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ISPITIVANJE RANIH MARKERA PROCESA NEUROINFLAMACIJE |
OKSIDATIVNOG STRESA U MOZGU TRANSGENOG hSOD1 G93A PACOVA
KAO EKSPERIMENTALNOG MODELA AMIOTROFICNE LATERALNE
SKLEROZE

REZIME

Amiotrofi¢na lateralna skleroza je smrtonosno neurodegenerativno oboljenje
koje pogada motorne i kognitivne domene centralnog nervnog sistema (CNS). Mutacije
u genu za Cu, Zn-supeoksid dismutazu (SOD1) uzrokuju 20% familijalnih slucajeva
ALS i izazivaju stvaranje unutaréelijskih SOD1 agregata i smanjeno vezivanje Cu i Zn,
Sto dovodi do patoloskih unutarcelijskih promena i neurodegeneracije. Istrazivanja na
post mortem tkivu ALS pacijenata i zivotinjskim modelima bolesti su istakla glijalnu
aktivaciju, poremecenu homeostazu prelaznih metala, oStecenje krvno-mozdane barijere
(KMB) i pove¢anu proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta kao glavne patoloske
faktore u bolesti. Cilj ove studije je bio da se ispitaju navedene patoloske promene u
motornim (mozdano stablo) i ne-motornim (hipokampus) centrima u mozgu transgenog
hSOD1 G93A pacovskog modela ALS, u presimptomatskom i simptomatskom
stadijumu bolesti, kako bi se detaljnije proucili ovi patofizioloski mehanizmi i

identifikovale rane promene u bolesti.

Prisustvo 1 vremenski sled aktivacije i morfoloSkih promena mikroglije i
astrocita, kao 1 akumulacija 1 distribucija SOD1 proteina u ovim ¢elijama su ispitani
naprednim 3D modelovanjem i analizom kolokalizacije na slikama dobijenim
konfokalnom laserskom skeniraju¢om mikroskopijom. Rezultati su pokazali glijalnu
proliferaciju 1 progresivno nakupljanje SOD1 u tkivu u oba ispitivana moZdana regiona
hSOD1 G93A pacova, koji po€inju ve¢ u presimptomatskoj fazi. U mozdanom stablu
ovih zivotinja aktivacija astrocita je bila prisutna pre pocetka simptoma bolesti, i bila je
pracena aktivacijom mikroglije. Takode, u mozdanom stablu astrociti su pokazali
progresivnu akumulaciju SOD1 proteina u ¢elijskom telu i nastavcima, dok su nivoi
SODI1 u mikrogliji bili smanjeni a njena distribucija ograni¢ena na distalne celijske
nastavke. U hipokampusu hSOD1 G93A pacova astrociti su pokazali isti reaktivni
profil kao onaj uocen u mozdanom stablu, dok je morfologija mikroglije bila
nepromenjena. U ovom regionu mozga oba tipa glijalnih ¢elija su pokazala akumulaciju

SODI1 proteina u celijskom telu. Topografska i kvantitativna analiza elementarnog



sastava tkiva pomocu Rentgenske fluorescentne mikroskopije je pokazala smanjenje u
koli¢ini P i povecane koncentracije Ca, Cl, K, Ni, Cu i Zn u mozdanom stablu, kao i
povecane nivoe Cl, Ni i Cu uz smenjenje Zn u hipokampusu simptomatskih hSOD1
G93A pacova.

Redoks status mozdanog tkiva i integritet KMB u hSOD1 G93A pacovima su
ispitani in vivo EPR spektroskopijom koris¢enjem 3 aminoksil radikala sa razli¢itim
sposobnostima prolaska kroz c¢elijsku membranu i KMB, Tempola, 3-karbamoil-
proksila (3CP), i 3-karboksi-proksila (3CxP). Rezultai su ukazali da je 3CP
najprikladniji za ispitivanje unutarcelijskog redoks statusa, poSto je Tempol bio
redukovan in vivo u roku od nekoliko minuta $to je onemogucilo pouzdano kineticko
modelovanje, dok se 3CxP pokazao neadekvatnim usled slabe sposobnosti prolaska
kroz Celijske membrane. Farmakokineticko modelovanje redukcije 3CP in vivo u glavi
presimptomatskih i simptomatskih hSOD1 G93A pacova je ukazalo na izmenjen redoks
status mozdanog tkiva i moguce oSte¢enje KMB u ovim zivotinjama. Izmenjen redoks
status u mozgu hSOD1 G93A pacova je potvrden biohemijskim esejima koji su
pokazali povecanu nitrilaciju, proizvodnju superoksidnog radikala, lipidnu
peroksidaciju i aktivnost SOD2, kao i smanjenu aktivnost SOD1 u homogenatima tkiva
mozdanog stabla i hipokampusa ovih zivotinja. Oste¢enje KMB je potvrdeno
eksperimentima oslikavanja magnetnom rezonancijom koji su pokazali curenje KMB
ve¢ kod presimptomatskih Zivotinja, uz dalje Sirenje oStecenja kod simptomatskih
pacova.

Ovi rezultati donose novi uvid u glijalni odgovor i promene u homeostazi
razli¢itih elemenata tokom razvoja i progresije bolesti u motornim i ne-motornim
strukturama CNS, i ukazuju na poremecen redoks status mozga i oSte¢enje KMB kao

rane markere bolesti.
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prelazni metali, oksidativni stres, krvno-mozdana barijera.
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INVESTIGATION OF EARLY MARKERS OF NEUROINFLAMMATION AND
OXIDATIVE STRESS IN THE BRAIN OF THE TRANSGENIC hSOD1 G93A RAT
AS AN EXPERIMENTAL MODEL FOR AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS

ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disorder
affecting both the motor and cognitive domains of the central nervous system (CNS).
Mutations in the Cu,Zn-superoxide dismutase (SOD1) cause 20% of familial ALS and
provoke formation of intracellular SOD1 aggregates and copper and zinc unbinding,
leading to pathological intracellular changes and neurodegeneration. Post mortem and
animal model studies indicate glial activation, perturbed transition metal homeostasis,
blood-brain barrier (BBB) disruption and elevated production of reactive oxygen
species as major contributors to disease pathology. The aim of this study was to
investigate the above mentioned pathological changes in motor (brainstem) and non-
motor (hippocampus) brain centers of a transgenic hSOD1 G93A rat model of ALS, in
presymptomatic and symptomatic stages of the disease, in order to further clarify these

pathophysiological mechanisms and to identify early changes in the disease.

