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Uloga i metabolizam bakra u hipokampusnoj sklerozi asociranoj sa
epilepsijom temporalnog reznja kod coveka

Sazetak

Epilepsija mezijalno-temporalnog reZznja (mTLE) asocirana sa hipokampusnom
sklerozom (HS) je najceSc¢i epilepticni sindrom. HS se ogleda u znacajnom gubitku neurona
hipokampusa. Budu¢i da je HS pra¢ena smanjenim nivoom bakra (Cu), cilj ove disertacije je
bio otkriti ulogu ovih promena u patogenezi HS kroz ispitivanje veze narusene koncentracije
Cu i gubitka neurona, kao i glavnih puteva unosa, transporta i iskoriS¢avanja Cu u
mitohondrijama u kontekstu energetskog metabolizma. Ispitivanja su izvrSena na humanim
uzorcima hipokampusa, a primenjene su analitiCke i metode bio-oslikavanja: laserska ablacija
uz induktivno spregnutu plazmu i masenu spektrometriju za oslikavanje metala, in situ
hibridizacija za ispitivanje ekspresije iRNK, histohemijske metode za pracenje neurodege-
neracije i ispitivanje tkivne ekspresije ciljnih proteina, kao i metoda imunoblota za ispitivanje
zastupljenosti proteina od interesa u tkivnim lizatima.

Rezultati izneseni u ovoj disertaciji pokazali su da kod humanih skleroti¢nih
hipokampusa postoje patoloSke promene u koncentraciji Cu koje koreliraju sa propadanjem
neurona. Nivo membranskog transportera za Cu, SLC31A1 je bio povecéan u izraZenoj sklerozi
a smanjen u ogranicenoj i lokalizovanoj sklerozi, u odnosu na kontrolno tkivo. Smanjeni nivoi
iRNK Saperona za transport i umetanje Cu u aktivna mesta enzimskog kompleksa citohom c
oksidaze (COX) kao i smanjena aktivnost COX u odnosu na kontrolne uzorke ukazuju na
promene u mitohondrijskom transportu Cu. Ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu
distribucije Cu, brojnosti piramidalnih neurona i aktivnosti COX u skleroti¢nim zonama.
Rezultati ove disertacije Cine korak napred u razumevanju patologije mTLE-HS i predstavljaju
osnov za unapredenje tretmana bolesti i istraZivanja na polju novih terapeutika ¢ija bi glavna
meta bila naruSena homeostaza Cu.

Klju¢ne reci: Hipokampusna skleroza/HS, epilepsija mezijalno-temporalnog reznja/mTLE,
metabolizam metala, bakar/Cu, transporteri bakra, SLC31A1/CTR1, citohrom c oksidaza/COX,
LA-ICP-MS, Saperon bakra COX11, Saperon bakra COX17

Naucna oblast: BioloSke nauke
UZa naucna oblast: Eksperimentalna neurobiologija

UDK broj:



The role and metabolism of copper in human hippocampal sclerosis
associated with temporal lobe epilepsy

Abstract

Mesial temporal lobe epilepsy (mTLE) associated with hippocampal sclerosis (HS) is
the single most prevalent epilepsy syndrome. HS is characterized by substantial loss of
hippocampal neurons. Regarding diminished copper (Cu) levels detected in HS, the aim of this
dissertation was to discover the role of these changes HS pathology by examining the
relationship between altered Cu level and neuronal loss, through the main roads of cellular Cu
intake and transport and its utilization in mitochondria, in the terms of energy metabolism.
Research has been conducted on human hippocampal samples, applying a battery of
techniques: laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry for elemental
imaging, in situ hybridization for mRNA expression analysis, histochemical methods for
investigation of protein expression in tissue and neurodegeneration evaluation, and
immunoblotting for examination of specific proteins in tissue homogenate.

Results presented herein implied the presence of pathological changes in Cu
concentrations in correlation with neuronal deterioration in the human sclerotic hippocampi.
The level of membrane Cu importer SLC31A1 was elevated in widespread sclerosis but
decreased in less extensive and localized one, compared to controls. Decreased levels of
cytochrome c¢ oxidase (COX) copper chaperones’ mRNA and reduced COX activity in
comparison to controls revealed altered mitochondrial Cu transport. Positive correlation was
established for Cu distribution, neuronal count and COX activity in sclerotic regions of the
hippocampi. Findings in this dissertation are a step forward towards better understanding
mTLE-HS pathology and represent a starting point for the improvement of the disease
treatment and development of novel noninvasive therapy approaches which would tackle the
impaired copper homeostasis.

Key words: Hippocampal sclerosis/HS, mesial temporal lobe epilepsy/mTLE, metals
metabolism, copper/Cu, copper transporters, SLC31A1/CTR1, cytochrome c oxidase/COX, LA-
ICP-MS, copper chaperone COX11, copper chaperone COX17

Scientific field: Biological science
Scientific subfield: Experimental neurobiology

UDC number:



Skracenice

A adenin
AA  akrilamid
AB  Alchajmerova bolest
AED lek protiv epilepsije, engl. antiepileptic drug
A] arbitrarne jedinice
ALV  alveus, lat. alveus
APS amonijum-persulfat
AR autoradiografija
ARIS  system za brzo unoSenje aerosola, engl. aerosol rapid introduction system
ATOX1 antioksidativni Saperon bakra 1
ATP  adenozin trifosfat, engl. adenosine triphosphate
ATP7A o ATPaza za transport bakra
ATP7B (3 ATPaza za transport bakra
bisAA  bisakrilamid
BPB bromfenol plavo, engl. bromophenol blue
BSA albumin iz seruma goveceta, engl. bovine serum albumin
C citozin
CA Amonov rog, engl. cornu Ammonis
CAT katalaza, engl. catalase
CBB Kumasi plavo, engl. Coomassie brilliant blue
CCD  engl. charge-coupled device
CCS Saperon bakra za superoksid dismutazu, engl. copper chaperone for superoxide dismutase
CK1ly kazein kinaza 1y, engl. casein kinase 1y
CLSM laserska skenirajuc¢a konfokalna mikroskopija, engl. confocal laser scanning microscopy
CNS  centralni nervni sistem
COA6 faktor sklapanja citohrom c oksidaze 6
COX citohrom c oksidaza
COX11 citohrom c oksidaza Saperon bakra COX11
COX17 citohrom c oksidaza Saperon bakra COX17
COX19 faktor sklapanja citohrom c oksidaze COX19
COX20 faktor sklapanja citohrom c oksidaze COX20
COX411 citohrom c oksidaza subjedinica 411
COX5A citohrom c oksidaza subjedinica 5A
COX5B citohrom c oksidaza subjedinica 5B
COX6A1 citohrom c oksidaza subjedinica 6A1
COX6B1 citohrom c oksidaza subjedinica 6B1
COX6C  citohrom c oksidaza subjedinica 6C
COX7A2 citohrom c oksidaza subjedinica 7A2
COX7B citohrom c oksidaza subjedinica 7B
COX7C citohrom c oksidaza subjedinica 7C
COX8A citohrom c oksidaza subjedinica 8A
CT kompjuterizovana tomografija, engl. computed tomography
CTR1 transporter bakra, engl. copper transporter 1
CuL  nepoznati ligand za transport bakra, engl. Cu ligand
CV  krezil ljubicasto, engl. cresyl violet
Cys cistein
cytc citohrom c, engl. cytochrome ¢
DAB 3,3’-diamino-benzidin
DEPC dietil-pirokarbonat, engl. diethyl pyrocarbonate
DMSO dimetil-sulfoksid
DMT1 dvovalentni metalni transporter 1
DNK dezoksiribonukleinska kiselina
dNMP  dezoksinukleozid monofosfat, engl. deoxynucleoside monophosphate
DNTT DNK nukleotidilegzotransferaza
DPX rastvor smola za ¢uvanje, engl. dibutylphthalate polystyrene xylene
DR Denhartov rastvor
DTT ditiotreitol
EDS spektroskopija disperzije energije, engl. energy-dispersive spectroscopy
EDTA etilendiamintetrasircetna kiselina, engl. ethylenediaminetetraacetic acid
EEG elektroencefalografija
EELS spektroskopija gubitka energije elektrona, engl. electron-energy loss spectroscopy
EM elektronska mikroskopija
engl. engleski
EPRI oslikavanje elektron paramagnetnom rezonancijom, engl. electron paramagnetic resonance imaging
EtOH etanol




fiziol.
FTIR

G
GABA
GAPDH
GD

gré.

GS

GSH
His
HRP
HS

IB

ICP

IgG
[HH
ILAE
IMP
iRNK
ISH
KPI

LA

lat.
MALDI
MB
MBO
MeOH
med.
Met
MRI
MS

MSI
MT
MT-CO1
MT-CO2
MT-CO3
mTLE
NADH
NADPH
NCBI
NDS
NDUFA4
NeuN
NFP
NMDA
OES
PAGE
PB

PBS
PET
PFA
PGN
PIXE
PoliA
POP
POPOP
PUZ
PVDF
RBFOX3
RIPA
RS

SAD
SCo1
SCO2
SDS
SEM

SG
SIMS

fiziologija

infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom, engl. Fourier transform infrared spectroscopy
guanin

y-aminobuterna kiselina, engl. y-aminobutyric acid

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
zubata vijuga, lat. gyrus dentatus

grcki

glutamin sintetaza

glutation

histidin

peroksidaza iz rena, engl. horseradish peroxidase

hipokampusna skleroza

imunoblot

induktivno spregnuta plazma, engl. inductively coupled plasma

immunoglobulin G

imunohistohemija

Medunarodna liga za borbu protiv epilepsije, engl. International League Against Epilepsy
intermembranski prostor

informaciona ribonukleinska kiselina

in situ hibridizacija

koktel proteaznih inhibitora

laserska ablacija

latinski

laserska desorpcija/jonizacija potpomognuta matricom, engl. matrix assisted laser desorption/ionisation
Menkesova bolest

multi-bakarne oksidaze

metanol

medicina

metionin

oslikavanje magnetnom rezonancijom, engl. magnetic resonance imaging

masena spektrometrija

oslikavanje masenom spektrometrijom, engl. mass spectrometry imaging
metalotionein

mitohondrijski kodirana citohrom c oksidaza subjedinica I

mitohondrijski kodirana citohrom c oksidaza subjedinica II

mitohondrijski kodirana citohrom c oksidaza subjedinica III

epilepsija mezijalnog dela temporalnog reznja, engl. mesial temporal lobe epilepsy
nikotinamid adenin dinukleotid (redukovani oblik)

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovani oblik), engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
Nacionalni centar za biotehnoloske informacije

normalni serum magarca, engl. normal donkey serum

engl. NDUFA4 mitochondrial complex associated

neuronski jedarni protein, engl. neuronal nuclear protein

natrijum-fosfatni pufer

N-metil-D-aspartat

opticka emisiona spektrometrija, engl. optical emission spectrometry

elektroforeza na poliakrilamidnom gelu, engl. polyacrylamide gel electrophoresis
Parkinsonova bolest

fosfatni fizioloSki rastvor, engl. phosphate-buffered saline

pozitron emisiona tomografija

paraformaldehid

potpuni gubitak neurona

emisija rendgenskih zraka indukovana cesticama, engl. particle-induced X-ray emission
poliadenilna kiselina

2,5-difeniloksazol

1,4-Bis-2-(5-feniloksazolil)-benzen

pufer za obradu uzorka

poliviniliden-fluorid

engl. RNA binding fox-1 homolog 3

radioimunoprecipitacioni esej, engl. radioimmunoprecipitation assay

Ramanova spektroskopija

Sjedinjene americke drzave

sinteza citohrom c oksidsaze 1

sinteza citohrom c oksidsaze 2

natrijum-dodecil-sulfat, engl. sodium dodecylsulphate

standardna greska, engl. standard error of the mean

granularni sloj, lat. stratum granulosum

masena spektrometrija sa sekundarnim jonima, engl. secondary ion mass spectrometry




SL  lakunarni sloj, lat. stratum lacunosum
SLC membranski transportni protein, engl. solute carrier
SLu svetli sloj, lat. stratum lucidum
SM  molekularni sloj, lat. stratum moleculare
SO orijens sloj, lat. stratum oriens
SOD1 superoksid dismutaza 1
SOD2  superoksid dismutaza 2
SP  piramidalni sloj, lat. stratum pyramidale
SR radijalni sloj, lat. stratum radiatum
SRL radijalni i lakunarni sloj, lat. stratum radiatum, lacunosum
SRM  super rezoluciona mikroskopija
SSC  slani natrijum-citratni pufer, engl. saline-sodium citrate buffer
SSDNA DNK iz sperme lososa, engl. salmon sperm deoxyribonucleic acid
STXM skenirajuca transmisiona mikroskopija rendgenskim zracima, engl. scanning transmission X-ray microscopy
SUB  subikulum, lat. subiculum
SXRF  sinhrotronska fluorescentna mikroskopija rendgenskim zracima, engl. synchrotron X-ray fluorescence microscopy
SXT tomografija slabim rendgenskim zracima, engl. soft X-ray tomography
SZ0 Svetska zdravstvena organizacija
T timin
TBP protein koji se vezuje za TATA sekvencu, engl. TATA-binding protein
TEMED tetrametil-etilen-diamin
TENS Tris-EDTA-NaCl-SDS pufer
TIF  format oznacenih slika, engl. tagged-image format
titr.  titracija
TLE epilepsija temporalnog reZnja, engl. temporal lobe epilepsy
TM transmembranski
TOF analizator sa vremenom preleta, engl. time-of-flight
TOFMS masena spektrometrija sa razdvajanjem na osnovu vremena preleta, engl. time-of-flight mass spectrometry
TRA analiza vremenskim razdvajanjem, engl. transient resolved analysis
Tris  tris(hidroksimetil)-aminometan
UVC ultraljubicasto c, engl. ultraviolet ¢
VB Vilsonova bolest
XANES apsorpciona rendgenska spektroskopija za detalje strukture, engl. X-ray absorption near edge spectroscopy
XAS apsorpciona spektroskopija rendgenskim zracima, engl. X-ray absorption spectroscopy
ZIP  engl. Zrt/IRT-like protein
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1.1. Epilepsije i epileptic¢ni napadi

Epilepsija je poremecaj CNS cije obeleZje predstavljaju ponovljeni epilepti¢ni napadi
koji nisu izazvani nekom neuroloSkom ili akutnom sistemskom povredom. U situacijama kada
nadrazljivost jednog ili viSe podru¢ja mozga prede odredeni prag postoji rizik od razvoja
epilepticnog napada (Bromfield i sar., 2006; Balestrini i sar., 2021). Epilepsije su jedan od
najcescih neuroloskih poremecaja od kojeg pati priblizno 50 miliona ljudi Sirom sveta, svih
uzrasta, medu kojima skoro 80% Zivi u nisko ili srednje razvijenim zemljama, prema
podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZ0) (World Health Organization, 2019). Svake
godine se u svetu dijagnostifikuje oko pet miliona novih slucajeva epilesije, sa incidencijom od
49/100.000 ljudi u visoko razvijenim zemljama i 139/100 000 ljudi u srednje i nisko
razvijenim zemljama (World Health Organization, 2019). U Srbiji nije sprovedeno
epidemiolosko ispitivanje epilepsije, pa prema nekim procenama prevalencija iznosi 0,5 - 1%
sa incidencijom od oko 70/100.000 stanovnika (Bascarevic¢, 2014).

Prema smernicama Medunarodne lige za borbu protiv epilepsije (ILAE)?! epilepsija je
danas jasno definisana sa kliniCckog aspekta kao bolest mozga koja se karakteriSe barem
jednim od sledecih uslova: 1) najmanje dva neprovocirana (ili refleksna) epilepticna napada
sa razmakom veéim od 24 sata; 2) jedan neprovocirani (ili refleksni) napad i verovatnoca
buduc¢ih napada slicna opStem riziku za ponavljanje napada nakon dva spontana napada
(najmanje 60%) tokom narednih 10 godina i 3) utvrdivanjem nekog od epilepti¢nih sindroma
(Fisher i sar., 2014). Rizik ponavljanja napada je diskutabilan. Nakon jednog neprovociranog
napada, rizik za naredni iznosi 40 - 52% u naredne Cetiri godine (Berg i Shinnar, 1991) dok je
nakon dva neprovocirana i nefebrilna napada taj rizik 60 - 90% (Hauser i sar., 1998). Ukoliko
usled postojanja odredenih stanja kao Sto su tumori, lezije, moZdani udar ili
elektroencefalografija (EEG) koja ukazuje na epileptogenu aktivnost, lekar ustanovi da nakon
jednog neprovociranog napada postoji visoka verovatnoca za sledeci, ta osoba ¢e dobiti
dijagnozu epilepsije (Fisher i sar., 2014). Na kraju, dijagnozu epilepsije ¢e dobiti i osobe kod
kojih se utvrdi postojanje nekog od epilepti¢nih sindroma, tj. posebnih entiteta sa jasnom
klinickom slikom koji se pouzdano utvrduju grupom klinickih i elektroklinickih karakteristika
kao Sto su uzrast na pocetku bolesti, karakteristican EEG nalaz, neurokognitivni zastoj i druge
pridruZene faktore (Cascino i sar., 2021). Neki od ovih sindroma su Vest sindrom, Dravet
sindrom, juvenilna miokloni¢na epilepsija, fotosenzitivna epilepsija potiljacnog reznja, i drugi
(Epilepsy syndromes, 2020).

Veoma je bitno razlikovati epilepsiju od epilepti¢cnog napada. Procenjeno je da do 10%
svetske populacije doZivi jedan epilepti¢ni napad u nekom periodu Zivota (World Health
Organization, 2019). ILAE definiSe epilepticni napad kao prolaznu pojavu klinickih
manifestacija, uzrokovanu nefizioloSkom, prekomernom i visoko sinhronizovanom aktivnos¢u
vece populacije neurona (Fisher i sar., 2005). Ovi napadi se dodatno razvrstavaju na osnovu
nacina i mesta odpocinjanja u tri opsta tipa: fokalni (napad odpocinje u specificnom ZariStu
(fokusu) u delu mozga), generalizovani (bilateralan pocetak napada, bez odredenog Zarista) i
napadi nepoznatog pocetka (Fisher i sar., 2017b).

Otkrivanje uzrocnika epilesije igra centralnu ulogu u uspostavljanju dijagnoze, proceni
rizika ponavljanja napada, tretmanu bolesnika i razvrstavanju epilepsija (Balestrini i sar.,
2021). Interesantno je da je uzrocnik nepoznat u oko pola ukupnih slucajeva epilepsije u svetu

1 Medunarodna liga za borbu protiv epilepsije (engl. The International League Against Epilepsy, ILAE) je jedan od
vodecih globalnih autoriteta u borbi protiv epilepsije i okuplja zdravstvene i nau¢ne radnike ¢iji je cilj stvaranje
drustva u kom ni jedan ljudski Zivot nece biti ogranicen epilepsijom. Osnovana je 1909. godine i strukturno je
organizovana u Sest svetskih regiona i broji preko 150 nacionalnih udruzenja u drzavama i drugim teritorijama,
ukljucujudi i Republiku Srbiju. https://www.ilae.org/about-ilae
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(World Health Organization, 2019). Kod druge polovine etiologija se moZe podeliti u sledec¢ih
Sest grupa, koje se nekada mogu preklapati, a medusobno se ne iskljucuju (Balestrini i sar.,
2021; Schefferisar., 2017):

strukturna (npr. hipokampusna skleroza, tumori, malformacije, vaskularne ozlede,
traumatske povrede mozga, neurodegeneracija);

geneticka (npr. mono- ili poligeneticko nasledivanje, mutacije u somatskim ¢elijama ili
gametima);

infektivna (npr. uzrokovana bakterijama, virusima, gljivicama ili parazitima);

metabolicka (npr. urodeni metabolicki poremecaji, poremecaj u transportu glukoze,
mitohondrijske patologije, napadi uslovljeni piridoksinom);

imunolo$ka (Rasmusenov encefalitis, autoantitela za razlicite proteine);
neurodegenerativna (Alchajmerova bolest, Daunov sindrom i dr.)

Imajuci prethodno navedeno u vidu, ILAE je predlozila okvir za razvrstavanje

epilepsija, aZuriran 2017. godine. Kreiran je tako da se pri postavljanju dijagnoze epilepsije
razvrstavaju na tri nivoa, u skladu sa raspolozivim informacijama i dostupnim Kklini¢kim
resursima (Schefferisar., 2017):

Prvi nivo - tip epilepticnog napada (fokalni, generalizovani i nepoznati (Fisher i sar.,
2017b)). Ovaj nivo moZe biti jedini nivo dijagnoze ukoliko nije moguce sprovesti
dodatna ispitivanja (npr. EEG2 ili MRI3).

Drugi nivo - tip epilepsije (fokalna, generalizovana, kombinovana i nepoznata)
podrazumeva da je pacijentu utvrdena epilepsija prema smernicama ILAE iz 2014.
godine (Fisher i sar., 2014). Na ovom nivou, epilepsija moZe ukljuciti razlicite tipove
napada i uvodi se nova kategorija - kombinovana fokalna i generalizovana epilepsija.
Razvrstavanje se bazira uglavnom na EEG nalazima i klinickoj slici.

Treci nivo - utvrdivanje epilepticnog sindroma - podrazumeva skup osobenosti koje se
zajedno javljaju kao Sto su odredeni tipovi napada, karakteristicni video-EEG i MRI
nalazi, uzrast pri prvoj pojavi napada i jasni pridruzeni poremecaji (npr. intelektualne i
psihijatrijske smetnje). Formalna klasifikacija epilepti¢nih sindroma za sada nije data
iako ih je dosta opisanih (Engel, 2006; Epilepsy syndromes, 2020).

1.1.1. Epilepsija temporalnog reznja

Temporalni (i.e. slepooCni) rezanj je jedan od Sest funkcionalno razliitih, ali povezanih

moZdanih reznjeva (slika 1.1) uz frontalni (i.e. Ceoni), parijetalni (i.e. temeni), okcipitalni (i.e.
potilja¢ni), insulu (i.e. ostrvo) i limbicki rezanj (Ili¢ i sar., 2010; Waxman, 2020). Temporalni
rezanj je odgovoran za obradu zvucnih nadraZaja, prepoznavanje objekata i lica, a preko
svojih dubljih struktura - hipokampusa i bademastih jedara - za ucenje, pamcenje i emocije
(Kandel i sar., 2021).

2 Elektroencefalografija, dijagnosticka metoda snimanja elektricne aktivnosti mozga, u neurologiji.
3 Oslikavanje magnetnom rezonancijom (engl. magnetic resonance imaging, MRI), dijagnosticka metoda u med.
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Slika 1.1. Lateralni prikaz mozga ¢oveka. Podela hemisfere prednjeg mozga na reznjeve. Vidljiva su cetiri
klasi¢na reznja dok su ispod njih smesteni atipi¢ni limbicki rezanj i insula. Preuzeto i prilagodeno iz Kandel i sar.,
2021.

Temporalni rezanj je oblast sa najve¢im epileptogenim potencijalom (Tatum, 2012). Sa
tim u vezi, vrsta epilepticnog sindroma koji se najcesc¢e srece kod odraslih osoba (~ 66%)
jeste epilepsija temporalnog reznja (engl. temporal lobe epilepsy, TLE) (Hauser i sar., 1996;
Wiebe, 2000; Tatum, 2012; Cendes i sar., 2014). TLE se odlikuje ponavljaju¢im fokalnim
epilepticnim napadima sa mestom pocetka u zoni mezijalnog dela temporalnog reznja
(mTLE), najceS¢e u hipokampusu i bademastim jedrima, a moguce i u susednim strukturama,
kao Sto su entorinalna, peririnalna i parahipokampusna kora (Noulhiane i sar., 2006; Baulac,
2015). TLE je dobro opisan, simptomatski, sekundarni epilepti¢ni poremecaj koji je povezan
sa lokalnim, strukturnim promenama, odnosno lezijama nervnog tkiva (Engel, 2001).
Anatomski i fizioloSki gledano, ove promene mogu biti benigni tumori (disembrioplasti¢ni
neuroepiteliom), angiomi, gliomi, poremeceni razvoj mozdane kore ili glioza kao posledica
meningitisa ili encefalitisa (Baulac, 2015). Cest histopatoloski fenomen koji se susrec¢e kod
pacijenata sa mTLE, jeste hipokampusna skleroza (HS), pa se takvi slucajevi klasifikuju kao
mTLE spregnuta sa HS (mTLE-HS) (Bliimcke i sar., 2013; Thom, 2014).

Prva linija lecenja svih epilepsija zapocCinje primenom antiepileptika (eng. antiepileptic
drug, AED#) bilo pojedinacno ili u kombinaciji od nekoliko, $to ima za cilj spre¢avanje napada
uz maksimalno izbegavanje toksi¢nosti lekova (Perucca i sar., 2018). Priblizno dve tre¢ine
pacijenata ¢e na ovaj nacin, samo farmakoloSkom terapijom, mo¢i da Zivi bez napada (Brodie i
sar., 2012). NajloSija prognoza ovakvog tretmana je kod pacijenata sa mTLE-HS (Tatum,
2012). Primeceno je da se kod njih samo 11% uspesno leCi standardnom terapijom, a svega
3% kada je pridruZena i druga patoloSka promena pored HS (Semabh i sar., 1998; Engel, 2001).
Dodatno, pojedini pacijenti koji su prvobitno uspesno reagovali na farmakolosku terapiju
mogu nakon nekoliko godina razviti otpornost (i.e. farmakorezistenciju) i neadekvatnu
reakciju na lekove (Nayak i Bandyopadhyay, 2021).

Ne moze se jednoznacno utvrditi da li je HS uzroc¢nik ili posledica epilepticnih napada
(Thom, 2009). Postoji nekoliko hipoteza koje mogu objasniti njihovu vezu a ukljucuju:

e geneticki poremecaj uzrokovan mutacijama (Meisler i sar., 2010);
e razvojni poremecaj neuronskih mreza (Stegen i sar., 2011);

e steCeni poremecaj: inicijalni dogadaj, latentni period epileptogeneze i stupanj
hroni¢nih napada (Scharfman, 2007).

4 Prva generacija lekova: benzodiazepini, valproi¢na kiselina, karbamazepin, fenitoin i drugi; Druga generacija
lekova: lamotrigin, levetiracetam, topiramat, okskarbazepin, pregabalin i dr. (Perucca i sar., 2018).
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1.1.2. Dijagnoza i leCenje mTLE-HS

Dijagnoza mTLE-HS se obi¢no uspostavi u Cetvrtoj deceniji Zivota kod pacijenta koji
pati od epilepsije, do kada je vrlo verovatno imao bezuspeSne pokuSaje lecenja pomocu
razli¢itih AED (Tatum, 2012; Landazuri, 2014). Takode, kod pacijenata sa TLE tipi¢na je i
pojava epilepti¢nih napada rano u Zivotu, pa tako tokom prvih Cetiri ili pet godina po rodenju
dolazi do pojave komplikovanih febrilnih konvulzija ili povreda mozga u vidu trauma ili
infekcija. Koincidencija navedenih trauma sa kriticnim periodom razvoja moZe da ima
znacajnu ulogu u nastanku oStecenja hipokampusa usled kojih ¢e se kasnije razviti mTLE-HS
(Engel, 2001).

Ipak, za sigurnu dijagnozu mTLE-HS neophodno je prepoznati konstalaciju znakova i
manifestacija baziranu na neuropsiholoskim testovima, MRI, video-EEG i drugim nalazima,
zajedno sa utvrdivanjem prisustva karakteristicnih klinickih simptoma i znakova
(semiologije®) epilepti¢nih napada (Cendes i sar., 2014). Dve osnovne mTLE semiologije su
abdominalni svesni fokalni napad (ranije nazivan aura® mucnina i nelagoda u predelu
stomaka koja se penje ka grlu) i automotorni napadi. Pored ova dva, znacajno su prisutni i
svesni fokalni napadi u vidu osecaja straha, olfaktornih? halucinacija, deza vi (fr. déja vu, vec
videno) i dr. (Querol Pascual, 2007, Landazuri, 2014; Fisher i sar., 2017a; Liiders i sar., 2019).
Iktalni® period automotornog napada (po tipu fokalni napad uz gubitak svesti) tipi¢no pocinje
motorickim zastojem i ,zurenjem u prazno“ Sto je praceno oroalimentarnim?®
automatizmimal® (npr. mljackanje i Zvakanje) i drugim pokretima bez jasne svrhe a zavrsava
se postiktalnom amnezijom, periodom zbunjenosti i mogu¢im reaktivnim automatizmima
(Engel, 2001). Retko se kod nekih pacijenata iktalno mogu javiti i generalizovani tonicko-
klonic¢ki napadi (Nayak i Bandyopadhyay, 2021).

Posto se utvrdi mTLE-HS koja je i farmakorezistentna, razmatra se drugaciji pristup u
lecenju. Resektivna hirirgija se ispostavila kao najefikasniji vid terapije epilepsije kod
farmakorezistentnih pacijenata (Bascarevi¢ i sar.,, 2011; Perucca i sar. 2018). Hirursko
uklanjanje ZariSta epilepsije najceS¢e podrazumeva amigdalo-hipokampektomiju sa ili bez
delimi¢ne lobektomije temporalnog reznja (Engel, 2001; Tatum, 2012; Baulac, 2015; Nayak i
Bandyopadhyay, 2021). PrehirurSkom procenom kroz seriju testova i ispitivanja se utvrduju
podobni kandidati za hirursko lecenje TLE, Sto su uglavnom pacijenti sa teSkim oblikom
farmakorezistentne TLE i sa jednostranom HS, kod kojih je uspesSnost pozitivnog ishoda, tj.
oslobadanja od epilepti¢nih napada 60-80% nakon intervencije (Cendes i sar., 2014).

Neurostimulacija elektricnom strujom ili magnetnim poljem je alternativa za
farmakorezistentne pacijente za koje resektivna hirurgija nije moguca opcija ili koji ne Zele
takav vid lecenja (Nayak i Bandyopadhyay, 2021). Ove vrste terapije u koje spadaju
stimulacija nerva vagusa, duboka stimulacija mozga i responsivna stimulacija kore uglavnom

5 Semiologija (gr¢. semeion, znak), nauka koja proucava ulogu i razvoj znakova; med. Disciplina koja izucava
simptome bolesti, simptomatologija.
6 Epilepti¢na aura je stari naziv za grupu senzacija koje pacijenti opisuju kao upozorenje koje najavljuje napad.
Zapravo, aura je svesni fokalni napad koji ILAE definiSe kao subjektivni iktalni fenomen koji kod datog pacijenta
moZe prethoditi uocljivom napadu (Fisher i sar., 2017a). Svesni fokalni napadi mogu biti auditorni, autonomni
(abdominalna aura, urinarna aura i dr.), gustatorni, olfaktorni, psihicki (deza vi (fr. déja vu, ve¢ videno),
ekstati¢na, seksualna, iluzivna, kognitivna aura i dr.), somatosenzorni, vestibularni i vizuelni (iktalno slepilo)
(Lidersisar., 2019).
7 Olfaktoran, koji se odnosi na ¢ulo mirisa.
8 [ktus (lat. ictus, udarac, ubod); med. Iznenadni napad bolesti; epilepti¢ni napad u uzem smislu. Period trajanja
napada naziva se iktalni period. Vreme izmedu dva napada naziva se interiktalni period. Period neposredno pre
napada naziva se preiktalni, a neposredno nakon - postiktalni.
9 Oroalimentaran, koji se odnosi na usta i digestivni sistem.
10 Automatizmi, fiziol. Skup nehotic¢nih, ponavljajuc¢ih pokreta bez ucesc¢a volje.
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umanjuju ucestalost napada, dok mali broj pacijenata (< 5%) postaje potpuno od njih
osloboden (Peruccai sar., 2018).

1.2. Hipokampusna skleroza u epilepsiji temporalnog
reznja

Hipokampusna skleroza (HS), tj. ,otvrdnjavanje“ tkiva hipokampusa je najucestalije
moZdano oSteenje temporalnog reznja kod pacijenata sa mTLE, a sam hipokampus
predstavlja najviSe proucavan deo mozga kako kod humane epilepsije tako i kod
eksperimentalnih modela (Bliimcke i sar., 2002; Thom, 2009; Malmgren i Thom, 2012;
Bliimcke i sar.,, 2013; Thom, 2014). HS je prvobitno bila uocena kao pojava u epilepsiji
pocetkom XIX veka, kada su neuropatolozi uspeli da opiSu specificne histoloSke obrasce post
mortem, ali je prvu detaljniju studiju dao nemacki neurolog Wilhelm Sommer (Vilhelm Zomer)

(Thom, 2014). Smatra se da je HS istovremeno i uzrocnik i posledica epilepti¢nih napada jer je
karakteriSe pogorSavanje stanja tokom vremena (Theodore i sar., 1999; Tatum, 2012).

1.2.1. Hipokampusna formacija

Hipokampus je zajednicki naziv za strukturu ,stare“ moZdane kore, koji anatomski
podrazumeva dve celine: pravi hipokampus (u uzem smislu) koji se naziva i Amonov rog (lat.
hippocampus proprius, i.e. cornu Ammonis, CA) i zubatu vijugu (lat. gyrus dentatus, GD).
Zajedno sa trecom strukturom, subikulumom (lat. subiculum, SUB), formiraju hipokampusnu
formaciju (Tatum, 2012, Duvernoy i sar.,, 2013). Na koronalnom preseku hipokampusne
formacije, uocava se njegova slojevita i heterogena grada (slika 1.2).
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Slika 1.2. Shematski prikaz slojevite strukture hipokampusa (A) i MRI snimak (B) na koronalnom
preseku. Amonov rog: 1, alveus; 2, stratum oriens; 3, stratum pyramidale; 3’, stratum lucidum; 4, stratum
radiatum; 5, stratum lacunosum; 6, stratum moleculare; 7, rudimentarna hipokampusna brazda; 7’, zaostala
Supljina; CA1-CA4, polja 1-4 Amonovog roga. Zubata vijuga: 8, stratum moleculare; 9, stratum granulosum; 10,
polimorfni sloj. Okolne strukture: 11, fimbria; 12, rub zubate vijuge; 13, fimbriodentatna brazda; 14, povrsinska
hipokampusna brazda; 15, subiculum; 16, horoidni pleksus; 17, rep repatog jedra; 18, temporalni (donji) rog
boc¢ne komore. Preuzeto i prilagodeno iz Duvernoy i sar., 2013.

