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ULOGA PURINSKOG SIGNALNOG SISTEMA U PROCESIMA NEURODEGENERACIJE I 

NEUROINFLAMACIJE IZAZVANIH TRIMETIL-KALAJEM U HIPOKAMPUSU ŽENKI 

PACOVA 

Neurodegeneracija je proces koji se odlikuje progresivnim gubitkom nervnog tkiva, 
posebno nervnih ćelija, nervnih nastavaka i mijelina, koji se uočava kod velikog broja 
neuroloških bolesti, a za koji do danas nije razvijena adekvatna terapija, niti su u brojnim 
bolestima otkriveni uzroci. S obzirom na to da neurodegeneracija podrazumeva oštećenje 
tkiva, ona je nužno praćena neuroinflamatornom aktivacijom mikroglije i astrocita, što može 
doprineti progresiji inicijalne patologije. Predmet istraživanja ove doktorske disertacije bio je 
ispitivanje promena komponenti purinske signalizacije u hipokampusu ženki pacova u modelu 
neurodegeneracije i neuroinflamacije izazvane trimetil kalajem (TMK). TMK je neurotoksin koji 
dovodi do selektivne smrti neurona limbičkog sistema, naročito u hipokampusu, što rezultuje 
histopatološkim i bihejvioralnim promenama koje verno reprodukuju neke od glavnih 
karakteristika mnogih neurodegenerativnih bolesti. Prvi set rezultata dobijenih u okviru ove 
disertacije pokazuje da tokom prve tri nedelje nakon delovanja TMT javlja progresivno 
umiranje nervnih ćelija, što je praćeno snažnom i specifičnom aktivacijom astrocita i 
mikroglije. Aktivirani astrociti u hipokamusu ispoljavaju morfološku i funkcionalnu dihotomiju, 
tako što astrociti CA1 regiona hipokampusa pokazuju odlike hipertrofiranih ćelija, dok astrociti 
hilarnog regiona pokazuju odlike atrofije. Aktivirane mikroglijske ćelije pojačanao eksprimiraju 
početni enzim purinske kaskade, NTPDaza1/CD39, dok mikroglijske ćelije ameobidnog 
oblika, na mestima aktivne neurodegeneracije, pojačano eksprimiraju završni enzim purinske 
kaskade, eN/CD73. Reaktivni astrociti pojačano eksprimiraju A1R, A2AR i P2Y1R receptore 
kao i C3, iNOS, NF-kB, koji ukazuju na njihov proinflamacijski karakter. U mikroglijskim 
ćelijama, povećana ekspresija purinskih receptora P2Y12R, P2Y6R i P2X4R na genskom 
nivou, ukazuje na migratorni fenotip aktivirane mikroglije tokom rane faze neurodegeneracije, 
dok je povećana proteinska ekspresija P2X7R verovato povezana sa fagocitozom ameboidne 
mikroglije. Pojačana ekspresija navedenih komponenti purinske transmisije na mikrogliji 
(NTPDaze1/CD39, eN/CD73 kao i P2X7R) i astrocitima (A1R, A2AR, P2Y1R) u 
neurodegeneraciji i neuroinflamaciji izazvanoj TMK, kao i smanjena ekspresija A1R, P2Y12R, 
ukazuju na ulogu purinske signalizacije u neurodegeneraciji i neuroinflamaciji.  
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THE ROLE OF PURINERGIC SIGNALING SYSTEM IN TRIMETHYLTIN-INDUCED 
NEURODEGENERATION AND NEUROINFLAMMATION OF HIPPOCAMPUS OF FEMALE 
RATS 

Neurodegeneration reffers to a progressive loss of neuronal tissue, specifically nerve 
cells, nerve endings and myelin sheet, and it is common for many neurological disorders. 
There is no known effective drug or therapeutic approach for virtually all neurodegenerative 
diseases and cause for many of them has not been discovered yet. Neurodegenerative 
disorders are often accompanied by neuroinflammatory activation of microglia and astrocytes 
which can further contribute to pathology progression. The main goal of this dissertation was 
to examine changes in the main components of purinergic signaling in trimethyltin-induced 
(TMT) neurodegeneration and neurofinflammation of hippocampus of female rats. TMT is a 
potent neurotoxin which causes selective neuronal death of lymbic system, especially 
hippocampus which results in histopathological and behavioral changes resulting in some of 
the main common characteristics of neurodegenerative disorders. First set of the results of 
this doctoral dissertation shows that the first three weeks after TMT intoxication are 
accompanied by extensive neuronal death in CA sectors of hippocampus, followed by 
reactive astro- and microgliosis. Reactive astrocytes in hippocampus showed morphological 
and functional dichotomy. Astrocytes of CA1 region were characterized by hypetrhophic 
morphology while astrocytes od hilar region had atrophy-like morphology. Activated microglial 
cells showed increased expression of NTPDase1/CD39, while ameboid microglia in the site of 
active neurodegeneration showed eN/CD73. Reactive astrocytes showed increase 
expression of A1R, A2AR i P2Y1R and C3, iNOS, NF-kB, which points to their proinflammatory 
phenotype. Increased gene expression of P2Y12R, P2Y6R i P2X4R points toward migratory 
phenotype of microglia during early phase of neurodegeneration, while late expression of 
P2X7R is probably related to phagocitic properties of amoeboid microglial cells. Increased 
expression of microglial (NTPDase1/CD39, eN/CD73 and P2X7R) and astrocytic (A1R, A2AR, 
P2Y1R) purinergic compontents in TMT-induced neurodegeneration and neuroinflammation 
as well as loss of homeostatic A1R, P2Y12R receptors in neurons definitely points to an active 
role of purinergic signaling in neurodegenerative process.  
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I UVOD 

1. Neurodegeneracija  

Neurodegenerativne bolesti odlikuju se dugotrajnim i progresivnim propadanjem 
neurona u centralnom nervnom sistemu (CNS), što se manifestuje narušavanjem ili gubitkom 
neuroloških funkcija. Ove bolesti predstavljaju jedan od vodećih uzroka smrtnosti u razvijenim 
državama sveta, pogotovo među starijom populacijom. Neurodegenerativne promene mogu 
nastati akutno, kao rezultat niza bolesti nervnog sistema, obuhvatajući raspon od mehaničkih 
povreda i ishemijske bolesti mozga sve do psihijatrijskih oboljenja. Trenutno je u svetu 
registrovano oko 50 miliona obolelih od neurodegenerativnih bolesti, od kojih je najveći broj 
sa Alchajmerovom bolešću (AD), a predviđa se da će taj broj dostići 131 milion do 2050. 
godine (Arvanitakis et al., 2019). Iako u osnovi heterogene, svim neurodegenerativnim 
bolestima zajednički je gubitak neurona i degeneracija nervnih vlakana, što je najčešće 
praćeno reaktivnom gliozom i neuroinflamacijom (Erkkinen et al., 2018).  

Neurodegenerativne bolesti mogu se kategorisati prema primarnim kliničkim 
manifestacijama  (na primer, demencije, bolest motornog neurona, parkinsonizam), 
anatomske i regionalne distribucije neurodegenerativnih promena (frontotemporalne 
degeneracije, spinocerebelarne degeneracije, ekstrapiramidalni poremećaji) ili na osnovu 
patoloških promena na molekulskom nivou (amiloidoze, taupatije, α-sinukleinopatije) (Dugger 
and Dickson, 2017). Etiopatogeneza neurodegenerativnih bolesti je veoma kompleksna, a 
glavni uzročnici koji dovode do nastanka bolesti još uvek nisu poznati. Genetička 
predispozicija i izlaganje sredinskim faktorima, najčešće toksinima, značajno doprinose 
nastanku/razvoju neurodegeneracije (Cannon and Greenamyre, 2011). Među spoljašnjim 
faktorima, ustanovljena je jasna veza između akumulacije toksičnih metala - aluminijuma, 
olova, gvožđa, kadmijuma i kalaja - i neurodegenerativnih bolesti pogotovo AD, PD i ALS 
(Zatta et al., 2003; Mitra et al., 2014a). Kao važni sredinski faktori još se navode 
neuhranjenost, duvanski dim i drugi tipovi toksičnih zagađenja hrane i vode (Mitra et al., 
2014b). Jedna od čestih manifestacija i verovatnih uzroka umiranja neurona u 
neurodegenerativnim bolestima je pojava “patoloških” proteina sa izmenjenom kvaternernom 
strukturom i fizičko-hemijskim svojstvima, koji se talože u mozgu (Godeau et al., 2021). 
Ovakvi proteinski agregati, koji u svom središtu neretko sadrže jone teških i prelaznih metala 
(Maynard et al., 2005), postaju nesolubilni i nedostupni normalnoj razgradnji, pa time i 
“toksični” za nervne ćelije. 

2. Neuroinflamacija 

Propadanje neurona i degeneracija nervnih vlakana, bilo da je uslovljena povredom, 
toksinima ili infekcijom od strane patogena, praćeno je neuroinflamacijskim procesom. 
Neuroinflamacija je zapaljenski odgovor tkiva CNS, posredovan signalnim faktorima, 
citokinima, hemokinima, reaktivnim vrstama kiseonika i azota i sekundarnim glasnicima 
(DiSabato et al., 2016). Glavni izvori ovih medijatora su mikroglija i astrociti, ali ove faktore 
oslobađaju i druge glijske ćelije, kao i neuroni. Fiziološki smisao inflamatornog odgovora je 
kontrola i ograničavanje povrede ili infekcije, kao i pospešivanje reparacije tkiva, pa kao 
takav, akutan neuroinflamacijski odgovor ima pozitivan uticaj na ishod ovakvih stanja. U 
neurodegenerativnim bolestima koje se odlikuju kontinualnim odumiranjem neurona, i 
neuroinflamacija postaje hronična, između ostalog i zbog toga što glijske ćelije gube 



2 

 

sposobnost autoregulacije oslobađanja proinflamacijskih faktora, pa u tom slučaju 
neuroinflamacijski proces postaje još jedan uzročni faktor napredovanja patologije (Howcroft 
et al., 2013). 

2.1. Uloga mikroglije  

Mikroglijske ćelije su mijeloidne ćelije CNS koje vode poreklo od progenitorskih ćelija 
žumancetne kese. Ove ćelije naseljavaju nervno tkivo rano tokom razvića CNS, a pre 
zatvaranja krvno-moždane barijere (Arnò et al., 2014). Odlikuju se izrazito heterogenom 
morfologijom i u fiziološkim i u patološkim uslovima, koja se kreće od razgranate preko 
štapolike do okruglaste/ameboidne (Lawson et al., 1990). U fiziološkim uslovima mikroglija je 
ravnomerno raspoređena u tkivu, poseduje razgranat fenotip i svoju homeostatsku ulogu 
ostvaruje kroz tri funkcije. Prva se odnosi na detektovanje homeostatskog stanja tkivnog 
parenhima CNS posredstvom „senzozoma“, skupa membranskih receptora koji čine 
transkripcioni „potpis“ mirujuće mikroglije (Hickman et al., 2013). Druga uloga se odnosi na 
homeostatsku ulogu mikroglije u regulaciji neurogeneze (Diaz-Aparicio et al., 2020), gustine 
sinapsi i plastičnosti (Ji et al., 2013; Nguyen et al., 2020), prevenciji lokalne ekscitotoksičnosti 
(Nosi et al., 2021) i u homeostazi mijelina (Zhan et al., 2014; Hickman et al., 2018). Treća, 
posebno naglašena u patofiziološkim uslovima, ogleda se u sposobnosti razgranate mikroglije 
da reaguje na štetne stimuluse, poput molekulskih obrazaca povezanih sa patogenima (engl. 
pathogen-associated molecular paterns - PAMP) i molekulskih obrazaca povezanih sa 
oštećenjem (engl. damage-associated molecular patterns – DAMP) (Kwon and Koh, 2020). 
Sve navedene aktivnosti regulisane su interkacijama koje mikroglija, posredstvom svojih 
membranskih receptora, ostvaruje sa komponentama vanćelijskog matriksa, kao i sa 
solubilnnim faktorima i/ili membranskim proteinima poreklom od drugih ćelija (Nguyen et al., 
2020). U patološkim uslovima, pojavom molekulskih obrazaca opasnosti i citokina, mikroglija 
se aktivira u jednom od dva pravca, čija su krajnja stanja označena kao M1 i M2 aktivirana 
mikroglija. M1 podrazumeva ‘’neurotoksičnu’’ aktivaciju ćelija, koja svojim delovanjem 
doprinosi daljem oštećenju tkiva, dok M2 fenotip ispoljava neuroprotektivni efekat na tkivo 
(Mills et al., 2000). U patološkim uslovima mikroglija započinje produkciju proinflamacijskih 
citokina, poput faktora nekroze tumora-α (TNF-α), interleukina-1β (IL-1β), interleukina 6 (IL-6), 
kao i brojnih hemokina, uključujući CCL2, CCL5, CXCL1 (Glass et al., 2010; Norden et al., 
2016; Hickman et al., 2018). Proinflamacijski citokini, povećana količina vanćelijskog 
adenozin-5' trifosfata (ATP), kao i prisustvo molekulskih obrazaca opasnosti izaziva 
transformaciju mikroglije iz mirujućeg u inflamacijski fenotip M1, koji se odlikuje oslobađanjem 
velike količine IL-6, IL-1β, TNF-α, pojačanom produkcijom azot-(II) oksida (NO) i 
oslobađanjem nekoliko serin-, cistein- i metaloproteaza, što štetno utiče na integritet 
zahvaćenog tkiva (Glass et al., 2010). Sa druge strane, citokini poput interleukina 4 (IL-4), 
interleukina 10 (IL-10), interleukina 13 (IL-13) i transformišućeg faktora rasta β (TGF- β), deo 
su molekulskog „potpisa“ mikroglije sa antiinflamacijskim fenotipom M2. Osim navedenih anti-
inflamacijskih citokina, M2 mikroglija oslobađa/eksprimira faktore poput arginaze 1 (Arg-1), 
Ym1, FIZZ1, CD206 i insulinu-sličan faktor rasta 1 (IGF-1) (Glass et al., 2010; Tang and Le, 
2016; Liddelow and Barres, 2017). Faktori M2 mikroglije povezani su sa neuroprotekcijom i 
oporavkom tkiva (Slika 1) (Tang and Le, 2016). Pomenuta M1/M2 kategorizacija predstavlja 
dva krajnja stanja ukupnog spektra aktivacije mikroglije, između kojih postoji čitav niz 
prelaznih stupnjeva.  
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Novije transkriptomske studije u modelima neurodegeneracije ukazuju da reaktivna 
mikroglija istovremeno eksprimira gene koji odlikuju oba krajnja stanja (Colonna and 
Butovsky, 2017), pa i da postoje fenotipovi koji su specifični za patologiju (engl. disease-
associated microglia) (Glass et al., 2010). Uprkos zastupljenosti u literaturi, potreban je oprez 
prilikom korišćenja pojednostavljenje M1/M2 klasifikacije (Ransohoff, 2016; Nosi et al., 2021).  

