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UTICAJ IMUNSKIH FAKTORA NA ODGOVOR ASTROCITA | MIKROGLIJE U
INFLAMACIJSKIM PROCESIMA CENTRALNOG NERVNOG SISTEMA

Neuroinflamacija je inflamacijski odgovor koji se odigrava u centralnom nervnom sistemu (CNS) u
toku bolesti ili povrede CNS, a posredovan je komunikacijom izmedu CNS i imunskog sistema.
Odlikuje se regrutovanjem tj. infiltracijom imunskih ¢elija i imunskih faktora sa periferije u CNS i
njihovom interakcijom sa astrocitima i mikroglijom. Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje
interakcije astrocita i mikroglije sa komponentama imunskog sistema u multiploj sklerozi (MS) i
amiotroficnoj lateralnoj sklerozi (ALS). NasSi rezultati u pacovskom modelu MS -
eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu (EAE) pokazuju da je ¢elija-éelija interakcija
izmedu astrocita i imunskih éelija infiltriranih u CNS (CNS-IIC) u kiémenoj mozdini posredovana
spregom astroglijalnih purinskih P2X7 receptora (P2X7R), koneksin-43 hemikanala i Bs-integrina.
Takode, kontrolni astrociti reaguju brzim Ca®* odgovorom na prisustvo CNS-IIC izolovanih iz
kicmene mozdine EAE pacova posredstvom P2X7R koji se aktiviraju autokrino/parakrino
oslobodenim ATP kroz hemikanale, kao i1 da je ayfs-integrin vazan za otpocinjanje dok su
mitohondrijalni Ca** transporteri vazni za zavrietak ovog odgovora. Rezultati ove doktorske
disertacije pokazuju da astrociti izolovani iz hSOD1®*” pacova, modela za ALS, imaju
poremeéenu Ca’* homeostazu (poveéan nivo skladidtenog Ca®* u endoplazmati¢nom retikulumu)
usled &ega pokazuju izraZeniji Ca** odgovor na imunoglobuline G (IgG) iz seruma ALS pacijenata
u odnosu na kontrolne astrocite. Sa druge strane, mikroglija ne pokazuje promene u Ca?* aktivnosti
nakon izlaganja ALS IgG. U ovoj doktorskoj disertaciji su predstavljena nova otkrica o
neuroinflamacijskim procesima u zivotinjskim modelima MS i ALS, kao i novi koncept istrazivanja
o interakciji glije sa imunskim faktorima koji se moze primeniti u dizajniranju novih terapeutskih
pristupa za tretman ovih neizle¢ivih bolesti CNS.

KLJUCNE RECI: neuroinflamacija, kalcijum, purinska signalizacija, P2X7R, Cx-43, integrini,
EAE, ALS, astrociti, mikroglija

NAUCNA OBLAST: Biologija
UZA NAUCNA OBLAST: Neurobiologija



THE EFFECT OF IMMUNE FACTORS ON THE RESPONSE OF ASTROCYTES AND
MICROGLIA IN THE INFLAMMATORY PROCESSES OF THE CENTRAL NERVOUS
SYSTEM

Neuroinflammation is an inflammatory response of the central nervous system (CNS) during a CNS
disease or an insult. It is characterized by the recruitment of immune cells and immune factors and
their infiltration into the CNS where they interact with astrocytes and microglia. The aim of this
doctoral dissertation was to investigate astrocytes’ and microglia’s interaction with the components
of the immune system in multiple sclerosis (MS) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS). By using
a rat model of MS - experimental autoimmune experimental encephalomyelitis (EAE) we show that
cell-to-cell interaction between astrocytes and CNS-infiltrated immune cells (CNS-1IC) is mediated
through the coupling of the astroglial purinergic P2X7 receptors (P2X7R), connexin-43
chemichannels, and Bs-integrin in the spinal cord. Control astrocytes respond to the presence of
CNS-1ICs isolated form the spinal cord of EAE rat with a fast and transient Ca®* response through
the hemichannel-dependent ATP release that activates P2X7R in an autocrine/paracrine manner.
Initation of this cell-to-cell interaction is mediated by astroglial ayps-integrins, while mitochondria
facilitate the termination of this response. Data presented in this doctoral dissertation show that
astrocytes isolated from a hSOD1°%* rat — an animal model of ALS show Ca** homeostasis
dysregulation (increased sequestering of Ca?* in the endoplasmic reticulum) that causes increased
ca?t response to immunoglobulin G (IgG) from ALS patients’ sera compared to control astrocytes.
On the other hand, microglia does not show changes in Ca?* activity following the exposure to ALS
IgG. This doctoral dissertation presents novel findings concerning the neuroinflammatory processes
underlying MS and ALS and offers new conceptual framework for investigating glial interaction
with immune factors that can be used for designing new therapeutic strategies to treat these
incurable CNS diseases.

KEY WORDS: neuroinflammation, calcium, purinergic signaling, P2X7R, Cx-43, integrins, EAE,
ALS, astrocytes, microglia

RESEARCH AREA: Biology

RESEARCH NEUROBIOLOGY : Neurobiology
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C90RF72 — otvoreni okvir ¢itanja 72 na hromozomu 9 (eng. Chromosome 9 Open Reading
Frame 72)

CAMP — cikli¢ni adenozin-monofosfat

cDNK — komplementarna DNK

CIK — cirkuliSu¢i imunski kompleksi

CNS — centralni nervni system

CNS-IIC — imunske éeije infiltrirane u CNS
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CSF — likvor (eng. cerebrospinal liquid)
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ERK — kinaza regulisana vancelijskim signalima (eng. extracellular signal-regulated protein
kinase)
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1. Uvod

Nakon decenija istrazivanja posvecenih brojanju razlicitih ¢elijskih tipova u mozgu, danas
znamo da je mozak ¢oveka izgraden od jednakog broja glijalnih ¢elija i neurona (von Bartheld et
al., 2016). lako prenos informacija obavljaju neuroni, funkcionisanje centralnog nervnog sistema
(CNS) u velikoj meri zavisi od glijalnih ¢éelija — astrocita, mikroglije i oligodendrocita. Ove celije se
medusobno razlikuju po strukturnim i biohemijskim svojstvima kao i funkciji koju obavljaju. U
narednim poglavljima ¢e biti opisane karakteristike astrocita i mikroglije, glijalnih ¢elija koje imaju
brojne uloge u odrzavanju homeostaze CNS, dok u patoloskim uslovima odgovaraju na signale
opasnosti koji bi mogli ugroziti normalno funkcionisanje CNS (Vainchtein and Molofsky, 2020).

1.1. Znacaj i fizioloSka svojstva astrocita

Astrociti su dugo posmatrani kao ,lepak” u CNS bez konkretnih funkcija. Preokret u
shvatanju uloge ovog celijskog tipa je bilo otkri¢e da eksprimiraju veliki broj jonskih kanala i
receptora kao i da im je svojstvena brza unutaréelijska Ca** signalizacija (Volterra and Meldolesi,
2005). Astrociti vode poreklo od neuralnih progenitorskih ¢elija subventrikularne zone, a
migracijom preko nastavaka radijalne glije naseljavaju ceo CNS (Baldwin et al., 2023). Nakon
migracije, astrociti proliferiSu i po€inju da razvijaju brojne nastavke i astroglijalna stopala (Clavreul
et al., 2019; Ge et al., 2012). Morfoloska diferencijacija astrocita se deSava paralelno sa
formiranjem i sazrevanjem sinapsi (Bushong et al., 2004; Clavreul et al., 2019). U toku ovog
perioda astrociti se povecavaju, dobijaju kompleksnu morfologiju i formiraju svoje teritorije koje se
minimalno preklapaju sa teritorijama astrocita u okruzenju (Bushong et al., 2004; Clavreul et al.,
2019). Astrociti se odlikuju veoma heterogenom morfologijom i funkcijom, a na osnovu
morfologije astrociti u sivoj masi se oznacavaju kao protoplazmatiéni, a u beloj masi fibrozni (Lim
et al., 2021). Protoplazmati¢ni astrociti imaju celijsko telo sa kog polaze nastavci koji se dalje
granaju, tako da ovaj tip astrocita ima sunderastu morfologiju (Bushong et al., 2002). Fibrozni
astrociti sa druge strane imaju manji broj primarnih nastavaka koji su orijentisani u smeru pruzanja
aksona (Lundgaard et al., 2014).

Astrociti ¢ine glavni deo grani¢ne glijalne membrane (lat. glia limitans) i aktivno doprinose
formiranju i odrzavanju krvno-mozdane barijere (KMB). KMB odvaja CNS od periferne cirkulacije
i omogucava strogu kontrolu mikrosredine (Abbott et al., 2006; Sofroniew, 2015a), a ¢ine je
endotelne celije koje grade kapilare, bazalna lamina, periciti i astroglijalna stopala (Abbott et al.,
2006) (Slika 1a). Endotelne celije kapilara u CNS su povezane ¢vrstim vezama §to ograniCava
prolazak molekula iz krvi u parenhim CNS (Abbott et al., 2006). Klju¢ni proteini eksprimirani na
astroglijalnim stopalima koji ucestvuju u izgradnji KMB su specijalizovani kanal za vodu —
akvaporin-4 (AQP4), ulazni kalijumov ispravlja¢ (Kir 4.1), koneksin-43 (Cx-43) i glukozni
transporteri (Abbott et al., 2006; Keaney and Campbell, 2015). Ovi proteini omogucavaju
astrocitima direktnu razmenu molekula sa endotelnim ¢elijama i na taj nacin reguliSu prolazak vode,
jona i solubilnih molekula kroz KMB (Abbott et al., 2006; Keaney and Campbell, 2015). Astrociti
lokalno reguliSu protok krvi kroz krvne sudove tako Sto oslobadaju vazoaktivne molekule
(prostaglandini, arahidonska kiselina, azot-monoksid (NO)) (MacVicar and Newman, 2015).
Takode reguliSu drenazu intersticijalne te¢nosti. Naime, likvor (eng. cerebrospinal fluid, CSF) ulazi
u mozak preko periarterijalnog prostora, prolazi u intersticijum preko AQP4 eksprimiranog na
perivaskularnim astroglijalnim stopalima i potom zajedno sa intersticijalnom tecnoS¢u ulazi u
venski sistem (Plog and Nedergaard, 2018). U formiranju KMB znac¢ajnu ulogu imaju astroglijani
integrini koji su transmembranski proteini sacinjeni od o i [ subjedinice, a zaduzeni su za
meducelijsku komunikaciju i interakciju (Slack et al., 2022). Njihov znacaj se ogleda u tome da se
kod kondicionog ,,knock-out” misa za ay- (McCarty et al., 2005) ili Bg-integrina (Proctor et al.,
2005) KMB ne razvija pravilno, dolazi do prerane smrti ili razvoja razli¢itih CNS patologija poput
cerebralne hemoragije (Tanigami et al., 2012).

Svojim nastavcima astrociti uspostavljaju kontakt sa pre- i postsinaptickim zavrSecima i
zajedno sa njima formiraju tripartitnu sinapsu (Slika 1b) (Arizono et al., 2020; Perea et al., 2009).
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Integrini se smatraju bitnom komponentom u posredovanju interakcije astrocita sa neuronima i
formiranja tripartitne sinapsise (Eroglu and Barres, 2010). Poseban znacaj je dat ayfB3-integrinu koji
ucestvuje u dvosmernoj komunikaciji astrocita i neurona. Interakcija astrocitnog ayfs-integrina sa
glikoproteinom Thy-1 na membrani neurona pokrece signalizaciju u astrocitima koja za posledicu
ima formiranje fokalne adhezije i stresnih vlakana (Hermosilla et al., 2008). Sa druge strane ova
interakcija dovodi do grupisanja Thy-1 na membrani neurona, $to za posledicu ima ograni¢avanje
razrastanja neurita i povlacenje postojecih nastavaka ta (Herrera-Molina et al., 2012). Astrociti
ucestvuju u regulaciji sinaptogeneze, sinapticke plasticnosti i stabilnosti, preuzimaju oslobodene
neurotransmitere i kontrolisu vanéelijsku koncentraciju K* (Allen and Eroglu, 2017; Linnerbauer et
al., 2020; Verkhratsky and Nedergaard, 2018). Pored regulatornih funkcija, astrociti aktivno
ucestvuju u sinaptickoj transmisiji. Astrociti eksprimiraju veliki broj receptora za neurotransmitere,
tako da prisustvo neurotransmitera u sinaptickoj pukotini dovodi do brzih promena unutaréelijske
koncentracije Ca®* u astrocitima i posledi¢nim oslobadanjem gliotransmitera (Araque et al., 2014;
Verkhratsky and Nedergaard, 2018) (Slika 1b).

Astrociti imaju kljuénu ulogu u regulaciji metabolicke homeostaze i obezbedivanju
energenata za neurone. Ove ¢elije obavljaju konverziju glutamata u glutamin (glutamat-glutaminski
ciklus), preuzimanje glukoze iz krvi i njene transformacija u laktat, koji je energetski pogodan za
neurone, kao i skladiStenje rezerve energije u obliku glikogena (Magistretti and Allaman, 2018)
(Slika 1c). Astrociti uklanjaju glutamat iz sinapti¢ke pukotine posredstvom glutamatnih transportera
(glutamatni transporter-1 (GLT-1) i glutamat-aspartatni transporter) i aktivno$¢u glutamin sintetaze
(GS) konvertuju glutamat u glutamin koji neuroni preuzimaju i konvertuju u aktivni neurotransmiter
glutamat (Magistretti and Allaman, 2018; Verkhratsky and Nedergaard, 2018).

FizioloSke uloge astrocita

Odrzavanje KMB Farmiranje sinapsi, odr2svan]o, Metabolitka podrika
tripartitna sinapsa
(b) (©) |
o't Glutamat
M Y Glutamat ‘F/'" R_ezerva
; glikogena |
4 A Laktat @R o————=mg 1 N
(‘. ( - i Piruvat
N 4 - : 7
EQ":Q amianki | Glukoza
Piruvat N Glukoza
Astrocitno = Kapilar
Cvrsta veza
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Do I A4 & % Postsinapticki ,
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Endotelne Bazalna
AQP4 Celije membrana

Slika 1. Uloge astrocita u fizioloskim uslovima. (a) Astrociti imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze
CNS. Astrocitna stopala zajedno sa endotelnim ¢elijama i pericitima ucestvuju u izgradnji krvno-mozdane
barijere (KMB). Astrocitna stopala eksprimiraju proteine poput AQP4 i Kir4.1 koji su ukljuceni u kontrolu
sastava vancelijske sredine, kao i pH. Pored toga oslobadaju vazoaktivne komponente koje uticu na protok
krvi. (b) Astrociti ostvaruju kontakt sa pre- i postsinapti¢kim neuronima i kao element tripartitne sinapse
ucestvuju u formiranju 1 odrzavanju sinapsi i sinapti¢koj transmisiji. Takode su i aktivni u¢esnici tripartitne
sinapse kroz regulisanje vancelijske koncentracije K', preuzimanje neurotransmitera i oslobadanje
gliotransmitera. (c) Astrociti imaju metaboli¢ku ulogu u CNS: (1) uklanjaju glutamat posredstvom GLT-1 i
aktivno$¢u glutamin sintetaze (GS) konvertuju glutamat u glutamin koji neuroni preuzimaju i konvertuju u
aktivni neurotransmiter glutamat, (glutamat-glutaminski ciklus); (2) degraduju glukozu do piruvata i laktata
koji su energetski supstrati za neurone; (3) ¢uvaju rezerve glukoze u vidu glikogena. Slika je modifikovana, a
preuzeta iz das Neves et al. (2020).

Neurotransmiteri neuron

Astrociti primaju signale od neurona, ali i od vaskularnih ¢elija, drugih astrocita, mikroglije

1 oligodendrocita. Komunikacija astrocita sa drugim ¢elijama je izuzetno bitna za njihovu ulogu u

odrzavanju metabolickih zahteva neurona - astrociti obezbeduju osnovnu energiju za neurone kroz

glukozni i glikogenski put (Magistretti et al., 1999; Pellerin and Magistretti, 1994) (Slika 1c) i
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reguli$u protok krvi prema lokalnim potrebama za kiseonikom i metabolitima (Gordon et al., 2008;
Haydon and Carmignoto, 2006; MacVicar and Newman, 2015; Mulligan and MacVicar, 2004;
Zonta et al., 2003) (Slika 1a). Astrociti mozdanog stabla detektuju lokalne promene u pH vrednosti
(Gourine et al., 2010). Astrociti registruju i promene u osmolalnosti vancelijske sredine i odrzavaju
homeostazu vode (Haj-Yasein et al., 2011).

1.1.1. Ca*'signalizacija astrocita

Ca®* signalizacija astrocita je prvi put otkrivena u kulturi pre vise od 30 godina (Charles et
al., 1991; Cornell-Bell et al., 1990), a vremenom je ustanovljeno njeno postojanje i znacaj u akutno
pripremljenim presecima mozga (Duffy and MacVicar, 1995), kao i kod budnih slobodno pokretnih
laboratorijskih zivotinja (Hirase et al., 2004). Aktivnost astrocita se ogleda u pojavi kalcijumskih
tranzijenata i talasa (Bezzi and Volterra, 2001), zahvaljujuci brojnim jonskim kanalima, receptorima
i izmenjivaciima (Verkhratsky and Nedergaard, 2018) (Slika 2). Promene u ekspresiji, lokalizaciji i
funkcionisanju ovih membranskih proteina astrocita mogu izazvati poremecaj jonske homeostaze,
poremecaje u oslobadanju neurotransmitera, stvaranje depozicija proteina, oksidativni stres i
neuroinflamaciju (Wang et al., 2022).

Kalcijumski tranzijent ili odgovor astrocita je promena unutaréelijske koncentracije Ca?*
usled aktivacije receptora na membrani astrocita (Araque et al., 2014; Volterra et al., 2014). Sa
druge strane, Ca** talas se definise kao lokalizovani porast unutaréelijske koncentracije Ca?* koji se
prostire dalje u vidu talasa. Ca** talas moze biti na nivou jedne éelije (untaréelijski Ca?* talas) ili se
Siriti na okolne éelije od Celije inicijatora (meducelijski Ca®" talas) (Scemes and Giaume, 2006).
Astrociti su povezani koneksinima (Theis and Giaume, 2012) koji su propustljivi za Ca** i inozitol-
3-fosfat (IP3) i na taj nacin se Ca’" talas $iri na okolne astrocite (Hofer et al., 2002). Drugi nadin
prostiranja Ca’* talasa je usled difuzije signalnih molekula oslobodenih iz aktiviranog astrocita, a
koji deluju na astrocite u okruzenju i posredstvom aktivacije odgovarajucih receptora dovode do
Ca’* odgovora (Scemes and Giaume, 2006). ATP i purinska signalizacija na ovaj na¢in uestvuju u
meducelijskoj komunikaciji astrocita (Guthrie et al., 1999). Ova dva puta funkcioni$u zajedno i
obezbeduju koordinisanu aktivnost grupe astrocita, kako onih u neposrednom kontaktu, tako i
astrocita u okruzenju (Fujii et al., 2017). Razlike u tipu i broju membranskih receptora i
koneksinskih kanala su odgovorne za definisanje granica prostiranja meducelijskog Ca®" talasa
(Scemes and Giaume, 2006).

Ca?* signali astrocita nastaju pokretanjem razliitih signalnih puteva koji ukljucuju razlicite
receptore, kanale, izmenjivace i pumpe eksprimirane na njihovoj ¢éelijskoj membrani i na membrani
unutarcelijskih organela koje skladiste ovaj jon. Glavni unutaréelijski depoi su endoplazmati¢ni
retikulum (ER) i mitohondrije (Lim et al., 2021; Verkhratsky and Nedergaard, 2018; Verkhratsky et
al., 2012)(Slika 2).

Unutaréelijska koncentracija Ca®* u astrocitima u mirovanju je ~100 nM, §to je sli¢no kao u
drugim ¢elijskim tipovima (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). U vancelijskoj sredini se
koncentracija Ca’* odrzava u opsegu izmedu 1,5 i 2 mM i u Zivom organizmu je strogo kontrolisana
(Berridge et al., 2003; Shigetomi et al., 2010). U oblikovanju Ca* tranzijenata astrocita ucestvuju
jonski kanali eksprimirani na njihovoj membrani, a to su: voltazno-zavisni kanali za Ca** (eng.
voltage-gated Ca®* channels, VGCC) (Cheli et al., 2016; Letellier et al., 2016), kanali Orai familije
koji su Ca*" kanali aktivirani oslobadanjem Ca®* (eng. Ca®" release activated Ca®* channels)
(Verkhratsky and Parpura, 2014), unutarcelijski Ca®* kanali poput rijanodinskog receptora (RyR) na
ER (Matyash et al., 2002) i receptora za IP3 (IP3R) (Verkhratsky and Nedergaard, 2018;
Verkhratsky and Parpura, 2014) (Slika 2).

ER je glavni unutaréelijski depo Ca® i prisutan je u ¢elijskom telu i nastavcima astrocita
(Bernardinelli et al., 2014; Patrushev et al., 2013). U in vitro uslovima je pokazano da je
koncentracija Ca®" unutar ER u opsegu izmedu 100 i 200 pM (Dematteis et al., 2020; Golovina and
Blaustein, 1997). STIMI1 protein koji se nalazi na membrani ER je zaduzen za odrzavanje
koncentracije Ca®* u lumenu ER. Smanjenje koncentracije Ca** u ER dovodi do polimerizacije
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STIMI, §to posledi¢no otvara TRPC ili ORAIl kanale i omoguéava ulazak Ca®* u ER. Ovaj
mehanizam se oznadava kao ulazak Ca®* posredovan depoima (eng. store-operated Ca’* entry,
SOCE) (Verkhratsky and Parpura, 2014). U membrani ER je prisutna Ca*-ATPaza (eng.
sarco/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase, SERCA) koja je zaduZena za preuzimanje Ca® iz
citosola i skladistenje u lumenu ER (Golovina, 2005; Lencesova et al., 2004; Morita and Kudo,
2010). Na membrani ER je prisutan IP3R kog posredno aktiviraju brojni metabotropni receptori za
neurotransmitere (koji aktivacijom fosfolipaze C (PLC) dovode do stvaranja IP3 iz
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata (PIP2)), a njegova aktivacija dovodi do oslobadanja Ca”* iz lumena
ER (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).
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Slika 2. Ca’* signalizacija astrocita. Promene u unutaréelijskoj koncentaciji Ca®* su dinami¢ki regulisane
kroz delovanje razligitih receptora, Ca®* kanala, pumpi i transportera na ¢elijskoj membrani i unutaréelijskim
depoima (endoplazmati¢ni retikulum (ER), mitohondrije). Astrociti eksprimiraju brojne receptore za
neurotransmitere i neuromodulatore koji mogu biti metabotropni i jonotropni. Metabotropni receptori
posrednom signalizacijom dovode do oslobadanja Ca®* iz ER. Jonotropni receptori su ligand-zavisni Ca**
kanali ¢iji su ligandi neurotransmiteri i neuromodulatori. Neki od njih, koji su prikazani na slici, su
jonotropni purinski P2X receptori koje aktivira adenozin-3-fosfat (ATP), glutamatni receptori NMDAR,
AMPAR i kainatni receptori, i nikotinski receptor za acetilholin (AChR). Na membrani astrocita su
eksprimirani voltazno-zavisni Ca** kanali (eng. voltage-gated Ca”* channels, VGCC), koji propustaju Ca®* u
odgovoru na membransku depolarizaciju, kao i kanali koji pripadaju familiji katjonskih kanala u osnovi
prolaznog receptorskog potencijala (eng. transient receptor potential cation channel, TRPC) koje mogu
aktivirati razli¢iti stimulusi iz van- i unutarcelijske sredine. Astrociti eksprimiraju izmenjivace poput
Na*/Ca®*-izmenjivata (NCX) koji su odgovorni za efluks Ca”*. Na membranama unutaréelijskih depoa su
takode eksprimirani brojni proteini ukljuéeni u homeostazu Ca®*. Na endoplazmati¢nom retikulumu se nalaze
Ca”" pumpa (SERCA, eng. sarco/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase) (nije prikazana na slici) i receptor za
inozitol-3-fosfat (IP3R) koji je ligand-zavisni kanal za Ca**. Na mitohondrijama se nalaze mitohondrijalni
uniporter (MCU), mPTP (eng. mitochondrial premeability transition pore), Na*/Ca**-izmenjiva¢ (NCLX) i
H*/Ca®*-izmenjiva¢ (mHCX). Slika je modifikovana, a preuzeta je iz Ahmadpour et al. (2021).

Mitohondrije su drugi tip organela sa ulogom u odrZavanju homeostaze Ca** u astrocitima.
U toku Ca** aktivnosti velikog intenziteta imaju ulogu u Preuzimanju velike koli¢ine Ca®* u cilju
zastite c¢elije od prevelike unutaréelijske koncentracije Ca”* (Lim et al., 2021; Walsh et al., 2009).
Sa druge strane, same mogu uzrokovati Ca* tranzijente u astrocitima (Agarwal et al., 2017; Lim et
al., 2021; Walsh et al., 2009). U unutrasnjoj membrani mitohondrija se nalaze brojni proteini
zaduZeni za regulaciju Ca®": mitohondrijalna tranziciona pora (eng. mitochondrial permeability
transition pore, mPTP) (Agarwal et al., 2017), mitohondriljalni Ca®* uniporter (eng. mitochondrial
Ca®* uniporter, MCU) (Dematteis et al., 2020), mitohondrijalni Na'/Ca®* izmenjiva¢ (eng.
mitochondrial Na*/Ca** exchanger, NCLX) (Parnis et al., 2013) i H*/Ca®" izmenjiva¢ (H'/Ca®*-
exchanger, HCX)(Gunter et al., 2000; Santo-Domingo and Demaurex, 2010). NCLX je ukljuc¢en u
regulaciju mitohondrijalnog efluksa Ca**, dok je HCX zaduZen za regulaciju mitohondrijalnog
influksa Ca®* (Gunter et al., 2000; Parnis et al., 2013; Santo-Domingo and Demaurex, 2010). U
stanju mirovanja koncentracija Ca** u lumenu mitohondrija je oko 7 pM (Golovina and Blaustein,
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1997). Stimulacija astrocita ATP produkuje mitohondrijalne Ca** tranzigente ¢ija amplituda moze
dosti¢i i 20 uM (Dematteis et al., 2020). Poveéanje koncentracije Ca”* u lumenu mitohondrija
ubrzava Krebsov ciklus i posledi¢no dovodi do poveéane proizvodnje ATP (Traaseth et al., 2004).

1.1.1.1. Jonotropni i metabotropni receptori astrocita

Do sada je pokazano da astrociti eksprimiraju brojne receptore za neurotransmitere, $to im
omogucava da reaguju na neurohemijske promene u CNS (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). U
zavisnosti od nacina aktivacije i toga kako utiCu na funkcionisanje celije, receptori se dele na
jonotropne i metabotropne.

Jonotropni receptori su receptori koji u svom sastavu imaju mesto za vezivanje liganda
(neurotransmitera ili neuromodulatora) i jonski kanal. Vezivanje liganda dovodi do konformacione
promene i otvaranje kanala, Sto omogucava prolazak jona za koje je kanal propustljiv. U slucaju
receptora propustljivih za Ca**, aktivacija dovodi do povecanja unutarcelijske koncentracije Ca®*
(Lim et al., 2021). Jonotropni receptori, poseduju i izvesnu propustljivost za jon Na* $to moze
delovati na funkionisanje Na*/Ca®*-izmenjivata (NCX), koji je zaduZen za uklanjanje Ca®" iz ¢elije,
i stoga bitan element u kontroli unutaréelijske koncentracije Ca®* (Rose et al., 2020). Astrociti
poseduju veliki broj jonotropnih receptora, medu kojima su purinski, glutamatni, acetilholinski i
GABA receptori (Lim et al., 2021; Verkhratsky and Nedergaard, 2018) (Slika 2).

Purinski jonotropni receptori oznacavaju se kao P2X receptori (P2XR); pokazano je da
astrociti eksprimiraju P2X1-5i 7, ali se funkcionalnim smatraju samo P2X1, 5, 7 (Lalo et al., 2008;
Oliveira et al., 2011). Afinitet P2XR za ATP se kre¢e izmedu 11 10 uM, sa izuzetkom P2X7R koji
reaguje veéi opseg koncentracija ATP (do 1000 uM) (Abbracchio et al., 2009). Aktivacija P2X7R
manjim koncentracijama agonista dovodi do otvaranja kanala propustljivog za Na*, K" i Ca®*" i
nizvodne celijske signalizacije (Abbracchio et al., 2009), dok velike koncentracije agonista
izazivaju otvaranje pore i propustanja katjona velike molekulske mase, $to je povezano sa ¢elijskom
smréu (Khadra et al., 2013) (Slika 3). Astroglijalni P2X7R privlaci dosta paznje usled svog znacaja
u patoloskim uslovima (inicijacija apoptoze, Celijska liza, regulacija astroglioze, oslobadanje
citokina) (Abbracchio et al., 2009; Coddou et al., 2011; Falzoni et al., 1995; Kim et al., 2001; Di
Virgilio et al., 2017; Volonté and Amadio, 2022).
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Slika 3. Uprosceni prikaz strukture P2X7 receptora (P2X7R) u otvorenom stanju (a) i kada je
formirana pora (b). (a) Mesta za vezivanje agonista se nalaze na mestu interakcije subjedinica
homotrimera. Vezivanje agonista za 2 od 3 mesta je neophodno kako bi se kanal otvorio i postao propustljiv
za Ca®*, Na' i K*. Otvaranje kanala dovodi do ulaznog fluksa katjonske struje. (b) Dugotrajna ili ponovljena
aktivacija receptora i vezivanje agonista za sva tri mesta dovodi do formiranja pore, nakon ¢ega ovaj receptor
postaje propustljiv za katjone velike molekulske mase. Preuzeto i modifikovano iz Sperlagh and Illes (2014).



Astrociti eksprimiraju sva tri tipa jonotropnih glutamatnih receptora — AMPA, NMDA i
kainatne receptore (Verkhratsky and Nedergaard, 2018). U izgradnji astroglijalnih AMPA receptora
mogu ucestvovati sve Cetiri poznate subjedinice (GluAl, A2, A3 i A4), a sastav zavisi od regiona
CNS. Zajednicko im je da pokazuju umerenu propustljivost za Ca* (Seifert and Steinhduser, 1995).
Astroglijalni NMDA receptori su izgradeni od kombinacije GluN1, 2C, 2D ili 3 subjedinice, a
sastav definiSe njihove specifi¢ne biofizicke osobine koje se ogledaju u slabom bloku jonom Mg2+ i
propustljivoséu za Ca** (Palygin et al., 2011; Schipke et al., 2001). Jonotropni GABA4 receptori su
takode prisutni na astroglijalnoj membrani i propustljivi su za jone CI" (Meier et al., 2008), ali
posrednim putem dovode do influksa Ca?* kroz aktivaciju voltazno-zavisnih Ca** kanala (Vélez-
Fort et al., 2012; Young et al., 2010). Astrociti eksprimiraju nikotinske receptore za acetilholin
(nAChR), a njihova aktivacija dovodi do otvaranja neselektivnog katjonskog kanala i ulazak Ca** i
Na’, aizlazak K*(Oikawa et al., 2005; Piovesana et al., 2021).

Metabotropni receptori su proteini spregnuti sa proteinom G (eng. G protein-coupled
receptor, GPCR) i predstavljaju najbrojniju porodicu membranskih receptora. Funkcionalni
kompleks receptora se sastoji od 3 elementa: receptor od 7 transmembranskih segmenata, adapterski
protein G i efektorni protein (Slika 4). Protein G se sastoji od tri subjedinice - o, B i y. Aktivacija
GPCR dovodi do disocijacije Go i GBy pri ¢emu oba elementa mogu pokrenuti nizvodnu
signalizaciju (Jiang et al., 2022). Na osnovu signalizacije koju pokre¢e Go subjedinica metabotropni
receptori za neurotransmitere na astrocitima se mogu podeliti u tri grupe:

1. Gs - aktivacija ovog receptora dovodi do aktivacije adenilat ciklaze i stvaranja
sekundarnog glasnika cikli¢nog adenozin-monofosfata (CAMP);

2. Gijo — aktivacija ovog receptora dovodi do inhibicije adenilat ciklaze i prekida u
stvaranju CAMP;

3. Ggn1 — aktivira PLC ¢ijim delovanjem nastaju dva sekundarna glasnika — diacil
glicerol (DAG) i IP3 (Jiang et al., 2022).

Gs i Gijj posrednim putem mogu dovesti do promene aktivnosti i otvorenosti razliitih
kanala za Ca®*, dok Ggu; dovodi do aktivacije IP3R na ER i oslobadanja Ca®" iz unutaréelijskih
depoa (Slika 4).

Metabotropni receptori

G G,iG,

q/11

/PL@\

PIP,

AMP CAMP
InsP,

\

Ca”' povecanje

Slika 4. Metabotropni receptori za neurotransmitere na astrocitima. Metabotropni receptori su proteini
spegnuti sa proteinom G i sastoje se od 3 elementa: receptor od 7 transmembranskih segmenata, adapterski
protein G i efektorni protein. G protein se sastoji od 3 subjedinice (a, B, v). Na osnovu signalizacije koju
pokre¢e Go subjedinica metabotropni receptori za neurotransmitere na astrocitima se mogu podeliti u tri
grupe: (1) Ggu1 (aktivacijom fosfolipaze C (PLC) nastaju dva sekundarna glasnika — diacil-glicerol (DAG) i
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inozitol-3-fosfat (IP3); IP3 aktivira IP3 receptor (IP3R) i dovodi do oslobadanja Ca®* iz unutaréelijkih depoa;
(2) Gs (aktivacija ovog receptora dovodi do aktivacije adenilat ciklaze i stvaranje sekundarnog glasnika
cikli¢énog adenozin-monofosfata (CAMP)); (3) Gy, (aktivacija ovog receptora dovodi do inhibicije adenilat
ciklaze i prekida stvaranja CAMP). Preuzeto i modifikovano iz Verkhratsky et al. (2019).

Astrociti eksprimiraju metabotropne receptore za purine, glutamat, GABA, acetilholin,
serotonin, dopamin, adrenalin i noradrenalin (Verkhratsky et al., 2019).

Purinski metabotropni receptori koje astrociti eksprimiraju su P1 i P2Y (Franke et al., 2012).
Ligand za P1 receptore je adenozin, a na membrani astrocita su prisutni i A1 i A3 receptori koji su
spregnuti sa G, kao i A2A i A2B receptori spregnuti sa Gs (Rodrigues et al., 2019). Sa druge
strane, ligandi za P2YR su ATP i ADP, a prema tipu G proteina sa kojim su spregnuti podeljeni su
u dve grupe: P2Y1, 2 4 6 Spregnuti sa Go/G11 proteinom i P2Y1,, 14 Spregnuti sa Gij, (Abbracchio and
Ceruti, 2006; Verkhratsky and Burnstock, 2014).