The presence and the timeline of activation and morphological changes of
microglia and astrocytes, as well as their intracellular accumulation and distribution of
SOD1 were investigated by advanced 3D modeling and colocalization analysis of
images obtained by confocal laser scanning microscopy. Results revealed glial
proliferation and progressive tissue accumulation of SOD1 in both brain regions of
hSOD1 G93A rats starting already at the presymptomatic stage. In the brainstem of
these animals astrocytes activation occurred before disease symptoms onset, and was
followed by activation of microglia. Additionally, in the brainstem astrocytes
demonstrated progressive SOD1 accumulation in the cell body and processes, while
microglial SOD1 levels were reduced and its distribution limited to distal cell processes.
In the hippocampus of hSOD1 G93A rats astrocytes exhibited an identical reactive
profile as the one observed in the brainstem, while microglial morphology was
unchanged. In this brain region both glial cell types exhibited SOD1 accumulation in the
cell body. Topographic and quantitative analysis of the tissue elemental composition by

X-ray fluorescence imaging revealed decreased P and increased Ca, Cl, K, Ni, Cu and



Zn in the brainstem, and higher levels of CI, Ni and Cu, but lower levels of Zn in the

hippocampus of symptomatic hSOD1 G93A rats.
The brain tissue redox status and BBB permeability in hSOD1 G93A rats were

investigated by in vivo EPR spectroscopy using three aminoxyl radicals with different
cell membrane and BBB permeabilities, Tempol, 3-carbamoyl proxyl (3CP), and 3-
carboxy proxyl (3CxP). The EPR results indicated that 3CP is the most suitable for
reporting the intracellular redox status changes, as Tempol was reduced in vivo within
minutes thus preventing reliable kinetic modeling, whereas 3CxP was shown to be
innapropriate for these experiments due to its membrane impermeability.
Pharmacokinetic modeling of 3CP reduction in vivo in the head of presymptomatic and
symptomatic hSOD1 G93A rats indicated an altered brain tissue redox status and
possible BBB disruption in these animals. Altered brain redox status in hSOD1 G93A
rats was confirmed by biochemical assays showing increased nitrilation, superoxide
radical production, lipid peroxidation and SOD2 activity, and a decreased SOD1
activity in brainstem and hippocampus tissue homogenates of these animals. BBB
disruption was confirmed by MRI experiments showing presence of BBB breakdown
already in presymptomatic animals, with further spreading of BBB damage in
symptomatic rats.

These results bring new insights into the glial response and alterations in tissue
elemental homeostasis during disease development and progression in motor as well as
in non-motor CNS structures, and indicate disturbed brain tissue redox status and BBB

disruption as early markers of the disease.

Key words: amyotrophic lateral sclerosis, brainstem, hippocampus, glia, transition

metals, oxidative stress, blood-brain barrier.
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Uvod

Amiotrofi¢na lateralna skleroza

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS), takode poznata kao Lu Gerigova bolest,
je smrtonosno neurodegenerativno oboljenje koje se karakteriSe odumiranjem gornjih 1
donjih motornih neurona ki¢mene mozdine, mozdanog stabla i motornog dela kore
velikog mozga koji kontroliSu funkciju skeletnih misi¢a. Bolest je prvi opisao jos 1869.
godine francuski neurobiolog Jean Martin Charcot. Ucestalost pojave bolesti je 2,6 do 3
obolele osobe na 100000 ljudi, pri ¢emu muskarci imaju 1,2 do 1,5 puta vecu Sansu za
obolevanje u odnosu na Zene (van Es et al., 2017). U glavne klinicke simptome bolesti
spadaju problemi sa govorom (disartrija), disanjem (dispnea), gutanjem (disfagija), i
opSta slabost miSi¢a koja se vremenom razvija u miSi¢nu atrofiju 1 paralizu. Glavni
uzrok smrti predstavlja otkazivanje misi¢a odgovornih za disanje koje se deSava u roku
od 3 do 5 godina posle pojave prvih simptoma bolesti (Cleveland i Rothstein, 2001;
Rowland i Shneider, 2001). lako je prvobitno opisana kao bolest motornih neurona,
ALS je danas prepoznata kao multisistemsko oboljenje koje takode pogada kognitivne
domene. lako samo mali broj pacijenata koji boluju od ALS takode razvija
frontotemporalnu demenciju (FTD), ¢ak 50% pacijenata ispoljava blaze poremecaje u
kogniciji ili ponasanju (Phukan et al., 2012). Takode, 15 do 20% pacijenata ispoljava
probleme u pamcenju, i viSe studija je otkrilo indikacije oSte¢enja 1 degeneracije
hipokampalne formacije, prevashodno dentatnog girusa, kod ALS pacijenata (Takeda et
al., 2007; Takeda et al., 2009; Brettschneider et al., 2012; Brettschneider et al., 2013).

Glavni geneticki faktori u ALS

Oko 90% slucajeva ALS je sporadi¢no (sALS), dok je u preostalih 10%
slucajeva prisutno familijalno prenosSenje bolesti (fALS). Medutim, sALS 1 fALS
ispoljavaju sli¢ne fenotipske osobine $to onemogucava njihovo klini¢ko razdvajanje
(Robberecht i Philips, 2013). Iako je pokazano da su mutacije u vise od 20 gena
povezane sa razvojem bolesti, prva otkrivena mutacija u fALS je bila u genu koji kodira
za Cu, Zn superoksid dismutazu - SOD1 (Rosen et al., 1993; Chen et al., 2013), tako da



ey e

pacovski modeli koji nose veliki broj kopija ljudskog mutiranog SOD1 gena (hSOD1) i
koji ispoljavaju patoloske promene koje su skoro identicne promenama prisutnim kod
obolelih ljudi (Gurney et al., 1994; Howland et al., 2002). Opisano je vise od 160
mutacija u sod1l genu koje su povezane sa razvojem bolesti, od kojih vecina ispoljava
dominatno nasledivanje, i koje su odgovorne za 20% fALS i1 3% sALS slucajeva
(Valentine et al., 2005). SOD1 je evolutivno visoko konzerviran antioksidativni
homodimerni enzim eksprimiran u citoplazmi i mitohondrijama svih ¢éelija u organizmu,
Cija je funkcija da prevodi superoksidni radikal u molekulski kiseonik i vodonik-
peroksid (McCord i Fridovich, 1969). Mutacije u SOD1 koje su povezane sa razvojem
ALS dovode ili do direktnih promena u strukturi proteina ili do izmenjenog vezivanja
jona bakra i cinka koji su neophodni za normalnu interakciju monomera i kataliticku
aktivnost enzima. Oba tipa mutacija izazivaju destabilizaciju strukture proteina i
povecavaju njegovu sklonost ka oligomerizaciji i formiranju nerastvorljivih proteinskih
agregata u neuronima koji predstavljaju specificno patohistolosko obelezje bolesti

(Shaw i Valentine, 2007).