CA region hipokampusa se moZe razdeliti na Sest slojeva krenuvsi od Supljine bo¢ne
komore (Slike 1.2 i 1.3) i to su prema Duvernoy i sar.:

e alveus (lat. alveus, ALV) - aksonski sloj koji predstavlja i zid bo¢ne komore, sadrzi
vlakna piramidalnih neurona hipokampusa i subikuluma (slika 1.3) i predstavlja
eferentni put ovih struktura koji odlazi kroz fimbriju u forniks.

e orijens sloj (lat. stratum oriens, SO) - slabo anatomski definisan sloj koji sadrZi retke
korpaste neurone i ispresecan je aksonima piramidalnih neurona na putu do alveusa
(slika 1.3).



e piramidalni sloj (lat. stratum pyramidale, SP) - sloj tela piramidalnih neurona, glavnih
neuronskih celija CA. Ovi neuroni su tipi¢no tetraedarnog oblika sa osnovom
okrenutom ka alveusu a vrhom ka rudimentarnoj hipokampusnoj brazdi (slika 1.3), ali
postoje regionalne varijacije kroz CA polja 1-4. Aksoni koji kre¢u od osnove prolaze do
alveusa ali se pojedini i granaju u tzv. Saferove Kolaterale, koji zaokreéu unazad do
radijalnog sloja i ostvaruju sinapse sa drugim piramidalnim neuronima. Pored aksona,
iz uglova osnove tela neurona polaze i bazalni dendriti od kojih se neki granaju u SO. Sa
vrha piramidalnog neurona polazi izrazito dugacak vrsni (apikalni) dendrit koji prolazi
cak do molekularnog sloja. Tela ovih neurona su okruZena gustom razgranatom
mrezom nastavaka korpastih neurona iz SO (slika 1.3). Pored piramidalnih, u ovom
sloju se u manjem broju nalaze i stelatni neuroni i korpasti interneuroni.

e radijalni sloj (lat. stratum radiatum, SR) - sloj koji se uglavnom sastoji od apikalnih
dendrita piramidalnih neurona (slika 1.3) rasporedenih paralelno Sto ovom sloju daje
trakast ili prugast izgled. Uz ove dendrite se nalaze i Saferove kolaterale aksona
piramidalnih neurona, vlakna iz septalnih jedara i komisuralna vlakna.

e lakunarni sloj (lat. stratum lacunosum, SL) - sloj koji uglavnom sadrZi brojne aksonske
snopove paralelne povrSini CA, poreklom uglavnhom od perforantnih vlakana i
Saferovih kolaterala.

e molekularni sloj (lat. stratum moleculare, SM) - zavrsni sloj CA koji prakti¢no €ini zid
rudimentarne hipokampusne brazde, a zbog delimi¢nog nestanka ove brazde u toku
razvica, naleZe na molekularni sloj zubate vijuge. Sadrzi retke interneurone i krajeve
apikalnih dendrita piramidalnih neurona (slika 1.3).

s. oriens

s, pyramidale

S lucidum  —— ] ————————eee
9
s. radiatum /
10
________________ — _ _ __at_ _ __
s. lacunosum — 12

s. moleculare

hipokampusna brazda

Slika 1.3. Shematski prikaz slojeva CA i rasporeda celijskih tela, nastavaka i sinapsi. s, sloj (lat. stratum); 1,
akson piramidalnog neurona; 2, 10 i 11, Saferove kolaterale; 3, korpasti neuron; 4 i 4’, bazalni dendriti; 5, telo
piramidalnog neurona; 6, apikalni dendrit; 7, sinapse bazalnih dendrita sa drugim piramidalnim neuronima, i
septalnim i komisuralnim vlaknima; 8, mahovinasta vlakna (samo u CA3 i CA4); 9, septalna i komisuralna vlakna;
12, perforantni put. Preuzeto i prilagodeno iz Duvernoy i sar., 2013.
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Zbog regionalnih varijacija u izgledu piramidalnih neurona, CA na poprectnom preseku

ima heterogenu gradu, zbog ¢ega su opisana Cetiri razli¢ita polja, od CA1 do CA4 (Lorente de
No, 1934) ¢ije granice nisu oStro definisane (slika 1.2). Duvernoj i sar. objedinjuju podatke iz
dostupne literature i daju pregled glavnih osobina ovih polja (Duvernoy i sar., 2013):

CA1 polje se nadovezuje na SUB i ovde su piramidalni neuroni manje gustine, tipicno
tetraedarnog oblika, trouglasti na poprecnom preseku i nesto sitniji od ostalih.

CAZ2 polje je sastavljeno od vecih, jajastijih, zbijenih neuronskih tela, Sto mu daje uzak i
gus(i izgled u odnosu na CA1.

CA3 polje predstavlja prevoj CA koji ulazi u Zljeb zubate vijuge a neuronska tela su
slicna onima u CA2 ali manje gusto rasporedena. Tipi¢na odlika ovog polja je prisustvo
finih, nemijelizovanih aksona granularnih neurona zubate vijuge, tzv. mahovinastih
vlakana, koja se nalaze zgusnuta uz neuronska tela piramidalnih neurona ali i uz
radijalni sloj ispod njih, stvaraju¢i na taj nac¢in dodatni sloj samo u CA3 - svetli sloj (lat.
stratum lucidum, SLu) (slike 1.21 1.3).

CA4 polje je deo CA obuhvacen zZljebom zubate vijuge, sa velikim, okruglastim,
malobrojnim i retko rasporedenim neuronskim telima medu isprepletanim, velikim
vlaknima (Duvernoy i sar., 2013).

Hipokampusna zubata vijuga je tanka, uzduZ povijena i dorzalno ispupcena ploca koja

obavija CA4 polje Amonovog roga i moZe se takode podeliti u slojeve, i to tri (slike 1.2 i 1.4),
krenuvsi od rudimentarne hipokapusne brazde na (Duvernoy i sar., 2013):

molekularni sloj (lat. gyrus dentatus stratum moleculare, GDSM) - sloj koji je Sirok i ¢ini
drugi zid rudimentarne hipokampusne brazde i koji sadrzi uglavnom dendrite
granularnih neurona, nervna vlakna i retke interneurone. Funkcionalno, dvotrec¢inski
deo GDSM uz ovu brazdu prima vlakna perforantnog puta kao i SM u CA, dok preostala
unutrasnja tre¢ina koja je u kontaktu sa granularnim neuronima prihvata komisuralna
i septalna vlakna (slika 1.4).

granularni sloj (lat. gyrus dentatus stratum granulosum, GDSG) - prominentni sloj GD
sa sitnim i okruglastim telima granularnih neurona koji su izuzetno zbijeni, Sto ovaj
sloj jasno odvaja od okolnih. Orjentisani su tako da im aksoni (tanka, nemijelizovana,
mahovinasta vlakna) presecaju polimorfni sloj i odlaze ka CA4 i CA3 poljima
Amonovog roga.

polimorfni sloj (lat. stratum plexiforme) - ujedinjuje granularni sloj GD sa poljem CA4 i
kroz njega prolaze mahovinasta vlakna tj. aksoni granularnih neurona. Sadrzi i retke
interneurone.



hipokampusna brazda

s. moleculare 2/3

s. granulosum

polimorfni sloj

Slika 1.4. Shematski prikaz slojeva GD i rasporeda celijskih tela, nastavaka i sinapsi. s, sloj (lat. stratum); 1,
apikalni dendrit; 2, telo granularnog neurona; 3, akson (mahovinasto vlakno); 4, perforantni put; 5, komisuralna
vlakna; 6, septalna vlakna. Preuzeto i prilagodeno iz Duvernoy i sar., 2013.

Trecéa struktura hipokapusne formacije, funkcionalno i anatomski tesno povezana sa
CA, koja se nalazi u njegovom produZetku, je subikulum, za ¢iju se granicu smatra kraj
radijalnog sloja CA (Lorente de No, 1934). Subikulum takode kao glavni tip Celija sadrZi
piramidalne neurone slicne kao u CA1l, a anatomski ¢ini deo parahipokampusne vijuge
(Duvernoy i sar., 2013).

Glavni ekscitatorni ulazni put u hipokampus, koji se naziva i viSesinapticki
unutarhipokampusni put, proteZe se od drugog sloja entorinalne kore do granularnih neurona
GD, zatim mahovinastim vlaknima do CA4 i CA3 piramidalnih neurona i konac¢no, njihovim
Saferovim kolateralama do CA1l i SUB neurona; glavni izlazni put iz hipokampusa od
piramidalnih neurona prolazi kroz alveus (Malmgren i Thom, 2012).

1.2.2. Podtipovi hipokampusne skleroze

Glavne odlike HS su selektivno, masovno propadanje piramidalnih neurona po
karakteristicnom Sablonu CA polja i reaktivna glioza, dok sporedni neuropatoloski nalazi
ukljucuju i rasipanje i propadanje granularnih neurona u GD i bujanje mahovinastih vlakana
(Malmgren i Thom, 2012). Uzrok hipokampusne skleroze cesto moZe biti u sloZenom

uzajamnom dejstvu genetic¢kih predispozicija i sredinskih ¢inilaca u vidu povreda i trauma
(Walker, 2015).

Tokom poslednjih decenija nastojalo se da se ustanove i razvrstaju jasni podtipovi HS
na osnovu raspodele i intenziteta glioze i propadanja neurona (Thom, 2014). To je bio sloZen
zadatak najviSe zbog razli¢itih uzro¢nika HS kao i razlic¢itih Cinilaca koji uti¢u na stepen HS,
kao Sto su trajanje epilepsije, uzrast na pocetku bolesti, prisustvo febrilnih konvulzija i drugih
prethodnih patologija (Bliimcke i sar., 2013). Imajuci ove Cinjenice u vidu, ILAE je ustanovila
klasifikaciju tipova HS utemeljenu na prethodnim pokuSajima i kvalitativnim histopatoloSkim
procenama koje se mogu izvrsiti u vecini klinickih ustanova (Thom, 2014).

Od strane ILAE, na osnovu hematoksilinskog bojenja i imunohistohemijskog
obeleZavanja karakteristicnog neuronskog proteina RBFOX3 (engl. RNA binding fox-1 homolog
3), prethodno oznacavanog kao neuronski jedarni protein (NeuN, engl. neuronal nuclear
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protein), stepena odumiranja neurona, pogodenih CA polja i obrasca i stepena glioze,
predloZena je klasifikacija hipokampusne skleroze u Cetiri tipicne grupe, opisane u nastavku
(slika 1.5; Bliimcke i sar., 2013).

Hipokampusna skleroza tip I (HS1), ranije razvrstavana prema stepenu gubitka
neurona u dva tipa (klasi¢na i totalna skleroza) je nalaz prisutan u 60 - 80% hirurskih
uzoraka (Thom, 2014). Ovaj tip HS odlikuje znaCajno odumiranje piramidalnih neurona u
svim CA poljima, od kojih je najprimetnije u CA1 sa preko 80% gubitka neurona i CA4 sa 40 -
90% gubitka (slika 1.5A) (Bliimcke i sar., 2013). Ostala polja su takode pogodena ali u
razlicitoj meri: CA3 sa 30 - 90% gubitka neurona a CA2 sa 30 - 50% gubitka. Za zubatu vijugu
je tipi¢no rasipanje (i.e. disperzija) granularnih neurona gde se gubi 50 - 60% ovih ¢elija.
Glioza je prisutna samo u CA1 ili CA1 i CA4 poljima (Bliimcke i sar., 2013). HS1 je tip HS
najceSce povezivan sa febrilnim konvulzijama (50 - 76%), kao i sa najboljim postoperativnim
ishodom (stopa prestanka napada 70 - 85% tokom dve godine i 50% tokom 10 godina)
(Thom, 2014).

Hipokampusna skleroza tip II (HS2) predstavlja neuobicajen Sablon skleroze, pronaden
u 5 - 10% hirurskih uzoraka a naziva se jo$ i ,gubitak neurona i glioza predominantno u CA1
polju“ (Thom, 2014). U ovom tipu HS propada do 80% piramidalnih neurona CA1 polja (slika
1.5B), dok se ostala CA polja karakteriSu malim gubitkom ovih ¢elija koji je tesko uocljiv
rutinskim kvalitativnim mikroskopskim ispitivanjem (gubitak < 20% neurona u CA2 kao i u
CA3, i < 25% u CA4) (Blumcke i sar., 2013). MoZe biti prisutno i rasipanje granularnih
neurona zubate vijuge ali uglavnom bez dramati¢nog gubitka ¢elija. HS2 u nekim slucajevima
ima slabiji postoperativni uspeh u oslobadanju od napada nego HS1 i moZe se javljati kod
pacijenata sa poCetkom epilepsije u starijem uzrastu (Thom, 2014).

Hipokampusna skleroza tip III (HS3) je takode redak, atipican obrazac skleroze, koji je
uocen u svega 3 - 7% svih mTLE hirurskih intervencija, a naziva se jo$ i ,gubitak neurona i
glioza CA4 polja“ (Thom, 2014). Najveci gubitak primarnih neurona je ogranicen na CA4 (~
50%) i zubatu vijugu (~ 35%) (slika 1.5C). Ostala CA polja odlikuje neSto manji gubitak
piramidalnih neurona (CA1 < 20%, CA2 < 25% i CA3 < 30%) (Bliimcke i sar., 2013). HS3 je
obrazac koji se u odredenom broju slucajeva javlja u dualnoj patologiji (npr. sa tumorima),
kod pacijenata sa pocetkom epilepsije u starijem uzrastu, i moZe imati loSiji postoperativni
ishod u oslobadanju od napada (Thom, 2014).

Cetvrti tip oznacen je kao hipokampusna glioza bez skleroze (Thom, 2014). Iako
elektrofizioloSka ispitivanja potvrduju nastanak epilepticnih napada u mezijalnom delu
temporalnog reZnja, oko 20% pacijenata ima histopatoloSke nalaze bez znacajnog gubitka
piramidalnih neurona hipokampusa, tj. bez HS (slika 1.5D) (Bliimcke i sar., 2013). Kod ovih
slucajeva moze se uociti, u manjoj ili ve¢oj meri, samo reaktivna glioza CA4 polja u zoni uz
granularne neurone GD. Ovaj nalaz je znacajan sa naucne strane zbog sve viSe saznanja o
bitnoj ulozi glije u modulaciji i nastajanju epilepti¢nih napada (Bliimcke i sar., 2013; Devinsky
isar., 2013).

11



Slika 1.5. ILAE histopatoloski tipovi hipokampusne skleroze mTLE pacijenata. Mikrografije dvojnog bojenja
koronalnih preseka hipokampusa hematoksilinom (plavo) i imunohistohemijskog bojenja NeuN (braon)
(prisutna glioza je pokazana imunohistohemijskim bojenjem GFAP ali nije prikazana na ovim presecima). (A)
Hipokampusna skleroza tip I. IzraZen gubitak piramidalnih neurona u poljima CA1 i CA4, neSto manje i
varijabilno u CA2 i CA3. Postoji jasan prelaz ka ofuvanim neuronima Sub. Zubata vijuga takode trpi znacajan
gubitak granularnih neurona posebno u unutrasnjem rukavcu (strelica). (B) Hipokampusna skleroza tip II.
Predominantno propadanje neurona i glioza u CA1 u odnosu na ostala CA polja. (C) Hipokampusna skleroza tip
III. Predominantan gubitak neurona CA4 polja i glioza. (D) Hipokampusna glioza bez skleroze. Razmera od 1 mm
na slici A odnosi se i na ostale slike. Sub, subiculum; GD, zubata vijuga. Preuzeto i prilagodeno iz Bliimcke i sar.,
2013.
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1.3. Mozak i metali

Postoji oko 20 hemijskih elemenata, metala i nemetala, koji su danas obeleZeni kao
osnovni (ie. esencijalni) elementi za Zive sisteme, iako se i dalje raspravlja o tome koji bi
trebalo da se smatraju otrovnim, korisnim ili neophodnim, narocito za ljude (Zoroddu i sar.,
2019). Znacaj metala u humanoj ishrani opisan je jos 1973. u izvesStaju grupe strucnjaka SZO
(WHO Expert committee on trace elements in human nutrition i World health organization,
1973). Strukturno i funkcionalno, metali su od osnovnog znacaja za opstanak Zivih sistema Sto
se zapaZa kroz njihove mnogobrojne biohemijske uloge u klju¢nim fizioloSkim procesima:
stabilizaciji konformacija makromolekula, prenosu signala kroz celiju, radu aktivnog mesta
enzima, energetskom metabolizmu, redoks procesima, prenosu akcionih potencijala,
kontrakciji miSica, transportu kiseonika i mnogim drugim (Crichton i Ward, 2013; Barnham i
Bush, 2014). Grupa metala koji se smatraju esencijalnim za ljude su alkalni i zemnoalkalni
metali natrijum, kalijum, magnezijum i kalcijum, i prelazni metali mangan, gvoZde, kobalt,
bakar, cink i molibden, dok se za vanadijum, nikl i kalaj to pretpostavlja ali nije utvrdeno
(Zoroddu i sar., 2019). Metali se u Celijama nalaze u svojoj jonskoj formi i razli¢itim
oksidacionim stanjima (Bleackley i MacGillivray, 2011).

Mozak je veliki repozitorijum metala ¢iji svaki deo ima jedinstvenu koli¢inu i metalni
sastav (slika 1.6) Sto je u tesnoj vezi sa lokalnim metabolickim potrebama i ostvarivanjem
biolosSke uloge metaloproteina koji koriste te metale (Popescu i Nichol, 2011). Tako su, na
primer, regioni mozga odgovorni za motoricku aktivnost bogati gvoZzdem. Hipokampus i
zubata vijuga su strukture bogate cinkom, zbog prisustva glucinkergickih neurona
(Grochowski i sar., 2019). Hipokampus je, takode, uz crnu masu i locus caeruleus region sa
otkrivenim visokim koncentracijama bakra (Becker i sar., 2007; Davies i sar., 2013). Regioni
medumozga, malog mozga ali i drugi, posebno su bogati manganom zbog njegovog ucesSc¢a u
radu mnogih enzima i regulaciji metaboli¢kih puteva (Martinez-Finley i sar., 2013).

Prednji mozak
hippocampus @
AN nuclei basales @

\ corpus amygdaloideum
/ )\ globus pallidus ®®

J f'\, nucleus caudatus @
A

| putamen@@®

Srednji mozak®
nucleus ruber
substantia nigra@

Mali mozak®®@

nucleus dentatus @ @@

MozZdani most
locus caeruleus @

Slika 1.6. Opsta shema delova mozga i raspodele cinka, gvoZda, mangana i bakra. [staknuti su regioni koji
su posebno bogati datim elementima u fizioloSkim uslovima. glandula pinealis, pinealna Zzlezda (epifiza,
Sisarcica); hypothalamus, hipotalamus; nucleus subthalamicus, suptalamicko jedro, nucleus ruber, crveno jedro;
substantia nigra, crna masa; locus caeruleus, modra mrlja; hippocampus, hipokampus; nuclei basales, bazalne
ganglije; corpus amygdaloideum, bademasto telo (amigdala); globus pallidus, bledo jedro; nucleus caudatus,
repato jedro; putamen, ljuska; nucleus dentatus, zubato jedro. Preuzeto i prilagodeno iz Wandt i sar., 2021.
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Opisana ali joS nedovoljno razjasnjena uloga ovih elemenata u hemiji mozga i nervnog
tkiva je tematika znaCajna u mnogim oblastima neurobiologije, narocito u fiziologiji i
patologiji neuroloskih i neurodegenerativnih oboljenja i starenju (Que i sar., 2008; Crichton i
Ward, 2013). Zbog posebnog znacaja nekih od ovih metala u ostvarivanju bioloskih funkcija
nervnog sistema razvijena je posebna naucna disciplina, metaloneurohemija (Burdette i
Lippard, 2003; Crichton i Ward, 2013).

1.3.1. Gvozde

Najzastupljeniji prelazni metal u ljudskom telu je gvoZde (Fe), sa ukupnim prose¢nim
udelom od oko 5 g (Que i sar., 2008). NajviSe se nalazi u hemoglobinu eritrocita i mioglobinu
miSica (~ 80%), dok je ostatak rasporeden u proteinima za skladiStenje (feritinu i
hemosiderinu), katalitickim centrima enzima i vrlo malo u transferinu u krvnoj plazmi (3-4
mg) (Zoroddu i sar., 2019). Fe je takode i najceSc¢i prelazni metal u mozgu zbog najvece stope
oksidativnog metabolizma, ali varira regionalno i najviSe ga ima u bazalnim ganglijama (Que i
sar., 2008). Pored toga, regioni koji se isticu viSim koncentracijama gvoZzda su i substantia
nigra, locus caeruleus, putamen, nucleus ruber, globus pallidus, nucleus caudatus i nucleus
dentatus (slika 1.6; Grochowski i sar., 2019). MozZe postojati u viSe oksidacionih stanja dok su
bioloski najrelevantnija Fe2* i Fe3* (Bleackley i MacGillivray, 2011). Zajedno sa vodonik-
peroksidom, FeZ* ucestvuje u Fentonovoj reakciji gde nastaje hidroksil-radikal, najreaktivnija
metabolicka vrsta radikala koja moZe dovesti do nepovratnih oStecenja biomakromolekula i
¢elije (Hider i Kong, 2013).

Ljudski organizam poseduje preko 500 metaloproteina cija bioloska uloga ukljucuje ili
zavisi od gvozda (Zoroddu i sar., 2019). Mogu se razvrstati u nekoliko klasa: hemoproteini,
Fe-S proteini, Fe proteini bez hema i proteini za skladiStenje i prenos gvozda (Bleackley i
MacGillivray, 2011). Hemoproteini, odnosno proteini koji sarzZe hem prosteticku grupu, sadrze
Fe u koordinacionom kompleksu sa porfirinskim prstenom. Izuzetno su velika klasa
metaloproteina, a bioloSke uloge mogu ostvarivati kao prenosioci kiseonika, prenosioci
elektrona ili enzimi u metabolizmu kiseonika (Hider i Kong, 2013).

Skladistenje i prenos gvozda je vrlo strogo regulisano proteinima jer slobodno gvozde
u visku moze biti opasno. Redoks par Fe?*/Fe3+* u prisustvu molekularnog kiseonika stvara
destruktivne slobodno-radikalske vrste koje su pogubne za Zive sisteme kad nisu kontrolisane
(Zoroddu i sar., 2019). Poremecaji u transportu i metabolizmu Fe znacajni su za
etiopatogenezu mnogih neurodegenerativnih oboljenja kao sto su Fridrajhova ataksija
(propadanje Purkinje neurona), neuroferitinopatija (mutacija u genu za laki lanac feritina i
nagomilavanje feritina i gvozda u mozgu), Parkinsonova i Alchajmerova bolest (Bleackley i
MacGillivray, 2011).

Savremena istrazivanja metabolizma gvozda u epilepsiji su pokazala da je
nagomilavanje ovog metala jedan od Cestih uzroka pojave refraktorne epilepsije kod
pacijenata koji su preziveli hemoragijski mozdani udar ili traumatsku povredu mozga, usled
razgradnje crvenih krvnih zrnaca i hemoglobina (Chen i sar.,, 2020b). Interesantno je da
gvoZzde igra bitnu ulogu u patologiji epilepsije, narocito kroz mehanizme feroptoze kao vrste
regulisane Celijske smrti, koja je uocena u ovoj bolesti (Kahn-Kirby i sar., 2019).

1.3.2. Cink

Organizam prosecCne osobe sadrzi cink u koli¢ini od oko 2 g, Sto ga po zastupljenosti
¢ini drugim prelaznim metalom, posle gvozda (Bleackley i MacGillivray, 2011). Jon Zn%* u
fizioloSkim uslovima nema druga oksidaciona stanja jer poseduje popunjenu d orbitalu i nije
redoks aktivan, Sto ga Cini jedinstvenim medu bioloSki relevantnim prelaznim metalima i
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manje toksi¢nim u odnosu na Fe i Cu (Bleackley i MacGillivray, 2011). Zbog ovih svojstava, Zn
se u Celijama nalazi slobodan u mnogo ve¢im koncentracijama nego Fe, skoro isto kao veci
metaboliti kao $to je adenozin trifosfat (ATP) (Maret, 2013). Zn2+* je sveprisutan element
(prvenstveno u mozgu, kostima i miSi¢cima) koji ima visestruke bioloske uloge: strukturne,
kataliticke i regulatorne, i uCestvuje u enzimskim reakcijama u preko 300 proteina (Zoroddu i
sar., 2019).

Najvece koncentracije Zn se nalaze u mozgu, ali nisu podjednako rasporedene. Bela
masa je bogatija cinkom od sive jer je Zn2* neophodan za stabilizaciju strukture mijelinskog
omotaca (Popescu i Nichol, 2011). Dok cinka ima manje u mozdanim strukturama bogatim
gvozdem i bakrom, u velikoj meri se nalazi u novoj kori, mirisnom polju, hipokampusima i
bademastim jedrima - strukturama bogatim glucinkergi¢kim!! neuronima (Que i sar., 2008;
Popescu i Nichol, 2011). Mahovinasta vlakna granularnih neurona zubate vijuge sadrze velike
koli¢ine cinka u vezikulama presinaptickih zavrsetaka koji se nalaze u CA3 i CA4 poljima
hipokampusa (Blaabjerg i Zimmer, 2007).

Medu proteinima zavisnim od Zn moZe se razdvojiti viSe funkcionalnih klasa:
matriksne metaloproteinaze, karboksipeptidaze i proteini sa ,cinkanim prstima“ a u ostale
proteine sa cinkom spadaju i alkalna fosfataza, karbonatna dehidrataza i insulin (Bleackley i
MacGillivray, 2011). Zbog sposobnosti da se ponasa kao unutarcelijski glasnik kao i glasnik
spoljnih ulaza, Zn2* se medu redoks neaktivnim metalima smatra i regulatornim jonom sa
signalnim kapacitetom sli¢nim kalcijumu (Zoroddu i sar., 2019).

Veza izmedu cinka i epilepsije je vrlo sloZena i dosta izu¢avana. Metaanaliza rezultata
studija o ulozi metala u epilepsiji je pokazala da su izmerene znacajno niZe koncentracije
cinka u serumu pacijenata sa epilepsijom tretiranih valproatom i karbamazepinom nego u
serumu kontrolnih ucesnika, kao i niZe koncentracije u serumu i likvoru osoba sa febrilnim
konvulzijama nego odgovaraju¢ih kontrolnih pacijenata (Saghazadeh i sar., 2015). Ipak,
poviSen cink (vancelijski i unutarcelijski) moze imati i pro- i antiepileptogeni efekat putem
modulacije aktivnosti razlic¢itih proteina. U tom smislu, visoke koncentracije vancelijskog
cinka povecavaju aktivnost K*/Cl- kotransportera putem inhibicije receptora spregnutog sa G
proteinom (GPR39) Sto ima za posledicu antiepileptogeni efekat kroz mehanizame GABA-
ergicke inhibicije, dok visoke koncentracije unutarcelijskog cinka dovode do inhibicije K*/CI-
kotransportera ili aktivacije subjedinice oalH voltazno-zavisnog kanala za kalcijum
(CACNA1H) Sto moZe da dovede do epilepticnih napada (Doboszewska i sar., 2019). S druge
strane, unutarcelijski povecan Zn takode moze aktivirati Q podfamiliju voltaZzno-zavisnih
kalijumskih kanala i na taj nacin imati protektivan efekat u kontekstu ekscitotoksi¢nosti
vezane za epilepti¢ne napade (Doboszewska i sar., 2019).

1.3.3. Mangan

Ljudsko telo u proseku sadrZzi 12 - 20 mg mangana, najmanje od svih prelaznih metala
(Zoroddu i sar., 2019). Mn se moze nalaziti u 11 oksidacionih stanja (od -3 do +7) od kojih su
Mn?2+, Mn3+* i Mn#* bioloski relevantna dok ostala nisu detektovana u Zivim sistemima
(Bleackley i MacGillivray, 2011).

Mn je esencijalni metal neophodan za mnogobrojne bioloSke funkcije i procese koji
uklju€uju pravilan razvoj, metabolizam ugljenih hidrata, energetski metabolizam, imunitet,
reprodukciju, antioksidativnu zastitu, obnavljanje kostiju i vezivnog tkiva i zgruSavanje krvi
(Avila i sar., 2013). Ulogu u pomenutim procesima Mn ostvaruje kao aktivator ili kofaktor
mnogobrojnih enzima kao $to su piruvat dekarboksilaza, izocitrat dehidrogenaza, glutamin

11 Neuroni koji kao neurotransmitere otpustaju i glutamat i cink
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sintaza (GS), superoksid dismutaza 2, arginaza, serin/treonin fosfataza i mnoge druge
transferaze, hidrolaze i liaze (Crowley i sar., 2000). Ipak, za mnoge navedene aktivnosti Mn
nije jedini moguc¢i metalni kofaktor ve¢ lako moZe biti zamenjen magnezijumom, gvoZdem ili
bakrom, pa su neophodna dodatna istrazivanja kako bi se ustanovio potpun skup enzima u
kojima Mn igra esencijalnu ulogu (Avila i sar., 2013).

Prekomerno izlaganje manganu iz Zivotne sredine dovodi do neuropsihijatrijskog
poremecaja, manganizma, stanja po simptomima slicnog Parkinsonovoj bolesti koje ne
reaguje na dopaminsku terapiju (Bleackley i MacGillivray, 2011). Do pomenutog poremecaja
dolazi zbog nagomilavanja mangana, najviSe u dopaminskim zonama mozga (nucleus
caudatus, putamen, globus pallidus, substantia nigra i nucleus subthalamicus) $to dovodi do
pokretanja mehanizama koji ukljuCuju oksidativni stres, pogreSno savijanje proteina,
apoptozu, probleme u radu mitohondrija i remecenje homeostaze ostalih metalnih jona
(Zoroddu i sar., 2019).

Posebno znacajnu funkciju Mn ostvaruje u nervnom sistemu kao regulator i kofaktor
GS, najzastupljenijeg manganoenzima kod coveka (Takeda, 2003; Zoroddu i sar., 2019). Ovaj
enzim katalizuje prelazak glutamata u glutamin i prvenstveno se eksprimira u astrocitima, a
izrazito je oskudan u hipokampusu mTLE pacijenata (Eid i sar., 2008; Papageorgiou i sar.,
2018). Mangan je prvi put doveden u vezu sa epilepsijom 1938. nakon Cega je nekoliko studija
potvrdilo te nalaze (Gonzalez-Reyes i sar., 2007). Pokazano je da nedostatak Mn dovodi do
pojacane glutamatske signalizacije i ekscitotoksicnosti, pa se smatra da povecana sklonost ka
epilepticnim napadima kod osoba sa nedostatkom Mn mozZe biti uzrokovana smanjenjem
nivoa i/ili aktivnosti GS (Takeda, 2003; Avila i sar., 2013). Upravo je i smanjena koncentracija
Mn uocena u hipokampusu pacijenata sa mTLE-HS u odnosu na kontrolne ispitanike (Risti¢ i
sar., 2014).

1.3.4. Bakar

Bakar je treci najzastupljeniji prelazni metal u ljudskom organizmu, gde ga ima ukupno
oko 100 mg, sa najve¢om prosecnom koncentracijom u mozgu od oko 0,1 mM (Que i sar,
2008; Zoroddu i sar., 2019). Esencijalan je za sve bioloSke sisteme sa aerobnim
metabolizmom, u kojima se nalazi u dva glavna oksidaciona stanja: kao nestabilni, redukovani
Cu* i stabilniji, oksidovani Cu2* jon (Camakaris i sar., 1999; Scheiber i sar., 2013). Zbog svoje
elektrofilnosti, Cu* je najefikasniji medu jednovalentnim katjonima u gradenju kompleksnih
jedinjenja sa organskim ligandima, a Cu?* medu dvovalentnim, Sto ih ¢ini izuzetno korisnim
redoks parom sa potencijalom od +0.2 do +0.8 V (Bleackley i MacGillivray, 2011). Sa ovakvim
osobinama, bakar je neophodan i neizostavan kofaktor velikog broja enzima u klju¢nim
bioloSkim procesima, kao Sto su oksidativna fosforilacija, transport gvoZda, stvaranje
vezivnog tkiva i krvnih sudova, metabolizam mijelina, pigmentacija, uklanjanje slobodnih
radikala i metabolizam neurotransmitera (Bund i sar., 2010; Popescu i Nichol, 2011; Crisponi i
sar., 2012; Scheiber i sar., 2014). Unos bakra u organizam otpocinje apsorpcijom u
enterocitima digestivnog sistema, odake se putem krvi transportuje u jetru, centralni organ
homeostaze ovog metala iz kog Ce se sistemskom cirkulacijom preneti do svih ostalih tkiva i
organa, a visak izluciti u Zu¢ (Kim i sar., 2008). Bakar je u hepatocitima uglavnom vezan za
metalotionein a u perifernoj cirkulaciji za ceruloplazmin, mada ga mogu vezati i albumin,
transkuprein i histidin (Gaetke i sar., 2014).

1.3.4.1. Homeostaza u citoplazmi

Zbog svoje redoks aktivnosti i potencijalnog Stetnog efekta na integritet Celije, bakar se
u organizmu nikada ne nalazi u slobodnoj jonskoj formi ve¢ su njegovo ¢uvanje, transport i
redoks aktivnost strogo regulisani razli¢itim grupama proteina. Postoje barem cCetiri ovakve
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grupe i podrazumevaju: i) integralne membranske proteine za prenos bakra preko celijskih
membrana; ii) unutarcelijske metaloSaperone za transport bakra do ciljnih proteina i enzima;
iii) zaStitne proteine za sprecavanje toksicnog nagomilavanja bakra; iv) transkripcione faktore
i druge regulatorne proteine koji uticu na ekspresiju i efikasnost svih prethodno navedenih
grupa (Rubino i Franz, 2012).