Metabotropni receptori za glutamat koji su eksprimirani na astrocitima su mGIuR1,
mMGIURS spregnuti sa Gg11 | MGIUR3 spregnut sa Gij, (Cuellar-Santoyo et al., 2022). Metabotropni
GABARg su zastupljeni u astrocitima i njihova aktivacija dovodi do oslobadanja Ca®" iz ER, iako su
spregnuti sa Gi/o (Kang et al., 1998; Meier et al., 2008). Astrociti eksprimiraju M1 i M2
muskarinske acetilholinske receptore spregnute sa Ggi11 (Verkhratsky et al., 2019). Astrociti
eksprimiraju i a-adrenalinske receptore spregnute sa Gq11 (Bekar et al., 2008; Ding et al., 2013) i B-
adrenalinske metabotropne receptore spregnute sa Gy, (Horvat et al., 2016). Metabotropni receptori
za serotonin eksprimirani na membrani astrocita su 5-HT2A i 2B, spregnuti sa Gg11, 1| SHT1 1 5
spregnuti sa Gy, (Verkhratsky et al., 2019). Na membrani astrocita su prisutni i dopaminski D1 i D2
receptori spregnuti sa Gq11 (Khan et al., 2001; Reuss and Unsicker, 2001).

1.1.2. Putevi oslobadanja gliotransmitera u toku Ca** aktivnosti astrocita

Astrociti, kao ucesnici tripartitne sinapse, aktivno komuniciraju sa neuronima. Osim
sposobnosti da detektuju oslobodene neurotransmitere u sinapsi, oni i sami uti¢u na sinapticku
transmisiju tako Sto oslobadaju neuroaktivne molekule. Ova sposobnost astrocita da uti¢u na
sinapticku transmisiju i neuronsku signalizaciju se naziva gliotransmisija (Araque et al., 2014).
Gliotransmiteri ukljucuju veliki broj raznorodnih molekula: ekscitatorne i inhibitorne aminokiseline
(glutamat, aspartat, GABA, glicin, taurin, serin), ATP, lipidne medijatore (prostaglandini),
neuropeptide, neurotrofine, citokine, hemokine, i faktore rasta (Bergami et al., 2008; Bezzi and
Volterra, 2001; Blum et al., 2008; Santello et al., 2012; Snyder and Kim, 2000; Vardjan et al.,
2019).

Astrociti mogu osloboditi gliotransmitere egzocitozom, odnosno vezikularnim putem (Fujita
et al., 2009; Hussy et al., 2000; Vardjan et al., 2019; Woo et al., 2012). Pokazano je postojanje
mikrovezikula koje su slicne sinapti¢kim, kao i komponenti SNARE kompleksa uklju¢enog u
oslobadanje sadrzaja vezikula (Bezzi et al., 2004; Bohmbach et al., 2018; Hamilton et al., 2008;
Vardjan et al., 2019). Ovaj proces je posredovan aktivacijom astroglijalnih metabotropnih GPCR
receptora, $to vodi povedanju unutaréelijske koncentracije Ca” i poslediéno oslobadanje
gliotransmitera iz vezikula (Crippa et al., 2006; Montana et al., 2004; Vardjan et al., 2019; Zhang et
al., 2004). Do sada je pokazano da vezikularnim putem oslobadaju glutamat (Bezzi et al., 1998,
2004; de Ceglia et al., 2023; Chai et al., 2017; Zhang et al., 2004), ATP (Bal-Price et al., 2002;
Blum et al., 2008; Coco et al., 2003; Lalo et al., 2014), sekretogranin Il i atrijumski nautriureticki
peptid (Vardjan et al., 2019).

Drugi put oslobadanja gliotransmitera iz astrocita je kroz razliCite kanale (anjonske kanale
regulisane zapreminom, hemikanale, membranske pore koje formira P2X7R) i transportere
(cistein/glutamatni antiporter i transporteri organskih anjona (Goenaga et al., 2023; Vardjan et al.,
2019). Astrociti mogu otpustiti gliotransmitere glutamat, GABA i ATP kroz anjonske kanale
regulisane zapreminom (Kwak et al., 2020; Sabirov et al., 2001; Yang et al., 2019), kao i kroz
hemikanale izgradene od koneksina (Cx) ili paneksina (Panx) (Fujii et al., 2017; Okada et al., 2021;
Ransom et al., 2017). Strukturno, Cx i Panx familija proteina ¢ini grupu heksamernih
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transmembranskih pora koje su propustljive za jone, metabolite, sekundarne glasnike i medijatore
purinske signalizacije veli¢ine do 1,5 kDa (Loewenstein, 1981). Heksameri koji nisu povezani sa
heksamerima na drugoj ¢eliji se oznacavaju kao hemikanali kroz koje joni, metaboliti i medijatori
purinske signalizacije veli¢ine do 1,5 kDa izlaze u vancelijski prostor. Kada se heksameri povezu sa

.....

¢elije putem direktne razmene unutarcelijskih molekula (Simard and Nedergaard, 2004).

1.2. Znacaj i fizioloSka svojstva mikroglije

Poreklo mikroglije u centralnom nervnom sistemu je dugo bilo nepoznato i predmet brojnih
rasprava, ali je danas prihva¢eno da ove celije poticu od promijeloidnih progenitorskih ¢elija
poreklom iz Zumancetne kese. U toku ranog embrionalnog razvic¢a ove ¢elije migriraju i naseljavaju
CNS gde se diferenciraju u mikrogliju (Kabba et al., 2018). U fizioloskim uslovima mikroglija se
odlikuje izuzetno razgranatom morfologijom. Sa malog ¢elijskog tela polazi veliki broj nastavaka
koji su u stalnom pokretu i intrakciji sa okruzenjem koje ¢ine krvni sudovi, astrociti, neuroni,
oligodendrociti i prekusorne celije olgodendrocita (OPC) (Bilimoria and Stevens, 2015;
Nimmerjahn et al., 2005) (Slika 5). Zahvaljuju¢i brojnim receptorima prisutnim na nastavcima
(purinski receptori, receptori za sistem komplementa, imunoglobuline, adhezivne molekule i
inflamatorne stimuluse) ¢elije mikroglije reaguju na promene u sredini ekspresijom i oslobadanjem
neurotrofnih faktora i pro- i anti-inflamatornih citokina (Heneka et al., 2014; Nimmerjahn et al.,
2005).

Neuron &)
C

Povezivanje i
funkcionisanje neuroan

Dendrit  Ngstavak
mikroglije

élnupsa
Nadgledanje i
pruning sinapsi

Proteinski
agregati

Apoptotsko telo

Fagocitoza

Solubiini medijatori

e

B o
o, °s
Oligodendrocit o0 <
°
{ o= (—| o= Inflamacija
Mijelinizacija/remijelinizacija >

J s
= Kapilar

Vaskulogeneza Propustljivost KMB

Slika 5. Uloge mikroglije u CNS. Mikroglija ima znac¢ajne uloge u fzioloskim i patoloskim uslovima u
CNS. Mikroglija interaguje sa drugim celijskim tipovima i utice na njihove funkcije — neurone i njihove
veze, diferenciranje neurona i neurogenezu, oligodendrocte i mijelinizaciju, endotelne celije i
vaskularizaciju, astrocite i odrzavanje i propustljivost KMB. Mikroglija ima ulogu u nadgledanju sredine u
toku patoloskih uslova i obavljanju imunskih funkcija — oslobada inflamatorne medijatore i fagocituje
ostatke. Slika je modifikovana i preuzeta iz Sierra et al. (2019).

Jon Ca”*" ima bitnu ulogu u prenosu signala i reagovanju mikroglije na iste. Kao i kod
astrocita, a u zavisnosti od pokrenutog signalnog puta, Ca** mozZe uéi iz vanéelijske sredine kroz
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razli¢ite jonske kanale eksprimirane na ¢elijskoj membrani, ili biti osloboden iz unutarcelijskih
depoa (Helmut et al., 2011). Stimulusi za koje je poznato da u in vitro uslovima mogu indukovati
ca® tranzijente u mikroglijalnim ¢elijama su neurotransmiteri, sistem komplementa, citokini i
purini (Doolen et al., 2017; Ferreira and Schlichter, 2013; Haraguchi et al., 2017; Langfelder et al.,
2015; Wang et al., 2018). Rezultat poveéane untaréelijske koncentracije Ca®* je povecana
pokretljivost nastavaka mikroglije ili hemotaksija ka izvoru stimulusa (Nolte et al., 1996; Shideman
et al., 2006). Ca’* aktivnost mikroglije je povezana i sa njihovom fagocitarnom ulogom (Koizumi et
al., 2007; Neher et al., 2014).

1.3. Komponente imunskog sistema

Imunski sistem predstavlja skup tkiva, ¢elija i molekula koji koordinisano deluju protiv
infekcije u cilju odbrane organizma. Osnovna podela je na urodeni i steCeni imunski sistem.
Urodeni imunitet obezbeduje inicijalnu odbranu od infekcije eliminacijom mikroorganizama, dok se
steCeni imunitet razvija u susretu sa infekcijom i odlikuje se specificnos¢u, a ¢ine ga Celijski i
humoralni imunitet (Abbas et al., 2014).

Celijski imunitet ¢ine limfociti, antigen-prezentujuce celije (APC) i efektorske éelije.
Limfociti se prema nacinu na koji prepoznaju antigene i reakciji na njih dele na B i T limfocite. B
limfociti prepoznaju vancelijske solubilne antigene i1 antigene na povrsini ¢elije 1 u odgovoru na njih
proizvode i oslobadaju antitela (imunoglobuline, 1gG) koji su komponenta humoralne imunosti. T
limfociti prepoznaju peptidne antigene prezentovane na APC 1 pomazu u fagocitozi
mikroorganizama ili ubijaju inficirane ¢elije. T limfociti se dele na CD4" pomoéne (Th) i CD8"
citotoksi¢ne. CD8" citotoksi¢ni T limfociti ubijaju inficirane ili ostecene ¢elije koje na svojoj
povrsini eksprimiraju antigene. Th limfociti u odgovoru na antigene oslobadaju brojne molekule
poput citokina i hemokina i na taj na¢in pokrecu inflamaciju, aktiviraju makrofage (efektorske
éelije) i dovode do diferencijacije B limfocita. CD4" pomoc¢ne T éelije se dele na Thl, Th2 i Thi7.
Th1 Celije stimulisu fagocitujuce Celije koje unose i unistvaju mikroorganizme. Najvazniji citokin
koji proizvode Th1 ¢celije je IFN-y. Th2 ¢elije pokrecu imunski odgovor posredovan eozinofilima, a
interleukini (IL) koje oslobadaju su IL-4, IL-5 i IL-13 (Abbas et al., 2014). Th17 ¢elije oslobadaju
IL-17 1 kljuéni su medijatori inflamacije. [ako ovaj ¢elijski tip ima vaznu ulogu u odbrani domacina,
poslednjih godina im se poklanja dosta paznje jer je ustanovljeno da su primarni mediajtori u
patogenezi autoimunskih poremecaja poput MS (Tesmer et al., 2008). Poseban tip T limfocita su
regulatorne T Celije (Treg) koje predstavljaju specijalizovani podtip sa ulogom u supresiji imunskog
odgovora 1 odrzanju homeostaze. Marker ovih ¢elija je unutarcelijski protein FoxP3. Smatra se da je
izmenjena regulacija broja i funkcije Treg odgovorna za razvoj autoimunskih oboljenja
(Kondélkova et al., 2010).

Humoralni imunitet ¢ine sistem komplementa (skup cirkulisuc¢ih i membransih proteina) koji
je komponenta urodenog imunskog sistema i 1gG koji su komponenta steCenog imunskog sistema.
Aktivirani B limfociti u odgovoru na razliite antigene stvaraju specificna antitela sa primarnom
ulogom u inaktivaciji mikroorganizama. Neproteinski antigeni (lipidi i polisaharidi) mogu direktno
aktivirati B limfocite da sinteti$u i oslobadaju antitela, dok proteinske antigene prezentuju CD4" T
limfociti preko glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (eng. major histocompatibility complex,
MHC). Postoji nekoliko klasa antitela, od kojih je najzastupljeniji imunoglobulin G (1gG), koji
nastaje u odgovoru na proteinske antigene (Abbas et al., 2014).

1.4. Uloga glijalnih Celija u inflamacijskim procesima CNS

Neuroinflamacija je inflamatorni odgovor u CNS na patoloski stimulus koji moze biti
infekcija, trauma, ishemija, toksini, neurodegeneracija, a posredovan je komunikacijom izmedu
CNS i komponenti imunskog sistema (Slika 6). Mikroglija i astrociti u toku inflamatornog
odgovora oslobadaju pro-inflamatorne citokine (IL-1p, IL-6, IL-18, faktor nekroze tumora a (eng.
tumor necrosis factor, TNFa), hemokine (CCL1, CCL5, CXCL1), glasnike male molekulske mase
(NO, prostaglandini) i reaktivne kiseoni¢ne vrste (eng. reactive oxygene species, ROS) (DiSabato et
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al., 2016; Liddelow et al., 2017; Norden et al., 2016). Endotelne ¢elije kapilara i imunske ¢elije koje
se infiltriraju u CNS takode doprinose procesu neuroinflamacije, posebno u uslovima koji su
praceni oStecenjem i otvaranjem KMB (Dendrou et al., 2015; Ludewig et al., 2019). Bitno je
napomenuti da u toku inflamacije dolazi i do oslobadanja anti-inflamatornih citokina (antagonist za
receptor za IL-1, IL-4, IL-10 i IL-11) koji imaju ulogu u ograni¢avanju neuroinflamacije (DiSabato
et al.,, 2016). Iako ovi dogadaji primarno imaju ulogu da odrZze homeostazu i favorizuju
prezivljavanje, neuroinflamacija u kontekstu neurodegenerativnih bolesti predstavlja hroni¢an
proces i smatra se da je pokreta¢ brojnih patoloskih dogadaja (Zhang et al., 2023). Hroni¢na
neuroinflamacija se nalazi u osnovi svih neurodegenerativnih oboljenja (Zhang et al., 2023),
uklju¢ujuéi multiplu sklerozu (MS) (Dendrou et al., 2015) i amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu (ALS)
(Béland et al., 2020). U toku hroni¢ne neuroinflamacije dolazi do povecane produkcije citokina i
hemokina od strane glijalnih ceija, infiltracije perifernih imunskih celija, otoka, povecane
propustljivosti ili naruSavanja KMB (DiSabato et al., 2016). Medijatori inflamacije postaju
neurotoksi¢ni i dovode do dugoro¢ne disfunkcije i smrti neurona (Zhang et al., 2023) (Slika 6).

Reaktivne kiseoniéne vrste
Smanjena podrika neuronima

Disfunkcija
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Gubitak sinapsi

. e Pro-inflamatorni citokini
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Slika 6. Patoloske uloge glijalnih ¢elija u neuroinflamaciji. U toku neuroinflamacije dolazi do aktivacije
glijalnih ¢elija, astrocita i mikroglije. Aktivirana mikroglija oslobada reaktivne kiseoni¢ne vrste, pro-
inflamatorne citokine (IL-1B, TNFa, IL-6) koji ostvaruju direktne toksi¢ne efekte na neurone ili deluju na
aktivaciju astrocita. Aktivirani astrociti gube svoje homeostatske funkcije i dobijaju nove toksi¢ne funkcije.
Neuroinflamaciju odlikuju oste¢enje krvno-mozdane barijere (KMB) i infiltracija perifernih imunskih ¢elija
koje takode oslobadaju brojne pro-inflamatorne medijatore. Neuroinflamatorna sredina dovodi do oste¢enja
aksona, disfunkcije neurona i gubitka sinapsi, kao i apopotoze neurona. Glijalne ¢elije oslobadaju brojne
hemokine koji regrutuju periferne imunske ¢elije u CNS kroz naruSenu ili oSte¢enu KMB, Sto se takode
desava u toku neuroinflamacije. Preuzeto i modifikovano iz Leng and Edison (2021).

1.4.1. Astrociti u neuroinflamaciji

U svakom patoloskom stanju CNS dolazi do aktivacije astrocita. To podrazumeva da
astrociti prolaze kroz molekularne i funkcionalne promene i dobijaju reaktivan fenotip (Liddelow
and Barres, 2017; Sofroniew, 2020).

U toku neuroinflamacije reaktivni astrociti oslobadaju razli¢ite molekule — citokine (Fujita
et al., 2009), hemokine (Kuboyama et al., 2011), NO (Narcisse et al., 2005), ATP (Burnstock, 2016)
i glutamat (Bezzi et al., 2001). Sekrecija neurotoksi¢nih vrsta dovodi do oSte¢enja i smrti neurona
(Liddelow et al., 2017). U toku neuroinflamacije dolazi do smanjene astroglijalne metabolic¢ke
podrske neuronima (Ferraiuolo et al., 2011; Merlini et al., 2011; Polyzos et al., 2019), kao i do
poremecaja u preuzimanju neurotransmitera i oslobadanja gliotransmitera (pre svega glutamata) sto
zajedno moze voditi ekscitotksi¢nosti i gubitku neurona (Bezzi et al., 2001; Pardo et al., 2006). U
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neuronflamacijskim procesima dolazi i do poremecaja U preuzimanju ekstracelijskog jona K.
Naime, ustanovljeno je znacajno smanjnje ulazne Kir struje pri razli¢itim koncentracijma
vanéelijskog Ca®" u kulturi hSOD1%%*# pacovskih astrocita, kao i smanjena ekspresija Kir4.1 u
mozdanom stablu i korteksu hSOD1%%*4 pacova (Batavelji¢ et al., 2012). Ove promene ukazuju na
smanjenu sposobnost astrocita da odrzavaju homeostazu K §to nepovoljno uti¢e na neurone i moze
dovesti do njihove disfunkcije i smrti (Batavelji¢ et al., 2012).

Rezidentne ¢elije CNS i infiltrirane imunske ¢elije oslobadaju brojne faktore koji modulisu
aktivnost astrocita u neuroinflamaciji (Codarri et al., 2011; Liddelow and Barres, 2017; Mayo et al.,
2014). Aktivirana mikroglija oslobada pro-inflamatorne citokine (IL-1a, TNF-a) i C1q komponentu
sistema komplementa na koje astrociti odgovaraju transkripcionim promenama i povecanjem
ekspresije markera neurotoksi¢nih astrocita - C3 proteina, smanjenjem fagocitarne uloge i
ekspresijom neurotrofi¢kih faktora (Liddelow et al., 2017). Bitno je ista¢i da su neurotoksi¢ni
astrociti identifikovani u mnogim bolestima CNS ukljucujuéi i ALS i MS (Linnerbauer et al.,
2020).

1.4.1.1. Astroglijalna purinska signalizacija u neuroinflamaciji

Purinska signalizacija koja je posredovana ATP i produktima njegove razgradnje je
dominantan nacin meducelijske komunikacije astrocita sa drugim astrocitima i ostalim celijskim
tipovima (Franke et al., 2012). ATP je vazan signalni molekul u fizioloskim uslovima, ali i u toku
neuroinflamacije, jer doprinosi razvoju astroglioze i pojavi reaktivnih astrocita (Brambilla and
Abbracchio, 2001; Escartin et al., 2019; Franke et al., 1999; Hindley et al., 1994; Sofroniew,
2015b). Mikroinfuzija ATP, ADP ili analoga adenozina u nc. accumbens ili korteks mozga pacova
dovodi do hipertrofije celijskog tela i povecane ekspresije GFAP, dok administracija antagonista
P2R — suramina, reaktivnog plavog 2 i PPADS (piridokslfosfat-6-azofenil-2’, 4’-disulfonska
kiselina tetranatrijumska so) ostvaruje pozitivne efekte i smanjuje astrogliozu (Franke et al., 1999;
Hindley et al., 1994). Astrociti u kulturi nakon izlaganja analogu ATP takode razvijaju reaktivni
fenotip koji je u potpunosti suprimiran prethodnom primenom PPADS (Brambilla and Abbracchio,
2001). ATP i njegovi analozi i u in vivo i in vitro uslovima dovode do poveéane proliferacije
astrocita, sto je takode odlika reaktivne astroglioze (Abbracchio et al., 1994; Franke et al., 1999,
2012).

U uslovima neuroinflamacije P2XR i P2YR su stimulisani usled povecane koli¢ine ATP u
vanéelijskom prostoru (Franke et al., 2012). Njihova aktivacija dovodi do pokretanja razlicitih
signalnih puteva ukjucenih u neuroinflamatorni odgovor astrocita, poput ERK (eng. extracellular
signal-regulated protein kinase), Akt kinaze (eng. serine-thereonine kinase Akt), JNK (eng. c-Jun N
terminal kinase), p38 kinaze i MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase) (Erb et al., 2006;
Franke et al., 2012). Aktivacija metabotropnog astroglijalnog P2Y;R dovodi do oslobadanja
glutamata (Domercq et al., 2006), kao i do promene u ekspresiji gena koji kodiraju razli€ite citokine
(IL-6, TNF-a) (Fujita et al., 2009), hemokine (MCP1/CCL2, IP-10/ CXCL10) (Kuboyama et al.,
2011) i neurotrofne faktore (GDNF) (Sun et al., 2008). Takode, ATP dovodi do promene ekspresije
proteina astrocita koji su ukljuceni u ¢elijsku adheziju, poput N-kadherina, $to utice na ¢elija-Celija
interakcije sa drugim ¢elijama glije i neuronima (Tran et al., 2008).

Aktivacija astroglijanih P2R pokrece i Ca?* singalizaciju astrocita (Parpura et al., 2012),
koja moze rezultovati u pokretanja njihove sekretorne aktivnosti i daljeg oslobadanja ATP
(Anderson et al., 2004; Di Virgilio et al., 2017). Reaktivnu astrogliozu odlikuje hiperaktivnost
astroglije koja se ogleda u izrazenim Ca®" talasima i tranzijentima unutar éelije i u populaciji
astrocita. U miSjem modelu Alchajmerove bolesti blokada P2YR1 ili inhibicija oslobadanja ATP
kroz hemikanale ograni¢ava Ca®" signalizaciju, §to ukazuje na to da je uodena hiperaktivnost
astrocita u ovom modelu posledica purinske signalizacije (Delekate et al., 2014; Reichenbach et al.,
2018).

Osim §to deluje na same astrocite, ATP uti¢e I na druge celijske tipove u neposrednom
okruzenju. Povecana vancelijska koli¢ina ATP moze dovesti do smrti neurona usled preterane
aktivacije njihovih purinskih receptora (npr. P2Y;R (Simdes et al., 2018)). Komunikacija izmedu
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astrocita i mikroglije je izmedu ostalog posredovana upravo ovim molekulom (Jha et al., 2019;
Madry and Attwell, 2015), tako da ATP osloboden iz astrocita dovodi do Ca®* signalizacije
mikroglije (Schipke et al., 2002) i povecanog oslobadanja pro-inflamatornih citokina kao $to je IL-
1B (Bianco et al., 2005). Vancelijski ATP reguliSe dinamiku mikroglijalnih nastavka u zdravom
mozgu, a njegovo oslobadanje od strane astrocita u patoloskim uslovima dovodi do brzog odgvora
mikroglije i povecanja pokretljivosti njenih nastavaka ka mestu oStecenja (Davalos et al., 2005).
Komunikacija izmedu astrocita i oligodendorcita je takode posredovana purinima (Agostinho et al.,
2020). ATP koji astrociti oslobode u toku mehani¢ke stimulacije dovodi do Ca®* oscilacija u NG2
OPC putem aktivacije P2Y;R i P2X7R (Hamilton et al., 2010). Astrociti u odgovoru na ATP
oslobadaju inhibitorni faktor leukemije (LIF), pro-mijelinizujuéi citokin, koji promoviSe sazrevanje
OPC (Ishibashi et al., 2006). ATP astroglijalnog porekla uzrokuje Ca?* odgovor OPC kroz ATP-
zavisnu aktivaciju P2Y1R i P2X7R. Preterana aktivacija oligodendroglijalnog P2X7R dovodi do
smrti ovih ¢elija, $to doprinosi demijelinizaciji i razvoju bolesti (Agresti et al., 2005; Hamilton et
al., 2017).

Iz opisanog se moze zakljuciti da purinska signalizacija, osim u odrzavanju homeostaze u
fizioloskim uslovima, ima bitnu ulogu u remecenju astroglijalnih homeostatskih funkcija i
modulaciji neuroinflamatornog odgovora astrocita.

1.4.2. Mikroglija u neuroinflamaciji

Kao komponenta urodenog imunskog sistema, ¢elije mikroglije reaguju u traumi, ishemiji,
neurodegenerativnim bolestima ili poremecenoj nervnoj aktivnosti. Aktivirana mikroglija
hemotaksicki migrira na mesta oSte¢enja i povecava svoj broj deobom (Helmut et al., 2011). Ovaj
fenomen se oznacava kao reaktivna mikroglioza (Block et al., 2007). U toku aktivacije mikroglija
povlaci nastavke i zadobija ameboidnu formu (Helmut et al., 2011). Osim morfoloskih, dolazi do
promena u genskoj i proteinskoj ekspresiji i funkcionisanju ovih Celija. Pri aktivaciji menja se
repertoar povrSinskih molekula mikroglije odgovornih za interakciju sa drugim celijama 1
vancelijskim matriksom, dolazi do promene ekspresije unutarcelijskih proteina i oslobadanja
brojnih pro-inflamatornih ili anti-inflamatornih i imunoregulatornih faktora (Helmut et al., 2011).
Aktivirana mikroglija ima sposobnost fagocitoze, tako da ima ulogu u uklanjanju o$tecenih celija,
ostataka tkiva ili mikroorganizama (Helmut et al., 2011).

Ranije se smatralo da aktivirana mikroglija moze imati jedan od dva fenotipa, M1 ili pro-
inflamatorni i M2 ili anti-inflamatorni. Danas se zna da su ovo dva ekstrema u spektru fenotipa i da
aktivirana mikroglija moze imati karakteristike oba fenotipa u odredenoj meri (Cherry et al., 2014).
M1 c¢elije su efektorske celije €ija je funkcija uklanjanje patogena ili oSteCenih sopstvenih celija.
One eksprimiraju i oslobadaju pro-inflamatorne citokine, poput TNF-a, IL-1, IL-6, hemokine,
proteaze, MHCII, ROS, NO i prostaglandine (Rojo et al., 2014). Mikroglija M2 fenotipa, koja ima
reparativnu ulogu, eksprimira anti-inflamatorne citokine, poput IL-4, IL-13 i IL-10, TGF-p i brojne
gene koji kodiraju proteine ukljucene u procese reparacije tkiva (Rojo et al., 2014). Aktivirana
mikroglija u razli¢itim neurodegenerativnim bolestima zadobija M1 fenotip i kao takva ostvaruje
Stetne efekte na okolne neurone (Heneka et al., 2014). Mikrogliju u hroni¢no aktiviranom stanju
odrzavaju konstantno prisutni osSteceni neuroni (Block et al., 2007). Neurotoksi¢ni produkti
hroni¢no aktivirane mikroglije svojim delovanjem dodatno povecavaju Stetu, pa se smatra da na taj
nacin doprinosi daljoj progresiji neurodegenerativnih bolesti (Block et al., 2007).

1.5. Znacaj glije u bolestima CNS pracenih neuroinflamacijom

1.5.1. Multipla skleroza — patofizioloski procesi

Multipla skleroza (MS) je hroni¢na inflamatorna bolest centralnog nervnog sistema (CNS)
koja se odlikuje demijelinizacijom i degeneracijom aksona (Compston and Coles, 2008; Dendrou et
al., 2015). Prema podacima iz 2020. godine u svetu trenutno zivi 2,8 miliona ljudi sa dijagnozom
MS (Walton et al., 2020). Prevalenca bolesti je 35,9 na 100 000 ljudi, incidenca javljanja je 2,1 na
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100 000 ljudi po godini, a bolest je ucestalija dva puta kod Zenskog pola u odnosu na muski
(Walton et al., 2020). MS je oboljenje koje se javlja kod mladih odraslih osoba i dovodi do fizickog
invaliditeta, §to ima veliki uticaj na zivot obolele osobe, ali i njihovo okruZenje i drustvo u Sirem
kontekstu. Predstavlja heterogenu, multifaktorijalnu bolest koja nastaje usled kompleksnih
interakcija geneti¢kih i sredinskih faktora (Brambilla, 2019; Compston and Coles, 2008). Na
osnovu klinicke slike koja se javlja kod pacijenata, razlikuju se tri oblika MS. Najces¢i oblik, u 80 —
85% slucajeva, je relapsno remitentna multipla skleroza koja se odlikuje smenjivanjem perioda
ispoljavanja klini¢kih simptoma i faza oporavka (Nylander and Hafler, 2012). Usled ireverzibilne
akumulacije neurodegenerativnih promena, prelazi u progresivni u toku kog neuroloska disfunkcija
postaje sve izrazenija i oznaCava se kao sekundarna progresivna MS. Kod 10 — 15% pacijenata MS
pocinje kao progresivna, $to se oznacava kao primarna progresivna multipla skleroza (Nylander and
Hafler, 2012). Ovaj oblik predstavlja jedinstven oblik MS ili jednostavno bez klini¢ki uo¢ljivih
relapsa (Miller and Leary, 2007).

Glavno obelezje MS su lezije u CNS uzrokovane infiltracijom perifernih imunskih celija i
posledi¢nom inflamacijom, demijelinizacijom i degeneracijom aksona (Slika 7). Postoje dve
hipoteze 0 mehanizmu nastanka MS. Imuno-centri¢na, ujedno i prihvacéenija hipoteza, polazi od
stanovista da bolest ima autoimunsku osnovu i da je mesto inicijacije periferija, van CNS. Naime,
pretpostavka je da autoreaktivni T limfociti na periferiji prepoznaju antigene karakteristi¢ne za CNS
usled molekularne mimikrije, a zatim prolaze KMB i ulaze u CNS zajedno sa B c¢elijama i
makrofagima gde dovode do razvoja multifokalne inflamacije, gubitka oligodendrocita,
demijelinizacije i degeneracije aksona (Baecher-Allan et al., 2018; Dendrou et al., 2015) (Slika 7).
Medutim, potrebno je napomenuti da mehanizmi koji su posredovani imunskim c¢elijama nisu
dovoljni za objasnjenje degeneracije neurona bez razmatranja uloge rezidentnih ¢elija CNS. Druga
hipoteza je CNS-centri¢na i zastupa ideju da se inicijalni dogadaji zbivaju u samom CNS, a da je
infiltracija autoreaktivnih ¢elija sekundarna pojava 1 odgovor na deSavanja u CNS. Jo§ uvek nije
poznato $ta bi bio primarni dogadaj, ali je poznato da infekcija Epstajn-Barovim virusom moze biti
okida¢ za razvoj ove bolesti (Robinson and Steinman, 2022). Studije su pokazale da primarna
oSte¢enja mogu nastati na oligodendrocitima, Sto dalje vodi aktivaciji imunskog odgovora i
neurodegeneraciji (Brambilla, 2019). Kada je u pitanju geneticka predispozicija, geni koji privlace
paznju kao okida¢i su geni povezani sa imunoloS$kim funkcijama organizma. Kao kandidati
izdvojeni su geni koji kodiraju proteine sa imunoloskim funkcijama poput gena za IL-2, gena za
interferone i nuklearni faktor kB (NFxB) (Beecham et al., 2013).

U terapiji MS se koriste imunomodulatorne supstance, a u poslednje tri decenije je razvijen
veliki broj lekova (Charabati et al., 2023). Jedan od prvih je interferon- (IFN-B) koji deluje na
razli¢ite podtipove imunskih ¢elija, prevenstveno T ¢elije, a deluje tako §to menja balans pro- i anti-
inflamatornih faktora (Klotz et al., 2019; Li et al., 2017). Razvijene su terapije koje sprecavaju
migraciju imunskih celija u CNS, a primer su modulatori receptora za sfingozin-1-fosfat
(Rothhammer et al., 2017) i blokator VLA-4 (a4ps-integrin)(Yu et al., 2013). Treci vid su terapije
koje dovode do smanjenja broja razli¢itih tipova imunskih ¢elija, poput anti-CD52 koji cilja T i B
¢elije 1 anti-CD20 koji dovodi do smanjenja broja B ¢elija (Cencioni et al., 2021; Chisari et al.,
2022; Lee et al., 2021; Steinman et al., 2022). U toku su brojne klinicke studije za razvoj novih
oblika terapija, a samo od nekih su inhibitori Brutnove tirozin kinaze koja cilja B ¢elije i periferne
mijeloidne ¢elije i ogranicava njihovu interakciju sa T ¢elijiama (Martin et al., 2020).

1.5.1.1. PatofizioloSke promene astrocita u MS

Uloga astrocita u oboljenjima CNS, MS 1 odgovaraju¢em animalnom modelu -
eksperimentalom autoimunskom encefalomijelitisu (EAE), koje prati neuroinflamacija je veoma
znacajna. MS karakteriSe pojava reaktivnih neurotoksi¢nih astrocita koji oslobadaju brojne
medijatore inflamacije koji dovode do regrutovanja perifernih imunskih ¢éelija, aktivacije mikroglije
i promovisanja gubitka oligodendrocita i demijelinizacije (Brambilla, 2019; Dendrou et al., 2015;
Linnerbauer et al., 2020) (Slika 7). Astrociti postaju reaktivni u ranim fazama MS i EAE, pre pojave
prvih Kklini¢kih simptoma i lezija, u periodu kada se deSavaju lokalne perivaskularne infiltracije
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limfocita i narusavanje KMB (D’ Amelio et al., 1990; Pham et al., 2009; Voskuhl et al., 2009; Wang
et al., 2005).
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Slika 7. Patoloski procesi u CNS u toku multiple skleroze. (1) Glavna karakteristtika multiple skleroze
(MS) je infiltracija perifernih imunskih celija koje deluju direktno na neurone ili putem solubilnih
neurotoksi¢nih faktora. (2, 3) Glijalne celje, astrociti i mikroglija, dobijaju reaktivni fenotip i direktno
doprinose propadanju mijelinskog omotaca. Dodatno, aktivirana mikroglija oslobada citokine (TNF, IL1-A i
C1QA) i reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) i dovodi do transformacije astrocita u neurotoksi¢ne. (4) MS se
odlikuje poremecenom proliferacijom i maturacijom prekursornih ¢elija oligodendrocita. (5, 6) MS se
karakteriSe degeneracijom neurona i gubitkom mijelinskog omota¢a. Modifikovano i preuzeto iz Distéfano-
Gagné et al. (2023).

U akutnim demijelinizujuéim lezijama CNS MS pacijenata je uoceno da astrocti
eksprimiraju C3, klasi¢ni marker neurotoski¢nih astrocita (Liddelow et al., 2017). Takode,
neurotoksi¢ni fenotip astrocita se u aktivnim lezijama ogleda u tome da oni eksprimiraju i
oslobadaju pro-inflamatorne citokine TNF-a i IL-6 (Hofman et al., 1989; Schonrock et al., 2000).