Jedan od predlozenih patoloskih mehanizama dejstva mutirane SODI
podrazumeva da mutirani enzim vr$i obrnutu katalizu pri ¢emu se kiseonik prevodi u
superoksidni radikal. Superoksid potom moZe da reaguje sa azotnim oksidom i da
proizvede vrlo reaktivni peroksinitrit koji vrSi nitrilaciju proteina $to dovodi do
njihovog ostecenja (Beckman et al., 1993). Drugi mehanizam podrazumeva Fentonovu
reakciju izmedu vodonik-peroksida i redukovanog bakra koji ulazi u sastav SOD1 pri
¢emu dolazi do stvaranja toksi¢nog hidrokslinog radikala (Rosen et al., 1993). Medutim,
kako ¢ak i kataliticki neaktivna SOD1 koja za sebe nema vezan bakar moze da dovede
do pojave bolesti, predloZeno je da mutirani SOD1 protein zadobija neko novo toksi¢no
svojstvo koje se ogleda u formiranju nerastvorljivih unutarcelijskih agregata ovog
proteina. Agregacija SODI1 pored toga $to dovodi do smanjenja dismutazne aktivnosti
enzima takode izaziva inhibiciju aksonalnog transporta, stres endoplazmati¢nog
retikuluma, poremecaj proteazomskog sistema i mitohondrijalnu disfunkciju (Soo et al.,
2015; Tafuri et al., 2015; Kaur et al., 2016; Parakh i Atkin, 2016), sto sve dovodi do

smrti neurona (Slika 1). Takode, toksi¢nost mutirane SODI1, zajedno sa oStecenjem



neurona, izaziva aktivaciju glijalnih celija, astrocita 1 mikroglije, S§to dovodi do
povecanog otpustanja proinflamatornih faktora i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, kao i
razvoja neuroinflamacije koja predstavlja jedan od najizrazitijih patofizioloskih

mehanizama bolesti (Barber i Shaw, 2010; Philips i Rothstein, 2014).

Nermalna SOD1 Mutirana S0D1
Dimer sa konomer sa Dimer |
CuiZn CLuiZn bez Zn

f/_ \..‘\1,-"'@"*. ) @
2] [ )
@\ / I
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Povecana proizvodnja Formiranje Forrmiranje Farmiranje
slobodnih radikala agregata i agregata i agregata i
usled izmenjene iZrmenjena smanjena smanjena
katalititke aktivnosti funkcija aktivnost aktivnost

protiena zhog Saperona proteazomskog
ko-agregacije kompleksa

Slika 1. Predlozeni mehanizmi toksi¢nosti mutirane SOD1. Sa jedne strane mutirana SOD1
dovodi do pojave oksidativnog stresa usled povecane proizvodnje slobodno radikalskih vrsta
kroz izmenjenu kataliticku aktivnost. Sa druge strane, agregacija mutirane SOD1 dovodi do
poremecaja u drugim aspektima fiziologije celije usled ko-0oagregacije sa drugim proteinima i
proteinskim Saperonima, i smanjene aktivnosti proteazomskog kompleksa. Preuzeto i
modifikovano iz Cleveland i Rothstein, 2001.

Mutacije u genima koji kodiraju proteine TDP-43 (TAR DNA-binding protein
43 — TARDBP, eng.) i FUS (Fused in Sarcoma, eng.) takode su povezane sa razvojem
ALS, s obzirom na to da su nadene kod 4-6% fALS i oko 2% SALS pacijenata
(Andersen i Al-Chalabi, 2011). TDP-43/TARDBP i FUS proteini se eksprimiraju u
svim ¢elijama u organizmu 1 ukljuceni su u popravku DNK, regulaciju transporta RNK,
procese translacije i iskrajanja RNK, biogeneze mikroRNK i formiranje granula stresa

(Ling et al., 2013). Do sada je otkriveno oko 50 mutacija u svakom od ova dva gena, pri



¢emu vecina mutacija ispoljava dominatno nasledivanje (Sreedharan et al., 2008;
Kwiatkowski et al., 2009). Iako patofizioloski mehanizmi kojim mutacije u TARDBP i
FUS genima dovode do neurodegeneracije tek treba u potpunosti da se definisu, jasno je
ustanovljeno da se mutirani TDP-43 i FUS proteini redistribuiraju iz jedra u citoplazmu.
Ovo dovodi do pojave toksi¢nih efekata koji uklju¢uju gubitak jedarne funkcije ovih
proteina, stvaranje citoplazmatskih proteinskih agregata i formiranje granula stresa
(Ling et al., 2013). Ovo rezultuje u disfunkciji ¢elijskih organela i proteina (Wils et al.,
2010), kao i1 u izmenjenoj veli¢ini i dinamici granula stresa koje kao posledicu imaju
agregaciju RNK vezujucih proteina i supresiju translacije RNK (Vance et al., 2009;

Dewey et al., 2011), sto sve vodi ka degeneraciji neurona.