Bakar se u sve Celije unosi putem membranskih transportnih proteina na tri nacina:

1. Kao jednovalentni, redukovani katjon Cu*, pomo¢u membranskog transportnog
proteina SLC31A1 (engl. solute carrier family 31 member 1), prethodno oznacavanog
kao protein sa visokim afinitetom za unos bakra (CTR1), $to predstavlja glavni nacin
unosa bakra u Celiju (Lee i sar., 2002; Maryon i sar., 2013);

2. Kao jednovalentni, redukovani katjon Cu*, putem membranskog transportera, proteina
SLC11A2 (engl. solute carrier family 11 member 2), ranije nazivanog dvovalentni
metalni transporter 1 (DMT1) (Collins i sar., 2010);

3. Kao dvovaletni, oksidovani katjon Cu?*, preko nekog od c¢lanova SLC39 familije
transportera (engl. solute carrier family 39), oznacavanih i kao ZIP familije
transportera (engl. Zrt/IRT-like protein) (Kambe i sar., 2004).

Budu¢i da se dijetarni bakar nalazi u svom oksidovanom obliku kao Cu?2+, specifi¢nost
glavnih membranskih transportera SLC31A1 i SLC11A2 za unos monovalentnog, redukovanog
jona bakra sugeriSe prisustvo vanéelijske membranske reduktaze (citohrom b reduktaza 1 ili
STEAP2 metaloreduktaza) koja ¢e ovim transporterima obezbediti redukciju bakra do Cu*
(Ohgami i sar., 2006; Collins i sar., 2010).

Najvedi afinitet za unos bakra pokazuje SLC31A1 sa Mihaelis-Mentenovom Km oko 2
UM (Lee i sar., 2002). To je integralni membranski protein sa specificnom strukturom nalik
jonskom kanalu (Ren i sar., 2019) koji poru formira kao homotrimer (slika 1.7) (Nose i sar.,,
2006). Imunoblotom se detektuje na visini od priblizno 28 kDa (protomer) ili priblizno 50
kDa (oligomer) (Eisses i Kaplan, 2002). Svaki protomer poseduje tri transmembranska
domena, vancelijski N-terminalni domen i unutarcelijski C-terminalni domen sa
aminokiselinskim ostacima metionina, cisteina i histidina koji su odgovorni za koordinaciono
vezivanje i transport Cu* (Nose i sar., 2006; Ren i sar., 2019). SLC31A1 se ponekad u uslovima
previsoke koncentracije bakra moZe brzo internalizovati u endozome mehanizmom
endocitoze indukovane ovim metalom, a zatim po potrebi reciklirati na membranu ili oznaciti
za degradaciju proteazomom (Clifford i sar., 2016).
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Slika 1.7. Strukturni i funkcionalni model SLC31A1, transportera za unos bakra u ¢€eliju. Svaki protomer je
prikazan razli¢itom bojom. Ukupno devet transmembranskih domena (TM) formira poru jonskog kanala. Bakar
se primarno vezuje za metionionske ostatke N-terminalnih domena, blizu TM1. U okviru TM2, visoko
konzervirani metioninski ostaci formiraju dva sloja metioninskih trijada u vidu dva prstena (strelica) koji su
odgovorni za selektivnost kanala za Cu* jon. C-terminalni domeni sa cisteinskim i histidinskim ostacima takode
formiraju mesto vezivanja bakra za interakciju sa metaloSaperonima i neku vrstu unutarcelijske kapije. Met,
metionin; Cys, cistein; His, histidin. Preuzeto i prilagodeno iz Nose i sar., 2006.

Nakon ulaska u €eliju posredstvom SLC31A1, postoje tri glavna transportna puta bakra
do njegovih funkcionalnih odredista koji su posredovani specificnim metaloSaperonima
(Robinson i Winge, 2010). Shematski prikaz skladiStenja bakra u citoplazmi i transporta u
¢eliji i van nje, dat je na slici 1.8.
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Slika 1.8. Celijski putevi transporta bakra. Nakon ulaska u éeliju putem SLC31A1, bakar se transportuje
razli¢itim metaloSaperonima do mesta ugradnje u proteine ili skladiSti u citoplazmi i mitohondrijama.
Transporteri: transporter SLC31A1 (engl. solute carrier family 31 member 1), alfa/beta ATPaza za transport
bakra (ATP7A/B), mitohondrijski transporter SLC25A3 (engl. solute carrier family 25 member 3).
MetaloSaperoni: antioksidativni Saperon bakra 1 (ATOX1), nepoznati ligand za transport bakra (CuL), Saperon
bakra za superoksid dismutazu 1 (CCS). Molekuli za cuvanje: Cul, glutation (GSH), metalotioneini (MT1/2).
Metaloenzimi: superoksid dismutaza 1 (SOD1), multi-bakarne oksidaze (MBO), citohrom c oksidaza (COX).
Preuzeto i prilagodeno iz Cobine i sar., 2021.
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Funkcionalna odredista primarnih transportnih puteva bakra u celiji su: i) GoldzZijev
aparat u kome se Cu ugraduje u vancelijske metaloproteine, ii) enzim superoksid dismutaza 1
(SOD1) i iii) mitohondrije u kojima se Cu deponuje i ugraduje u mitohondrijske
metaloproteine (Cobine i sar., 2021). SkladiStenje i sekvestriranje bakra u netoksi¢nom obliku
u citosolu odvija se pomocu glutationa i grupe metalotioneina (Santoro i sar., 2020).

Unutarcelijski transport Cu* do GoldZijevog aparata posredovan je antioksidativnim
Saperonom bakra 1 (ATOX1). ATOX1 prenosi Cu* do transportnih ATPaza bakra alfa i beta
(ATP7A i ATP7B) na trans-GoldZi cisternama i vezikulama (Robinson i Winge, 2010). ATOX1
je protein od 68 aminokiselina i potrebna su dva protomera za koordinaciono vezivanje
jednog jona Cu+ preko tri cisteinska ostatka cisteina i stabilizaciju preko dva lizinska osatatka
(slika 1.9A). Dimerizacija posredovana jonom metala leZi u osnovi transportnog mehanizma,
kao i prepoznavanja partnerskih proteina (slika 1.9B) (Boal i Rosenzweig, 2009).

—$ SH— r-3, 8-
) cull
_$ SH. r— S SH_
ATOX1 ATP7B
~SH S— -3 S—o
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_SH S, = _SH 'S,

Slika 1.9. Shema strukture i funkcije ATOX1 metaloSaperona. (A) Struktura kompleksa Cu(I)-ATOX1. Dva
protomera ATOX1 su prikazana razli¢itim bojama. Jon bakra je prikazan sivom sferom. (B) PredloZeni
mehanizam prenosa jona bakra od ATOX1 do N-terminusa ATP7B transportera. Cys, cistein; Lys, lizin; ATOX1,
antioksidativni Saperon bakra 1; ATP7B, beta ATPaza za transport bakra. Preuzeto i prilagodeno iz Boal i
Rosenzweig, 2009.

Pored prisustva na membranama cisterni i vezikula GoldZijevog aparata, pumpe za Cu,
ATP7A i ATP7B, su su prisutne i na ¢elijskoj membrani gde vrSe izbacivanje Cu iz citosola
(Kim i sar., 2008), Sto ukazuje na njihovu dvojnu ulogu u celiji. Kada se dostigne kriticno
visoka koncentracija bakra u €eliji, ATP7A transporter se ugraduje u ¢elijsku membranu kako
bi omogucio izbacivanje viska ovog jona (Hartwig i sar., 2019). ATP7A je konstitutivno
eksprimiran u svim Celijama dok je ATP7B u najvecoj meri eksprimiran u ¢elijama jetre gde je
ukljucen u izluc¢ivanje bakra u Zu¢, ali ga u manjoj meri ima i u ¢elijama drugih organa poput
mozga gde ucestvuje u finoj regulaciji ¢elijske koncentracije ovog jona (Telianidis i sar., 2013).

S obzirom da Cu ima vaznu biolosku ulogu kao kofaktor antioksidativnog enzima SOD1,
jedan od primarnih transportnih puteva Cu u Celiji podrazumeva njegov prenos posredstvom
Saperona bakra za SOD1 (CCS) od SLC31A1 do SOD1 u ¢iji se aktivni centar ugraduje (Boal i
Rosenzweig, 2009).

1.3.4.2. Homeostaza u mitohondrijama

Posebno je vazan put prenosa bakra iz citosola u mitohondrije kao glavnog mesta
skladiStenja i regulisanja homeostaze ovog metala u ¢eliji (Baker i sar., 2017; Cobine i sar.,
2021). Na osnovu dosada$njih istraZzivanja kreiran je model koji podrazumeva postojanje
koordinacionog kompleksa bakra sa malim (5 kDa proteinskim ili neproteinskim) nepoznatim
ligandom (CuL), koji je sposoban da prode kroz porine spoljasnje mitohondrijske membrane a
zatim dostavi bakar do drugih metaloSaperona u intermembranskom prostoru (IMP). Dalje, iz
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IMP-a Cu prelazi u mitohondrijski matriks posredstvom transportera SLC25A3 (engl. solute
carrier family 25 member 3) na unutrasnjoj membrani mitohondrija (Cobine i sar., 2021).
Shema unosa i transporta bakra u mitohondrijama data je na slici 1.10.

Slika 1.10. Proteini koji uc¢estvuju u putevima transporta i skladistenja bakra u mitohondrijama. Jos$ uvek
su nedovoljno poznati mehanizmi unosa bakra u mitohondrije preko njene spoljaSnje membrane i izbacivanje
bakra iz mitohondrijskog matriksa u IMP. SLC31A1, transporter za bakar SLC31A1; STEAP, membranska
reduktaza; CuL, nepoznati ligand za transport bakra; SLC25A3, mitohondrijski transporter bakra; CCS, Saperon
bakra za superoksid dismutazu 1; SOD1, superoksid dismutaza 1; COX17, Saperon bakra za citohrom c oksidazu
COX17; SCO1, sinteza citohrom c oksidaze 1; SCO2, sinteza citohrom c oksidaze 2; COX20, faktor sklapanja
citohrom c oksidaze COX20; COAS6, faktor sklapanja citohrom c oksidaze 6; COX, citohrom c oksidaza kompleks;
COX11, Saperon bakra za citohrom c oksidazu COX11; COX19, faktor sklapanja citohrom c oksidaze COX19; IMP,
intermembranski prostor. Preuzeto i prilagodeno iz Baker i sar., 2017.

Na nivou IMP mitohondrija, Cu se moZe ugraditi u metaloenzime ili proslediti na
deponovanje u mitohondrijski matriks, u zavisnoti od potreba celije (Baker i sar., 2017).
SkladiStenje i uvanje rezervi omoguceno je ligandom Cul, budu¢i da bi u odsustvu ovakvog
proteina nagomilavanje slobodnih jona svojim nespecificnim interakcijama sa okruZenjem
brzo dovelo do Stetnih posledica i narusilo mitohondrijsku redoks ravnotezu (Brancaccio i
sar., 2017). Jo$ uvek nisu potpuno razjasnjeni mehanizmi regulacije ,regrutovanja“ bakra iz
matriksnog rezervoara u IMP, niti iz mitohondrija u citosol. Ovi mehanizmi su ukljuceni u
regulaciju homeostaze Cu u pomenutim celijskim odeljcima a eksperimentima na mutantima
u genima za sintezu citohrom c oksidaze 1 i 2 (SCO1 i SCO2) je pokazano da bi to moglo biti
preko proteina SCO1, SCO2 i faktora sklapanja citohrom c oksidaze COX19 (COX19) (slika
1.11), s obzirom da se ¢elije sa mutiranim SC0O1/2 nalaze u ogromnom Cu deficitu ali su im
ocuvane mitohondrijske rezerve (Cobine i sar., 2021).
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Slika 1.11. Mitohondrijski signalni putevi za regulaciju celijskog nivoa bakra. Mitohondrije stvaraju i
prenose signale kojima reguliSu Celijski unos i izbacivanje bakra, pa time i ukupnu koncentraciju ovog metala.
Redoks signalnim putevima, SCO proteini u citoplazmi direktno uti¢u na poloZaj i nivo SLC31A1 transportera za
unos bakra promoviSu¢i njegovu razgradnju ili sprecavajuc¢i postavljanje na celijsku membranu. Dodatno,
signalizacijom preko COX19 vrsi se premestanje dela ATP7A na éelijsku membranu $to omoguéava izbacivanje
bakra izvan celije. Sa druge strane, mitohondrijski nivoi bakra su znacajno poremeceni kada se ukloni SLC25A3,
Sto Salje signal za smanjenje aktivnosti i nivoa citoplazmatskog SOD1 i CCS. Pretpostavlja se da bi ovo smanjenje
SOD1 moglo da utiCe na poznatu vezu izmedu SOD1 i kazein kinaze 1y (CK1y) u regulaciji stope respiracije, SOD1
posredovanom signalizacijom preko nivoa kiseonika i glukoze. Na ovaj nacin bi deficit bakra u mitohondrijama
uticao na prilagodavanje metabolizma glukoze $to bi nadomestilo smanjenje stope respiracije (Reddi i Culotta,
2013; Cobine i sar., 2021). Preuzeto i prilagodeno iz Cobine i sar., 2021.

1.3.4.3. Kompleks citohrom c oksidaza- metaloenzim bakra

Citohrom c oksidaza (COX), nazivana i kompleks IV, je visoko konzerviran, veliki
integralni membranski proteinski kompleks u kristama unutrasnje mitohondrijske membrane
kod svih eukariota i u plazma membrani nekih aerobnih prokariota (Little i sar., 2018; Cobine
i sar., 2021). Ukljucen je u oksidativnu fosforilaciju, kao poslednji enzimski kompleks u lancu
prenosa elektrona (slika 1.12), koji redoks mehanizmima katalizuje oksidaciju citohroma c
(cyt c) i redukciju molekulskog kiseonika uz pomoc¢ jona gvozda i bakra (Wong-Riley, 1989).

Kompleks I Kompleks 11 Kompleks 111 Kompleks IV Kompleks V

Intermembranski
prostor __ sz

Citohrom c oksidaza

. i Citohro bcl kompleks
Sukcinat dehidrogenaza

=y
ATP sintaza

Slika 1.12. Shema kompleksa enzima u lancu prenosa elektrona i oksidativne fosforilacije. Vidljive
subjedinice citohrom c oksidaze su oznacene rimskim brojevima u skladu sa nomenklaturom. NADH, redukovani
nikotinamid adenin dinukleotid; Cyt c, citohrom c. Preuzeto i prilagodeno iz Kanehisa, 2000.
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Za redukciju jednog molekula kiseonika, COX mora da dobije Cetiri elektrona poreklom
od cCetiri molekula cyt c i Cetiri tzv. skalarna protona iz mitohondrijskog matriksa da bi se
formirala dva molekula vode. Ovaj proces je spregnut sa upumpavanjem joS Cetiri tzv.
vektorska protona u IMP tako da se za jednu enzimsku reakciju prenese ukupno osam
pozitivnih Sarzi u IMP (Noodleman i sar., 2014):

4 cyt c [Fe?*] + 8H + 0, » 2H,0 + 4 cytc [Fe3*] + 4 Hiyp

matriks

Ovakvom aktivno$¢u, COX funkcioniSe i kao protonska pumpa koja zajedno sa
kompleksima I i III upumpava protone iz mitohondrijskog matriksa u IMP ¢ime doprinosi
formiranju elektrohemijskog protonskog gradijenta iskoriS¢enog za rad kompleksa V (ATP
sintaze), rotacionog motora za stvaranje ATP (slika 1.12).

Kristalografske analizel? pokazuju da je COX homodimer od oko 400 kDa a svaki
protomer je izgraden od 13 subjedinica (slike 1.12 i 1.13) (Stiburek i Zeman, 2010). Novije
studije ukazuju da kod ¢oveka COX u fizioloskim uslovima postoji i kao samostalni monomer
od 14 subjedinica ali i kao deo respirazomal3 (Gu i sar., 2016; Zong i sar., 2018).

Mitohondrijskim genomom su kodirane tri najvece subjedinice koje ujedno i obrazuju
kataliticko jezgro enzima (mitohondrijski kodirana citohrom c oksidaza I, I i IIl (MT-CO1, 2 i
3)) dok je ostalih 11 kodirano jedarnim genomom i ima strukturnu ili regulatornu ulogu (a to
su: NDUFA4 (engl. NDUFA4 mitochondrial complex associated), citohrom c oksidaza
subjedinica 411, 5A, 5B, 6A1, 6B1, 6C, 7A2, 7B, 7C i 8A (COX411, ..., COX8A) (Zong i sar., 2018;
Cobine i sar., 2021). COX kataliticko jezgro enzima sadrzi tri redoks aktivna mesta (slika 1.13):
i) binuklearno Cua (dva jona bakra) na subjedinici MT-CO2, ii) hem a na subjedinici MT-CO1 i
iii) binuklearno hem as-Cus na subjedinici MT-CO1 (Jett i Leary, 2018). Elektron poreklom od
cyt ¢ putuje od Cua mesta preko hem a do hem a3-Cus mesta u kome ¢e se vezani molekul
kiseonika redukovati do vode (Jett i Leary, 2018).

Slika 1.13. Struktura enzima citohrom c oksidaze. (A) Kompletna struktura protomera od 14 subjedinica.
Mitohondrijski kodirane subjedinice su prikazane plavom bojom. (B) Ukonjen deo subjedinica kako bi se istakao
polozaj hem i Cu kofaktora. (C) Izolovani i uvecani prikaz kofaktora u tri aktivna mesta: binuklearnog Cua (gore),
hem a (levo) i binuklearnog hem a3/Cus mesta (desno). Jon bakra je prikazan kao braon sfera. Preuzeto i
prilagodeno iz Cobine i sar., 2021.

12 Istrazivano kristalografijom rendgenskim zracima na modelu enzima iz sréanih celija govecCeta, mada postoje
ortologne subjedinice u zavisnosti od tkiva u kome su prisutne a ukupan broj subedinica se razlikuje u bioloSkim
vrstama (Tsukihara i sar., 1996; Sinkler i sar., 2017; Zong i sar., 2018).
13 Superkompleks sastavljen od kompleksa I, IIl i COX monomera.
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Biogeneza COX kompleksa podrazumeva uceS¢e preko 30 Saperonskih proteina od
kojih barem sedam navedenih u tabeli 1.1 ucestvuje u transportu i umetanju jona bakra
prilikom formiranja aktivnih mesta Cua i Cus (tabela 1.1; slike 1.10 i 1.14) (Bourens i sar.,
2014; Bakeri sar., 2017).

Tabela 1.1. MetaloSaperoni i pomoc¢ni proteini za formiranje Cua i Cup aktivnih mesta sa jonima bakra.

Simbol  Naziv Aktivno mesto na COX
COX17 Citohrom c oksidaza Saperon bakra COX17 nema

COA6 Faktor sklapanja citohrom c oksidaze 6 Cua (MT-CO2)

C0X20 Faktor sklapanja citohrom c oksidaze COX20 Cua (MT-CO2)

SCO1 Sinteza citohrom c oksidsaze 1 Cua (MT-CO2)

SCO2 Sinteza citohrom c oksidsaze 2 Cua (MT-CO2)

COX11 Citohrom c oksidaza Saperon bakra COX11 Cus (MT-CO1)

COX19 Faktor sklapanja citohrom c oksidaze COX19 Cus (MT-CO1)

Shema transporta bakra za umetanje u COX i klju¢nih proteina je prikazana na slikama
1.1011.14.

(CuA) MT-CO2

[ e

UM
MM

(CuB) MT-CO1

Slika 1.14. Shematski prikaz kljucnih $aperona za sklapanje kompleksa citohrom c oksidaze odgovornih
za formiranje aktivnih mesta sa jonom bakra. IMP, intermembranski prostor; UM, unutrasnja mitohondrijska
membrana; MM, mitohondrijski matriks. Preuzeto i prilagodeno iz Cobine i sar., 2021.

Transport otpocinje vra¢anjem bakra iz mitohondrijskog matriksa u IMP preko jos
uvek nepoznatog membranskog transportera a potom i prihvatanjem pomocu COX17
Saperona koji moZe vezati do Cetiri Cu* jona (slike 1.10i 1.14) (Kim i sar., 2008). Ovaj Saperon
dalje prenosi jone bakra do SCO1 za ugradnju u Cua mesto u MT-COZ2 ili do COX11 za ugradnju
u Cus mesto u MT-CO1 (Jett i Leary, 2018). Sazrevanje Cua zahteva pored SCO1 uceSce joS
barem tri proteina: SCO2, COX20 i COA®6, koji redoks interakcijama omogucavaju umetanje
jona (Bourens i sar., 2014). Sazrevanje Cus mesta podrazumeva i uceSc¢e faktora COX19 koji
redukuje COX11 i omogucava mu da veZe bakar (Boulet i sar., 2018).

1.3.4.4. Poremecena homeostaza bakra u nervhom sistemu

Homeostaza nivoa bakra se mora drZati pod strogom kontrolom jer su i poviSene i
smanjene koncentracije Kkriti¢ne i opasne. Pove¢an unos bakra u organizam sam po sebi ne
predstavlja glavni uzrok njegove toksicnosti ve¢ se to manifestuje naruSenim homeostatskim
mehanizmima u pogledu celijskog unosa, transporta, skladistenja i izbacivanja jona (Bost i
sar., 2016). Nekoliko poremecaja je, do sada, jasno povezano sa izmenjenim metabolizmom
bakra: Menkesova bolest, Vilsonova bolest, Alchajmerova bolest i Parkinsonova bolest
(Zoroddu i sar., 2019). Druge, manje ucestale bolesti, kod kojih je nedostatak ovog metala
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verovatno ukljucen u patofiziolosku sliku su izolovana periferna neuropatija, bolest motornih
neurona, miopatija, cerebralna demijelinizacija, kognitivna disfunkcija i opticka neuropatija
(Jaiser i Winston, 2010; Altarelli i sar., 2019).

Joni bakra koji se nalaze u patoloSki visokoj koncentraciji pored toga Sto mogu istisnuti
manje kompetitivne jone (cink i gvozde) iz svojih aktivnih mesta u metaloproteinima i time
narusSiti njihovu fiziolosku funkciju, dovode i do povecanog stvaranja slobodnih radikala, u
prisustvu vodonik-peroksida i superoksid anjon-radikala, kroz reakcije slicne Fentonovoj
(Spasojevici sar., 2010; Pham i sar., 2013; Zoroddu i sar., 2019):

H,0, = H* + HOO"

Cu?* + HOO™ - Cu* + HO;

HO; = H" + 05

05 + Cu*t - 0, + Cu?

Cu® + H,0, —» Cu?* + HO + OH™

Patoloski visoke koncentracije bakra povezane su sa Vilsonovom boleS¢u (VB). VB je
prvi put opisana 1912. godine kroz seriju sluCajeva progresivne neuroloske disfunkcije
spregnute sa cirozom jetre, koji su se zavrsavali smr¢u (Mulligan i Bronstein, 2020). To je
autozomalno recesivno nasledno oboljenje, sa preko 500 do sada opisanih razli¢itih vrsta
mutacija u ATP7B, od tackastih mutacija preko malih brisanja ili umetanja do brisanja celog
egzona, koje rezultuju toksi¢nim nakupljanjem bakra u hepatocitima (Bandmann i sar., 2015).
Ovo nakupljanje vodi do povecanog oksidativnog oStecenja Celija jetre i njene nekroze,
otpustanja velike koncentracije bakra u krvotok i Stetnog nagomilavanja bakra u svim tkivima
ukljucujuci i CNS i bazalne ganglije (Popescu i Nichol, 2011). Simptomi su vrlo raznovrsni,
mogu biti prisutni pojedinac¢no ili kombinovano, a ukljucuju tremor, nevoljne pokrete,
parkinsonizam, retke epilepticne napade, cirozu jetre, depresiju, anksioznost, kognitivne
promene i mnoge druge (Mulligan i Bronstein, 2020). Postoje razli¢ite procene uCestalosti VB
i iznose oko 1 u 3000-7000 (Bandmann i sar., 2015). Ova bolest je jedna od retkih za koju se
uspeSnom pokazala terapija helatorima kao Sto su d-penicilamin, trientin ili amonijum
tetrahidromolibdat (Bolognin i sar., 2009; Popescu i Nichol, 2011; Mulligan i Bronstein, 2020).

Bolest koja je dovedena u vezu sa opStim deficitom bakra naziva se Menkesova bolest
(MB) i predstavlja redak, nasledni, recesivni poremecaj vezan za X hromozom, sa mutacijama
u ATP7A, koje posleditno dovode do remecenja transporta bakra iz digestivnog sistema u
krvotok pa i deficita ovog metala u mozgu (Scheiber i sar., 2014). Klinicka slika MB ukljucuje
rane poremecaje u razvoju ve¢ u drugom ili treem mesecu Zivota, karakteristicnu ,,cupavu”
kosu, hipotoniju, epilepticne napade i sveopsti zastoj u napretku (Madsen i Gitlin, 2007;
Bandmann i sar., 2015). Gubitak funkcije ATP7A kod MoBr soja miSa potvrdilo je znacaj bakra
u sinaptogenezi i razvoju aksona, a MRI snimci kod ljudi su pokazali promene u beloj masi
mozga i poremecenu mijelinizaciju, difuznu mozdanu atrofiju, uvecavanje mozdanih komora
(ventrikulomegaliju) i vijuganje (tortuozitet) vaskulature mozga (Bandmann i sar., 2015).
Glavni problem koji najverovatnije leZi u osnovi ovih patologija je nedostupnost bakra kao
kofaktora za metaloenzime, prvenstveno COX, ali i uloga bakra u regulaciji neuronske
aktivnosti preko glutamatnog NMDA receptora (¢iji je bakar nekompetitivni antagonist) ¢ijom
se aktivacijom pokrece brz i reverzibilni tranport ATP7A, a time i kontrola nivoa ovog metala
(Madsen i Gitlin, 2007; Desai i Kaler, 2008).

Evidentna je i kontroverzna uloga bakra u patologiji Alchajmerove bolesti (AB) i
Parkinsonove bolesti (PB), gde toksi¢no visoka kao i nedovoljna koncentracija bakra ucestvuje
u procesu neurodegeneracije (Rivera-Mancia i sar.,, 2010; Gromadzka i sar., 2020). Visoke
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koncentracije bakra su pronadene u amiloidnim plakama, serumu i nervnom tkivu pacijenata
obolelih od AB (Hordyjewska i sar., 2014; Li i sar., 2017). Dodatno, objasnjeno je da bakar
direktno interaguje sa amiloid prekursornim proteinom dovodi do njegove povecane
dimerizacije i produkcije 3 amiloida kao i pojacanog oksidativnog stresa (Noda i sar., 2013;
Gaetke i sar., 2014). Sa druge strane, utvrden je manjak bakra u hipokampusu pacijenata
obolelih od AB (Deibel i sar., 1996). Prema ovome, bakar igra vaznu dvostruku ulogu u
patologiji AB kroz mehanizme izazivanja toksicnog nagomilavanja § amiloida sa jedne strane i
smanjene dostupnosti za potrebe neurona sa druge (Choo i sar., 2013). Molekularni
mehanizmi poremecene homeostaze bakra u PB ukljucuju promotersku ulogu (¢ak i niskih
koncentrcija) ovog metala u formiranju fibrila a-sinukleina, zatim, sposobnost bakra da veze
ostatke cisteina na proteinima, umeSanost u stvaranje oksidativnog stresa i izazivanje
oksidacije dopamina, posebno uz prisustvo a-sinukleina (Gromadzka i sar., 2020). Zanimljivo
je, sa druge strane, da bakar u PB moZe imati neuroprotektivnu ulogu kroz uticaj na transport
gvoZzda, tako Sto smanjuje unos gvozda kroz DMT1 (Rivera-Mancia i sar., 2010).

Pored toga, smanjeni unos bakra tokom razvojnog perioda utice na rad enzima
zavisnih od ovog metala Sto takode dovodi do povecanja oksidativnog stresa, smanjene
dostupnosti azot-oksida, izmenjenog metabolizma gvoZzda, naruSavanja veza u vancelijskom
matriksu i poremecene Celijske signalizacije (Bleackley i MacGillivray, 2011).

Bakar, pored neurodegenerativnih bolesti, moZe igrati klju¢nu ulogu i u patogenezi
nastanka epilepti¢nih napada i epilepsiji zbog svog uticaja na sinaptogenezu, jonske kanale,
lipidnu peroksidaciju i metabolizam nekih neurotransmitera (Saghazadeh i sar., 2015). Ova
uloga bakra, tacnije, deficita bakra, ve¢ je uocena i opisana kod Menkesove bolesti (Madsen i
Gitlin, 2007; Bandmann i sar.,, 2015). Kod epilepsija, metaanaliza 60 studija pratila je
koncentracije bakra u serumu i kosi pacijenata sa epilepsijom koji su uzimali jedan ili vise
lekova protiv napada, pacijenata sa febrilnim konvulzijama i kontrolnih individua. Pokazalo se
da je koncentracija Cu u serumu u obe grupe pacijenata bila povec¢ana u odnosu na kontrolne
subjekte. Dodatno, koncentracije bakra u serumu pacijenata obolelih od epilepsije na terapiji
sa viSe lekova bila je ve¢a u odnosu na pacijente na terapiji jednim lekom. Koncentracija bakra
u kosi bila je statisticki manja kod epilepti¢nih pacijenata nego kod kontrolnih subjekata
(Saghazadeh i sar., 2015). Ispitivanja hipokampusa pacijenata obolelih od mTLE-HS ukazala
su na znacajno smanjenu koncentraciju bakra u ovim strukturama u odnosu na kontrolne
vrednosti (Ristic¢ i sar., 2014).

S obzirom na sve navedeno, odredivanje koli¢ine, pa i raspodele metala u mozgu i
nervnom tkivu je od sustinske vaZznosti.

1.4. Bio-oslikavanje metala u nervnom tkivu

Oslikavanje (engl. imaging) metala dobija sve vecu paznju u nau¢nim istraZivanjima
buduéi da informacije o lokalnoj distribuciji ovih hemijskih elemenata mogu biti vazne za
razumevanje procesa u Celiji koji leZe u osnovi patofizioloskih mehanizama nastanka mnogih
bolesti (Ackerman i sar., 2016). Merenje sadrZaja i raspodele metala moguce je zahvaljujuci
razvoju mnogobrojnih analiticCkih metoda i tehnika oslikavanja, prikazanih u tabeli 1.2
(Stewart, 2019).
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Tabela 1.2. Uporedni prikaz analitickih metoda sa njihovim ograni¢enjima, prostornim i vremenskim rezolucijama i stukturnim kontekstom.

Tip Naziv Nivo Granica detekcije Prostorna rezolucija Vremenska rezolucija Strukturni kontekst
1 EPRI org. 1 -2 torr pO2 1 mm 60 s /
MRI org. mM <1 mm <1ls 3D anatomska struktura
FTIR tk./cel. zavisno od uzorka? <20 nm, 10 pm /€ molekularni otisak
RS tk./¢Cel. zavisno od uzorka? <1 pum uzivo molekularni otisak
CLSM tk./cel. zavisno od probeb 250 nm uzivo 2D /3D subcelijska struktura
SRM cel. molekul <100 nm uzivo 2D /3D subcelijska struktura
Krio-SXT Cel. / 25-40 nm / 3D subcelijska struktura
STXM cel. 1000 pg/g 10 -50 nm / slika transmisije rendgen. zraka
SXRF org./tk./cel. 0,1-1pg/g 20 - 50 nm / /
nano / p-XAS tk./¢Cel. 100 pg/g 20 - 50 nm / /
Ptihografija tk./cel. / 3 nm uzivo 2D subcelijska struktura
CT org. mM 0,5 mm <1ls 3D subcelijska struktura
PET org. pM 0,5 mmd 1-10s /
2 LA-ICP-MS tk./cel. 0,01 pg/g 1-150 um / /
LA-ICP- tk./¢Cel. 0,1pg/g 1-150 um / /
TOFMS
TOF-SIMS tk./¢Cel. 0,1pg/g 250 nm / molekularno okruzZenje
NanoSIMS cel. 0,1pg/g 50 nm (-), 200 nm (+) / /
MALDI-MSI tk. 250 amol - 1 fmol 5-50 um / molekularna identifikacija
3 EM-EDS Cel. 100 - 1000 pg/g 30 - 500 nm / 2D subcelijska struktura
EM-EELS cel. 1000 pg/g <1nm / 2D subcelijska struktura
PIXE tk./cCel. 1-10pg/g 0,2 -2 um / /

Tip 1: metode koje se oslanjaju na neki od delova elektromagnetnog spektra. Tip 2: metode masene spektrometrije. Tip 3: metode zasnovane na snopovima cestica. EPR],
oslikavanje elektron paramagnetnom rezonancijom (engl. electron paramagnetic resonance imaging); MRI, oslikavanje magnetnom rezonancijom (engl. magnetic
resonance imaging); FTIR, infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared); RS, ramanska spektroskopija; CLSM, laserska
skenirajuéa konfokalna mikroskopija (engl. confocal laser scanning microscopy); SRM, super rezoluciona mikroskopija; SXT, tomografija slabim rendgenskim zracima (engl.
soft X-ray tomography); STXM, skeniraju¢a transmisiona mikroskopija rendgenskim zracima (engl. scanning transmission X-ray microscopy); SXRF, sinhrotronska
fluorescentna mikroskopija rendgenskim zracima (engl. synchrotron X-ray fluorescence microscopy); XAS, apsorpciona spektroskopija rendgenskim zracima (engl. X-ray
absorption spectroscopy); CT, kompjuterizovana tomografija (engl. computed tomography); PET, pozitron emisiona tomografija; LA, laserska ablacija; ICP, induktivno
spregnuta plazma (engl. inductively coupled plasma); MS, masena spektrometrija; TOFMS, masena spektrometrija sa analizatorom koji razdvaja na osnovu vremena preleta
(engl. time-of-flight mass spectrometry); TOF, analizator sa vremenom preleta (engl. time-of-flight); SIMS, masena spektrometrija sa sekundarnim jonima (engl. secondary
ion mass spectrometry); MALDI, laserska desorpcija/jonizacija potpomognuta matricom (engl. matrix assisted laser desorption/ionisation);
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MSI, oslikavanje masenom spektrometrijom (engl. mass spectrometry imaging); EM, elektronska mikroskopija;
EDS, spektroskopija disperzije energije (engl. energy-dispersive spectroscopy); EELS, spektroskopija gubitka
energije elektrona (engl. electron-energy loss spectroscopy); PIXE, emisija rendgenskih zraka indukovana
Cesticama (engl. particle-induced X-ray emission); org, organizam; tk, tkivo; Cel, ¢elija; a Granica detekcije za FTIR
i ramansku spektroskopiju zavisi od koncentracije, debljine uzorka i pozadinskog Suma. b Granica detekcije
zavisi od specificnosti i selektivnosti senzora ili probe koja se upotrebljava. ¢ Rezolucija je 0,5 cm kod ljudi 0,5
mm kod ostalih Zivotinja. d Obicno se izvodi na fiksiranim uzorcima usled ometanja zbog vode ali je uzivo
oslikavanje Celija moguce u sinhrotronima koji koriste D20. e Pri dovoljno visokoj aktivnosti moguce je smanjiti
brzinu na manje od 1 s. Preuzeto i prilagodeno iz Stewart, 2019.