Neurotoksi¢ni astrociti dovode do smrti zrelih oligodendrocita, dok usporavaju
diferencijaciju i proliferaciju OPC (Liddelow et al., 2017). Astrociti u aktivnim lezijama i obodima
hroni¢nih lezija produkuju i anti-inflamatorne citokine (IL-10, IL-4, 1L-27) (Hulshof et al., 2002;
Sénécal et al., 2016). Takode, anti-inflamatorne uloge ostvaruju delujuci direktno na imunske celije
i izazivaju¢i njihovu apoptozu preko povecane ekspresije liganada za Fas receptor, ¢ija ablacija
dovodi do pogorsanja simptoma EAE kod obolelih Zivotinja (Choi et al., 1999; Linnerbauer et al.,
2020; Wang et al., 2013).

Promene u signalizaciji i ekspresiji elemenata purinskog signalnog sistema u astrocitima su
dovedene u vezu sa reaktivnim fenotipom astrocita i neuroinflamatornim odgovorom u toku EAE
(Adzic Bukvic et al., 2023; Grygorowicz et al., 2016; Jakovljevic et al., 2017). Dosadasnja
istrazivanja post mortem CNS pacijenata i CNS EAE Zivotinja su pokazala promene u ekspresiji
P2X7R. Naime, ekspresija ovog receptora je povecana u astrocitima u lezijama prisutnim u
frontalnom korteksu MS pacijenata, kao i u reaktivnim astrocitima koji okruzuju infiltrirane
imunske ¢elije (Amadio et al., 2017; Narcisse et al., 2005). Povecana eksrepsija P2X7R je uocena i
u astrocitima u srednjem mozgu pacova sa indukovanim EAE (Grygorowicz et al., 2016). Tretman
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humanih fetalnih astrocita pro-inflamatornim citokinom IL-1f povecava ekspresiju P2X7R, kao i
Ca®" odgovor ovih astrocita posredovan aktivacijom P2X7R (Narcisse et al., 2005). Blokada ovog
receptora Brilijantnim plavim G kod pacova kojima je indukovan EAE dovodi do smanjenja
astroglioze i ublazava simptome bolesti (Grygorowicz et al., 2016). Deficijencija P2X7R kod
,knock-out” P2rx7 kod misa suprimira razvoj EAE, smanjuje aktivaciju astrocita i oStecenje
aksona, iako nema uticaja na infiltraciju imunskih ¢éelija (Sharp et al., 2008). Osim toga, P2X7R ko-
imunoprecipitira sa Panx1 u astrocitima pacova (Silverman et al., 2009), a ,,knock-out” Panx1
misevi kasnije razvijaju klinicke simpotome EAE u odnosu na miSeve divljeg soja (Lutz et al.,
2013). Svi ovi podaci jasno ukazuju na znacaj astroglijalnog P2X7R u patologiji MS.

1.5.1.2. Interakcija astrocita sa komponentama imunskog sistema u MS

Centralna uloga perifernih imunskih ¢elija — T ¢elija, B ¢elija 1 mijeloidnih ¢elija je
potvrdena analizom uzoraka MS pacijenata, kao i u animalnom modelu. Pokazano je da dovode do
oste¢enja oligodendrocita i neurona, aktiviranja rezidentnih ¢elija CNS — astrocita i mikroglije
(Charabati et al., 2023).

Autoreaktivne CD4" i CD8" T ¢elije pokazuju reaktivnost prema mijelinu, a neki od
antigena koje prepoznaju su mijelinski bazni protein (eng. myelin basic protein), mijelinski
glikoprotein oligodendrocita (eng. myelin oligodendrocyte gycoprotein), proteolipidni protein
mijelina (eng. myelin proteolipid protein) (Hohlfeld et al., 2016). Intravenska injekcija Thl i Th17
CD4" ¢elija, koje pokazuju specificnost za antigene CNS, kod zdrave Zivotinje dovodi do razvoja
pasivhog EAE (Domingues et al., 2010).

Brojni su dokazi o direktnim uticajima meducelijskih interakcija imunskih i rezidentnih
¢elija CNS u ovoj patologiji. Thl ¢elije stimuliSu makrofage i mikrogliju i oteZavaju prezivljavanje
OPC i njihovu deferencijaciju u oligodendrocite (Moore et al., 2015; Murphy et al., 2010). Th17
¢elije ostec¢uju KMB, podsticu infiltraciju fagocituju¢ih ¢elija, moduliSu funkcionisanje glijalnih
¢elija i interaguju sa oligodendrocitima i neuronima, izazivaju oste¢enja aksona i neurodegeneraciju
(Siffrin et al., 2010; Wheeler et al., 2020).

Astrociti su prve rezidentne cCelije sa kojima imunske Celije stupaju u kontakt u toku
infiltracije u CNS (Charabati et al., 2023; Linnerbauer et al., 2020). Anatomska pozicija astrocitnih
stopala omogucava da reaguju na solubilne faktore u prostoru izmedu meningi (Sofroniew, 2015a).
Dvosmerna interakcija izmedu ova dva tipa ¢elija aktivno moduliSe proces regrutovanja, dijapedeze
I ekstravazacije imunskih ¢elija kroz endotelnu barijeru u perivaskularni prostor i parenhim CNS.
Infiltrirane imunske celije, prvenstveno T Celije, oslobadaju razli¢ite molekule poput pro-
inflamatornih citokina i hemokina, deluju na astrocite i dovode do oslobadanja hemokina (CCL2,
CCL20, CXCL1Y), citokina (TNF, IL-1B, IL-6), faktora rasta (NGF, BDNF, VEGF-A), NO,
gradivnih molekula vancelijskog matriksa (Prins et al., 2014; Simpson et al., 2000; Sofroniew,
2009; Van Der Voorn et al., 1999). Sa druge strane, hemokini poput CCL2 i CXCL10 koje
oslobadaju aktivirani astrociti pospesuju regrutovanje perivaskularnih imunskih ¢elija u CNS (Kim
et al.,, 2014; Mills Ko et al., 2014; Paul et al., 2014). Imaju¢i navedeno u vidu, astrociti i
meducelijske interakcije su atraktivni kandidati za terapeutske intervencije u MS i potrebno je
dodatno istraziti aspekte ove interakcije.

1.5.2. Amiotrofi¢na lateralna skleroza - patofizioloski procesi

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je fatalna neurodegenerativna bolest koja se odlikuje
progresivnim gubitkom motoneurona kicmene mozdine, moZdanog stabla, kortikospinalnog trakta 1
primarnog motornog korteksa, usled ¢ega dolazi do misi¢ne paralize (Hardiman et al., 2017). ALS
se smatra retkom neurodegenerativnom boleS¢u sa incidencom javljanja 2 - 3 slucaja na 100 000
stanovnika (Logroscino et al., 2010). Starost osoba kada se uoce prvi simptomi se krece izmedu 51 i
66 godina, a prvi simptomi su miSi¢na slabost, poremecena kontrola gutanja i govora. Odlikuje se
izuzetno brzom progresijom, sa smrtnim ishodom 3 do 5 godina nakon pojave prvih simptoma
(Brown and Al-Chalabi, 2017; Hardiman et al., 2017). Najve¢i broj slu¢ajeva, oko 90%, spada u
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sporadi¢ni oblik bolesti (SALS), dok je svega 10% sa poznatim genetickim uzrokom i klasifikuje
kao familijalni ALS (fALS) (Kim et al., 2020). Prva otkrivena mutacija koja je povezana sa
nastankom ALS je mutacija u genu koji kodira enzim superoksid dismutazu 1 (SOD1) (Rosen et al.,
1993). Danas je poznato viSe od 40 gena ¢ije su mutacije povezane sa nastankom ALS, a neke od
najée$¢ih su u genu koji kodira TAR-DNK vezujuci protein (TDP-43) (Gitcho et al., 2008),
mutacija u genu koji kodira protein FUS (modularni protein asociran sa nukleinskim kiselinama
ukljucen u procesovanje RNK i konzervaciju proteinskih domena) (Mackenzie et al., 2010) i
ekspanzija heksanukleotidnih ponovaka GGGGCC u C90ORF72 (otvoreni okvir Citanja 72 na
hromozomu 9) (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Smatra se da ovo oboljenje nastaje usled slozenih
interakcija izmedu genetickih i sredinskih faktora, mada do sada nije otkrivena konzistentna veza
izmedu izlozenosti sredinskim uticajima i razvoja ove bolesti (Hardiman et al., 2017).

Mehanizmi koji dovode do razvoja ALS su brojni: akumulacija proteinskih agregata koji
ostvaruju toksicne funkcije, poremeéen metabolizam RNK, poremeéeno funkcionisanje
mitohondrija i oksidativni stres, glutamatna ekscitoksi¢nost, oStecenje aksonskog i vezikularnog
transporta, aktivacija astrocita i mikroglije i neuroinflamacija (Hardiman et al., 2017; Kiernan et al.,
2011) (Slika 8). Postojanje citoplazmatskih proteinskih agregata (Slika 8) je karakteriska i SALS i
fALS (Bilican et al., 2012; Mackenzie et al., 2007; Milicevic et al., 2022; Nomura et al., 2014; Tan
et al., 2007). U CNS ALS pacijenata uoceni su agregati razli¢itih proteina koji su karakteristi¢ni za
ALS, poput SOD1, TDP-43 i FUS (Brettschneider et al., 2013; Jonsson et al., 2008; Milicevic et al.,
2022). Proteinski agregati se javljaju u razli¢itim Celijskim tipovima — i u neuronima i u gliji
(Mackenzie et al., 2007; Tan et al., 2007). Metabolizam granula stresa, koje se stvaraju kao odgovor
¢elija na stres, a imaju ulogu u regulaciji sinteze proteina, je narusen u ALS, §to se takode ispituje
kao mehanizam bolesti (Baradaran-Heravi et al., 2020; Li et al., 2013; Milicevic et al., 2022). U
sastav granula stresa ulaze i proteini koji uéestvuju u formiranju agregata u ALS (Milicevic et al.,
2022). Uoceno je da granule stresa asociraju sa c¢elijskim odeljcima poput ER, lizozoma i
mitohondrija §to ukazuje na njihovu potencijlnu implikaciju u stresu ER i oksidativnom stresu koji
su karakteristicni za ALS (Agresti et al., 2005; Amen and Kaganovich, 2021; Liao et al., 2019;
Trnka et al., 2021). Istrazivanja pokazuju da su u ALS narusena dva puta degradacije proteina:
autofagija i1 ubikvitinski-proteazomski sistem (UPS), kao i da geni znacajni za razvoj ALS
(C90ORF72, OPTN, SQSTM1, VCP i UBQLN2) kodiraju proteine uklju¢ene u ova dva puta
degradacije (Majcher et al., 2015). Pored toga $to mutacije u SOD1 genu uzrokuje nestabilnost i
pogresno savijanje SODI1 peptida usled Cega se formiraju unutarcelijski proteinski agregati, one
uzrokuju i pojavu nove toksi¢ne funkcije SODI1 koja doprinosi produkciji ROS i oksidativnom
stresu (Milicevic et al., 2022). U CSF, serumu i urinu pacijenata obolelih od ALS je otkriveno
povecano prisutsvo markera ostecenja izazvanih ROS (4-hidroksi-2,3-nonenal u serumu i CSF; 8-
oksodeoksiguanozin i 15-F(2t)-izoprostan u urinu) (Mitsumoto et al., 2008; Simpson et al., 2004;
Smith et al., 1998), dok su u tkivu pacijenata detektovana osteenja proteina, lipida, DNK i RNK
kao posledice oksidativnog stresa (Chang et al., 2008; Coppede, 2011; Cunha-Oliveira et al., 2020;
Shaw et al., 1995; Shibata et al., 2001). U animalnom hSDO1%%** ALS modelu je takode potvrden
znacaj oksidativnog stresa, a uoceno je povecanje vrednosti parametara oksidativnog stresa, kao 1
redukcija aktivnosti SOD1 (Stamenkovi¢ et al., 2017a). Pokazano je da su mitohondrije
motoneurona obolelih od ALS uveéane zapremine $to se dovodi u vezu sa njihovom disfunkcijom
(Siklos et al., 1996). Abnormalnosti su uocene i kod mitohondrija u animalnom SOD1 ALS
modelu, i to: narusena aktivnost elektron transportnog lanca, respiracija i ATP sinteza, narusena
sposobnost puferovanja Ca®* i ostecéenja proteina i lipida mitohondrija kao posledica oksidativnog
stresa (Damiano et al., 2006; Mattiazzi et al., 2002) (Slika 8). Ostec¢enja neurona u ALS nastaju i
usled glutamatne ekscitotoksi¢nosti koja je posledica smanjenog preuzimanja glutamata od strane
astrocita iz sinapticke pukotine usled smanjene ekspresije GLT-1 (Bruijn et al., 1997; Howland et
al., 2002; Rothstein et al., 1995) (Slika 8). Osim promena koje se deSavaju na nivou neurona,
uocene su brojne promene u fizioloSkim osobinama mikroglije i astrocita (Slika 8). Dolazi do
njihove aktivacije i hroni¢ne neuroinflamacije (Beers and Appel, 2019; Hardiman et al., 2017;
Kiernan et al., 2011), a sve je viSe podataka i da imunski sistem ima ulogu u patogenezi ALS
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(Béland et al., 2020). Tako ALS nije primarno demijelinizuju¢a bolest, uo¢ene su i patoloske
promene na nivou oligodendrocita (Kang et al., 2013; Peric et al., 2021).

Uprkos brojnim klini¢kim studijama malo je u€injeno u pogledu razvijanja terapije za ALS.
Svega nekoliko jedinjenja je odobreno za upotrebu, poput riluzola i edavarona, ali oni imaju
skroman uticaj na poboljSanje stanja pacijenata i produzetak njihovog zivota, a pozitivne efekte
ostvaruju samo ukoliko su primenjeni u ranoj fazi bolesti (Jaiswal, 2019; Liscic et al., 2020). Nove
terapeutske strategije koje se trenutno razvijaju podrazumevaju upotrebu malih funkcionalnih
molekula ili RNK protiv specificnih ciljnih proteina ili RNK, upotrebu mati¢nih ¢elija i neinvazivne
stimulacije poput transkranijalne magnetne stimulacije (Liscic et al., 2020). Na osnovu navedenog
je jasno da nedostatak adekvatne terapije i otezane rane dijagnostike ALS ukazuje na potrebu za
boljim razumevanjem mehanizama nastanka bolesti i pronalazenjem novih biomarkera, pre svega
onih koji su prisutni u ranim fazama.
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preuzimanje
glutamata

Mikroglija

Sekrecija
toksicnih faktora

Presinapticki
neuron
Oslobadanje
inflamatornih
Disfunkcija y  mediatora
° mitohondrija ' ‘
2K 3Na’
Glutamatna __—¥O
ekscitotoksi¢nost 9 \ |/\T
) —— " A %
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Proteinski agregati \OO Akumulacija Disfunkcija Disfunkcionalni
OOOO neurofilamenata  Na+/K+-ATPaze aksonalni transport
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Slika 8. Mehanizmi koji posreduju u nastanku i progresiji ALS. Mehanizmi koji posreduju u
neurodegeneraciji koja se deSava u toku ALS su multifaktorijalni. Progresiji i nastanku bolesti doprinose
glutamatna ekscitotoksi¢nost, oksidativni stres, citoplazmatski proteinski agregati, izmenjeni proteini usled
mutacija, mitohondrijalna disfunkcija, poremecéen aksonski transport i akumulacija neurofilamenata.

Aktivacija mikroglije 1 astrocita takode deluje S$tetno na prezivljavanje neurona. Preuzeto i modifikovano iz
Kiernan et al. (2011).

1.5.2.1.PatofizioloSke promene astrocita i mikroglije u ALS

Danas je opsteprihvaceno da su glijalne Celije, pre svega mikroglija 1 astrociti, uklju¢ene u
inicijaciju i progresiju propadanja motoneurona u ALS. Analiza tkiva pacijenata je nedvosmisleno
pokazala aktivaciju ovih celija (Beers and Appel, 2019; Kushner et al., 1991; Nagy et al., 1994;
Schiffer et al., 1996; Turner et al., 2004), a saznanja o tome na koji nacin doprinose smrti
motoneurona i razvoju bolesti su dobijena radom na animalnom modelu bolesti (Beers et al., 2006,
2011; Liao et al., 2012), kao i u in vitro istrazivanjima gde su Koris¢ene glijalne celije diferencirane
od mati¢nih Celija pacijenata (Rajpurohit et al., 2020; Serio et al., 2013). Najces¢e koris¢en
animalni model nosi mutiranu formu humanog gena koji kodira protein SOD1 (Beers et al., 2006,
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2011; Liao et al., 2012), ali je sve vise ispitivanja na TDP43 modelu, kao i na ¢elijama koje nose
ekspanziju u C9ORF72 (Milicevic et al., 2022).

Ekspresija mutirane forme SOD1 samo u motoneuronima ne dovodi do neurodegeneracije
kod miseva (Lino et al., 2002; Pramatarova et al., 2001) ili izaziva patologiju sa veoma kasnim
pocetkom (Jaarsma et al., 2008). U himernom miSu u kom neuroni eksprimiraju mutiranu formu
SOD1, dok su glijalne ¢elije divljeg soja, uoceno je duze prezivljavanje ovakvih neurona (Clement
et al., 2003). Selektivna delecija mutantnog SOD1 transgena samo u motoneuronima (i dalje
prisutan u gliji) odlaze pocetak bolesti i ispoljavanje simptoma, ali ne sprecava progresiju bolesti i
smrt (Boillée et al., 2006). Specifi¢na delecija mutantnog SOD1 transgena u ¢elijama mijeloidnog
porekla (mikroglija i makrofagi) ili u astrocitima ne menja pocetak bolesti, ali usporava njenu
progresiju i produzava zivotni vek (Boillée et al., 2006; Yamanaka et al., 2008). Navedeno jasno
demonstrira znacaj glijalnih ¢elija u patologiji ALS i njihov direktni doprinos smrti motoneurona.

Mikroglija ima dvojaku ulogu u patologiji ALS. Naime, u pocetnim fazama bolesti u
hSOD1 animalnom modelu, pre pojave simptoma, ona ima neuroprotektivnu ulogu i eksprimira
molekule koji imaju ulogu u reparaciji oste¢enja, dok sa napretkom bolesti postaje neurotoksi¢na,
kada eksprimira pro-inflamatorne molekule poput citokina IL-1p (Liao et al., 2012). U in vitro
uslovima, mikroglija poreklom iz Zivotinja u kasnom stadijumu bolesti dovodi do degenerativnih
promena motoneurona i smrti (Liao et al., 2012). Mikroglija pokazuje znake aktivacije ve¢ u
presimptomatskom stadijumu u misjem modelu koji eksprimira mutirano formu SOD1, pre pojave
prvih klini¢kih simptoma (Alexianu et al., 2001; Philips and Robberecht, 2011). U ranoj
presimptomatskoj fazi bolesti je uoCena povecana ekspresija CDI11b u ventralnim rogovima
kicmene moZzdine, a sa progresijom bolesti je uo¢ena povecana ekspresija markera neuroinflamacije
(Alexianu et al., 2001; Saxena et al., 2009). Zanimljivo je da smanjena ekspresija mutiranog SOD1
u mikrogliji ne utice na podetak bolesti, ali produzava preZivaljavanje hSOD1%*"® migjeg modela
(Boillée et al., 2006). Ispitivanjem transkriptoma ki¢emene mozdine SOD1%** misa ustanovljene
su promene u genskoj ekspresiji mikroglije, pre svega gena uklju€enih u fagocitozu i citokinsku
signalizaciju, znatno pre degeneracije motoneurona i aktivacije astrocita (Maniatis et al., 2019).
Bitna uloga mikroglije u progresiji ALS je pokazana u sluc¢aju TDP43 i C9ORF72 animalnih
modela. Tretman motoneurona TDP43"3"°T ne izaziva toksi¢ne efekte u odsustvu mikroglije, dok u
ko-kulturi motoneurona i mikroglije ostvaruje toksi¢ne efekte (Zhao et al., 2015). Mikroglija
fagocituje TDP43 agregate, Sto za posledicu ima oslobadanje pro-inflamatornog citokina IL-13
(Leal-Lasarte et al., 2017). U slucaju ekspanzije heksanukleotidnih ponovaka u COORF72, utvrdeno
je da mikroglija sadrzi najveci broj ponovaka, a post mortem analizom CNS tkiva pacijenata koji
nose CI90ORF72 ekspanziju je utvrdena aktivacija mikroglije i njenih inflamatornih puteva
(Brettschneider et al.,, 2012). Kod pacijenata sa sALS je takode uocena neuroinflamacija sa
reaktivnom mikroglijom i astrocitima, aktiviranim perifernim monocitima i limfocitima koji se
infiltriraju u CNS (Beers and Appel, 2019). Trenutno vlada konsenzus da je ekspresija gena koji
nose mutacije povezane sa ALS u celijama mikroglije, zajedno sa primarnim oStecenjima
motoneurona i oslobadanjem proteinskih agregata rezultuje u pro-inflamatornom fenotipu
mikroglije (Vahsen et al., 2021).

Proizvodnja laktata u astrocitima je smanjena u ALS (Madji Hounoum et al., 2017). Osim
smanjene proizvodnje, sam transport laktata izmedu astrocita i motoneurona je poremecen
(Ferraiuolo et al., 2011). Druga bitna homeostatska uloga astrocita koja je poremecena je regulacija
koli¢ine glutamata u sinaptickoj pukotini. Post mortem analizom tkiva fALS i SALS pacijenata je
otkriveno dramati¢no smanjenje ekspresije glutamatnih transportera u astrocitima (Rothstein et al.,
1995), a isti trend je uocen i u hSOD1 ALS miSjem i pacovskom modelu (Bruijn et al., 1997;
Howland et al., 2002). Ca** homeostaza je naruiena u ALS astrocitima usled poremeéenog
mehanizma punjenja depoa (Kawamata et al., 2014). Pored izmenjenih homeostatskih funkcija,
aktivacija astrocita doprinosi njihovoj neurotoksi¢nosti. U hSOD1 modelu, astrociti oslobadaju
razli¢ite solubilne faktore koji dovode do smrti neurona - i onih koji nose mutaciju i neurona divljeg
soja (Di Giorgio et al., 2008; Haidet-Phillips et al., 2011; Marchetto et al., 2008; Nagai et al., 2007).
Ablacija mutiranog gena za SOD1 u astrocitima ili mikrogliji znacajno usporava progresiju bolesti i
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produzava prezivljavanje miseva (Abbas et al., 2014; Abbott et al., 2006; Anderson et al., 2014;
Boillée et al., 2006). Transplantacija prekursornih ¢elija astrocita koji nose hSOD1%*** mutaciju u
cervikalni region pacova divljeg soja, nakon diferencijacije, je dovoljna da izazove smrt
motoneurona domacina, reaktivnu astrogliozu i redukovanu ekspresiju GLT-1 u astrocitima divljeg
soja, ali i klini¢ki uoc€ljive simptome - disfunkciju prednjih ekstremiteta i respiratornu disfunkciju
(Papadeas et al., 2011). Sa druge strane, fokalna transplantacija prekursornih ¢éelija astrocita divljeg
soja u cervikalni region kicmene mozdine mSOD1 pacova usporava progresiju bolesti i produzava
vreme prezivljavanja ovih Zivotinja (Lepore et al., 2008).

NajviSe podataka o negativnom uticaju astrocita na progresiju bolesti je prikupljeno radom
na transgenim SOD1 animalnim modelima, ali sve je viSe dokaza da je ovaj fenomen karakteristika
svih oblika ALS (Yamanaka and Komine, 2018). Astrociti diferencirani iz iPSC poreklom iz
fibroblasta koze ALS pacijenata sa TDP43 mutacijom brze umiru nego astrociti divljeg soja (Serio
et al., 2013), dok medijum u kom su gajeni astrociti koji eksprimiraju mutiranu formu TDP43
izaziva smrt motoneurona ukazujucu na toksi¢nost astrocita koji eksprimiraju mutiranu formu
TDP43 (Rojas et al., 2014). Sa druge strane, astrociti poreklom iz pacijenata sa sporadi¢nim
oblikom bolesti oslobadaju pro-inflamatorne molekule poput hemokina, elemenata sistema
komplementa i citokina (YYamanaka and Komine, 2018) i izazivaju smrt motoneurona u kulturi (Re
et al., 2014). Transplantacija SALS astrocita u ki¢menu mozdinu miseva dovodi do pogorsanja
motorickih sposobnosti i neurodegenracije koja se uoc¢ava i kod ALS miSeva (Re et al., 2014).

Jasan dokaz aktivacije astrocita je uocen u SOD1, TDP43 i COORF72 modelima ALS, i
podrzava ideju da astrociti dobijaju neurotoksi¢ni fenotip (Allen et al., 2019; Birger et al., 2019;
Rojas et al., 2014; Tong et al., 2013). Ova neurotoksi¢nost je posredovana pro-inflamatornim
faktorima i1 nesposobnoscu astrocita da obavljaju svoje homeostatske funkcije koje za cilj imaju
podrzavanje funkcionisanja neurona (Vahsen et al., 2021).

1.5.2.2. Interakcija astrocita i mikroglije sa imunskim faktorima u ALS

U sli¢no vreme kada je utvrden doprinos aktivacije glije patologiji ALS, po prvi put je
pokazano da se T ¢elije i IgG infiltriraju u parenhim CNS ALS pacijenata (Alexianu et al., 2001;
Appel et al., 1991; Engelhardt and Appel, 1990; Engelhardt et al., 1993; Geer and Geer, 2002;
Troost et al., 1989). Studije su pokazale povisen nivo cirkuliSu¢ih imunskih kompleksa (CIK) u
serumu ALS pacijenata (Filipovic, 1991; Saleh et al., 2009). Ova otkri¢a su postavila osnove
pretpostavci da osim glijalne neurotoksi¢nosti 1 periferni imunski sistem ima znacajnu ulogu u
patologiji ALS. Nekoliko studija je pokazalo da patogenezu ALS odlikuje oStecenje KMB, $to
predstavlja na¢in na koji periferni imunski faktori mogu da prodru u nervno tkivo (Garbuzova-davis
et al., 2012; Garbuzova-Davis et al., 2007a; Nicaise et al., 2009; Zlokovic, 2008).

Kod misa kome su intraperiotonelano injecirani 1gG izolovani iz seruma SALS pacijenata
(ALS IgG) se uocavaju promene na nivou nervno-misi¢ne sinapse (povecano oslobadanje Ach u
odnosu na nervno-misiénu sinapsu kontrolnog misSa), $to ukazuje na moguce posredovanje
imunskog sistema u patogenezi bolesti (Appel et al., 1991). ALS IgG ostvaruju promene u
hipokampalnim neuronima u kutluri, tako Sto dovode do poveéanja frekvencije spontanih
minijaturnih ekscitatornih postsinaptickih struja, bez promene u njihovoj amplitudi (Andjus et al.,
1997), kao i do promena u Ca®* tranzijentima (Andjus et al., 1996). U megovitoj kulturi astrocita i
neurona ALS 1gG dovode do apoptoze neurona, dok su astrociti manje podloZni ¢elijskoj smrti.
Smatra se da smrt neurona u kulturi moze biti posledica aktivacije astrocita pod delovanjem ALS
IgG (Yi et al.,, 2000). Eksperimenti su pokazali da ALS IgG ostvaruju akutne patofizioloske
promene u kulturi astrocita izolovanih iz mozga pacova. U roku od nekoliko minuta ALS IgG
dovode do povecanja mobilnosti endozoma i lizozoma, §to moze da ukaze na promene u endocitozi
i/ili autofagiji ovih c¢elija (Stenovec et al., 2011). ALS IgG dovode do prolaznog povecanja
koncentracije Ca’* aktivacijom IP3R na ER astrocita preko aktivacije PLCy i fosfatidilinozitol-3-
kinaze (PI3K) (MiloSevi¢ et al., 2013). ALS IgG takode ostvaruju patofizioloske promene u
mikrogliji u kulturi — indukuju oksidativni stres i poveéno oslobadanje pro-inflamatornih citokina
(TNFa) (Milosevi¢ et al., 2017). Navedena istrazivanja otkrivaju da ALS IgG ostvaruju patoloske
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efekte na razliCite cCelijske tipove u kulturi (neuroni, astrociti i mikroglija), da promovisu
ekscitotoksi¢nost kroz stumulaciju oslobadanja neurotransmitera iz neurona i da dovode do
aktivacije glije. Sve zajedno ukazuje na to da ALS 1gG mogu biti potencijalni biomarkere bolesti
(Bataveljic et al., 2014).
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2. Ciljevi istrazivanja

Dosadas$nja saznanja o glijalnim ¢elijama, astrocitima i mikrogliji u neurodegenerativnim procesima
CNS prac¢enim neuroinflamacijom ukazuju na njihovu krucijalnu ulogu u bolestima poput MS i
ALS. Sa druge strane komponenete imunskog sistema takode imaju vaznu ulogu u patoloskim
procesima koji se odvijaju u CNS u ovim bolestima. Imajuéi to u vidu, cilj ove doktorske disertacije
je ispitivanje glijalne interakcije sa komponentama imunskog sistema kako bi se bolje razumeli
neuroinflamacijski procesi koji se deSavaju u ovim bolestima. Iz opisanog su definisani sledeci
pojedinacni ciljevi ove doktorske disertacije:

1.

Ispitati Ca** odgovor kontrolnih astrocita na prisustvo autoreaktivnih imunskih éelija
(CNS-IIC) infiltriranih u ki¢émenu mozdinu pacova sa simptomima EAE.

Istraziti doprinos astroglijalnih ayfs-integrina, Cx-43 hemikanala, purinskog P2X7R i
mitohondrija u ¢elija-Celija interakciji kontrolnih astrocita i CNS-IIC.

Istraziti ¢elija-Celija interakciju astrocita i infiltriranih imunskih ¢elija in vivo, u CNS
tkivu pacova sa EAE simptomima kroz ispitivanje ekspresije i distribucije astroglijalnog
purinskog P2X7R i Cx-43 hemikanala u kiémenoj mozdini pacova sa EAE simptomima.

Ispitati Ca®* odgovor hSOD1%%*” astrocita nakon izlaganja 1gG iz seruma ALS
pacijenata.