Veliki napredak u razumevanju patogeneze ALS je nastao otkrivanjem mutacija
u c90rf72 genu sa dominatnim nasledivanjem, koje se ogledaju u povecanom broju
heksanukleotidnih GGGGCC ponovaka, 1 koje su odgovorne za ¢ak 40% fALS 1 do
20% sALS slucajeva (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011). Medutim,
kako su mutacije u ovom genu identifikovane i kao uzro¢nik FTD, ovo otkrice je
potpuno izmenilo razumevanje patogeneze ALS i ukazalo da je ALS zapravo
multisistemsko neurodegenerativno oboljenje, a ne samo nervno-misi¢na bolest.
Akumulacija TDP-43 proteina, kao i pojava p62 pozitivnih a TDP-43 negativnih
unutarcelijskih inkluzija, u neuronima hipokampusa 1 malog mozga predstavlja glavno
neuropatolosko obelezje ALS i FTD slucajeva povezanih sa mutacijama u c90rf72, §to
ukazuje na postojanje zajednickih patofizioloskih mehanizama u ove dve bolesti (Al-
Sarraj et al., 2011). Iako ta¢ni mehanizmi kojim ekspanzija ponovaka u ¢90rf72 genu
dovodi do neurodegeneracije u ALS tek treba da budu u potpunosti razjasnjeni,
predlozena su tri  moguéa patoloSka mehanizma koji  podrazumevaju
haploinsuficijenciju, toksi¢nost posredovanu ponovcima u RNK i toksi¢nost usled
translacije ponovaka c90rf72 gena koja dovodi do stvaranja nerastvorljivih dipeptida i
formiranja unutaréelijskih inkluzija (Ash et al., 2013; Ling et al., 2013). Dodatni
potencijalni mehanizam moze da bude i toksi¢nost posredovana RNK, s obzirom na to
da je uoceno da unutarjedarna mesta nakupljanja RNK sadrze i heksanukleotidne

ponovke c90rf72 gena (DeJesus-Hernandez et al., 2011), kao i da se specifiéni RNK-



vezujuéi proteini vezuju za ove heksanukleotidne ponovke Sto dovodi do formiranja

unutarjedarnih i citoplazmatskih inkluzija (Mori et al., 2013).

Mikroglija i njena uloga u patologiji ALS

Mikroglijalne ¢elije imaju mezodermalno poreklo i predstavljaju glavne
imunokompetentne celije centralnog nervnog sistema. Mikroglija sintetiSe 1 otpusta
¢itav niz proinflamatornih i antiinflamatornih citokina i hemokina u sluc¢aju nastanka
oStecenja tkiva nervnog sistema ili prisustva Stetnih faktora. Glavnu ulogu u stimulaciji
mirujuc¢e mikroglije imaju stimulusi koji se mogu podeliti na molekulske vrste asocirane
sa patogenima (PAMP) koji deluju preko ,,Toll-like” receptora (TLR), i molekulske
vrste asocirane sa oSte¢enjem (DAMP) koji deluju preko receptora za ATP (ATPR)
(Mosser i Edwards, 2008). Dalja polarizacija aktivirane mikroglije u razli¢ite fenotipove
zavisi od prisustva proinflamatornih molekula kao $to su lipopolisaharidi (LPS) i
interferon y (IFN- y), odnosno anti-inflamatornih citokina kao §to su interleukini 4 (IL-
4) 113 (IL-13) (Gordon i Martinez, 2010).

Primarni odgovor tzv. ,klasicno aktivirane” odnosno M1 mikroglije
podrazumeva otpustanje proinflamatornih faktora, kao Sto su faktor nekroze tumora o
(TNF-0), interleukin 1B (IL-1B), IFN- vy, slobodno radikalske vrste (SRV) i azot-
monoksid (NO), koji ucestvuju u uklanjanju ili ograni¢avanju oste¢enja. Ovo je zatim
praceno otpustanjem antiinflamatornih faktora od strane tzv. ,,alternativno aktivirane”
odnosno M2 mikroglije kao §to su IL-4, IL-10 i insulinski faktor rasta 1 (IGF-1), koji
ucestvuju u popravci i oporavku tkiva od nastale Stete (Slika 2). Mikroglija nikada ne
eksprimira isklju¢ivo M1 1 M2 citokine, ve¢ moZe da otpusti razliite kombinacije
citokina i hemokina u zavisnosti od okruZenja kojem je izloZena i njene interakcije sa
drugim celijjama. Iz tog razloga mikroglijalne celije mogu da pokazuju razlicite
fenotipove u razli¢itim vremenskim trenucima i regionima CNS. Tako tokom razvoja 1
progresije inflamatorne reakcije mikroglijalne ¢elije funkcioniSu u bliskoj interakciji sa
astrocitima i inflamatornim T celijama imunskog sistema koje mogu da stimulisu
odredeni tip aktivacije mikroglije otpuStanjem odgovarajuc¢ih faktora i1 signalnih

molekula (Philips i Rothstein, 2014).
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Slika 2. Polarizacija aktivirane mikroglije na M1 i M2 fenotipove i njihove imunoregulatorne
uloge. Mirujuée mikroglijalne ¢elije mogu biti stimulisane molekularnim obrascima asociranim
sa patogenima (PAMP) ili molekularnim obrascima asociranim sa oSte¢enjem (DAMP). U
prisustvu LPS i IFN-y mikroglija zadobija M1 fenotip i proizvodi pro-inflamatorne posrednike
ukljucujuéi IL-1B, INF- y, TNF-a, slobodno radikalske vrste (SRV) i NO. Nasuprot tome,
prisustvo IL-4 i IL-13 izaziva alternativnu aktivaciju mikroglije u M2 fenotip koji dovodi do
inhibicije funkcija M1 mikroglije proizvodnjom anti-inflamatornih posrednika kao §to su IL-10,
IL-4 i IGF-1. Preuzeto i modifikovao Nakagawa i Chiba, 2014.

Kod ALS pacijenata i glodarskih modela bolesti prisutna je jasna mikroglijalna
reakcija koja se karakteriS§e ushodnom regulacijom ¢itavog niza markera koji sluze za
identifikaciju ovih ¢elija kao §to su CD11b i Ibal. Uocava se i povecana ekspresija
markera povezanih sa prezentovanjem antigena kao §to su CDIllc, unutarcelijski
adhezioni molekul 1 1 CD86, §to ukazuje na blisku interakciju mikroglijalnih ¢elija sa
infiltratima inflamatornih T ¢elija koji su takode prisutni (Alexianu et al., 2001; Henkel
et al., 2004; Turner et al., 2004; Henkel et al., 2006; Corcia et al., 2012). Pored toga,
pokazano je i da mikroglija povecava proizvodnju proinflamatornih citokina i hemokina
(Poloni et al., 2000; Nguyen et al., 2001; Hensley et al., 2003; Meissner et al., 2010).
Analiza post mortem tkiva ALS pacijenata je pokazala prisustvo mikroglioze u
motornom delu kore velikog mozga, motornim jedrima mozdanog stabla,
kortikospinalnom traktu i ventralnim rogovima ki¢mene mozdine (Kawamata et al.,
1992). U transgenim hSOD1 glodarskim modelima bolesti pokazano je da se

mikroglijalna reaktivnost javlja u moZdanom stablu i1 ventralnim rogovima ki¢mene



mozdine neposredno posle denervacije nervno-misi¢ne sinapse kao prvog patoloskog
znaka degeneracije motornih neurona (Alexianu et al., 2001; Saxena et al., 2009). Pri
tome, smatra se da je ova mikroglijalna reakcija posredovana uglavnom lokalnom
proliferacijom ¢elija iz samog tkiva centralnog nervnog sistema, pre nego infiltracijom i
mikroglijalnom diferencijacijom mijeloidnih ¢elija iz krvotoka (Ajami et al., 2007
Gowing et al., 2008).