Tematika koja predstavlja izazov na polju nauka o Zivim sistemima je opisivanje i
ispitivanje distribucije esencijalnih i toksi¢nih metala u nervnom tkivu, i u tom cilju je moguce
primeniti viSe navedenih metoda (Becker i sar. 2010; Stewart, 2019; Witt i sar., 2020).
Poslednjih godina se za ovakvu vrstu ispitivanja sve viSe izdvaja i koristi jedna od sloZenih
metoda oslikavanja masenom spektrometrijom koja je nazvana laserska ablacija spregnuta sa
induktivno kuplovanom plazmom i masenom spektrometrijom (engl. laser ablation
inductively coupled plasma mass spectrometry, LA-ICP-MS) (Becker i sar., 2010; Martinez i
Baudelet, 2019). Celokupan proces rada pri koris¢enju LA-ICP-MS, od pripreme uzorka do
interpretacije rezultata, i sloZena instrumentalna postavka, shematski su prikazani na slici
1.15.

A Mozak =
e @ Tumadenje podataka

Priprema smrznutih CD
preseka =
@a,

Y @ X
Presek tkiva / \

@ Stvaranje slike

g Niglovo l|n|t nje

O LA-ICP-MS merenja | Svetlosna mikr mku;n]i l_ H

—_—
4 o Kva 1nt:f|kacaja i validacija elemenata
Prikupljanje podataka

B
LA ICP MS
]
CCD kamera Sistem za prihvatanje uzorka i ; . ;
Kvadrupolni maseni analizator  Detektor
L] ‘!_ jonska optika b
L 2 N o . Flazma
-~ Sistem za
Monitor uveliavanje ..
ArD s | 1
i "1 4 .-""' i ,}'l'] ——
__ Filter Manipulacija  Ogledalo “ ik - I - ) L
snopa I o
Laser Murcnjc energije Sotivo objektiva ;
Vakuum komora
Svetlo
T Put aerosola
| | I Ablacijska celija
I._.
: Turbo pumpe
XYZ stotié P
Argon

Slika 1.15. Shematski prikaz LA-ICP-MS metodologije u ispitivanju nervnog tkiva. (A) Uprosceni prikaz
procesa rada koji podrazumeva (1) pripremu kriopreseka od uzorka tkiva, (2) histoloska bojenja i analizu
svetlosnom mikroskopijom, (3) ablaciju i merenje sadrZaja elemenata, (4) prikupljanje podataka o koli¢ini
elemenata u svakoj abliranoj tacki, (5) kalibraciju i izracunavanje apsolutnih koncentracija elemenata, (6)
sastavljanje mapa i uporednu histolosku analizu i (7) tumacenje dobijenih mapa i rezultata. (B) Postavka i
komponente sistema LA-ICP-MS. Presek tkiva se postavlja na pokretni stoCi¢ u ablacijsku celiju i laserski snop se
fokusira na deo uzorka pomocu CCD kamere, koja omoguéava posmatranje i odredivanje regiona za ablaciju.
Stvoreni aerosol uzorka se nose¢im gasom (argon) prenosi do sistema ICP-MS, gde se Cestice jonizuju a zatim se
joni vakuumski usisavaju i sprovode do masenog analizatora gde se razdvajaju na osnovu odnosa mase i
naelektrisanja i kona¢no detektuju. LA, laserska ablacija; ICP, induktivno spregnuta plazma (engl. inductively
coupled plasma); MS, masena spektrometrija. Preuzeto i prilagodeno iz Weiskirchen i sar., 2019 (A) i Abduriyim i
Kitawaki, 2006 (B).
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Osnovni princip podrazumeva da se povrSina uzorka tacku po tacku odstranjuje
(ablira) laserom i ispituje sastav u pogledu hemijskih elemenata. ICP-MS je dobro poznata
analitiCka tehnika koja omogucava multi-elementarna, izotopska i kvantitativna ispitivanja, sa
prilicno dobrim linearnim odgovorom i velikom osetljivos¢u uz limit detekcije od oko ng/l
(Dressleri sar., 2018).

Sprega sa LA omogucava direktnu analizu ¢vrstih uzoraka i tkiva pri ¢emu se dobija ne
samo kvantitativni sastav ve¢ i prostorno dvodimenzionalno, pa cak i trodimenzionalno
mapiranje i raspodela veceg broja elemenata (Becker, 2013; van Elteren i sar., 2019). Ovo se
postiZe postavljanjem uzorka (preseka) intaktnog tkiva na predmetno staklo u komoru za
lasersko abliranje gde se razara energijom fotona pri fokusiranom pulsnom delovanju lasera,
pod atmosferskim pritiskom pri ¢emu se uzorak prevodi u aerosol. Stalni protok inertnog
noseceg gasa (najceSc¢e argona ili helijuma) prenosi dobijeni aerosol uzorka do dela sistema za
jonizaciju i analizu u pogledu elementarnog sastava (ICP-MS). Konacno oslikavanje relativne
raspodele se postiZe plotovanjem intenziteta dobijenih signala svake ablirane tacke uzorka
(Dressler i sar., 2018; Witt i sar., 2020). Dobijanje kalibracionih pravi je predstavljalo izazov
zbog fizikohemijskih svojstava smesa koris¢enih u tu svrhu, medutim danas je to prevazideno
upotrebom Zelatina (Sala i sar., 2017).

Prostorna rezolucija pri koriS¢enju LA-ICP-MS iznosi od 10 do 200 pm za
nanosekundne lasere, dok sa femptosekundnim laserima rezolucija moze biti i nanometarska
sa malim koli¢inama uniStenog tkiva (fg ili pg). Ovakav tip ablacije €ini LA-ICP-MS metodu
kvazi-nerazarajuom jer uklanja tanak povrSinski deo uzorka (Dressler i sar., 2018). Visoka
osetljivost i vrlo niska granica detekcije metala, metaloida i nemetala ¢ini ovu metodu
atraktivnom za mapiranje elemenata u bioloskim tkivima. Kada je re¢ o Ccelijskom i
subcelijskom nivou detekcije, ogranicenja postoje i neophodna je specijalna laserska optika
koja bi znacajnije unapredila prostornu rezoluciju i svela je na veli¢ine nanometara (Witt i
sar., 2020).

Danas je u analizi metaloma CNS-a nacinjen znacajan doprinos mnogobrojnim
studijama. Razvoj senzora za detekciju metala pomoc¢u oslikavanja magnetnom rezonancijom
otvorilo je mogucnost in vivo pra¢enja i mapiranja kalcijuma i cinka (Allouche-Arnon i sar.,
2017). Pored ove metode, konfokalna mikroskopija je takode uspesno iskoriS¢ena metoda za
pracenje kalcijuma i cinka upotrebom specijalnih senzora ovih metala (Carter i sar., 2014).
Elektronska tomografija je uspesno iskoris¢ena u stvaranju trodimenzionalnih mapa gvozda u
feritinu u degenerativnim neuronima misa (Zhang i sar., 2005). Upotreba rendgenskog
zraCenja u mnogobrojnim metodama oslikavanja dala je takode ogroman doprinos
razumevanju metaloma. Evidentirana je heterogena distribucija gvoZzda, cinka i bakra u kori
prednjeg mozga, talamusu i hipokampusu pacova, koris¢enjem pXRF metode (Serpa i sar.,,
2008), a pokazano je i blago povecanje nivoa bakra, gvozda, cinka i kalcijuma u miSjem
modelu Alchajmerove bolesti, upotrebom pXRF i XANES metoda (Wang i sar., 2012).
Rendgensko oslikavanje otkrilo je kolokalizovane depozite bakra i cinka sa B amiloidnim
depozitima (Miller i sar., 2006) a analize pojedina¢nih neurona crne supstance pomocu SXRF i
PIXE metoda otkrile su smanjene kolicine bakra kod Parkinsonove bolesti (Davies i sar.,
2014).

Humani skleroticni hipokampus je dospeo u fokus analize Beker i sar. gde je
upotrebom metoda oslikavanja masenom spektrometrijom (LA-ICP-MS) pokazana prostorna
distribucija metala (Becker i sar., 2005; 2010; Becker, 2013). Medutim, osim oslikavanja i
utvrdivanja ukupne koliine metala, do danas ovi nalazi nisu dovedeni u vezu i razmatrani u
kontekstu patologije mTLE a narocito HS, glavne patohistoloske komponente ovog
epilepticnog sindroma. Postoje mnoge prednosti u radu sa uzorcima humanih skleroti¢nih
hipokampusa zbog kojih su upotrebljeni za analizu metaloma. Dobijaju se hirurSkim putem u
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vrlo dobro kontrolisanim uslovima, Sto ih ¢ini bliskim svom nativhom fizioloSkom stanju u
odnosu na post mortem uzorke. Na ovaj nacin se dobija kvalitetno tkivo hipokampusa koje je
momentalno zamrznuto, nefiksirano i nije veStacki kontaminirano metalima (BaScarevic,
2014; Ristic¢ i sar., 2014; Risti¢i sar., 2015).

Analizu ukupnog sadrZaja Fe, Zn, Mn i Cu u tkivnim izolatima humanog skleroti¢nog
hipokampusa sproveli su i Risti¢ i sar. upotrebom opticke emisione spektrometrije sa
induktivno spregnutom plazmom (engl. inductively coupled plasma optical emission
spectrometry, ICP-OES). Studija je obuhvatila 24 uzorka mTLE-HS pacijenata i 17 kontrolnih
hipokampusa. Nisu bile uocene znacajne razlike u ukupnim koncentracijama gvozda i cinka,
dok je otkriven znacajno umanjen sadrzaj bakra i mangana, u odnosu na kontrolne uzorke
(Risti¢ i sar., 2014). Nalazi su ukazali na potrebu za detaljnijim ispitivanjem i prelaskom sa
Citave strukture hipokampusa na specificne regione i slojeve. Ovo je bilo upravo moguce
primenom metode LA-ICP-MS i dobijanjem ,metalnog otisaka“ skleroti¢cnog hipokampusa -
centralne patofizioloSke komponente mTLE. Preliminarni rezultati, koji su deo ove doktorske
disertacije, ukazali su da je od ova Cetiri metala, bakar bio znac¢ajno smanjen u diskretnim
skleroti¢nim zonama hipokampusa u odnosu na rezistentne regione, te je upravo najveci
fokus ove doktorske disertacije na metabolizmu ovog elementa.
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[I. Poglavlje

CILJEVI



Kako se mTLE-HS odlikuje smanjenjem u koncentraciji bakra u skleroti¢cnom

hipokampusu i s obzirom da je naruSen metabolizam bakra kod Coveka pracen pojavom
epilepti¢nih napada, ops$ti naucni cilj ove doktorske disertacije je bio da se otkrije uzrok
smanjenog nivoa bakra u skleroticnom hipokampusu pacijenata obolelih od mTLE-HS.
S tim u vezi, definisani su sledeci ciljevi:

[spitati histoloSku distribuciju i kvantitativnhe promene u kolic¢ini bakra u regionima i
slojevima skleroticnih hipokampusa pacijenata sa mTLE-HS sa izraZenim (HS1) i
lokalizovanim nivoom skleroze (HS2).

[spitati vezu izmedu distribucije bakra i gustine neurona u regionu skleroti¢nog
sklerozu i gliozu (SUB).

Istovremeno sa bakrom ispitati histolosku distribuciju gvozdja, cinka i mangana i
utvrditi kako uocene promene u koncentracijama ovih metala na anatomskom nivou
regiona i slojeva odgovaraju zabeleZenim promenama u c¢itavom skleroticnom
hipokampusu.

[spitati kvantitativne promene u proteinskom nivou ¢lanova transportne masinerije za
unos bakra u cCeliju (SLC31A1), njegovu dostavu do celijskih organela (ATOX1 za
GoldZijev aparat i COX17 za mitohondrije) i Saperona za umetanje u COX enzimski
kompleks (COX17 i COX11) u skleroticnim hipokampusima pacijenata sa mTLE-HS i
odgovarajuc¢im kontrolnim uzorcima.

Korelisati gustinu piramidalnih neurona, distribuciju bakra i aktivnost COX enzimskog
kompleksa u regionima i slojevima skleroti¢nih hipokampusa pacijenata sa mTLE-HS i
odgovarajuc¢im kontrolnim uzorcima.
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[II. Poglavlje

MATERIJAL I METODE



3.1. Supstance, rastvori, smese i puferi

Pregled svih smesa, reagenasa i Cistih supstanci koriS¢enih u eksperimentima prilikom
sprovodenja ovog istrazivanja dat je u tabelama 3.1 - 3.3. Sve supstance su bile analitickog ili
viSeg stepena CistocCe. OpSte prihvaceni medunarodni nazivi i skrac¢enice na stranim jezicima

su dodatno naznaceni za odgovarajuce supstance.

Tabela 3.1. Spisak koriS¢enih supstanci i njihovih proizvodaca.

Naziv Formula/skracenica Proizvodac

akrilamid AA Sigma Aldrich, Nemacka
amonijum-nikl(ii)-sulfat heksahidrat (NH4)2Ni(SO4)2- 6H20 Sigma Aldrich, Nemacka
albumin iz seruma goveceta BSA SERVA, Nemacka
amonijum-persulfat APS Lach-Ner, Ceska
bisakrilamid bisAA Sigma Aldrich, Nemacka
1,4-bis-2-(5-feniloksazolil)-benzen POPOP Sigma Aldrich, Nemacka
bromfenol plavo BPB Sigma Aldrich, Nemacka
citohrom c Cytc Sigma Aldrich, Nemacka

dekstran ,Sephadex G-50“

dekstran-sulfat

Denhartov rastvor, 100 puta koncentrovan
dezoksiadenozin-5'-(a-tio)-trifosfat, [35S]-
3,3'-diaminobenzidin
3,3'-diaminobenzidin supstrat za HRP
dietil-pirokarbonat

2,5-difeniloksazol

dimetil-benzen, smesa o-, m- i p- izomera
dimetil-sulfoksid

dinatrijum- etilendiamintetraacetat
dinatrijum-fosfat

ditiotreitol
DNK-nukleotidilegzotransferaza

DNK sperme lososa

etanol, apsolutni

formamid

heparin

Sephadex G-50

DR
5’-[a-35S]dATP
DAB
DAB-supstrat
DEPC

POP

ksilen, ksilol
DMSO
Na2EDTA
NazHPO4

DTT

DNTT

SSDNA
C2HsO0H, EtOH

Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka
Promega, SAD

Sigma Aldrich, Nemacka
Dako, Danska

Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka
Zorka Pharma, Srbija
SERVA, Nemacka

Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka
Promega, SAD

Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka
Sigma Aldrich, Nemacka

hlorovodonic¢na kiselina, 37% HCl Zorka Pharma, Srbija
kalijum-dihidrogenfosfat KH2PO4 Sigma Aldrich, Nemacka
kalijum-hlorid KCl Sigma Aldrich, Nemacka
katalaza CAT Sigma Aldrich, Nemacka
kobalt-hlorid CoCl2 Sigma Aldrich, Nemacka
koktel proteaznih inhibitora KPI Sigma Aldrich, Nemacka
krezil ljubicasto Ccv Sigma Aldrich, Nemacka
p-kumarinska kiselina Sigma Aldrich, Nemacka
Kumasi plavo R-250 CBB SERVA, Nemacka
limunska kiselina, monohidrat CeHgO7 - H20 Sigma Aldrich, Nemacka
luminol SERVA, Nemacka

rr;‘(lesd;L ljf,lrii lé)a(lzl%gljen]e Sakura Finetek, SAD
metanol CH30H, MeOH Merck, SAD

nemasno mleko u prahu Humana, Nemacka
ponso S SERVA, Nemacka
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propan-1,2,3-triol glicerol Sigma Aldrich, Nemacka

natrijum-dihidrogenfosfat NaH2PO4 Sigma Aldrich, Nemacka
natrijum-dodecil-sulfat SDS SERVA, Nemacka
natrijum-hidroksid NaOH Lach-Ner, Cegka
natrijum-hlorid NaCl Sigma Aldrich, Nemacka
normalni serum magarca NDS Sigma Aldrich, Nemacka
obeleziva¢ molekulskih masa Thermo Scientific, SAD
paraformaldehid PFA Sigma Aldrich, Nemacka
poli(izobutilen)/parafin smesa Paraplast Sigma Aldrich, Nemacka
poliadenilna kiselina PoliA Sigma Aldrich, Nemacka
polioksietilen-(20)-sorbitan-monolaurat Tween 20 SERVA, Nemacka

radni pufer za DNTT DNTT pufer Promega, SAD

rastvor smola za cuvanje DPX Sigma Aldrich, Nemacka
saharoza Sigma Aldrich, Nemacka
siréetna kiselina, glacijalna CH3COOH Zorka, Srbija
2-sulfaniletan-1-ol B-merkaptoetanol Sigma Aldrich, Nemacka
teéni azot N2 Messer, Srbija
tetrametil-etilen-diamin TEMED Sigma Aldrich, Nemacka
t-oktil-fenoksi-polietoksi-etanol ,Triton X-100“ Sigma Aldrich, Nemacka
trinatrijum-citrat dihidrat CsHsNaz07- 2H20 Sigma Aldrich, Nemacka
tris(hidroksimetil)Jaminometan Tris SERVA, Nemacka
vodonik-peroksid, 30% H202 Sigma Aldrich, Nemacka

Tabela 3.2. Spisak i sastav nesterilnih smesa i rastvora.

Naziv (skracenica) Sastav i rastvarac

50 mM Tris
150 mM NacCl
HCI (titracija)

RIPA pufer za pripremu lizata tkiva (RIPA) 0.5% Triton X-100

pH 7.4 1% SDS
1 mM EDTA
u vodi
60 mM Tris pufer pH 6,8
25% glicerol

Pufer za obradu uzorka za elektroforezu (PUZ) 2% SDS

2 puta koncentrovan 14,4 mM B-merkaptoetanol
0,1% BPB
u vodi
0,25 M Tris

Pufer za elektroforezu 0,192 M Glicin

pH 8,3 0,1% SDS
u vodi

Tris-HCI pufer 11-1(1;/{ TRIS "

pH 6,8 (t.ltracua)

’ u vodi
Tris-HCI pufer Il-l’glM :I‘rls "
pH 8,8 (t.ltracua)
’ u vodi
Gel za koncentrovanje 4% AA
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0,14% bisAA

125 mM TRIS-HCI pufer pH 6,8
0,1% SDS

0,05% APS

0,033% TEMED

u vodi

7,5% AA

0,27% bisAA

375 mM TRIS-HCI pufer pH 8,8
Gel za razdvajanje proteina veli¢ine 30-180 kDa 0,1% SDS

0,05% APS

0,033% TEMED

u vodi

12% AA

0,43% bisAA

375 mM TRIS pufer pH 8,8
Gel za razdvajanje proteina veli¢ine 8-70 kDa 0,1% SDS

0,05% APS

0,033% TEMED

u vodi

50% CH3O0H
Rastvor za fiksiranje gela 10% CH3COOH
u vodi

5% CH30H
Rastvor za obezbojavanje gela 7% CH3COOH
u vodi

50% CH30H
10% CH3COOH
0,1% CBB

u vodi

Rastvor boje CBB za bojenje gela

1% ponso s
Rastvor boje ponso s za bojenje PVDF membrane 5% CH3COOH
u vodi

1,5 mM KH2PO4
6,5 mM NazHPO4
2,7 mM KCI

0,14 M NacCl

u vodi

Na/K fosfatni fizioloSki rastvor (PBS)
pH 7,2

0,2 M NaH2PO4

Natrijum-fosfatni pufer (NFP) 5M NaOH (titr.)

pH 7.4 u vodi

0,25 M Tris
Imunoblot pufer za prenos 0,192 M Glicin
pH 8,3 20% MeOH

u vodi

0,

Imunoblot rastvor za blokiranje >% OML

u PBS-u

P 0,1% Tween 20

Rastvor za ispiranje membrane W PBS-u
Rastvor luminola 250 mM luminol
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u DMSO-u

Rastvor p-kumarinske kiseline

90 mM p-kumarinska kiselina
u DMSO-u

Imunoblot rastvor supstrata za HRP

1% rastvor luminola

0,44% rastvor p-kumarinske kiseline
7,5% Tris pufer pH 8,8

5 mM H:20:2

u vodi

Rastvor za fiksiranje tkiva

4% PFA

0,1 M NFP pH 7,4
1 M NaOH

u vodi

Rastvor krezil ljubicastog

0,1% CV
1% CH3COOH
u vodi

Rastvor za ,bojenje”“ COX

0,02% DAB

0,03% Cytc

0,015% CAT

2% saharoza

0,03% (NH4)2Ni(S04)2 - 6H20
0,03% CoCl2

u 50 mM NFP

Natrijum-citratni pufer za otkrivanje antigena
pH6

0,1 M CeHsO7- H20
0,1 M CeHsNasz07 - 2H20
u vodi

Tris-EDTA pufer za otkrivanje antigena
pHO

10 mM Tris
1 mM EDTA
u vodi

Rastvor za inhibiciju peroksidaza

0,3% H20:2
u metanolu

Scintilacioni koktel

0,5% POP
0,05% POPOP
u ksilolu

Tabela 3.3. Spisak i sastav sterilnih smesa i rastvora i rastvora bez aktivnih ribonukleaza.

Naziv (skracenica)

Sastav i rastvarac¢

0,01% DEPC

DEPC voda .
u vodi
. - 5 pg/ml 45-mer dNMP
Oligonukleotidi 4 DEPC vodi

Reakciona smesa
za radioaktivno obelezavanje oligonukleotida

2,5 ul pufera za DNTT

1 pl oligonukleotida

1 ul 5’-[a-35S]dATP 1250 Ci/mmol
1 ul DNTT 20 U/l

7 ul DEPC voda

Tris-EDTA-NaCl-SDS pufer (TENS)

0,1 M NacCl
20 mM Tris
5mM EDTA
0,1% SDS
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u DEPC vodi

Slani natrijum-citratni pufer (SSC) 12(:nrr1\1/[MCNI? Cl\lla 0 - 2H,0
pH 7, 100 puta koncentrovan W DEPC v6odsi il 2

50% formamid

4 puta koncentrovan SSC
10% dekstran sulfat

5 puta koncentrovan DR
200 mg/ml SSDNA

100 pg/ml PoliA

120 pg/ml heparin

2,5 mM natrijum-fosfat

1 mM natrijum-pirofosfat
u DEPC vodi

Rastvor za hibridizaciju

1% natrijum tiosulfat

Pufer za ispiranje u 100 puta koncentrovanom SSC

3.2. Antitela

Tabela 3.4. Primarna antitela.

Meta Poreklo Namena RazblaZenje Proizvodac Kat. Br.
B-aktin zec (p) IB 1:10000 Abcam 8227
a-tubulin  mi$ (m) IB 1:1000 Invitrogen 14-4502-82
TBP miS(m) IB 1:1000 Abcam 51841
GAPDH zec (p) IB 1:5000 Sigma Aldrich G9545
ATOX1 miS (m) IB 1:500 Santa Cruz Biotechnology = 398742
SLC31A1 koza (p) igH 1 igg Santa Cruz Biotechnology =~ 18473

p, poliklonsko; m, monoklonsko; TBP, protein koji se vezuje za TATA sekvencu; GAPDH, gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza; ATOX1, metaloSaperon za bakar; SLC31A1, membranski transporter za bakar; 1B, imunoblot;
IHH, imunohistohemija; kat.br, kataloski broj.

Tabela 3.5. Sekundarna antitela spregnuta sa HRP.

Meta Poreklo Namena Koncentracija Proizvodac Kat. Br.

miSji IgG  Zec (p) IB 1:30000 Abcam 97046

zeCji IgG  Koza (p) IB 1:30000 Abcam 6721
IB 1:8000

kozji IgG  Magarac (p) Santa Cruz Biotechnology 2020

IHH 1:250

p, poliklonsko; IB, imunoblot; [HH, imunohistohemija; kat.br, kataloski broj.
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3.3. Ispitanici i prikupljanje uzoraka

Naucna istraZivanja u toku izrade ove disertacije su sprovedena u skladu sa
HelsinsSkom deklaracijom Svetske medicinske asocijacije, iz 1964. i njenim kasnijim
amandmanima. Istrazivanja su odobrena od strane Etickog odbora Klinickog centra Srbije
odlukom br. 422 /5 od 17.3.2011. i Izjavom o saradnji od 7.6.2018. Svaki pacijent je potpisao
informisani pristanak. Pravo na tajnost svih osetljivih podataka zagarantovano je svim
uCesnicima istrazivanja. Dobijeni podaci su koris¢eni isklju¢ivo za svrhu dostizanja
postavljenih ciljeva istrazivanja.

[straZivanja u okviru ove disertacije su sprovedena nad ukupno 36 uzorka tkiva od 25
pacijenta koji boluju od farmakorezistentne mTLE i 11 individua bez medicinske istorije
neuroloskih oboljenja i povreda mozga koji su predstavljali kontrolne uzorke (engl. control,
C). Svi pacijenti imali su istoriju leCenja pomocu 3-6 vrsta antiepileptika pre upucivanja na
operativno leCenje. Demografski i klinicki podaci svih ulesnika istraZivanja u trenutku
uzimanja hipokampusnog tkiva, kao i primenjene metode, sakupljeni su u tabeli 3.6.

Tabela 3.6. DemografskKi i klini¢ki podaci o uc¢esnicima i predvidene istrazivacke metodologije.

Metode
Sifra uzorka Pol Starost  ILAE g o)
(godine) tip HS A T o7
— L—.‘J g > =
T £ 5 £ 8 B
TLE1 M 42 2 VR
TLE2 7 33 2 VR
TLE3 M 37 2 VR
TLE4 7 34 2 v v
TLE11 7 32 2 v
TLE12 7 25 2 VR
TLE13 7 19 2 v vV
TLE14 M 29 1 v vV
TLE15 7 19 1 v v v
TLE16 M 29 1 A A
.= TLE17 M 49 1 A A
S TLE18 Z 40 1 v v v v v
S TLE19 M 38 1 v vV
®~ TLE20 M 31 1 v
TLE21 M 41 1 v
TLE22 M 45 2 v
TLE23 7 51 2 v
TLE24 7 36 1 v
TLE25 7 44 1 v
TLE26 7 37 1 v
TLE27 7 26 1 v
TLE28 7 48 1 v
TLE29 7 52 1 v
TLE30 7 26 1 v

w
(0]



TLE31 7 23 1 v
C1 Z 38 / v v v v
C2 M 19 / v v v v
5 C3 M 19 / v v vV
§ C4 Z 59 / v
S C5 Z 59 / v
E C6 Z 59 / v
g 7 M 19 / v
S C8 M 47 / v
= 9 M 20 / v
C10 7 52 / v
C11 7 41 / v

ILAE, Medunarodna liga za borbu protiv epilepsije; HS, hipokampusna skleroza; IHH, imunohistohemija; LA-ICP-
MS, laserska ablacija spregnuta sa induktivno kuplovanom plazmom i masenom spektrometrijom; PAGE,
elektroforeza na poliakrilamidnom gelu; 1B, imunoblot; COX, histohemijsko bojenje aktivnosti citohrom c
oksidaze; ISH-AR, in situ hibridizacija sa autoradiografijom; M, muskarci; 7, 7ene.

Ciljno tkivo ove disertacije predstavljali su hirurski odstranjeni hipokampusi iz gore
pomenutih eksperimentalnih grupa: TLE (pacijenti) i C (kontrolni u¢esnici). Dodatno, u okviru
TLE grupe, ispitivani su uzorci HS1 hipokampusa (izraZena skleroza) i HS2 hipokampusa
(lokalne skleroticne promene) zbog pogodnosti pri poredenju sa kontrolnim uzorcima ili
regionom skleroticnog hipokampusa rezistentnim na sklerozu. TLE pacijenti upuceni na
resekciju skleroticnog hipokampusa u cilju tretmana farmakorezistentne mTLE leCeni su u
Klinici za neurohirurgiju, Klinickog centra Srbije. Nakon potpisivanja informisanog pristanka,
hipokampusi pacijenata su odstranjeni en bloc?4, hirurSkom metodom prednje dvotrecinske
temporalne lobektomije sa amigdalohipokampektomijom. Podtip skleroze hipokampusa
prema ILAE Klasifikaciji (HS1/2) je utvrden postoperativnim histoloskim pregledom tkiva od
strane patologa (S.R.) SluZbe za patohistologiju, Klinike za neurohirurgiju, Klinickog centra
Srbije. Kontrolni hipokampusi su dobijeni tokom autopsije u Institutu za forenzicku medicinu,
Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, manje od 10 sati post mortem od individua
bez medicinske istorije neuroloskih oboljenja i povreda mozga.

U zavisnosti od potreba predvidene istrazivacke metodologije, zadnji deo glave
hipokampusa debljine oko 1 cm je momentalno zamrznut u tenom azotu i do upotrebe
odloZen na -80 °C ili je fiksiran u rastvoru za fiksiranje tkiva (tabela 3.2) 24 sata. Zamrznuti
(intaktni) uzorci su koriS¢eni za dobijanje:

i) kriopreseka, koji su potom koriSc¢eni za:
a) histohemijske metode (Nislovo bojenje i histohemijski esej za citohrom c
oksidazu);
b) metodu za bio-oslikavanje elemenata;
c) metodu in situ hibridizacije;
ii) tkivnih lizata za analizu nivoa ispitivanih proteina.

Fiksirani uzorci koriS¢eni su za dobijanje parafinskih preseka za imunohistohemijsko
ispitivanje.

14 Hirursko uklanjanje strukture u celini
39



3.4. Priprema smrznutih i parafinskih preseka

Serijski koronalni preseci intaktnog hipokampusnog tkiva smrznutog u tecnom azotu
su pripremani u hladnoj komori kriostata (Leica CM1850, Nemacka). Tkivo je pre seCenja
dovedeno na radnu temperaturu kriostata, sa -80 °C na -24 °C, tokom 2 sata prilagodavanja.
Potom je ucvrséeno na metalni nosa¢ pomocu komercijalnog medijuma za ucvrscivanje i
orjentisano u koronalnu ravan seCenja. Rezovi debljine 16 pm su polagani na visoko-
prijanjaju¢a predmetna stakla (Superfrost Ultra Plus, Menzel Glaser, Nemacka), osuSeni na
sobnoj temperaturi tokom 24 sata i odloZeni na -20 °C do upotrebe. Radi oCuvanja nativne
organizacije tkiva, pojacavanja razlika izmedu tkivnih cinilaca i prevencije autolize,
kriopreseci hipokampusnog tkiva su najpre fiksirani paraformaldehidom (30 minuta, 4 °C), za
potrebe Nislovog bojenja i histohemijskog eseja za citohrom c oksidazu. Posle ispiranja u PBS-
u kako bi se odstranio viSak fiksativa i vratila fizioloska pH vrednost, rezovi su bili spremni za
navedene metode.

Dehidratacija fiksiranog hipokampusnog tkiva je izvrSena inkubacijom u rastvorima
etanola rastucih koncentracija: 30, 50 i 70% po 10 minuta, dva puta dva sata u 96% i jedan sat
u apsolutnom etanolu. Potom je tkivo prebaceno u ksilol. Kalupljenje je izvrSeno u ,Paraplast”
smesi u histoloskim kasetama. Serijski koronalni preseci debljine 10 um su dobijeni na
rotacionom mikrotomu (Leica RM2265, Nemacka) i polagani na visokoprijanjaju¢a predmetna
stakla (Superfrost Ultra Plus, Menzel Glaser, Nemacka) u vodenom kupatilu na 40 °C (Leica
HI1220, Nemacka). Nakon suSenja tokom 48 sati na vazduhu, odloZeni su i ¢uvani na sobnoj
temperaturi do upotrebe.

3.5. Histohemijske metode
3.5.1. Nislovo bojenje

Metod bojenja nervnog tkiva u cilju lokalizacije celijskih tela je razvio nemacki
neuropatolog Franc Nisl (Nissl, 1894). Osnov bojenja lezi u sposobnosti endoplazmati¢nog
retikuluma i ribozomskih rozeta da vezu bazna jedinjenja kao Sto je krezil-ljubicasto (engl.
Cresyl violet, CV) zbog bazofilnih svojstava RNK. Ove velike granularne strukture se nalaze
samo u dendritima i Celijskim telima neurona i nazvane su Nislova tela. Nislovo bojenje je
koriS¢eno kao metoda za utvrdivanje morfo-anatomskih mikrostruktura dentatnog girusa i CA
regiona kao i rasporeda i lokalizacije neurona.

Bojenje je obavljeno inkubiranjem preseka u mraku u kiselom vodenom rastvoru CV u
trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi. Visak boje je odstranjen kratkim ispiranjem u
dejonizovanoj vodi, a zatim je diferencijacija boje i dehidratacija preseka obavljena
potapanjem u rastvore etanola rastuc¢ih koncentracija (70%, 96% i 100%). Nakon odbojavanja
u ksilolu plocice sa presecima su prelivene rastvorom smola za ¢uvanje (DPX) i pokrivene
pokrovnim stakalcima radi trajne zaStite (Cover slide, Menzel Gldser, Nemacka). Svetlosne
mikrografije preparata hipokampusa obojenih Nislovim bojenjem dobijene su pomoéu CCD
kamere (Leica DFC 320, Leica, Nemacka) povezane sa svetlosnim mikroskopom (Leica DM RB
Photomicroscope, Leica, Nemacka). Bojenje je izvrSeno na Sest uzoraka skleroti¢nih
hipokampusa HS1, Sest uzoraka HS2 i tri kontrolna uzorka.