 

Slika 1. Shematski prikaz aktivacije i polarizacije mikrogliije u uslovima 
neurodegeneracije 

2.2. Uloga astrocita  

Astrociti su najzastupljenije glijske ćelije ključne u održavanju ukupne homeostaze CNS 
(Sofroniew and Vinters, 2010). Astrociti obavljaju brojne uloge u fiziološkim i patološkim 
uslovima, među kojima su održavanje integriteta krvno-moždane barijere, jonske i vodene 
homeostaze, sinaptičke aktivnosti, regulacija protoka krvi kroz vaskularni sistem mozga, 
kontrola sekrecije faktora rasta, uklanjanje ćelijskog debrisa i formiranje glijskog ožiljka 
(Sofroniew, 2009; Sofroniew and Vinters, 2010; Colombo and Farina, 2016; Oksanen et al., 
2019).  
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Slika 2. Shematski prikaz aktivacije i polarizacije astrocita u uslovima neurodegeneracije 

 

Astrociti pokazuju veliku regionalnu heterogenost, kako morfološku, tako i u pogledu 
specifičnih uloga u mikrookruženju u kojem se nalaze (Matias et al., 2019). Novije studije 
ukazuju na postojanje pet subpopulacija astrocita, od kojih svaka eksprimira specifični 
„molekulski potpis“, a koji se mogu naći u istim regionima mozga u različitim odnosima. Ove 
populacije su otkrivene u mirisnoj kvržici, moždanoj kori, talamusu, malom mozgu, moždanom 
stablu i kičmenoj moždini glodara (John Lin et al., 2017). Tradicionalna klasifikacija 
podrazumeva podelu astrocita na protoplazmatske, koji okupiraju sivu masu, i fibrozne koji se 
nalaze u beloj masi. U fiziološkim uslovima protoplazmatski astrociti imaju striktnu domensku 
organizaciju, koja podrazumeva da svaki astrocit okupira njemu svojstvenu zapreminu tkiva 
CNS i da se ne preklapa sa domenima susednih astrocita (Bushong et al., 2002; Ogata and 
Kosaka, 2002). Kao odgovor na narušenu homeostazu CNS, kakva se viđa pri povredama 
mozga i kičmene moždine kao i u neurodegenerativnim bolestima, astrociti prolaze kroz 
proces transformacije koji obuhvata ćelijske, molekulske i funkcionalne promene koje se 
zajednički označavaju imenom reaktivna astroglioza (Colombo and Farina, 2016; Escartin et 
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al., 2021) (Slika 2). Istraživanja su pokazala da tokom neuroinflamacijskih procesa deo 
protoplazmatskih astrocita zadobija sposobnost proliferacije, te su stoga definisane dve 
reaktivne subpopulacije astrocita – proliferativna i neproliferativna (Sofroniew, 2020; Escartin 
et al., 2021). Astrociti koji pripadaju neproliferativnoj populaciji zadržavaju svoju domensku 
organizaciju, dok proliferativni astrociti migriraju ka mestu povrede, okružuju ga i izoluju, 
formirajući tako glijski ožiljak (Wanner et al., 2013). Po analogiji sa ćelijama mikroglije, i 
astrociti mogu imati proinflamacijski (A1 fenotip) ili imunoregulatorni fenotip (A2 fenotip) 
(Kwon and Koh, 2020). Reaktivni astrociti sa proinflamacijskim fenotipom pojačano 
eksprimiraju proteine komplementa (C3), IL-1β, TNF-α, pojačano proizvode reaktivne vrste 
kiseonika i azota, poput NO, što doprinosi pojačanju neuroinflamacije (Glass et al., 2010; 
Liddelow and Barres, 2017). Astrociti sa protektivnim fenotipom pojačano eksprimiraju 
neurotrofne faktore i antiinflamacijske citokine, poput IL-4, IL-13, IL-10, što im daje osobine 
neuroprotektivnih astrocita (Slika 2) (Oksanen et al., 2019). Nakon identifikacije i podele 
astrocita na A1 i A2 subpopulacije, po uzoru na već postojeću klasifikaciju reaktivne 
mikroglije, nameće se sličan zaključak a to je da ovakva podela predstavlja pojednostavljenu 
dihotomiju koja je samo krajnja tačka čitavog spektra stanja tj. statusa, od kojih astrociti mogu 
zauzeti bilo koji na ovom kontinuumu (Oksanen et al., 2019; Escartin et al., 2021).  

 

3. Neurodegeneracija i neuroinflamacija izazvane trimetil-kalajem 

3.1. Trimetil-kalaj (TMK) 

Organska jedinjenja kalaja (IV), zavisno od broja kovalentnih C-Sn veza u molekulu, 
kojih može biti od jedan do četiri, odnosno, broja za njih vezanih alkilnih i arilnih grupa, 
klasifikuju se na mono-, di-, tri- i tetraorganokalajna jednjenja (Costa et al., 2006). 
Organokalajna jedinjenja imaju široku primenu u industriji, kao toplotni stabilizatori u procesu 
proizvodnje polivinil hlorida i gume, i u poljoprivredi, kao biocidi (Piver, 1973; Florea and 
Büsselberg, 2006). Tokom nekoliko decenija od kada su u upotrebi, zabeležena su 
sporadična trovanja ovim jedinjenjima, uglavnom usled akcidentalnog izlaganja radnika u 
postrojenjima koja koriste ova jedinjenja. Osobe izložene organokalajnim jedinjenjima 
razvijaju simptome koji ukazuju na oštećenje limbičkog sistema, a uključuju akutno konfuzno 
stanje i nesanicu, prostornu dezorijentaciju i kognitivne poremećaje, koji mogu biti prisutni 
godinama nakon izlaganja (Feldman et al., 1993). Upravo je zbog toksičnih svojstava 
ograničena upotreba organokalajnih jedinjenja, mada ona i dalje predstavljaju značajne 
zagađivače životne sredine (Tang et al., 2010). Neka od ovih jedinjenja pronašla su primenu 
u naučnim istraživanjima, najviše zbog selektivnosti delovanja u specifičnim regionima 
mozga.  

Trimetil-kalaj (C3H9ClSn, TMK) je organsko jedinjenje koje nastaje kao intermedijerni 
produkt sinteze drugih organskih jedinjena kalaja, često korišćeno u industriji kao stabilizator 
sinteze plastike i u poljoprivredi kao insekticid (Lee et al., 2016). TMK je “našao” svoje mesto 
u istraživanjima neurodegeneracije i neuroinflamacije zahvaljujući neurotoksičnosti i 
selektivnom delovanju na strukture limbičkog sistema, naročito na hipokampus (Geloso et al., 
2011). Trovanje eksperimentalnih životinja TMK dovodi do pojave simptoma koji su 
zabeleženi kod ljudi izloženih ovom toksinu, a koji uključuju epileptične napade, 
hiperaktivnost, samopovređivanje, agresivnost kao i poremećaj učenja i pamćenja (Geloso et 



6 

 

al., 2011; Lee et al., 2016). Neurodegeneracija izazvana TMK kod eksperimentalnih životinja 
pokazuje suštinske patofizološke karakteristike svih neurodegenerativnih bolesti, pa stoga 
ona predstavlja koristan eksperimentalni model za izučavanje neurodegeneracije i 
neuroinflamacije praćene kognitivnim deficitiom i sklerozom hipokampusa. Obrazac 
neurodegeneracije unekoliko se razlikuje kod miševa i pacova, a varira i u zavisnosti od soja, 
doze, nosača, načina administracije, i starosti životinja (Balaban et al., 1988; O’Callaghan et 
al., 1989; Harry and Lefebvre d’Hellencourt, 2003; Geloso et al., 2011). Kod miševa, TMK 
izaziva akutne lezije u granularnom sloju zubate vijuge (lat. gyrus dentatus) (Geloso et al., 
2011). Kod pacova se razvijaju znatno ekstenzivnije lezije, koje se uočavaju dva dana nakon 
intoksikacije, i progresivno se razvijaju tokom tri nedelje, a u najvećoj meri zahvataju CA1 i 
CA3/hilarni region (Brock and O’Callaghan, 1987; Balaban et al., 1988; Whittington et al., 
1989). Razlika u osetljivosti i efektima kod miševa i pacova pripisuje se razlikama afiniteta 
hemoglobina ka TMK, koji je veći kod pacova, što uzrokuje brže i lakše oslobađanje toksina i 
dugotrajniji karakter neurodegeneracije kod pacova (Chang et al., 1983). Osim 
neurodegeneracije, TMK dovodi do pojave histopatoloških markera AD, kako u humanoj 
populaciji, tako i u životinjskim modelima AD, poput amiloidnog prekursornog proteina, 
presenilina-1 i amiloida beta (Nilsberth et al., 2002). Rezultujuće kognitivne promene i 
promene ponašanja izazvane TMK (Kang et al., 2016; Park et al., 2019) upućuju na to da 
ovaj eksperimentalni model može da bude koristan životinjski model za izučavanje 
Alchajmerove bolesti. 

3.2. Mehanizam neurotoksičnog delovanja TMK  

Jednokratna primena TMK kod glodara najčešće dovodi do prostorno i vremenski 
specifične masivne smrti neurona u međupovezanim strukturama limbičkog sistema, posebno 
u entorinalnoj kori (lat. cortex entorhinalis), piriformnoj kori (lat. cortex piriformis), mirisnoj 
kvržici (lat. bulbus olfactorius), bademastim jedrima (lat. nuclei amygdaloides), i naročito, u 
hipokampalnoj formaciji (Balaban et al., 1988). Brojna istraživanja pokazuju da je 
prevladavajući tip ćelijske smrti neurona izazvan primenom TMK – kontrolisana ćelijska smrt 
tipa apoptoze (Andersson et al., 1997; Kane et al., 1998; Kassed et al., 2002, 2004; Jenkins 
and Barone, 2004; Shuto et al., 2009a, 2009b). Iako citotoksični mehanizam delovanja TMK 
nije u potpunosti rasvetljen (Cook et al., 1984), značajan pomak je načinjen otkrićem proteina 
stanina (Krady et al., 1990; Toggas et al., 1992), visoko konzerviranog proteina u membrani 
mitohondrija i endoplazmatskog retikuluma. Pokazalo se da se nakon ulaska u ćelije, TMK 
vezuje za stanin, što dovodi do narušavanja integriteta mitohondrijske membrane (Dejneka et 
al., 1997; Billingsley et al., 2006), oslobađanja unutarćelijskih depoa jona Ca2+ (Zhang et al., 
2006; Wang et al., 2008) i generisanja reaktivnih vrsta kiseonika (Geloso et al., 2011). Na 
značajnu ulogu deregulacije unutarćelijskog Ca2+ u apoptozi izazvanoj TMK ukazuju podaci 
nekoliko studija in vivo i in vitro o većem preživljavanju hipokampalnih neurona koji su bogato 
snabdeveni kalcijum-vezujućim proteinima, parvalbuminom i kalretininom (Geloso et al., 
1996, 1997; Florea et al., 2005a, 2005b; Piacentini et al., 2008).  

Osim što narušava unutarćelijsku homeostazu Ca2+ i izaziva oksidativni stres, TMK 
izaziva ekscitotoksičnost posredovanu glutamatom (Geloso et al., 2011). Pretpostavlja se da 
svi navedeni događaji dovode do aktivacije ushodnih protein-kinaza (JNK, protein-kinaze C), 
aktivacije transkripcionih faktora (NF-κB), proteina uključenih u odgovor na stres i gena ranog 
odgovora, što rezultuje kaskadom koja se završava apoptozom. Narušavanje integriteta 
mitohondrijske membrane dovodi do oslobađanja unutarćelijskih depoa jona Ca2+, 
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generisanja reaktivnih vrsta kiseonika, što sve doprinosi ćelijskoj smrti (Zhang et al., 2006; 
Wang et al., 2008). Kao i u drugim patološkim situacijama povezanim sa smrću neurona, 
neurodegeneracija izazvana TMK izaziva specifičan proces aktivacije mikroglije i astrocita.  

3.3. Aktivacija mikroglije i astrocita u neuroinflamaciji izazvanoj primenomTMK 

Neurodegeneracija izazvana TMK praćena je aktivacijom mikroglije i astrocita u 
regionima mozga pogođenim ćelijskom smrću, posebno u hipokampusu (Geloso et al., 2011). 
Histohemijske analize ukazale su da smrt hipokampalnih neurona prati burna aktivacija 
astrocita koja dostiže maksimum između treće i pete nedelje od intoksikacije (Brock and 
O’Callaghan, 1987). Nakon toga, ova reakcija slabi, mada se histološki može detektovati i 
šest meseci nakon intoksikacije, što je ujedno i najkasnija vremenska tačka koja je izučavana 
u ovom modelu (Koczyk and Oderfeld-Nowak, 2000). Aktivirani astrociti pojačano 
eksprimiraju glavne markere reaktivne glioze – glijski kiseli fibrilarni protein (engl. glial acidic 
fibrilarly protein - GFAP) i S100B, a neke subpopulacije reaktivnih astrocita prolazno 
eksprimiraju intermedijarne filamente vimentin i nestin (Andersson et al., 1997; Geloso et al., 
2004). Pored astrocita, primećena je aktivacija mikroglije, koja okružuje regione sa aktivnom 
neurodegeneracijom, naročito piramidne neurone CA1 i CA3 regiona (Koczyk and Oderfeld-
Nowak, 2000). Aktivacija mikroglije, slično astrocitima, primećuje se u prvim danima nakon 
davanja TMK i detektuje se i šest meseci nakon intoksikacije (Koczyk and Oderfeld-Nowak, 
2000). Aktivacija glijskih ćelija praćena je pojačanim oslobađanjem citokina, iako izvor ovih 
proinflamacijskih faktora nije utvrđen. Osim što deluje na neurone, čija ćelijska smrt inicira 
neuroinflamaciju, novije in vitro studije ukazuju da TMK ostvaruje direktan uticaj na astrocite 
(Aschner and Aschner, 1992), bez čijeg prisustva nije moguća aktivacija mikroglije (Röhl and 
Sievers, 2005; Röhl et al., 2009).  