Ispitati Ca®* odgovor kontrolne mikroglije nakon izlaganja IgG iz seruma ALS
pacijenata.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijali, reagensi i rastvori, antitela, blokatori i prajmeri koji
su kori$c¢eni u ovoj studiji

Tabela 1. Nazivi i proizvodaci koriS¢enih materijala

Naziv Proizvodad

DMEM, RPMI, FBS, FCS, Penicilin i Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD
Streptomicin, Tripan plavo

Koktel inhibitora proteaza i fosfataza ThermoFisher Scientific, SAD
Komplet za vizuelizaciju ECL Bio-Rad Systems, SAD
Proteinski standard (PAGE Ruler) ThermoFisher Scientific, SAD

ATP, DMSO, PFA, PLL (Mr 70-150 Sigma-Aldrich, Nemacka
kDa),EDTA, EGTA

HEPES, Mowiol, Tripsin, Triton'™ X-100, Sigma-Aldrich, Nemacka
Glicerol, D-Glukoza, Glicin,

Tris baza, Tris(hidroksimetil)-metilamin Fisher Scientific, VB
Akrilamid/bisakrilamid SERVA, Nemacka

NaCl, KCI, Na,HPO,4, NaH,PO4, NaHCO3, Sigma-Aldrich, Nemacka
NaOH, HCI, CaCl,, KH,PO,4, MgCl,, SDS,

p-merkapto etanol, NP40, APS, TEMED,

saharoza

Tween20 Fisher Bioreagents, SAD
Nemasno mleko u prahu SERVA, Nemacka

DAPI (4,6-diamidin-2-fenilindol) Molecular Probes, SAD
Fluo-4 AM Molecular Probes, SAD
Natrijum dodecil sulfat Sigma-Aldrich, Nemacka
Mycobacterium tubelrculosis H37Ra BD Medical, SAD
Kompletni Frojndov aduvans Sigma Aldrich, Nemacka
Percoll® Sigma-Aldrich, Nemacka

Anti-CD4 antitelo konjugovano sa biotinom  ThermoFisher Scientific, SAD
BD iMAG™  partikule  obelezene BD Biosciences, SAD
streptavidinom

Na-piruvat Sigma Aldrich, Nemacka
Albumin iz seruma goveceta (BSA) Merck, Nemacka

Hoechst 33342 ThermoFisher Scientific, SAD
Fluo-4, AM Invitrogen, ThermoFisher Scientific, SAD
HEPES Biowest Nauille, Francuska
ATPL.ite kit PerkinElmer, SAD

Ketamin Richter Pharma, Austrija
Ksilazid Provet, Srbija

BCA Pierce Assay Kit ThermoFisher Scientific, SAD
Dynabeads™ magnetske kuglice ThermoFisher Scientific, SAD
Zecji IgG Millipore, Nemacka
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Tabela 2. Antitela koriS¢ena u ovoj studiji

Razblazenje/

Specifi¢nost Poreklo/klonalnost . Proizvodac
primena
GFAP zec, poliklonsko 1:400 IF Dako Agilent, SAD;
Ibal koza, poliklonsko 1:200 IF Abcam, UK
CNPaza mis, 1:100 IF Millipore, Nemacka
CD4 mis, monoklonsko 1:100 IF Sigma Aldrich,
Nemacka
P2X7R zec, poliklonso 4 pg Co-IP Alomone Labs, Izrael
1:1000 WB
1:200 IF
Bs-intergin zec, poliklonsko 1:1000 WB Synaptic Systems,
Nemacka
Cx-43 zamorce, poliklonkso 1:1000 WB Alomone Labs, l1zrael
1:200 IF
GLT-1 zec, poliklonsko 1:100 IF Frontier Institute,
Japan
GS mis, poliklonsko 1:100 IF BD Biosciences, SAD
GAPDH zec, poliklonkso 1:2000 WB Dako Agilent, SAD
avp3-integrin mis, monoklonsko 1:100 IF Abcam, UK
Anti-zedje koza, poliklonsko 1:5000 WB Abcam, UK
konjugovano sa
HRP
Anti-zamorce koza, poliklonsko 1:5000 WB Santa Cruz
konjugovano sa Biotechonology, SAD
HRP
Anti-miSje Alexa magarac 1:250 IF ThermoFisher
Fluor 568 Scientific, SAD
Anti-zeje Alexa magarac 2:250 IF ThermoFisher
Fluor 568 Scientific, SAD
Anti-zamorce koza 1:200 IF ThermoFisher
Alexa Fluor 488 Scientific, SAD
Anti-mi§  Alexa magarac 1:200 IF ThermoFisher
Fluor 555 Scientific, SAD
Anti-zec Alexa magarac 1:200 IF ThermoFisher
Fluor 647 Scientific, SAD

IF — imunofluorescencija; WB — Western blot, Co-1P — ko-imunoprecipitacija

Tabela 3. Blokatori koji su kori$¢eni u ovoj studiji

Naziv cl\i/(l;legf/%nja Koncentracija Proizvodac

1, 6,7, 8,9, 11ap, 12, 13, 14, Inhibitor 2 ug/ml Sigma  Aldrich,
140a-dekahidro-1p, 13a- vezikularnog Nemacka
dihidroksi-6p-metil-4H transporta ATP

ciklopent(f)oksaciklotridecin-

4-on

(Brefeldin A)

2-metil-6-(feniletinil)piridin Blokator 50 uM Abcam, UK
hidrohlorid mGlur5
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(MPEP)

2’-deoksi-6-metiladenozin 3°, Blokator P2Y;R 10 uM Abcam, UK
5°- bisfosfat tetranatrijumova
so (MRS2179)
(1E, 3E)-1-(4-fluorofenil)-2- Blokator 10 uM Abcam, UK
metil-1-penten-3-oneokism TRPAlL
(A967079)
7-(hidroksimino)ciklopropa[b] Blokator 100 uM Tocris
hromen-la-karboksilat etil mGIuR1 Bioscience, UK
estar (CPCCOEt)
piridokslfosfat-6-azofenil-2°, Blokator P2 50 uM Tocris
4’-disulfonska kiselina receptora Bioscience, UK
tetranatrijumska so
(PPADS)
3-[[5-(2, 3-dihlorofenil)-1- Blokator P2X7R 10 uM Tocris
yllmetil]piridin  hidrohlorid Bioscience, UK
(A438079)
2°(3°)-0-(4-benzoilbenzoil) Agonist P2X7R 50 uM Tocris
adenozin-5’-trifosfat Bioscience, UK
tri(trietilamonijum) so
(BzATP)
(3pB,20p)-3-(3-karboksi-1- Blokator 50 uM Sigma  Aldrich,
oksopropoksi)-011-oksoolean-  koneksina Nemacka
12-en-29-oik kiselina
dinatrijum (Karbenoksolon)
Misje anti-avp3-integrin Inhibitor 1 pg/ml Abcam, UK
antitelo avp3-integrina
Tapsigargin (Thg) Inhibitor 1 uM Tocris

SERCA Bioscience, UK

Tabela 4. Sastav koriS¢enih medijuma, pufera i rastvora

Rastvori/medijumi/puferi Sastav
Slani rastvor fosfatnog pufera 137 mM NaCl
(0,01 M PBS) 2,7 mM KCI

pH 7,4; 270 — 280 mOsm/L

Kompletni medijum za gajenje na bazi
DMEM

pH 7,4; ~300 mOsm/L

Rastvor tripsina u 0,01 M PBS
4% paraformaldehid (PFA) pH 7,4
Hladni pufer za liziranje (RIPA)

pH 7,4

neposredno pre upotrebe:

10 mM Na;HPO,

1,8 mM KH,PO,

DMEM

1 mM Na-piruvat

10% FBS

1% penicilin i stretptomicin
0,25% tripsin

0,02% EDTA

0,01 M PBS

40 g PFA

500 ml dH,0O

500 ml 0,2 M fosfatnog pufera
50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

1% NP 40

0,1% SDS
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koktel inhibitora proteaza i fosfataza

Hladni pufer za liziranje (IP)
pH 7,4

neposredno pre upotrebe:

koktel inhibitora proteaza i fosfataza
Gelovi za elektroforezu

6% Lemli pufer za nalivanje

Pufer za elektroforezu

Pufer za transfer proteina

TBST pufer

Rastvor za blokiranje

Izotoni¢ni rastvor Perkola

(IPS, eng. isotonic Percoll® solution)
Vancelijski rastvor (ECS)

pH 74

280 — 300 mOsm/L

Vanéelijski rastvor bez Ca**
pH 7.4
280 — 300 mOsm/L

10 mM EDTA

10 mM EGTA
0,5% Triton X-100
10 mM HEPES
200 mM NacCl

30 mM EDTA
0,5% TritonX-100

Gel za koncentrovanje:
4% akrilamid/bisakrilamid (29:1)
0,5 M Tris-HCI pH 6,8
10% SDS

10% APS

1% TEMED

Gel za razdvajanje:

12% akrilamid/bisakrilamid (29:1)

1,5M Tris pH 8,8

10% SDS

10% APS

1% TEMED

375 mM Tris-HCI ph 6,8
12%SDS

60% glicerol

0,03% bromfenol plavo
192 mM glicin

25 mM Tris ph 8,3
0,1% SDS

192 mM glicin

25 mM Tris-HCI pH 8,3
20% etanol

50 mM Tris-HCl pH 7,4
150 mM NaCl

0,5% Tween20

10 % normalni serum goveceta
0,1 % TritonX-100

PBS

9 delova Percoll® pH 8,5 — 9,5
1 deo 10xPBS

140 mM NaCl

5 mM KCI

2 mM CaCl,

10 mM D-glukoza

10 mM HEPES

140 mM NaCl

5 mM KCI

2 mM MgCl,

10 mM D-glukoza

10 mM HEPES

0,1 mM EGTA
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3.2. Eksperimentalne Zivotinje

U ovoj doktorskoj disertaciji su koris¢ena dva soja pacova: Dark Aguti (DA) soj, za
izazivanje eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa (EAE), animalnog modela MS, i
transgeni Sprague-Dawley (SD) pacovi u ¢iji je genom ubacen veliki broj kopija humanog SOD1
gena sa dominatnom tackastom mutacijom G93A (hSODlG%A pacovi, Taconic, SAD) usled cega
razvijaju simptome slicne ALS kod ljudi (Howland et al., 2002). Kori$¢ene su zivotinje oba pola.
Za pripremu primarnih éelijskih kultura koris¢eni su mladunci starosti 1 do 3 dana. Zivotinje su
gajene u uslovima 12 h svetlo/12 h mrak i imale su ad libitum pristup hrani i vodi. Hrana i voda
slabo pokretnim i paralizovanim Zivotinjama je bila dostupna u vidu kase u kavezu. Eti¢ka dozvola
za rad na eksperimentalnim zivotinjama zavedena je pod brojem 323-07-10645/2020-05, Uprava za
veterinu, Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije.

3.2.1. hSOD1%%* Sprague-Dawley soj - model ALS

U cksperimentima su koris¢eni hSOD1%%** SD pacovi i SD pacovi divljeg genotipa (eng.
wild type, wt) iste starosti kao hSOD1%%** pacovi kao kontrola. Kod transgenih Zivotinja po&etak
ispoljavanja bolesti je u proseku bio izmedu 4. i 5. meseca starosti. Prvi simptomi su otezan hod i
unilateralna slabost zadnjeg ekstremiteta. Bolest se brzo razvija, tako da 15 do 20 dana od pojave
prvih simptoma dolazi do potpune paralize zadnjih ekstremiteta, a kasnije se javlja slabost prednjih
ekstremiteta. Krajnjom fazom bolesti se smatra kada Zivotinja nije u stanju da se ispravi duze od 30
s nakon okretanja na stranu. Napredovanje bolesti je prac¢eno i gubitkom telesne mase. U Tabeli 5
su prikazani parametri na osnovu kojih je procenjivano stanje zivotinje.

Za pripremu kultura kortikalnih astrocita i mikroglije koriS¢eni su transgeni hSOD
Sprague-Dawley pacovi ili netransgeni mladunci iz istog legla kao odgovarajuéa kontrola.

1 G93A

1G93A

Tabela 5. Kriterijumi za procenu pocetka i napretka ALS kod hSOD pacova
Vrednost
Parametar Procena parametara
parametra
.. Normalna 2
Eokl;r\f‘;;ﬂ\/%t Oslabljena 1
Nepokretan 0
.. Normalna 2
Egt{g}g'vou Oslabljena 1
Nepokretan 0
Rotacija oko Da 1
svoje ose Ne 0
Nema atrofije 2
Atrofija Unilateralna 1
Bilateralna 0

U tabeli su prikazani parametri koji su korid¢eni za procenu pokretljivosti i misiéne atrofije hSOD1%%*
pacova. Svakom parametru je dodeljena brojcana vrednost (0, 1 ili 2). Zdrav pacov dobija u zbiru najvisu
ocenu 7, dok smanjenje ocene ukazuje na pojavu simptoma. U eksperimentu su kori$¢eni pacovi sa ocenom
3ili 4.

3.2.2. Genotipizacija

Provera prisustva mutiranog humanog SOD1 gena je radena metodom lancane reakcije
polimeraze (eng. Polymerase chain reaction, PCR). DNK je izolovana iz tkiva repa pacova.
Uzorkovano je oko 0,5 cm repa koji je inkubiran u 200 pl pufera za digestiju na 65°C 2 do 3 h,
nakon ¢ega je tkivo centrifugirano na 14000 x g 2 min. Supernatant je razblaZzen 20 puta u sterilnoj
dejonizovanoj vodi. Razblazeni uzorci su denaturisani inkubacijom na 95°C 15 minuta. Finalna
zapremina PCR smese je iznosila 25 pl, dok su zapremine pojedinacnih komponenti bile sledece:
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PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific, Nemacka) 12,5 ul

sterilna dejonizovana voda 9,5 ul
SOD1 forward prajmer (5’-AGC CCC TGC CTACCT TTT CCT AAT G-3’) (100 1 pul
pM)

SODL1 reverse prajmer (5°-CCA GCT TTA TCG GAT CCA TAACTT CG-3°) 1ul
(100 pM)

DNK, razblaZena i denaturisana 1 ul

Kao pozitivna kontrola je kori§éen dokazani uzorak hSOD1%%* pacova, a kao negativna

kontrola uzorak izolovan iz pacova divljeg soja. Kao kontrola PCR reakcije na mesto uzorka je
dodat 1 pul dejonizovane vode.

Za izvodenje PCR je koris¢en uredaj ProFlexTM 3x32-Well PCR System (Thermo Fisher
Scientific, SAD) prema slede¢em temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija na 95°C 300 s, 1
ciklus; 35 ciklusa denaturacije na 95°C (60 s), hibridizacije na 60 °C (60 s) i elongacije na 72°C
(120 s); 1 ciklus finalne elongacije na 72°C (300 s). Uzorci su ¢uvani na 4°C do upotrebe. Nakon
zavrsene PCR reakcije, uzorci su naliveni na 1,7% agarozni gel sa etidijumom bromidom i
razdvojeni horizontalnom elektroforezom na 100 V 25 minuta. Trake na gelu su vizuelizovane
ubotrebom transiluminatora.

3.2.3. Indukovanje eksperimentalnog autioimunskog encefalomijelitisa (EAE)

Za potrebe pripreme emulzije za imunizaciju, zivotinje starosti 2 — 3 meseca Ssu
dekapitovane, ki¢mena mozdina je istisnuta iz kicmenog kanala primenom hidraulickog pritiska.
Tkivo ki¢mene mozdine je homogenizovano u jednakoj zapremini PBS upotrebom elektri¢nog
homogenizera. Jednaka zapremina homogenata je dodata u kompletni Frojndov aduvans sa
dodatkom 4 mg/ml inaktivirane Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Emulzija je vorteksovana do
sjedinjavanja vodene i uljane komponente. Za indukovanje EAE su kori$¢eni DA pacovi starosti
izmedu 2 i 3 meseca. Zivotinje su anestezirane aplikacijom intraperitonealne injekcije mesavine 55
mg/kg ketamina i 5 mg/kg ksilazida, a potom imunizovane ubrizgavanjem emulzije u zadnju desnu
Sapu u zapremini koja odgovara 50% telesne mase (50% v/w). Zivotinje su merene i ocenjivane
svakog dana, pocevsi od dana imunizacije (nulti dan). Prvi simptomi bolesti su se javljali izmedu 7 i
9 dana u vidu blage atonije repa, 3 do 4 dana kasnije se javljala potpuna paraliza zadnjih
ekstrimiteta. U eksperimentima su kori$¢ene zivotinje sa ocenom 3 ili 3,5. Ocene su dodeljivane
prema Tabeli 6. Kao kontrola su koris¢eni DA pacovi iste starosti koje su prosle istu manipulaciju, a
umesto emulzije im je ubrizgan PBS.

Tabela 6. Ocenjivanje i opis simptoma EAE Zivotinja

Ocena Opis

0 Bez razlike u motornim funkcijama u odnosu na kontrolne
Zivotinje

0,5 Vrh rep je atonican

1 Ceo rep je atoni¢an

1,5 Ceo rep je atonican, inhibicija zadnjih ekstremiteta

2 Ceo rep je atonican, slabost zadnjih ekstremiteta

2,5 Ceo rep je atonican, pareza zadnjih ekstremiteta

3 Atonican rep 1 skoro poptuna paraliza zadnjih ekstremiteta

3,5 Atonican rep i1 poptuna paraliza zadnjih ekstremiteta

4 Atonican rep, kompletna paraliza zadnjih ekstremiteta uz
delimi¢nu paralizu prednjih, Zivotinja je alertna

4,5 Atonican rep, kompletna paraliza zadnjih ekstremiteta uz

delimi¢nu paralizu prednjih, zivotinja nije alertna; Zivotinja je
eutanazirana
U tabeli su prikazani parametri koji su kori$¢eni za procenu stanja EAE pacova. U eksperimentu su koris¢eni
pacovi sa ocenom 3 ili 3,5.

27



3.3. Izolacija imunskih cCelija

Imunske ¢eije infiltrirane u CNS (CNS-IIC) su izolovane iz ki¢mene mozdine EAE pacova,
dok su periferne imunske celije (periferne IC) izolovane iz cervikalnih limfnih Gvorova iste
zivotinje U saradnji sa ¢lanovima Odeljenja za imunologiju na Insititutu za bioloska istrazivanja
,Sinia Stankovié”, Institutu od nacionalnog znalaja za Republiku Srbiju. Zivotinja je prvo
anestezirana aplikacijom intraperitonealne injekcije meSavine 100 mg/kg ketamina i 20 mg/kg
ksilazida, a potom transkardijalno perfundovana hladnim PBS. Ki¢mena mozdina je istisnuta iz
ki¢menog kanala primenom hidraulickog pritiska. Tkivo kicmene mozdine je homogenizovano kroz
sterilno sito sa porama veli¢ine 40 pm (BIOLOGIX, Kina) u 5 ml hladnog PBS obogacenog sa 3%
FCS ili FBS. Homogenat je centrifugiran 10 min na 100 X g, a talog je resuspendovan u 3 ml 30%
IPS, lagano nanet preko 3 ml 70% IPS i centrifugiran 40 minuta na 850 x g bez ko¢nica i ubrzanja.
Po zavrSenom centrifugiranju, prikupljen je sloj izmedu 30% i 70% IPS, u kom su se nalazile
imunske ¢elije. Kako bi se isprao viSak IPS, u izolovanu suspenziju imunskih ¢elija je dodata 4 puta
vecéa kolicina RPMI medijuma obogacenog sa 5% FCS ili FBS, a potom centrifugirana 5 min na
500 x g. Proces centrifugiranja i ispiranja je ponovljen dva puta. Periferne IC su izolovane
mehanic¢kom disrpupcijom cervikalnih ¢vorova kroz sterilno sito sa porama 40 pm. Primenjen je isti
protokol izolacije na gradijentu IPS kao za CNS-TIC. CD4" éelije su izolovane iz kompletnog
izolata upotrebom antitela specificnog za CD4 konjugovano sa biotinom i iMag partikula
obelezenih biotinom prema uputstvu proizvodaca. Broj i ¢istoéa CD4" ¢elija je odredena upotrebom
protoénog citometra (CyFlow Space flow cytometer, Nemacka). U pre¢is¢enom izolatu CD4" éelije
su Cinile viSe od 95% ¢elija. Izolovane imunske ¢elije su odrzavane u RPMI medijumu obogac¢enom
sa 5% FCS ili FBS na ledu do eksperimenata.

3.4. lzolacija IgG iz seruma ALS pacijenata

Uzorci krvi pacijenata sa klini¢ki dijagnostikovanim ALS prema EI Escorial kriterijumu
(Brooks et al., 2000) su prikupljeni u Institutu za neurologiju Klinickog centra Srbije ljubaznoscu dr
Zorice Stevi¢. Uzorci su prikupljeni uz informisanu saglasnost pacijenata u skladu sa Helsinskom
deklaracijom Svetske zdravstvene organizacije, a prikupljanje i upotreba humanog materijala je
odobrena od strane Etickog komiteta Klinickog centra Srbije (850/6). Serumi iz uzoraka Kkrvi su
izolovani u laboratoriji Instituta za biohemiju Klinickog centra Srbije. Izolacija IgG je radena u
Institutu za virusologiju, vakcine i serume, Torlak u Beogradu, ljubaznoséu dr Irene Zivkovié. Prvo
je inkubacijom seruma 30 min na 56°C inaktiviran sistem komplementa. Serumi su dva puta
razblazeni u pocetnom puferu koji se sastojao od 1,5 M glicina i 3 M NaCl. IgG su izolovani na
protein koloni A, a eluirani upotrebom 0,1 M limunske kiseline, pH 3,5. Kako bi se neutralisala pH
uzorka, nakon eluacije je koris¢en 1 M tris pufer. SDS elektroforezom na poliakrilamidnom gelu je
dokazano da su u izolatu prisutni samo IgG. Uzorci IgG su dijalizovani naspram PBS pomoc¢u creva
za dijalizu sa porama precnika 2,5 nm. Koncentracija IgG u uzorku je odredena Bredfordovom
metodom (Bradford, 1976). Ni u jednom od uzorka nije detektovano prisustvo endotoksina.

3.5. Priprema primarne ¢elijske kulture

U ovom radu su koriS¢eni mladunci DA i1 SD pacova starosti izmedu 1 do 3 dana za
pripremu primarne kulture astrocita iz kicmene mozdne i primarnih kultura astrocita i mikroglije iz
korteksa.

3.5.1. Izolacija éelija glije

Zivotinja je dekapitovana makazama, lobanja je izloZena seenjem koZe, a zatim otvorena
seCenjem od velikog otvora (lat. foramen magnum) ka o¢nim orbitama i perpendikularno kroz
srediSnju liniju. Mozak je prebacen u posudu sa hladnim rastvorom za izolaciju, hemisfere su
odvojene od ostatka mozga, a potom su nezno uklonjene ovojnice i hipokampus. Hemisfere su
prebacene u tubu od 15 ml sa PBS i homogenizovane provla¢enjem kroz nastavak pipete od 1 ml 10
do 15 puta. Ki¢émena mozdina je izolovana primenom hidrauli¢nog pritiska. PaZljivo je o¢is¢ena od
ovojnica 1 mehanicki usitnjena u hladnom medijumu za izolaciju u sterilnim uslovima provlacenjem
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kroz nastavak pipete od 1 ml 10 do 15 puta. Homogenat je centrifugiran na 500 x g 5 min i
resuspendovan u hladnom medijumu za izolaciju dva puta. Posle drugog centrifugiranja talog je
resuspendovan u komplethom medijumu za gajenje Celija. Dobijena celijska suspenzija je 3 do 4
puta provucena kroz sterilnu iglu 21G, a zatim kroz 23G iglu. Celije su zasejane u Petrijevu posudu
precnika 60 mm (ThermoFisher Scientific, SAD) i gajene u inkubatoru sa vlaznom atmosferom i
5% C0O2/95% vazduhom na 37°C. Medijum je prvi put promenjen 2 dana nakon izolacije, a zatim je
menjan na svaka 2 do 3 dana.

3.5.2. Gajenje primarne kulture astrocita

Za potrebe pripreme Celijske kulture astrocita, po dostizanju konfluentnosti od 70 do 80%
¢elije su pasazirane na sledec¢i nac¢in. Medijum je odliven i ¢elijski sloj je ispran sa 5 ml toplog PBS
kako bi se uklonile mrtve i slabo pri¢vrs¢ene celije. U Petrijevu posudu je dodat 1 ml rastvora
tripsina i inkubirane su 2 minuta na 37°C. Kada su ¢elije pocele da se odvajaju od dna suda za
gajenje, tripsin je inaktiviran dodavanjem 4 ml kompletnog medijuma za gajenje; celije su
prikupljene u tubu od 15 ml i centrifugirane 5 minuta na 500 x g. Supernatant je odliven, a talog
resuspendovan u 1 ml kompletnog medijuma za gajenje. Nakon brojanja celija upotrebom
hemocitometra, astrociti su zasejani u Petrijevu posudu pre¢nika 60 mm u manjoj gustini (10*
éelija/cmz). Kako bi se smanjilo prisustvo drugih tipova glijalnih ¢elija, od trenutka kada je celijski
sloj dostigao 50% konfluentnosti, ispiran je tako Sto je medijum usisan pipetom, a potom ispusten
kruznim pokretima na sloj ¢elija i to je ponovljeno nekoliko puta dok cela povrSina suda za gajenje
nije isprana. Po drugom dostizanju 70 — 80% konfluentnosti, ponovljen je proces tripsinizacije.
Ukratko, astrociti su ispirani toplim PBS, tripsinizovani, centrifugirani i talog je resuspendovan.
Nakon brojanja, astrociti su zasejani na stakla pre¢nika 6 ili 7 mm, koja su prethodno oblozena poli-
L-lizinom (50 pg/ml), u gustini 1 — 1,5 x 10%cm?. Celije su koris¢ene u eksperimentu 2 do 3 dana
nakon zasejavanja na stakla.

3.5.3. Gajenje primarne kulture mikroglije

Kako bi se promovisao rast mikroglije, po izolaciji i zasejavanju ¢elija u Petrijevu posudu,
¢elije su ostavljene da dostignu potpunu konfluentnost. Po pojavljivanju mikroglije na povrsini
konfluentnog sloja astrocita (10 do 15 dana od izolacije), Petrijeva posuda je tresena na orbitalnom
Sejkeru 2 sata pri brzini od 220 rotacija/minuti. Zatim je izvu¢en medijum kako bi se uklonile mrtve
i slabo pri¢vrscene celije, a mikroglija je sprana svezim toplim medijumom za gajenje tako Sto je
medijum izvucen pipetom, a potom izbafen kruznim pokretima na sloj celija. Spiranje je
ponovljeno nekoliko puta dok sve celije mikroglije nisu bile odvojene od sloja astrocita, uz
konstatno nadgledanje pod mikroskopom. Medijum sa mikroglijom je aspiriran, prebacen u tubu od
15 ml i centrifugiran 5 min na 500 x g. Po odlivanju supernatanta, talog je resuspendovan u 1 ml
kompletnog medijuma za gajenje celija i dodatno resuspendovan upotrebom sterilne 23G igle.
Celije su prebrojane koris¢enjem hemocitometra. Na stakla preénika 7 mm prethodno oblozena
poli-L-lizinom (50 pg/ml) je zasejano 5 x 10° éelija. Celije mikroglije su koriséene u eksperimentu
2 dana nakon zasejavanja.

3.6. Kalcijumsko oslikavanje

Unutaréelijska dinamika jona Ca®" u astrocitima i mikrogliji u kulturi je praéena
koris¢enjem hemijskog fluorescentnog indikatora Fluo-4 AM koji slobodno prolazi celijsku
membranu. U ¢eliji deluju esteraze 1 modifikuju indikator tako da vise ne moze izaci iz ¢elije. Ovaj
indikator vezuje slobodne jone Ca®*" u citoplazmi usled ¢ega dolazi do fluorescencije. Sa
poveéanjem koncentracije Ca** dolazi do poveéanja intenziteta fluorescencije Fluo-4 indikatora.

Celije (astrociti ili mikroglija) su zasejane na kruzna stakla na prethodno opisan nacin i
koriS¢ene su u eksperimentu 2 do 3 dana nakon zasejavanja. Neposredno pre eksperimenta
kacijumskog oslikavanja, c¢elije su isprane vancelijskim rastvorom (ECS) i inkubirane u 5 pM
rastvoru Fluo-4 AM 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Celije su isprane 20 minuta u ECS,
kako bi se omogucila deesterifikacija i ispiranje viska neesterifikovanog indikatora.
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Za snimanje je koris¢en sistem sastavljen od AxioObserver Al mikroskopa opremljenim
LD LCI Plan-Apochromat 25X/0.8 N.A. vodenim objektivom (Carl Zeiss, Nemacka), evolve —
EMS512 digitalnom kamerom (Photometrics, SAD) i VisiView softverom (Visitron Systems GmbH,
Nemacka). Fluo-4 fluorofora je ekscitirana talasnom duzinom 480 nm upotrebom ksenonske lampe
(Xenon Short Arc lamp, Japan) koja je povezana sa polihromatskim sistemom za osvetljavanje
(VisiChrome Polychromatic Illumination System, Visitron Systems, Nemacka). Ekscitaciona i
emisiona svetlost su propustane kroz FITC set filtera (Chroma Technology Inc., SAD). Frekvencija
uzorkovanja slika je bila 1 Hz. U toku eksperimenta Celije su konstantno perfundovane vancelijskim
rastvorom brzinom 4 ml/min. Intenzitet fluorescencije je registrovan prvih 100 do 300 s kako bi se
odredio osnovni nivo fluorescencije (Fo). ALS IgG, CNS-IIC ili periferne IC u radnom
vancelijskom rastvoru su aplicirani putem prilagodenog sistema za dostavljanje te¢nosti
sastavljenog od staklenih pipeta (0,8 mm unutra$nji pre¢nik) pozicioniranih pod uglom od 45°, na
udaljenosti od ~350 um i ~1 mm u odnosu na staklo sa zasejanim celijama Cija se aktivnost
registruje. Staklene pipete su bile povezane sa sistemom za izmenu te¢nosti (High Speed Solution
Exchange System, ALA Scientiic Instruments, SAD) sa ventilima i VC3 elektronskim kontrolorom
ventila. Zapremina te¢nosti U komorici za registrovanje je odrzavana na ~1 ml tako $to je
konstantnom sukcijom izvladen rastvor sa povriine. Da bismo potvrdili da CNS-IIC dolaze do
astrocita kroz opisani sistem aplikacije, uraden je eksperiment u kom su CNS-IIC obelezene Fluo-4
AM sa ciljem njihove vizualizacije. Primenjen je isti protokol za obelezavanje kao i za astrocite, sa
dodatkom centrifugiranja na 500x g 5 min pre inkubacije 1 ispiranja, nakon cega su
resusprendovane u ECS.

3.6.1. Odredivanje promene unutaréelijskog Ca®* astrocita i mikroglije nakon

tretmana ALS IgG

Nakon odredivanja osnovnog nivoa intenziteta fluorescencije prvih 300 s, protok je
zaustavljen i propusten je rastvor 100 pg/ml ALS IgG ili 1 uM Thg u kojima su ¢elije inkubirane.
Aktivnost ¢elija na primenjeni tretman je registrovana narednih 300 s u sluc¢aju ALS IgG, odnosno
600 s u slu¢aju Thg. Celije su ispirane narednih 180 s radnim rastvorom, a zatim je apliciran 100
uM ATP u trajanju od 5 s.

3.6.2. Odredivanje promena unutaréelijskog Ca®* astrocita nakon tretmana

CNS-11C

Kako bi se ispitao efekat CNS-IIC na Ca®* aktivnost astrocita u kulturi, ispitana su 4
razli¢ita eksperimentalna uslova:

1. aplikacija CNS-IIC

2. aplikacija CNS-IIC-kondicioniranog medijuma

3. aplikacija perifernih IC

4. aplikacija CNS-IIC u prisustvu blokatora razli¢itih astrocitnih proteina.

CNSS IIC-kondicionirani medijum je radni rastvor u kom su limfociti bili inkubirani 1 —4 h u
koncentraciji 25 x 10° ¢elija/ml, a dobijen tako Sto je Celijska suspenzija centrifugirana 5 minuta na
500 x g, a potom je prikupljen supernatant koji je koriS¢en u eksperimentima.

Nakon registrovanja osnovnog nivoa intenziteta fluorescencije 100 s, imunske celije ili
njihov medijum su aplicirani u trajanju od 20 do 30 s, a odgovor astrocita je registrovan ukupno 100
s. Astrociti su zatim ispirani radnim rastvorom 100 s, posle ¢ega su stimulisani 200 uM ATP u
trajanju od 5 s, kako bi se proverila njihova vijabilnost. CNS-IIC su aplicirane u koncentracijama od
5 x 10% 25 x 10° i 50 x 10® ¢elija/ml, §to je U opsegu koli¢ine infiltriranih ¢elija u CNS Zivotinje
kojoj je izazvan EAE (Schléger et al., 2016).

U eksperimentima u kojima su koris¢eni blokatori, astrociti su prvo inkubirani 10 min u
vancelijskom rastvoru u kom je rastvoren blokator, a potom je blokator dodavan kroz perfuziju u
toku eksperimenta. U eksperimentima u kojima je koriS¢en blokator vezikularnog transporta —
brefeldin A (2 ug/ml, (Bowser and Khakh, 2007)) astrociti su pre eksperimenta inkubirani 60
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minuta u rastvoru sa ovim blokatorom. Podaci dobijeni u prisustvu blokatora su poredeni sa
kontrolnim eksperimentima bez blokatora koji su radeni nasumi¢nim redosledom.

Kako bi se potvrdilo da su imunske ¢elije dosle do astrocita, obelezene su fluorescentnim
indikatorom Fluo-4 AM radi vizualizacije u trenutku prolaska kroz kadar. Za potrebe ovog
eksperimenta astrociti nisu inkubirani sa Fluo-4, ve¢ su snimljeni u transparenciji.

3.6.3. Analiza Ca** signala

Intenzitet Fluo-4 fluorescentnog signala je meren raCunanjem srednjeg intenziteta piksela
regiona od interesa (ROI) koji odgovara pojedinacnoj c¢eliji. ROI ¢éelije je uziman u trenutku
odgovora na ATP, jer su tada granice ¢elije najuocljivije. Za te potrebe je koriS¢en Fiji Imagel
softver. U okviru ovog paketa koris¢en je ROI menadzer kom je zadato da meri integrisanu gustinu
signala ili srednji intenzitet signala svakog regiona od interesa. Pored pojedina¢nih ¢elija kao region
od interesa je uzimano 5 kruznih ROI iz pozadine. Prvi korak u analizi je oduzimanje srednje
vrednosti intenziteta signala pozadine od vrednosti dobijene za ROI ¢elije u svakoj vremenskoj
tacki. Potom je zapis normalizovan po slede¢oj formuli:

AF[F = ==

po kojoj se promena u intenzitetu fluorescencije Fluo-4 u datom trenutku (F) normalizuje u odnosu
na osnovni nivo fluorescencije (Fo). Vrednost Fy je izraGunata kao srednja vrednost intenziteta
fluorescencije u prvih 5 s zapisa. Smatrano je da je ¢elija odgovorila na primenjeni tretman ukoliko
je vrednost normalizovanog signala fluorescencije (AF/Fy) bila jednaka ili veéa od 3 standardne
devijacije (SD) u trajanju od 5 s. Kako bi se opisala promena usled tretmana u odnosu na kontrolne
uslove, izradunate su povrsina ispod odgovora (AF/Fg-s) u trajanju od 100 s (u slu¢aju CNS-1IC),
300 s (u slucaju IgG), maksimalna amplituda (AF/Fy) i vreme dostizanja maksimalnog odgovora ().
Da bismo utvrdili efluks Ca** iz citoplazme astrocita odredili smo nagib silazne faze Ca** odgovora
pomocu linearnog podeSavanja (Palty et al., 2010; Parnis et al., 2013). PovrSina, maksimalna
vrednost amplitude, vreme dostizanja maksimalne amplitude, trajanje uzlazne faze, trajanje silazne
faze i nagib silazne faze citoplazmatskog Ca** odgovora su izratunati koris¢enjem MatLab softvera,
MS Excel-a i Clampfit softvera V11.0.3.

3.7. Merenje vanéelijskog ATP

Za merenje koncentracije ekstracelularnog ATP koje su oslobodile imunske celije ili
astrociti korid¢en je ATPLite™ kit (PerkinElmer, SAD). ATPLite™ kit je luminiscentni esej
zasnovan na merenju emitovane svetlosti koja nastaje kao proizvod u reakciji ATP prisutnog u
uzorku sa dodatim D-luciferinom i luciferazom kao katalizatorom. Emitovana svetlost je
proporcionalna koncentraciji ATP-a u ispitivanom uzorku.

Da bi se uporedila koli¢ina ATP koje oslobadaju CNS-IIC i periferne IC, oba tipa IC su
odrzavana u istim uslovima od trenutka izolacije do trenutka merenja kolic¢ine oslobodenog ATP.
Pred samo merenje su centrifugirane na 500 X g 5 min, a nakon toga resuspendovane u
vancelijskom rastvoru. U bunari¢e tamne ploge sa 96 bunari¢a je naliven jednak broj CNS-IIC i
perifernih imunksih ¢elija (50 000 ¢elija po bunaricu).

Da bi se izmerila koli¢ina ATP koju oslobode CNS-IIC i periferne IC, u plo¢u je naliveno
50 x 10® CNS-IIC ili perifernih IC. Da bi se izmerila koli¢ina ATP koji oslobode astrociti zasejano
je 3 x 10° astrocita po bunari¢u. Uspostavljena su 3 eksperimentalna uslova: kontrola — astrociti u
radnom vancelijskom rastvoru, astrociti tretirani sa 50 x 10® CNS-IIC, astrociti preinkubirani u 20
uM CGP37157 i tretirani sa 50 x 10° CNS-IIC.

U toku izvodenja eseja u bunarice sa celijama je dodato po 50 ul reagensa prema uputstvu
proizvodaca. Ploca je inkubirana u mraku 10 minuta, a potom je merena luminiscencija. ATP
standardi za odredivanje koncentracije ATP koje su otpustile imunske celije su pripremani svezi na
dan eksperimenta i koriS¢eni su za formiranje standardne krive na osnovu koje su izracunate
apsolutne vrednosti oslobodenog ATP od strane IC. Kori§éene koncentracije Na,ATP kao standarda
bile su u opsegu od 1 do 500 nM. U slucaju astrocita izmerene su relativne vrednosti oslobodenog
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ATP u razli¢itim eksperimentalnim uslovima i izrazene kao arbitrarne vrednosti (eng. arbitrary
units, A.U).

3.8. Imunofluorescentno obeleZavanje tkivnih preseka i éelija u
kulturi

3.8.1. Priprema tkiva

Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom injekcijom mesavine ketamina (100 mg/kg) i
ksilazida (20 mg/kg), transkardijalno perfundovane 0,9% rastvorom natrijum-hlorida (NaCl) kako
bi se uklonila krv iz tkiva CNS, a zatim 4% PFA u cilju fiksacije tkiva. Kicmena mozdina je
izolovana otvaranjem ki¢menog kanala laminektomijski. Tkivo je fiksirano u rastvoru 4% PFA
naredna 24 h, a zatim dehidratisano u rastvoru saharoze u 0,2 M PB rastu¢e koncentracije (10, 20 i
30%) kako bi se izvrsila krioprotekcija. Po zavrSenoj dehidrataciji, na kriostatu (Leica, Nemacka) su
iseCeni transverzalni preseci ki¢émene mozdine debljine 25 um. Preseci su ¢uvani na - 20°C do
upotrebe.