Astrociti i njihova uloga u patologiji ALS

Astrociti su celije ektodermalnog porekla sa bitnim ulogama u regulaciji
homeostaze jona, recikliranju neurotransmitera i metabolickoj podrSci neronima u
njihovom okruzenju (Slika 3). Jedna on najvaznijih i najbolje proucenih funkcija
astrocita je njihova uloga u ciklusu glutamat-glutamin (Danbolt, 2001). Glutamat je
jedan on najvaznijih neurotransmitera u centralnom nervnom sistemu koji posreduje u
ekscitatornoj sinaptickoj komunikaciji izmedu neurona. Preuzimanje glutamata iz
sinapticke pukotine, koja se nalazi izmedu presinaptickog i postsinaptickog neurona,
preko glutamatnih transportera EAATL1 i EAAT2 (ili GLAST i GLT-1 kod glodara) koje
eksprimiraju astrociti sluzi za spreavanje prekomerne stimulacije postsinaptickih
glutamatnih receptora koja moze da dovede do smrti motornih neurona kroz proces koji
se naziva glutamatna ekscitotoski¢nost (Van Den Bosch et al., 2006). | zapravo, prvi
dokazi o disfunkciji glijalnih ¢elija u ALS su proistekli iz studija koje su proucavale
ekspresiju glutamatnih transportera na astrocitima kod ALS pacijenata i glodarskih
modela ove bolesti. Ove studije su pokazale da astrociti imaju znac¢ajno smanjenu
ekspresiju EAAT2 odnosno GLT1 glutamatnog transportera u motornom delu kore
velikog mozga 1 kiémenoj moZzdini kako kod sporadi¢nih 1 familijalnith ALS pacijenata
tako i kod glodarskih modela zasnovanih na poveéanoj ekspresiji mutirane SODI1
(Rothstein et al., 1992; Bruijn et al., 1997; Howland et al., 2002). Takode, dodatne in
vitro i in vivo studije su pokazale da specifi¢éno ukidanje ekspresije ovog glutamatnog
transportera u astrocitima moze da izazove degeneraciju motornih neurona i paralizu,

slicnu kao kod ALS pacijenata (Rothstein et al., 1996).
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Slika 3. Uloga astrocita u ciklusu glutamat-glutamin i metaboli¢koj podrSci neuronima.
Glutamat koji se oslobodi tokom sinapticke transmisije biva preuzet od strane astrocita preko
glutamatnih transportera. U astrocitima glicin sintetaza vr$i prevodenje glutamata u glicin.
Glicin se potom doprema neuronima u kojima se aktivnos¢u glutaminaze glicin prevodi u
glutamat ¢ime se postize recikliranje ovog izuzetno vaznog neurotransmitera. Sa druge strane,
astrociti su u kontaktu sa krvnim sudovima ¢iji dijametar mogu da reguliSu otpustanjem
vazokativnih supstanci kao §to su protaglandin, azot monoksid i adenozin. Oni preuzimaju
nutritijente, kao Sto je glukoza, iz krvotoka i putem astrocitne mreze, formirane spajanjem
astrocita preko pukotinastin veza, dopremaju nutritijente do neurona koji ih Kkoriste za svoje
metabolicke potrebe. Preuzeto i modifikovano iz Maragakis i Rothstein, 2006.

Druga bitna funkcija astrocita je njihova ukljuenost u metabolicku podrSku
neuronima. Sa jedne strane, s obzirom na to da ulaze u sastav krvno-mozdane barijere,
astrociti su u bliskom kontaktu sa krvotokom, dok su sa druge strane medusobno ¢vrsto
povezani preko pukotinastith veza, §to im omogucava preuzimanje nutrijenata i
metabolickih substrata 1 njihov prenos na velike udaljenosti. U uslovima povecane
aktivnosti neurona i zahteva za metabolickim supstratima, astrociti povecavaju njihovu
glikoliticku aktivnost uz prevodenje glukoze u laktat (Pellerin i Magistretti, 1994). |
glukoza i laktat se preko astrocita i oligodendrocita koji su sa njima spojeni
pukotinastim vezama distribuiraju kroz parenhim nervnog tkiva do neurona Kkoji ih

koriste kao energentski supstrat (Funfschilling et al., 2012; Lee et al., 2012).

Astrociti se uobicajeno identifikuju preko ekspresije nekoliko proteina

specifi¢nih za ove Celije ukljucujuci glijalni kiseli fibrilarni protein (GFAP), aldehidnu



dehidrogenazu 1L1 (ALDH1L1), EAATI1/GLAST, EAAT2/GLT1 i akvaporin 4
(AQP4). U slucaju ostecenje tkiva i ¢elija, ili prisustva nekog drugog patoloskog faktora
u njihovoj neposrednoj blizini, astrociti postaju reaktivni i povecavaju ekspresiju
odredenih, za njih specifi¢nih proteina kao $to su GFAP i ALDHI1L1 kroz proces koji se
naziva astroglioza. Sa druge strane, u slucaju oSte¢enja neurona ove ¢elije smanjuju
ekspresiju glutamatnog transportera GLT1 (Rothstein et al., 1992; Bruijn et al., 1997;
Tawfik et al., 2008). U mozgu ALS pacijenata astroglioza je prisutna i u sivoj i u beloj
masi mozdanog stabala i motornog dela kore velikog mozga (Kushner et al., 1991,
Nagy et al., 1994). U ki¢menoj mozdini ovih pacijenata astroglioza se javlja u
ventralnim i dorzalnim korenovima, kao i u regionima gde vlakna kortikospinalnog
trakta ulaze u sivu masu (Schiffer et al., 1996). U glodarskim modelima bolesti
astroglioza je pokazana u ki¢menoj mozdini i mozdanom stablu, i odigrava se u
naletima, postajuci sve izrazenija sa napretkom bolesti (Keller et al., 2009). Za razliku
od mikroglioze, astroglioza je u manjoj meri posredovana proliferacijom postojeéih
astrocita, a u vecoj meri funkcionalnom aktivacijom ovih celija i promenama u
ekspresiji njihovih proteina i morfologiji ¢eijskih nastavaka, kao i hipertrofijom

¢elijskog tela (Bruijn et al., 1997; Gowing et al., 2008; Lepore et al., 2008).