Nezavisno od mehanizam oštećenja i aktivacije glijskih ćelija, jedan od univerzalnih 
događaja u uslovima oštećenja nervnog tkiva jeste pojačano oslobađanje ATP, koji deluje kao 
molekulski signal opasnosti DAMP. Oslobođeni ATP deluje na membranske purinoceptore, 
nakon čega se degraduje katalitičkom aktivnošću enzima ektoenukleotidaza, koji zajedno čine 
osnovne komponente sistema purinske signalizacije. 

4. Purinska signalizacija 

Ubrzo nakon otkrića da adeninski nukleotidi i njegovi derivati mogu imati ulogu i 
signalnih molekula, Geoffrey Burnstock na osnovu svojih i pređašnjih istraživanja postavlja 
hipotezu da ATP može obavljati ulogu neurotransmitera i predlaže termin purinska 
signalizacija (Burnstock, 1972). Danas je poznato da ćelije poseduju dve klase receptora koji 
vezuju purinske nukleotide i nukleozide, te da postoje enzimi koji kontrolišu vanćelijsku 
koncentraciju purina (Robson et al., 2006). Nukleotidi oslobođeni u vanćelijski prostor 
modulišu/regulišu brojne tkivne funkcije uključujući razviće, sekreciju drugih molekula, 
inflamacijski i imunski odgovor, cirkulaciju telesnih tečnosti i mnoge druge (Robson et al., 
2006). Nakon oslobađanja nukleotida u vanćelijsku sredinu i njihovog delovanja na 
odgovarajuće receptore, ćelija ne može da preuzme nukleotide, zbog naelektrisanja i veličine. 
Stoga se na površini svih ćelija CNS (ali i svih drugih tkiva) nalaze enzimi ektonukleotidaze, 
koji sekvencijalno razgrađuju nukleotide do nukleozida i time regulišu njihovu dostupnost i 
posredno aktivaciju odgovorajućih receptora (Zimmermann et al., 2012).  
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4.1. Purini kao signalni molekul 

U svim tipovima ćelija ATP je izvor energije za ćelijske procese i donor fosfatne grupe u 
reakcijama fosforilacije. Osim toga u CNS, neuroni, mikroglija, oligodendrociti, endotelne 
ćelije i posebno astrociti koriste ATP kao signalni molekul koji se oslobađa u vanćelijsku 
sredinu na regulisan način (Abbracchio et al., 2009). ATP koji se oslobađa zavisno od 
neuronske aktivnosti ima ulogu kotransmitera, dok ATP poreklom iz astrocita ima ulogu 
gliotransmitera i neuromodulatora (Fiebich et al., 2014). ATP se u vanćelijski prostor oslobađa 
na kontrolisan način, putem vezikula, transportera ili jonskih kanala. ATP se oslobađa 
egzocitozom, u sastavu vezikula sa neurotransmiterom (Franke and Illes, 2006). ATP se iz 
glijskih ćelija transportuje olakšanom difuzijom, putem transportera ili jonskih kanala. 
Transmembranski transport ATP odvija se posredstvom kanala paneksina, i koneksina 
(Suadicani et al., 2006). S obzirom na to da je u fiziološkim uslovima količina ATP u 
vanćelijskoj sredini regulisana kontrolisanim oslobađanjem ATP i njegovom razgradnjom 
posredstvom ektinukleotidaza, nivo ATP se održava u nanomolskom opsegu (Lazarowski et 
al., 2003). U tom opsegu koncentracija, ATP aktivira visoko-afinitetne P2 receptore, i to 
prevashodno P2X1-6R i P2Y2R (Burnstock 2018). Fina ravnoteža između oslobađanja i 
razgradnje ATP može biti narušena u patološkim stanjima. Metabolički kompromitovani i/ili 
oštećeni neuroni i aktivirane glijske ćelije oslobađaju znatne količine ATP i drugih nukleotida u 
vanćelijsku sredinu (Fiebich et al., 2014). U takvim uslovima nivo vanćelijskog ATP dostiže 
mikromolske koncentracije i deluje kao DAMP molekul, aktivirajući P2 receptore niskog 
afiniteta, prevashodno P2X7R, (Gourine et al., 2007). Specifičnost purinske signalizacije je 
činjenica da i proizvodi enzimske razgradnje ATP, imaju ulogu signalnih molekula. Adenozin-
difosfat (ADP) deluje na set P2YR receptora, i to P2Y1R, P2Y6R, P2Y12R i P2Y13R, dok 
nukleozid adenozin aktivira P1 receptore. 

4.2. Purinski receptori 

Purinski receptori čine familiju membranskih receptora, široko eksprimiranu u svim 
tkivima, uključujući i CNS (Burnstock, 2014). Čine je dve velike podfamilije – P1 receptori, koji 
vezuju nukleozide i P2 receptori, koji se aktiviraju u prisustvu nukleotida. P1 grupa obuhvata 
četiri podtipa adenozinskih receptora spregnutih sa proteinom G - A1R, A2AR, A2BR i A3R 
receptori, od kojih su prva da sa visokim afinitetom dok su druga dva sa niskim afinitetom. 
A1R i A3R su spregnuti sa Gi proteinom koji inhibira adenil-ciklazu (AC), što dovodi do 
smanjene produkcije i unutarćelijske koncentracije cikličnog AMP (cAMP). A2AR i A2BR su 
spregnuti sa proteinom Gs, koji stimiliše AC i dovodi do povećanje unutarćelijske 
koncentracije cAMP (Boison et al., 2010). Signalizacija posredovana ATP odvija se 
posredstvom P2 receptora (Oliveira-Giacomelli et al., 2018), koji se eksprimiraju u gotovo 
svim tkivima i učestvuju u regulaciji različtiih procesa u fiziološkim i patološkim stanjima 
(Agostinho et al., 2020). P2 podfamilija obuhvata dve klase receptora, P2X i P2Y (Oliveira-
Giacomelli et al., 2018). P2XR broji sedam članova jonotropnih receptora (P2X1-7R), koji 
posreduju u brzim odgovorima ćelije na ATP i njegove derivate (Jarvis and Khakh, 2009; Saul 
et al., 2013). Drugu potklasu P2Y receptora čine metabotropni receptori (P2Y1-14R), koji 
selektivno odgovaraju na prisustvo ATP, ADP UTP, UDP i UDP-glukoze. Detaljniji pregled P1 
i P2 receptora dat je u Tabeli 1.  
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Tabela 1. Karakteristike P1 i P2 receptora (modifikovano iz Burnstock 2018) 

Receptor Distribucija u CNS Agonista 
Mehanizam 
delovanja 

A1R Mozak i kičmena moždina Adenozin Gi/Go ↓cAMP 

A2AR Bazalne ganglije Adenozin Gs ↑cAMP 

A2BR Glijske ćelije Adenozin Gs ↑cAMP 

A3R Glijske ćelije Adenozin Gi/Go, Gq/G11 ↓cAMP 

P2X1R Mali mozak i kičmena moždina ATP [Ca2+]i i [Na+]i ↑ 

P2X2R Senzorne ganglije ATP [Ca2+]i ↑ 

P2X3R 
Senzorni neuroni i simpatičke 

ganglije 
ATP [Ca2+]i i [Na+]i ↑ 

P2X4R Mikroglija ATP [Ca2+]i ↑ 

P2X5R Kičmena moždina ATP [Ca2+]i ↑ 

P2X6R Motoneuroni kičmene moždine ATP [Ca2+]i ↑ 

P2X7R Mikroglija, astrociti, neuroni ATP [Ca2+]i i [Na+]i ↑ 

P2Y1R Astrociti, neuroni ADP 
Gq/G11 ; 

Aktivacija PLC-β 

P2Y2R Mikroglija UTP 
Gq/G11 ; 

Aktivacija PLC-β 

P2Y4R Neuroni, astrociti UTP > ATP 
Gq/G11 ; 

Aktivacija PLC-β 

P2Y6R Aktivirana mikroglija UDP > UTP > ATP 
Gq/G11 ; 

Aktivacija PLC-β 

P2Y11R Neuroni ATP 
Gq/G11 i Gs; 

Aktivacija PLC-β 

P2Y12R Mikroglija ADP >> ATP GαI; Inhibicija AC 

P2Y13R Mikroglija ADP > ATP Gi/Go 

P2Y14R Oligodendrociti UDP > UDP-glukoza Gq/G11; Inhibicija AC 
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4.3. Ektonukleotidaze  

Nukleotidi oslobođeni u vanćelijsku sredinu, zbog svoje veličine i naelektrisanja, teško 
se transportuju kroz ćelijsku membranu. Problem viška nukleotida u vanćelijskom prostoru 
rešava se enzimskom razgradnjom nukleotida, posredstvom enzima čije je katalitičko mesto 
okrenuto ka vanćelijskoj sredini - ektonukleotidaza (Zimmermann et al., 2012). Konačni 
proizvod razlaganja ATP pod dejstvom ektonukleotidaza je nukleozid adenozin, koji se vraća 
u ćelije i uključuje u spasonosni put purina. Transport adenozina u ćelija odvija se 
posredstvom dvosmernih ekvilibrativnih (ENT) i/ili jednosmernih koncentrativnih (CNT) 
transportera (Frenguelli, 2019).  

Ektonukleotidaze su ektoenzimi, čija je osnovna uloga hidroliza γ-, β- i α-fosfodiestarske 
veze nukleotida u vanćelijskoj sredini (Zimmermann, 2008). U zavisnosti od fosfatne grupe 
koju hidrolizuju, ektonukleotidaze mogu biti trinukleotid-, dinukleotid ili mononukleoitid 
fosfataze kao i nukleozid polifosfataze pri čemu nastaju nukleozid difosfati, nukleozid 
monofosfati, nukleozidi , fosfati (Pi) i pirofosfati (PPi). Glavna uloga svih ektonukleotidaza 
jeste kontrola dostupnosti liganada za dve velike klase receptora – P2 i P1 klasu, ali i 
regulacija nivoa vanćelijskih nukleotida (Kukulski et al., 2011; Zimmermann et al., 2012). 

Identifikovane su četiri grupe ektonukleotidaza (Slika 3):  

1) Ekto-nukleozid 5'- trifosfat difosfohidrolaze (NTPD-aze); 

2) Ekto-nukleotid pirofosfateze/fosfodiesteraze (NPP); 

3) Ekto-5'–nukleotidaza (eN, CD73); 

4) Alkalne fosfataze (AP). 

4.3.1. Ekto-nukleozid 5'- trifosfat difosfohidrolaze (NTPDaze) 

Ekto-nukleozid 5'- trifosfat difosfohidrolaze (NTPDaze) su enzimi koji hidrolizuju 
razgradnju γ- i β-fosfatne grupe ATP, u prisustvu milimolarnih koncentracija Mg2+ ili Ca2+ u 
fiziološkom opsegu pH vrednosti (Robson et al., 2006; Yegutkin, 2008). Identifikovano je 
osam različitih NTPD-aza kod sisara. Četiri su tipični ektoenzimi (NTPDaza1, 2, 3 i 8), 
NTPDaza 4 i 7 su takođe membranski enzimi ali smešteni unutar ćelije u membranama 
organela, dok se NTPDaze 5 i 6 predominantno sekretuju u vanćelijsku sredinu (Robson et 
al., 2006; Knowles, 2011). Kristalografske i molekulske analize pokazale su da su NTPDaza 
1, 2, 3 i 8 glikoproteini slične strukture, sačinjene od blizu 500 aminokiselina od kojih je oko 
40 % zajedničko za sva četiri ektoenzima, molekulske mase između 70 – 80 kDa 
(Zimmermann et al., 2012). Takođe, ovi enzimi dele i važne strukturne i funkcionalne 
domene, uključujući i pet visoko konzerviranih aminokiselinskih sekvenci koji se nazivaju 
apirazni domeni (engl. apyrase-conserved regions, APR). Apirazni domeni su glavna odlika 
čitave familije enzima i mogu se naći čak i u enzimima kvasca, što ukazuje na njihovu 
evolutivnu konzerviranost (Handa and Guidotti, 1996; Schulte am Esch et al., 1999; Smith 
and Kirley, 1999). NTPDaze se eksprimiraju u gotovo svim tkivima, ali imaju jasno definisanu 
ćelijsku distribuciju. U CNS se dominantno eksprimiraju NTPDaze 1, 2 i 3 gde pokazuju veliku 
heterogenost u pogledu regionalne i ćelijske distribucije (Braun et al., 2000; Belcher et al., 
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2006; Robson et al., 2006; Langer et al., 2008; Kiss et al., 2009; Grković et al., 2016, 2019a, 
2019b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3. Podela i tipovi ektonukleotidaza (Modifikovano iz Zimmermann et al 2012) 