3.5.2. Enzimsko-histohemijski esej za citohrom c oksidazu

Mitohondrijalna COX predstavlja ,raskrsnicu” puteva stvaranja energije i metabolizma
bakra. Ovaj transmembranski multimerni proteinski kompleks koji funkcionise kao
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oksidativni enzim i protonska pumpa je fundamentalno znacajan za Celijsko disanje i
energetsku produkciju kod aerobne respiracije. Poseduje tri redoks aktivna jona bakra u dva
kataliticka centra (Cus i binuklearni Cua) i kontroliSe prenos elektrona sa citohroma c na 02
gradeci time vodu u reakciji sa protonima. Koli¢ina i aktivnost COX se cesto dovodi u
korelaciju sa energetskim statusom i aktivnoS¢u neurona. Esej je koriS¢en za ispitivanje veze
izmedu koncentracije bakra i aktivnosti ovog enzima u uzorcima hipokampusa. Zasniva se na
oksidaciji donora elektrona, 3,3'-diaminobenzidina, i posledi¢noj polimerizaciji u nerastvorni
tamni talog na mestima enzimske aktivnosti.

Fiksirani preseci tkiva hipokampusa svakog uzorka su potopljeni u zajednicki rastvor
za bojenje COX (tabela 3.2) u trajanju od 70 min uz blago mesanje na 44 °C. Reakcija je
zaustavljena ispiranjem u PBS-u pa u dejonizovanoj vodi, nakon Cega su izradeni trajni
mikroskopski preparati dehidratacijom preseka u etanolu, ksilolu i montiranjem u rastvoru
smola za cuvanje (DPX). Aktivnost enzima na preparatima je odredivana denzitometrijski.
Preparati su zatim posmatrani svetlosnim mikroskopom (Optika microscopes Italy CP6,
Optika, Italija) na razli¢itim uveli¢anjima a mikrografije su izradene pomoc¢u CCD kamere (P6
Pro camera, 6.3 MP CMOS) povezane sa mikroskopom. Esej je izvrSen na cetiri uzorka
skleroti¢nih hipokampusa HS1 i tri kontrolna uzorka a rezultati denzitometrije (u jedinicama
relativne opticke gustine) su prikazani kao arbitrarne jedinice normalizovane na vrednost
subikuluma.

3.5.3. Imunohistohemijsko obelezavanje

Metoda imunohistohemijskog (IHH) obeleZavanja tkiva je metoda lokalizacije (ili
vizualizacije) proteina od interesa u tkivnim presecima, koja se zasniva na principima reakcije
antitela sa antigenima. Detekcija podrazumeva koriS¢enje dva ,nivoa“ antitela tako da prvo
(primarno) vezuje protein od interesa a drugo (sekundarno) sa jedne strane vezuje primarno
antitelo a sa druge strane poseduje neki od obeleZivata odgovornih za stvaranje vidljivog
proizvoda. Ovakvom detekcijom se omogucéava povecavanje jaCine signala.

SLC31A1 protein je detektovan primarnim antitelom izolovanim iz koze a obeleZivac
na sekundarnom, anti-kozjem antitelu izolovanom iz magarca je bio peroksidaza rena (engl.
horseradish peroxidase, HRP). Protokol metode se sastojao iz viSe koraka koji podrazumevaju
pripremu preseka, otkrivanje (i.e. demaskiranje) antigena, blokiranje endogenih peroksidaza,
blokiranje nespecificnih mesta vezivanja primarnog antitela, izlaganje primarnom antitelu,
izlaganje sekundarnom antitelu i izlaganje HRP obelezivaca supstratu.

Za imunohistohemijsku metodu koris¢eni su parafinski preseci. Deparafinizacija
preseka izvrSena je ispiranjem plocica u ksilolu, a rehidratacija potapanjem u rastvore etanola
opadajuce koncentracije. Preseci su prebaceni u PBS radi stabilizacije fizioloSke pH. PoSto u
toku fiksacije tkiva dolazi do formiranja veza izmedu aldehida iz fiksativa i antigena u tkivu,
preparati se podvrgavaju procesu demaskiranja antigena, postupkom koji je podrazumevao
zagrevanje preseka na 95 °C u TRIS-EDTA puferu, u trajanju od 20 minuta. Kako bi se
osiguralo da se formiranje obojenog produkta deSava samo na mestima aktivnosti HRP
sekundarnog antitela, nakon hladenja u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi, u
presecima je blokirana aktivnost endogene peroksidaze 20-minutnim inkubiranjem preseka u
0,3% H202 u metanolu. Slede¢i korak odnosio se na blokiranje protein-vezuju¢ih mesta u
tkivu, za koja bi mogla da se nespecificno veZu sekundarna antitela, inkubacijom preseka u
10% NDS na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta u vlaznoj komori. Nakon blokiranja, preseci
su izloZeni rastvoru primarnog antitela, koje specificno prepoznaje protein od interesa (tabela
3.4). Odabrani serijski preseci nisu bili izloZzeni primarnom antitelu ve¢ su ostavljeni u
rastvoru za blokiranje pod istim uslovima kao i preseci sa primarnim antitelom, kako bi sluZili
kao kontrole vezivanja sekundarnog antitela. Izlaganje je trajalo preko noci na 4 °C u vlaznoj
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komori, ¢ime je omoguceno optimalnije i efikasnije vezivanje za antigen. Sutradan su preseci
izloZeni delovanju sekundarnog antitela (tabela 3.5) tokom 90 minuta u vlaznoj komori na
sobnoj temperaturi. Sekundarno antitelo, spregnuto sa HRP, vezano na ovakav nacin
omogucava uocavanje i lokalizaciju proteina od interesa nakon aktivacije HRP obeleZivaca
pomocu DAB-supstrata. HRP katalizuje oksidaciju DAB-a u prisustvu vodonik-peroksida Sto
dovodi do polimerizacije i precipitacije obojenog proizvoda na mestima reakcije, odnosno
mestima sa vezanim primarnim antitelom, odnosno mestima proteina od interesa u tkivu.
Prostorni raspored obojenog proizvoda oslikava prostorni raspored ispitivanog proteina.

Ovako pripremljeni preseci su koriS¢eni za izradu trajnih preparata po standardnom
protokolu. Preparati su zatim posmatrani svetlosnim mikroskopom (Leica DM RB
Photomicroscope, Leica, Nemacka) a mikrografije su dobijene pomocu povezane CCD kamere
(Leica DFC 320, Leica, Nemacka). Obelezavanje je izvrSeno na Cetiri uzorka skleroti¢nih
hipokampusa HS2.

3.6. Bio-oslikavanje elemenata laserskom ablacijom uz
induktivno spregnutu plazmu i masenu spektrometriju

Oslikavanje detaljnog prostornog rasporeda hemijskih elemenata na povrsini ¢vrstog
uzorka i odredivanje njihovog sadrZaja postignuto je upotrebom kompozicije nekoliko metoda
pod nazivom laserska ablacija uz induktivno spregnutu plazmu i masenu spektrometriju
(engl. laser ablation - inductively coupled plasma - mass spectrometry, LA-ICP-MS). Ova mo¢na
analiticCka metodologija koriS¢ena je za ispitivanje elementarnog sastava, lokalizacije i
sadrZaja mangana, gvozda, bakra i cinka na kriopresecima intaktnog hipokampusnog tkiva.
Kao krajnji proizvod ove sloZene metode dobijene su dvodimenzione ,mape“ ispitivanih
elemenata na presecima tkiva sa veli¢inom piksela koja odgovara kvadratu 20 pm - 20 pm.
Metoda se izvrSava u tri opSta koraka: laserska ablacija skeniranjem tkiva i dobijanje aerosola,
odredivanje sadrzaja metala u aerosolu induktivno spregnutom plazmom i masenom
spektroskopijom i ra¢unarsko prevodenje spektara u dvodimenzione mape. Instrumentalna
podesSavanja svakog koraka radena su u cilju povecanja kvaliteta oslikavanja, brzine ablacije i
spreCavanja stvaranja artefakata u smislu zamucenja, razmaza i pozadinskog Suma. Ovakva
podesSavanja su dala slike sastavljene od kvadratnih piksela dimenzija 20 pm - 20 um brzinom
od 106 000 piksela/h.

3.6.1. Laserska ablacija

Prvu metodu ove kompozicije predstavlja sistem za lasersku ablaciju, koji koristi
energiju lasera za uklanjanje diskretnog dela Cvrstog uzorka (tkiva) i njegovo prevodenje u
aerosol. Instrumentalna postavka sastojala se od jedinice za lasersku ablaciju (Analyte G2,
Teledyne Photon Machines Inc., Bozeman, MT). Osnovna komponenta sistema je ekscimernils
argon-fluoridni, nanosekundni, UVC laser. Sistem je opremljen i standardnom, aktivhom
dvokomornom ¢elijom za ablaciju (HelEx II) sa ,ARIS“ podsistemom za brzo uvodenje
aerosola (engl. aerosol rapid introduction system, ARIS) (Teledyne CETAC Technologies) ¢ime
je postignuto znatno krade vreme ispiranja ablacijske celije i uvodenje uzorka u ICP-MS
sistem. Radne karakteristike lasera date su u tabeli 3.7. Modalitet ablacije je bio podeSen na
neprekidno linijsko skeniranje sa korakom od 20 pm i dozom od 10 pulseva.

15 Pobudeni dimer (izvedeno od engl. excited dimer, excimer)
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Tabela 3.7. Karakteristike i instrumentalna podesavanja sistema za lasersku ablaciju "Analyte G2".

Karakteristika Vrednost
Talasna duZina 193 nm

Oblik zraka kvadratan
Dimenzije zraka 20 um - 20 um
Frekvencija 294 Hz

Puls 3 ns

Brzina skeniranja 588 um - st
Opticka energija 0.36] - cm2
Ekscimerni gas argon-fluorid
Nosedi gas helijum

Protok noseceg gasa 0,31 min‘!

3.6.2. Induktivno spregnuta plazma sa masenom spektrometrijom

Jedinica za lasersku ablaciju je bila direktno povezana sa induktivno spregnutom
plazmom i kvadrupolnim masenim spektrometrom (ICP-MS) (Agilent 7900x, Agilent
Technologies, Tokyo, Japan) Sto je omogucilo izotopsku analizu elemenata aerosola uzorka.
Radne karakteristike ICP-MS date su u tabeli 3.8. Visoka temperatura plazme jonizuje sve
elemente aerosola. Nakon elektrostaticke lupe koja uklanja fotone, neutralne vrste i negativno
naelektrisane jone, joni od interesa bivaju fokusirani i uneti u kvadrupolni maseni
spektrometar koji ih analizira na osnovu odnosa mase i naelektrisanja.

Tabela 3.8. Karakteristike i instrumentalna podesavanja sistema za ICP-MS "Agilent 7900x".

Karakteristika Vrednost

Modalitet TRA16
Radiofrekventna snaga 1500 W

Gas za CiS¢enje Argon

Protok gasa za CiS¢enje 0,81 min1

Gas za plazmu i za hladenje Argon

Protok gasa za plazmu 11- min1

Protok gasa za hladenje 151- min-1
Detektovani izotopi 55Mn, 57Fe, 63Cu, ¢6Zn
Vreme dobavljanja 34 ms

3.6.3. Sastavljanje kvantitativnih dvodimezionalnih mapa

Maseni spektri za svaki metal iz svake tacke ablacije su prevedeni u sirove matrice
pomocu softverskog paketa HDIP (v1.3.1.r0; Teledyne CETAC Technologies) koje oslikavaju
prostorni raspored metala u datom preseku hipokampusa. Vrednost svakog elementa matrice
odgovara intenzitetu signala merenog izotopa odnosno sadrzaju tog izotopa u tacki uzorka.
Dimenzije matrice odgovaraju nac¢inu ablacije, to jest, jedna dimenzija je duZina linije ablacije
(um) a druga dimenzija je broj linija ablacije pomnoZen sa 20 um duZine laserskog zraka.

Zelatinski standardi su pripremljeni za potrebe kalibracije sirovih matrica mesanjem
10% rastvora Zelatina sa rastvorom Zeljenog elementa u smesu poznate finalne koncentracije.
Kap ove smese je nanesena na predmetno staklo i osuSena na vazduhu c¢ime je postignuta
homogena distribucija unetog elementa. Zelatinski standardi su zatim ispitivani pod istim

16 Vremensko razdvajanje (engl. transient resolved analysis)
43



uslovima kao i uzorci hipokampusa, ¢ime su dobijene vrednosti za kalibracionu krivu. Ove
vrednosti su iskoriS¢ene za kalibraciju sirovih matrica u softverskom paketu Image] ¢ime je
dobijena finalna slika, odnosno kvantitativna 2D mapa svakog ispitivanog elementa u uzorku.
LA-ICP-MS oslikavanje izvrSeno je na Sest uzoraka skleroti¢nih hipokampusa HS1, dva uzorka
HS2 i tri kontrolna uzorka. Rezultati kvantitativne analize mapa metala su izraZeni kao pg - g1
tkiva.

3.7. In situ hibridizacija

Hibridizacija in situ je metoda koja omogucava direktnu detekciju informacione RNK
(iRNK) na mestima njene sinteze i deponovanja u celijama, pomocu, vestacki dobijene i
obeleZene probe, tj. nukleinske kiseline komplementarne sekvence. Metoda moZe imati
raznovrsnu primenu, a u ovom istrazivanju je koris¢ena za ispitivanje prostornog rasporeda
iRNK odabranih proteinskih Saperona bakar-zavisnih proteina u nervnom tkivu, na fiksiranim
kriopresecima hipokampusa. Vrsta probe odabrane za hibridizaciju je hemijski sintetisani
komplementarni oligodezoksiribonukleotid radioaktivno obeleZen na 3’ kraju izotopom 33S.

Sve probe su dizajnirane kao polimeri duZine 45 nukleotida sa GC udelom od pribliZzno
50% radi optimalnog odnosa termostabilnosti hibrida i nespecificnog vezivanja. Sekvence su
odabirane pomocu pristupa bazi podataka nukleotidnih sekvenci Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije SAD (engl. The National Center for Biotechnology Information,
NCBI; URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) i date su u tabeli 3.9. Jedinstvenost u
humanom genomu za svaku od odabranih sekvenci je utvrdena koriS¢enjem NCBI softverskog
alata ,BLAST“ dostupnog na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov. Sve probe su hemijski sintetisane i
preciS¢ene kod proizvodaca ,MWG-Biotech Aktiengesellschaft”, Nemacka.

Tabela 3.9. Podaci o koris¢enim probama

Gen GCudeo Sekvenca probe5’-3’ NCBI referenca
GCA CCATGT TTT CAA TCT TGT CTG AGG CAT
0
COX11  49% GAC CTG CAA CTG CTG NM_004375.5
GGC TCT CAT GCATTC CTT GTG GGC CTC AAT
0
COX17 51% TAG ATG TCC ACA GTG NM_001382002.1

A, adenin; G, guanin; C, citozin; T, timin; NCBI, nacionalni centar za biotehnoloske informacije u SAD; COX11,
Saperon za bakar za citohrom c oksidazu COX11; COX17, Saperon za bakar za citohrom c oksidazu COX17.

3.7.1. Radioaktivno obeleZavanje oligonukleotida

ObeleZavanje oligonukleotida izvrSeno je na njihovom 3’ kraju dodavanjem nekoliko
radioaktivnih 5’-[a-3°S]dATP pomocu enzima DNK nukleotidilegzotransferaze, stvarajuci tako
radioaktivni poli-A rep. Reakciona smesa oligonukleotida, enzima, njegovog radnog pufera i
radioaktivnih 5’-[a-3°S]dATP, sastavljena je u sterilnim uslovima iza odgovarajuteg [3-
radijacionog Stita (tabela 3.3). Enzimska reakcija se odvijala jedan sat na 37 °C i konacno je
zaustavljena dodavanjem 40 pl DEPC vode.

Nakon zaustavljanja reakcije, obeleZene probe su preciS¢ene od neugradenih
nukleotida metodom gel hromatografije. Kolone izradene za ovu metodu sastojale su se od
Sprica zapremine 1 ml ispunjenog matriksom umrezenih dekstrana (Sephadex G-50) u TENS
puferu (tabela 3.3) i zatvorenog staklenom vunom. Kalibracija kolona obavljena je unosenjem
52 ul TENS-a i tri puta ponovljenim centrifugiranjem dva minuta na 2000 rpm. Nakon toga je
uneto 52 pl reakcione smesSe i centrifugirano pod istim uslovima. Odvojeni slobodni nukleotidi
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su prikupljeni u epruvetu na dnu kolone a elucija obeleZenih oligonukleotida je izvrSena
dodavanjem 2 pl 1M DTT-a radi sprecavanja stvaranja disulfidnih mostova.

Efikasnost obeleZavanja proverena je merenjem zracenja na scintilacionom brojacu (LS
6500 Scintillation system, Beckman). Metod je zasnovan na detektovanju fotona nastalih pri
prolasku 8- Cestica kroz scintilator. Polipropilenske bocice su bile ispunjene scintilacionim
koktelom (tabela 3.2) u koji je dodato 2 pl precisS¢enih obeleZenih oligonukleotida.
Detektovana aktivnost je bila 50-200 - 103 cpm/pl dok je specificna aktivnost proba iznosila
450-680 pCi/pg. Ovako pripremljene probe su spremne za hibridizaciju.

3.7.2. Hibridizacija

Hibridizacioni protokol je sproveden u sterilnom okruZenju bez ribonukleaza, na
fiksiranim kriopresecima koji su dehidrirani u 70% i 100% etanolu a zatim osuSeni na
vazduhu. ObeleZeni oligonukleotidi su razblaZeni do koncentracije od 1 ng/ml u rastvoru za
hibridizaciju (tabela 3.3) u koji je neposredno pre upotrebe dodat i 40 mM DTT. Svaki presek
je potpuno prekriven nanoSenjem 100 pl ove smese a zatim zasti¢en folijom (Parafilm M,
Bemis Company Inc, USA). Kontrolni preseci za proveru specifi¢nosti vezivanja svake probe su
bili prekriveni rastvorom za hibridizaciju koji je uz obeleZene probe sadrzao i 100 puta vecu
koncentraciju neobeleZenih proba. Hibridizacija se odvijala na 42 °C tokom 24 sata u vlaznoj
komori. Preseci su zatim kratko isprani toplim puferom za ispiranje (tabela 3.3) Cime je
odstranjena zastitna folija i viSak rastvora za hibridizaciju a nakon toga su dodatno ispirani
sat vremena u ¢istom puferu na 55 °C. Na kraju, preseci su dehidratisani redom u rastvorima:
SSC, 0,1 puta koncentrovan SSC (tabela 3.3), 70% EtOH i apsolutni EtOH i osuSeni na vazduhu
pre izlaganja rendgenskom filmu.

3.7.3. Autoradiografija

Distribucija radioizotopa u uzorku, odnosno iRNK od interesa, odredena je metodom
direktne autoradiografije. Metoda se odvija u mraku i zasniva se na prenoSenju energije
oslobodene radioaktivnim raspadom sa izotopa 3°S na emulziju rendgenskog filma. Prolazak
- Cestica kroz emulziju koju sacinjava Zelatinski nosa¢ sa uronjenim Kkristalima nekog od
srebro halogenida dovodi do gubljenja energije Cestica u seriji interakcija sa elektronima
kristalne reSetke Sto za posledicu ima formiranje metalnog srebra na mestima zracenja
odnosno formiranje latentne slike.

Protokolom za zavrSetak ove redukcije srebra, slika postaje vidljiva ljudskom oku. Ovo
se postize izlaganjem filma redukcionim sredstvima dovoljno dugo da se redukuje samo
srebro u okviru latentne slike. Nakon toga, viSak emulzije sa neredukovanim srebrom se
rastvara i spira u procesu fiksiranja slike potapanjem u rastvarac-fiksir ¢cime se omogucava
stabilnost dobijene slike i film se sme izneti na svetlost.

OsuSeni preseci su premesSteni u fotografsku kasetu (Kodak, Rochester, SAD) i svi
izloZeni istom rendgenskom filmu (Kodak BioMax MR-1, Kodak, Rochester, SAD). Ekspozicija
je trajala 8 nedelja na sobnoj temperaturi. Film je zatim potopljen u redukcioni rastvor (Kodak
GBX developer, Kodak, Rochester, SAD) i nakon vrlo kratkog ispiranja u vodi potopljen u fiksir
(Kodak fixer, Kodak, Rochester, SAD). Ispiranje fiksira izvrSeno je drugim kratkim potapanjem
u vodu nakon Cega je film osuSen na vazduhu. Tako dobijen autoradiogram je analiziran
denzitometrijski. Metoda je primenjena na Cetiri uzorka skleroti¢nih hipokampusa HS1 i tri
kontrolna uzorka. Rezultati denzitometrijske analize autoradiograma su izraZeni kao jedinice
relativne opticke gustine.
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3.8. Analiza slika

Nislovo bojenje, LA-ICP-MS oslikavanje i histohemijsko bojenje aktivnosti COX su
pripremljeni na sukcesivnim presecima hipokampusa kako bi se obezbedilo najbolje
anatomsko preklapanje i omogucilo poredenje mikrografija i slika dobijenih ovim razli¢itim
metodama.

Mikrografije preparata dobijene vizualizacijom Nislovog bojenja na 2,5 puta uveli¢anju
su spojene u panoramsku mikrografiju pomoc¢u racunarskog softvera (Adobe Photoshop CC
2015, Adobe) koja je koris¢ena za odredivanje i obeleZavanje morfo-anatomskih struktura na
koronalnim presecima hipokampusa tako $to su alatom za slobodno obeleZavanje definisane
granice SUB i CA1-4 polja i uokvirene anatomske strukture hipokampusne formacije (tabela
3.10).

Tabela 3.10. HistoloSke celine ispitivane na koronalnom preseku hipokampusa na Nislovom bojenju.

Anatomska celina  Struktura
subiculum (SUB)

alveus (ALV)

stratum pyramidale, celokupan (SP)?!
stratum pyramidale u polju CA1 (SP1)
stratum pyramidale u polju CA2 (SP2)
stratum pyramidale u polju CA3 (SP3)
cornu Ammonis polje 4 (CA4)

stratum radiatum, samostalan (SR)
stratum lacunosum i moleculare (SLM)?
stratum lacunosum i radiatum (SRL)?
stratum moleculare, samostalan (SM)
gyrus dentatus - stratum granulosum (GDSG)

gyrus dentatus - stratum moleculare (GDSM)

1Stratum pyramidale je ispitivan i kao jedinstvena struktura i po potrebi izdeljen na diskretne zone koje su
ograniCene na polja CA1-3, te je u skladu sa time oznacen kao SP1, SP2 ili SP3. 2Stratum lacunosum je u analizi
pridruZen molekularnom sloju pa oznacen kao SLM (lakunarni i molekularni) ili radijalnom sloju pa oznaéen kao
SRL (radijalni i lakunarni), u zavisnosti od potreba. 3Gyrus dentatus je po potrebi posmatran ili kao celokupna
anatomska celina ili podeljen na granularni i molekularni sloj.

cornu Ammonis (CA)

gyrus dentatus (GD)3

Pored navedenih struktura, na mikrografijama su oznaceni i jednaki, 460 ili 500 pm
dugacki, poligonalni regioni duz anatomskih granica SP i SUB koji su koriS¢eni za odredivanje
subregionalnog rasporeda piramidalnih neurona i korelisanje njihove brojnosti po mm?2
(,gustine“), koncentracije metala i aktivnosti enzima citohrom c oksidaze. Granice regiona su
definisane histopatoloSkom ekspertizom i obeleZene linijama povucenim slobodnom rukom.
[spitivanje je vrSeno u Image] softveru za analizu slika.

Dobijene 2D mape metala su u softveru za obradu slika (Adobe Photoshop CC 2015,
Adobe) preklopljene panoramskim mikrografijama Nislovog bojenja koje su zatim
prilagodene kako bi se postiglo maksimalno mogucée poravnanje ivica tkiva medu presecima.
Potom su regioni od interesa sa panorama preneseni i ucrtani na kalibrisanim mapama i u
njima su ocitane srednje vrednosti koncentracije metala u softverskom paketu Image].
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3.8.1. Denzitometrijska analiza

Denzitometrijska analiza je uradena na autoradiogramima in situ hibridizacije i na
trajnim mikroskopskim preparatima aktivnosti COX. Preparati i autoradiogrami su postavljeni
na transiluminator difuznog neonskog svetla (Northern Light B90, Saint-Laurent, QC, Canada)
i digitalno fotografisani pomoc¢u CCD kamere (DAGE72E, DAGE-MTI, Michigan City, MI, USA) i
MCID softvera (M4 Image analyser, Imaging Research Inc, Kanada) u TIF formatu. Fotografije
su zatim prevedene u 8-bitne slike i sivu skalu (256 boja), tako da je svaka od boja
predstavljala odredeni nivo intenziteta signala. Bela boja (0) je predstavljala izostanak
signala, dok je najtamnija boja (255) predstavljala najjacu aktivnost.

ObeleZavanje regiona od interesa ispitivanje i merenje opticke gustine je uradeno u
softverskim paketima za analizu slika (Image]; Adobe Photoshop CC 2015, Adobe). KoriS¢eni
su sukcesivni preseci tkiva tretirani razliitim metodama. ObeleZene panoramske mikrografije
Nislovog bojenja su postavljene preko fotografija COX aktivnosti i autoradiograma i
prilagodene kako bi se postiglo maksimalno moguce poravnanje ivica tkiva i Celijskih regiona
izmedu sukcesivnih preseka tkiva. Zatim su regioni od interesa preneseni sa Nislovog bojenja
i obeleZeni na fotografijama. U svakom od njih je izmerena srednja vrednost intenziteta sive
boje (engl. mean gray value) od cega je oduzeta vrednost pozadinskog signala. Normalizacija
svih ovako dobijenih vrednosti izvrSena je za svaki uzorak (presek) u odnosu na region SUB,
Cime je dobijena relativna opticka gustina za svaki region od interesa.

3.9. Priprema lizata tkiva

Preciznim seCenjem skalpelom u koronalnoj ravni na sahatnom staklu na ledu, od
svakog smrznutog hipokampusa je odvojen i usitnjen uzorak tkiva mase oko 180 mg. Uzorak
je prebacen u epruvetu sa hladnim RIPA puferom za izolaciju (tabela 3.2) uz dodatak KPI, u
1:10 odnosu mase tkiva (g) i zapremine pufera (ml), gde su hidrodinamickim pritiskom
pomoc¢u 20 zaveslaja tucka teflonskog homogenizera razorene tkivne strukture i celijske
membrane. Dobijeni homogenat je diferencijalnim centrifugiranjem tokom 30 minuta pri sili
od 16 100 g i temperaturi od 4 °C razdvojen na dve frakcije. Lizat koji se nalazi u frakciji
supernatanta je sakupljen i odloZen na -80 °C do koriS¢enja.

3.10. Ispitivanje proteinskog sadrzaja lizata tkiva
metodom imunoblota

[spitivanje proteinskog sadrzaja uzoraka hipokampusa uradeno je u lizatima tkiva
primenom Western blot metode koja se sastoji od tri faze: denaturiSuce elektroforeze na
poliakrialmidnom gelu, transfera proteina na noseu membranu i detekcije proteina
primenom hemiluminescentne metode.

3.10.1. Elektroforetsko razdvajanje proteina na polikarilamidnom gelu

Uzorci su najpre podvrgnuti elektroforetskom razdvajanju primenom denaturiSuce
elektroforeze na poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijum-dodecil-sulfata (engl. sodium
dodecyl sulphate - polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Ova biohemijska metoda
razdvaja denaturisane proteine na osnovu njihove molekulske mase.
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Gel za elektroforezu je rucno pripreman neposredno pre izvodenja eksperimenta.
Smesa svih reagenasa (tabela 3.2) je izlivena u stakleni kalup debljine 1 mm i odloZena 90
minuta na sobnoj temperaturi kako bi se omogucilo uvezivanje polimera u mrezu i formiranje
gela. Svaki radni gel se sastojao iz dva povezana dela: gela za koncentrovanje i gela za
razdvajanje. Proteini se krec¢u ka pozitivnoj elektrodi i to prvo kroz gel za koncentrovanje a
zatim kroz gel za razdvajanje. Gel za razdvajanje proteina veli¢ine 8-70 kDa je pripremljen
tako da ima guS$éu mreZu polimera i sadrZao je 12% akrilamida dok je gel za razdvajanje
proteina veli¢ine 30-180 kDa sadrzao 7,5% akrilamida, odnosno redu mreZu ovog polimera.
Gel za koncentrovanje je formiran uz upotrebu kalupa u obliku ceslja kako bi se obezbedila
mesta za nanoSenje uzoraka, tzv. ,bunari“. Deo tkivnog lizata hipokampusa je pomeSan sa
puferom za obradu uzorka (tabela 3.2) u odnosu 1:1 i Zustro izmeSan. Smesa je termicki
obradena zagrevanjem 5 min na 95 °C a zatim spontano ohladena do sobne temperature.
Ovako pripremljeni uzorci su nanoSeni u ,bunare“ na koncentrujuc¢em gelu, u jednakim
zapreminama a zatim je ceo sklop potopljen u kadicu sa puferom za elektroforezu (tabela 3.2)
i podvrgnut elektricnom polju sa konstantnim naponom struje od 80V za prolazak kroz
koncentruju¢i gel, odnosno 120V za razdvajajuci gel. ObeleZiva¢ molekulskih masa je uz
uzorke nanesen u prvi ,bunar“ svakog gela. Aparatura pomocu koje je sprovedena metoda je
komercijalno dostupna kao sistem za vertikalnu elektroforezu (engl. Mini-PROTEAN Tetra
Cell) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD). Nakon nanoSenja, ostatak uzorka je odlagan
na -20 °C do sledece upotrebe.

3.10.2. Transfer proteina na nose¢u membranu

PrenoSenje svih proteina, prethodno razdvojenih elektroforezom, u identi¢nom
rasporedu sa gela na membranu od poliviniliden-difluorida (PVDF) predstavlja naredni korak
Western blot metode. To znacajno olakSava dalje rukovanje zbog boljih fizickih i hemijskih
svojstava membrane u odnosu na gel. Aparatura pomocu koje je sprovedena ova metoda je
komercijalno dostupna kao vertikalni sistem za elektro-transfer (engl. Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California). Sastav svih
koriS¢enih rastvora dat je u tabeli 3.2.

Membrana se prvobitno hemijski aktivira potapanjem u ¢ist metanol Sto povecava
afinitet za vezivanje proteina, a potom se priljubljuje direktno uz gel. Par gel-membrana se
umece izmedu listova gustog filter papira a zatim se ovaj ,sendvic“ postavlja izmedu elektroda
i ceo sklop potapa u kadicu sa puferskim rastvorom za prenos. Radi smanjenja toplote koja se
stvara pri strujnom otporu, transfer je obavljan tokom no¢i, pri konstantnoj jacini struje od
0,2 A, na 4 °C. Proteini pod dejstvom elektri¢ne struje putuju kroz gel ka pozitivnoj elektrodi i
na tom putu se zadrZavaju na PDVF membrani i vezuju za njenu povrsinu hidrofobnim
interakcijama. Bojenjem membrane u ponso s rastvoru potvrdeno je da se transfer proteina

zaista desio.

3.10.3. Detekcija i vizualizacija proteina

Nakon ispiranja u PBS membrane su inkubirane sat vremena u rastvoru za blokiranje
na sobnoj temperaturi radi blokiranja nespecificnih mesta za koje bi moglo da se veZe
primarno antitelo. Zatim je membrana izloZena rastvoru primarnog antitela (tabela 3.4) preko
no¢i na 4 °C uz blago meSanje. Nakon ispiranja u rastvoru za ispiranje, membrana je
inkubirana sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom spregnutim sa HRP obeleZivacem
(tabela 3.5), u trajanju od 90 minuta na sobnoj temperaturi uz sporo mesanje. Nakon ispiranja
u rastvoru za ispiranje a zatim u cistom PBS-u, membrane su izloZene imunoblot rastvoru
supstrata Sto je dovodilo do aktiviranja HRP na sekundarnom antitelu i stvaranja
luminiscentnih proizvoda detektovanih 16-bitnom CCD kamerom u komercijalno dostupnom
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uredaju (engl. iBright CL1500 Western Blot Imaging System) (Thermo Fisher Scientific, SAD).
Posle detekcije, membrane su oslobodene od vezanih antitela inkubacijom 15 min u 0,2 M
NaOH Cime je omoguceno njihovo ponovno izlaganje antitelima druge specifi¢nosti.

3.11. Denzitometrijska analiza proteinskih traka

Intenziteti imunopozitivnih traka proteina od interesa su izmereni denzitometrijski uz
pomo¢ Image] softvera za analizu slika i normalizovani na vrednosti intenziteta
imunopozitivnih traka -aktina (kontrole jednakog nanoSenja uzorka na gel) u istom uzorku,
Sto odgovara relativnom nivou proteina od interesa u datom uzorku. Ispitivanje ovom
metodom je izvrSeno na 16 uzoraka skleroti¢nih hipokampusa HS1, Cetiri uzorka HS2 i devet
uzoraka kontrolnog tkiva. Rezultati su prikazani u arbitrarnim jedinicama.