3.8.2. Imunohistohemija

Pre pocetka imunoboljenja, preseci su rehidratisani ispiranjem 2 puta u 0,01 M PBS. Kako
bi se srecilo vezivanje antitela za nespecificne epitope, preseci su inkubirani u rastvoru za
blokiranje (Tabela 4) 1 sat na sobnoj temperaturi. Preseci su potom inkubirani preko no¢i na +4°C u
rastvoru primarnih antitela (Tabela 2). Po ispiranju u PBS tri puta po 5 min na sobnoj temperaturi,
preseci su inkubirani u rastvoru sekundarnih antitela (Tabela 2) 2 h u mraku. Nakon ispiranja 3 puta
po 5 min preseci su pokriveni mukoadhezivnim medijumom Mowiol i pokrovnim staklima. Kao
negativna kontrola koriS¢eni su preseci koji su prosli istu manipulaciju, ali su inkubirani u rastvoru
bez primarnih antitela, a potom u rastvoru prethodno navedenih sekundarnih antitela.

3.8.3. Imunocitohemija

Celije su zasejane na kruzna stakla na prethodno opisan nadin. Dva dana po zasejavanju su
fiksirane u 4% PFA 30 min na sobnoj temperaturi. Isprane su 3 puta po 10 min u 0,01 M PBS i
inkubirane u rastvoru za blokiranje 45 min. Po zavrSenom blokiranju, ¢elije su inkubirane u rastvoru
odgovarajuéeg primarnog antitela preko noéi na + 4°C (Tabela 2). Celije se isprane tri puta po 10
minuta u 0,01 M PBS, a zatim inkubirane u rastvoru odgovarajuceg sekundarnog antitela (Tabela 2)
2 h u mraku na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja 3 puta po 10 min u 0,01 M PBS, inkubirane su u
rastvoru DAPI (1:4000 u 0,01 M PBS) 10 min kako bi se obojila jedra. Celije su isprane 5 puta po 5
minuta u 0,01 M PBS i pokrivene mukoadhezivnim medijumom Mowiol (Sigma Aldrich,
Nemacka).

3.8.4. Konfokalna mikroskopija

Mikrografije obelezenih preseka ki¢menih mozdina su snimljene na konfokalnom laserskom
skeniraju¢em mikroskopu (LSM 510, Carl Zeiss GmbH, Nemacka). Konfokalni sistem se sastoji od
uspravnog mikroskopa Axioskop 2 FS mot sa argonskim viselinijskim i dva helijum-neonska lasera.
Kori$¢eni su uljani objektivi Plan-Neofluar 40x N.A. 1.3 i Plan-Apochromat 63X N.A. 1.4.
Ekscitacija fluorofora je postignuta laserskom linijom argonskog lasera na 488 nm ili helijum
neonskih lasera na 543 ili 633 nm. Emisiona svetlost je razdvajana u razliite kanale upotrebom
NFT 545 dihroi¢nog ogledala. Razdvajanje emisione svetlosti zelenog dela spektra je postignuto
uskopojasnim filterom (eng. band pass, BP) 505 — 530 nm, crvenog dela spektra BP filterom 585 —
615 nm, a dalekocrvenog dela spektra Sirokopojasnim filterom (eng. long pass, LP) preko 630 nm.

Da bi se potvrdila ekspresija Cx-43 na astrocitima i ispitala proteinska ekspresija Cx-43 i
P2X7R i njihova kolokalizacija u lumbalnom regionu ki¢cmene mozdine EAE i kontrolnih pacova,
snimane su z-ravni (eng. z-stack) mikrografije sa z-intervalom od 1 um koris¢enjem 63X (N.A. 1.4)
objektiva sa uljanom imerzijom. KoriS¢eni su isti parametri akvizicije za EAE 1 odgovarajuce
kontrolne zivotinje. Ukupno je snimljeno po 4 kadra ventralne bele i sive mase po preseku, dok je
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po zvotinji ispitano 3 do 4 preseka. Upotrebom digitalnog uveli¢anja od 4 x snimljeni su kadrovi z-
ravni kako bi se ispitala distribucija astrocitnog Cx-43 i P2X7R fluorescentnog signala u
neposrednoj blizini infiltritanih CD4" T ¢elija.

Da bi se ispitao broj infiltriranih CD4" T éelija i njihova interakcija sa GFAP™ astrocitima,
mikrografije preseka lumbalnog regiona ki¢mene mozdine EAE pacova i odgovarajucih kontrola
gde su obelezeni CD4 i GFAP su snimljene upotrebom Leica DMI 6000 konfokalnog mikroskopa
(TCS SP5 11, Leica Microsystems, Nemacka). Ukupno je snimljeno 3 do 4 preseka kicmene
mozdine po Zivotinji. Snimane su z-ravni mikrografije sa z-intervalom od 0,9 um ukupne debljine
6,3 um.

3.8.5. Analiza mikrografija

Za analizu mikrografija koriséen je Fiji ImageJ softver (NIH, SAD). Broj CD4" T éelija koje
su se infiltrirale u belu i sivu masu kicmene mozdine EAE pacova je ru¢no izbrojan iz projekcije
maksimalnog intenziteta. Ove éelije su identifikovane kao CD4" krugovi pre¢nika priblizno 5 um.
Kako bi se procenila interakcija izmedu CD4" T ¢elija i astrocita obelezenih GFAP u beloj i sivoj
masi kicmene mozdine EAE pacova, analizirane su z-projekcije maksimalnog intenziteta od 7
uzastopnih optickih ravni: tri preseka iznad i ispod i fokalne ravni CD4" T ¢éelije. Iste ravni su
koris¢ene za analizu GFAP signala. CD4" T ¢elija je obelezena kao region od interesa (eng. region
of interest, ROI) u odnosu na koji je radena analiza. Zatim je primenjena Solova analiza u
inkrementima od 0,5 pm od centra ROI do preénika od 10 pm. Smatrano je da CD4" T ¢elija
interaguje sa astrocitom ukoliko je kruznica koja odgovara grani¢noj povr§ini CD4" T éeliji (3 um
od centra ROI) presecala GFAP signal. Broj CD4" T ¢elija koje interaguju sa astrocitima je
manuelno prebrojan i izrazen kao procenat od ukupnog broja infiltriranih CD4" T ¢elija.

Intenzitet fluorescentnog signala P2X7R i Cx-43 je izrazen kao integrisana gustina signala.
Kako bi se odredila kolokalizacija dva fluorescentna signala koris¢en je Just Another Colocalization
Plugin (JACoP) (Bolte and Cordeli¢res, 2006). Za potrebe kvantifikacije preklapanje
(kolokalizacija) Cx-43 i P2X7R, Cx-43 i GLT-1 i Cx-43 i GS fluorescentnih signala izracunat je
Pirsonov koeficijent korelacije (PCC). Prikazana PCC vrednost predstavlja srednju vrednost PCC
izraCunate za pojedinaéne preseke u z-projekciji debljine 7 — 10 pm.

Intenzitet i distribucija fluorescentnog signala P2X7R i Cx-43, kao i njihova kolokalizacija,
su dalje ispitani u definisanim ROI. Jedan ROI je odgovarao okruzenju CD4" T éelije, dok je drugi
pokrivao nasumi¢nu povr§inu bez imunske celije na istom preseku. Analiza je uradena za prec¢nik
od 3 do 20 pm od centra ROL. Iz analize je isklju¢ena povrsina koja odgovara samoj povrsini CD4"
T ¢elija koje su identifikovane kao krugovi polupre¢nika 5 um. Pozicija nasumi¢nih ROI je bila na
50 pm od centra ROI oko CD4" T ¢elije. Distribucija i intenziteta signala Cx-43 i P2X7R u okviru
ROI je odredena na z-projekciji maksimalnog intenziteta debljine 7 um koriséenjem opcije ,,Radial
Profile”. Za Solovu analizu je prvo odredena kolokalizacija Cx-43 i P2X7R signala. Napravljena je
maska kolokalizovanih piksela koja je koris¢éena za Solovu analizu, a analiza je radena u
inkrementima od 0,5 um od centra ROI. Broj kolokalizovanih Cx-43 i P2X7R signala koji
presecaju koncentri¢ne kruznice je normalizovan na poluprecnik odgovarajuce kruznice, a dobijena
vrednost je oznacena kao gustina. Analiza je uradena na svakom preseku iz z-projekcije debljine 7
um, a zatim je izraunata srednja vrednost gustine. Ukupno je analizirano 45 CD4" T ¢elija i 40
nasumi¢nih ROI iz 3 razlicite EAE zivotinje. Ista analiza je uradena i za nasumi¢ne ROl u
presecima kicmene mozdine kontrolne Zivotinje.

3.9. Izolacija proteina i odredivanje koncentracije

Za izolaciju proteina izolovane su ki¢mene mozdine EAE pacova u vrhuncu bolesti (ocena
3) i zdravih kontrolnih Zivotinja iste starosti. Lumbalni region kicmene mozdine je homogenizovan
u hladnom puferu za liziranje upotrebom ru¢nog homogenizera. Homogenati su sonifikovani na
ledu 30 s, inkubirani 15 min na ledu i centrifugirani 20 min pri brzini od 14 000 x g na + 4°C.
Supernatant koji sadrzi ukupnu proteinsku frakciju je odvojen za dalju upotrebu, a talog je odbacen.
Za odredivanje koncentracije proteina koris¢en je BCA Pierce Assay Kit (ThermoFisher Scientific,
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SAD). Uzorci su svedeni na istu koncentraciju od 2 mg/ml i denaturisani u Lemli puferu sa 1% f3-
merkaptoetanolom inkubacijom na 95°C 5 min. Uzorci su ¢uvani na - 80°C do upotrebe za Western
blot.

Za izolaciju proteina za Western blot, astrociti su zasejani u gustini od 10* éelija/cm?® na
Petrijeve posude precnika 35 mm. Po dostizanju konfluentnosti od 100%, isprane su toplim PBS, a
potom su upotrebom sterilne grebalice, skinute sa podloge u hladnom puferu za liziranje. Potom su
inkubirani 15 min na ledu uz mehani¢ku homogenizaciju nastavkom pipete od 200 pl na svakih 5
min, centrifugirani 20 min na 14000 x g na + 4°C, a nakon odredivanja koncentracije ukupnih
proteina u supernatantu, svedeni su na 1 mg/ml i denaturisani u Lemli puferu sa 1% pB-
merkaptoetanolom inkubacijom na 95°C 5 min. Uzorci su ¢uvani na - 80°C do upotrebe.

3.10. Koimunoprecipitacija

Ki¢mene mozdine EAE i kontrolnih pacova starosti 2 do 3 meseca su izolovane i izdvojen je
lumbalni region koji je homogenizovan u IP hladnom puferu za liziranje ru¢nim homogenizerom na
ledu, centrifugiran na 14 000 rpm 20 min na + 4°C i izdvojen je supernantant. Supernatant je
inkubiran sa Dynabeads™ magnentim kuglicama 90 min, kako bi se uklonili proteini koji
nespecificno interaguju sa kuglicama. Magnetne kuglice su izdvojene, a supernatant je sadrzao
ukupne proteine koris¢ene za imunoprecipitaciju. Koncentracija proteina je odredena prema
uputstvima proizvodaca upotrebom BCA eseja za odredivanje koncentracije proteina (BCA Pierce
Assay Kit, ThermoFisher Scientific, SAD), a zatim su uzorci razblazeni do koncentracije od 1
mg/ml. Za protokol imunoprecipitacije je izdvojeno 15 pl magnetnih kuglica po tubi koje su najpre
isprane 4 puta IP puferom za liziranje, a potom inkubirane u 300 ul rastvora za blokiranje, koji
sadrzi 5% BSA u IP puferu za liziranje, 75 min na sobnoj temperaturi na rotatoru. Nakon uklanjanja
rastvora za blokiranje magnetne kuglice su inkubirane sa 4 pg ze¢jeg anti-P2X7R primanog antitela
ili 1 pg kontrolnog ze¢jeg IgG u IP puferu za liziranje 2 h na rotatoru na sobnoj temperaturi.
Magnetne kuglice su isprane IP puferom za liziranje kako bi se uklonilo antitelo koje se nije vezalo,
a potom je dodato 300 pg ukupnih proteina po tubici i inkubirano na rotatoru na + 4°C preko noci.
Proteini su eluirani u Lemli puferu tokom 15 min na rotatoru, a potom je dodat 1% p-
merkaptoetanol 1 uzorci su denaturisani 5 min na 95°C. Uzorci su ¢uvani na -80°C do upotrebe.

3.11. Western blot

Za Western blot su koris¢eni proteini izolovani iz lumbalnog regiona ki¢mene mozdine EAE
i kontrolnih pacova, zatim iz primarnih astrocita u kulturi ili ukupni proteini i imunoprecipitati
dobijeni u IP protokolu. Jednake koli¢ine proteina (20 pg tkivnih proteina ili 10 pg celijskih
proteina) su nalivene na 8% ili 10% SDS-poliakrilamidni gel i razdvojeni elektroforezom u
denaturisu¢im uslovima. Proteini su upotrebom Trans-Blot Turbo Transfer (Bio-Rad Laboratories,
SAD) polu-suvog transfera sa gela prebaceni na PVDF membranu koja je prethodno aktivirana
inkubacijom u metanolu 1 min i isprana u dejonizovanoj vodi 2 min. PVDF membrana sa
proteinima je blokirana u 5% nemasnom mleku u TBST 2 h na sobnoj temperaturi na klackalici. Po
blokiranju, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im razblazenjem primarnog antitela u TBST sa
5% nemasnim mlekom preko noc¢i na + 4°C (Tabela 2). Membrane su isprane 3 puta po 10 minuta u
TBST i inkubirane u razblaZzenju sekundarnog antitela (Tabela 2) u TBST 2 h na sobnoj temperaturi
na klackalici. Zatim su isprane 3 puta po 10 min u TBST i vizualizovane upotrebom eseja za
hemiluminiscentnu detekciju (Western-ECL substrate) i ChemiDoc-It imager (UVP Systems,
SAD). Svi eksperimenti su radeni u duplikatu.

3.12. Statisticka analiza

Za analizu i prikazivanje rezultata koris¢eni su SigmaPlot V12.0 i GraphPad Prism V6 i V9
programi. Da bi se testirala Gausova distribucija dobijenih podataka koris¢en je Kolmogorov-
Smirnov test normalne raspodele. Podaci koji su pokazivali normalnu raspodelu i jednaku varijansu
(eng. equal-variance test) su podvrgnuti Studentovom t testu kako bi se utvrdila zna¢ajnost izmedu
grupa, u suprotnom je koris¢en neparametarski Mann-Whitney test ili Wilcoxon signed-rank test za
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eksperimente koji su radeni na istim Celijama. Za analizu viSe grupa radena je jednofaktorska
analiza varijanse (eng. one-way ANOVA) i Student Newman Keuls post hoc test. Za visestuko
poredenje izmedu grupa koriS¢ena je dvofaktorska analiza varijanse (eng. two-way ANOVA) i Sidak
post hoc test.

Na slikama 1 u opisima slika je prikazano koji je test koris¢en, odgovarajuc¢i nivo znacajnosti
(P vrednost), i veli¢ina uzorka. Razlike izmedu grupa koje su poredene i smatrane statisti¢ki
znacajnim ukoliko je P vrednost bila manja od 0,05. Podaci su prikazani kao srednja vrednost +
SEM ili SD. Grafi¢ki prikaz rezultata je uraden pomocu Corel Draw Graphic Suite 2018,
GraphPad Prism V6 i Sigma Plot V12.0.
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4. Rezultati

4.1. Efekat CNS-IIC na Ca®* homeostazu i purinsku signalizaciju
astrocita u kulturi

4.1.1. Uticaj CNS-IIC na dinamiku Ca®" u astrocitima

Astrociti formiraju mrezu kroz CNS i interaguju sa brojnim c¢elijskim tipovima u svom
okruZenju $to otezava ispitivanje njihove interakcije sa samo jednim ¢elijskim tipom. Da bi se na
nedvosmislen na¢in ispitala interakcija izmedu astrocita i CNS-IIC, upotrebljen je eksperimentalni
in vitro sistem koga ¢ine astrociti u Celijskoj kulturi i izolovane imunske ¢elije. CNS-IIC su
izolovane iz ki¢mene mozdine pacova u vrhuncu EAE (ocena 3 — 3,5) (Miljkovi¢ et al., 2011).
Rezultati ovih ogleda prikazani su na Slici 9. Upotrebom fluorescentnog indikatora Fluo-4 AM je
praéen nivo unutaréelijskog Ca®* u astrocitima u kulturi nakon susreta sa CNS-IIC koje su
aplicirane kroz perfuziju (Slika 9a). Testiran je efekat 5 x 10%, 25 x 10% i 50 x 10° ¢elija/ml CNS-
1IC na dinamiku Ca*" odgovora astrocita. Prema literaturnim podacima testirane koncentracije su u
opsegu broja infiltriranih ¢elija u tkivo CNS u EAE (Schldger et al., 2016). Najniza testirana
koncentracija CNS-IIC (5 x 10° ¢elija/ml) izazvala je Ca®* odgovor u svega 20% astrocita (Slika
9b). Povriina Ca?* odgovora astrocita koji su odreagovali na aplicirane CNS-IIC je bila znadajno
manja u odnosu na odgovor izazvan ve¢im koncentracijama CNS-IIC (Slika 9b, c). Koncentracija
¢elija koja je izazvala maksimalan odgovor je bila 25 x 10° Celija/ml, i dalje povecéanje
koncentracije na 50 x 10° éelija/ml nije menjalo povrsinu Ca** odgovora kao ni broj astrocita koji
su odreagovali (Slika 9b, c). U daljim eksperimentima je kori§¢ena koncentracija od 25 x 10°
¢elija/ml. Podatak da povrsina Ca?* odgovora zavisi od koncentracije apliciranih CNS-IIC ukazuje
da Ca?* signali posreduju u interakciji astrocita sa CNS-IIC (Slika 9c).

Specifi¢nost interakcije astrocita sa CNS-IIC je ispitana tako §to je uporeden Ca®* odgovor
na CNS-IIC sa Ca*" odgovorom astrocita u kontaktu sa imunskim ¢elijama koje su izolovane iz
cervikalnih limfnih &vorova EAE pacova (Periferne IC). Aplikacija Perifernih IC nije dovela do
Ca®* odgovora astrocita, dok je aplikacija CNS-IIC izazvala ocekivani Ca** odgovor koji uocen
11,312 £ 6,769 s (srednja vrednost = SD, n = 32 astrocita) od trenutka aplikacije i trajao je i nakon
prestanka aplikacije CNS-IIC (Slika 9d — ). Ca** odgovor astrocita nakon susreta sa CNS-IIC je bio
konzistentan i ponovljiv, astrociti su reagovali Ca** odgovorom sli¢nih karakteristika kada se izloze
CNS-TIC dva puta za redom u kratkom vremenskom intervalu (Slika 9g, h).

U cilju utvrdivanja da li Ca®* odgovor izaziva direktna ¢elija-Celija interakcija izmedu
astrocita i CNS-IIC ili solubilni faktori poreklom iz imunskih éelija (Goverman, 2009; Mayo et al.,
2012), ispitan je Ca*" odgovor astrocita nakon aplikacije CNS-IIC i CNS-IIC-kondicioniranog
medijuma koji je dobijen uklanjanjem CNS-IIC centrifugiranjem. Suspenzija CNS-IIC i CNS-IIC-
kondicionirani medijum su do eksperimenta odrzavani u istim uslovima. Primena CNS-IIC-
kondicioniranog medijuma je izazvala 52% manji Ca®* odgovor u odnosu na Ca®* odgovor izazvan
CNS-IIC (Slika 9K). Opisani rezultati ukazuju da CNS-IIC u neposrednoj blizini astrocita direktnom
interakcijom izazivaju brze promene unutarcelijskog Ca?* u astrocitima. Dodatno je ispitano da li
postoji razlika u Ca** odgovoru astrocita na CNS-IIC poreklom iz muZjaka i Zenki i ustanovljeno je
da je Ca** odgovor sli¢an i da pol Zivotinje iz koje su izolovane imunske ¢elije nema uticaj na ovaj
fenomen (Slika 10).
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Slika 9. Direktna aplikacija CNS-IIC izaziva Kalcijumski odgovor astrocita. (a) (Gore) Shema
eksperimentalnog dizajna za proucavanje dinamike Ca®* odgovora u astrocitima u kulturi po izlaganju CNS-
IIC izolovanim iz ki¢mene mozdine EAE pacova. (U sredini) Primer astrocita u kulturi obelezenih markerom
astrocita GFAP (zeleno) i jedara DAPI (plavo). Skala je 50 pm. (Dole) Prikaz CNS-IIC obeleZenih Fluo-4
(zuto) u blizini astrocita u kulturi po njihovoj aplikaciji kroz perfuziju. Skala je 20 um. (b) (Gore)
Reprezentativni primeri zapisa Ca** odgovora astrocita na aplikaciju CNS-IIC koncentracija 5 x 10° (levo),
25 x 10% (u sredini) i 50 x 10° ¢elija/ml (desno). (Dole) Procenat astrocita koji su odgovorili na aplicirane
CNS-IIC naznagenih koncentracija. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = SD i broj ¢elija koje su
odgovorile u odnosu na ukupan broj analiziranih astrocita iz tri nezavisna eksperimenta. N = 3 EAE pacova.
(c) Na grafiku su prikazani kvantifikovani Ca** odgovori astrocita koji su prikazani pod (b) (jednofaktorska
ANOVA, p < 0,001 i Dunn post hoc test: p = 0,036 za 5 x 10? ¢elija/ml u odnosu na 25 x 10° éelija/ml, p <
0,001 za 25 x 10° ¢elija/ml u odnosu na 50 x 10° ¢éelija/ml, p < 0,001 za 5 x 10° éelija/ml u odnosu na 50 x
10° ¢elija/ml). (d) Primeri mikrografija astrocita obelezenih Fluo-4 pre (levo), u toku aplikacije perifernih IC
(u Sredini) i u toku aplikacije CNS-IIC (desno) iz EAE pacova (oba tipa IC su aplicirani u koncentraciji od
25 x 10% ¢éelija/ml). Skala je 20 um. (e) (Levo) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + SD procenta
astrocita koji su odgovorili na Periferne IC, a potom i na CNS-IIC od ukupnog broja analiziranih iz 4
nezavisna eksperimenta. N = 4 EAE pacova. (Desno) Prikazani zapis predstavlja srednju vrednost svih
zapisa astrocita koji su odgovorili na aplicirane ¢elije. (Dole) Ca*" promene individulanih astrocita kodirane
bojom koja odgovara intenzitetu fluorescentnog signala. (f) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + SD
Ca®* odgovora astrocita u eksperimentu prikazanom pod e (Wilcoxon signed-rank test, p < 0,001 (g) (Levo)
Shematski prikaz dve aplikacije 25 x 10° ¢elija/ml CNS-IIC za redom. (Desno) Primeri zapisa Ca*" odgovora
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12 astrocita posle prve i druge aplikacije CNS-IIC. (h) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + SD Ca?*
odgovora astrocita iz eksperimenta pod g (Wilcoxon signed-rank test, p = 0.144) iz 3 nezavisha
eksperimenta. (i) Shematski prikaz merenja Ca®* odgovora astrocita u prisustvu CNS-IIC i CNS-IIC-
kondicioniranog medijuma. (j) (Levo) Primeri astrocita obelezenih Fluo-4 indikatorom nakon primene CNS-
IIC ili CNS-IIC-kondicioniranog medijuma. (Desno) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti £ SD
procenta astrocita koji su odgovorili od ukupnog broja analiziranih iz pet ili Sest nezavisnih eksperimenata
(Studentov t test p < 0,001). N = 4 EAE pacova. Skala je 20 pm. (k) (Levo) Primeri zapisa dobijenih
registrovanjem Fluo-4 signala iz pojedinagnih astrocita. (Desno) Na grafiku su prikazane Ca”* promene u
astrocitima prouzrokovane CNS-IIC i CNS-IIC-kondicioniranim medijumom (Mann-Whitney Rank Sum
testom, p = 0,005). Centralna linija na grafiku prikazuje medijanu, centralna tacka srednju vrednost, granice
definiSu gornji i donji kvartil, a grani¢nici oznacavaju minimalnu i maksimalnu vrednost. Prazni krugovi
predstavljaju nezavisne eksperimente. Sivi krugovi predstavljaju astrocite. Sivi pravougaonici predstavljaju
vremenski interval kada su aplicirane CNS-IIC. n je broj ¢elija koje su odgovorile.
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Slika 10. Kalcijumski odgovor astrocita izazvan aplikacijom CNS-IIC koje su izolovane iz ki¢menih
moZdina Zenki i muZjaka EAE pacova. (a) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti £ SD procenta
astrocita koji su odgovorili poveéanjem unutaréelijskog Ca®* na CNS-IIC koje su izolovane iz ki¢mene
mozdine enke EAE pacova (N = 8) i na CNS-IIC koje su izolovane iz ki¢mene mozdine muZjaka EAE
pacova (N = 6). Predstavljen je broj astrocita koji su odgovorili u odnosu na ukupan broj analiziranih
astrocita iz 8 do 10 eksperimenata za svaki prikazani uslov (Studentov t test, p = 0,481). Prazni krugovi
predstavljaju nezavisne eksperimente. (b) Na grafiku je priakzano poredenje povrsine odgovora astroglijalnih
Ca”* promena uzrokovanih CNS-IIC iz Zenke ili muZjaka EAE pacova (Mann-Whitney Rnak Sum testom, p =
0,977). n je broj astrocita koji su reagovali. Aplicirano je 25 x 10° éelija/ml CNS-IIC.

4.1.2. Poveéanje unutaréelijskog Ca”" u astrocitima nakon susreta sa CNS-IIC

ne zavisi od metabotropnih glutamatnih receptora i TRPA1 kanala

Jedan od pokretata promene unutaréelijske koncentracije Ca?* u astrocitima mogu biti
glutamatni metabotropni receptori spregnuti sa proteinom G (mGluR1 i mGIuRS5) ¢ija aktivacija
dovodi do oslobadanja Ca?" iz unutaréelijskih depoa (Araque et al., 2014). Drugi ¢est mehanizam
koji dovodi do influksa Ca®* u astrocit je aktivacija mehanosenzitivnih katjonskih kanala u osnovi
prolaznog receptorskog potencijala podfamilije A, ¢lan 1 (eng. transient receptor potential Al
Transient receptor potential cation channel, subfamily A, member 1, TRPAL1) (Shigetomi et al.,
2013a). Stoga su primenjeni specifi¢ni blokatori ovih receptora i kanala da bi se ispitala njihova
uloga u Ca** odogovoru astrocita u prisustvu CNS-IIC (Slika 11a). Blokiranje mGIuR1 primenom
100 uM CPCCOEt (Slika 11b — d), mGIuR5 dodavanjem 50 uM MPEP (Slika 11e —-h) ili TRPAL
dodavanjem 10 uM A967079 (Slika 11i — k) nije uticalo na Ca?* odgovor astrocita po aplikaciji
CNS-IIC. Uogeni porast unutaréelijskog Ca®* je sli¢nih karakteristika kao u kontrolnim uslovima
bez blokatora (Slika 11d, h, k). Procenat astrocita koji su odreagovali na CNS-IIC je takode sli¢an u
odnosu na kontrolu (Slika 11b, f, i). Prikazani rezultati pokazuju da uo¢ena promena Ca?* odgovora
usled interakcije astrocita i CNS-IIC ne zavisi od aktivacije mGIuR1, mGIuR5 i TRPA1L, veé
ukljucuje drugi mehanizam.

38



Kontrola mGIuR1 blok

) Kontrola 54/56
.:: ECS / Blokatori
@ -
aéauksacijg\,. P=0.247
NS-Il = S A~ o,
?& o CPCCOEt | 50/56
Astrociti
0 20 40 60 80100
Procenat astrocita koji
su reagovali
C  CNs-IC d 1007 pP=0907 e
80 n=54 n =50 Kontrola mGIuR5 blok
w
mGIuR1 A 1601
blok \ e
401
50% <
201
Kontrola CPCCOEt AF/F,
b N o :
60 s Kontrola CPCCOEt
f 9  cnsae h 10 P=0.266
80 n=55 n=51
Kontrola 55/59 \ ? 6o
_ mGIuR5 LEL T
Sooo P=0.198 blok \ 5 401
MPEP 515 L .
Kontrol MPEP \\AZF" 21
0 20 40 60 80 100 i — s " T
Procenat astrocita 60s Kontrola ~ MPEP
koji su reagovali
Kontrola ‘I
P=0.886 ) P=0477
N CNS-IIC 1007 —— —
42/45  35/39 n=42 n=35
= = 1001 801
8 ¢ "
7 8 TRPA1 ;601
5 © 601 blok T
53 401 50% | <140
S 1m, AFIF, -
& =< 201 Kontrola A967079
o 0
Kontrola A967079 60s Kontrola ~ A967079

Slika 11. Kalcijumski odgovor astrocita nakon aplikacije CNS-IIC ostaje nepromenjen u prisustvu
blokatora mGIuR1, mGIuR5 i TRPA1L. (a) Shema eksperimentalnog dizajna snimanja Ca®* odgovora
astrocita po apliciranju 25 x 10° CNS-IIC/ml bez ili u prisustvu blokatora (100 uM CPCCOEt, 50 uM MPEP
ili 10 pM A967079). (b) Primeri mikrografija astrocita obelezenih Fluo-4 Ca”" indikatorom nakon aplikacije
CNS-IIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu blokatora mGluR1 (desno). Na grafiku su prikazane srednje
vrednosti + SD procenta astrocita koji su odgovorili u kontrolnim uslovima i u prisustvu mGIluR1 blokatora
(CPCCOEt) (desno), N = 3 EAE pacova (Studentov t test, p = 0,247). (c) Primeri zapisa reprezentativnih
Ca’®* odgovora astrocita izazvanih CNS-IIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu CPCCOEt. (d) Na grafiku su
uporedene Ca** promene u astrocitima izavane CNS-IIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu CPCCOEt
(Studentov t test, p = 0.907). (e) Primeri mikrografija astrocita obelezenih Fluo-4 u toku primene CNS-IIC u
kontrolnim uslovima i nakon blokiranja astroglijalnog mGIuR5 upotrebom MPEP. (f) Na grafiku su
prikazane srednje vrednosti + SD procenata astrocita koji su odgovorili u kontrolnim uslovima i u pisustvu
MPEP nakon izlaganja CNS-IIC, N = 3 EAE pacova (Studentov t test, p = 0,198). (g, h) Reprezentativni
primeri zapisa (pod @) i grafik (pod h) na kom su prikazane Ca®* promene u astrocitima nakon aplikacije
CNS-IIC u kontrolnim uslovima ili u prisustvu MPEP (Mann-Whitney Rank Sum testom, p = 0.266). (i)
Primeri mikrografija astrocita obelezenih Fluo-4 Ca®* indikatorom nakon izlaganja CNS-IIC u kontrolnim
uslovima i u prisutstvu blokatora TRPAL1 A967079 (levo). Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = SD
procenata astrocita koji su odgovorili na prisustvo CNS-IIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu blokatora
A967079, N = 4 EAE pacova (desno) (Mann-Whitney Rank Sum testom, p = 0,477). Prazni krugovi
predstavljaju nezavisne eksperimente. Sivi pravougaonici obeleZavaju interval u kom su aplicirane CNS-IIC.
Skala je 20 um. n je broj astrocita koji su odreagovali od ukupnog broja analiziranih.
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4.1.3. CNS-IIC izazivaju Ca’* odgovor u astrocitima putem aktivacije P2X7R

P2 purinski receptori uéestvuju u odgovoru astrocita na patofizioloSke stimuluse, a kao
posledica njihove aktivacije dolazi do poveéanja unutaréelijske koncentracije Ca?* (Franke et al.,
2012). 1z navedenih razloga je ispitano da li P2 grupa receptora posreduje u Ca®* odgovoru astrocita
na prisustvo CNS-IIC u njihovoj neposrednoj blizini primenom selektivnih blokatora ovih receptora
na astrocitima (Slika 12a). Blokiranje P2 receptora neselektivnim blokatorom PPADS (50 uM) je
redukovalo broj astrocita koji su odreagovali na prisustvo CNS-IIC za 56% (Slika 12b). Povrsina
Ca®* odgovora astrocita koji su odgovorili na prsustvo CNS-IIC u prisustvu PPADS je smanjena za
60% u odnosu na kontrolne uslove (Slika 12c, d). Ovaj rezultat je ukazao da purinski receptori
udestvuju u Ca** promenama u astrocitima koje su uzrokovane interakcijom sa CNS-IIC. Da bi se
odredilo koji tip P2 receptora ucestvuje u ovoj interakciji testirani su efekti blokiranja P2Y;
metabotropnih receptora koji su potentni stimulatori oslobadanja Ca®* iz unutra$njih depoa (Butt,
2011) upotrebom selektivnog blokatora MRS 2179 (10 uM). Blokiranje P2Y; receptora nije uticalo
na Ca’* odgovor astrocita na aplicirane CNS-IIC. Broj éelija koje su odreagovale i intenzitet
odgovora su bili sli¢ni kao u kontrolnim uslovima bez blokatora (Slika 12e — g). Jonotropni P2X7R
koji dovode do poveéanja unutaréelijske koncentracije Ca?* propustanjem ovog jona iz vancelijske
sredine u éeliju su ukljudeni u Ca®" odgovor astrocita u toku inflamacije (Amadio et al., 2017;
Narcisse et al., 2005). 1z tog razloga je blokiran P2X7R na astrocitima upotrebom specifi¢énog
blokatora A438079 (10 uM). Broj astrocita koji je odgovorio na CNS-IIC u prisustvu A438079 je
bio 72% manji u odnosu na kontrolne uslove, dok je povrsina Ca** odgovora u éelijama koje su
odgovorile bila 74% nizi u odnosu na kontrolu (Slika 12h — j). Kratka aplikacija niske koncentracije
(5 uM) BzATP, agonista P2X7R, u trajanju od 5 s je izazvala Ca?* odgovor sli¢nih karakteristika
kao porast uzrokovan CNS-IIC (Slika 12k, I). Ovi rezultati ukazuju da je Ca®* odgovor u
astrocitima do kojeg dovode CNS-IIC prvenstveno posledica aktivacije astrocitnog P2X7R.

4.1.4. Aktivacija astroglijalnog P2X7R i poveéanje unutaréelijskog Ca* po

izlaganju CNS-TIC je posredovano astroglijalnim hemikanalima

Astrociti su glavni proizvoda¢i ATP u CNS (Franke et al., 2012), ali imunske ¢elije takode
oslobadaju ovaj molekul (Burnstock and Knight, 2018), sto otezava rasvetljavanje mehanizma
aktivacije astroglijalnog P2X7R pri kontaktu sa CNS-IIC. Upotrebom hemiluminiscentnog
luciferin-luciferaza eseja je izmerena koli¢ina vancelijskog ATP koji oslobadaju CNS-IIC i
periferne IC da bi se utvrdilo da li ATP osloboden od strane CNS-IIC aktivira astroglijalni P2X7R
(Slika 13a). Koncentracija vancelijskog ATP oslobodena od strane CNS-IIC je bila sli¢na onoj
oslobodenoj od strane perifernih IC (Slika 13a), $to je ukazalo da CNS-IIC nisu izvor ATP koji
aktivira astrocitni P2X7R.