NTPDaza 1 je jedna od najbolje proučenih ektonukleotidaza. Ovaj ektoenzim predstavlja 
marker aktivacije limfocita zbog čega i nosi alternativni naziv CD39 (engl. cluster of 
differntiation 39). Pokazano je da se NTPDaza1 eksprimira na ćelijama prirodnim ubicama 
(engl. Natural killer cells) ćelijama, monocitima, dendritskim ćelijama i u različitim 
subpopulacijama reaktivnih T limfocita (Zimmermann et al., 2012). Ekspresija NTPDaze 1 na 
imunskim ćelijama doprinosi regulaciji purinske signalizacije u homeostatskim i inflamacijskim 
uslovima što ukazuje na njenu značajnu ulogu u ćelijskom imunskom odgovoru (Takenaka et 
al., 2016). U CNS ovaj enzim ima ograničenu distribuciju na endotelne ćelije kapilara i ćelije 
mikroglije (Braun et al., 2000), ali je njegovo prisustvo pokazano i u sinapsama (Grković et al., 
2019a). NTPDaza 1 pokazuje različit afinitet prema adeninskim i uridinskim nukelotidima, pa 
će tako ATP i ADP biti podjednako efikasno hidrolizovani zbog gotovo jednakog afiniteta ovog 
ezima za ATP i ADP, dok u slučaju UTP i UDP, NTPDaza 1 pokazuje veći afinitet prema 
UTP. Gotovo sav ATP koji se nađe u vanćelijskoj sredini NTPDaza 1 hidrolizuje direktno do 
AMP, uz vrlo male količine slobodnog ADP, te tako reguliše  stepen aktivacije P2Y receptora 
(Kukulski et al., 2005; Robson et al., 2006).Jedna od najvažnijih uloga NTPDaze 1 u mozgu i 
kičmenoj moždini jeste regulacija hemotaksije mikroglije u homeostatskim i patološkim 
uslovima (Matyash et al., 2017; Jakovljevic et al., 2019). Pored katalitičke uloge, pokazano je 
da ovaj enzim može učestvovati i u ćelijskoj adheziji (Wu et al., 2006).  
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NTPDaza 2 je široko rasprostranjena ektonukleozidaza u CNS, sa dominantnom 
ekspresijom na astrocitima mozga i kičmene moždine (Wink et al 2006). Zbog svoje sličnosti 
sa NTPDazom 1, ovaj enzim se označava još i kao CD39L1 (engl. cluster of differentiation 39 
like 1). Pored ekspresije na astrocitima, pokazano je da je NTPDaza 2 visoko eksprimira u 
regionima gde se odvija neurogeneza kako tokom embrionalnog razviča mozga tako i u 
adultnom mozgu, poput subgranularne zone hipokampusa (Braun et al 2003). Za razliku od 
NTPDaze 1, NTPDaza 2 pokazuje veći afinitet prema ATP molekulu, pri čemu dolazi do 
hidrolize akumulira značajne količine ADP, koji se potom postepeno hidrolizuje do AMP 
(Robson et al 2006). Ovakav hidrolitički mehanizam naglašava ulogu NTPDaze 2 u regulaciji 
nukleozid tri- i difosfata kao liganada za P2 receptore (Sèvigny et al 2002). Novija literatura 
ukazuje i na značaj ovog enzima u neurodegenerativnim i neuroinflamamtornim bolestima 
poput multiple skleroze (Jakovljević et al 2017).  

NTPDaza 3 je ektonukleotidaza sa veoma ograničenom distribucijom u CNS. Njena 
ekspresija je ograničena na subpopulacije neurona u međumozgu, talamusu i hipotalamusu 
ali i u produženoj i kičmenoj moždini (Belcher et al 2006; Bjelobala et al 2010; Grkovic et al 
2016). Neuroni koji eksprimiraju NTPDazu 3 takođe eksprimiraju hipokretin/oreksin-A, što 
ukazuje na njenu potencijalnu ulogu u regulaciji ishrane, budnosti i spavanja (Belcher et al 
2006). NTPDaza 3 pokazuje preferencije i prema ATP i ADP, ali u manjoj meri od NTPDaze 
1, što takođe dovodi do prolazne akumulacije ADP u vanćelijskoj sredini (Vorhoff et al 2005). 
S obzirom da je ona dominantna ektonukleotidaza eksprimirana na neuronima u ovim 
regionima, pretpostavlja se da ima značajnu ulogu u regulaciji aktivacije/deaktivacije P2 
receptora.  

4.3.2. Ekto-nukleotid pirofosfateze/fosfodiesteraze (NPP) 

Ekto-nukleotid pirofosfateze/fosfodiesteraze su grupa od tri ektoenzima (NPP1-3) koji se 
eksprimiraju u gotovo svim tkivima i uključene su u regulaciju purinske signalizacije, 
recikliranje nukleotida, regulaciju vanćelijskih nivoa pirofosfata, regulaciju pokretljivosti kao i 
regulaciju ekto-kinaza (Goding et al., 2003). NPP1-3 se klasifikuju kao alkalne ekto-nukleotid 
pirofosfateze/fosfodiesteraze I i katalizuju hidrolizu pirofosfata i fosfodiestarskih veza u 
dvostepenom procesu uz pomoć dvovalentnih katjona koji su neophodni za katalitičku 
funkciju (Gijsbers et al., 2001). NPP1 je funkcionani dimer od dve identične subjedinice, vrši 
hidrolizu ATP ili do ADP ili direktno do AMP a pokazano je da se eksprimira na nervnim 
ćelijama (Bjelobaba et al., 2006). NPP2, iako pripada ovoj grupi eznima, predstavlja autokrini 
faktor motilnosti i označava se još i kao autotaksin i široko je eksprimiran u mozgu sisara (Lee 
et al., 1996). NPP3 je prvobitno identifikovan kao površinski glikoproteinski antigen RB13-6 
od 130 kDa i njegova ekspresija pronađena je specifično u prekursorima glijskih ćelija (Blass-
Kampmann et al., 1997). Pored njihove uloge u regulaciji hidrolize vanćelijskih nukleotida u 
fiziološkim uslovima, pokazano je i da NPP imaju ulogu u određenim patofiziološkim stanjima 
ali do sada uloga NPP u neurodegenerativnim bolestima nije ispitana (Goding et al., 2003).  

4.3.3. Ekto-5'-nukleotidaza (CD73, eN) 

Ekto-5'-nukleotidaza je tipičan ektoenzim, dominantno eksprimiran na površini limfocita 
te se alternativno označava još i kao CD73 (engl. CD73, cluster of differentiation 73). Ovaj 
ektoenzim za svoju hidrolitičku aktivnost zahteva jone Zn2+ i njegova glavna funkcija je 
defosforilacija AMP do adenozina, iako pored purinskih može da hidrolizuje i pirimidinske 
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nukleotide (DePierre and Karnovsky, 1974; Pilz et al., 1982). Funkcionalni molekul se sastoji 
od dve identične subjedinice povezane nekovaletnim vezama, dok se za ćelijsku membranu 
vezuje preko glikozil-fosfatidilinozitol (GPI) sidra (Ogata et al., 1990). Takođe, funkcionalni 
molekul eN je glikoprotein, a sam proces glikozilacije je neophodan za pravilno savijanje i 
ugradnju u ćelijsku membranu (Sträter, 2006). Iako, pored eN, tkivno-nespecifična alkalna 
fosfataza takođe hidrolizuje AMP do adenozina (Sebastián-Serrano et al., 2015), gotovo 90 % 
ukupnog adenozina u CNS potiče od hidrolitičke aktivnosti eN, te je stoga ovaj enzim u 
fokusu mnogih farmakoloških studija kao meta potencijalne blokade (Gessi et al., 2011). I 
pored široke zastupljenosti u gotovo svim regionima mozga i kičmene moždine, eN pokazuje 
veliku heterogenost u pogledu nivoa ekspresije u različitim regionima mozga. Pokazano je da 
eN ima nisku ekspresiju/aktivnost u kori velikog mozga, veću u strukturama limbičkog 
sistema, dok je najveći nivo ovog enzima prisutan u bazalnim ganglijama, malom mozgu i 
senzornim relejnim jedrima talamusa (Nedeljkovic et al., 2006; Bjelobaba et al., 2007, 2009; 
Langer et al., 2008; Kovács et al., 2013). Na ćelijskom nivou, eN je uglavnom lokalizovana na 
glijskim ćelijama, astrocitima (Adzic and Nedeljkovic, 2018) i mikrogliji, ali i na ependimskim 
ćelijama, ćelijama horoidnog pleksusa kao i endotelnim ćelijama moždane vaskulature 
(Bjelobaba et al., 2007; Langer et al., 2008; Bjelobaba et al., 2009; Dragić et al., 2021b). 
Takođe, ovaj enzim eksprimira se i na telima neurona i nervnim završecima (Schoen and 
Kreutzberg, 1994; Grkovic et al., 2014). S obzirom da je osnovna uloga eN proizvodnja 
adenozina koji je glavni ligand P1 receptora, ovaj enzim predstavlja glavnu kontrolnu tačku 
regulacije dostupnosti liganada za četiri receptora P1 klase, kako u homeostatskim tako i u 
patofiziološkim uslovima (Nedeljković., 2019). eN predstavlja glavni izvor adenozina koji 
pored neuromodulatorne ima i imunomodulatornu ulogu, te je ovaj enzim u fokusu istraživanja 
neuroinflamacije. Brojna neuroinflamatorna stanja praćena su značajnim povećanjem genske 
i proteinske ekspresije ovog proteina (Zamanian., et al 2012; Nedeljković 2019). Pokazano je 
da se genska i proteinska ekspresija eN menja u uslovima ishemije (Braun et al 1998), 
epilepsije (Bonan., et al 2000), povrede kičmene moždine (Xu et al., 2013) ali i u modelima 
multiple sklerote (Lavrnja., et al 2015, Dragić., et al 2021b) kao i u neuroinflamacijskim 
uslovima in vitro (Brisevac., et al 2015).  

4.3.4. Alkalna fosfataza 

Alkalne fosfataze (AP) su široko rasprostranjeni ektoenzimi koji katalizuju defosforilaciju 
i transfosforilaciju različitih ne-bioloških i bioloških supstrata uključujući i proteine (Millán, 
2006). U okviru AP postoje četiri izoenzima koje kodiraju četiri homologa gena (Buchet et al., 
2013). Dok placentalna, intestinalna i germinativna alkalna fosfataza imaju tkivno-specifičnu 
distribuciju, četvrta AP, tkivno-nespecifična alkalna fosfataza (TNAP) eksprimira se u gotovo 
svim tkivima, a najviše u koštanom tkivu, bubrezima i jedina je AP u CNS (Sebastián-Serrano 
et al., 2015). TNAP je homodimer prikačen za citoplazmu pomoću dva GPI sidra. Svaki 
homodimer sadrži dva jona Zn2+ i jedan jon Mg2+ kao i jon fosfatata koji su neophodni za 
njegovu katalitičku aktivnost. Glavna uloga ovog enzima je u procesu razvića CNS a novija 
literatura ukazuje na njegov značaj u neurodegenerativnim bolestima (Sebastián-Serrano et 
al., 2015). 
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4.4. Uloga purinske signalizacija u fiziološkim i patološkim uslovima  

Kao što je već pomenuto, glavna uloga mikroglije u fiziološkim uslovima je nadgledanje 
parenhima pomoću finih i veoma pokretnih nastavaka, u potrazi za mestima sa narušenom 
homeostazom (Kwon and Koh, 2020). Purinski receptori A3, P2Y12, P2Y13 i P2X4 uključeni su 
u regulaciju pokretljivosti nastavaka i “nadgledanje” parenhima CNS (Haynes et al., 2006; 
Ohsawa et al., 2012; Kyrargyri et al., 2020). Posebno važnu ulogu u hemotaksičnom kretanju 
mikroglije imaju ADP-senzitivni receptori P2Y12R i P2Y13R (Haynes et al., 2006; Kyrargyri et 
al., 2020). U uslovima narušene homeostaze, visoka koncentracija vanćelijskog ATP deluje 
kao DAMP signal. Razgradnjom ATP, posredstvom NTPDaze 2, nastaje ADP koji se vezuje 
za P2Y13R na membranama mikroglijskih ćelija i deluje kao hemotaksički signal koji inicira 
migraciju mikroglije. Aktivacija P2Y12R pokreće signalnu kaskadu fosfatidilinzoitol 3'-kinaze 
(PI3K) i fosfolipaze C, što dalje aktivira protein kinazu B (Akt) (Irino et al., 2008). Konačan 
ishod ovakve signalizacije je interakcija nastavaka mikroglije sa integrinima vanćelijskog 
matriksa što omogućava migraciju (Ohsawa et al., 2010). Aktvacija P2X4R može pojačati 
migraciju i oslobađanje solubilnih faktora (Ohsawa et al., 2007). Uz pobrojane P2 receptora, 
važnu ulogu u regulaciji hemotaksije i inflamatornog statusa mikroglije imaju P1 receptori. 
Adenozinski A1R i A3R uključeni su u regulaciju hemotaksije mikroglije (Färber et al., 2008; 
Ohsawa et al., 2012), dok je A2AR uključen u proces retrakcije nastavaka (Orr et al., 2009). 
Izmenjena ekspresija P1 receptora u neurodegenerativnim bolestima ključno doprinosi 
promeni morfologije mikroglije ka reaktivnoj, utiče na proliferaciju (Gomes et al., 2013), kao i 
na njen inflamacijski kapacitet (Fiebich et al., 1996). 

Aktivirana mikroglija ima sposobnost fagocitoze, odnosno, uklanjanja ćelijskog debrisa. 
U ovom procesu važnu ulogu imaju P2Y4R i P2Y6R. Ova dva receptora najveći afinitet 
ispoljavaju prema uridinskim nukleotidima, UTP, odnosno, UDP (von Kügelgen and Harden, 
2011), i ove receptora mikroglija pojačano eksprimira u patološkim uslovima, kada oštećeni 
neuroni, uz ATP, oslobađaju i znatne količine UDP (Koizumi et al., 2007). Aktivacija P2Y6R 
uključena je u prelazak mirujuće mikroglije u ameboidnu fagocitarnu formu (Bernier et al., 
2013). S druge strane, P2Y4R učestvuje u procesu pinocitoze (Li et al., 2013). Purinska 
signalizacija uključena je i u inflamacijski odgovor mikroglije posredstvom P2X7R. Iako se ovaj 
receptor eksprimira na gotovo svim tipovima ćelija u CNS, najveći nivo ekspresije je utvrđen 
upravo u ćelijama mikroglije (Illes et al., 2012). Aktivacija P2X7R pokreće kaskadu nastanka 
inflamazoma, koja rezultira oslobađanjem IL-1β, a u ovom procesu neophodna je ko-
stimulacija P2X7R i TLR4 receptora (Shieh et al., 2014).  