3.12. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je sprovedena pomocu softverskih paketa IBM SPSS 25
(IBM, SAD) i GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, SAD). Homogenost varijanse
proveravana je Levinovim testom u svakom zasebnom skupu podataka. Studentovim t-testom
ispitano je postojanje znacajnih razlika u srednjim vrednostima promenljivih izmedu dve
grupe sa homogenom varijansom, odnosno Man-Vitnijevim U testom, za grupe sa
nehomogenom varijansom. Razlike medu varijansama viSe od dve promenljive u okviru jedne
grupe ispitivane su testom ANOVA uz Danetov ili Tukijev post hoc test, odnosno Kruskal-Valis
H testom ukoliko su varijanse bile nehomogene. Korelacione analize uradene su
izraCunavanjem Pirsonovog R koeficijenta za linearne veze ispitivanih varijabli odnosno
neparametarskog Spirmanovog p koeficijenta za druge monotone veze. Nivo korelacije
oznacavan je u odnosu na opseg vrednosti odgovarajucih koeficijenata korelacije kao: visoka
korelacija (0,80 - 1), umereno visoka (0,60 - 0,79), umerena (0,40 - 0,59), niska (0,20 - 0,39)
i nije u korelaciji (0 - 0,19). Razlike srednjih vrednosti sa nivoom verovatnoce manjim od 0,05
su prihvacene kao statisticki znacCajne. Nivo inter- i intragrupne varijabilnosti Cetiri
uobicajeno koriS¢ene interne kontrole jednakog nanosenja uzoraka za imunoblot (3-aktina, a-
tubulina, TATA vezujuceg proteina i gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze) ispitan je pomocu
NormFinder softvera koji numerickom vrednos¢u opisuje nivo varijabilnosti (0 = odsustvo
varijabilnosti). Broj ispitivanih uzoraka (n) naveden je u opisu svake metode. Rezultati su
predstavljeni kao aritmeticke srednje vrednosti uz standardnu gresku (engl. mean # sem).
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IV. Poglavlje

REZULTATI



4.1. Koncentracije metala u skleroticnom hipokampusu
pacijenata sa TLE

4.1.1. HistoloSko ispitivanje skleroti¢nih hipokampusa

Radi utvrdivanja prostorne raspodele i koncentracije metala u kontekstu
hipokampusne skleroze u mTLE, neophodno je bilo izvrsiti histolosko ispitivanje dobijenih
koronalnih preseka hipokampusa na Nislovom bojenju (slika 4.1A). Ispitivani su skleroti¢ni
hipokampusi sa izraZzenim nivoom skleroze - HS1 i diskretnim nivoom skleroze - HSZ2.
Bojenjem se jasno isticu Celijski slojevi sa telima glavnih nervnih ¢elija - granularni neuroni u
GD i piramidalni neuroni u SP i SUB. Pored ovih, uoCavaju se i slabije obojeni regioni neuropila
i regioni sa retkim interneuronima - ALV, SR, SLM.

Gubitak piramidalnih neurona u HS1 se uocava duz ¢itavog SP u poljima CA1 i CA4 dok
u poljima CA2 i CA3 ovaj gubitak varira i neuroni su relativno ocuvani. Za HS2 tip skleroze
karakteristicne su diskretne zone potpunog gubitka neurona uglavnom ograni¢ene samo na
CA1 polje sa relativno ocuvanim celijama u ostalim poljima (slika 4.1A, zona skleroze
obeleZena zvezdicom). SUB se uocava kao €elijski o¢uvana struktura, nepogodena sklerozom,
na svim presecima.
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HS1 (TLE14)

Slika 4.1. Mikrografije sa Nislovim bojenjem i LA-ICP-MS mape metala na koronalnim presecima
hipokampusa sa sklerozom tipa 1 (HS1) i sklerozom tipa 2 (HS2). (A) Preseci obojeni po protokolu Nislovog
bojenja. Morfo-anatomske mikrostrukture i oblasti od interesa obeleZene su tankim crnim krivama. Deblje prave
linije obelezavaju granice izmedu CA polja i SUB. Zvezdica obeleZava regione potpunog gubitka neurona u HS2.
Glava strelice na mikrografiji TLE12 naznacava primere koraka za odredivanje neuronske gustine duz SP. (B-E)
Kalibrisane LA-ICP-MS mape gvozda, cinka, mangana i bakra. Bele linije oznafavaju morfo-anatomske
mikrostrukture i oblasti od interesa prenesene sa Nislovog bojenja. Kalibracione skale u pseudoboji prikazane su
za svaki element sa desne strane, u pg - g?! tkiva. TLE12-15 predstavljaju oznake pacijenata. HS1 i HS2,
hipokampusna skleroza tip 1 i 2; SUB, subiculum; CA1-4, cornu Ammonis polja 1-4; SP, stratum pyramidale; SP1-
3, stratum pyramidale u polju CA1-3; SR, stratum radiatum; SLM, stratum lacunosum i stratum moleculare; GD,
gyrus dentatus. Razmera od 1 mm na preseku obojenom Nislovim bojenjem odnosi se i na mape metala
odgovarajuceg uzorka.
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4.1.2. Kvantitativno prostorno odredivanje raspodele metala

Koncentracije gvozda, cinka, mangana i bakra dobijene LA-ICP-MS metodom
oslikavanja elemenata su prikazane u vidu mapa u pseudobojama (slika 4.1B-E) i izraZene
kao pg elementa na g tkiva (pg - gl). KoriS¢enje sukcesivnih preseka za dva razlicita
obeleZzavanja (Nislovo bojenje i LA-ICP-MS) omogucilo je prostornu analizu metala u
kontekstu struktura hipokampusa. Humani hipokampus pokazuje visok nivo prostorne
organizacije metala cija je analiza data na slici 4.2. UoCava se da se metali razli¢ito koncentrisu
u zavisnosti od histoloSkih oblasti hipokampusa. Analiza je organizovana tako da prati
raspodelu metala u oblastima gde dominiraju tela glavnih neuronskih ¢elija (SP1-3, CA4 i GD)
i oblastima koje su uglavnom sacinjene od neuronskih nastavaka, aksona i dendrita (ALV, SR i
SLM). SR i SLM su ispitivani i kao objedinjena oblast (slika 4.2A) i parcijalno, u zavisnosti od
CA polja kome pripadaju (slika 4.2B).

GvoZde je pokazalo karakteristican obrazac raspodele, naizgled obrnuto od ostalih
metala, sa povecanim koncentracijama u radijalnom i lakunarnom/molekularnom sloju
(SR+SLM: (95,96 + 10,95) pg - g1) oko rudimentarne hipokampusne brazde, Sto je u
koincidenciji sa polozajem glavnih vaskularnih puteva (slika 4.1B). Umereno visoke
koncentracije Fe su pronadene i u SUB. ALV, aksonski sloj, je sadrZao najmanju koncentraciju
Fe ((50,94 £ 8,92) ug - g'1), sli¢nu kao i u slojevima glavnih neuronskih ¢elija, CA4 i GD (slika
4.2A). Kada su se SR i SLM posmatrali ograniceno u okviru polja CA1-3, primecen je trend
viSeg nivoa Fe u ovim regionima u odnosu na SP1 i SP2, medutim nisu primecene statisticki
znacajne razlike (slika 4.2B). Pojedini regioni su imali tackaste akumulacije Fe sa izuzetno
visokim koncentracijama koje su izbaCene iz merenja. Ove nakupine Fe se verovatno mogu
pripisati prisustvu krvi.

Koncentracije cinka u CA4, GD i SP3 (regionima sa telima glavnih neuronskih celija i
mahovinastim vlaknima) su bile najvece izmerene koncentracije i znacajno vece od
koncentracija Zn u regionima gde dominiraju aksoni i dendriti piramidalnih neurona (ALV,
SR+SLM) (slike 4.1C i 4.2A). Zn je jedini od ispitivanih metala za kog je analiza varijanse
pokazala znacajne razlike u koncentracijama izmedu piramidalnih slojeva razlicitih polja sa
najvecom koncentracijom u CA4 ((23,18 + 1,02) pg - g'1). Koncentracija Zn u CA4 je bila
znacajno veca u odnosu na SP2 (p = 0,003) i SP1 (p = 0,01), dok je SP1 imao nivo Zn znacajno
nizi i od SP3 (p = 0,03). SUB, kao region sa telima piramidalnih neurona, nije imao razli¢itu
koncentraciju Zn od pretezno dendritskih regiona (SR+SLM) ali je sadrZao znac¢ajno manje Zn
od regiona sa mahovinastim vlaknima (CA4 i GD) i znacajno viSe u odnosu na aksonski region,
ALV. Slojevi SR i SLM u CA1 i CA2Z su imali slicnu koncentraciju Zn u poredenju sa
odgovaraju¢im piramidalnim slojem (SP1 i SP2) (slika 4.2B). Od svih ispitivanih regiona ALV
je sadrzao najmanju koncentraciju Zn ((11,54 + 0,83) ug - g1).

Koncentracije mangana su bile znacajno vece u CA4, GD i SUB u poredenju sa preteZno
dendritskim i aksonskim regionima (ALV i objedinjenim SR i SLM) (slike 4.1D i 4.2A). Analiza
raspodele Mn u SP1-3 i odgovaraju¢im SR i SLM pokazala je da je SP2 sloj sadrzao znacajno
vece koncentracije Mn u odnosu na SR i SLM, dok je SP1 imao znacajno veci nivo Mn samo u
poredenju sa SR (slika 4.2B). Najveca koncentracija Mn zabeleZena je u GD ((15,25 + 0,07) pg -
g'1) anajmanjau ALV ((14,57 £ 0,09) ug - g'1).

Oblast sa najvecom izmerenom koncentracijom bakra bio je region rezistentan na
sklerozu, SUB ((13,43 + 1,19) ug - g1) u kome je koncentracija Cu bila znacajno veca i u
poredenju sa ostalim regionima sa telima piramidalnih neurona, SP1-3. Ova koncentracija Cu
u SUB bila je znacajno veca i od CA4, GD, ALV i objedinjenih SR i SLM (slike 4.1E i 4.2A). Kao i
u slucaju drugih ispitivanih metala, ALV je bio najsiromasniji bakrom ((4,66 + 0,33) pg - g'1).
Nije bilo znacajne razlike u koncentracijama Cu medu razliCitim slojevima piramidalnih
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A

B

neurona (SP1-3 i CA4). U okviru polja CA1-3 koncentracije Cu u ispitivanim slojevima su bile
relativno ujednacene, bez statisticki znacajnih promena (Slika 4.2B).
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Slika 4.2. Koncentracije gvozda, cinka, mangana i bakra merene LA-ICP-MS metodom u razli¢itim
histoloskim regionima skleroticnih hipokampusa. (A) Poredenje koncentracija u oblastima sa,
predominantno, telima neurona (CA4, cornu Ammonis polje 4; GD, gyrus dentatus; SUB, subiculum) i oblastima
neuropila sa retkim interneuronima (ALV, alveus; SR+SLM, stratum radiatum zajedno sa stratum lacunosum i
stratum moleculare). (B) Poredenje koncentracija izmedu razlic¢itih slojeva pojedinac¢nih CA polja (CA1-3, cornu
Ammonis polja 1 do 3; SP1-3, stratum pyramidale u polju CA1-3; SR, stratum radiatum; SLM, stratum lacunosum i
stratum moleculare). Statisticki znacajne razlike su prisutne izmedu regiona ciji stubovi ne dele isto slovo
(ANOVA sa Dankanovim post hoc testom; p < 0,05). n = 4. Rezultati su dati kao srednje vrednosti + SEM.
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4.1.3. Uporedne i korelacione analize gustine neurona i koli¢ine metala

Na slici 4.3 su prikazani uporedni histogrami gustine piramidalnih neurona i koli¢ine
metala u definisanim koracima duZ anatomskih granica SP1, regije koja je veoma osetljiva na
gubitak neurona u oba tipa hipokampusne skleroze (primer koraka za odredivanje neuronske
gustine dat na preseku TLE12 na slici 4.1A). Primeceno je da se koraci koji su sadrzali manje
od 50 tela neurona po mm? (isprekidana linija) podudaraju sa zonama skleroze odredenim uz
pomo¢ Nislovog bojenja. Uocavaju se diskretne zone totalnog gubitka neurona (skleroti¢ne
zone), u HS2, ili opSti gubitak neurona u ¢itavom sloju, u HS1. Izuzev gvoZda, histogrami cinka,
mangana i bakra sugeriSu da prostorna organizacija metala prati trend gustine neurona, $to je
ispitano korelacionim analizama.

TLE14 (HS1) TLE15 (HS1) TLE12 (HS2) TLE13 (HS2)
s 1501 150 1501 150
Sey
= £ 100 100 100+ 100
g E
=9 50-----=-=------mmm-m - 50+ 50
[Sg =1
/@ p
: o —= 0 0
— 1504 150 150- 150
T %)
£, g 1001 100- 100- 100- #
ae |
= 504 50 50- 50-1
22 224 22 22
— ]
— b 201 20 20 20
= ]
S 5 18] 18 18 18
= 161 161 161 161
14 14 14
15.4 15.44 15.4
15.21 15.24 15.24
15.01 15.01 150 ~—~___~ |
14.81 14.8 14.81
14.6 14.6- 14.6
16 16 —— 16
14+ 14 7~ 18— -
12 12 12 ~—
10+ ] 10— f,-"’ 10
8 _ 7 gd N ]

Slika 4.3. Histogrami raspodele celijskih tela i koli¢cine metala u skleroti¢cnim hipokampusima duz
anatomskih granica sloja stratum pyramidale u polju CA1l. Br. neurona po mm? oslikava gustinu tela
piramidalnih neurona. Isprekidana linija oznac¢ava nivo gustine neurona ispod kog se koraci poklapaju sa
histopatoloski proglasenim zonama skleroze. Jednaki koraci duzine 460 um prikazani su na x osi, u smeru CA2 -
SUB. #, tacka izuzetno visoke koncentracije gvozda, iskljuCena iz analize; HS1 i HS2, hipokampusna skleroza tip 1
i 2; SP1, stratum pyramidale ograni¢en na CA1 polje. TLE12-15, interne oznake pacijenata.

Utvrdivanje i ispitivanje veze distribucije neuronske gustine i koliCine metala
prikazano je korelacionim analizama na slici 4.4. Poredenja izmedu gustine neurona i
koncentracije metala na celokupnom sloju SP1 pokazala su umereno visoku pozitivhu
korelaciju za bakar (R = 0,629; p < 0,001) i nisku pozitivnu korelaciju za mangan (R = 0,391; p
= 0,004), dok za gvozde i cink nije bilo uocCenih veza (slika 4.4A). Kada se uvelo ogranicenje
korelacione analize samo na skleroti¢ne oblasti SP1, pokazalo se da postoji visoka korelacija
izmedu gustine neurona i distribucije Cu (R = 0,855; p = 0,004), dok u slu¢aju Mn ova dva
parametra u skleroti¢nim oblastima ne pokazuju povezanost (slika 4.4B).
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Slika 4.4. Dijagrami rasprSenja sa regresionim linijama i koeficijentima korelacije izmedu gustine
neurona i koncentracija metala u celokupnom SP1 (A) i skleroti¢noj oblasti SP1 (B). Crvenom bojom su
istaknute statisti¢ki znacajne korelacije (Pirsonov koeficijent korelacije R i pripadajuca p vrednost prikazani su
za svako poredenje). Br. neurona po mm? oslikava gustinu tela piramidalnih neurona. Isprekidane linije
oznacavaju intervale poverenja (95%). SP1, deo stratum pyramidale ograni¢en na CA1 polje.

Poredenje koncentracije metala u SUB (i.e. o¢uvanom regionu u svim tipovima HS) sa
zonama potpunog gubitka piramidalnih neurona u CA1 na slici 4.5 je otkrilo trend pada
koncentracija svih metala u sklerozom zahvadenim oblastima, dok je znacajno smanjena
koncentracija primecena samo za bakar ((13,32 * 1,29) pg - g1 naspram (9,73 £ 0,91) pg - g'1;
p <0,05).
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Slika 4.5. Koncentracije metala u skleroti¢cnim zonama potpunog gubitka neurona u stratum pyramidale
u cornu Ammonis polju 1 i oéuvanom subikulumu. Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM; n = 4.
Zvezdica oznacava statisticku znacajnost (p < 0,05) izra¢unatu Man-Vitnijevim U testom. PGN, zone potpunog

gubitka neurona u CA1; SUB, subiculum.
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4.2. Metabolizam bakra u skleroticnom hipokampusu

Nakon prethodno pokazanog smanjenja nivoa Cu u skleroticnom hipokampusu
pacijenata sa mTLE-HS (Risti¢ i sar., 2014) i u ovom radu utvrdene veze izmedu gustine
neurona i koncentracije Cu u skleroti¢noj oblasti piramidalnog sloja, pristupilo se ispitivanju
membranskog, unutarcelijskog i mitohondrijskog transporta ovog metala, odnosno ispitivanju
transportne masinerije za unos i dostavu ovog metala u mitohondrije i ugradnju u
metaloenzime. Odabrani put koji je ispitivan ukljucuje:

i) SLC31A1, membranski transporter za unos Cu* u Celiju,
ii) ATOX1, Saperon za dostavu bakra do GoldZijevog aparata,
iii) COX17, mitohondrijski Saperon za dostavu bakra do COX11 u mitohondrijama i

iv) COX11, mitohondrijski Saperon za umetanje bakra u COX u mitohondrijama.

4.2.1. Membranski i unutarcelijski transport

Kako bismo utvrdili koji od proteina, koji se uobicajeno koriste kao referentne kontrole
jednakog nanoSenja uzoraka za imunoblot, pokazuje najve¢i stepen stabilnosti ekspresije,
ispitali smo unutar- i medugrupnu varijabilnost u kontrolnim i skleroti¢cnim hipokampusima
za [(-aktin, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH), TATA - vezujuci protein (TBP) i a-
tubulin. Ispitivanje je izvrSeno pomocu NormFinder softvera a na osnovu rezultata
denzitometrije imunoblota navedenih proteina. Relativan nivo ovih proteina, koriS¢en kao
ulazna vrednost za softversko racunanje, prikazan je na slici 4.6.
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Slika 4.6. Prikaz relativnog nivoa referentnih kontrola jednakog nanoSenja uzoraka za imunoblot. Grupe:
K, kontrola (n = 7); S, skleroza (n = 9). (A) Kvantifikacija nivoa proteina (obe grupe, n = 16) za procenu
medugrupne varijabilnosti pomo¢u NormFinder softvera. (B) Kvantifikacija nivoa proteina po grupama za
procenu unutargrupne varijabilnosti pomo¢u NormFinder softvera. (C) Reprezentativni snimci imunoblotova.
Dobijeni imunoblotovi su denzitometrijski ispitani pomoc¢u softvera Image]. Nivo proteina je odreden u ukupnim
tkivnim lizatima hipokampusa, normalizovan u odnosu na jedan isti kontrolni uzorak u svakom imunoblotu i
izraZen u arbitrarnim jedinicama (A]). Rezultati su dati kao srednje vrednosti + SEM. GAPDH, gliceraldehid-3-
fosfat dehidrogenaza; TBP, protein koji se vezuje za TATA sekvencu.
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Unutargrupna i medugrupna varijabilnost za svaki od ispitivanih proteina u
kontrolnim i skleroticnim hipokampusima procenjena je pomo¢u NormFinder softvera i data
je u tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Unutargrupna i medugrupna varijabilnost ekspresije g-aktina, GAPDH, TBP i a-tubulina.

Unutargrupna varijabilnost Medugrupna varijabilnost

Protein kontrola skleroza kontrola - skleroza
B-aktin 226,58 12,77 6,97
GAPDH 348,49 76,01 -9,16
TBP 353,87 784,75 6,16
a-tubulin 171,90 69,19 -3,96

Vrednosti varijabilnosti su izracunate pomocu softverskog dodatka NormFinder. GAPDH, gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza; TBP, protein koji se vezuje za TATA sekvencu.

Na osnovu dobijene unutargrupne i medugrupne varijabilnosti, NormFinder softverom
su dalje izraCunati M parametri koji predstavljaju procenu stabilnosti ekspresije za svaki od
proteina (tabela 4.2).

Tabela 4.2. Stabilnost ekspresije B-aktina, GAPDH, TBP i a-tubulina.

Protein Stabilnost ekspresije (M)

B-aktin 10,57
GAPDH 13,65
TBP 13,72
o-tubulin 8,55

Parametar M oznacava procenu stabilnosti ekspresije izracunatu pomoc¢u NormFinder softvera, na osnovu
unutar- i medugrupne varijabilnosti. Niza M vrednost znaci stabilniju ekspresiju. GAPDH, gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza; TBP, protein koji se vezuje za TATA sekvencu.

Pokazalo se da medu odabranim referentnim kontrolama najmanje varira a-tubulin Sto
ga je izdvojilo kao najpodobnijeg za ovu grupu ispitivanih uzoraka. Najbolja kombinacija dva
proteina izracunata je za [(-aktin i GAPDH, sa M vrednoS¢u od 4,82. Kao protein sa
najnestabilnijom ekspresijom oznacen je TBP. Ovim ispitivanjem je pokazano da strukturni
proteini (B-aktin i a-tubulin) predstavljaju bolje referentne kontrole u odnosu na metabolicke
enzime (GAPDH) i transkripcione faktore (TBP) u datom setu uzoraka. Na osnovu dobijenih
rezultata odabrano je da se za normalizaciju nivoa ekspresije SLC31A1 i ATOX1 u imunoblot
metodi koristi 3-aktin usled niske unutargrupne varijabilnosti u skleroti¢nim hipokampusima.

4.2.1.1. Zastupljenost SLC31A1 transportera u izolatu tkiva skleroticnog
hipokampusa

U cilju ispitivanja veze izmedu alteracije koncentracija bakra u skleroticnim i
kontrolnim hipokampusima i ekspresije SLC31A1, membranskog transportera za unos Cu* u
¢eliju, uzorci ukupnih proteinskih ekstrakata su ispitivani metodom imunoblota (slika 4.7).
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Slika 4.7. Ispitivanje proteinske ekspresije SLC31A1 metodom imunoblota na kontrolnim i skleroti¢nim
hipokampusima tipa HS1 i HS2. Grupe: K, kontrolni hipokampusi (n = 9); HS1, hipokampusna skleroza tipa 1
(n = 12); HS2, hipokampusna skleroza tipa 2 (n = 4). Relativni nivo proteina je odreden u ukupnim celijskim
izolatima hipokampusa. Dobijeni imunoblotovi su denzitometrijski ispitani pomoéu softvera Image]. Opticke
gustine traka cilljnog proteina normalizovane su u odnosu na (3-aktin za svaki uzorak i vrednosti su izrazene u
arbitrarnim jedinicama (A]). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM. Statisticki znacCajne razlike su
prisutne izmedu grupa ¢iji stubovi ne dele isto slovo (Man-Vitni U test; p < 0,05).

Prilikom detekcije SLC31A1 proteina dobijena je jedna imunopozitivna traka
odgovaraju¢e molekulske mase pribliZzno 55 kDa za SLC31A1 dimer. Reprezentativni
imunoblotovi su dati u prilogu 1. Primecena je znacajna razlika u nivou SLC31A1 proteina
medu ispitivanim grupama. Utvrdeno je da je nivo ovog proteina bio znacajno vec¢i u HS1
hipokampusima u odnosu na kontrolnu grupu (p = 0,003) kao i u odnosu na HS2 grupu (p =
0,002). Detektovan je i statisticki znacajno manji nivo SLC31A1 proteina (p = 0,02) u HS2
hipokampusima u odnosu na kontrolnu grupu (slika 4.7).

4.2.1.2. Tkivna distribucija SLC31A1 transportera u skleroticnom hipokampusu

Tkivna i Ccelijska prostorna raspodela ekspresije SLC31A1 proteina ispitana je
metodom imunohistohemije na skleroticnim hipokampusima tipa HS2 (slika 4.8). Ekspresija
SLC31A1 pokazuje karakteristicnu prostornu raspodelu u kontekstu anatomije hipokampusa
Sto se wuoCava na panoramskoj mapi uporednog prikaza Nislovog bojenja i
imunohistohemijskog obeleZavanja na sukcesivnim presecima tkiva (slika 4.8A). Citoplazma
tela piramidalnih neurona u SUB ravhomerno eksprimira SLC31A1 protein (slika 4.8B). U CA1
polju koje je prevashodno pogodeno sklerozom kod HS2 tipa, uocavaju se dve zone: zona
potpunog gubitka piramidalnih neurona (PGN) i relativnho o¢uvana SP1 zona uz granicu sa
CA2 poljem (slika 4.8A). U relativno o¢uvanoj zoni SP1, tela piramidalnih neurona pokazuju
tackasti imunopozitivni produkt rasprostranjen u citoplazmi, koji nije ravnomerno
rasporeden vec je izrazit u perinukleusnoj zoni i zoni apikalnog dendrita (slika 4.8B). PGN
zona se odlikuje imunopozitivnim produktom koji se uocava u malim diskretnim nakupinama
Sto moZe predstavljati Celije glije i/ili degenerisane neurone. Tela piramidalnih neurona CA2
polja su takode imunopozitivna na SLC31A1. Sli¢no kao kod ocuvanih CA1 neurona, agregati
imunopozitivnog produkta se i ovde javljaju perinukleusno. U neposrednoj blizini SLC31A1
pozitivnih neurona u CA3 i CA4 poljima uocavaju se tackasti imunopozitivni produkti sli¢ni
kao u zoni PGN. Granularni neuroni zubate vijuge takode eksprimiraju SLC31A1 u vidu sitnih
granularnih agregata u membranskim zonama ¢elijskih tela (slika 4.8B).
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Nisl/CTR1

Slika 4.8. Lokalizacija
ekspresije SLC31A1,
membranskog transportera
za bakar, na Kkoronalnom
preseku reprezentativnog
skleroti¢nog (HS2)
hipokampusa. (A) Paralelni
prikaz  imunohistohemijskog
obelezavanja SLC31A1 (braon
boja HRP/DAB imunopozitivne
reakcije) u kombinaciji sa
Nislovim bojenjem (ljubicasta
boja). Crne linije oznacavaju
granice CA polja i SUB. Belim
pravougaonicima su oznaceni
regioni od interesa koji su
prikazani na ve¢em uveli¢anju.
(B) SLC31A1 imunopozitivna
reakcija u telima piramidalnih
neurona SUB, SP1-3 i CA4
(velike crne strelice), tackastim
nakupinama (,PGN“, SP3 i CA4)
koje mogu predstavljati
degenerisane neurone i/ili
glijske Celije (crno-bele strelice)
i membrani granularnih
neurona GD (male crne
strelice). Levi stubac
mikrografija sa razmerom od
50 pm. Desni stubac
mikrografija sa razmerom od
10 um. n = 4. CA1-4, cornu
Ammonis polja 1-4; ,PGN",
potpuni gubitak neurona; ALV,
alveus; SP1-3, stratum
pyramidale u polju CA1-3; SUB,
subiculum; GD, gyrus dentatus;
SG, stratum granulosum.



4.2.1.3. Nivo ATOX1 Saperona

Nakon ispitivanja ekspresije i distribucije membranskog transportera SLC31Al,
pristupilo se ispitivanju ekspresije citoplazmatskog Saperona ATOX1 koji transportuje Cu od
SLC31A1 do Goldzijevog aparata. U tom cilju, metodom imunoblota su ispitivane tri grupe
uzoraka ukupnih proteinskih ekstrakata hipokampusa (slika 4.9).

Relativna zastupljenost ATOX1
u odnosu na -aktin (A])

K HS1 HS2

Slika 4.9. Ispitivanje proteinske ekspresije ATOX1 metodom imunoblota na kontrolnim i skleroti¢nim
hipokampusima tipa HS1 i HS2. Grupe: K, kontrolni hipokampusi (n = 9); HS1, hipokampusna skleroza tipa 1
(n = 12); HS2, hipokampusna skleroza tipa 2 (n = 4). Relativni nivo proteina je odreden u ukupnim celijskim
izolatima hipokampusa. Dobijeni imunoblotovi su denzitometrijski ispitani pomocu softvera Image]. Opticke
gustine traka cilljnog proteina normalizovane su u odnosu na (3-aktin za svaki uzorak i vrednosti su izrazene u
arbitrarnim jedinicama (AJ]). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM. Nije bilo statisticki znacajnih
razlika izmedu grupa (Man-Vitni U test; p < 0,05).

Prilikom detekcije ATOX1 proteina, dobijena je jedna imunopozitivha traka
odgovarajuce molekulske mase pribliZzno 8 kDa. Reprezentativni imunoblotovi su dati u

prilogu 1. Nije primecéena razlika u nivou ATOX1 proteina u okviru ispitivanih grupa (slika
4.9).
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4.2.2. Mitohondrijski transport

Imajuci u vidu prethodno pokazane promene u membranskom unosu bakra u ¢eliju i
izostanak promena u unutarcelijskom transportu ka GoldzZijevom aparatu, dalje se pristupilo
ispitivanju mitohondrijskog transporta bakra i njegovoj ugradnji u kompleks COX. U tu svrhu,
ispitivani su skleroti¢ni (HS1) i kontrolni hipokampusi metodom in situ hibridizacije, sa ciljem
detekcije promena u koli¢ini iRNK za COX11 i COX17 Saperone odgovorne za transport bakra i
maturaciju kompleksa COX u mitohondrijama.

4.2.2.1. Regionalna raspodela COX11 i COX17 iRNK

Dobijeni autoradiogrami in situ hibridizacije pokazali su da se iRNK Saperona COX11 i
COX17 eksprimira u ispitivanim uzorcima (slika 4.10).

Slika 4.10. Autoradiogrami in situ hibridizacije na koronalnim presecima hipokampusa. (A) Regionalna
distribucija COX11 iRNK. (B) Regionalna distribucija COX17 iRNK. Linijama u boji su ucrtane anatomske oblasti
od interesa prenesene sa Nislovog bojenja. Crna strelica oznacava zonu rudimentarne hipokampusne brazde.
Siva skala prikazana u dnu predstavlja relativhu opticku gustinu (0-255) srazmernu koli¢ini iRNK. SUB,
subiculum; CA1-4, cornu Ammonis polja 1-4; SP1-3, stratum pyramidale u CA1-3; SRL, stratum radiatum i
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lacunosum; SM, stratum moleculare; GDSM, stratum moleculare u gyrus dentatus; GDSG, stratum granulosum u
gyrus dentatus. C1-3 predstavljaju interne oznake kontrolnih uzoraka. TLE16-18 su interne oznake pacijenata.
Razmera: 1 mm.

Na autoradiogramima se uocava razli¢ita distribucija jac¢ine signala kod oba Saperona,
kako medu slojevima i zonama unutar grupe kontrolnih ili grupe skleroti¢nih hipokampusa
tako i izmedu ovih grupa.

Najintenzivniji signal obelezene iRNK Saperona COX11 (slika 4.10A) zapaza se u GDSG
kontrolnih hipokampusa dok je kod skleroti¢nih hipokampusa signal u ovom sloju nesto
umereniji. Medu kontrolnim hipokampusima, zapaZa se ,gradijentna“ distribucija intenziteta
signala duz SP u CA1-4 poljima i SUB. Ovo zapaZanje se gubi kod skleroti¢nih hipokampusa,
kod kojih se najjaci signal detektuje u SUB.

Opsti utisci dobijeni ispitivanjem ekspresije iRNK za COX17 (slika 4.10B) su da je
intenzitet signala kod kontrolnih hipokampusa ujednacen, sa neznatnim pojacanjem signala u
zoni vestigijalnog hipokampusnog sulkusa (crna strelica) i opSte smanjenje intenziteta signala
kod skleroti¢nih hipokampusa. Sli¢no kao kod COX11, najintenzivniji signal obeleZene iRNK
Saperona COX17 uocCava se u granularnom sloju GD. SUB skleroticnih hipokampusa ne
pokazuje intenzivan signal u odnosu na SUB kontrolnih hipokampusa kao u slu¢aju COX11.

4.2.2.2. Kvantitativna analiza regionalne raspodele COX11 i COX17 iRNK

Kvantitativna analiza relativne koliCine iRNK za oba ispitivana Saperona izvrSena je
denzitometrijski na osnovu relativne opticke gustine intenziteta autoradiografskog signala
(slika 4.11). Za poredenje i analizu regionalne raspodele nivoa iRNK Saperona COX11 i COX17,
odabrani regioni i slojevi su grupisani u zajednicke celine: i) neuropil i slojevi sa dendritima i
retkim interneuronima (SRL + SM), ii) regioni tela piramidalnih neurona (SUB + SP2 + SP3)
koji su kod HS1 rezistentni ili minimalno pogodeni sklerozom i iii) regioni tela piramidalnih
neurona (SP1 + CA4) koji su kod HS1 izrazito osetljivi na sklerozu. Najpre su ispitivane razlike
u ovim celinama unutar grupe kontrolnih hipokampusa i unutar grupe hipokampusa
poreklom od pacijenata obolelih od mTLE-HS1.
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Slika 4.11. Uporedni kvantitativni prikaz raspodele koli¢ine iRNK COX11 (A) i COX17 (B) u grupisanim
regionima hipokampusa. Grupe: SRL+SM, neuropil i slojevi sa dendritima i retkim interneuronima (n = 6);
SUB+SP2-3, regioni rezistentni na sklerozu u HS1 (n = 9); SP1+CA4, regioni senzitivni na sklerozu u HS1 (n = 6).
Zvezdice oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa u HS1 u odnosu na iste grupe u
kontrolnim hipokampusima, utvrdene Studentovim t testom (p < 0,05). Stubovi koji ne dele isto slovo se
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statisticki znacajno razlikuju unutar grupe kontrolnih uzoraka, na osnovu Kruskal-Valis H testa sa Danovim post
hoc testom (p < 0,05). Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosati + SEM. ROG, relativna opticka gustina; K,
kontrolni hipokampusi; HS1, skleroti¢ni hipokampusi; SRL, stratum radiatum i lacunosum; SM, stratum
moleculare; SUB, subiculum; SP1-3, stratum pyramidale u CA1-3; CA4, cornu Ammonis polje 4.

Unutar grupe kontrolnih uzoraka, medusobno poredenje zajednickih celina otkrilo je
da postoji statisticki znacajna razlika u nivou COX11 iRNK samo izmedu regiona SUB + SP2 +
SP3 i regiona neuropila (SR + SLM) gde je koli¢ina bila niZa (slika 4.11A). Kada su se
posmatrale definisane zajednicke celine unutar grupe pacijenata (HS1), nije bilo statisticki
znacajnih razlika, ali se uvida da je nivo iRNK za COX11 bio viSi u regionima rezistentnim na
sklerozu SUB + SP2 + SP3 (slika 4.11A). Regionalna raspodela iRNK za COX17 je imala sli¢cne
razlike i trendove u svim ispitivanim zajednickim celinama kao i COX11. Pronadena je
znacajna razlika u koli¢ini iRNK za COX17 izmedu SUB + SP2 + SP3 i regiona neuropila (SR +
SLM), kada su u obzir uzeti kontrolni uzorci. Kod uzoraka mTLE-HS1 hipokampusa nije bilo
znacajne razlike u koli€ini iRNK ni u jednoj od uporedenih zajednickih celina (slika 4.11B).