Mehanizmi glijalne toksi¢nosti u ALS

Znacajan doprinos potvrdi koncepta da ne-neuronalne celije imaju znacajnu
ulogu u razvoju ALS je proistekao iz istraZivanja na miSevima sa himeri¢nom
ekspresijom mutirane SOD1. Kod ovih miSeva pocetak i progresija bolesti su bili pod
znacajnim uticajem nivoa himerizma za mutiranu SODI1, pri ¢emu je pokazano da Sto je
veci broj ¢elija koje eksprimiraju mutirani protein u odnosu na ukupan broj ¢elija to je
brzi tok bolesti (Clement et al., 2003). Takode, gubitak motornih neurona koji
eksprimiraju mutiranu SOD1 je bio izrazeniji ukoliko su oni bili okruzeni sa ne-
neuronalnim c¢elijama koje isto eksprimiraju ovaj protein u poredenju sa normalnim ne-
neuronalnim c¢elijama. Sa druge strane, i normalni neuroni su ispoljavali znakove
oStecenja, kao $to je unutarcelijska ubikvitinacija, kada su bili okruzeni ne-neuronalnim

¢elijama koje eksprimiraju mutiranu SOD]1.



Druge studije su pokazale povecanu ekspresiji kako proinflamatornih tako i
antiinflamatornih molekula kod ALS pacijenata i mi$jih modela bolesti (Poloni et al.,
2000; Nguyen et al., 2001; Hensley et al., 2003; Henkel et al., 2004; Henkel et al., 2006;
Meissner et al., 2010). Istovremeno, u mikrogliji dolazi do povecane proizvodnje
reaktivnih Kiseoni¢nih i azotnih vrsta usled uhodne regulacije NADPH oksidaze i NO
sintaze 2, kao 1 do povecane aktivnosti ciklo-oksigenaze 2 ukljucene u put sinteze pro-
inflamatornih prostanoida (Almer et al., 2001; Beers et al., 2006; Wu et al., 2006).
Takode, in vitro studije su pokazale direktnu toksi¢nost mikroglije izolovane iz misjih
modela bolesti prema motornim neuronima usled povecane proizvodnje
proinflamatornih molekula i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Slika 4) (Weydt et al., 2004;
Xiao et al., 2007; Harraz et al., 2008; Meissner et al., 2010). Pretpostavlja se da
mikroglija ispoljava svoja neurotoksi¢na svojstva kroz aktivaciju signalnog puta
zavisnog od nuklearnog faktora kapa B, s obzirom na to da smanjenje aktivnosti ovog
signalnog puta specificno u mikrogliji dovodi do znacajnog produzenja progresije

bolesti i prezivljavanja miSeva sa mutiranom SOD1 (Frakes et al., 2014).

Astrociti su takode ukljuceni u degeneraciju motornih neurona u ALS (Slika 4),
s obzirom na to da je pokazano da su, kao i mikroglija, primarni astrociti izolovani iz
misjih modela bolesti sa mutiranom SODI1 toksi¢ni za primarne motorne neurone
poreklom od embrionalnih mati¢nih ¢elija (Di Giorgio et al., 2007; Nagai et al., 2007).
Interesantno je i to da su astrociti poreklom od mati¢nih ¢elija iz kicmene moZdine
fALS i sALS pacijenata takode toksi¢ni za motorne neurone misa u ko-kulturi (Haidet-
Phillips et al., 2011). lako astrociti nisu po definiciji ¢elije imunskog sistema, oni mogu
da doprinesu inflamatornom odgovoru. | zapravo, astrociti poreklom od fALS i SALS
pacijenata pokazuju ushodnu regulaciju 22 razlicita faktora komplementa, hemokina 1
citokina u poredenju sa astrocitima poreklom iz zdravih ljudi (Haidet-Phillips et al.,
2011).
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Slika 4. Patofiziologija amiotrofi¢ne lateralne skleroze. Na slici su sumirani najznacajniji
patofizioloski mehanizmi koji leze u osnovi neurodegeneracije u ALS. Ovi mehanizmi su
multifaktorijalni 1 karakteriSu se sloZzenom interakcijom izmedu razli¢itth molekularnih i
genetiCkih puteva. Disfunkcija astrocitnog transportera za glutamat, EAAT2, dovodi do
smanjenog preuzimanja glutamata iz sinapticke pukotine i pojave ekscitotoksicnosti.
Ekscitotoksi¢nost rezultuje u povecanom ulasku jona natrijuma i kalcijuma u ¢eliju $to dovodi
do neurodegeneracije kroz aktivaciju razli¢itih enzimatskih puteva zavisnih od kalcijuma.
Ekscitotoksicnost takode izaziva povecanu proizvodnju slobodno radikalskih vrsta $to doprinosi
neurodegeneraciji. Mutacije u c9orf72, SOD1, TDP-43 i FUS rezultuju u poremecenom
metabolizmu RNK i proteina $to dovodi do stvaranja unutarcelijskih agregata koji su Stetni za
neurone zbog indukcije oksidativnog stresa, disfunkcije mithondrija i aksonalnog transporta,
kao i akumulacije neurofilamenata. Sa druge strane, aktivacija gljalnih celija rezultuje u
proizvodnji proinflamatornih i drugih toksi¢nih faktora, Sto dodatno doprinosi degeneraciji
neurona. Preuzeto i modifikovano iz Vucic et al., 2014.