Astrociti eksprimiraju brojne komponente purinskog signalnog sistema, posebno A2AR, 
P2Y1R, eN/CD73 i NTPDazu 2 (Zhang et al., 2014, 2016; Li et al., 2019). Signalizacija 
posredovana P2Y1R učestvuje u održavanju homeostaze kalcijuma u astrocitima, koji je 
ključan za brojne aspekte funkcionisanja astrocita, poput modulacije sinaptičke aktivnosti i 
održavanja krvno-moždane barijere (Bazargani and Attwell, 2016). U uslovima narušene 
homeostaze, aktivirani astrociti obavljaju uloge poput održavanja KMB, uklanjanja 
neurotransmitera iz sinapsi, oslobađanje gliotransmitera itd. O značaju i uključenosti purinske 
transmisije u tim procesima govori promenjena ekspresija brojnih komponenti, među kojima 
se, na primer u modelu AD znatno pojačava ekspresija P2ry2, Enpp2, Enpp5 i Gja, a 
smanjuje ekspresija Adora2a, Adora2b, P2ry14, Entpd1, Entpd2 i Enpp4 (Orre et al., 2014; 
Kamphuis et al., 2015; Grubman et al., 2019; Habib et al., 2020; Lau et al., 2020; Zhou et al., 
2020). P2Y1R značajno doprinosi izmenjenom statusu astrocita u patološkim uslovima 
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(Shinozaki et al., 2017), naročito u AD (Delekate et al., 2014; Reichenbach et al., 2018), gde 
se nivo P2Y1R u astrocitima povećava, kako u animalnim modelima AD, tako i na post 
mortem tkivu AD pacijenata, što je naročito uočljivo u blizini β-amiloidnih plaka (Delekate et 
al., 2014; Reichenbach et al., 2018).  

Astrociti eksprimiraju CD73/eN koji reguliše lokalnu koncentraciju adenozina. Aktivacija 
astrocita je povezana sa povećanjem ekspresije ovog enzima kod pacijenata koji boluju od  
neurodegenerativnih bolesti (Orr et al., 2015) ali i u animalnim modelima (Orr et al., 2015, 
2018). Uz CD73/eN obično se uočava povećanje ekspresije A2AR, koji je uključen u regulaciju 
preuzimanja glutamata i γ-aminobuterne kiseline (GABA) iz sinapsi (Matos et al., 2012; 
Cristóvão-Ferreira et al., 2013), ali i kontroli neuroinflamacije u patofiziološkim stanjima 
(Nedeljkovic, 2019). Blokada A2AR i njegove signalizacije poboljšava kognitivne deficite u 
animalnim modelima neurodegeneracije povezane sa kognitivnim deficitom (Orr et al., 2015), 
Iako je mnogo literaturnih podataka koji jasno ukazuju na narušenu regulaciju komponentni 
purinskog signalnog sistema u astrocitima u patološkim stanjima, dalja istraživanja su 
neophodna kako bi se utvrdilo da li su ovakvi fenomeni i razlike koje se uočavaju posledica 
postojanja subpopulacije astrocita koje nose ove promene ili specifičnih mikroniša u kojima se 
ove promene dešavaju (Slika 4). 

Slika 4. Kompente purinske signalizacije u uslovima homeostaze i patologije (Modifikovani iz 
Pietrowski et al 2021) 
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II CILJ ISTRAŽIVANJA 

Purinski signalni sistem ima centralnu ulogu u etiopatogenezi mnogih 
neurodegenerativnih bolesti, a brojni sintetički agonisti/antagonisti purinskih receptora 
izučavaju se kao potencijalni terapeutici u neurodegenerativnim i neuroinflamacijskim 
bolestima. Pored receptora, veoma važnu ulogu u neuroinflamacijskim dešavanjima imaju i 
enzimi ektonukleotidaze koji regulišu dostupnost liganada purinskih receptore, a čija uloga u 
neurodegenerativnim bolestima nije najbolje proučena.  

Stoga je glavni cilj ove doktorske disertacije ispitivanje uloge purinske transmisije u 
uspostavljanju morfološkog i funkcionalnog profila aktivacije glijskih ćelija, u modelu 
neurodegeneracije i neuroinflamacije izazvane trimetil-kalajem (TMK). S obzirom na to da se 
neurodegeneracija izazvana TMK progresivno razvija tokom tri nedelje, istraživanja su 
izvedena  2, 4, 7 i 21 dan od aplikacije TMK, sa posebnim fokusom na hipokampus i njegove 
podregije CA1, CA3, i hilus/DG. 

U skladu sa opštim ciljem postavljeni su sledeći specifični ciljevi: 

1) Utvrditi vremenski i regionalni profil neurodegeneracije u hipokampusu ženki 
pacova; 

2) Ispitati vremenski profil neuroinflamacije i suptilne promene morfologije aktiviranih 
glijskih ćelija; 

3) Utvrditi vremenski profil hidrolazne aktivnosti ektonukleotidaza in situ; 
4) Ispitati promene ekspresije NTPDaza1/CD39 i eN/CD73 na genskom nivou; 
5) Ispitati ćelijsku lokalizaciju NTPDaza1/CD39 i eN/CD73; 
6) Ispitati promene genske ekspresije purinskih receptora na P2X4R, P2X7R, P2Y2R, 

P2Y6R, P2Y12R, A1R, A2AR, A2BR, A3R; 
7) Ispitati ćelijsku lokalizaciju purinskih receptora koji su od značaja za procese 

aktivacije glijskih ćelija P2Y12R, P2Y1R, P2X7, A1R i A2AR; 
8) Ispitati povezanost uočenih promena komponenti purinskog signalnog sistema sa 

funkcionalnim fenotipovima aktiviranih glijskih ćelija. 
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III RADOVI PROIZAŠLI IZ DOKTORSKE DISERTACIJE 
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IV DISKUSIJA 

Neurodegenerativne bolesti su vodeći uzrok invaliditeta i različitih stepena 
nesposobnosti i hendikepa u svetu, a drugi uzročnik smrtnosti. Procenjuje se da ~90 miliona 
ljudi godišnje umire od neke od neurodegenerativnih bolesti (Wimo et al., 2010). Briga o 
osobama koje pate od različitih neurodegeneracija predstavlja ogromno ekonomsko i 
socijalno opterećenje pri čemu indirektni troškovi lečenja pacijenata prevazilaze direktne 
(Wimo et al., 2010). Iako je značajan broj neurodegenerativnih bolesti poznat već duže od 
jednog veka, preostaje značajan prostor za unapređivanje terapijskih mogućnosti, koje 
posedujemo danas..Većina lekova koji su odobreni i indikovani za ove bolesti je 
simptomatske prirode (Yiannopoulou and Papageorgiou, 2013). Sve neurodegenerativne 
bolesti su praćene aktivacijom glijskih ćelija, astrocita i mikroglije koje pokreću proces 
neuroinflamacije. Neuroinflamacija ima za cilj da ograniči povredu, infekciju i/ili uzrok umiranja 
neurona i ponovo uspostavi homeostazu CNS (Lyman et al., 2014). Neuropatološka stanja su 
najčešće praćena hroničnom inflamacijom koja doprinosi daljem razvoju i pogoršanju 
osnovne patologije i kao takva ima negativan uticaj na tok bolesti (DiSabato et al., 2016). 
Uzimajući u obzir da je celokupna dostupna terapija simptomatska, razumevanje 
mehanizama i mogućnost kontrole neuroinflamatornog procesa predstavljaju perspektivan 
pravac za razvijanje novih terapijskih strategija.  

Purinska signalizacija kao vid međućelijske komunikacije predstavlja jedan od osnovnih 
načina komunikacije glijskih i nervnih ćelija, a poseban značaj ima i u iniciranju različitih faza 
neuroinflamacije. Stoga je regionalna i vremenska karakterizacija ekspresije komponentni 
purinske signalizacije, kao i utvrđivanje njihove ćelijske lokalizacije neophodno za 
rekonstrukciju događaja koji dovode/doprinose razvoju neurodegenerativnih bolesti i 
neuroinflamacije. Utvrđivanje vremenskog i regionalnog obrazca neurodegeneracije u 
eksperimentalnom modelu neurodegeneracije hipokampusa izazvane trimetil-kalajem, 
omogućava povezivanje ovih promena sa promenama u ekspresiji komponenti purinskog 
signalnog sistema, što može dovesti do identifikacije potencijalnih ciljnih mesta za terapijsko 
delovanje kako u pogledu konkretnog receptora/enzima tako i u pogledu vremenskog okvira 
kada bi potencijalno terapijsko sredstvo imalo najveći učinak.  

1. Trimetil-kalaj izaziva promene ponašanja pacova koje su praćene progresivnim 

gubitkom piramidnih neurona CA1-CA3 regiona hipokapusa  

U skladu sa opštim i specifičnim ciljevima ove doktorske disertacije, praćeno je 
ponašanje životinja u periodu od tri nedelje nakon intoksikacije, a potom su uočene promene 
u ponašanju korelisane sa vremenskim i regionalnim profilom neurodegeneracije 
hipokampusa kod ovarijektomisanih ženki Wistar pacova. Jedan od glavnih razloga zbog 
čega su korišćene ovarijektomisane ženke je taj što mnoge komponentne purinske 
signalizacije a naročito ektonukleotidaze značajno variraju u zavisnosti od faze estrusnog 
ciklusa (Mitrović et al., 2016, 2019; Grković et al., 2019b). Takođe, i drugi parametri variraju u 
zavisnosti od faze estrusnog ciklusa poput nivoa glijskog kiselog fibrilarnog proteina (GFAP) 
(Arias et al., 2009). S obzirom da su promene genske i proteinske ekspresije 
ektonukleotidaza u hipokampusu ovarijektomisanih ženki dobro okarakterisane kroz ranije 
publikovane radove naše grupe, prednost je data ovom model sistemu u odnosu na mužjake.  
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 Iako brojni radovi nedvosmisleno ukazuju da TMK izaziva smrt piramidnih neurona 
hipokampusa sa odloženim početkom delovanja (2-4 dana nakon intoksikacije) (Haga et al., 
2002; Trabucco et al., 2009; Geloso et al., 2011; Lattanzi et al., 2013; Corvino et al., 2015), 
ne postoji jasno utvrđen vremenski i regionalni profil za najčešće korišćenu dozu (8 mg/kg) 
kao ni profil ponašanja pacova u prvim nedeljama nakon intoksikacije. Takođe, na osnovu 
dostupne literature utvrđeno je da ne postoji razlika u profilu neurodegeneracije između 
ovarijektomisanih i intaktnih ženki, kao i da tretman 17β-estradiolom ne utiče na tok i profil 
neurodegenrativnih promena nakon intoksikacije TMK (Corvino et al., 2015). Stoga je prvi cilj 
ove doktorske disertacije bio da se utvrdi vremenski i regionalni profil neurodegeneracije 
izazvane TMK u hipokampusu ovarijektomisanih ženki pacova i da se prati ponašanje 
životinja tokom tri nedelje. Prve promene u ponašanju uočene kao pojačana osetljivost na 
dodir i zvukove i blagi tremor primećene su drugog dana od intoksikacije TMK. Iako tada nije 
primećena smrt neurona u CA regionima hipokampusa, gotovo svi neuroni su se obojili na 
fluorožad C (FJC) što ukazuje na aktivan proces neurodegeneracije već nakon dva dana od 
intoksikacije (Corvino et al., 2015). Četiri dana nakon intoksikacije TMK jasno se uočava 
gubitak neurona i prisustvo apoptotskih tela i na histološkom i na FJC bojenju u CA1 regionu i 
mCA3/DG regionu (Balaban et al., 1988; Haga et al., 2002; Little et al., 2012), dok blagi 
tremor prelazi u sistemski. S obzirom da TMK dovodi do selektivnog propadanja glutamatnih 
neurona, dok su inhibitorni zaštićeni (Geloso et al., 1997, 2011), uočene promene ponašanja 
su najverovatnije posledica narušavanja ekscitatorno-inhibitornih sinapsi koje su neophodne 
za normalno funkcionisanje neurona u hipokampusu (Geloso et al., 2011; Corvino et al., 
2013; Lattanzi et al., 2013; Lee et al., 2016). U sedmom danu od intoksikacije, dolazi do 
oporavka ponašanja, životinje ispoljavaju samo pojačanu osetljivost na dodir i zvuk. Ovo je u 
skladu sa promenama na histološkom nivou kada se uočava još veći broj apoptotskih tela u 
CA1 i u mCA3/DG regionu i primetno smanjenje broja neurona te je ova faza označena i kao 
rana faza neurodegeneracije. S obzirom na to da nema novih aktivnih mesta 
neurodegeneracije, uočeni boljitak ponašanja je verovatno posledica uspostavljanja 
ravnoteže i kompenzatornih mehanizama ekscitatorno-inhibtornih sinapsi u hipokampusu 
(Earley et al., 1992; Geloso et al., 2011). Tri nedelje nakon intoksikacije, kao i u sedmom 
danu, ne postoje nova mesta neurodegenracije, već se u CA1 i mCA3/DG regionima uočava 
upečatljiv gubitak neurona, te je ovo označeno kao kasna faza neurodegeneracije, i prisustvo 
velikog broja tamno obojenih jedara koja su naselila ove regione, a koji ukazuju na intenzivu 
gliozu, što je i u skladu sa postojećom literaturom (Balaban et al., 1988; Haga et al., 2002; 
Trabucco et al., 2009; Latini et al., 2010; Little et al., 2012; Corvino et al., 2013, 2015).  

