS IgG i ATP signaliziraju razli¢itim putevima (Sto je
nagovesteno u prvom delu Diskusije) i da mobilisu razli¢ite koli¢ine kalcijuma, pri ¢emu
ATP izaziva veca neto povecanja kalcijuma, moguce je da signalni put kojim vancelijska
supstanca prenosi informaciju ¢eliji odreduje tip promene izazvane mobilnosti i/ili da je
kriva zavisnosti mobilnosti vezikula od koncentracije slobodnog kalcijuma zvonastog
oblika.

Konacno, detektovano povecanje dinamike saobracaja vezikula sekretornog puta za
~20% nakon tretmana ALS IgG, moZe da bude odraz povecane dinamike endocitoze, $to bi
znacilo da se odredene strukture efikasnije uklanjaju sa plazma membrane. Imajuci u vidu
pretpostavljeno uces¢e RTK (opisano ranije u Diskusiji) u posredovanju prenoSenja ALS
IgG signala u ¢eliju, intracelularnu lokalizaciju IgG u post mortem mozdanom tkivu ALS
bolesnika (Engelhardt et al., 2005), kao i ¢injenicu da RTK po vezivanju liganda ulazi u
endocitotski put koji se zavrSava razgradnjom receptora (Schlessinger, 2000), moguce je
pretpostaviti da je detektovano povecanje dinamike kretanja endozoma i lizozoma u
astrocita nakon izlaganja ALS IgG verovatno posledica endocitoze i razgradnje kompleksa

ligand-receptor.

Rezultati izneti u ovoj doktorskoj disertaciji odrazavaju promenjenu homeostazu
kalcijuma i status mobilnosti vezikula sekretornog puta u vremenima do 10 minuta nakon
akutnog izlaganja astrocita ALS IgG. S druge strane, hroni¢na izloZenost ovom humoralnom

imunskom faktoru dovodi do degeneracije motoneurona, kao $to je pokazano u ogledima sa
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pasivnim transferom ALS IgG u miSa (Appel et al., 1991; Pullen et al., 2004), kao i do
apoptoze motoneurona u in vitro uslovima (Demestre et al., 2005). Kao $to je primeceno u
ogledima na meSovitoj kulturi kicmene moZzdine, astrociti su izgleda manje osetljivi na ALS
IgG od motoneurona (Demestre et al., 2005), ali to ne iskljuuje mogucnost da ALS IgG
aktivira astrocite koji onda $tetno uti¢u na motoneurone (Pehar et al., 2004). ALS IgG izaziva
povecanje unutaréelijskog kalcijuma astrocita (slike 2, 3 i 4) koje moZze da izazove
oslobadanje glutamata iz astrocita vezikularnom egzocitozom (Malarkey & Parpura, 2008), a
prekomerna koli¢ina glutamata vodi ekscitotoksicnosti i selektivnom gubitku motoneurona
tokom vremena. Stavise, gustina EAAT2 na plazma membrani astrocita je regulisana kalcijum
zavisnim procesima egzo- i endocitoze (Stenovec et al., 2008). Izmenjeno kretanje EAAT?2 ka
ili od membrane moze da dovede do smanjenog neto preuzimanja vancelijskog glutamata, koji
se onda akumulira u sinapti¢koj pukotini. Smanjena aktivnost astrocita u uklanjanju glutamata
i njegovo nagomilavanje neminovno vodi ekscitotoksi¢noj smrti okolnih neurona (Grosskreutz
et al., 2010). S druge strane, PI3K je enzim uklju¢en u ALS IgG signalni put (pokazano
inhibicijom enzima na slici 6), koji svojim delovanjem poveéava koli¢inu PIP3 u ¢eliji. PIP3 se
obicno vezuje za PH domene drugih enzima, uti¢u¢i tako na njihovu aktivnost. Identifikovano
je priblizno 50 proteina koji sadrze SH domen, a koji mogu da budu potencijalne tacke PI3K
regulacije (Stiles, 2009). Izmedu ostalog, PI3K aktivira AKT kinazu i tako stimuliSe ¢elijski
rast i proliferaciju. Da li ALS IgG moze da uti¢e na pojavu astroglioze ostaje da se proveri, ali
bi posledice ovakve aktivacije bile Stetne po neurone, izmedu ostalog zbog lucenja Stetnih
materija, problema preuzimanja glutamata i problema u odrzavanju homeostaze K" jona, kao
Sto je opisano u Uvodu. Bez obzira na sva moguca scenarija dugoro¢nog delovanja ALS IgG
na astrocite, u ovom radu je pokazano da pored neurona (Pagani et al., 2006), astrociti
predstavljaju jos jednu ¢elijsku metu humoralnog imunskog odgovora, koja moze da doprinese

etiopatogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze.
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ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj disertaciji mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

1. Zarazliku od imunoglobulina G izolovanih iz kontrolnih osoba, imunoglobulin G
izolovan iz ALS bolesnika izazvao je prolazne kalcijumove talase kod ~50%
tretiranih astrocita. Tipovi prolaznih povecanja unutaréelijskog kalcijuma
izazvani sa ALS IgG mogu se svrstati u tri grupe: pojedina¢na tranzijentna
promena [Ca?'];, kompleksna promena sa mnogo $iljkova usled visokofrekventnih
rafalnih promena [Ca*'];i i repetitivna poveéanja [Ca®']; koja se sastoje od
nekoliko pojedina¢nih tranzijentnih promena [Ca®'];, razdvojenih u vremenu i
varijabilnog intenziteta amplitude Siljka.

2. Prisustvo kalcijuma u vancelijskom rastvoru nije ogranicavajuci faktor za pojavu
ALS 1gG-izazvanih promena [Ca®']; i ne utie na verovatnoéu pojave ove
tranzijentne promene.

3. Prisustvo kalcijuma u vancelijskom rastvoru ~3 puta ubrzava ALS IgG-izazvan
nastanak prolaznog kalcijumovog talasa, ali ne utiCe na njegovu amplitudu. U
odnosu na uslove bez vancelijskog kalcijuma, ukupno povecanje unutaréelijskog
kalcijuma je za ~40% vece u prisustvu 2 mM Ca?* u rastvoru.

4. Blokadom IP3, ali ne i Ry receptora sprecava se ALS IgG-izazvano prolazno
poveéanje unutarcelijskog kalcijuma u rastvoru bez Ca?".

5. U rastvoru sa 2 mM Ca?*, inhibicija PLC drasti¢no smanjuje, dok inhibicija PI3K
potpuno ukida prolazna povecanja unutaréelijskog kalcijuma astrocita tretiranih
sa ALS IgG.

6. Blokiranjem TRPC kanala na plazma membrani u uslovima [Ca’']e=2 mM,
ukupno povecanje unutarcelijskog kalcijuma nakon tretmana sa ALS IgG
poredivo je sa ukupnim povecanjem izazvanim ovim antitelima u uslovima bez

vancelijskog kalcijuma.
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7. Za razliku od kontrolnih, ALS IgG izazvao je povecanje brzine i maksimalnog
pomaka endozomalnih i lizozomalnih (Ly) vezikula astrocita, pri ¢emu su ovi
efekti bili izrazeniji u prisustvu vancelijskog kalcijuma.

8. ATP stimulacija takode je uticala na povecanje brzine endozomalnih i
lizozomalnih vezikula, ali se ovaj proces razlikovo od ALS 1gG-izazvanog, jer je
povecanje bilo izraZenije u odsustvu vancelijskog kalcijuma i manje u odnosu na
ALS 1gG-izazvano povecanje brzine. Takode, maksimalni pomak je pri [Ca?']e=2
mM bio daleko manji nego spontani, dok se pri [Ca’*]e=0 mM pogetno smanjenje
vratilo na nivo u spontanim uslovima.

9. Nijedan od tretmana (ALS IgG i ATP) nije doveo do egzocitoze Ly vezikula.
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