Da bi se ispitalo da li astrociti oslobadaju ATP pri izlaganju CNS-IIC, ispitan je uticaj
blokade puteva njegovog oslobadanja (Slika 13b). Primena brefeldina A koji spreava vezikularno
oslobadanje ATP (Bref. A, 2 pg/ml) (Bowser and Khakh, 2007), astrocitni odgovor nakon
aplikacije CNS-IIC je bio sli¢an kao u kontrolnim uslovima (Slika 13¢c — e). Sa druge strane,
primena karbenoksolona (CBX, 50 puM) koji sprec¢ava oslobadanje ATP kroz hemikanale (Chever et
al., 2014; Delekate et al., 2014; Kang et al., 2010) je smanjila proporciju astrocita koji su
odreagovali na CNS-IIC za 56%, kao i povriinu samog odgovora za 65% u poredenju sa
odgovorom na prisustvo CNS-IIC u kontrolnim uslovima (Slika 13f —h). CBX nije spregio odgovor
astrocita na vancelijski dodat ATP, 3to dodatno potvrduje da je Ca®* odgovor astrocita na CNS-1IC
posredovan ATP oslobodenim iz samih astrocita (Slika 131). Takode, ovi rezultati pokazuju da
aplikacija CNS-IIC promovise oslobadanje ATP kroz astroglijalne hemikanale, koji dovodi do
aktivacije P2X7R i do porasta unutaréelijskog Ca®* u astrocitima.
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Slika 12. P2X7R posreduje u Ca* odgovoru astrocita na prisustvo CNS-IIC. (a) Shema
eksperimentalnog dizajna Ca®* oslikavanja astrocita u toku aplikacije 25 x 10% éelija/ml u kontrolnim
uslovima i u prisustvu blokatora purinskih receptora (50 uM PPADS, 10 uM MRS2179 ili 10 uM A438079).
(b) Ca* promene individualnih astrocita izazvane CNS-IIC su obelezene bojama prema intenzitetu
fluorescentnog signala u kontrolnim uslovima i posle primene PPADS. (Dole) Na grafiku su prikazane
srednje vrednosti + SD procenta astrocita koji su odgovorili na prisustvo CNS-11C kao i broj astrocita koji su
odgovorili od ukupnog broja analiziranih iz Cetiri ili pet nezavisnih eksperimenata za svaki testirani uslov, N
= 3 EAE pacova (Studentov t test, p < 0,001). (c) Reprezentativni zapisi Ca** odgovora u astrocitima
izazvanog CNS-IIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu PPADS. (d) Na grafiku je prikazana povrsina Ca®*
odgovora u astrocitima uzrokovanih CNS-IIC u eksperimentu prikazanom pod b (Mann-Whitney Rank Sum
test, p < 0,001). (e) Ca** promene individualnih astrocita izazvane CNS-IIC kodirane bojama prema
intenzitetu Fluo-4 signala u kontrolnim uslovima i posle primene MRS2179. (Dole) Na grafiku su prikazane
srednje vrednosti + SD frakcije astrocita koji su odgovorili, N = 3 EAE pacova (Studentov t test, p < 0,901).
(f) Reprezentativni zapisi porasta Ca®* u astrocitima izazvanog CNS-TIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu
MRS2179. (g) Na grafiku je prikazana povrsina Ca** odgovora u astrocitima uzrokovanog CNS-IIC u
eksperimentu prikazanom pod b (Mann-Whitney Rank Sum test, p = 0.418). (h) (Levo) Ca** promene
individualnih astrocita izazvane CNS-IIC obelezene su bojama prema intenzitetu fluorescentnog signala u
kontrolnim uslovima i posle primene A438079. (Desno) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + SD
frakcija astrocita koji su odgovorili na prisustvo CNS-IIC u prisustvu A438079 i u kontrolnim uslovima, N =
3 EAE pacova (Studentov t test, p = 0,002). (i) Reprezentativni zapisi porasta Ca®* u astrocitima koji je
izazvan CNS-IIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu A438079. (j) Na grafiku je prikazana povrsina Ca®*
odgovora astrocita uzrokovanog CNS-IIC u eksperimentu prikazanom pod i (Mann-Whitney Rank Sum
testom, p < 0,001). (k) Reprezentativni zapis poveéanja unutaréelijskog Ca** u astrocitima usled primene
BzATP. (i) Na grafiku je prikazana povrsina Ca** odogovora astrocita na BzATP i CNS-IIC iz tri nezavisna
eksperimenta (Mann-Whitney Rank Sum test, p = 0.541), N = 3 EAE pacova. Grafik je objasnjen u opisu
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Slike 9. Prazni krugovi pyedstavljaju nezavisne eksperimente. Sivi pravougaonici predstavljaju interval u
kom su aplicirane CNS-IIC. n je broj astrocita koji su odgovorili od ukupnog broja analiziranih.
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Slika 13. Aktivacija P2X7R i kalcijumski odgovor u prisustvu CNS-IIC je posredovan astrogliajlnim
hemikanalima. (a) (Levo) Shema eksperimentalnog dizajna za merenje koli¢ine oslobodenog ATP iz CNS-
IIC i Perifernih IC upotrebom luciferin-luciferaza hemiluminiscentnog bioeseja. (Desno) Na grafiku je
prikazano poredenje koli¢ine oslobodenog ATP iz CNS-IIC i Perifernih IC (Studentov t test, p = 0,570, N =
8 EAE pacova; 8 nezavisnih merenja za svaku grupu). (b) Shema eksperimentalnog dizajna za pracenje Ca**
odgovora astrocita u toku aplikacije CNS-IIC u kontrolnim uslovima i u prisustvu brefeldina A (2 pg/ml
Bref. A) ili karbenoksolona (50 uM CBX) koji sprecavaju oslobadanje ATP iz astrocita. () (Levo) Primeri
mikrografija astrocita obeleZenih Fluo-4 Ca”" indikatora u toku aplikacije CNS-IIC u kontroli i posle
tretmana Bref. A. (Desno) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + SD procenta astrocita koji su
odgovorili i broj astrocita koji su odgovorili od ukupnog broja analiziranih iz tri ili Cetiri nezavisna
eksperimenta za svaki ispitani uslov, N = 3 EAE pacova (Studentov t test, p = 0,398). (d) Reprezentativni
zapisi Ca?" odgovora astrocita izazvani CNS-IIC u kontroli ili posle tretmana Bref. A. (e) Na grafiku su
prikazane Ca®* promene u astrocitima uzrokovane CNS-IIC iz eksperimenta pod ¢ (Mann-Whitney Rank Sum
test, p = 0,510). (f) (Levo) Primeri mikrografija astrocita obelezenih Fluo-4 Ca®* indikatorom u toku
42



aplikacije CNS-IIC u kontroli i u prisustvu CBX. (Desno) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti + SD
procenat astrocita koji su odgovorili i broj astrocita koji su odgovorili od ukupnog broja analiziranih iz tri ili
Cetiri nezavisna eksperimenta za svaki ispitani uslov, N = 3 EAE pacova (Studentov t test, p = 0,012). (g)
Reprezentativni zapisi Ca** odgovora astrocita uzrokovanog CNS-IIC u kontroli ili posle tretmana CBX. (h)
Na grafiku je prikazana povriina Ca®* odgovora astrocita uzrokovanog CNS-TIC iz eksperimenta pod f
(Mann-Whitney Rank Sum test, p = 0,004). (i) Primeri zapisa Ca*" odgovora pet astrocita koji prikazuju
karakteristike Ca®* promena izazvanih CNS-IIC, a potom i ATP (oznaden plavim pravougaonikom) u
prisusutvu CBX. Grafici su objasnjeni u opisu Slike 9. Prazni krugovi predstavljaju nezavisne eksperimente.
Sivi pravougaonik oznagava interval CNS-IIC aplikacije. n je broj astrocita koji su odgovorili. Skala: 20 um.

4.15. CD4" T ¢elije infiltrirane u CNS interaguju sa astrocitima i izazivaju Ca®*

odgovor

CD4" T ¢elije su najbrojnije ¢elije medu izolovanim CNS-IIC i igraju bitnu ulogu u
progresiji EAE (Miljkovié et al., 2011) zbog &ega je ispitano da li su upravo CD4" T ¢éelije
odgovorne za Ca** odgovor astrocita. CD4" T ¢elije (CD4* CNS-ITC) su odvojene od ostatka CNS-
IIC izolata (CNS-IIC bez CD4" ITC), a citofluorimetrijska analiza je pokazala da ¢ine oko polovinu
ukupnih izolovanih CNS-IIC (40,9% =+ 11,5%, srednja vrednost = SD, N = 6 EAE pacova, 6
nezavisnih merenja). U eksperimentu pra¢enja dinamike Ca’* odgovora je aplicirano 25 x 10°
éelija/ml CD4" ITC ili CNS-11C bez CD4" ITC (Slika 9b, c). Aplicirane CD4" CNS ITC izazvale su
Ca’* odgovor astrocita veée povriine u odnosu na CNS-IIC bez CD4" ITC, takode aplikacija CNS-
1IC bez CD4" ITC je izazvala Ca?* odgovor manjeg broja astrocita u odnosu na aplikaciju CD4*
ITC (Slika 14a, b). Astroglijalna Ca?* promena kao odgovor na aplicirane CD4* CNS ITC je bila
9,1 puta veéa u odnosu na odgovor izazvan CNS-IIC bez CD4* ITC (Slika 14c). Karakteristike Ca**
odgovora astrocita na CD4" CNS ITC su bile sli¢nih karakteristika kao odgovor uo¢en po primeni
CNS-TIC (Slika 14c). Zajedno, ovi rezultati ukazuju da su autoreaktivne CD4" T éelije odgovorne
za Ca** odgovor astrocita u kulturi.
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Slika 14. CD4" T ¢elije infiltrirane u CNS su odgovorne za poveéanje unutaréelijskog Ca”" u
astrocitima u kulturi. (a) Primeri mikrografija astrocita obelezenih Fluo-4 Ca** indikatorom pre (levo), u
toku aplikacije 25 x 10% éelija /ml CD4* CNS ITC (u sredini) i u toku aplikacije 25 x 10° éelija /ml CNS-IIC
bez CD4" ITC (desno). Skala: 50 um. (b) (Levo) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = SD procenta
astrocita koji su odgovorili na aplicirane CD4" CNS ITC, apotom na CNS IIC bez CD4" ITC i broj astrocita
koji su odgovorili od ukupnog broja analizirnih iz tri nezavisna eksperimenta za svaki prikazani uslov
(Studentov t test, p = 0,022, N = 3 EAE pacova). (Desno) Zeleni zapis predstavlja srednju vrednost promene
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Ca”* svih astrocita koji su odgovorili na CD4" CNS ITC, a potom na CNS IIC bez CD4" ITC. (Dole) Ca®*
promene individualnih astrocita obelezene su bojom koja odgovara intenzitetu Fluo-4 signala. (c) Na grafiku
je prikazana povrsina Ca** odgovora astrocita posle aplikacije CD4" CNS ITC i CNS-IIC bez CD4" ITC
(Wilcoxon signed-rank test, p < 0,001) i posle primene CNS-IIC (Mann-Whitney Rank Sum test, p = 0,323).
Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + SD. (d) Konfokalne slike prikazuju z-projekciju maksimalnog
intenziteta preseka ki¢mene mozdine EAE pacova gde su obelezene CD4" T ¢elije (anti-CD4+, magenta) i
astrociti (anti-GFAP, zeleno). Infiltrirane CD4" T éelije su rasporedene u parenhimu CNS tkiva i okruZene su
astrocitima. Skala: 20 um. Na grafiku su prikazane srednje vrednosti = SD gustine infiltriranih CD4" T ¢éelija
u kicmenoj mozdini EAE pacova (N = 3 EAE pacova). Analizirana su 3 do 4 preseka kicmene mozdine po
zivotinji (oznaeni kvadrati¢ima). (e, f) Konfokalne mikrografije (pod d) i ortogonalne projekcije (pod e)
obelezenih CD4" T éelija (magenta) i GFAP" astrocita (zeleno) u sivoj (u crvenom pravougaoniku) i beloj
masi (u plavom pravougaoniku) ki¢mene mozdine EAE pacova. Slike su prikazane kao projekcije
maksimalnog intenziteta debljine 6,3 um. Skala: 10 um. (Dole) Na grafiku su prikazane srednje vrednosti +
SD procenta infiltriranin CD4" T éelija koje interaguju sa GFAP" astrocitima u u beloj i sivoj masi ki¢mene
mozdine EAE pacova. N = 3 EAE pacova, analizirana su 3 do 4 preseka kicmene mozdine po zivotinji
(obelezeni kvadratom). Grafici su objaSnjeni u opisu Slike 9. Prazni krugovi predstavljaju nezavisne
eksperimente. Sivi pravougaonici obelezavaju interval aplikacije imunskih ¢elija. Sivi krugovi predstavljaju
pojedinacne astrocite. n je broj astrocita koji su odreagovali.

Infiltrirane CD4" T éelije se kreéu kroz parenhim CNS (Schliger et al., 2016) i na svom
putu se mogu sresti sa astrocitima. Da bi se ispitala prostorna distribucija CD4" T ¢elije u odnosu na
astrocite u kicmenoj mozdini EAE pacova, ova dva ¢elijska tipa su imunohistohemijski obelezeni.
Uoceno je da su CD4" T ¢éelije u parenhimu kiémene mozdine u neposrednoj blizini GFAP*
astrocita (analiza je pokazala da je znac¢ajan procenat CD4" T éelija infiltriranih u CNS u direktnom
kontaktu sa GFAP™ astrocitima (Slika 14d, e, f)). Ovaj rezultat ukazuje da se interakcija izmedu
astrocita i CD4" T ¢elija desava u toku inflamacije CNS koja odlikuje EAE.

4.2. Sprega astroglijalnih P2X7 receptora, pB3-integrina i koneksina-
43 posreduje u meducelijskoj interakciji astrocita sa autoreaktivnim
imunskim celijama u EAE

4.2.1. Ekspresija P2X7R je smanjena u kiémenoj moZdini EAE pacova, dok se

ekspresija Cx-43 ne menja

Posto je pokazano da P2X7R posreduje u direktnoj interakciji astrocita sa CNS-IIC u in
vitro sistemu, kao i da njegovu aktvaciju pokre¢e ATP osloboden kroz astroglijalne hemikanale,
ispitana je ekspresija P2X7R i Cx-43 u ki¢menoj mozdini EAE pacova u odnosu na zdravu kontrolu
primenom Western blot metode i imunohistohemije. Kao marker astrocita je koris¢en Cx-43 jer je
eksprimiran u ¢elijskoj membrani astrocita (Scemes et al., 2000; Suadicani et al., 2003). Najpre je
imunohistohemijskom analizom utvrdeno da je Cx-43 exprimiran u astrocitima. U ovim
eksperimentima smo pokazali da Cx-43 kolokalizuje sa glutamin sintetazom (GS) a narocito sa
glutamatnim transporterom (GLT-1), koji su markeri astrocita (Slika 15).
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Slika 15. Koneksin-43 kolokalizuje sa astroglijalnim markerima glutamin sintetazom (GS) i
glutamatnim transporterom-1 (GLT-1). (a) (Levo) Konfokalne mikrografije preseka sive mase lumbalnog
regiona EAE ki¢mene mozdine gde su obelezeni Cx-43 (zeleno) i GS (magenta). (Desno) Na grafiku je
prikazan Pirsonov koeficijent kolokalizacije (PCC) za Cx-43 i GS signale. Skala je 20 um. (b) Konfokalne
mikrografije preseka sive mase lumbalnog regiona ki¢mene mozdine gde su imunofluorescentno obeleZeni
Cx-43 (zeleno) i GLT-1 (magenta) u kontrolnoj i EAE zivotinji. Beli kvadrat odgovara uveli¢anom regionu
koji je prikazan desno, skala je 5 um. Kvadrati obelezeni brojevima (1, 2) odgovaraju uveli¢anim regionima
prikazanim desno, skala je 2 um. Linijski profil intenziteta Cx-43 i GLT-1 fluorescentnih signala koji su
izmereni duz isprekidanih belih linija. Na graficima je prikazana vrednost PCC u Kontroli i EAE. N je broj
analiziranih Zivotinja. Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SE.
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Slika 16. U ki¢menoj moZdini EAE pacova ekspresija P2X7 receptora se smanjuje, a ekspresija Cx-43
se ne menja. (a) Reprezentativni imunoblotovi prikazuju ekspresiju P2X7R i Cx-43 u lumbalnom regionu
ki¢mene mozdine Zenki i muzjaka kontrolnih i EAE pacova. GAPDH je koris¢en kao kontrola nalivanja
uzoraka. (b, ¢) Na grafiku je prikazano poredenje proteinske ekspresije P2X7R (pod b) i Cx-43 (pod c) u
lumbalnom regionu ki¢mene mozdine zdravih kontrolnih (N = 8) i EAE Zivotinja (N = 8) (P < 0,001 za
P2X7R, P = 0,130 za Cx-43, Mann Whitney Rank Sum test). Kvadrati predstavljaju vrednosti dobijene za
pojedinaéne muzjake, a trouglovi za pojedina¢ne Zenke. (d) Reprezentativne konfokalne mikrografije
preseka sive mase lumbalnog regiona kicmene mozdine gde su fluorescentno obelezeni P2X7R (magenta) i
Cx-43 (zeleno) u kontroli i EAE. (e, f) Na graficima su prikazane vrednosti intenziteta fluorescentnog signala
Cx-43 (pod e) i P2X7R (pod f) kontrolnih (N = 5) i EAE pacova (N =5) (P = 0,974 za Cx-43 i P < 0,001 za
P2X7R, Mann Witney Rank Sum test). (g) Reprezentativne konfokalne mikrografije preseka bele mase
ki¢mene mozdine kontrolnih i EAE pacova gde su obelezeni Cx-43 (zelena) i P2X7R (magenta). Skala: 20
um. (h, i) Na graficima su prikazani intenziteti fluorescentnih signala Cx-43 (pod h) i P2X7R (pod i) u beloj
masi kiémene mozdine kontrole (N = 5) i EAE pacova (N=5) (P = 0,974 za Cx-43 i P = 0,095 za P2X7R,
Mann Whitney Rank Sum test). Na graficima su prikazane srednje vrednosti £ SE. Vertikalni niz krugova
predstavlja vrednosti dobijene za individualne zivotinje, dok krugovi odgovoraju vrednostima dobijenim za
individualne kadrove.
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Analiza Western blot rezultata je pokazala da je ekspresija P2X7R smanjena u ukupnom
homogenatu lumbalnog regiona kicmene mozdine EAE pacova u odnosu na kontrolu (Slika 16a, b,
P < 0,001, Studentov t test). Ekspresija Cx-43 nije bila promenjena u ki¢menoj mozdini EAE
pacova u odnosu na kontrolu (Slika 16a, ¢, P = 0,130, Mann-Whitney Rank Sum test). Uoceno je da
su promene ekspresije ova dva proteina nezavisne od pola eksperimentalnih Zivotinja i da je
ekspresija P2X7R smanjena kod Zenki i1 kod muzjaka (Slika 17a, P = 0,156, dvofaktorska
ANOVA), dok je ekspresija Cx-43 nepromenjena (Slika 17b, p = 0,695, dvofaktorska ANOVA) u
ki¢menoj mozdini EAE pacova u odnosu na kontrolu.

Kako bi se ispitala ekspresija P2X7R i Cx-43 specificno u sivoj i u beloj masi ki¢mene
mozdine EAE pacova, imunofluorescentno su obelezeni ovi proteini (Slika 16d, g). Uoceno je
zna€ajno smanjenje ekspresije P2X7R u sivoj masi kicmene mozdine EAE pacova u odnosu na
kontrolu, dok je ekspresija Cx-43 bila nepromenjena (Slika 16e, f; P = 0,095 za P2X7R i P = 0,974
za Cx-43, Mann-Whitney Rank Sum test). U beloj masi kicmene mozdine EAE pacova nije uocena
promenjena ekspresija P2X7R i Cx-43 u odnosu na kontrolu (Slika 16h, i; P = 0,095 za P2X7R i P
= 0,974 za Cx-43, Mann Whitney Rank Sum test). Ovi rezultati pokazuju da je ekspresija P2X7R
smanjena u lumbalnom regionu ki¢mene mozdine pre svega u sivoj masi pacova u vrhuncu EAE,
dok se ekspresija Cx-43 ne menja.
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Slika 17. P2X7R i Cx-43 ekspresija kod EAE Zenki i muzjaka. (a, b) Na grafiku je prikazano poredenje
ekspresije P2X7R (pod a) i Cx-43 (pod b) u lumbalnom regionu ki¢mene mozdine Zenki i muZzjaka
kontrolnih i EAE pacova (dvofaktorska ANOVA, p = 0,156 za P2X7R i p = 0,695 za Cx-43). Prikazane su
srednje vrednosti + SE. Trouglovi predstavljaju vrednosti dobijene za individualne Zenke, a kvadrati za
muzjake. Broj zivotinja po grupi je prikazan na grafiku.

4.2.2. Astroglijalni Cx-43 i P2X7R interaguju i koncentriSu u neposrednoj
blizini infiltriranih CD4" éelija u ki¢menoj moZdini EAE pacova

U cilju ispitivanja interakcije P2X7R i astroglijalnog Cx-43 u lumbalnom regionu ki¢mene
mozdine EAE i kontrolnih pacova, primenjena je ko-imunoprecipitacija uz pomo¢ magnetnih
kuglica koje su obelezene anti-P2X7R antitelom. Na ovaj na¢in su od ukupnih proteina izolovanih
iz ki¢mene mozdine izdvojeni proteini koji su u kompleksu sa P2X7R. Primenom Western blota je
ispitano prisustvo Cx-43 u ko-imunoprecitpitatu sa P2X7R. Signal za Cx-43 je bio prisutan u
Precis¢enoj frakciji i IP:P2X7R trakama, dok je u traci sa kontrolnim IgG signal bio odsutan (Slika
18), Sto ukazuje da P2X7R interaguje sa Cx-43. Zatim su imunofluorescentno obelezeni P2X7R i
Cx-43 u ki¢menoj mozdini EAE i kontrolnih pacova i ispitana je kolokalizacija ova dva proteina
(Slika 19a). Kvantifikacija kolokalizacije izmedu P2X7R i Cx-43 fluorescentnih signala je pokazala
smanjenje PCC u sivoj masi ki¢mene mozdine EAE pacova u poredenju sa kontrolom (Slika 19b, P
= 0,032, Studentov t test). U beloj masi je takode uoc¢eno smanjenje PCC u EAE ki¢menoj mozdini
u poredenju sa kontrolom (Slika 20a, b, P < 0,001, Mann Whitney Rank Sum test). Opisani rezultati
pokazuju postojanje interakcije Cx-43 i P2X7R u lumbalnom regionu ki¢mene mozdine, ali i
njihovu smanjenu kolokalizaciju u ki¢menoj mozdini EAE pacova.
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Slika 18. P2X7R interaguje sa astroglijalnim Cx-43 u ki¢menoj mozdini EAE i kontrolnih pacova.
Reprezentativni Western blotovi koji prikazuju da je Cx-43 prisutan u PreciS¢enoj frakciji i IP:P2X7R
frakciji, ali ne i frakciji kontrolnog 1gG u kontroli i EAE. Trake koje odgovaraju P2X7R su prisutne u
Precisc¢enoj frakeiji i IP traci, ali ne u kontrolnoj IgG traci.

CD4" T ¢éelije se infiltriraju u CNS i kreéu kroz parenhim u toku EAE, a na tom putu stupaju
u kontakt sa astrocitima (Slika 14). Da bi se utvrdilo da li blizina infiltriranih CD4" T é&elija uti¢e na
zastupljenost P2X7R i Cx-43 u kiémenoj mozdini EAE pacova, analizirana je distribucija
fluorescentnih signala Cx-43 i P2X7R unutar kruga radijusa 20 um od centra CD4" T ¢elije kao i
gustinu njihovog kolokalizovanog signala (Slika 19c). Intenzitet P2X7R fluorescentnog signala je
bio povecan u neposrednoj blizini CD4" fluorescentnog signala, sa maksimalnom vrednoscéu (6,9 +
1,4 A. U.) na 5,14 pm od centra CD4" T ¢elije, $to ujedno predstavlja graniénu povrsinu CD4" T
¢elije. Kada je na isti nain analizirana distribucija P2X7R fluorescentnog signala od centra
nasumi¢no odabranog ROI udaljenog 50 pum od centra CD4" T éelije, dobijen je znacajno smanjen
intenzitet P2X7R fluorescentnog signala (Slika 19d), sto ukazuje na specifi¢nu vezu ovog purinskog
receptora i pozicije CD4" T ¢éelije. Distribucija fluorescentnog signala Cx-43 je sli¢na oko
infiltriranih CD4" T ¢elija i nasumi¢no odabranih ROI (Slika 19¢). Maksimalna gustina Cx-43
signala (8,6 = 1,0 A.U.) je uo¢ena na 5,14 um, $to odgovara grani¢noj povrsini CD4™ T ¢elije.
Solovom analizom distribucije kolokalizovanih signala Cx-43 i P2X7R unutar kruga radijusa 20 pm
od centra CD4" T éelije u inkrementima od 0,5 pm je pokazano da ova dva signala kolokalizuju u
blizini CD4" T ¢elije (Slika 19f,g). Uodena je sliéna povezanost ova dva proteina i u beloj masi
ki¢mene mozdine EAE pacova (Slika 20). Pokazano je da je gustina kolokalizovanih P2X7R i Cx-
43 signala znadajno povecéana u okolini infiltiranih CD4" T ¢éelija u odnosu na nasumi¢no izabran
ROI (Slika 19g) i da ima maksimalnu vrednost na udaljenosti od 5,14 um (kontaktna povr§ina CD4"
T ¢elije). Ovi podaci ukazuju da su astroglijalni Cx-43 1 P2X7R specifi¢no povezani i koncentrisani
na kontaktnoj povr§ini CNS-IIC u kiémenoj mozdini EAE pacova.
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Slika 19. P2X7R kolokalizuje sa astroglijalnim Cx-43 u blizini infiltriranih CD4" T éelija u sivoj masi
ki¢émene mozdine EAE pacova. (a) Reprezentativne konfokalne mikrografije sive mase ki¢mene mozdine
gde su imuohistohemijski obelezeni Cx-43 (zeleno) i P2X7R (magenta) u kontrolnom i EAE pacovu. Skala
je 20 um. (b) Na grafiku je prikazano poredenje Pirsonovog koeficijenta korelacije (PCC) izmedu Cx-43 i
P2X7R u sivoj masi ki¢mene moZdine kontrolnog i EAE pacova (P = 0,045, Studentov t test). N je broj
zivotinja po grupi. Vertikalni niz Krugova prikazuje vrednosti dobijene za individualne zivotinje, dok same
tatke predstavljaju vrednosti pojedina¢nih kadrova. (c) Reprezentativne konfokalne mikrografije
imunobojenja P2X7R (magenta), Cx-43 (zeleno) i CD4" (cijan) sa obeleZenim regionima od interesa (ROI)
koji odgovaraju CD4" T éelijama i nasumiéno odabranim ROIL. Zute isprekidane linije obelezavaju radijalnu
udaljenost od 5 pum i 20 um od centra odabranog ROI. Skala je 10 um. (d) Na grafiku je prikazana radijalna
distribucija intenziteta P2X7R fluorescentnog signala u krugu radijusa 20 um od centra ROI koji odgovara
CD4" T ¢eliji (magenta) i nasumi¢nog ROI (siva) (P = 0,039, dvofaktorska ANOVA). (e) Na grafiku je
prikazana radijalna distribucija intenziteta Cx-43 fluorescentnog signala u radijusu od 20 pm od centra ROI
koji odgovara CD4" T ¢eliji (zelena) i nasumi¢nog ROI (siva) (P = 0,089, dvofaktorska ANOVA). (f)
Reprezentativne konfokalne mikrografije Cx-43 i P2X7R fluorescentnih signala u blizini infiltriranih CD4" T
¢elija u sivoj masi kicmene mozdine EAE pacova. Skala je 5 um. Pravougaonici obelezeni brojevima
odogovaraju uvelicanim regionima prikazanim sa desne strane. Skala je 2 pm. Linijski profili Cx-43 i
P2X7R fluorescentnih signala su mereni duz isprekidane bele linije. (g) Na grafiku je prikazana gustina
kolokalizovanog signala P2X7R sa Cx-43 u radijusu 20 pum od centra CD4" T ¢elije (narandZasta) i
nasumic¢nog ROI (siva) (P = 0,008, dvofaktorska ANOVA). n je broj analiziranih ROI. Prikazane su srednje
vrednosti + SE.
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Slika 20. P2X7R kolokalizuje sa Cx-43 u beloj masi kicmene mozZdine EAE pacova. (a) Reprezentativne
konfokalne mikrografije bele mase ki¢mene mozdine kontrolnih i EAE pacova gde su fluorescentno
obelezeni Cx-43 (zeleno) i P2X7R (magenta). Skala je 20 um. (b) Na grafiku je prikazano poredenje
kolokalizacije P2X7R i Cx-43 fluorescentnog signala u beloj masi ki¢cmene mozdine kontrolnih i EAE
pacova (P < 0,001, Mann Whitney Rank Sum test). N je broj zivotinja po grupi. Svaki vertikalni niz krugova
prikazuje vrednosti dobijene za individualne Zivotinje, dok krugovi predstavljaju vrednosti pojedinacnih
kadrova. Prikazane su srednje vrednosti £ SE. (c) Konfokalne mikrografije Cx-43 (zeleno) i P2X7R
(magenta) fluorecentnog signala u blizini infiltriranih CD4" T ¢elija (cijan) u beloj masi ki¢mene moZdine
EAE pacova. Skala je 5 pm. U sredini su prikazani uveliCani regioni obelezeni belim kvadratima na
mikrografiji levo. Skala je 2 pm. Linijski profili Cx-43 i P2X7R fluorescentnih signala izmereni u okviru
izdvojenih regiona u sredini.

4.2.3. Mitohondrije su ukljuc¢ene u direktnu interakciju izmedu astrocita i CNS-
1IC

Da bi se ispitalo kako mitohondrije doprinose Ca** odgovoru astrocita u toku interakcije sa
CNS-IIC blokiran je NCLX koji kontrolise efluks i mHCX koji kontrolise influks Ca?* (Gunter et
al., 2000; Santo-Domingo and Demaurex, 2010) upotrebom selektivnog blokatora CGP37157 (20
um, Slika 21a). Upotrebom luciferin-luciferaza hemiluminiscentnog bioeseja ispitana je koli¢ina
vancelijskog ATP koje astrociti oslobadaju u prisustvu CNS-IIC u kontrolnim uslovima i nakon
tretmana CGP37157. Aplikacija CNS-IIC je izazvala znadajan porast vancelijske koncentracije
ATP u poredenju sa kontrolnim astrocitima (Slika 21a). Nakon blokade mitohondrijalnih Ca*
izmenjiva¢a u astrocitima, povecéanje vanéelijske koncentracije ATP nakon dodavanja CNS-IIC je
bilo izraZenije (Slika 21a, P < 0,001, jednofaktorska ANOVA; P = 0,0217 za CNS-IIC vs
CGP37157 + CNS IIC, Holm-Sidak test). U cilju nedvosmislenog ispitivanja prirode ove
meduéelijske interakcije, primenili smo in vitro eksperimentalni sistem za pra¢enje Ca®* odgovora
astrocita koji je prethodno opisan (Slika 21b). Povriina Ca** odgovora nakon izlaganja astrocita
CNS-IIC je bila zna¢ajno veca u uslovima kada su blokirani astroglijalni NCLX i mHCX u odnosu
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na kontrolne uslove (Slika 21c, d). Povriina Ca’* odgovora astrocita koji su tretirani CGP37157 je
bila 57% veéa u odnosu na kontrolne uslove, sto je pokazatelj doprinosa mitohondrija u regulaciji
astrocitnog Ca”" odgovora na prisustvo CNS-IIC (Slika 21d). Povriina Ca®* odgovora astrocita
nakon stimulacije ATP u uslovima kada su blokirani NCLX i mHCX je takode bila ve¢a u odnosu
na kontrolne uslove (Slika 21e, f), sto dodatno podrzava zakljucak da je sposobnost mitohondrija da
reguli$u unutaréelijsku koncentraciju Ca®* izmenjena nakon blokiranja ova dva izmenjivaca.
Blokiranje NCLX i mHCX je dovelo do promena u trajanju i nagibu silazne faze astroglijalnog Ca?*
odgovora nakon izlaganja CNS-IIC ili ATP, dok su trajanje i nagib uzlazne faze odgovora ostali
nepromenjeni (Slika 21g). Citoplazmatski efluks Ca** u uslovima sa CGP37157, izratunat iz nagiba
silazne faze (Slika 21h), je bio redukovan za 52% nakon izlaganja CNS-IIC, odnosno za 65% nakon
izlaganja ATP u odnosu na stopu u kontrolnim uslovima bez blokatora. Prikazani podaci ukazuju da
mitohondrije imaju aktivnu ulogu u oblikovanju astroglijalnog Ca** odgovora nakon direktne
interakcije astrocita sa CNS-IIC, kao i da je aktivnost NCLX i mHCX vazna za zavrietak
astroglijalnog Ca®* odgovora koji je izazvan prisustvom imunskih ¢elija.