2. Neurodegeneracija izazvana trimetil-kalajem praćena je aktivacijom glijskih 

ćelija 

Tokom ispitivanja neurodegenerativnih promena primenom histološkog bojenja, uočeno 
je progresivno povećanje brojnosti tamno obojenih jedara u sinaptičkim slojevima CA1 i 
mCA3/DG regiona, što je, na osnovu njihove veličine i pozicije, ukazivalo na prisustvo 
reaktivne glioze. Reaktivna glioza je proces koji je karakterstičan za patološka stanja nervnog 
sistema, pri čemu glijske ćelije prolaze kroz promene u regulaciji ekspresije gena, ali i 
metaboličko, biohemijsko i morfološko remodelovanje. Ove promene za rezultat imaju da 
reaktivne glijske ćelije dobijaju nove ili da potpuno/delimično gube one funkcije koje imaju u 
homeostatskim uslovima (Escartin et al., 2021). Jedna od prvih promena koja je odraz 
aktivacije astrocita i mikroglije je promena njihove morfologije. Na osnovu imunoreaktivnosti 
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(ir) na GFAP u kontrolnim hipokampusima ovarijektomisanih ženki utvrđeno je prisustvo 
sedam različitih morfo-funkcionalnih podtipova astrocita, što je u skladu sa postojećom 
literaturom (Kosaka and Hama, 1986; Kálmán and Hajós, 1989), te se može zaključiti da 
ovarijektomija ne utiče na gubitak ili pojavu novih podtipova astrocita. Detaljna morfološka 
analiza praćenjem seta morfometrijskih parametara koji procenjuju kompleksnost astrocita 
ukazala je na jasne razlike u morfološkoj složenosti između astrocita koji se nalaze u CA1 i 
distalnom CA3 regionu (dCA3) u odnosu na astrocite koji su prisutni u mCA3/DG. 
Hipokampus u užem smislu (hippocampus proper) i zubata vijuga (gyrus dentatus), iako 
funkcionalno povezane predstavljaju dve anatomske strukture, te se postojanje ovakve 
morfološke heterogenosti može staviti u kontekst postojanja region-specifičnih fizioloških 
funkcija koje ove ćelije obavljaju a što se reflektuje, delom, i kroz morfološku dihotomiju 
astrocita u ovim regionima (Zhang and Barres, 2010; Bayraktar et al., 2014). 

Shodno postojanju morfološke heterogenosti GFAP+ ćelija u subregionima kontrolnog 
hipokampusa, intoksikacija TMK dovela je i do aktivacije astrocita specifične za subregione, 
koja se pre svega ogleda u jasnim razlikama u morfologiji. Aktivacija astrocita je već drugog 
dana uočena u CA1 regionu i bila je pristuna i u trećoj nedelji nakon intoksikacije. Nakon 
drugog dana primećena je polarizacija nastavaka reaktivnih astrocita prema piramidnim 
neuronima CA1 sloja, koji su tako formirali front prema regionu gde je proces 
neurodegeneracije već počeo. U četvrtom danu uočava se prisustvo astrocita u piramidnom 
sloju CA1 regiona, što potvrđuje sposobnost ovih ćelija da okruže mesto aktivne 
neurodegeneracije, izoluju ga od zdravog tkiva, uklanjaju ćelijski debris i tako štite druge 
regione od sekundarnih povreda (Tasdemir-Yilmaz and Freeman, 2014; Liddelow and Barres, 
2017). Iako se domenska organizacija ne može sasvim pouzdano proceniti na osnovu GFAP-
ir (Oberheim et al., 2008), raspored reaktivnih astrocita nakon intoksikacije ukazuje da oni 
zadržavaju svoju domensku organizaciju i nastavljaju da u određenoj meri obavljaju funkcije 
koje doprinose zaštiti neoštećenih ćelija i održavanju zdravih sinapsi (Heller and Rusakov, 
2015; Kelly et al., 2018) . Detaljna morfometrijska analiza GFAP+ ćelija CA1 regiona pokazala 
je da je fraktalna dimenzija, glavna mera kompleksnosti ćelijske morfologije (Montague and 
Friedlander, 1989, 1991), povećana od drugog dana nakon intoksikacije TMK i da se te 
vrednosti zadržavaju tokom prve nedelje. Iako ovaj parametar nije promenjen u prvih sedam 
dana, gotovo svi drugi morfometrijski parametri ukazuju na to da je aktivacija astrocita nakon 
izlaganja TMK dinamičan proces, koji podrazumeva kontinuirano remodelovanje (Sun and 
Jakobs, 2012). Sumarno, na osnovu svih parametara, astrociti CA1 regiona pokazuju 
povećanje kompleksnosti od drugog dana nakon intoksikacije koje se zadržava kroz sve 
posmatrane tačke. Interesantno je da je broj sekundarnih grana GFAP+ ćelija CA1 regiona 
povećan već nakon drugog dana od intoksikacije kada nije primećena smrt neurona. Shodno 
tome, ovaj parametar bi mogao biti kandidat za morfološki alarmin, odnosno, promenu koja bi 
upućuvala na postojanje određenih patoloških dešavanja u tkivu (Yeh et al., 2011). Astrociti 
mCA3/DG regiona pokazali su drugačiji obrazac aktivacije. Inicijalni odgovor ovih astrocita, u 
drugom danu intoksikacije bio je kao i u CA1 regionu, klasična hipertrofija, praćena 
povećanjem površine i fraktalne dimenzije. Već od četvrtog dana uočava se postepen 
prelazak iz hipetrofije u morfološki stadijum koji se može opisati kao atrofija. U sedmom danu 
nakon intoksikacije gotovo svi astrociti u ovom regionu imaju krupna ćelijska tela značajno 
manje površine i manji broj primarnih i sekundarnih grana, što ukazuje na smanjenje ukupne 
morfološke složenosti (Olabarria et al., 2010; Yeh et al., 2011; Kulijewicz-Nawrot et al., 2012; 
Plata et al., 2018). Šolova analiza razgranatosti GFAP+ ćelija potvrdila je atrofiju primarnih i 
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sekundarnih grana što jasno ukazuje na smanjenje domena koje ovakva ćelija zauzima (Plata 
et al., 2018). Jedna od karakteristika ranih stadijuma epilepsije, AD i nekih psihijatriskih 
bolesti jeste prisustvo hipetrofiranih astrocita u CA regionima i atrofiranih astrocita u hilarnom 
regionu (Verkhratsky et al., 2014; Lee and MacLean, 2015; Rodríguez-Arellano et al., 2016). 
Smanjenje prostornog domena, odnosno površine koju atrofičan astrocit pokriva ukazuje na 
smanjenu funkcionalnu podršku neuronima, što utiče na električnu i sinaptičku aktivnost, kao i 
preživljavanje neurona (Rodríguez-Arellano et al., 2016; Plata et al., 2018). Stoga i atrofija 
astrocita može biti kontributivni faktor neurodegeneracije, jer je naročito izražena u mCA3/DG 
regionu. Kako je ovaj region mesto glavnih aferentnih ulaza iz entorinalne kore, koja je takođe 
meta delovanja TMK (Balaban et al., 1988), atrofija astrocita i potencijalno smanjeno 
preuzimanje adenozina u ove ćelije može biti uzročni faktor epileptičnih napada, a može 
doprineti kognitivnom deficitu koji je karakterističan za životinje izložene TMK (Trabucco et al., 
2009; Geloso et al., 2011).  

Osim morfometrijskih parametara, ne postoji pouzdani funkcionalni marker koji bi se 
mogao pripisati isključivo atrofičnim astrocitima (Rodríguez-Arellano et al., 2016). Stoga je u 
cilju ispitivanja daljih razlika, osim promena u morfologiji astrocita, ispitana ekspresija 
vimentina (VIM) i nestina (NEST), čija se ekspresija naročito povećava u patološkim stanjima 
(Andersson et al., 1994; Pekny and Nilsson, 2005; Gilyarov, 2008). Imunobojenje je pokazalo 
da su VIM+ ćelije ograničene na region mCA3/DG i prisutne samo u sedmom danu nakon 
intoksikacije, što je dodatni pokazatelj reaktivnog fenotipa astrocita i mesta aktivne 
neurodegeneracije (Pekny and Nilsson, 2005; Kelso et al., 2011). Za razliku od VIM+ ćelija, 
NEST+ ćelije su bile manje brojne i lokalizovane samo oko mesta lezija. Oba markera su 
kolokalizovala sa GFAP+ astrocitima, a poglavito sa onima sa atrofičnom morfologijom. S 
obzirom na to da se ova dva proteina često eksprimiraju na prekursorskim i proliferativnim 
ćelija, ispitan je funkcionalni marker astrocita Kir4.1, koji je negativno korelisan sa ćelijskom 
deobom (Gilyarov, 2008; Stewart et al., 2010). Kir4.1 se eksprimira na svim GFAP+ ćelijama, 
kao i na VIM+ i NEST+ ćelijama, a dominantna distribucija po granama i telu astrocita upućuje 
na to da ove ćelije nisu proliferativne, kao i da uspešno regulišu proteinsku ekspresiju te da 
morfološka atrofija astrocita u ovom regionu prethodi eventualnim funkcionalnim promenama 
(Cone, 1970; Higashimori and Sontheimer, 2007). Dosadašnja istraživanja definisala su 
određeni konsezus o tipovima promena astrocita u neuropatologijama koja se ogledaju u 
promeni broja reaktivnih astrocita, remodelovanju morfologije ili reaktivnoj astrogliozi (Plata et 
al., 2018). Specifična kombinacija ovih promena može biti svojstvena neuropatologiji ili 
karakterisati određeni stadijum u njenoj progresiji (Verkhratsky and Parpura, 2016). U 
stanjima koja se mogu okarakterisati kao blaže ili umerene povrede/patologije CNS, reaktivni 
astrociti najčešće imaju očuvanu domensku organizaciju, ne migriraju, pokazaju različit 
stepen hipertrofije i ne poseduju proliferativni potencijal (Rodríguez-Arellano et al., 2016; 
Verkhratsky and Parpura, 2016). Rezultati morfometrijske analize i drugih parametara 
upućuju na to da reaktivna astroglioza koja se razvija kao odgovor na neurodegeneraciju 
izazvanu TMK ima dihotomu prirodu u ranim fazama neurodegeneracije., Reaktivna glioza u 
CA1 regionu može se opisati kao umerena pri čemu astrociti iskazuju klasičnu hipertrofiju i 
zadržavaju domensku organizaciju. U mCA3/DG regionu uočeno je dinamično morfološko 
remodelovanje koje je vodilo ka atrofiji astrocita. Razlike u odgovoru astrocita ovih regiona, 
barem delom, verovatno potiču i od prvobitne razlike u njihovoh morfologiji koja se uočava u 
kontroli. Takođe, CA1 i mCA3/DG imaju različitu citoarhitekturu koja se ogleda u broju 
neurona, gustini sinapsi kao i aferentnih i eferentnih veza. Sve ove razlike doprinose 
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nastajanju specifičnog mikrookruženja, koje posredno može uticati i na morfologiju astrocita 
koji se u njima nalaze (Kosaka and Hama, 1986; Zhang and Barres, 2010). Selektivna 
osetljivost hipokampalnih regiona pokazana je u nekoliko neuropatologija koje uključuju 
epilepsiju slepoočnog režnja, ishemiju i AD (Morrison and Hof, 2002; Geddes et al., 2003; 
Ouyang et al., 2007; Lévesque and Avoli, 2013). Na osnovu obrasca neurodegeneracije koju 
izaziva TMK, kao i razlika koje su uočene u morfologiji astrocita, može se pretpostaviti da je 
primarno mesto delovanja toksina mCA3/DG region, dok CA1 region strada kao posledica 
sekundarnih efekata intoksikacije poput epileptičnih napada i ekscitotoksičnosti (Trabucco et 
al., 2009).  

Pored reaktivne astroglioze, u modelu neurodegeneracije izazane TMK prisutna je 
veoma izražena aktivacija ćelija mikroglije (Geloso et al., 2011). Aktivacija mikroglije kasni u 
odnosu na aktivaciju astrocita, pa se tako u drugom danu uočava tek poneka aktivirana 
mikroglija u svom početnom stupnju aktivacije, sa blago uvećanim ćelijskim telom i 
zadebljalim nastavcima (Haga et al., 2002). Već u četvrtom danu nakon intoksikacije 
primećen je značajan porast broja Iba1+ ćelija, usled migracije ili proliferacije rezidentnih ćelija 
(Little et al., 2002). Ove ćelije odlikuje dominanto žbunasta (engl. bushy) ili štapolika (engl. 
rod) morfologija. Najviše Iba1+ ćelija primećeno je u sinaptičkim slojevima, gde su 
preovladavale ćelije štapolikog oblika, naročito u stratum radiatum. Neke od ovih ćelija, samo 
u CA1 regionu, bile su postavljene u nizu, što se uočava u drugim patologijama  (engl. train 
formation). Ova pojava bila je uočljiva u četvrtom i naročito u sedmom danu nakon 
intoksikacije, da bi nakon tri nedelje dominantna forma bila okruglasta/ameboidna forma. 
Štapolika forma mikroglije je karakteristična za ranu fazu neurodegeneracije i obično je 
povezana sa neoštećenim neuronima i aksonima (Zabel and Kirsch, 2013; Au and Ma, 2017), 
što ukazuje na njenu protektivnu i reparativnu ulogu (Boche et al., 2013). Takođe, štapolika 
mikroglija može biti izvor novih ćelija ili se transformisati u ameboidnu mikrogliju (Tam and 
Ma, 2014). Tri nedelje nakon intoksikacije, gotovo čitav piramidni sloj CA1 i mCA3/DG 
regiona bio je prekriven ameboidnim Iba1+ ćelijama. Na osnovu dobijenih rezultata može se 
izvesti zaključak da se mikroglija aktivira sa zakašnjenjem u odnosu na reaktivne astrocite i 
da pretežno zauzima neuroprotektivni funkcionalni status, sličan M2 tipu . 