Iako se moze dovesti u pitanje znacaj rezultata dobijenih na ko-kulturama
astrocita i motornih neurona za in vivo patofiziologiju bolesti treba ista¢i da je
pronadena izrazita slicnost izmecéu profila ekspresije razlicitih proteina u in vitro ko-
kulturama astrocita i motornih neurona i profila ekspresije proteina u kicmenoj mozdini
miSeva sa mutiranom SODI1 u krajnjem stadijumu bolesti (Phatnani et al., 2013).
Medutim, ove studije nisu uspele da identifikuju specificne molekularne ili biohemijske

puteve odgovorne za uocenu toksi¢nost, kao ni da pokazu da li su ovi patoloski
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mehanizmi prisutni kod ALS pacijenata. Za sada samo gubitak astrocitnog EAAT2
glutamatnog transportera ostaje jedini potvrdeni mehanizam toksi¢nosti astrocita kod

ljudi i glodarskih modela bolesti.

Vise studija je pokusalo da istrazi da li inhibicija otpustanja proinflamatornih
faktora moze da bude korisna kod ALS pacijenata i misjih modela bolesti sa mutiranom
SODL1 (sumirano u Philips i Robberecht, 2011). Generalni zaklju¢ak ovih studija, koje
su manje ili viSe specificno ispitivale uticaj odredenih inflamatornih citokina 1
hemokina, jeste da su se terapije sa antiinflamatornim agensima pokazale ili kao krajnje
neuspesne ili sa vrlo skromnim uticajem na prezivljavanje. Sam efekat ovih terapija je
bio jako zavisan od specificne mutacije SOD1 proteina u koris¢enom misjem modelu,
prisustva potencijalnih kompenzatornih mehanizama drugih inflamatornih faktora, kao i
od nespecificnog dejstva ovih terapija na druge inflamatorne puteve, a pre svega na

antiinflamatorne koji bi mogli da doprinesu pove¢anom prezivljavanju.

Medutim, pored proinflamatornih i1 toksi¢nih mehanizama opisanih kod
mikroglije i astrocita, nedavne studije su pokazale i bitnu ulogu oligodendrocita u
patofiziologiji ALS. Oligodendociti su Celije zaduzene za formiranje i odrzavanje
mijelinskog omotaca koji okruzuje aksone neurona i omoguéava brzu saltatornu
kondukciju akcionih potencijala. Pored toga, ove ¢elije pruzaju metabolicku podrsku
neuronima posto eksprimiraju monokarboksilatni transporter 1 (MCT1) preko kojeg se
vrsi izbacivanje metaboliCkih supstrata, kao Sto su laktat 1 ketonska tela, koje potom
preko MCT2 preuzimaju neuroni (Rafiki et al., 2003; Lee et al., 2012). U post mortem
tkivu mozga i1 ki€mene mozdine ALS pacijenata pokazano je prisustvo demijelinizacije i
oStec¢enja oligodendrocita (Kang et al., 2013), kao 1 smanjenje ekspresije MTCI1 S§to
ukazuje na smanjenu metaboli¢ku podr§sku neuronima od strane ovih ¢elija (Lee et al.,
2012). Ostecenje i degeneracija oligodendrocita koja je prisutna znatno pre gubitka
motornih neurona, kao i smanjena ekspresija komponenti mijelinskog omotaca i MCT1
od strane ovih ¢elija su pokazani i u miSjem modelu bolesti sa hSOD1 G93A mutacijom
(Lee et al., 2012; Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). Takode, pokazano je da
specificno ukidanje ekspresije mutirane SOD1 iskljucivo u oligodendrocitima dovodi do
znaajnog odlaganja u razvoju bolesti i povecanog prezivljavanja miSeva sa hSODI

G93A mutacijom, pri ¢emu se smatra da je ovaj pozitivni efekat makar delom
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posredovan sprecavanjem gubitka ekspresije MCT1 (Kang et al., 2013). Svakako, dalja
istrazivanja su neophodna kako bi se u potpunosti razjasnila uloga ovih ¢elija u razvoju 1

progresiji bolesti.

Uloga prelaznih metala u patologiji ALS

Kao sto je ve¢ napomenuto, mutacije u SODI proteinu koje su povezane sa ALS
mogu da utiCu na mesta za vezivanje jona bakra i cinka, smanjujuéi ili u potpunosti
ukidaju¢i vezivanje ovih metala za apoprotein, Sto moze da dovede do poremecaja
njihove unutaréelijske homeostaze (Seetharaman et al., 2009). Poremecaji u
metabolizmu razlicitih prelaznih metala, kao $to su bakar, cink i gvozde, su opisani u
velikom broju neurodegenerativnih oboljenja ukljucuju¢i ALS (Vonk i Klomp, 2008;
Lovejoy i Guillemin, 2014). Poviseni nivoi cinka u centralnom nervnom sistemu mogu
da dovodu do poveéane glutamatne ekscitotoksi¢nosti koja rezultuje smréu motornih
neurona (Smith i Lee, 2007). S tim u vezi, vazno je ista¢i da je upravo glutamatna
ekscitotoksicnost jedan od glavnih patoloskih mehanizama prisutnih u ALS, kao i da
jedini do sada odobreni lek za terapiju ove bolesti, Riluzol, inhibira otpustanje
glutamata i na taj nacin smanjuje ekscitotoksi¢nost. Sa druge strane, redoks-aktivni
bakar i gvozde mogu da ucestvuju u Fentonovoj reakciji u kojoj se vodonik-peroksid
redukuje u vrlo Stetni hidroksilni radikal, Sto dovodi do povecane proizvodnje reaktivnih

kiseoni¢nih vrsta i oksidativnog stresa (Slika 5) (Jellinger, 2013).
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Slika 5. Sematski prikaz stvaranja i uklanjanja slobodno radikalskih vrsta u aerobnim éelijama.
Superoskidni radikal koji se stvara tokom procesa celijskog disanja u mitohondrijama se
aktivnoscu superoksid dismutaze 1 i 2 prevodi u vodonik-perokid. VVodonik-peroksid se potom
redukuje pod uticajem niza anti-oksidativnih enzima kao S§to su peroksiredoksin, glutation
peroksidaza i katalaza. Medutim, u prisustvu slobodnih redoks-aktivnih oblika gvozda i bakra,
vodonik-peroksid se kroz Fentonovu reakciju prevodi u hidroksilni anjon i vrlo reaktivni
hidroksilni radikal. GSH — redukovani glutation, GSSG — oksidovani glutation, GPx — glutation
peroksidaza, Prx — peroksiredoksin, SOD —superoksid dismutaza. Preuzeto i modifikovano iz
Carri et al., 2003.