4.2.4. avp3-integin je neophodan za direktnu interakciju astrocita sa CNS-IIC i

nizvodnu signalizaciju u astrocitima

Integrini su transmembranski proteini sacinjeni od a i B subjedinice, a zaduZeni su za
meducelijsku komunikaciju i interakciju (Slack et al., 2022). Stoga je ispitana njihova uloga u
ostvarivanju Celija-Gelija interakcije izmedu astrocita i CNS-IIC. Poznato je da mnogi integrini
pokazuju povecanu ekspresiju u MS, a inhibitori integrina se uspeSno primenjuju kao terapija za
ovu bolest (Archelos et al., 1999; Slack et al., 2022). Integrine eksprimiraju i astrociti i imunske
¢elije, $to ukazuje da mogu biti medijatori njihove interakcije. Poznato je da ayPs-integrin ima
ulogu u aktivaciji P2X7R preko oslobadanja ATP kroz hemikanale (Alvarez et al., 2016; Henriquez
et al., 2011), zbog ¢ega je ispitan doprinos ovog integrina u interakciji astrocita sa CNS-IIC.
Imunocitohemijskim obelezavanjem ayfs-integrina i GFAP je potvrdena ekspresija ovog integrina
u primarnoj kulturi astrocita (Slika 22a). Potvrdena je i ekspresija Cx-43 i P2X7R u astrocitima u
kulturi (Slika 22a, b). Ispitano je da li se menja Ca®* odgovor astrocita na aplikaciju CNS-IIC nakon
blokiranja ayfs-integrina na astrocitima upotrebom odgovarajuéeg primarnog antitela (1 pg/ml)
(Slika 22c). Blokada ovog integrina na astrocitima je dovela do smanjenja Ca®* odgovora u
kontaktu sa CNS-TIC (Slika 22d, f, g), kao i ukupnog broja astrocita koji su odreagovali (Slika 22e).
U kontrolnim uslovima je odreagovalo 80 + 7%, dok je u prisustvu blokatora odgovorilo 56 + 15%
(Slika 22e, P < 0,001, Studentov t test). Ovaj rezultat ukazuje da astroglijalni oyBs-integrin deluje
uzvodno od P2X7R i ukljucen je u prve korake ostvarivanja direktne interakcije izmedu astrocita i
CNS-IIC.
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Slika 21. Interakcija izmedu astrocita poreklom iz ki¢mene moZdine i CNS-IIC zavisi od ATP i
mitohondrija. (a) Na grafiku su prikazane vrednosti dobijene merenjem oslobodenog ATP iz astrocita u
kontrolnim uslovima, astrocita nakon inkubiranja sa CNS-IIC i astrocita tretiranih CGP37157, a potom
inkubiranih sa CNS-1IC iz 4 nezavisna eksperimenta (n = 4) (P < 0,001, jednofaktorska ANOVA; P < 0,05
za Astrociti vs Astrociti + CGP37157+CNS-IIC, p < 0,05 za Astrocit + CNS-IIC vs Astrocit + CGP37157+
CNS-IIC, Student Newman Keuls test), N = 3 EAE pacova. (b) Na shemi je prikazan eksperimentalni pristup
praéenja unutaréelijskog Ca®* u astrocitima u toku aplikacije najpre CNS-IIC (1) a potom ATP-a (2) u
kontrolnim uslovima (1) i u prisustvu 20 uM CGP37157 (Il). (c¢) Reprezentativne mikrografije astrocita
obelezenih Fluo-4 Ca’* indikatorom u toku aplikacije CNS-IIC u kontrolnim uslovima i nakon tretmana
CGP37157. Skala je 50 um. (d) (Gore) Primeri zapisa poveéanja unutarcelijskog Ca*" u astrocitima nakon
apliciranja CNS-IIC u kontrolnim uslovima i nakon primene CGP37157. Sivi pravougaonik obelezava
interval aplikacije CNS-IIC. (Dole) Na grafiku je prikazana razlika u povrsini Ca** odogovora astrocita
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nakon CNS-IIC u kontrolnim uslovima i pri pretretmanu CGP37157 (P = 0,027, Mann Whitney Rank Sum
test). n je broj analiziranih ¢elija iz tri nezavisna eksperimenta. N = 3 EAE pacova. () Reprezentativne
mikrografije astrocita obelezenih Fluo-4 u toku aplikacije ATP u kontrolnim uslovima i nakon tretmana
CGP37157. Skala je 50 um. (f) (Gore) Reprezentativni zapisi koji prikazuju Ca®* odogovor astrocita izazvan
dodavanjem ATP u kontrolnim uslovima i u prisustvu CGP37157. (Dole) Na grafiku je prikazano poredenje
astroglijalnog Ca** odgovora na ATP u kontrolnim uslovima i nakon blokade astrocitnih NCLX i mHCX (P
< 0,001, Mann Whitney Rank Sum test) iz 3 nezavisna eksperimenta. (g) Na graficima su prikazani
amplituda, trajanje uzlazne faze, trajanje silazne faze i nagib silazne faze astroglijalnog Ca®* odgovora nakon
aplikacije CNS-IIC u kontrolnim uslovima i nakon tretmana CGP37157 (P = 0,595 za trajanje uzlazne faze,
P = 0,006 za trajanje silazne faze, P = 0,005 za nagib silazne faze, Mann Whitney Rank Sum test; P = 0,309
za amplitudu, Studentov t test). (h) Na graficima su prikazani amplituda, trajanje uzlazne faze, trajanje
silazne faze i nagib silazne faze astroglijalnog Ca** odgovora u nakon aplikacije ATP u kontrolnim uslovima
i nakon tretmana CGP37157 (P = 0,227 za amplitudu, P = 0,258 za trajanje uzlazne faze, P < 0,001 za
trajanje silazne faze, P < 0,001 za nagib silazne faze, Mann Whitney Rank Sum test). Na graficima su
prikazane srednje vrednosti + SE. Prazni krugovi predstavljaju odgovor pojedina¢nih ¢elija.
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Slika 22. ayBs-integin eksprimiran na astrocitima posreduje u njihovoj direktnoj interakciji sa CNS-
IIC i nizvodnoj kalcijumskoj signalizaciji. (a) Reprezentativne konfokalne mikrografije GFAP" astrocita
(plava) koji eskprimiraju Cx-43 (zelena), P2X7R (magenta) i ayvps-integin (zuta). Skala je 20 um. (b)
Reprezentativni Western blotovi koji pokazuju ekspresiju Cx-43 i GFAP u primarnoj kulturi astrocita
izolovanih iz ki¢emene mozdine. GAPDH je kori§¢en kao kontrola nalivanja uzoraka. (c) Na shemi je
prikazan eksperimentalni dizajn pracenja unutaréelijskog Ca** u astrocitima pri kontaktu sa CNS-IIC u
kontrolnim uslovima i kada su blokirani ayps-integrini. (d) Primer mikrografije astrocita obelezenih Fluo-4
Ca®* indikatorom u toku aplikacije CNS-IIC u kontrolnim uslovima i nakon blokade astrogliajlnog owps-
integrina. Skala je 50 um. (e) Na grafiku je prikazan procenat astrocita koji su odgovorili kao i onih koji nisu
odgovorili na prisustvo CNS-IIC u kontrolnim uslovima i nakon blokiranja ayps-integrina (P = 0,03,
Studentov t test). Prazni krugovi predstavljaju procente celija koje su odgovorile u pojedina¢nim
eksprimentima. (f) Reprezentativni zapisi promene unutaréelijskog Ca®* nakon primene CNS-IIC u
kontrolnim uslovima i nakon blokiranja integrina. Sivi pravougaonik oznac¢ava interval aplikacije CNS-IIC.
(9) Na grafiku je prikazana razlika u porastu Ca** u eksperimentu prikazanom pod f (P < 0,001, Mann
Whitney Rank Sum test). Prazni krugovi predstavljaju odgovor pojedina¢nih astrocita. n je broj astrocita koji
su odgovorili u odnosu na ukupan broj analiziranih ¢elija. Prikazane su srednje vrednosti + SE iz 13 ili 10
nezavisnih eksperimenata u kontrolnim uslovima ili nakon blokiranja a,Bs-integrina. N = 5 EAE pacova.
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4.2.5. Bs-integin interaguje sa P2X7R i pokazuje pove¢anu ekspresiju u EAE
Imajuéi u vidu prethodno opisane rezultate ispitano je postojanje interakcije Bs-integrina i
P2X7R u tkivu CNS. U tu svrhu je primenom ko-imunoprecipitacije izolovan P2X7R sa asociranim
proteinima iz homogenata lumbalnog regiona kicmene mozdine EAE i zdravih kontrolnih pacova.
Ustanovljeno je prisustvo Ps-integrina u ko-imunoprecipitatu sa P2X7R (IP:P2X7R) i ukupnoj
preciScenoj proteinskoj frakciji (Pre¢is¢ena frakcija), dok je signal u traci koja je negativna kontrola
(1gG) bio odsutan (Slika 23a). Ispitivanjem nivoa proteinske ekspresije u homogenatu lumbalnog
regiona kicmene mozdine zdrave kontrole i EAE pacova, pokazali smo da je ekspresija Bs-integrina
znacajno povecana u EAE (Slika 23b, ¢, P < 0,001, Studentov t test). Dobijeni rezultati ukazuju da
Bs-integrin interaguje sa P2X7R i u EAE i u kontrolnom tkivu ki¢cmene mozdine, $to pruza dodatnu
podrsku za uoceni fenomen funkcionalne sprege ova dva proteina u kulturi astrocita. Analiza
proteinske ekspresije takode ukazuje da je Bs-integrin povezan sa patoloskim procesima u EAE.

Precis¢ena
frakcija

a O
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Cc
Bs-integrin
| <+ 100 kDa
— P <0.001
—~ 4007
B.-integrin |- <« 100 kDa % N=8 N=8
EAE ‘-é o
£ 3001 o
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P2X7R — < 70 kDa g e
- E 200+ OO
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GAPDH e e 4— 36 kDa 0 Kontrola EAE
Slika 23. Bs-integrin interaguje sa P2X7R i pokazuje povecanu ekspresiju u ki¢menoj mozdini EAE
pacova. (a) Reprezentativni Western blotovi prikazuju prisustvo PBs-integrina u ko-imunoprecipitatu sa
P2X7R u Preciséenoj frakciji i IP:P2X7R, ali ne u 1gG traci. (b) Reprezentativni Western blotovi prikazuju
povecanu ekspresiju Bz-integrina u lumbalnom regionu ki¢mene mozdine kontrolnih i EAE pacova. GAPDH
je koris¢en kao kontrola nalivanja. (¢) Na grafiku su prikazani nivoi proteinske ekspresije PBs-integrina u
lumbalnom regionu ki¢mene mozdine zdrave kontrole (N = 8) i EAE pacova (N = 8) (P < 0,001, Studentov t
test). Prazni krugovi predstavljaju vrednosti dobijene za pojedina¢ne Zivotinje. Prikazane su srednje
vrednosti + SE.

4.3. Upotreba primarne kulture astrocita i mikroglije u ispitivanju
glijalne interakcije sa imunskim faktorima u ALS

4.3.1. U ki¢menoj moZdini ALS hSOD1G93A pacova nisu detektovene CD4™ T
Celije

Kako bi se ispitalo da li postoje infiltrati imunskih ¢elija u kicmenoj mozdini ALS tkiva,
imunohistohemijski smo obelezili GFAP (marker astrocita), 3-tubulin (marker neurona) i CD4
(marker T éelija) u kigmenoj mozdini hSOD1%%** pacova u kasnom stadijumu bolesti. Analizirano
je po 3 preseka iz 2 ALS Zivotinje i nije potvrdeno postojanje infiltriranih CD4" T ¢elija u ki¢émenoj
mozdini ALS pacova (Slika 24).
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Slika 24. U ki¢émenoj mozdini hSOD1G93A pacova nisu uofene infiltrirane CD4" T ¢éelije. (Levo)
Reprezentativna konfokalna mikrografija preseka kicmene mozdine hSOD1G93A pacova gde su
fluorescentno obelezeni B3-tubulin (magenta; marker neruona) i CD4 (cijan). (Desno) Reprezentativna
konfokalna mikrografija preseka kicmene mozdine hSOD1G93A pacova gde su fluorescentno obeleZeni
GFAP (zelena; marker astrocita) i CD4 (cijan). Skala je 20 um.

4.3.2. Poveéan Ca?* odgovor hSOD1®%** astrocita na ALS IgG je usled

izmenjenog mehanizma regulacije unutaréelijskog Ca**

IgG izolovani iz seruma pacijenata sa dijagnostikovanim ALS (ALS IgG) utiCu na
mobilizaciju Ca** iz vanéelijske sredine i unutaréelijskih depoa u citoplazmu i poveéanu
pokretljivost kiselih vezikula u astrocitima divljeg soja u in vitro uslovima (Milosevi¢ et al., 2013;
Stenovec et al., 2011). Cilj ovog rada je bio ispitati da li postoje razlike u Ca** tranzijentima u
hSOD1%%4 i kontrolnim astrocitima nakon izlaganja ALS 1gG u in vitro eksperimentalnom sistemu
kakav je koriiéen za ispitivanje interakcije astrocita i CNS-IIC (Slika 9a). Aplikacija 100 pg/ml
ALS IgG je izazvala Ca** odgovor i hSOD1%%” i kontrolnih astrocita (Slika 25a, b sivi
pravougaonik). Analiza promene povrine odgovora je pokazala da je Ca?* odgovor hSOD1%%4
astrocita na aplicirani ALS IgG bio veéi za 67% u odnosu na odgovor kontrolnih astrocita (Slika
25¢). U cilju ispitivanja postojanja razlike u aktivnosti hSOD1%%** i kontrolnih astrocita uporeden je
njihov odgovor na 100 uM ATP. Poredenjem Ca®* odgovora na ATP je utvrdeno da hSOD1%%#
astrociti pokazuju Ca?* odgovor koji je za 25% veée amplitude u odnosu na Ca** odgovor
kontrolnih astrocita (Slika 25d).

Da bi se ispitao uzrok razlika u Ca®* odgovoru hSOD1%** i kontrolnih astrocita, primenjen
je 1 uM Thg koji je neselektivni inhibitor SERCA pumpe (Treiman et al., 1998) u trajanju od 600 s,
Sto je dovelo do pojave Ca®* tranzijenta (Slika 25e). Zatim su astrociti perfundovani ECS sa Ca*
kako bi se izazvalo pungenje depoa posredstvom SOCE mehanizma (Pick et al., 2023). Na osnovu
toga da je amplituda Ca®* odgovora na ATP hSOD1%%* astrocita 25% u odnosu na kontrolne (Slika
25d) i da je amplituda Ca®* odgovora hSOD1%%* astrocita na Thg 22% veéa u odnosu na kotrolne
(Slika 25e, f) utvrdeno je da hSOD1%%* astrociti inicijalno imaju vise Ca?* u ER u odnosu na
kontrolne astrocite (Slika 25d, €). Amplituda Ca®* odgovora hSOD1%%* astrocita na vanéelijski
rastvor sa 2 mM Ca’" je bila 35% vec¢a u odnosu na kontrolne (Slika 25e, ). Uogena razlika u
promeni unutaréelijskog Ca®* nakon prelaska na ECS sa 2 mM Ca®* ukazuje na izmenjen
mehanizam punjenja depoa kod hSOD1%%** astrocita u odnosu na kontrolne. Iz navedenog se moze
pretpostaviti da hSOD1%%* astrociti pokazuju poveéan Ca** odgovor na ALS IgG i ATP u odnosu
na kontrolne astrocite usled povec¢anog kapaciteta ER da skladisti Ca®".
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Slika 25. hSOD1%%* astrociti pokazuju izmenjen Ca?" odgovor na ALS IgG (a, b) (Gore) Primer
mikrografije hSOD1%% (levo) i kontrolnih astrocita (desno) astrocita obelezenih Fluo-4 Ca** indikatorom u
toku aplikacije ALS IgG i ATP. (Dole) Reprezentativni zapis Ca** odgovora hSOD1%%** (levo) i kontrolnih
astrocita (desno). Isprekidanim linijama su obelezene vremenske tacke na zapisu u kojima su izdvojene
mikrografije na slikama iznad. (c) Na grafiku je prikazano poredenje povriine Ca®* odgovora izazvanog ALS
IgG u hSOD1G93A astrocitima u odnosu na kontrolne (P < 0,001, Mann Whitney rank sum test). (d) Na
grafiku je prikazano poredenje amplitude Ca?* odgovora izazvanog 100 uM ATP u hSOD1%%** astrocitima u
odnosu na kontrolne (P < 0,001, Mann Whitney Rank Sum test). () Reprezentativni zapis Ca** odgovora u
rastvoru bez Ca** nakon blokade SERCA pumpe neselektivnim blokatorom 1 uM Thg i primene ECS sa 2
mM Ca®* u slu¢aju hSOD1°%** (levo) i kontrolnih astrocita (desno). (f) Na grafiku levo je prikazano
poredenje amplitude Ca** odgovora nakon primene 1 pM Thg kod hSOD1%%* i kontrolnih astrocita (P <
0,001, Mann Whitney Rank Sum test). Na grafiku desno je prikazano poredenje amplitude Ca** odgovora
nakon primene ECS sa 2 mM Ca®* kod hSOD1%%# j kontrolnih astrocita (P < 0,001, Mann Whitney Rank
Sum test). Prikazane su srednje vrednosti + SE, n je broj analiziranih astrocita.

4.3.3. Mikroglija ne pokazuje promene u Ca*" odgovoru nakon izlaganja ALS
1gG

U prethodnoj studiji je utvrdeno da mikroglija akutno reaguje povecanjem citosolne pH
vrednosti i povec¢anjem proizvodnje H,O, na 33% testiranih uzoraka ALS 1gG poreklom iz razli¢itih
pacijenata (Milogevi¢ et al., 2017). Da bi se ispitalo da li ALS IgG izaziva Ca?* odgovor kontrolne
mikroglije u kulturi, primenjen je prethodno opisan protokol (Slika 9a). U kulturi mikroglije su bili
prisutni i astrociti koji su se jasno morfoloski razlikovali kao vece ¢elije poligonalnog oblika, dok
su ¢elije mikroglije bile manjeg celijskog tela nepravilnog oblika (Slika 26a). Za razliku od
astrocita, veéina Celija mikroglije nije odgovorila na ALS IgG, Ca®" tranzijenti su registrovani u
nekoliko ¢elija (Slika 26a i d), dok su na ATP reagovale na sli¢an nacin kao astrociti (Slika 26a).

U éelijama mikroglije su uo&eni sporadi¢ni Ca®* tranzijenti koji nisu bili posledica delovanja
ALS IgG, primer takve Celije je prikazan na Slici 26a, ¢elija 2. Testirana su dva ALS 1gG poreklom
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iz Seruma pacijenata sa sporadi¢nom formom bolesti. Pored ALS IgG, Ca®* odgovor mikroglije je
prac¢en nakon aplikacije kontrolnog IgG (100 pg/ml, izolovan iz seruma zdrave osobe), kao i nakon
aplikacije ECS (Slika 26c). Analizom povriine Ca®" odgovora nakon aplikacije ALS IgG,
kontrolnog IgG i ECS nije utvrdena statisti¢ki znadajna razlika, iako je Ca** odgovor detektovan u
dve ¢elije (od 13 analiziranih) u tretmanu kontronim IgG i u 3 ¢elije (od 26 analiziranih) tretiranih
ALS IgG (Slika 26d). Ovaj rezultat ukazuje da ALS 1gG ne dovodi do Ca** odgovora mikroglije u
kulturi.

@ Transparencija
. ALS 1gG
b
osnhovni nivo ALS IgG
c d
6007 P=00934 , °ECS
ECS  I— o Kontrolni IgG
e AN P 3001 o ALS IgG

KO“%W\W\/’\A
ASIS A ol o
i

100 s n=13n=16 n=26

%001

Slika 26. ALS IgG ne uti¢u na dinamiku Ca** u mikrogliji u kulturi. (a) (Levo) Mikrografija mikroglije
u kulturi. Astrociti su takode prisutni u kulturi, prepoznaju se kao vece ¢elije poligonalnog oblika (obelezeno
strelicom). (Sredina) Uveli¢ani zuti i zeleni pravougaonici prikazani levo. Crvena, plava i ljubicasta linija
uokviruju analizirane ROI koji odgovaraju ¢elijama mikroglije. (Desno) Zapisi Ca?* aktivnosti 3 éelije
mikroglije prikazane na panelu u sredini. Boja zapisa odgovara boji linije odgovarajuceg ROIL Sivi
pravougaonik predstavlja interval aplikacije ALS IgG. Crni pravougaonik obelezava trenutak aplikacije
ATP. (b) Reprezentativne mikrografije koje prikazuju intenzitet fluorescntnog Fluo-4 signala mikroglije u
toku registrovanja bazne linije, odgovora na ALS 19G i ATP, gde isprekidane linije obelezavaju specificne
trenutke na prikazanom Ca®* zapisu (a, desni panel). Zeleni i narandZasti pravougaonici obelezavaju
mikrogliju. (c) Reprezentativni zapisi Ca®" aktivnosti ¢elija mikroglije nakon aplikacije samo ECS,
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kontrolnog IgG (100 pg/ml) i ALS IgG (100 pg/ml). (d) Na grafiku je prikazana razlika u povrsini Ca®*
odgovora mikroglije u eksperimentu prikazanom pod ¢ (P = 0,0934, jednofaktorska ANOVA). Vertikalni niz
krugova predstavljaju odgovor na pojedina¢ni ALS IgG, kontrolni IgG i ECS. Krugovi predstavljaju odgovor
pojedinac¢nih ¢elija. n je broj analiziranih ¢elija. Prikazane su srednje vrednosti + SE.
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5. Diskusija

U toku neuroinflamacije koja odlikuje MS, interakcija infiltriranih autoreaktivnih imunskih
¢elija sa drugim ¢elijama CNS stvara inflamatornu sredinu koja vodi demijelinizaciji i ¢ini neurone
podlozne degeneraciji. Poznato je da imunske celije interaguju sa glijalnim ¢elijama, ukljucujuci
astrocite (Kang et al., 2010; Mayo et al., 2014, 2016), mikrogliju (Carson, 2002; Heppner et al.,
2005) i OPC (Kirby et al., 2019). Sa druge strane, astrociti istovremeno interaguju sa mikroglijom i
OPC u MS, na taj nac¢in promovisu ili inhibiraju remijelinizaciju (Kirby et al., 2019) i izazivaju smrt
neurona (Liddelow and Barres, 2017). Upravo ovako kompleksne interakcije astrocita sa brojnim
¢elijskim tipovima u CNS otezavaju ispitivanje konkretnih efekata interakcije astrocita i infiltriranih
autoreaktivnih celija na same astrocite i njihov dalji uticaj na tok bolesti. Smatra se da ova
interakcija ima bitnu ulogu u ranim fazama MS i EAE (McFarland and Martin, 2007). Radi
prevazilazenja navedenih prepreka primenjen je in vitro eksperimentalni model za izu¢avanje
interakcije astrocita u kulturi i infiltriranih imunskih celija izolovanih iz parenhima ki¢mene
mozdine EAE pacova praéenjem brzih promena unutaréelijskog Ca?* astrocita, odnosno
registrovanjem obrasca astroglijalne aktivnosti u vremenskim razmacima od 1 s.

ALS je bolest u kojoj primarno propadaju motoneuroni, a neuroinflamacija je, kao i u MS,
prepoznatljiva karatkeristika ove bolesti (Kiernan et al., 2011). Karakteri$u je aktivacija glijalnih
¢elija, astrocita i mikroglije i aktivacija imunskog sistema (Béland et al., 2020). Uloga imunskog
sistema u ALS je i dalje meta brojnih istrazivanja, i smatra se sekundarnom u odnosu na druge
mehanizme poput proteinskih agregata, mitohondrijalne disfunkcije i glutamatne ekscitotoksi¢nosti
(Béland et al., 2020). Stoga smo u ovoj studiji zeleli da ispitamo na koji nacin imunski faktori
interaguju sa astrocitima i mikroglijom, koristeci prethodno opisani eksperimentalni in vitro pristup.

U ovoj doktorskoj disertaciji su prikazani rezultati istrazivanja interakcije glijalnih ¢elija sa
imunskim faktorima u dva Zivotinjska modela neurodegenerativnih bolesti - EAE, koji je model MS
i hSOD1%%** koji je model ALS. U in vitro sistemu je pokazano da astrociti reaguju brzim Ca?*
odgovorom na prisustvo CNS-TIC u neposrednoj blizini. Ovaj odgovor je posredovan ATP
oslobodenim kroz astroglijalne hemikanale koji na autokrini/parakrini nacin aktivira P2X7R.
Inicijacija interakcije izmedu astrocita i CNS-IIC se ostvaruje posredstvom aypPs-integrina, dok
mitohondrije ucestvuju u terminaciji odgovora. Ekspresija P2X7R je smanjena na astrocitima u
ki¢émenoj mozdini EAE pacova, ali astroglijalni P2X7R i Cx-43 kolokalizuju u vecoj meri na
kontaktnoj povrsini sa CD4" T ¢elijama. P2X7R formira komplekse sa Cx-43 i Bs-integrinom u
kiémenoj mozdini EAE pacova ukazuju¢i na spregu ova tri proteina. Sa druge strane, u ovoj
doktorskoj disertaciji je pokazano da hSOD1%%* astrociti imaju narusenu homeostazu jona Ca*
(povecan nivo skladistenog Ca®* u ER) usled ¢ega je njihov Ca®* odgovor na IgG iz seruma ALS
pacijenata izrazeniji u odnosu na kontrolne astrocite, dok mikroglija ne reaguje Ca?* odgovorom na
prisustvo ALS IgG.

5.1. Interakcija astrocita i imunskih celija je posredovana ATP i
aktivacijom astroglijalnog P2X7R

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da u interakciji astrocita sa infiltriranim
autoreaktivnim imunskim c¢elijama posreduju astroglijalni Ca®" signali. Kratkotrajna aplikacija
CNS-IIC koje su izolovane iz ki¢mene mozdine EAE pacova uzrokuju brzi unutaréelijski porast
Ca”* koji je posredovan aktivacijom purinskog P2X7R u kontrolnim astrocitima u kulturi.

Astrociti pokazuju dinamicke promene aktivnosti na vremenskoj skali od nekoliko
milisekundi do dana, §to im omoguéava da na odgovaraju¢i na¢in odgovore na promene koje se
desavaju u njihovom okruZenju, bilo da su fizioloske ili patoloske (Anderson et al., 2014;
Nimmerjahn and Bergles, 2015). Poznato je da u EAE modelu inflamatorni faktori koje oslobadaju
infiltrirane imunske ¢elije uti¢u na dugotrajne promene u astrocitima, poput hipertrofije ¢elijskog
tela i proliferacije (Anderson et al., 2014). Sa druge strane, u akutnoj fazi EAE kortikalni astrociti
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pokazuju Ca”" hiperaktivnost i izmenjen Ca®* odgovor na agoniste glutamatnih, purinskih i
kanabinoidinih receptora kao posledica neuroinflamatornog okruzenja (Baraibar et al., 2023). U
ovoj doktorskoj disertaciji je po prvi put pokazan obrazac Ca®* aktivnosti kontrolnih astrocita pri
prvom kontaktu sa CNS-IIC. Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na to da kontakt sa
imunskim ¢elijama indukuje brze promene u Ca®* signalizaciji u astrocitima. Autoreaktivne
imunske Celije izazivaju brzi odgovor u roku od nekoliko sekundi i prolazan porast unutaréelijske
koncentracije Ca”* u astrocitima. Specifi¢nost ove reakcije je potvrdena time da periferne IC ne
izazivaju Ca®* odgovor astrocita, jer se nakon transendotelijalne migracije T ¢elije adaptiraju na
novu mikrosredinu promenom ekspresije povrSinskih molekula i stanja aktivacije (Archelos et al.,
1999; Khaw et al., 2021; Romanic et al., 1997). Interakcija astrocita i imunskih c¢elija je
konzistentna, jer ponovljena aplikacija CNS-IIC dovodi do identi¢nog Ca** odgovora astrocita kao
nakon prvog izlaganja. Ca** odgovor astrocita izazivaju CD4* T éelije, jer kada se apliciraju samo
CD4" izolovane iz ukupne frakcije CNS-IIC izazivaju isti odgovor astrocita kao i ukupna frakcija.
Ostatak frakcije CNS-IIC izaziva odgovor znadajno manjeg broja astrocita, a Ca®* promena koju
izazivaju je znacajno manjeg intenziteta. Ovaj rezultat je u skladu sa postojeéim znanjem da CD4"
T ¢elije imaju kljuénu ulogu u patogenezi CNS autoimunosti (Goverman, 2009). Na osnovu analize
GFAP i CD4 fluorescentng signala u obeleZzenim presecima ki¢mene mozdine EAE pacova je
ustanovljeno da se direktna interakcija astrocita i CD4" T ¢éelija desava u samoj ki¢menoj mozdini
EAE pacova. Dakle, pored dugotrajnih efekata koje imunske ¢elije imaju na fenotip astrocita u EAE
modelu (Brambilla, 2019), autoreaktivne imunske ¢elije mogu izazvati brze i prolazne promene u
Ca®* signalizaciji u astrocitima koja je njihovo osnovno fiziologko svojstvo (Verkhratsky et al.,
2012).

Astrociti eksprimiraju veliki broj ligand-zavisnih kanala propustljivih za Ca?* (Verkhratsky
and Nedergaard, 2018; Verkhratsky et al., 2012). Primenom razli¢itih farmakoloskih agenasa koji
specifiéno blokiraju razliGite kanale, ispitali smo poreklo Ca?* odgovora astrocita nakon izlaganja
CNS-IIC. Astrociti imaju zna¢ajnu ulogu u regulaciji prisustva glutamata u vanéelijskoj sredini,
zbog Cega su opremljeni glutamatnim transporterima i glutamatnim receptorima (Verkhratsky and
Nedergaard, 2018). Metabotropni receptori tipa | (mGIuR1 i mGIuR5) su prepoznati kao bitan
mehanizam porasta unutarcelijske koncentracije Ca** u astrocitima putem oslobadanja iz
unutaréelijskih depoa (Araque et al., 2014). Blokada ovih receptora nije uticala na Ca®* odgovor
astrocita, ukazuju¢i da glutamat i glutamatni receptori nisu ukljuceni u interakciju astrocita i
imunskih c¢elija.

Aktivacija neselektivnih katjonskih TRPAL kanala je jedan od puteva koji dovodi do
unutaréelijskog Ca** porasta putem influksa Ca?* iz vancelijske sredine (Shigetomi et al., 2013b).
Selektivna blokada ovih kanala nije dovela do promene Ca?* odgovora astrocita na CNS-IIC,
ukazujuéi da ovi kanali nisu ukljuceni u opisanu interakciju.

Pored glutamata, drugi bitan molekul u Ca* signalizaciji astrocita je ATP. Astrociti su
opremljeni metabotropnim P2Y i jonotropnim P2X receptorima (Verkhratsky et al., 2012) i oni
imaju veliki znacaj u patofiziologiji astrocita (Franke et al., 2012). Neselektivna blokada purinskih
receptora astrocita je dovela do smanjenja Ca** odgovora astrocita nakon izlaganja CNS-IIC,
ukazujuéi da je purinski sistem odgovoran za ovu interakciju. Kalcijumski porast u astrocitima
uzrokovan izlaganjem CNS-IIC je bio smanjen kada su prethodno specifi¢no blokirani P2X7R
astrocita. Pokazali smo da je ovaj odgovor sli¢nih karakteristika kao kada se primeni agonist
P2X7R u niskoj koncentraciji, §to je dodatno potvrdilo da je interakcija astrocita sa CNS-IIC
posredovana signalizacijom zavisnom od aktivacije P2X7R. Aktivacija P2X7R je regulisana od
strane samih astrocita, jer blokada oslobadanja ATP kroz astroglijalne hemikanale znacajno
smanjuje kalcijumski porast u astrocitima nakon izlaganja CNS-1IC. Kalcijumski odgovor astrocita
nakon izlaganja CNS-IIC je usledio sa zakasnjenjem, oko 10 s nakon aplikacije, $to ukazuje na
postojanje koraka koji se deSavaju pre povecanja unutaréelijske koncentracije Ca®". Prikazani
podaci nedvosmisleno ukazuju da signalizacija zavisna od P2X7R dominira u Ca®* odgovoru
astrocita na prisutvo CNS-IIC §to moze doprineti oslobadanju signalnih molekula iz astrocita i
dodatno promovisati neurodegenerativne i neuroinflamacijske procese u autoimunskom poremecaju
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CNS. Ovo je dodatno podrzano ¢injenicom da nishodno od aktivacije glijalnog P2X7R dolazi do
pokretanja signalnih puteva na ¢ijem kraju se oslobadaju citokini, glutamat i reaktivne kiseoni¢ne
vrste iz astrocita koji promoviSu inflamaciju i oStecenje neurona (Burnstock and Knight, 2018).

Imajucéi u vidu poznatu ¢injenicu da aktivirane imunske ¢éelije oslobadaju ATP (Dosch et al.,
2019; Ledderose et al., 2018; Schenk et al., 2008) i prethodno opisani rezultat da astrociti ne
reaguju u prisustvu perifernin IC, ispitali smo da li su CNS-IIC izvor ovog purina i aktivatori
astroglijalnog P2X7R. Merenje oslobodenog ATP iz CNS-IIC i perifernih IC je pokazalo da nema
razlike, ukazujuéi da CNS-IIC nisu izvor ATP koji dovodi do Ca®* odgovora astrocita. Pored
imunskih ¢elija, astrociti su glavni izvor ATP u CNS (Burnstock and Boeynaems, 2014). ATP koji
oslobadaju astrociti moze delovati na autokrin ili parakrin na¢in (Figueiredo et al., 2014; Nikolic et
al., 2018; Shen et al., 2017) zbog ¢ega je ispitana moguénost da astroglijalni ATP autokrino aktivira
P2X7R. Astrociti oslobadaju ATP vezikularnim putem ili kroz hemikanale (Coco et al., 2003;
Cotrina et al., 1998; Xiong et al., 2018). Specificna blokada vezikularnog oslobadanja ATP iz
astrocita nije dovela do promene Ca®* odgovora, dok je blokada oslobadanja kroz hemikanale
znaGajno izmenila Ca®* odgovor astrocita nakon izlaganja CNS-IIC. Ovaj podatak potvrduje da
interakcija astrocita sa CNS-IIC dovodi do otvaranja hemikanala, oslobadanja ATP i
autokrine/parakrine aktivacije P2X7R $to za posledicu ima ulazak Ca®* u astrocite. Ovi podaci
ukazuju da interakcija astrocita sa imunskim ¢elijama deli sli¢ne osnove sa na¢inom na koji astrociti
interaguju sa rezidentnim éelijama u CNS, pre svega unutaréelijskim poveéanjem Ca®* koje je
regulisano aktivacijom purinskih receptora. Signalizacija posredovana purinskim receptorima je
dominantan na¢in meducelijske komunikacije astrocita, oni oslobadaju ATP koji modulise aktivnost
neurona, njihovu medusobnu komunikaciju kao i interakciju sa drugim glijalnim ¢elijama (Bultt,
2011; Fields and Burnstock, 2006). Astroglijalna signalizacija posredovana purinima ima znac¢ajno
mesto i u patolo§im stanjima CNS poput epilepsije (Alvarez-Ferradas et al., 2015), Alchajmerove
bolesti (Delekate et al., 2014), ALS (Apolloni et al., 2021) i cerebralne ishemije (Kuboyama et al.,
2011). Uoceno je da je ekspresija P2X7R izrazena u hipertrofiranim astrocitima u frontalnom
korteksu MS pacijenata (Amadio et al., 2017), a dobijeni podaci dodatno podrzavaju ulogu ovog
receptora u meducelijskoj komunikaciji sa autoreaktivnim imunskim ¢elijama u okruZenju.