3. Neurodegeneracija izazvana trimetil-kalajem dovodi do promena aktivnosti i 

ekspresiji NTPDaze 1 i eN  

Kao posledica smrti neurona, u vanćelijsku sredinu se oslobađaju velike količine ATP 
koji deluje kao DAMP molekul i ostvaruje efekte posredstvom P2 receptora (Pietrowski et al., 
2021). Višak oslobođenih nukleotida iz spoljašnje sredine uklanjaju NTPDaze, koje hidrolizom 
ATP do ADP i ADP do AMP, stvaraju supstrat za eN, koja obavlja finalno razlaganje i 
oslobađa adenozin a koji svoje efekte ostvaruje preko P1 receptora (Borea et al., 2018). Iako 
za većinu ektonukleotidaza danas postoje antitela, mnoga od njih ne uspevaju da specifično 
prepoznaju sva mesta na kojima se ovi enzimi eksprimiraju i/ili pokazuju aktivnost (Langer et 
al., 2008). Stoga je jedna od pouzdanih tehnika koja omogućava da se utvrdi veza između 
prostorne distribucije i aktivnosti ovih enzima metoda enzimske histohemije (Langer et al., 
2008; Grković et al., 2019b). Metodom enzimske histohemije ispitan je obrazac aktivnosti 
ATPaze, ADPaze i AMPaze nakon intoksikacije TMK. Primenom ATP i ADP kao supstrata 
uočeno je jasno bojenje ćelija koje po svojoj morfologiji odgovaraju mikrogliji i potvrđuju 
dominantnu lokalizaciju NTPDaze1 na ovim ćelijama (Braun et al., 2000; Almolda et al., 
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2013). U prva četiri dana nakon intoksikacije, kroz čitav hipokampus uočeno je bojenje 
ćelijskih elemenata koje po svojoj morfologiji odgovaraju poziciji i obliku Iba1+ ćelija a 
dominanto u regionima aktivne neurodegeneracije. U kasnijim vremenskim tačkama, 
intenzivno bojenje uočeno je  na svim ćelijskim elementima koje po svojoj morfologiji 
odgovaraju Iba1+ ćelijama, nezavisno od njihove morfologije, što upućuje da je pojačana 
aktivnost NTPDaze1 nezavisna od morfologije ćelija. Za razliku od NTPDaze1, aktivnost eN 
uočena je tek od četvrtog dana, sporadično, intenzitet bojenja progresivno raste, i dostiže svoj 
maksimum tri nedelje nakon intoksikacije, jasno bojeći okruglaste ćelijske elemente koji su 
zašli u CA1 i mCA3/DG neuronski sloj. Razlika u lokalizaciji i aktivnosti NTPDaze 1 i eN može 
biti indikator adaptacije ovih ćelijskih elemenata na specifične uslove mikrosredine, kao i na 
različiti stepen neurodegeneracije u subregionima hipokampusa (Wollmer et al., 2001; Boche 
et al., 2013). Enzimska histohemija je, iako pouzdana i reproducibilna, kvalitativna metoda jer 
olovo-fosfat koji se akumulira na mestu hidrolitičke aktivnosti enzima nije direktno 
proporcionalan količini supstrata koju je enzim razložio (Wachstein and Meisel, 1957; Wagner 
et al., 1972). Stoga nije moguće izvući pouzdane zaključke o finim i diskretnim promenama u 
aktivnosti, kakve su uočene za aktivnost eN. U ovakvim situacijiama in vitro enzimski eseji 
takođe mogu prikriti smer promene aktivnosti, pogotovo ukoliko se eN gubi zajedno sa 
umiranjem sinapsi a pojavljuje na drugim ćelijskim elementima, što je slučaj u 
neurodegeneraciji izazvanoj TMK. Zato je u cilju pouzdane kvantifikacije enzimske 
histohemije primenjena teksturalna analiza kao napredna tehnika analize slike koja ima široku 
primenu u medicini i biologiji (Tixier et al., 2012; Kim et al., 2015; Tesic et al., 2017). Primena 
teksturalne analize omogućava kvantifikaciju i opisivanje određenih svojstava mikrografija, 
kao što su stepen homogenosti ili neuređenosti, koje nisu vidljive ljudskom oku, a 
istovremeno nudi mogućnost kvantifikacije tih parametara i njihovu statističku validaciju 
(Pantic et al., 2014). Parametri koje teksturalna analiza uzima u obzir dobijaju se primenom 
statistike drugog reda koja računa vrednosti osnovnih elemenata digitalne slike – piksela u 
digitalnim mikrografijama (Park et al., 2011). Aktivnost eN je prevashodno lokalizovana na 
sinapsama u kontrolnom hipokampusu, te je uočeno bojenje stratum oriens i stratum 
radiatum, dok se sloj piramidnih neurona ne boji (Grković et al., 2019b). Sedam dana nakon 
intoksikacije TMK dolazi do neznatnog slabljenja bojenja u neuropilu, dok piramidni sloj CA1 
regiona kao i mCA3/DG biva naseljen tamnim depozitima AMPazne aktivnosti. Ove depozicije 
bojenja smanjuju površinu neobojenog piramidnog regiona, te su parametri teksturalne 
analize ukazali da su ovi regioni kvantitativno više homogeni od onih u kontroli (Park et al., 
2011; Pantic et al., 2014; Tesic et al., 2017). Homogenost dalje ukazuje na to da je sličnost 
susdenih piksela na mikrografiji statistički značajno veća, odnosno da je došlo do pojačanog 
bojenja koje je sada uniformnije, što odgovara velikom broju okruglastih depozita koji se 
nalaze u CA1 i mCA3/DG regionu (Park et al., 2011; Tixier et al., 2012). Na osnovu primene 
teksturalne analize i vrednosti njenih parametara možemo zaključiti da je došlo do povećane 
aktivnosti eN, naročito u regionima aktivne neurodegeneracije. 

U cilju identifikacije bojenih depozita koji su uočeni na enzimskoj histohemiji, primenjena 
je metoda imunohistohemije. Imunohistohemijsko bojenje na NTPDazu 1 i eN potvrdilo je 
uočene promene na enzimskoj histohemiji. NTPDaza1 kolokalizovala je praktično sa svim 
Iba1+ ćelijama, dok je eN kolokalizovala isključivo sa Iba1+ ćelijama ameboidne morfologije, 
čiji broj je bio najveći u kasnoj fazi neurodegeneracije. Analiza genske ekspresije je pokazala 
statistički značajan porast aktivnosti NTPDaze 1 u prvoj i trećoj nedelji, dok je eN bila 
povećana tek nakon tri nedelje od davanja TMK. Na osnovu dobijenih rezultata može se 
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zaključiti da postoji porast aktivnosti NTPDaze 1 i eN, a da je porast NTPDaze 1 region- i 
ćelijski-nespecifični fenomen, dok je eN specifično lokalizovana na Iba1+ ćelijama okruglastog 
oblika. Povećana aktivnost NTPDaze1 i eN može predstavljati svojevrstan kompenzatorni 
mehanizam uklanjanja velike količine ATP koji se oslobađa iz oštećenih ćelija (Braun et al., 
2000; Burnstock, 2017). Takođe, povećana aktivnost NTPDaze 1 može sprečiti 
desenzitizaciju receptora, koja se dešava usled produženog izlaganja visokim 
koncentracijama ATP, što bi posledično zaustavilo i preteranu aktivaciju P2 receptora na 
mikroglijskim ćelijama (Di Virgilio et al., 2009). Sa druge strane, ekspresija eN na ameboidnim 
Iba1+ ćelijama verovatno doprinosi lokalnom povećanju koncentracije adenozina koji 
ostvaruje neuro- i imunomodulatorna svojstva (Di Virgilio et al., 2009; Illes et al., 2020), a čiji 
će ukupni efekat zavisiti od ekspresije P1 receptora (Nedeljkovic, 2019). Ova dva proteina 
osim svojih katalitičkih funkcija, ostvaruju i druge ne-enzimske uloge, kao adhezivni molekuli, 
regulišući adheziju i ćelijsku migraciju kroz interakciju sa različtim komponentama 
vanćelijskog matriksa (Wu et al., 2006). Stoga je moguće da specifična ekspresija 
NTPDaze1/eN na ameboidnoj mikrogliji pored katalitičke uloge ostvaruje i ulogu u migraciji te 
omogućava njeno ukotvljavanje na mestima aktivne neurodegeneracije, gde su ove ćelije i 
uočene.  

4. Neurodegeneracija izazvana trimetil-kalajem uzrokuje promene ekspresije P2 i 

P1 receptora  

ATP i adenozin svoje efekte ostvaruju delujući na različite purinske P2 i P1 receptore, 
čiji se repertoar značajno menja u patološkim stanjima (Pietrowski et al., 2021). Među 
ispitanim receptorima, P2X7R, P2Y1R, P2Y12R i svi P1 receptori, pokazuju bifazni odgovor 
nakon intoksikacije TMK, a to se ne uočava  kod P2X4, P2Y2, P2Y6. U drugom i četvrtom 
danu uočava se statistički značajan pad u genskoj ekspresiji, koji se potom u sedmom danu ili 
vraća na kontrolne vrednosti ili ih prevazilazi da bi tri nedelje nakon intoksikacije, nivoi iRNK 
gotovo svih receptora bili povišeni u odnosu na odgovarajuću kontrolu. Pretpostavlja se da je 
ovo prolazno smanjenje u prvim danima nakon intoksikacije posledica ćelijskog stresa usled 
delovanja toksina kao i povećanog nivoa kortikosterona koji su detektovani nakon TMK 
(Tsutsumi et al., 2002). S obzirom na to da se neurodegeneracija i smrt neurona uočavaju od 
četvrtog dana a intenzivno u prvoj i trećoj nedelji, povećana genska ekspresija P2X4, P2Y2 i 
P2Y6, koji su uključeni u regulaciju fagocitoze, ukazuju na to da se ovaj proces aktivno odvija 
već u ranoj fazi neurodegeneracije (Illes et al., 2020). Uočeno je i kašnjenje aktivacije 
mikroglije u odnosu na astrocite, koje postaje vidljivo tek oko četvrtog dana od intoksikacije. 
Migracija mikroglije, kao glavnih fagocitirajućih ćelija u CNS, i njena hemotaksija je regulisana 
purinskom signalizacijom posredstvom P2 receptora (Koizumi et al., 2007; Illes et al., 2020). 
Takođe i sama tranzicija iz migratorne u ameboidnu formu posredovana je aktivacijom 
različtih P2 receptora (Illes et al., 2020). Jedan od glavnih receptora uključenih u migraciju i 
hemotaksiju mikroglije je P2Y12 receptor, čija je relativna genska ekspresija povećana sedam 
dana nakon intoksikacije. S obzirom da je neurodegeneracija u ovoj vremenskoj tački 
izražena, verovatno je da oslobođeni ATP iz umirućih neurona deluje kao hemoatraktant i 
podstiče migraciju mikroglijskih ćelija na mesta povrede, što je i u saglasnosti sa enzimskom 
histohemijom i imunobojenjem (Illes et al., 2020). Uočeno povećanje genske ekspresije P2X4 

receptora takođe može ukazati na migratorna i sekretorna svojstva reaktivne mikroglije, a u 
interakciji sa P2Y12 receptorom učestvuje u regulisanju procesa hemotaksije (Illes et al., 
2020). Pored migratorne, jedna od glavnih funkcija reaktivne mikroglije je fagocitoza, te je 
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ispitana i ekspresija jednog od glavnih regulatora ovog procesa – P2Y6 receptora (Xu et al., 
2016). Uočeno je povećanje genske ekspresije P2Y6 receptora koje koincidira sa početkom 
umiranja/degeneracije neurona, kada se pored ATP oslobađa i UDP koji deluje na ovaj 
receptor i podstiče fagocitozu (Illes et al., 2020). Pored P2 receptora, i adenozinski receptori 
učestvuju u regulisanju pokretljivosti mikroglije, od kojih se posebno izdvaja A3 receptor 
(Ohsawa et al., 2012). Porast genske ekspresije ovog receptora nakon intoksikacije, a 
naročito koaktivacija P2Y12/A3 receptora aktivno doprinosi migraciji prema mestima aktivne 
neurodegeneracije (Haynes et al., 2006; Ohsawa et al., 2012). Primećen je i porast u genskoj 
ekspresiji P2X7 receptora, koji najverovatnije doprinosi aktivaciji i inflamatornom statusu 
glijskih ćelija u ranoj i kasnoj fazi neurodegeneracije izazvane TMK (Illes et al., 2020). Kako je 
većina odabranih P2 receptora prevashodno svojestvena mikroglijskim ćelijama, ispitana je i 
ekspresija glavnog P2 receptora astrocita, P2Y1, koji reguliše inflamacijski status kao i 
astrocit-astrocit signalizaciju putem jona Ca2+ (Kuboyama et al., 2011; Delekate et al., 2014). I 
u prvoj i u trećoj nedelji nakon intoksikacije uočeno je značajno povećanje genske ekspresije 
P2Y1 što dodatno potvrđuje rezultate o statusu reaktivnih astrocita. Na osnovu dobijenih 
rezultata, jasno se uočava vremenski-zavisna promena u genskoj ekspresiji purinskih 
receptora i to onih koji su uključeni u procese migracije, fagocitoze i regulacije 
imunomodulatornog i inflamatornog odgovora.  