Nakon ovog ispitivanja, dalje su uporedeni kontrolni hipokampusi i hipokampusi
pacijenata obolelih od mTLE, pri ¢emu je uoceno statisticki zna¢ajno manje iRNK za COX11
kod pacijenata i to u grupi regiona neuropila (SR+SLM) i u grupi regiona senzitivnih na
sklerozu (SP1+CA4). Ovaj trend smanjenja za COX11 se vidi i kod regiona rezistentnih na
sklerozu iako bez statisticki znacajne razlike (slika 4.11A). Nivo iRNK za COX17 je bio
znacajno nizi u svim ispitivanim zajednickim celinama u uzorcima mTLE-HS1 hipokampusa u
odnosu na kontrolne (slika 4.11B).

4.3. Efekat deficita bakra na energetski metabolizam u
skleroticnom hipokampusu

Prethodno uocene promene i patoloske slike u ovom radu, dalje su ispitane u
kontekstu energetskog metabolizma hipokampusa. Konkretno su na skleroti¢nim i kontrolnim
hipokampusima ispitivane veze izmedu brojnosti piramidalnih neurona, tkivne raspodele Cu i
regionalne aktivnosti COX enzimskog kompleksa, kao jednog od krajnjih ,korisnika“ Cu u
mitohondrijama (slike 4.12-14 i tabela 4.3).

4.3.1. Uporedno ispitivanje hipokampusne skleroze, regionalne
raspodele koncentracija bakra i aktivnosti citohrom c oksidaze

Svaki uzorak hipokampusa je ispitivan pomocu tri razli¢ite metode, na sukcesivnim
presecima tkiva Sto je omogucilo anatomsko preklapanje i poredenje. Na presecima na slici
4.12 je prikazano Nislovo bojenje, LA-ICP-MS oslikavanje sadrZaja bakra i enzimsko
histohemijsko bojenje aktivnosti COX. Na mikrografijama Nislovog bojenja se isti¢u regioni sa
telima glavnih nervnih ¢elija (GDSG, SP1-3, CA4 i SUB) i slojevi neuropila sa dendritima i
retkim interneuronima, koji su slabije obojeni (SRL, SM i GDSM) (slika 4.12).
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stratum moleculare;
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gyrus  dentatus. C1-3
predstavljaju interne
oznake kontrolnih
uzoraka. TLE16-18 su
interne oznake pacijenata.
Razmera: 1 mm.



Kvantitativna analiza gustine neuronskih tela u SUB i SP pokazala je da je gustina
piramidalnih neurona u SP1 i CA4 polju skleroti¢nih hipokampusa bila oko 70% niZa nego u
kontrolnim hipokampusima (slika 4.13).
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Slika 4.13. Prosecna gustina neuronskih tela (broj neurona po mm?) u stratum pyramidale razli¢itih CA
polja i SUB. Grupe: K, kontrolni hipokampusi i HS1, skleroti¢ni hipokampusi. Prikazane su srednje vrednosti +
SEM. Statisticki znacajne razlike izmedu grupa su obeleZene zvezdicom (Man-Vitni, p < 0,05). n = 3. SUB,
subikulum; SP1-3, stratum pyramidale u CA1-3; CA4, cornu Ammonis polje 4.

Trend smanjenja broja celija uocen je i u SP3 polju, ali bez statisticke znacajnosti.
Regioni skleroti¢nih hipokampusa bez trenda gubitka ¢elija su bili SUB i SP2. Stavise, uocen je
trend povecanja gustine Celija u SUB skleroti¢nih hipokampusa u odnosu na SUB kontrolnih
(slika 4.13). Pri poredenju gustine neurona SUB sa ostalim regionima piramidalnih neurona
(SP1-3 i CA4) primeceno je da kod kontrolnih hipokampusa nije bilo znacajne razlike ni za

jedan sloj, dok je kod skleroti¢nog tkiva gustina ovih c¢elija bila znacajno niZa u SP1 i CA4
(tabela 4.3).

Tabela 4.3. Poredenje neuronske gustine, sadrzaja bakra i relativne aktivnosti COX izmedu SUB i ostalih
ispitivanih regiona, analizom varijanse u okviru kontrolnih i u okviru skleroti¢nih hipokampusa.

SUB naspram:
SP1 SP2 SP3 CA4 SRL SM GDSM GDSG

Br. neurona K nz nz nz nz
. neu
HS1 * nz nz *
K nz * nz nz * * * *
COX K nz nz nz nz nz nz nz nz
HS1 * nz nz * * * nz *

Br. neurona oznacava gustinu piramidalnih neurona (broj ¢elija po mm?); [Cu] oznacava koncentraciju bakra u
ug - g1 tkiva; COX oznacava relativnu aktivnost citohrom c oksidaze. Grupe: K, kontrolni hipokampusi i HS1,
skleroti¢ni hipokampusi. Statisti¢cki znacajno smanjenje je obelezeno zvezdicom (p < 0,05; ANOVA sa
Dankanovim post hoc testom). n = 3. nz, nije znacajno; SUB, subiculum; SP1-3, stratum pyramidale u poljima CA1-
3; CA4, cornu Ammonis polje 4; SRL, stratum radiatum/lacunosum; SM, stratum moleculare; GDSM, stratum
moleculare u gyrus dentatus; GDSG, stratum granulosum u gyrus dentatus.

Nakon ispitivanja gustine piramidalnih neurona, pristupilo se kvantitativnoj analizi LA-
ICP-MS mapa bakra i relativne regionalne aktivnosti COX, u kontekstu zona i regiona od
interesa, u grupi kontrolnih i skleroti¢cnih HS1 hipokampusa (slika 4.14). Trend povecane
koncentracije bakra u regionima sa Celijskim telima primarnih neurona (SUB, SP) u odnosu na
regione neuropila (SRL, SM, GDSM) uocen je samo u grupi kontrolnih uzoraka. U obe grupe

66



uzoraka, najvece koncentracije bakra su uocene u SUB dok su najniZe koncentracije izmerene
u SM, bez znacajne medugrupne razlike (slika 4.14A). Dalje ispitivanje je otkrilo da su SP1-3 i
CA4 sadrzali znacajno manje bakra u skleroticnim hipokampusima u odnosu na kontrolne.
Bitno je ista¢i da je uporedno ispitivanje koncentracija Cu i gustine piramidalnih neurona
ukazalo na pad koncentracije bakra u slojevima SP2 i SP3 skleroti¢nih hipokampusa u odnosu
na kontrolnu grupu (slika 4.14A) iako nije bilo znacajne razlike u gustini piramidalnih
neurona izmedu istih slojeva obe ispitivane grupe uzoraka (slika 4.13). Slojevi u GD (GDSM i
GDSG) su imali slicne koncentracije bakra u obe grupe. Pri poredenju sa SUB, svi regioni
skleroti¢nih hipokampusa su imali manje bakra (tabela 4.3).
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Slika 4.14. Uporedni kvantitativni prikaz raspodele koncentracija bakra i relativne aktivnosti citohrom c
oksidaze (COX) u regionima od interesa na Kkoronalnim presecima Kkontrolnih i skleroti¢nih
hipokampusa. (A) Kvantifikacija koncentracija bakra izmerenih LA-ICP-MS metodom. (B) Kvantifikacija
relativne aktivnosti COX izmerene denzitometrijski na presecima obojenim metodom enzimske histohemije,
normalizovane na SUB iz istog preseka (crni stub) izraZene u arbitrarnim jedinicama (A]). Grupe: K, kontrolni
hipokampusi i HS1, skleroti¢ni hipokampusi. Zvezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na isti
region u kontrolnom uzorku, utvrdeno Studentovim t testom. n = 3. Podaci su predstavljeni kao srednje
vrednosti +# SEM. SUB, subiculum; SP1-3, stratum pyramidale u poljima CA1-3; CA4, cornu Ammonis polje 4; SRL,
stratum radiatum i lacunosum; SM, stratum moleculare; GDSM, stratum moleculare u gyrus dentatus; GDSG,
stratum granulosum u gyrus dentatus.

Nivo aktivnosti COX u SUB je bio veoma slican izmedu kontrolnih i skleroti¢nih
hipokampusa, za razliku od medusobnih vrednosti drugih ispitivanih regiona. Stoga je SUB
iskoriS¢en kao interna referentna vrednost za normalizaciju relativnog nivoa aktivnosti
enzima u ostalim ispitivanim regionima (slika 4.14B). Znacajan pad aktivnosti primecen je
kod skleroze i zabeleZen za SP1, CA4, SRL i SM u odnosu na aktivnost u kontrolnim presecima.
Kod kontrolnih hipokampusa je uocen sli¢an nivo aktivnosti u svim ispitivanim regionima. Sa
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druge strane, Siroko rasprostranjen pad aktivnosti u odnosu na SUB wuocen je u
hipokampusnoj sklerozi (tabela 4.3).

Nakon kvantitativne analize, u nastavku se pristupilo histoloSkom ispitivanju
distribucije reakcionog produkta aktivnosti COX na reprezentativnim mikrografijama preseka
kontrolnih i skleroti¢nih hipokampusa obojenih metodom enzimske histohemije (slika 4.15).

Slika 4.15. Reprezentativne mikrografije koronalnih preseka kontrolnih i skleroti¢nih hipokampusa
histohemijski obojenih na aktivnost COX. (A-E) Kontrolni preseci u nivou piramidalnih neurona SUB i CA
polja. Velike Zute strelice oznacavaju lokalizovanu aktivnosti COX u Celijskim telima piramidalnih neurona u SP1-
3 i CA4. Male Zute strelice oznacavaju aktivnost COX u nastavcima oko neurona u SP3. (G-0) Preseci skleroti¢nih
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hipokampusa u nivou piramidalnih neurona SUB i CA polja. Velike narandzZaste strelice oznacavaju prezivele
neurone u SP1-3 i hipertrofirane neurone CA4. GD kontrolnih (F) i skleroticnih hipokampusa (P) bez ocigledne
razlike u metabolickoj aktivnosti. Razmera: 100 um. Skala na panelu O se odnosi i na panele A-E i G-N. Skala na
panelu P se odnosi i na panel F. SUB, subiculum; SP1-3, stratum pyramidale u poljima cornu Ammonis 1-3; CA4,
cornu Ammonis polje 4; GD, gyrus dentatus; GDSM, stratum moleculare u GD; GDSG, stratum granulosum u GD.

ZapaZeno je da je reakcioni produkt aktivnosti enzima bio najviSe smesten u Celijskim
telima piramidalnih neurona i kod kontrolnih (slika 4.15A-E) i kod skleroticnih hipokampusa
(slika 4.15G-0) kao i u molekularnom sloju zubate vijuge koji sadrZi dendrite granularnih
neurona i sinapse sa komisuralnim i septalnim vlaknima i vlaknima perforantnog puta (slika
4.15F, P). Sporadicna i slaba aktivnost COX zabeleZena je u prezivelim Celijama u zonama
potpunog gubitka neurona polja SP1 (slika 4.15H, I). Bojenje regionalne aktivnosti COX je
pokazalo da se CA4 region u skleroticnim hipokampusima karakteriSe izrazenim gubitkom
neurona i pojavom Kkrupnih neurona sa nekoliko puta vetom somom u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama istog regiona (slika 4.15N, 0O). Bojenje je dodatno pokazalo gusto
rasporedena neuronska tela piramidalnih neurona u SP2 polju kontrolnih hipokampusa (slika
4.15C), dok je kod skleroti¢nih hipokampusa ovaj raspored bio delimi¢no (slika 4.15]) ili
ekstremno narus$en (slika 4.15K). Tela neurona skleroticnog hipokampusa u SP3 (slika 4.15L,
M, strelice) imaju slabiju histohemijsku reakciju u poredenju sa telima kontrolnih SP3
neurona (slika 4.15D, velike Zute strelice). Primecuje se i gubitak aktivnosti u nastavcima oko
SP3 neurona skleroti¢nog hipokampusa u odnosu na kontrolni hipokampus (slika 4.15D, male
Zute strelice). Pored ovoga, stratum lucidum (mahovinasta vlakna) i nastavci oko preZivelih
tela piramidalnih neurona u SP3 su pokazali pad u aktivnosti COX enzima od oko 50% u
odnosu na kontrolne hipokampuse (slika 4.12).
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4.3.2. Korelacione analize gustine neurona, koli¢ine bakra i intenziteta
aktivnosti COX

Konacno, nakon sprovedenih histoloskih ispitivanja i utvrdenih kvantitativnih razlika u
gustini piramidalnih neurona, koncentraciji bakra i intenzitetu aktivnosti COX, pristupilo se
uporednoj korelativnoj analizi i dovodenju ova tri parametra u vezu u kontrolnim i u
skleroticnim HS1 hipokampusima. Uporedni histogrami gustine piramidalnih neurona,
koncentracije bakra i intenziteta aktivnosti COX (slika 4.16) izradeni su na osnovu jednakih,
predefinisanih koraka duZ anatomskih granica SP1-3 i SUB, koji se mogu videti na Nislovom
bojenju na slici 4.12.

A c1 c2 ca
i .
£ 100 100 ! 100
-3
2 1
5 |
E 5n-M 504 50-
o~ |
E 0 04 0
204 [
30 30 30
- PN I i A
5 20 Mo M 20~ Y A 20 MUV
2 L P, | |r NN =i, v/
3 104 101 > 10
0 _ | of 0
~ L e e =l
_ 200N WA~ zon—| TP ] 200 v
g | LA AW ok AP PV,
& | \ :
= 100 100 100-
8 |
0 0 | ...... | - 0
SUB SP1 SPZ  5P3 SUB 5P1 P2 SP3 SUB sP1 SPZ SP3

B TLE16 TLE17 TLE18
£ 100 1001 100
2 i
it |
£ 50 //\A/\/‘ 50 50 /\,\V\,
CH nf“\/b’\
o r‘ s
= W i «M
g 0 =i\ 01 V\A“—"" : o __ il
30 = 304 304
5 vy \ | g
¥ .
g 20 204 \ 20 \
= . 1 \ B S —|
2 10 - |, 10 N~ 10 =
0 | 04 0 | |
A— i —h =
200 200 200 \ [ N~
Ty | A \ /
= - i | \ \
g L J/ | \ e \ /
. J 5 e X
% 100 ./ \J mn] s 100 N /
L=
i
0 r r ey sy 0 n vy T 0w 5 T
SUR 5P1 SP2 SP3 SUB SP1 . SP2 SP3 SUB SP1 sP2 SP3

Jednaki koraci du SP1-3 i SUB

Slika 4.16. Histogrami raspodele gustine tela piramidalnih neurona, koli¢ine bakra i intenziteta
aktivnosti COX duz anatomskih granica SUB i SP1-3 kontrolnih (A) i HS1 hipokampusa (B). Gustine tela
piramidalnih neurona izraZene su kao br. neurona po mma2. Jednaki koraci duzine 500 um duz SUB i SP1-3
oznaceni su na x osama (i prikazani na Nislovom bojenju na slici 4.12). #, tacka oStecenja tkiva koja je iskljucena
iz analize. ROG, relativna opticka gustina; SUB, subiculum; SP1-3, stratum pyramidale u poljima cornu Ammonis
1-3; C1-3, interne oznake kontrolnih uzoraka; TLE16-18, interne oznake pacijenata (skleroti¢nih hipokampusa).

Na osnovu dobijenih histograma, u kontrolnim hipokampusima se gustina neurona,
prostorna distribucija koncentracije bakra i aktivnost COX Cine ujednac¢enim duZz celog SUB i
SP1-3 (slika 4.16A). Sa druge strane, moguce je uociti opsti pad gustine piramidalnih neurona
karakteristican za HS1 tip skleroze, narocito u delu SP1 regiona, kao i da prostorna
distribucija koncentracije bakra i aktivnosti COX prate ovaj trend gubitka Celija, i to takode
prvenstveno u SP1 (slika 4.16B). Detaljnija veza ova tri parametra je dalje ispitana
korelacionim analizama (slika 4.17).
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Slika 4.17. Dijagrami rasprSenja sa koeficijentima korelacija i pripadaju¢im p vrednostima izmedu
gustine piramidalnih neurona, koncentracije bakra i aktivnosti COX kod kontrolnih i skleroti¢nih
hipokampusa. Za analizu je koriS¢en Spirmanov p koeficijent korelacije. Crvenom bojom su istaknute statisticki
znacajne korelacije. Gustina neurona je izraZena kao broj celija po mm?2. HS1, skleroti¢ni hipokampusi tipa HS1;
COX, citohrom c oksidaza; ROG, relativna opticka gustina.

Histogramska zapaZanja potvrdena su korelacionim analizama. Znacajna korelacija
uoCena je izmedu gustine neurona i aktivnosti COX i kod kontrola (umerena pozitivna
korelacija) i HS1 (umereno visoka pozitivna korelacija). Dodatno su kod HS1 ustanovljene i
umereno visoka pozitivna korelacija izmedu koncentracije bakra i aktivnosti COX, i pozitivna
korelacija umerenog nivoa izmedu koncentracije bakra i gustine neuronskih tela (slika 4.17).

Nakon Sire procene na celokupnim SUB i SP1-3, detaljnije je ispitana korelaciona veza
izmedu koncentracije bakra i aktivnosti COX u svakom od SP1-3 polja i SUB, pojedinacno
(prilog 2). Na taj nacin je utvrdeno je da je kod skleroti¢nih hipokampusa izmedu ova dva
parametra postojala znacajna pozitivna korelacija umerenog nivoa, u svakom od ispitanih
regiona (SUB: p = 0,405; SP1: p = 0,463; SP2: p = 0,500 SP3: p = 0,543), dok je ova veza izostala
kod kontrolnih hipokampusa, kod kojih je uocena umerena, negativna korelacija u SP2 (p = -
0,555), ¢cime je zakljucena analiza.
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V. Poglavlje

DISKUSIJA



Humana mTLE spregnuta sa HS, kao glavnim histopatoloskim poremecajem koji je
prati, predstavlja najucestaliji i najintenzivnije proucavan epilepticki sindrom kod ljudi, koji
se izdvaja sa jasnom klinicCkom slikom (Tatum, 2012; Balestrini i sar., 2021). Najcesca
patoloska promena koja se uocava kod pacijenata sa mTLE otpornom na tretman
farmakoloSkim agensima je upravo HS, koja podrazumeva strukturne promene u
hipokampusu i reorganizaciju neuronskih veza. Glavno obelezje HS Cini razlicit intenzitet
masovnog propadanja piramidalnih neurona sa karakteristicnim obrascima vezanim za CA
polja, ali i patoloSka disperzija granularnih neurona u GD. Gubljenje piramidalnih neurona je
Cesto povezano sa reaktivnom astrogliozom (Bliimcke i sar., 2012). Povrh toga, naruSena
homeostaza i metabolizam metala, posebno redoks aktivnih metala, su takode ukljuceni u
patologiju mTLE-HS. Risti¢ i sar. su pokazali da su ukupne koncentracije Cu i Mn u
skleroticnom hipokampusnom tkivu pacijenata smanjene u odnosu na kontrolne vrednosti
(Risti¢ i sar., 2014), dok razlike nisu detektovane za Fe i Zn. Ukljucenost redoks procesa u
patoloSke mehanizme epilepsije implicirana je kroz naruSenu funkciju mitohondrija,
oksidativna oSte¢enja i metabolicke poremecaje koji su primeceni u skleroticnom
hipokampusu kod ljudi i u animalnim modelima epilepsije (Zsurka i sar., 2010; Risti¢ i sar.,
2015). Studija u kojoj su Risti¢ i sar. izvrsili ispitivanje oksidativnog sistema u HS kod ljudi
pokazala je opSte povecéanje njegove aktivnosti ali i znacajne promene u aktivnosti i koli¢ini
nekih antioksidativnih enzima (Risti¢ i sar., 2015). Drasticno su povecani koli€ina i enzimska
aktivnost enzima za uklanjanje vodonik-peroksida (katalaze i glutation peroksidaze i
reduktaze). Pored ovoga, u humanim skleroti¢nim hipokampusima detektovan je i povecan
nivo mitohondrijskog enzima mangan superoksid dismutaze u odnosu na kontrolne
hipokampuse (Risti¢ i sar., 2015).

Upravo su promene u homeostazi metala i redoks procesa posluZzile kao pocetna tacka
za istrazivanja u ovoj disertaciji, koja su organizovana tako da identifikuju potencijalnu vezu
izmedu skleroze i koncentracija metala (Fe, Zn, Mn i Cu) na nivou morfoloskih i histoloskih
regiona i subregiona hipokampusa. U narednom koraku se pristupilo ispitivanju promena na
nivou metabolizma bakra, kao metala koji je pokazao znacajnu korelaciju sa sklerozom, a u
cilju da se identifikuju kriticne tacke u metalomu, pocevsi od membranskog transporta,
unutarcelijskog transporta, do konacnih ,korisnika“, odnosno metaloenzima kojima Cu sluZzi
kao kofaktor. Cilj je bio bolje razumevanje znacaja i uloge redoks-aktivnih i esencijalnih
metala (posebno bakra ali i gvoZda, mangana i cinka) i njihove uloge i veze sa patoloSkim
karakteristikama HS u humanoj mTLE, Sto treba da omoguéi i razvoj novih terapijskih
pristupa i lekova. KoriS¢ene su moderne analiticke metode, a kombinovano je ispitivanje
uzoraka pacijenata sa HS1 i HS2. Kao Sto je napomenuto, skleroza u HS1 tipu predstavlja visi
nivo ostecenja u odnosu na sklerozu u HS2 i zahvacen je skoro ¢itav CA, pa je ispitivanje ova
dva tipa HS bilo od posebnog znacaja za preciznije utvrdivanje veze izmedu nivoa poremecaja
strukture hipokampusa i prometa bakra. Lokalizovana i ,umerenija“ HS2 je ispitivana kada je
bilo neophodno histolosko poredenje regiona zahvaéenih sklerozom sa regionima koji su
ostali relativno oc¢uvani, u okviru istog uzorka.

Ustanovljeno je da je koncentracija bakra znacajno smanjena u regionu sa potpunim
gubitkom neurona u CA1 u odnosu na subikulum koji je koriS¢en kao kontrolni region koji je
analogan stratum pyramidale u CA regionima, u smislu da takode poseduje piramidalne
neurone kao primarne neuronske Celije, nalazi se u nastavku CA ali je anatomski odvojen od
njega, poseduje samo tri sloja i sacuvan je od skleroze i glioze (O’Mara i sar., 2009; Malmgren i
Thom, 2012). Dalje je utvrdena znacCajna pozitivnha korelacija izmedu broja piramidalnih
neurona i koncentracije Cu u HS, tj. gde je skleroza izraZenija (ima manje neurona) bilo je i
manje bakra.
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Dovodenje manjka bakra u vezu sa epilepti¢nim napadima pokazano je i kroz studiju
na misevima, nokautima za dopamin B-hidroksilazu, metaloenzim koji sadrzi dva Cu jona i
prevodi dopamin u noradrenalin. Sank i sar. su pokazali da ovi mievi, koji su izuzetno skloni
epilepticnim napadima i nemaju noradrenalin, nemaju pozitivan odgovor na tretman napada
valproatom, Siroko koris¢enog leka za kontrolu epilepsije (Schank i sar., 2005). Moglo bi se
pretpostaviti da deficit bakra moze biti ukljucen u stvaranje epilepti¢nih napada mehanizmom
ogranic¢ene aktivnosti dopamin (3-hidroksilaze, pa posledi¢nim nedostatkom noradrenalina i
ulogom u epileptogenezi. Pored toga, amiloid prekursorski protein za kog je ranije pokazano
da se nagomilava u skleroticnim hipokampusima pacijenata sa mTLE, vezuje za sebe bakar
(Shengi sar., 2002; Inestrosa i sar., 2005; Leong i sar., 2007).

Sto se tice uticaja pratece astroglioze na promet Cu pokazano je da astrociti imaju
intenzivan metabolizam i visok kapacitet za akumulaciju ovog metala (Brown, 2004; Witt i
sar., 2021). Glija vrsi funkciju medijatora prenosa Cu od endotelijuma do neurona, i ¢ak je
opisana kao ,sunder za Cu“ (Bhattacharjee i sar., 2020). Osim toga, ustanovljeno je prisustvo
pozitivne korelacije izmedu broja astrocita i koncentracije Cu u viSe moZdanih regiona (Ashraf
i sar., 2019). Navedeni nalazi vezani za bakar i astrogliozu, amiloid prekursorski protein i
dopamin f-hidroksilazu, zajedno sa registrovanom vezom izmedu skleroze i Cu u ovoj
disertaciji sugerisu da deficit Cu verovatno prethodi gubitku neurona.

Medu razlicitim strukturnim delovima mozga, hipokampus pokazuje najvise
koncentracije bakra (DeBenedictis i sar., 2020). Velika ,potreba“ za Cu ukazuje da
hipokampus ima razvijen i intenzivan metabolizam ovog metala, Sto ukazuje na njegov izrazen
znacaj za funkcionisanje hipokampusa. Upravo je na nivou metaloma bilo vazno identifikovati
potencijalan problem, odnosno slabu tacku, te je u kontekstu metabolizma ispitivan put unosa
i transporta ovog metala do ciljnog enzima. Svi dobijeni rezultati su sublimirani na slici 5.1. u
smislu promena u prometu bakra u HS u odnosu na kontrolne /neskleroti¢ne hipokampuse.

Goldzijev aparat’

Slika 5.1. Shematski prikaz promena u komponentama prometa bakra izmedu kontrolnih i skleroti¢nih
(HS1 i HS2) hipokampusa. SLC31A1: znak plus oznacava povecanje a znak minus smanjenje relativnog nivoa
SLC31A1 u HS1 ili HS2 u odnosu na kontrolne uzorke. ATOX1: znak jednakosti oznacava nepromenjen relativni
nivo ATOX1 Saperona. C0OX17, COX11 i COX: znak minus oznacava relativno smanjenje iRNK za Saperone COX11 i
COX17, odnosno relativno smanjenje aktivnosti enzima COX u HS1. HS1/2, hipokampusna skleroza tip 1 i 2;
SLC31A1, transporter za unos bakra (engl. solute carrier family 31 member 1); ATOX1, antioksidativni Saperon
bakra 1; COX17, Saperon bakra za citohrom c oksidazu COX17; COX11, Saperon bakra za citohrom c oksidazu
COX11; COX, citohrom c oksidaza kompleks. Sastvljeno pomoc¢u https://biorender.com/
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Hipokampusno tkivo kod HS1 je pokazalo znacajno povecanu ekspresiju SLC31A1 u
odnosu na kontrole. Dakle, intenzivno oSteenje tkiva u HS1 je povezano sa smanjenjem
koncentracije bakra i povecanjem u nivou kljuénog membranskog proteina za unos Cu. U HS1,
povecanje espresije SLC31A1 predstavlja kompenzatorni mehanizam i zajedno sa ostalim
uoCenim promenama ukazuje na potpun gubitak homeostaze bakra. Ekspresija SLC31A1 se
povecava kada postoji deficit Cu (Kuo i sar., 2006), Sto ukazuje da kod potpune skleroze (HS1)
hipokampusno tkivo ne dobija dovoljne koli¢ine ovog metala usled narusene strukture i
funkcije tkiva. Osim toga, pokazano je da prooksidativni uslovi odnosno reaktivne vrste
kiseonika indukuju ekspresiju SLC31A1 (Chen i sar., 2020a). Smisao ovakvih promena je
verovatno bezbedno uklanjanje Cu kako bi se sprecila njegova intenzivna prooksidativna
aktivnost (Spasojevic i sar., 2010). S ovim u vezi, pokazano je da je tkivo u HS1 izloZeno
intenzivnom oksidativnom stresu (Risti¢ i sar.,, 2015) i moZe se pretpostaviti da i ovo
doprinosi povecanoj ekspresiji SLC31A1. Konacno, treba ista¢i da je ekspresija SLC31A1
indukovana i u hipoksi¢nim uslovima (White i sar., 2009; Pourvali i sar., 2012), koji mogu biti
povezani sa oksidativnim stresom (Murphy, 2008).

Smanjena ekspresija SLC31A1 transportera uocena je u HS2, koja se karakteriSe
lokalnim ograniCenim propadanjem neurona u CA1l polju. Uporedno histolosko ispitivanje
Nislovog bojenja i imunohistohemijskog obeleZavanja ovog transportera sugerisalo je njegovu
pretezno neuronsku ekspresiju, kako u degenerisanim tako i u oCuvanim nervnim ¢elijama, ali
su u manjoj meri registrovani i imunopozitivni depoziti koji mogu predstavljati cCelije glije,
buducdi da je pokazano da se SLC31A1 eksprimira i na astrocitima i mikrogliji (Dringen i sar.,
2013; Gromadzka i sar., 2020). Povrh toga, izgledalo je da ekspresija nije bila ograni¢ena
strogo na ¢elijsku membranu ve¢ se imunopozitivni produkt uocavao i u citoplazmi, Sto je
slucaj kada se desava brza internalizacija transportera sa membrane ili recikliranje nazad u
slucaju poviSene potrebe celije za bakrom (Clifford i sar., 2016). Smanjenje ekspresije
SLC31A1 u HS2 verovatno predstavlja autenticnu komponentu epileptogeneze gde se jasno
moZe povuci paralela sa Menkesovom boles¢u u kojoj su konvulzije i drugi simptomi povezani
upravo sa smanjenom ekspresijom vaZzne komponente u transportu Cu. Hipokampusni
neuroni poseduju unutarcelijski rezervoar labilnog (lako dostupnog, ali ne i slobodnog) bakra,
koji, ako se smanji, dovodi do spontanog generisanja akcionih potencijala. Ovo se
eksperimentalno moZe indukovati helatorima Cu ili smanjenjem ekspresije SLC31A1 (Dodani i
sar., 2014; Ackerman i Chang, 2018). Poznati su primeri u kojima je helatorska terapija
Vilsonove bolesti dovela do hipokupremije koja se manifestovala epilepticnim napadima
(Benbir i sar., 2010; Kaleagasi i sar., 2013).

Nije sasvim jasno zbog ¢ega dolazi do smanjene ekspresije SLC31A1 u HS2 ali moZe biti
povezano sa drugim interesantnim a nedovoljno proucenim fenomenom koji se deSava u HS, a
to je propadanje krvnih sudova (Risti¢ i sar., 2015). Naime, uoceno je da hipokampusi mTLE-
HS pacijenata pokazuju narusenu vaskularizaciju. Gustina krvnih sudova je povecana u
odnosu na zdrav hipokampus (Bratz, 1899), ali su krvni sudovi atrofi¢ni. Dve studije su na
HS2 uocile znacajnu redukciju funkcionalnih krvnih sudova od oko 70% u CA1 regionu koji je
najviSe izloZen skleroticnim procesima (Kastanauskaite i sar., 2009; Alonso-Nanclares i
DeFelipe, 2014; Risti¢ i sar., 2015). Takode je uoCena pojaCana ekspresija eritropoetinskih
receptora u endotelu krvnih sudova u HS (Eid i sar., 2004). Funkcija ovih receptora u krvnim
sudovima je protektivna, proliferativna i angiogena (Trincavelli i sar., 2013). Bakar je izuzetno
znacajan za angiogenezu, koja je doslovno stimulisana i uslovljena njegovim unosom u ¢elije
krvnih sudova (Harris, 2004; Narayanan i sar., 2013). Prema ovome, moguce je da
hipokampusni neuroni u delimi¢no ofuvanom tkivu HS2 tipa skleroze smanjuju ekspresiju
SLC31A1 da bi se omogucila angiogeneza u cilju nadomestanja narusene vaskulature. U tkivu
sa izrazitom sklerozom HS1 tipa dolazi do naruSavanja metabolickih procesa gde
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nefunkcionalna vaskulatura dovodi i do smanjenja dostupnosti Cu ali i do promocije
oksidativnog stresa i hipoksije, koji svi uzrokuju povec¢anu ekspresiju SLC31A1.

Uzevsi ovo u obzir, moguce je da pad nivoa bakra u skleroticnom hipokampusu
predstavlja posledicu vaskularne komponente patogeneze. S druge strane, glukozni
transporter, GLUT1, takode pokazuje pojacanu ekspresiju u mikrovaskulaturi u HS (Cornford i
sar., 1994), Sto ukazuje na povecanu potrebu za energijom, u skladu sa hiperekscitabilnos¢u
hipokampusa u mTLE-HS. Mogu¢e je i da vaskulatura najpre ojacava zbog
hiperekscitabilnosti, a potom krvni sudovi ,stradaju” zajedno sa piramidalnim neuronima
zbog intenzivne metaboliCke aktivnosti. U tom slucaju bi se deficit bakra javio u prvoj fazi kao
protektivni a kasnije kao propagirajuc¢i dogadaj u patogenezi. U takvoj patoloskoj sekvenci,
hiperekscitabilnost dovodi do oStetenja na vaskulaturi i neuronima, $to neuroni delimi¢no
mogu da uspore smanjenim unosom bakra (Maureira i sar., 2015). Pokazano je da smanjena
ekspresija SLC31A1 usporava neurodegenerativne procese u nekim drugim oboljenjima (Gou
i sar,, 2021). NaruSena homeostaza bakra utiCe na neuromodulatorne uloge koje ovaj metal
ima u nervnom tkivu, odnosno hipokampusu, a koje obuhvataju sniZavanje praga za genezu
akcionog potencijala, pojacanje spontane ekscitabilnosti neurona i smanjenje inhibicije
posredovane GABAa receptorima, kao i modulaciju signalizacije izmedu neurona i glijskih
¢elija (Maureira i sar., 2015; Kardos i sar., 2018). Ovo predstavlja osnovu progresije
epileptogenih procesa u kojima je deficit bakra , dobar” za umanjenje oksidativnih oStecenja i
neurodegenerativnih procesa, ali 108" za regulaciju ekscitabilnosti.