Esencijalni aspekti unutarcelijske signalizacije Ca®* koji su opisani u astrocitima u kulturi
(Cornell-Bell et al., 1990) su potvrdeni u akutnim mozdanim presecima (Porter and McCarthy,
1996), kao i in vivo (Hirase et al., 2004; Wang et al., 2006). Ali i pored toga, potrebno je oprezno
ekstrapolirati rezultate dobijene u in vitro modelu na ono $to se desava u EAE ili MS tkivu. U ovom
radu je pokazano da kontakt astrocita i CNS-IIC u in vitro uslovima uzrokuje brze i prolazne
promene unutarcelijske koncentracije Ca?* u astrocitma §to navodi na pretpostavku da se ovo
ponavlja i u tkivu CNS u susretu astrocita sa infiltriranim autoimunskim ¢elijama koje se krecu kroz
parenhim i da se ovaj tip interakcije deSava pri svakom susretu. Deo astroglijalnog odgovora je
verovatno delom uzrokovan inflamatornim faktorima koje oslobadaju CNS-IIC i zaista, kada se
naivni astrociti izloze CNS IIC-kondicioniranom medijumu odgovaraju povecanjem koliGine
unutaréelijskog Ca?*, ali znaGajno manji broj astrocita reaguje, pri emu je i sama promena u
éelijama koje su odreagovale manja u odnosu na odgovor na CNS-IIC. Prethodne studije su
pokazale da inflamatorni citokini izazivaju porast unutarcelijske koncentracije kalcijuma u
astrocitima (Domercq et al., 2006; Nikolic et al., 2018). Ali, u ovim studijama nije do kraja ispitano
da li je interakcija astrocita i imunskih celija oblikovana aktiviranom mikroglijom. Ono §to je
poznato je da pro-inflamatorni citokini koje oslobada aktivirana mikroglija deluju na odgovor
infiltriranih CD4" T ¢elija u EAE (Dong and Yong, 2019; Li et al., 2003) i na promovisanje
neurotoksi¢ne astroglijalne aktivnosti u MS (Liddelow and Barres, 2017). Imajuci u vidu sve nacine
delovanja mikroglije, tesko je utvrditi zbirni efekat signala koji su poreklom od mikroglije na
interakciju astrocita i imunskih ¢elija. Buduca istrazivanja usmerena na selektivhu manipulaciju
aktivnosti individualnih ¢elijskih tipova ¢e pomo¢i u rasvetljavanju ove meducelijske komunikacije
na kalcijumsku signalizaciju astrocita indukovane imunskim ¢elijama.
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5.2. Promena ekspresije P2X7R i interakcija sa Cx-43 u neposrednoj
blizini CD4" T éelija karakterise EAE

Interakcije astrocita sa drugim c¢elijama se deSavaju u nervnom sistemu U fizioloskim
uslovima i ukljucuju interakcije astrocita sa neuronima, mikroglijom, oligodendrocitima, drugim
astrocitma i endotelnim ¢elijama krvnih sudova, §to im omogucava da obavljaju svoje homeostatske
funkcije (Araque et al., 2014; Ishibashi et al., 2006; Parpura et al., 2012). Ove interakcije se
menjaju u toku neuronflamacije i uti¢u na dalji razvoj patoloSkog procesa u zavisnosti od
inflamtornih stimulusa u okruzenju (Araque et al., 2014; Colombo and Farina, 2016; Ishibashi et al.,
2006; Nobili et al., 2022; Parpura et al., 2012). Poznato je da astrociti i CNS-IIC komuniciraju
posredstvom inflamatornih faktora, kao S$to su citokini i hemokini (Butt, 2011; Franke et al., 2012).
Ova interakcija se odvija u oba smera, astrociti deluju na CNS-IIC, ali i CNS-IIC deluju na astrocite
posredstvom ovih faktora (Butt, 2011; Franke et al., 2012). Rezultati ove doktroske disertacije
pokazuju da je ova interakcija posredovana i direktnim celijskim kontaktom (Lemaitre et al., 2021;
Prajeeth et al., 2017; Rothhammer et al., 2011) i da direktan kontakt CNS-IIC sa astrocitima
pokreée Ca?* signalizaciju ovih glijalnih ¢elija. Signalizacija koja je posredovana purinima se
odvija na vremenskoj skali od nekoliko sekundi, $to omoguéava brzu komunikaciju izmedu
astrocita i drugih ¢elija u njihovoj blizini. Smatra se da ATP koji oslobode astrociti deluje kao
gliotransmiter (Santello et al., 2012; Vardjan et al., 2019), ali da u patoloskim procesima ovaj
molekul ima i ulogu signala opasnosti (Franke et al., 2012). ATP aktivira purinske receptore koji
nizvodno dovode do Ca** signala u astrocitima. Astroglijalna purinska signalizacija je karakteristika
mnogih bolesti CNS, izmedu ostalih i MS (Amadio et al., 2017; Butt, 2011; Franke et al., 2012;
Narcisse et al., 2005), $to dodatno naglaSava neophodnost razumevanja konteksta u kom su purinski
receptori ukljuceni u mehanizme koji kontroliSu ove signale.

Purinski P2X7R doprinose patoloskim procesima CNS u toku progresije razlicitih bolesti
poput epilepsije, Alchajmerove bolesti, MS (Beltran-Lobo et al., 2022; Nobili et al., 2022; Sidoryk-
Wegrzynowicz and Struzynska, 2021). Ovi receptori su povezani sa dugotrajnim promenama u
osobinama astrocita koji vode njhovom remodelovanju ka reaktivnom fenotipu (Franke et al.,
2012). U animalnom EAE modelu, blokada P2X7R primenom BBG, smanjuje astrogliozu u
prednjem mozgu pacova i ublazava neuroloSke simptome bolesti (Grygorowicz et al., 2016). U
drugoj studiji gde su koriS¢eni miSevi koji ne eksprimiraju P2X7R, pokazano je da P2X7R
deficijencija redukuje incidencu razvoja EAE, aktivaciju astrocita i o§tecenje aksona, ali ne uti¢e na
infiltraciju imunskih c¢elija (Sharp et al., 2008). MS se smatra boles¢u bele mase ki¢mene mozdine,
ali lezije se uocavaju i u sivoj masi (Frohman et al., 2006). Prethodne studije su pokazale da
astrociti u blizini hroni¢no aktivnih i neaktivnih lezija eksprimiraju P2X7R i u beloj i u sivoj masi
frontalnog korteksa pacijenata obolelih od MS (Amadio et al., 2017). Ekspresija P2X7R u
hipertrofiranim astrocitima koji okruzuju perivaskularne infiltrate u mozgu MS pacijenata je
povecana (Narcisse et al., 2005), Sto ukazuje da je ovaj purinski receptor kriticna komponenta
interakcije astrocita sa imunskim celijama koje su se infiltrirale u CNS. Ispitivanje ekspresije
P2X7R u ki¢émenoj mozdini EAE pacova u vrhuncu bolesti je pokazalo da astroglijalni P2X7R
koncentrise u blizini infiltriranih CD4" T ¢elija u sivoj masi. Nije uocena izrazena ekspresija
P2X7R na astrocitima ni u kontroli ni u EAE ki¢menoj mozdini $to je u saglasnosti sa prethodnim
studijama koje pokazuju da je P2X7R u manjoj meri prisutan na astrocitima (llles, 2020). Dodatno,
pored analize u blizini CD4"™ T ¢elija, kolokalizacija Cx-43 i P2X7R pokazuje smanjenje u EAE.
Ovi rezultati ukazuju da je P2X7R ekspresija povecana i da se odrzava u astrocitima u blizini
autoreaktivnih imunskih ¢elija u toku neuroinflamacije u CNS, Sto moze doprineti meducelijskoj
interakciji astrocita i autoreaktivnih imunskih ¢elija.

Ekspresija P2X7R je do sad ispitana i u MS i u naj¢esc¢e koris¢enom animalnom modelu
EAE. U korteksu MS pacijenata je uoCena povecana ekspresija ovog purinskog receptora (Amadio
et al., 2017). Rezultati ove studije su pokazali smanjenje ekspresije P2X7R u ki¢menoj mozdini oba
pola u vrhuncu bolesti, dok je ranije pokazano povecanje ekspresije u prednjem mozgu EAE pacova
u ranom stadijumu bolesti (Grygorowicz et al., 2016). Promene u ekspresiji P2X7R podrzavaju
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hipotezu da je ovaj purinski receptor ukljuen u patoloske procese koji se deSavaju u MS i
animalnom modelu EAE. Aktivacija P2X7R u astrocitma pokreée signalne puteve koji promovisu
inflamaciju 1 dovode do oslobadanja gliotransmitera koji mogu modulisati aktivnost neurona
(Franke et al., 2012). Astroglijalni receptor P2X7R se aktivira u direktnom kontatku astrocita i
imunskih c¢elija §to moze predstavljati objaSnjenje za ocuvanu ekspresiju ovog receptora u
astrocitima u neposrednoj blizini CD4" T éelija.

5.3. Astroglijalni ayps-integrin je incijator, dok su mitohondrije

zaduZene za okoné&anje Ca®* odgovora nakon kontakta sa CNS-11C

Pretpostavili smo da inicijalni koraci interakcije astrocita i CNS-IIC mogu biti posredovani
integrinima, adhezivnim molekulima koji posreduju u interéelijskoj komunikaciji. Poznato je da
integrini imaju znacajnu ulogu u MS i da je njihova ekspresija izmenjena pre svega na T ¢elijama
koji su ujedno i glavna meta razli¢itih terapija (Archelos et al., 1999; Slack et al., 2022), ali i na
drugim ¢elijama CNS (Archelos et al., 1999). Sa druge strane, poznato je da su integrini ukljuceni u
aktivaciju astroglijalnog P2X7R posredstvom ATP oslobodenog kroz hemikanale (Henriquez et al.,
2011). Aktivacija ovog puta za posledicu ima poveéanje unutaréelijske koncentracije Ca®" u
astrocitima (Alvarez et al., 2016). Kao $to smo pokazali, kontakt izmedu CNS-IIC i astrocita dovodi
do Ca®* odgovora ovih glijalnih ¢elija aktivacijom hemikanali-ATP-P2X7R ose. Astrociti
oslobadaju ATP putem razliitih mehanizama, a jedan od njih je oslobadanje kroz Cx-43
hemikanale (Volterra and Meldolesi, 2005). Oslobodeni ATP aktivira astroglijalne purinske
receptore 1 do sada je pokazano da se upravo na ovaj nacin aktivira astroglijalni P2Y4R $to je uzrok
astroglijalne hiperaktivnosti u animalnom modelu AD (Delekate et al., 2014). Rezultati proizasli iz
ove doktorske disertacije pokazuju da nakon susreta astrocita sa CNS-IIC dolazi do oslobadanja
ATP kroz hemikanale i posledi¢ne aktivacije astroglijanog P2X7R. Pokazali smo da [3-integrin
interaguje sa P2X7R i da blokada avB3-integrina spre¢ava direktnu interakciju astrocita sa CNS-IIC
koje su izolovane iz kiémene mozdine EAE pacova. Ovaj signalni put je okarakterisan u astrocitima
i ukljuen je u pokretanje migracije u kulturi. Naime, aktivacija oyps-integrina dovodi do
oslobadanja ATP kroz hemikanale i aktivacije P2X7R, a ovaj receptor daljom signalizacijom
posreduje u migraciji astrocita u kulturi (Alvarez et al., 2016). Nasi rezultati ukazuju da ovaj
signalni put ucestvuje u Ca®" odgovoru astrocita izazvan CNS-IIC. Integrini eksprimirani na T
¢elijama su odgovorni za dijapedezu, prolazak KMB 1 kasniju interakciju sa celijama CNS i
vancelijksim matriksom (Archelos et al., 1999; Du et al., 2016; Prajeeth et al., 2017), a nasi podaci
otkrivaju da su integrini eksprimirani na membrani astrocita ukljuceni u ostvarivanje interakcije
astrocita i infiltriranih imunskih ¢elija 1 potencijalno implicirani u MS. Ekspresija mnogih integrina
je promenjena u MS u CNS (Archelos et al., 1999) i imunskim ¢éelijama u krvi i CSF (Elovaara et
al., 2000), a mi smo uocili povecanje ekspresije f3-integrina u ki¢menoj mozdini pacova u vrhuncu
EAE. Dobijeni podaci o interakciji P2X7R sa a,f3-integrinima i Cx-43, kao i ekspresija P2X7R u
blizini infiltriranih CD4" T ¢elija, sugerisu da se ovo poveéanje ekspresije integrina de$ava u
astrocitima u vrhuncu bolesti. Treba naglasiti da je ciljanje integrina strategija za lecenje mnogih
patoloskih stanja ukljucujuci i MS (Slack et al., 2022). Blokatori a4f7- i 04f1-integrina se koriste u
terapiji MS, a ciljaju se imunske ¢elije kako bi se kontrolisala njihova infiltracija u CNS (Slack et
al., 2022).

Poznato je da je ucestalost MS dva puta veca kod zena, nego kod muskaraca (Voskuhl and
Gold, 2012). Pokazano je da u EAE modelu postoje regionalne razlike u ekspresionom profilu
astrocita (Itoh et al., 2018). Takode, uoceno je i postojanje polno specificng odgovora astrocita na
oste¢enje u EAE modelu (Tassoni et al., 2019). Naime, kod Zenki je uo¢ena povecana ekspresija C3
u astrocitima u optickom nervu, dok je u astrocitima muZzjaka uocena povecana ekspresija THBSI,
ukazujuéi na razliCit stepen aktivacije astrocita izmedu polova. U kicmenoj mozdini nisu uocene
ovakve promene (Tassoni et al., 2019) sto je u skladu sa rezultatima prikazanim u ovoj doktorskoj
disertaciji da je isti trend promene ekspresije P2X7R i B3-integrina uoc¢en kod oba pola. Sa druge
strane, pokazano je da XX hromozomski par doprinosi povecanoj osetljivosti na razvoj EAE
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(Smith-Bouvier et al., 2008), dok XY hromozomski par kod SJL. miSa dovodi do razvoja bolesti sa
veéim stepenom neurodegeneracije (Du et al., 2014). Potrebno je imati u vidu oba aspekta u razvoju
terapije 1 u skladu sa dobrom istrazivackom praksom koristiti oba pola u ispitivanju mehanizama
nastanka ovog autoimunksog oboljenja (Clayton and Collins, 2014).

Pokazano je da astrociti oslobadaju ATP otvaranjem hemikanala nakon susreta sa imunskim
¢elijama. Poznato je da su mitohondrije glavni proizvodaci ATP i da imaju vaznu ulogu u kontroli
unutaréelijske koncentracije Ca** (Duchen, 2000; Rizzuto et al., 2012). Ova dva pocesa su usko
povezana kako bi se obezbedila sinteza ATP prema trenutnim potrebama c¢elija (Tarasov et al.,
2012). Ca** homeostaza mitohondrija je ostvarena kroz aktivnost kompleksne transportne masinerje
na membrani ovih organela. Blokada NCLX- i mHCX-zavisnog mitohondrijalnog transporta Ca*
poveéava oslobadanje ATP iz astrocita i znadajno produZava trajanje Ca’* odgovora astrocita
izazvanog kontaktom sa CNS-IIC. Pored izvora ATP, mitohondrije imaju ulogu u sekvestriranju
unutaréelijskog Ca** (Rizzuto et al., 2012). Ova uloga mitohondrija je izrazena i u drugim
¢elijiskim tipovima poput kardiomiocita i p ¢elijama Langerhansovih ostrvaca (Duchen, 2000;
Tarasov et al., 2012), §to ukazuje na krucijalnu ulogu mitohondrija u regulaciji koncentracije Ca®" i
u odrzanju éelijskog metabolizma. Frekvencija Ca?* tranzijenata regulisanih mitohondrijama u
astrocitima se povecava u modelu ALS koji prekomerno eksprimiraju SOD1 (Agarwal et al., 2017),
Sto ukazuje da su Ca®* signali koji su regulisani mitohondrijama naruseni u patologkim procesima
CNS. Rezultati ovog istraZivanja su pokazala da mitohondrije reguli$u Ca®" signale astrocita u toku
interakcije sa CNS-IIC, odnosno da je mitohondrijalna masinerija neophodna za zavrietak
astroglijalnog Ca®* odgovora uzrokovanog CNS-IIC kroz sekvestriranje unutaréelijskog Ca?".
Aplikacija ATP nakon blokiranja NCLX- i mHCX-mitohondrijalnog Ca®* transporta izaziva Ca**
odgovor produzenog trajanja U astrocitima. Dakle, mitohondrije su ukljuene u regulaciju
citosolnog Ca®* nakon astroglijalnog odgovora na ATP. Dobijeni rezultati zajedno pokazuju da su
mitohondrije ukljuéene u regulaciju trajanja Ca** odgovora nakon aktivacije P2X7R izazvane
prisustvom CNS-IIC. Ovaj fenomen moZe uticati na razli¢ite éelijske procese astrocita kao $to su
oslobadanje gliotransmitera i aktivacija inflamatornih signalnih puteva §to moze imati implikacije
za samu patologiju MS. Prikazani rezultati su u saglasnosti sa postoje¢im rezultatima o znacaju
aktivacije P2X7R u ovoj patologiji, jer blokada upravo ovog receptora smanjuje astrogliozu
karakteristi¢nu za EAE i usporava progresiju same bolesti (Grygorowicz et al., 2016).

Ova doktorska disertacija je prvenstveno fokusirana na efekat CNS-IIC na obrazac
aktivnosti astrocita koji je bitan za razumevanje na koji nacin astrociti reaguju na autoreaktivne
imunske ¢elije prisutne u njihovoj neposrednoj blizini u CNS. Opisali smo sekvencu dogadaja koji
kontrolisu brzi Ca®* odgovor astrocita na prisustvo CNS-IIC, §to pruza novi konceptualni okvir za
izuCavanje interakcije astrocita i imunskih ¢elija u autoimunskom poremecaju CNS. Dodatne studije
su neophodne kako bi se definisale uloge ovih astroglijalnih promena u ranim fazama
neurodegenerativnih procesa koji se desavaju u EAE modelu. Dalje studije treba da definiSu
potencijal astroglijalnog a,fBs-integrina u regulaciji progresije EAE preko kontrole P2X7R-zavisne
interakcije astrocita sa imunskim ¢elijama koje se infiltriraju u CNS. Ovo istrazivanje moze pomoci
U razvoju novih terapeutskih strategija za MS koje ¢e ciljati astrocite. Kako su astrociti ukljuceni u
svaki segment pravilnog funkcionisanja neurona, ovakve strategije bi pomogle u razvoju terapija
koje Stite neurone od oStecenja koje se deSava u toku MS.

5.4. Interakcija astrocita i mikroglije sa perifernim imunskim
faktorima u hSOD1°%** ALS modelu

U post mortem tkivu ALS pacijenata je uoceno prisustvo CD4" i CD8" T ¢elija u ventralnim
rogovima ki¢emene mozdine i CD4" T éelija u kortikospinalnim traktovima (Engelhardt et al.,
1993; Troost et al., 1989). U hSOD1°%**” migjem modelu, i u ranom i u kasnom simptomatskom
stadijumu, je utvrdeno oStecenje KMB u nivou cervikalnog i lumbalnog regiona kicmene mozdine 1
mozdanog stabla na mestima gde dolazi do degenracije motoneruona (Garbuzova-Davis et al.,
2007b, 2007a). Transplantacija progenitorskih endtoelijalnih ¢elija poreklom iz humane kostne srzi
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dovodi do restauracije kapilarnog integriteta u hSOD1%%** misu, redukuje permeabilnost KMB i

usporava progresiju bolesti (Garbuzova-Davis et al., 2017, 2019). Magnethom rezonancom je
ustanovljeno prosirenje lateralnih ventrikula i cerebralnog akvadukta kod hSDO1°%** pacova
(Andjus et al., 2009; Batavelji¢ et al., 2009). Uvecane ventrikule su uocene i u hSDO15%A misjem
modelu (Zang et al., 2004). Promene na nivou ventrikula su uocene i kod pacova pre ispoljavanja
prvih simptoma bolesti, $to je znaCajno sa aspekta trenutka kada pocinje infiltracija imunskih
faktora (Andjus et al., 2009; Zhong et al., 2008). Infiltracije imunskih ¢elija su uoc¢ene upravo oko
lateralnih ventrikula (Andjus et al., 2009), u nivou srednjeg mozga, medumozga i u mozdanom
stablu (Batavelji¢ et al., 2011). U ovoj doktorskoj disertaciji u analiziranom uzorku nije otkriveno
postojanje infiltranih CD4" T éelija u tkivu kimene mozdine hSOD1%%*# ALS pacova u kasnoj fazi
bolesti. Posto je pokazano da su infiltrati manje brojni nego u drugim bolestima poput meningitisa,
encefalomijelitisa, poliomijelitisa i MS (Engelhardt et al., 1993), potrebno je ispitati serijske
preseke tkiva kicmene mozdine jedne Zivotinje i analizirati razlicite regione. Drugi pristup bi bio
aplikacija Evans plavo indikatora pre eutanazije i izolacije CNS tkiva (Garbuzova-Davis et al.,
2007b), kako bi bilo moguce ustanoviti gde su oSteCenja KMB i u tim nivoima ispitati da li postoje
infiltrirane imunske celije. Studije su pokazale da se kod transgenih miSeva koji nose mutiranu
formu hSDO1°%** broj infiltriranih CD4* i CD8" T ¢elija u kidmenu mozdinu poveéava sa
progresijom bolesti (Beers et al., 2008; Chiu et al., 2008). Do infiltracije T ¢elija u kiémenu
mozdinu mSOD1°**# mi%a ne dolazi kada je izbrisan RAG2 gen (eng. recombination-activating
gene 2) zaduzen za formiranje funkcionalnih T ¢elija. Nakon transplantacije kostne srzi ovim
Zivotinjama dolazi do infiltracije CD4"* T éelija u istoj razmeri kao u misu koji nosi mSOD1%%#
(Beers et al., 2008). Infiltrati T celija su uofeni U Ki¢menoj mozdini ALS Zivotinja jo§ u
presimptomatskoj fazi bolesti, a njihov broj se povecava sa daljom progresijom bolesti (Chiu et al.,
2008). Analiza broja infiltriranih CD3" T ¢elija (marker svih T éelija) u razli¢itim regionima
kicmene mozdine je pokazala prisustvo i u lumbalnom i u cervikalnom regionu ki¢mene mozdine
ALS miSeva, ali je zanimljivo da je u cervikalnom regionu manji broj i u pocetnoj i u kasnoj fazi
bolesti (Beers et al., 2011). Imajuci u vidu opisane podatke iz literature, kao i nase podatke, pre in
vitro eksperimenata ispitivanja interakcije glijalnih celija sa imunskim celijama je neophodno
uraditi detaljan profil infiltriranih imunskih c¢elija proto¢nom citometrijom koriste¢i markere
CD11b, CD4, CD8, His48, CD161 i TCR (Miljkovi¢ et al., 2011).

Dosadasnji literaturni podaci ukazuju na postojanje specifi¢énosti ALS IgG (Bataveljic et al.,
2014). Uocena je akumulacija IgG u motoneuronima (Engelhardt and Appel, 1990) koji mogu imati
antigen-specifi¢ne i Fc-posredovane efekte (Béland et al., 2020). Uloga B ¢elija i IgG u ALS je i
dalje nedovoljno poznata i od velikog znacaja za dalja istrazivanja (Béland et al., 2020). Prethodne
studije su pokazale da kontrolni astrociti u kulturi reaguju na 1gG izolovane iz seruma obolelih od
ALS prolaznim kalcijumskim tranzijentima koji su posredovani PI3K-IP3R signalnim putem
(Milosevi¢ et al., 2013). Dodatno, akutno izlaganje astrocita ALS IgG izaziva povecéanje
pokretljivosti kiselih vezikula $to ukazuje na povecanu aktivnost endocitotskih puteva (Stenovec et
al., 2011). U ovoj studiji je pokazano da astrociti izolovani iz korteksa hSOD1%%** ALS pacova
akutno odgovaraju na ALS 1gG karakteristi¢nim Ca®* tranzijentima, koji su znadajno veéi od
tranzijenata u kontrolnim. Utvrdeno je da uoena razlika potice usled poveéane akumulacije Ca®* u
ER astrocita poreklom iz koreteksa hSOD1%%*” pacova, a §to je u skladu sa studijom u kojoj je
pokazano da astrociti poreklom iz ki¢mene mozdine SOD1°%** miga imaju poremeéenu homeostazu
Ca®" i da je abnormalna akumulacija Ca** u ER posledica nepravilno regulisanog SOCE mehanizma
(Kawamata et al., 2014). Naime, mehanizam SOCE podrazumeva kompleksnu koordinaciju izmedu
ER i ¢elijske membrane i potvrden je u astrocitima (Li et al., 2009; Pivneva et al., 2008; Smyth et
al., 2010). U ER se nalazi senzor za Ca**, protein STIM1 (eng. Stromal interaction protein 1) koji
detektuje smanjenu koli¢inu Ca** u lumenu ER. Samnjena kolig¢ina Ca®* u ER pokreée
oligomerizaciju ovog proteina Ciji citoplazmatski domen interaguje sa Oral Ca** kanalom u
Gelijskoj mmebrani i dovodi do ulaska ekstracelijskog Ca®* u citoplazmu, a potom delovanjem
SERCA pumpe u ER (Smyth et al., 2010). U hSOD1%%** migjim astrocitima je otkriveno da je
STIM1 protein glutationilovan, a ova posttranslaciona modifikacija uzrokuje konstitutivno aktivan
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SOCE mehanizam 3to dovodi do prekomerne koli¢ine Ca** u lumenu ER (Kawamata et al., 2014).
Mutirana forma SOD1 proteina indukuju oksidativni stres, a S-glutationilacija je odgovor ¢elije koji
za cilj ima zastitu proteina od 0ksidativno§ ostecenja (Cassina et al., 2002; Poon et al., 2005). Ovo
moze objasniti vecu osetljivost hSOD1%%*" astrocita na ALS IgG, a koja moze pospesiti progresiju
patologije. U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da je koris¢enje in vitro eksperimentalnog
pristupa studiranja efekata imunskih faktora na glijalne ¢elije pogodan alat za ispitivanje
patofiziologije punjenja depoa Ca**, koji su naruseni u ALS modelu.

Poznato je da se mikroglija aktivira u toku progresije ALS (Alexianu et al., 2001; Gerber et
al., 2012; Stamenkovi¢ et al., 2017b), kao i da dolazi do mikroglioze (Kawamata et al., 1992; Wu et
al., 2006). Intraperitonealno injeciranje ALS IgG dovodi do aktivacije mikroglije u ki¢menoj
mozdini miseva (Obal et al., 2001). Primenom istog tretmana, ustanovljeno je i povecano
oslobadanje TNF-a u ki¢menoj mozdini (Obal et al., 2016). ALS IgG izazivaju oksidativni stres
mikroglije (BV2 mikroglijalne linije) i oslobadanje pro-inflamatornih citokina nakon 24 h
(Milosevi¢ et al., 2017) $to ukazuje da bi bilo znacajno nastaviti ispitivanja efekata ALS IgG na
mikrogliju. U ovoj doktorskoj disertaciji je pokaznao da ALS IgG ne izazivaju Ca** odgovor
mikroglije nakon akutnog tretmana, tako da je od znacaja istraziti signalni put kojim ALS IgG
aktiviraju celije mikroglije i dovode do oslobadanja pro-inflamatornih citokina, imajuc¢i u vidu
znadaj aktivacije mikroglije u progresiji ALS (Liao et al., 2012). Odsustvo Ca** odgovora
mikroglije na aplikaciju dva uzorka ALS IgG poreklom iz seruma razli€itih pacijenata i prethodne
studije gde je svega 30% uzoraka ALS IgG uzrokovalo akutnu proizvodnju ROS u BV-2
mikroglijalnoj ¢elijskoj liniji (Milosevi¢ et al., 2017) i 45% uzoraka ALS IgG dovelo do povecane
sinapticke aktivnosti u nervno-mi$i¢noj sinapsi (Pagani et al., 2006) ukazuje na moguénost da se
reakcije na ALS IgG razlikuju u in vitro sistemima i da samo mali procenat ALS IgG uzoraka moze
izazvati promenu. Razlike u reakcijama razli¢itih in vitro sistema se mogu upotrebiti za
karakterizaciju specifi¢nih ALS IgG i korelaciju sa parametrima bolesti.

Ova doktorska disertacija je bila fokusirana na ispitivanje akutnih efekata ALS IgG na Ca**
odgovor hSOD1%%* astrocita u poredenju sa kontrolnim i na Ca®" odgovor kontrolne mikroglije.
Dodatne studije su neophodne kako bi se definisao i razumeo specifidan otisak Ca®* signalizacije u
glijalnim celijama nakon izlaganja ALS IgG, kao i uticaj produzenom izlaganju, a koji bi imao
implikacije na progresiju bolesti.
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6. Zakljucak

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

1.

Astrociti u kontaktu sa infiltriranim imunskim c¢elijama reaguju brzim i prolaznim
kalcijumskim odgovorom koji je posredovan ATP oslobodenim kroz hemikanale i
posledi¢nom aktivacijom purinskog P2X7 receptora.

U ki¢menoj mozdini EAE i kontrolnih pacova P2X7 receptor gradi komplekse sa Cx-43.
Ekspresija P2X7 receptora je smanjena u ki¢menoj mozdini EAE pacova, ali je njegova
distribucija takva da kolokalizuje sa koneksinom-43 u neposrednoj blizini infiltriranih
CD4" T ¢éelija.

Direktan kontakt izmedu astrocita i autoreaktivnih imunskih c¢elija je posredovan
astroglijalnim a,B3-integrinom. P2X7R takode forimira komplekse sa Ps-integrinom u
ki¢menoj mozdini kontrolnih i EAE pacova, a ekspresija Ps-integrina se povecava u
EAE.

Mitohondrije, kao unutarcelijski depo kalcijuma, ucestvuju u terminaciji astroglijalnog
kalcijumskog odgovora po kontaktu sa autoreaktivnim imunskim ¢elijama.

hSOD1%%* astrociti pokazuju izmenjen kalcijumski odgovor na 1gG izolovane iz
seruma ALS pacijenata usled poremecene sposobnosti unutarcelijskog skladistenja jona
kalcijuma.

Celije mikroglije ne pokazuju kalcijumski odgovor na IgG izolovane iz seruma ALS
pacijenata, ukazujuéi na drugaciji obrazac aktivacije ovog glijalnog ¢elijskog tipa.

Na osnovu pojedinacnih zakljucaka se moze izvesti opsti zakljucak:

Astrociti reaguju brzim Ca®* odgovorom na prisustvo imunskih faktora u svojoj neposrednoj
blizini. Ovaj fenomen je uocen u dve razlic¢ite CNS patologije — EAE, animalni model MS, i ALS.
Ova studija produbljuje znanje o interakciji astrocita sa imunskim faktorima, autoreaktivnim
imunskim celijama izolovanim iz kiémene mozdine EAE pacova i imunoglobulinom G iz seruma
ALS pacijenata. Ovo znanje se moze iskoristiti za razvoj novih terapeutskih pravaca u le¢enju CNS
bolesti sa neuroinflamacijskom osnovom, a koji ¢e se fokusirati upravo na direktnu interakciju
astrocita sa imunskim faktorima.
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Mpunor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

lNoTnuncaxHu-a KatapuHa [. Munuhesuh

6poj nHgekca __63001/2017

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBoMm

YTuuaj UMyHKCUX dhakTopa Ha 0AroBOp acTpouuTa u MUKpornuvje y nHdnaMmaumjckum npouecuma
LeHTpanHor HepBHOr cucTema

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npegnoxeHa auceptauvja y LenvHM HW Yy OenoBuma Huje Guna npepnoxeHa 3a
nobuvjawwe 6uno koje gunnome npema CTyaujCckum nporpammma ApyrnxX BMCOKOLLKOSCKMX
yCTaHOBa,

e [a cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeHU U
e [a HucaMm KpLumo/na ayTopcka npasa U KOPUCTMO MHTENEKTyarHy CBOjUHY ApYyrux nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Bbeorpagy,




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMaHe U eNlIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa _KartapunHa . Munuhesuh

Bbpoj nigekca _ 63001/2017

Crtyaumjckn nporpam Buonoruvja

Hacnos paga _ YTuuaj UMYHCKMX dhakTopa Ha OAroBop acTpoumnTa U MUKporiuje vy
UHdIaMaLUmiCKMM NpoLiecuMa LIEHTPanHor HEPBHOI cucTemMa
MeHTOp Op JbubaHa Hukonuh

Op Munena MunoweBuh

MoTnucaHw/a

MsjaBrbyjeM ga je wramnaHa Bepaunja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKOj BEP3UjU KOjy
cam npepao/na 3a objaBrbuBarbe Ha noptany AurutanHor penosutopujyma YHuBep3uteTa y
Beorpapy.

Ho3sorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM Nofaum Be3aHn 3a gobuvjarbe akageMCcKor 3Bakba JOKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MMe M NpesnmMe, roguHa u Mecto poherwa n gatym oabpaHe paga.

OBu nnyHM nogaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurmtanHe 6ubnuoteke, y
€MNeKTPOHCKOM KaTtarnory u y nybnukauunjama YHueepauteTa y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpagay,




Mpwunor 3.
UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBep3auTeTcky 6ubnumoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [urutanHn penosmtopujym
YHuBepauteTta y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AucepTauunjy nog HacnoBoM:

YTuuaj UMyHCKMX hakTopa Ha 0groBop acTpoumta u MUKpPOrfvje y nHgamaumjckum npouecmma

LeHTpariHor HepBHOr cuctemMa

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[ucepTaumnjy ca cBMM npunosvma npegao/na cam y efeKkTpoHCKoOM chopmaTy norogHoM 3a TpajHoO
apxvBupame.

Mojy gokTopcky gucepTaumnjy noxpaweHy y nrmtanHu penosmtopmjym YHusepauteta y beorpagy
MOry Aa KOpuUCTe CBW KOju MowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeaTuBHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUjanHo
@AyTopCTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — 4ennTn No4 UCTUM yCcroBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnnUTK Nog UCTUM yCroBMMa

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jedHy oA wecT NoHyhHeHnx nuueHun, kpaTtak onvc nuueHumn aart je
Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Bbeorpagy,

1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYUM)y WM jaBHO caonwTaBakwe Aena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH oppefeH of cTpaHe aytopa vnv gaBaoua
nuueHue, Yak n'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHWja o CBUX NNLEHUMN.



2. AyTopCcTBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakwe, AUCTpMOyuujy ©  jaBHO
caonwtaBawe fena, u npepage, ako ce Hasee nme aytopa Ha HauuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa
unun gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He Jo3BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUBYLnjy u
jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa unu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce HaBefe VMMe ayTopa Ha HauvH ofpefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuvueHue. Osa
nvueHua He Jo3BOoSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCY Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM
NMLUEHLOM ce orpaHuyaBa Hajsehu obmum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuMjanHo — OenUTU nog UCTUM ycroBuMa. [lo3BorbaBate yMHOXaBahe,
ANCTpUOYUMjy 1 jaBHO caomnwiTaBakwe Aerna, U npepaje, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduH
oapeheH o cTpaHe ayTopa uUnu gaeaoua nuueHLe W ako ce npepaga auctpubyvpa nog UCToM
nUnu crnmyHom nuueHuom. OBa nuueHUa He 403BorbaBa koMepLuujanHy ynoTpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpMOYLMjy 1 jaBHO caomniTaBake
nena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa MM ynotpebe gena y CBOM Aerny, ako Ce HaBede MMe
ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa unv gasaoua nuueHue. OBa nuueHua 403BOMbaBa
KomepuumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AeNUTK Nog UCTMM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe, ANCTPUOYLNjY 1 jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepaje, ako ce HaBee nMme aytopa Ha HavuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa
UnNu gaesaoua nuueHLe 1 ako ce npepaga auctpmbympa nog UCTOM UMK CANMYHOM nuueHuom. Oea
nuueHua [[o3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby gena wm npepaga. CnnyHa je codpTBEPCKUM
nuueHuama, 0gHOCHO fMLeHL, aMma OTBOPEHOr Koaa.