5. Neurodegeneracija izazvana trimetil-kalajem uzrokuje inflamatornu aktivaciju 

glijskih ćelija 

U literaturi nema mnogo podataka o inflamatornom statusu nakon intoksikacije TMK kod 
Wistar pacova, ili su studije rađene u prvim danima od davanja toksina kada nije pronađeno 
povećanje ekspresije molekula inflamacije (Little et al., 2002) ili su rađene na drugim sojevima 
(Little et al., 2012). Ispitani pro- i antiinflamacijski faktori (TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS, IL-10, Arg-
1, C3, S100a10) pokazuju identičan trend u prva četiri dana kao i purinski receptori, 
smanjenje genske ekspresije (podaci nisu prikazani) koje je praćeno porastom prve nedelje 
nakon intoksikacije koji dostiže kontrolne vrednosti (IL-1β, IL-6, IL-10), ili ih prevazilazi (TNF-
α, iNOS, C3, S100a10), dok je genska ekspresija Arg-1 značajno niža. Tri nedelje nakon 
davanja TMK, genska ekspresija TNF-α i Arg-1 se vraća na kontrolne vrednosti, dok su svi 
ostali ispitani geni pokazali porast u odnosu na odgovarajuću kontrolu. Ćelije odgovorne 
zaoslobađanje inflamacijskih faktora identifikovane su imunofluorescentnim bojenjem i 
kolokalizacijom ispitivanih faktora inflamacije sa markerima astrocita i mikroglije. Na osnovu 
takve analize utvđeno je da samo GFAP+ ćelije eksprimiraju iNOS, C3, TNF-α, IL-1β i IL-10, 
NF-κB, naročito u kasnoj fazi neurodegeneracije. Ovaj rezultat zajedno sa rezultatima genske 
ekspresije jasno ukazuje da reatkivna astroglioza u modelu neurodegeneracije izazvane TMK 
poseduje složen i jedinstven molekulski potpis sa predominatno inflamacijskim fenotipom 
(Escartin et al., 2021). Astrociti su prve ćelije koje su reagovale na intoksikaciju in vivo 
promenom morfologije već posle dva dana, te je pretpostavljeno da TMK direktno ostvaruje 
efekat na ove ćelije (Dragić et al., 2021a). Jedna od in vitro studija ukazala je da TMK 
narušava Ca2+ signalizaciju astrocita, što je jedna od glavnih karakteristika koja se viđa i u 
drugim neurodegenerativnim poremećajima (Lim et al., 2014; Dragić et al., 2021a). Ovaj 
poremećaj je posledica aktivacije L-tipa voltažno-zavisnih kanala za Ca2+, čija je aktivna uloga 
u inicijaciji reaktivne astroglioze potvrđena u nekoliko različitih eksprimentalnih in vitro i in vivo 
modela (Cheli et al., 2016). Tretman astrocita u kulturi TMK u trajanju od 24h pokrenuo je 
inflamacijski odgovor na gotovo svim genima koji su ispitani u in vivo modelu i značajno 
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povećao parametre oksidativnog stresa, što zajedno ukazuje da TMK ima sposobnost da 
direktno utiče na astrocite i izazove nastanak inflamacijskog fenotipa. Ranija in vitro 
istraživanja takođe su ukazala da TMK može da aktivira astrocite, ali ne i ćelije mikroglije, već 
da se one mogu aktivirati samo u ko-kulturi sa astrocitima (Röhl and Sievers, 2005). Kako su 
astrocitni nastavci glavni činioci KMB, moguće je da TMK koji se postepeno prelazi iz krvi u 
parenhim mozga (Geloso et al., 2011), prvo aktivira astrocita što se manifestuje kao reaktivna 
glioza uočena u drugom danu, što ili prethodi ili se dešava istovremeno sa procesom 
neurodegeneracije.  

Sa druge strane, ćelije mikroglije nisu kolokalizovane ni sa jednim ispitivanim markerom 
inflamacije, ali su u ranoj fazi neurodegeneracije gotovo sve ćelije bile pozitivne na CD68 i 
Arg-1. Tri nedelje nakon davanja toksina, broj CD68+/Arg-1+/Iba1+ ćelija je opao i mogao se 
uočiti samo oko mesta aktivne neurodegeneracije. Povećana ekspresija NTDPaze 1 na 
reaktivnoj mikrogliji je pokazana i u drugim patologijama CNS poput eksperimentalnog 
autoimunskog encefalomijelitisa, gde je utvrđeno da je ova NTPDaza predominantno 
poveazana sa Arg-1+ i CD68+ Iba1 ćelijama (Jakovljevic et al., 2019). Povećana ekspresija i 
specifična lokalizacija eN na ameobidnoj mikrogliji koja je takođe asocirana sa Arg-1 i CD68 
tokom neurodegeneracije izazvane TMK ukazuju na mogućnost da ove ćelije vrše fagocitozu i 
da učestvuju u reparaciji tkiva (Xu et al., 2018), dok su astrociti glavni izvor faktora 
inflamacije.  

6. Neurodegeneracija izazvana trimetil-kalajem dovodi do ekspresije specifičnog 

repertoara purinskih receptora na glijskim ćelijama 

 Purinska signalizacija je bitan regulatorni sistem koji doprinosi normalnom 
funkcionisanju neurona i glijskih ćelija u uslovima homeostaze. Patološka stanja dovode do 
narušavanja purinskog signalnog sistema što za posledicu ima promenu repertoara purinskih 
receptora na glijskim ćelija koji je najčešće specifičan za patologiju ili stadijum u njenoj 
progresiji (Pietrowski et al., 2021). Na osnovu rezultata genske ekspresije i značaja za razvoj 
patoloških stanja, izabran je set purinskih receptora čija je lokalizacija ispitana (P2X7R, 
P2Y1R, P2Y12R, A1R, A2AR) u prvoj i trećoj nedelji nakon intoksikacije TMK (Lassmann et al., 
2007; Pietrowski et al., 2021). Ove dve vremenske tačke su izdvojene od ostalih na osnovu 
histološkog profila neurodegeneracije kao i na osnovu promena u genskoj ekspresiji. U prvoj 
nedelji od intoksikacije veliki broj neurona je bio P2X7R imunoreaktivan, dok je u trećoj nedelji 
ameboidna mikroglija pokazala imunoreaktivnost na P2X7R. S obzirom da je pokazano da 
P2X7R učestvuje u regulaciji fagocitoze, verovatno je da je u neurodegeneraciji izazvanoj 
TMK ameboidna mikroglija ima ulogu u procesu fagocitoze i uklanjanja ćelijskog debrisa 
(Campagno and Mitchell, 2021). Neophodni preduslov da se proces fagocitoze pokrene je da 
su ćelije mikroglije migrirale na mesto povrede. U ranim fazama neurodegeneracije Iba1+ 
ćelije pokazuju visok nivo ekspresije P2Y12R receptora, nezavisno od  morfologije, što 
upućuje na migratorno stanje, odnosno da se ove ćelije kreću prema mestu povrede (Haynes 
et al., 2006), verovatno prateći ATP/UTP signal koji se oslobađa iz umirućih neurona. Kako 
ova mikroglija eksprimira i NTPDazu 1 i eN, enzimski tandem koji efikasno razgrađuje ATP do 
adenozina, moguće je da ovaj specifični repertoar purinskih receptora i enzima predstavlja 
‘’imunološki prekidač’’ koji doprinosi stvaranju anti-inflamacijske mikrosredine (Antonioli et al., 
2013), uklanjajući visok nivo ATP na putu migracije.  
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Slika 5. Uloga purinskog signalnog sistema u modelu neurodegeneracije izazvane trimetil-
kalajem – pretpostavljeni mehanizam (opis u tekstu) 

 

Sa druge strane, proinflamacijski astrociti u regionima neurodegeneracije pokazuju 
povećanu ekspresiju P2Y1R receptora, kao i adenozinskih A1R i A2AR receptora. U fiziološkim 
uslovima u hipokampusu, adenozin ostvaruje svoje efekte prevashodno preko A1 receptora, 
koji je dominantno eksprimiran na neuronima, i moduliše važne procese poput učenja i 
pamćenja (Costenla et al., 2010). Nakon intoksikacije TMK, u obe vremenske tačke uočava 
se gubitak neuronskog A1R receptora, koji je verovatno uzrokovan gubitkom neurona, ali i 
njegovo eksprimiranje na reaktivnim astrocitima. Ovaj gubitak A1R receptora može dodatno 
da učini neurone podložnim sekundarnim efektima TMK kakvi su epileptični napadi, s obzirom 
da adenozin ispoljava neuroprotektivno i antikonvulzivno dejstvo (Glass et al., 1996). Takođe, 
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neurodegenerativne promene praćene neuroinflamacijom dovode do povećanja genske i 
proteinske ekspresije A2AR receptora u hipokampusu, a signalizacija posredovana ovim 
receptorom doprinosi daljem razvoju neuroinflamacije i kognitivnom deficitu (Hu et al., 2016) 
koje se viđaju i u neurodegeneraciji izazvanoj TMK (Geloso et al., 2011). Produžena 
stimulacija astrocitnog A1R receptora u njegovom sadejstvu sa A2AR receptorom mogu 
pojačati neurotoksičnost koja je posredovana A2AR receptorom u neurodegenerativnim 
bolestima (Stockwell et al., 2017). Pokazano je postojanje heteromernog kompleksa A1R-
A2AR receptora u neurodegenreracijama, za koje je utvrđeno da doprinose poremećaju 
homeostaze glutamata i time podstiču ekscitotoksičnost (Borroto-Escuela et al., 2018; Hou et 
al., 2020). S obzirom da se nakon intoksikacije TMK oslobađaju velike količine ATP koji se 
degraduje od strane Iba1+/NTPDaza1+/eN+ ćelija do adenozina, moguće je da ovako lokalno 
produkovani adenozin aktivira A1R i A2AR receptor na astrocitima čime doprinosi njihovom 
inflamatornom fenotipu (Popoli and Pepponi, 2012; Nedeljkovic, 2019; Paiva et al., 2019). Na 
kraju, pojačana ekspresija P2Y1R receptora na reaktivnim astrocitima dodatno potvrđuje 
njihov inflamacijski karakter s obzirom da je ovaj receptor uključen u regulaciju ekspresije 
različtih citokina/hemokina, kao i to da dovodi do narušene kalcijumske signalizacije u 
modelima neurodegenerativnih boleti (Delekate et al., 2014). Na osnovu dobijenih rezultata 
pretpostavljena je uloga purinske signalizacije u neurodegeneraciji izazvanoj TMK na slici 5. 
TMK dovodi do oštećenja neurona i utiče na aktivaciju astrocita. Neuroni koji umiru 
oslobađaju veće količine ATP koji deluje kao DAMP molekul. Mikroglija preko P2Y12R prati 
gradijent ATP i migrira ka mestima aktivne neurodegeneracija, razgrađujući na svom putu 
ATP posredstvom NTPDaze1/CD39. Akumulirani ATP i različiti faktori, uključujući i TMK 
deluju na astrocite koji zadobijaju inflamacijski fenotip. Ameboidna mikroglija pojačano 
eksprimira eN/CD73 čija aktivnost povećava lokalnu produkciju adenozina. Ovako nastali 
adenozin vezuje se za A2AR eksprimiran na astrocitima i dodatno doprinosi inflamaciji, što 
utiče na progresiju neurodegeneracije (Slika 5).  
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V ZAKLJUČCI 

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije, a na osnovu dobijenih 
rezultata izvedeni su sledeći zaključci:  

Jednokratna aplikacija TMK, u dozi od 8 mg/kg telesne težine izaziva : 

1. promene u ponašanju u vidu pojačane osetljivosti na dodir i zvuk, 
agresivnosti i sistemskog tremora koje počinju 2. dana od aplikacije toksina, 
dostižu vrhunac 4. dana, od kada dolazi do postepenog oporavka ponašanja; 
 

2. progresivnu ćelijsku smrt neurona u CA1 i mCA3/DG regionima 
hipokampusa, koja se uočava počev od 2. dana nakon intoksikacije;  

 
3. ranu dihotomu, prostorno-specifičnu morfološku transformaciju astrocita 

počev od 2. dana nakon intoksikacije, koja se ogleda se u hipetrofriji 
astrocita u CA1 regionu i atrofiji astrocita u mCA3/DG regionu;  

 

4. povećanje genske ekspresije P2Y1R, A2AR i A1R receptora i 
neuroinflamatornu aktivaciju astrocita, koji su glavni izvor proinflamacijskih 
medijatora C3, TNF-α, IL-1β i iNOS;  
 

5. vremenski-specifičnu odloženu aktivaciju mikroglije u zonama 
neurodegeneracije, koja ispoljava štapoliki i žbunasti oblik 4. dana nakon 
intoksikacije, i dominantno ameboidnu formu 21. dana nakon intoksikacije; 

  
6. transformaciju mirujuće mikroglije u pretežno neuroprotektivni tip, koji 

pokazuje povećanu ekspresiju NTPDaze 1 u svim mikroglijskim ćelijama 
hipokampusa, i ekspresiju eN samo u amebodnim ćelijama na mestu 
neurodegeneracije, kao i porast ekspresije purinoreceptora uključenih u 
hemotaksu (P2Y12R, P2X4R, A3R, A2AR) i fagocitoznu ulogu kod mikroglije 
(P2X7R, P2Y2R, P2Y6R);  

 

Uzevši u obzir sve rezultate i zaključke može se izvesti opšti zaključak: 

Neurodegeneracija hipokampusa izazvana trimetil-kalajem pokazuje specifičan 
vremenski i prostorni obrazac koji odgovara promenama opaženim u oboljenjima kod kojih je 
oštećen hipokampus kod ljudi, poput Alchajmerove bolesti i epilepsije. Predstavljeni model je 
veoma pogodan za izučavanje aktivacije glijskih ćelija kroz vreme i za razliku od drugih 
modela, glavni inflamacijski akteri u razvoju patologije su astrociti. Sa druge strane, 
utvrđivanje vremenskog profila ekspresije odabranih purinskih receptora i ektonukleotidaza 
pruža potku za rekonstrukciju događaja tokom patologije, kao i njihovog doprinosa inicijaciji i 
progresiji neurodegeneracije koja je izazvana ovim toksinom. Rezultati ove doktorske 
disertacije ukazuju na povećanje vanćelijske koncentracije ATP i adenozina koje su 
spregnute sa ekspresijom specifičnog repertoara komponenti purinske signalizacije na 
reaktivnim glijskim ćelijama. Pojava ovakvog repertoara receptora (P2X7R, A2AR, P2Y1R, 
A1R) i enzima karakterističnog za patologiju na glijskim ćelijama zajedno sa gubitkom 
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homeostatskih receptora na mikrogliji i neuronima (P2Y12R, A1R) ukazuje na učešće purinske 
signalizacije u ekscitotoksičnosti i inflamaciji, što barem delom, rezultuje progresijom 
neurodegeneracije.  
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