Dalje je ispitan unutarcelijski odgovor Cu Saperona i posledice deficita bakra u HS1.
Nivo ekspresije ATOX1 nije bio izmenjen ni u HS1 ni u HS2 u odnosu na kontrolno tkivo. Ovo
moZe da ukaZe da zahtevi za sintezom razli¢itih proteina zavisnih od bakra u GoldZijevom
aparatu mogu da budu ,pokriveni“ ¢ak i malim koli¢cinama dostupnog bakra. S druge strane,
ATOX1 posredno ucestvuje i u izbacivanju Cu iz ¢elije preko slicnih transportera kao i na
GoldZijevom aparatu. Ekspresija ATOX1 je posebno visoka u piramidalnim neuronima
hipokampusa u odnosu na druge celijske tipove i regione u mozgu (Naeve i sar., 1999). S tim u
vezi, skleroza, odnosno gubitak piramidalnih neurona, bi trebalo da dovede do pada ATOX1
ekspresije u hipokampusu. Odsustvo takve promene se moZe objasniti time Sto njegova
funkcija nije ograniCena samo na transport Cu, odnosno cinjenicom da nivo ATOX1 nije
jednostavno regulisan dostupnoS$c¢u bakra vec i drugim faktorima. Zbog svoje konformacione
strukture slicne ferodoksinu i tri cisteinska ostatka, ovaj mali protein ima ulogu i u
antioksidativnoj zaStiti, analogno funkciji glutationa (Hatori i Lutsenko, 2013). ATOX1 obavlja
i funkciju transkripcionog faktora, odnosno regulatora transkripcije regulisane od strane
bakra (Itoh i sar., 2008). Dakle, oCekivani pad u nivou ATOX1 u HS moZe biti kompenzovan
pojacanom ekspresijom indukovanom oxidativnim stresom i drugim faktorima.

Za razliku od ATOX1, druga vazna grana u unutarcelijskom putu Cu koja vodi do
mitohondrija je pretrpela znaCajne promene u HS1. U ovoj disertaciji, COX11 i COX17,
Saperoni koji u mitohondrijama donose Cu do COX i omogucavaju sintezu ovog kompleksa, su
pokazali smanjeni nivo transkripcije u HS1 u odnosu na kontrole. Nivo iRNK za COX11 je bio
smanjen u regionima senzitivnim na sklerozu u epilepsiji, dok je nivo iRNK za COX17 pored
ovih bio smanjen i u regionima koji su u epilepticnim hipokampusima otporniji na sklerozu, u
odnosu na iste regione u kontrolnim hipokampusima. Posebno vazan je nalaz da su i COX
aktivnost i koncentracija bakra izrazito smanjeni u regionima senzitivnim na sklerozu. Ovo je
u skladu sa nedavnom proteomskom studijom koja je pokazala znaCajno smanjenje nivoa COX
subjedinice 6 u CA1-CA3 regionima hipokampusa mTLE-HS pacijenata. Koli¢ina ovog proteina
je bila tri puta manja u odnosu na kontrole (Pires i sar., 2021). Dodatno, istrazivanjima u ovoj
disertaciji po prvi put je utvrdena snazna pozitivna korelacija COX aktivnosti u stratum
pyramidale od SUB do CA4 regiona, sa lokalnim brojem neurona i sa koncentracijama bakra.
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Ove veze nisu uocCene u kontrolnim uzorcima. COX aktivnost je posebno intenzivna u
neuronskim telima, $to moZe objasniti vezu izmedu smanjene COX aktivnosti i skleroze. Kako
je COX enzimski kompleks ispitivan na HS1 tipu, navedene promene prati i pojacana
ekspresija SLC31A1, Sto sugeriSe da su povecanje nivoa Cu Saperona i smanjenje COX
aktivnosti posledica deficita Cu na vancelijskom nivou. Smanjenje nivoa iRNK za Cu Saperon
COX17 u SP2, SP3 i SUB (regionima inace otpornim na sklerozu u epilepsiji) implicira na
potpuni gubitak Cu homeostaze u hipokampusnom tkivu, Sto svakako doprinosi progresiji
skleroti¢nih procesa. Treba ista¢i da je COX17 prisutan i u medumembranskom prostoru
mitohondrija i u citoplazmi, i da moze igrati ulogu jednog od transportera za prenos Cu od
Celijske membrane do mitohondrija, kao i to da mitohondrije predstavljaju organele koje
skladiste Cu (Kim i sar., 2008). Ranija istrazivanja pokazuju da manjak Cu dovodi do smanjene
COX aktivnosti. IstraZivanja na slucaju pacijenta obolelog od Menkesove bolesti pokazala su
smanjenje koncentracije bakra u mozgu i skoro duplo smanjenu aktivnost COX u odnosu na
kontrolno tkivo (Maehara i sar., 1983). Naknadne imunohistohemijske studije na post mortem
uzorcima viSe razli¢itih delova CNS-a drugog pacijenta, takode obolelog od Menkesove bolesti,
otkrile su smanjenu ekspresiju COX subjedinica MT-CO2 i COX4I1 u naizgled ocuvanim
neuronima (Sparaco i sar., 1993). Vazno je napomenuti da su dve detaljne studije proteoma u
HS ukazale na znacajno generalno smanjenje proteina uklju¢enih u oksidativnu fosforilaciju
(Xiao i sar., 2021). In vitro je pokazano da nedostatak Cu izazvan heliraju¢im agensima dovodi
do paralelnog smanjena oksidativne fosforilacije i porasta glikolize, kao i posledi¢nog pada
nivoa ATP-a kod tumorskih celija (Ishida i sar., 2013). Zajedno, rezultati pomenutih studija
jasno ukazuju da deficit bakra narusava energetski metabolizam, Sto najverovatnije leZi u
osnovi metabolicke disfunkcije hipokampusa u HS1.

Na ovom mestu se namece dilema da li je smanjenje aktivnosti COX uzrok skleroze i
hiperekscitabilnosti ili njihova posledica. Rezultati prikazani u ovoj disertaciji kao i rezultati
ranijih studija ukazuju da su oba objasnjenja donekle ta¢na, odnosno da smanjena COX
aktivnost nastaje kao posledica drugih promena, da bi, zatim, doprinela progresiji patogeneze.
Holman i sar. su otkrili mutaciju u COX8A koja je dovela do smanjenja transkripta ovog gena
pa posledi¢no i manjka i nestabilnosti COX kompleksa kod pacijenta sa sindromom sli¢nim
Lijevom, leukodistrofijom i teSkom epilepsijom (Hallmann i sar., 2015). Manjak COX je
povezan i sa epileptogenim zonama kod pacijenata sa fokalnom kortikalnom displazijom i
pokazano je da doprinosi neuropatologiji ove bolesti (Miles i sar., 2015). Priblizno 50% osoba
sa primarnim mitohondrijalnim oboljenjima, kao Sto je miokloni¢na epilepsija s "iskidanim
miSi¢nim vlaknima", imaju epilepticne napade (DiMauro i sar., 2002; Rahman, 2012).
Epilepti¢ni napadi predstavljaju energetski zahtevne procese te je u tom kontekstu opisana
sekundarna mitohondrijska disfunkcija kod viSe epilepti¢nih sindroma. Ova povezanost
epilepticnih napada i sekundarne mitohondrijske disfunkcije moze biti od pomod¢i za
pronalaZenje adekvatnog tretmana kod epilepticnih sindroma primarno uzrokovanih
mitohondrijskom disfunkcijom i poremecéajima COX (Zsurka i Kunz, 2015). Odatle se COX i
mitohondrijska disfunkcija mogu pripisati hiperaktivnosti neurona i oksidativnim
oStecenjima nastalim u epilepsiji. Kunc i sar. su utvrdili postojanje deficita mitohondrijskog
kompleksa I kod mTLE-HS pacijenata Sto je sugerisalo da taj nalaz moZe biti deo
patofizioloSkog mehanizma koji dovodi do izmenjene ekscitabilnosti i selektivnog propadanja
neurona (Kunz i sar., 2000). Sta vise, poznato je da se u mTLE-HS mogu primetiti raznovrsni
metabolicki poremecaji kao Sto su interiktalni glukozni hipometabolizam (O’Brien i sar.,
1997), tranzijentne promene u nivou NADPH tokom stimulacije neurona ex vivo (Kann i sar.,
2005) i smanjenje koncentracije mitohondrijskog N-acetilaspartata (Pan i sar., 2008), koji
mogu biti dovedeni u vezu sa disfunkcijom mitohondrija hipokampusa. Smanjenje aktivnosti
COX kao i ispitivanih Saperona moZe biti povezano sa oksidativnim oSte¢enjima mitohondrija i
mitofagijom. Disfunkcija i oksidativna oSte¢enja mitohondrija u epileptogenim fokusima u HS

77



su od ranije poznati i ogledaju se kroz nefunkcionalnost kompleksa I koji predstavlja osnovni
izvor superoksid radikal-anjona u mitohondrijama, smanjen nivo akonitaze koja je posebno
osetljiva na oksidativna oStec¢enja (Kunz i sar., 2000; Vielhaber i sar., 2008), kao i kroz
povecanu aktivnost SOD2, kljutnog mitohondrijskog antioksidativnog enzima (Risti¢ i sar.,
2015). Mitofagija, koja predstavlja selektivhu formu autofagije zaduZene za odrZavanje
normalne funkcije mitohondrija putem uklanjanja oStecenih mitohondrija, je naruSena u HS
(Wuisar., 2017). U skladu sa uocenim ostecenjima mitohondrija u HS je i nedavno objavljena
proteomska studija u kojoj su ispitivane molekularne promene na nivou proteina u regionu
DG hipokampusa mTLE-HS pacijenata i kontrolnih uzoraka, a koja je otkrila da je kod ove
patologije prisutno znacajno smanjenje nivoa nekoliko proteina koji cine subjedinice
kompleksa I i kompleksa III respiratornog lanca (Xiao i sar., 2021).

Osim kroz spregu sa mitohondrijskim funkcijama, deficit Cu moZe imati i druge veze sa
hiperekscitabilnos¢u i pojavom konvulzija, kao vaznog simptoma HS. Uoceno je da neuroni pri
depolarizaciji otpustaju Cu u sinapse. Stimulacija hipokampusnih piramidalnih neurona sa
NMDA indukuje premestanje Cu eksportera ATP7A sa GoldZijevog aparata na Ccelijsku
membranu sto dovodi do izbacivanja Cu iz ¢elije (Schlief i sar., 2005). Postoje istraZivanja koja
ukazuju na moguce vezivanje Cu za receptore, ukljuc¢uju¢i i one za glutamat i GABA-u
(Ackerman i Chang, 2018). Studije koje su sproveli Saronova i sar. su pokazale da je Cu2*
potentan inhibitor koji se vezuje za GABAa receptora u izolovanim Purkinje neuronima pacova
sa ICso koncentracijom od oko 35 nM (Sharonova i sar., 1998, 2000) dok je to kasnije
funkcionalno pokazano elektrofizioloski na pacovskim hipokampusima (Maureira i sar.,
2015). Pored toga, moguce je da Cu* koji se otpusSta u sinapsu kroz svoju oksidaciju pokrece
redoks reakcije koje sluZze u procesima razgradnje neurotransmitera, ili Cu2* formira
komplekse sa neurotransmiterima (Bottari i sar., 1989; Hakimi i Aliabadi, 2012), i time ih
inaktivira. Sli¢no je nedavno pokazano za Fe3+ i adrenalin, gde formiranje kompleksa sprecava
aktivaciju adrenalinskih receptora (Kora¢ Jaci¢ i sar., 2020).

Doprinos ove disertacije, osim rasvetljavanja metabolizma bakra u HS, se sastoji i u
veoma vaznim informacijama o strukturi humanog hipokampusa u kontekstu raspodele ovog
kao i drugih metala u HS. Znacaj precizne prostorne lokalizacije metala i njihove funkcionalne
dostupnosti u humanom hipokampusu je veliki. Hipokampus ima izuzetno sloZenu strukturu
koja je povezana sa njegovom funkcijom. Samo su se dve preliminarne LA-ICP-MS studije
bavile prostornom distribucijom metala u humanom hipokampusu i HS (Becker i sar., 2011;
Lam i sar., 2014), sa mnogo manje detalja nego Sto je ovde izneto. Humani hipokampus
ispoljava visok nivo prostorne organizacije metala. Rezultati prikazani u ovoj disertaciji
proizvod su temeljne histoloske analize u oslikavanju prostorne raspodele Fe, Zn, Mn i Cu na
koronalnim presecima humanih skleroticnih hipokampusa, hirurski odstranjenih u okviru
terapijske resektivne hirurgije u mTLE (BasScarevi¢ i sar., 2011). Anatomski obrasci
distribucije odgovaraju prethodno sprovedenim istraZivanjima na sli¢cnim uzorcima (Becker i
sar., 2011). Unapredenje je uc¢injeno na polju kalibracije i izrade standarda (Sala i sar., 2017).
Mape cinka su u skladu sa prethodnim studijama i odgovaraju distribuciji cinka na Timovom
bojenju hipokampusa (Cassell i Brown, 1984; Babb i sar., 1991; Bahh i sar., 1999; Proper i sar.,
2000; Mitsuya i sar., 2009). Akumulacija cinka uocena je u zonama mahovinastih vlakana, a
zabeleZen je i padajudi gradijent koncentracije od CA4 do CA1l. Prostorna raspodela gvozda
izgleda tako da prati rute hipokampusnih arterijskih i venskih krvnih sudova. Drugim rec¢ima,
poreklo visokih koncentracija gvoZda u mapama se moZe vrlo verovatno pripisati tragovima
krvi. Sulkusne vene unutar hipokampusa prolaze putem vestigijalnog hipokampusnog sulkusa
koji naleZe na stratum moleculare. Subependimalne unutras$nje hipokampusne vene odvode
krv iz CA2, CA1 i susednog SUB (Tatu i Vuillier, 2014). One prolaze alveus $to moZe objasniti
jak signal gvozda u delovima tog regiona. Velike ventralne unutraSnje arterije se granaju u
subikulumu sa glavnim putem u SL i sa terminalnim ramifikacijama u CA2. Najgus¢a
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vaskularizacija u CA regionima i GD je u SM (Duvernoy i sar., 2013). NaZalost, previsoke
koli¢ine gvozda u krvnim sudovima oteZavaju donoSenje zaklju¢aka o povecéanju ili smanjenju
ovog elementa u nervnhom tkivu per se. Velika varijansa gvozda razlog je statisticki
neznacajnog pada u zoni potpunog gubitka neurona u hipokampusima. Podaci dobijeni za Zn i
Fe odgovaraju rezultatima koji su dobijeni u prethodno izvedenoj studiji na ukupnim
koncentracijama metala u hipokampusnom tkivu (Ristic¢ i sar., 2014). S druge strane ranije
uocCen pad u koncentraciji Mn (Risti¢ i sar.,, 2014), ovde se oslikava u korelaciji izmedu
regionalne koncentracije Mn i broja neurona, odnosno stepena skleroze. Niske koncentracije
Mn mogu biti u vezi sa smanjenjem ukupnog nivoa i padom aktivnosti manganovog
metaloenzima, glutamin sintaze, koji je uocen u skleroti¢nim hipokampusima. Smanjenje
nivoa Mn u regionima sa potpunom, odnosno izraZzenom sklerozom, moZe biti povezano sa
izrazito smanjenom ekspresijom glutamin sintaze koja je opisana u mTLE (Eid i sar., 2012) i
ekskluzivno se eksprimira u astrocitima (Papageorgiou i sar., 2018). Eid i sar. su pokazali da je
deficit ovog enzima posebno izraZen u zonama sa potpunim gubitkom neurona i pretpostavili
da je zbog smanjene ekspresije glutamin sintaze u astrocitima naruSeno preuzimanje
glutamata iz vancelijskog prostora te dolazi do njegovog nagomilavanja, neurotoksicnosti i
stvaranja epilepti¢nih napada u mTLE (Eid i sar., 2012). U animalnom modelu epilepsije je
uoceno da je nivo Mn u mozgu smanjen nakon indukcije konvulzija (Gonzalez-Reyes i sar.,
2007). S druge strane, nivo SOD2 (manganoenzima) u skleroticnim hipokampusima je
povecan $to ukazuje na stanje visokog oksidativnog stresa i disfunkcije mitohondrija (Risti¢ i
sar., 2015). Vazno je re¢i da Cui Mn (kao i Fe i Zn) koriste isti SLC11A2 transporter, tako da su
im metabolizmi spregnuti u izvesnoj meri (Arredondo i sar., 2003). Uloga Mn u HS i
epileptogenezi svakako predstavlja atraktivnu temu koja zahteva dalja istraZivanja.

Sveobuhvatno posmatrano, ovde prikazani rezultati ukazuju na jaku vezu izmedu
naruSene homeostaze bakra i skleroze u mTLE-HS i daju kontekst za razvoj inovativne
farmakoloSke terapije, pre svega u smislu povecanja koncentracije Cu koja bi bila dostupna
neuronima u hipokampusu. Poznato je da tretman Menkesove bolesti hidrofilnim
suplementima bakra, kao Sto je bakar histidinat (oznaka leka CUTX-101), nije dao
zadovoljavajuée rezultate (Kaler i sar., 2008). Medutim, problem je u tome $to kompleksi
bakra teSko mogu da stignu do svih tkiva, a pristup krvotoka moZdanom tkivu je posebno
regulisan viSestrukim barijerama. S druge strane, aplikacija bakra u velikim koli¢inama bi bila
toksicna za Celije, posebno na mestu aplikacije zbog njegove prooksidative aktivnosti
(Spasojevic¢ i sar.,, 2010). Kao nova strategija za tretiranje oboljenja koja su povezana sa
deficitom bakra predloZena je upotreba lipofilnih molekula koji mogu da vezu Cu u
vancelijskom prostoru i prebace ga u Celije (Gohil, 2021). Osim toga, novi sintetisani nosaci
bakra su u razvoju, a neki se trenutno ispituju u klinickim studijama u drugim neuroloSkim
oboljenjima povezanim sa bakrom (Nikseresht i sar., 2020). Dobijene informacije bi u
perspektivi bile veoma znacajne za identifikaciju novih neinvanzivnih metoda lecenja
farmakorezistentne mTLE kao i u razvoju profilakse za sprecavanje nastanka
farmakorezistentnosti, u cilju odlaganja ili potpunog izbegavanja invazivnog operativnog
tretmana bolesti.
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VI. Poglavlje

ZAKLJUCCI



S obzirom na definisane ciljeve i u skladu sa obradom i tumacenjem dobijenih rezultata
ove doktorske disertacije, u pogledu raspodele i koncentracije metala u hipokampusu
izvedeni su sledeci zakljucci:

1. Histoloska distribucija bakra u skleroticnim hipokampusima pacijenata sa mTLE-HS u
oba tipa HS pokazuje visok nivo prostorne organizacije ovog metala koja je u tesnoj
vezi sa rasporedom regiona, subregiona i slojeva hipokampusa. Bakar se nalazi u viSim
koncentracijama u regionima koji dominantno sadrZe tela neurona, a niZim u
regionima neuropila. Bakar se u najvecoj meri nalazi u SUB, o¢uvanom regionu (sa
telima piramidalnih neurona) u oba tipa HS, u odnosu na ostale regione hipokampusa
koji pokazuju niZe koncentracije ovog metala.

2. Koncentracije bakra se nalaze u znacajnoj, pozitivnoj korelaciji sa gustinom tela
piramidalnih neurona u CA1l polju kao regionu skleroti¢cnog hipokampusa koji je
gubitka neurona u SP1, uocene su znacajno manje koncentracije bakra u odnosu na
SUB, region koji je rezistentan na gubitak neurona, u oba tipa HS, $to nije bio slucaj sa
gvozdem, cinkom i manganom.

3. Razlike u koncentracijama gvozda i cinka na anatomskom nivou regiona i slojeva
odgovaraju normalnim fizioloskim osobenostima odgovarajucih delova hipokampusa.
Vece koncentracije gvozda su zabeleZene u oblastima kroz koje prolaze glavni putevi
krvnih sudova, dok su povecane koncentracije cinka uocene u zonama prolaska
mahovinastih vlakana granularnih Zn-glutamatskih neurona. Koncentracije Mn
pokazuju pozitivnu korelaciju sa gustinom piramidalnih neurona tj. stepenom skleroze
hipokampusa.

U pogledu komponenti koje ucestvuju u Celijskom i mitohondrijskom prometu bakra
izvedeni su sledeci zakljucci:

4. Ukupni relativni nivo kljunog transportera za unos bakra u ¢elije, SLC31A1 zavisan je
od tipa HS i pokazuje dvojake promene: povecan je u intenzivnoj sklerozi (HS1) a
smanjen u lokalizovanoj sklerozi (HS2). SLC31A1 je u skleroticnim hipokampusima
lokalizovan dominantno u neuronima, kako u aktivnoj formi na c¢elijskoj membrani
tako i u internalizovanoj formi u citoplazmi.

5. Ukupni relativni nivo ATOX1 Saperona je nepromenjen u oba tipa HS u odnosu na
kontrolne uzorke.

6. Ekspresija Saperonskih proteina za umetanje bakra u COX enzimski kompleks (COX11 i
COX17) bila je znacajno smanjena u hipokampusnim regionima koji su u epilepsiji
osetljivi na sklerozu u odnosu na fizioloske uslove.

Na osnovu uporedne analize aktivnosti COX i koncentracije bakra u razlic¢itim
slojevima HS i kontrolnih hipokampusa izvedeni su slede¢i zakljucci:

7. Enzimski kompleks COX na €elijskom nivou pokazuje lokalnu raspodelu aktivnosti koja
je najizraZenija u telima i dendritima piramidalnih neurona. Smanjena aktivnost ovog
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enzima se detektuje u SP1 i CA4, hipokampusnim regionima koji su najviSe pogodeni
sklerozom.

8. U SP2 i SP3, regionima koji su u HS manje osetljivi na sklerozu pa samim tim imaju
ocuvanu populaciju neurona, nije zabeleZzen pad aktivnosti COX, dok je koncentracija
bakra bila znacajno manja u odnosu na kontrolne uzorke.

9. Postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije bakra i aktivnosti COX u HS.

10. Korelacione analize brojnosti neurona, raspodele bakra i raspodele aktivnosti COX u
regionima piramidalnih neurona mTLE-HS1 hipokampusa i odgovaraju¢im kontrolnim
uzorcima jasno sugeriSu povezanost ova tri parametra.

Na osnovu navedenih pojedinacnih zakljucaka, moze se izvesti sledeci opsti zakljucak:

Humani skleroti¢ni hipokampus kod pacijenata koji boluju od mTLE pokazuje
karakteristicne obrasce raspodele koncentracija bakra, kao i gvoZda, cinka i mangana u
odnosu na svoje anatomske regione, polja i slojeve. Pored toga, u humanoj mTLE-HS dolazi do
promena u lokalnim koncentracijama bakra u slojevima i regionima skleroticnog
hipokampusa, za Sta se odgovornost ne moZe pripisati isklju¢ivo patoloskoj reorganizaciji
glavnih ¢elijskih populacija (piramidalnih neurona u CA i granularnih neurona u GD), ve¢ su te
promene u koncentracijama bakra verovatno aktivni u€esnik u razvoju hiperekscitabilnosti i
konvulzija kao i histopatoloska komponenta u razvoju skleroze. UoCene promene na nivou
bakra kod humanog skleroticnog hipokampusa su u skladu sa uoenim promenama na nivou
Celijskih transportnih puteva ovog metala, pre svega SLC31A1 kao membranskog
transportera za unos bakra u citosol. Dodatno, izmenjena homeostaza Cu, u sprezi sa
promenama u mitohondrijskom metabolizmu ovog metala na nivou biogeneze i aktivnosti
enzimskog kompleksa COX, takode moZe imati ulogu u razvoju i progresiji mTLE-HS. Imajuci
sve pomenuto u vidu, istrazivanja u sklopu ove disertacije daju veoma vazne podatke o ulozi
bakra kod HS. Nacinjen je i korak napred u tumacenju rezultata dobijenih sa metalnih mapa
bakra iz skleroticnog hipokampusa. U perspektivi, dobijeni rezultati mogu biti od koristi za
razvoj novih terapijskih pristupa u lecenju epilepsije temporalnog reznja kao i razvoja
profilakse za spreCavanje nastanka otpornosti na postojece lekove, kako bi se odgodio ili u
potpunosti izbegao operativni pristup.
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VIII. Poglavlje

PRILOZI
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Prilog 1. Reprezentativni imunoblotovi prilikom detekcije SLC31A1 i ATOX1 proteina. K, kontrola; HS11 2,
hipokampusna skleroza tip 11 2; SLC31A1, transporter za unos bakra (engl. solute carrier family 31 member 1);
ATOX1, antioksidativni Saperon bakra 1.
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Prilog 2. Dijagrami rasprSenja sa statisticki znacajnim koeficijentima korelacija (p < 0,05) izmedu
gustine piramidalnih neurona, koncentracije bakra i aktivnosti COX kod kontrolnih i skleroti¢nih
hipokampusa za regione SUB i SP1-3. Crvenom bojom su istaknute statisticki znacajne korelacije (Spirmanov
koeficijent korelacije p). Gustina neurona je izraZena kao broj ¢elija po mm?2. HS1, skleroti¢ni hipokampusi tipa 1;
COX, citohrom c oksidaza. ROG, relativna opti¢ka gustina; SUB, subiculum; SP1-3, stratum pyramidale u poljima
cornu Ammonis 1-3.

98



buorpaduja aytopa

Musomr (Anekca) Omauyuh je pohen 8. IX 1985. y 3emyHy. OcHOBHY wiKoJy ,BpaHko
PaguuyeBuh” je 3aBpmumo y batajuuny, a 3eMyHCKy rMMHa3ujy y 3eMyHy. AKaJIeMCKU NyT je
3ano4yeo Ha jeceH 2007. rogvHe, ynmucoM Ha OCHOBHe akKaJieMCKe CTyJAMje MOJIeKyJlapHe
6uosiorvje u pusnooruje Ha YHuBep3utety y beorpaay - buosomkom pakynteTy, a HoTOM
HacTaBUO MacTep aKaJleMCKUM CTyJhjaMa Ha UCTOM QaKy/TeTy. AHTa>KOBaH je Kao CTyZeHT-
BOJIOHTEP M0/, PYKOBOACTBOM Jip JesieHe borganoBuh-IIpucToB, BUlller HAy4YHOT capaZiHUKA U
Ap UBana CnacojeBuha, HayyHOr caBeTHHKA Ha YHUBep3uTeTy y beorpagy - UHcTuTyTYy 3a
MYJATUAUCUUIIMHApHA UcTpaxkuBawa o 2010. roguHe, rAe je u3paauo 3aBpILHU (MacTep)
pasg nog HasuBoM ,OKCHAO - peAYKLUHMOHHM IOTeHLHja]l LepebpoCnHMHaJHEe TeYHOCTH
naimyjeHaTta o6oJiesiux o, aMMOTpodUYHe JlaTepasHe cKJepo3e”, KOoju je of40paHUO Yy JIETO
2015. roauHe, moA MeHTOpcTBoM JAp MwupocnaBa KuBuha, BaHpegHor mnpodecopa
YuuBep3uteta y beorpasgy - bBuosoukor ¢akysntera. [lOKTOpcKe akaZeMcKe CTyAuje
eKCriepyUMeHTaJ/IHe HeypoOHroJIoTrHje je yIucao UCTe ToJUHe Ha YHUBep3uTeTy y beorpany -
BrosiomikoM ¢akysaTeTy a 3amoc/eH je Kao UCTpakuBay-MPUINPaBHUK Ha YHHUBEP3UTETY y
Beorpasy - UHCTUTYTY 3a MyJTUAUCUUIJIMHApPHA UCTpaxkuBawa of 2016. roauHe, rje u
JflaHac paad. Ynan je Buoxemujckor apywmrBa Cp6uje, Cprnckor OHOJIOLIKOT [APYILITBA,
JpyuiTBa 3a HeypoHayke Cpbuje u Yapyxemwa rpahana - Xopa ,Viva Vox”. /loGUTHUK je BHlle
CTUNEeHAUja, 3a ydelmthe y MebhyHapoAgHHUM IIKOJlaMa, HAQyYHUM CKYIIOBMMa M €BPOICKOM
nporpaMy pasMeHe cTyfaeHaTa ca Peny6sinkoM CioBeHujoM. Pasino je Ha HAaLlMOHAJIHOM U
O6ujiaTepaJlHOM IpojeKTy MMUHUCTAapCcTBa MpPOCBETE HAyKe U TEXHOJIOUIKOT pas3Boja
Penybsuke Cpbuje, kao u npu eBpomnckoj Koct aknuju. /Jlo gaHac je o06jaBHO 1IecT
ny6/iMKalMja y HayYHUM 4YacolucuMa MebhyHapoJHOr 3Hauyaja M [ao cejjaM CaolllITema Ha
MehyHapoaHMM HayyHUM cKynoBuMa y Cp6ujy, YjenumweHoM KpabeBcTBy 1 Mahapckoj.
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3jaBa o ayTopcTBy

MNotnucaHn Munow A. Onauuh

6poj nHaoexkca 63032/2015

UsjaBrbyjem

[la je JOKTOpCKa aucepTauwja nog HacroBom

» yrnora n metabonusam 6akpa y XMnokaMmnycHoj CKnepo3u acoLupaHoj ca enusencujom
TeMnopanHor pexsa Kog yoseka”

e pesynTaT COMCTBEHOT UCTPaXuBaYKor paaa,

e [a npegnoxeHa auceprauuja y UeNWHUM HU Yy OenoBuMMa Huje Guna npeanoxeHa 3a
pobujarbe 6mMNo koje aunnome npema CTyaujCKMM nporpamummMa ApYyrx BMCOKOLLKOSICKMX
yCTaHoBa,

e [a Cy pes3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEeHU U
e [la HMCaM KpLUMO ayTopcka npaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYarHy CBOjUHY APYruX nuua.

MoTtnuc pokTopa

Y beorpaay, 22.02.2022.
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3jaBa 0 NICTOBETHOCTM LUTaMMNaHe N enekTPoHCKe Bep3nje
AOKTOPCKOr paja

Nme n npesnme aytopa Munow A. Onauuh
Bpoj nhaoekca 53032/2015
Ctyawnjckn nporpam buonoruja (mogyn ekcnepMmeHTtanHa Heypobuonorumja)

Hacnoe papa ,,Ynora u metabonusam 6akpa y XMnokamnycHoj CKliepo3n acoLupaHoj ca
enunencujom TemnopanHor pexmwa kog YoBeka”

MenTopu ap AaHwnjena Jlaketa u ap NaHujena CaBuh

MotnucaHn Munow A. Onauuh

U3jaBrbyjeM Oa je wtamnaHa Bep3uvja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA EIeKTPOHCKO] Bep3nju Kojy
cam npegao 3a objaBrbmBare Ha noptany AurntanHor penosutopujyma YHuBep3uTeTa y
Beorpany.

[osBorbaBam ga ce ob6jaBe Moju NIMYHK NOAauUN Be3aHn 3a foOujarke akageMcKor 3Bakba AOKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npe3nmMe, rogrMHa u mecTto pohierwa 1 gatym ogbpaHe paaa.

OB¥ nMYHKM nogaum Mory ce 06jaBuTKM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurntanHe ombnuoTteke, y
€NeKTPOHCKOM KaTtanory n y nybnukauunjama YHmeepauteTa y beorpaay.

MoTnunc gokTopaH

Y Beorpagy, 22.02.2022.
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UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3auTteTcky 6ubnuoteky ,Ceeto3ap Mapkosuh® ga y urutanHu penosmtopujym
YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AucepTalmjy nog HacnoBoMm:

,ynora u metrabonusam 6akpa y XMNOKamMnyCHOj CKNepo3u acouupaHoj ca enunencujom
TemMnopariHor pexsa Koa YoBeka”

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTaunjy ca cBUM MNpunosvMa npegao cam y eneKkTPOHCKOM chopMaTy MorogHoM 3a TpajHo
apxvBMpamse.

Mojy ookTopcKy ancepTauujy noxpaweHy y durntanHu penosumtopujym YHusepauteta y beorpagy
MOry [a KopucTe CBW Koju nowTyjy oapende cagpxaHe y ogabpaHoMm Tuny nuueHue KpeaTusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce 0anyyuo.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMepUMjarHo — AenuTn nog UCTUM yCroBrnmMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEenuTK nog NCTUM yCrioBuMa

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jegHy oA wecT NoHyhHeHux nuueHum, Kpatak onuc nuueHumn aar je
Ha nonefuHun nucra).

MoTnuc gokTopaH

Y beorpagy, 22.02.2022.
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1. AytopcTtBo - [o3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpUBYLMjy W jaBHO caonwtaBakwe fAena, u
npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauvH ofpeheH on cTpaHe ayTtopa wunu gasaoua
nvueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NULIEHUM.

2. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBawbe, OUCTpUOyLMjy U jaBHO
caonwTaBare Aena, 1 npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOSbaBa koMmepuumjanHy ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepumjanHo - 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyunjy u
jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y cBoM geny, ako
ce HaBede Mme ayTopa Ha HauvH oapefeH o cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Oea
nuueHua He 403BOSbaBa KomepumjanHy ynotpeby gena. Y ogHoCcy Ha cBe ocTare nuueHue, OBOM
NMUEHLIOM ce orpaHu4aBa Hajsehu obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepUMjanHo - OenuTu noA UCTUM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
anctpmbyumjy 1 jaBHO caomnwiTaBakwe gena, U npepage, ako ce HaBede Mme ayTopa Ha HauvvH
ogpeheH of cTpaHe ayTopa wunu gaBaoua nuueHue U ako ce npepaga avctpubyupa nog UCToM
nnn cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He Jo3BoSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby aena n npepaga.

5. AyTtopcTBo - 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjy U jaBHO caoniiTaBake
gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa wunn ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBege ume
ayTopa Ha HaudvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua 4o3BoSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - AENUTU Noa UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjY U jaBHO
caornwiTaBame fena, 1 npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
“nu gaBaoua NuLeHLe 1 ako ce npepaga oucTpubyvpa nog UCTom U CriuyHoM nuueHuom. Oea
nvueHua [os3BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je codTBepckum
nvueHuama, o4HOCHO NuLeHLaMa OTBOPEHOT Koaa.
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