Uloga cinka, bakra i gvozda u ALS je podrZana studijama koje su pokazale
poviSene nivoe ovih metala u cerebrospinalnoj tecnosti i serumu ALS pacijenata
(Hozumi et al., 2011; Roos et al., 2013), kao i povecane koncentracije feritina iz seruma
i akumulaciju gvozda u motornom delu kore velikog mozga (Ikeda et al., 2012; Kwan et
al., 2012; Ignjatovic et al., 2013). Poviseni nivoi bakra i cinka su nadeni u beloj masi
ki¢mene mozdine transgenih miSeva sa razli¢itim mutacijama u SODI1 (Lelie et al.,
2011), dok su poviseni nivoi oksidovanih grupacija gvozde-sumpor, koje mogu da budu
izvor slabo vezanog redoks-aktivnog gvozda, pronadeni u ki¢menoj mozdini,
mozdanom stablu, hipokampusu i kori velikog mozga hSOD1 G93A pacova (Popovic-
Bijelic et al., 2016). Takode, tretman sa razli¢itim helatorima za bakar, cink i gvozde
(Petri et al., 2007; Tokuda et al., 2008; Wang et al., 2011), kao i poviSena ekspresija

unutarcelijskog proteina koji vezuje metale, metalotioneina (Tokuda et al., 2014), su
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doveli do produZenog prezivljavanja transgenih hSOD1 G93A miseva, $to naglasava

vaznost ovih metala u patofiziologiji bolesti.

Krvno mozZdana barijera i njena funkcija u ALS

Krvno-mozdana barijera (KMB) 1 krvno-ki¢meno mozdinska barijera (KKMB)
su specijalizovane strukture koje kontroliSu razmenu molekula izmedu krvi i tkiva
mozga odnosno ki¢mene mozdine, sa klju¢énom ulogom u odrzavanju homeostaze
centralnog nervnog sistema i zastiti od Stetnih supstanci iz krvotoka (Ballabh et al.,
2004; Abbott et al., 2006). Strukturu KMB i KKMB ¢ine endotelne ¢elije krvnih sudova
mozga, bazalna lamina, periciti i zavrSna stopala astrocita. Endotelne celije su
medusobno povezane jakim pukotinastim vezama u ¢iji sastav ulaze transmembranski
proteini klaudin, okludin i1 adhezivni molekul pukotinaste veze, kao 1 pomocni
citoplazmatski proteini kao $to su zonula okludens protein 1, cingulin, i drugi. Prisustvo
pukotinastih veza spre¢ava nekontrolisan prolazak hidrofilnih i velikih molekula kroz
paracelularni prostor izmedu endotelnih ¢elija, dok mali lipofilni molekuli i gasovi, kao
Sto su etanol, kiseonik i1 ugljen dioskid, mogu slobodno da prolaze kroz lipidne
membrane. Nutrijenti i drugi molekuli neophodni za funkionisanje nervnog sistema
ulaze u mozak ili aktivnim transportom preko specificnih membranskih transportera,
kao Sto je slucaj sa glukozom 1 aminokiselinama, ili putem endocitoze uz uceSce

odgovaraju¢ih membranskih receptora, kao $to je slucaj sa insulinom, leptinom itd.

(Slika 6) (Pardridge et al., 1985; Zhang i Pardridge, 2001).

Sa druge strane, KMB ograni¢ava razmenu te¢nosti 1 jona izmedu krvi i
mozdanog tkiva, $to omogucava preciznu regulaciju transporta vode i1 jona posredstvom
specificnih jonskih kanala i transportera, 1 Stiti moZdano tkivo od velikih fluktuacija
jonskog sastava koje bi mogle da poremete nadrazljivost neurona i sinapticku
transmisiji. Takode, postojanje KMB omogucava razdvajanje neurotransmitera i drugih
neuroaktivnih agenasa koji deluju centralno u nervnom sistemu od onih koji deluju u
perifernim tkivima i krvi, tako da sli¢ni agensi mogu da budu iskoris¢eni u ova dva
sistema bez postojanja rizika za medusobnu interakciju i nespecificne efekate (Abbott et
al., 2006).
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Slika 6. Sematski prikaz strukture krvno-mozdane barijere sa naznadenim mehanizmima
transporta razliCitih supstanci iz krvotoka. Osnovnu strukturu KMB ¢ine endotelne ¢elije Cvrsto
spojene preko pukotinastih veza, koje okruzuju bazana lamina i drugi ¢elijski elementi kao Sto
su periciti, zavr§na stopala astrocita, ali i blisko postavljeni neuroni i mikroglija. Cvrsta
struktura KMB omogucava efikasnu kontrolu razmene molekula, vode i jona izmedu krvi i
mozga, pri ¢emu je ulazak velikih i hidrofilnih molekula mogué¢ isklju¢ivo posredstvom
specifi¢nih membranskih transportnih sistema, dok jedino mali lipofilni molekuli i gasovi mogu
slobodno da prolaze pasivnom transéelijskom difuzijom. Preuzeto i modifikovano iz Oller-
Salvia et al., 2016.

lako su u normalnim fizioloskim uslovima KMB 1 KKMB izuzetno stabilne
strukture, njihove karakteristike su ipak podlozne promenama koje mogu biti izazvane
razli¢itim patoloSkim stanjima (Abbott, 2005). Veliki broj razli¢itih agenasa koji se
mogu naci u cirkulaciji ili biti izluceni od strane ¢elija ukljucenih u strukturu KMB i
KKMB mogu da dovedu do slabljenja pukotinastih veza i povecanja propustljivosti
endotelnog sloja, kao i da poremete transportne i metaboli¢ke funkcije ovih barijera.
Tako na primer, razli¢iti proinflamatorni medijatori kao $to su bradikinin, histamin,
arahidonska kiselina, prostaglandini, leukotrieni, interelukini i faktor nekroze tumora o,
ali i slobodni radikali i azotni oksid, mogu tokom neuroinflamatornog odgovora da
dovedu do slabljenja KMB i KKMB i njhove povecane propustljivosti (Abbott, 2000).

Ovo zatim doprinosi pojavi mozdanog edema (Huber et al., 2001), ali i omogucava
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ulazak ¢elija 1 drugih komponenti imunskog sistema iz krvotoka u mozdano tkivo ¢ime

dolazi do pojacavanja neuroinflamatornih procesa.

Mnogobrojne studije su pokazale prisustvo oste¢enja KMB i KKMB kako kod
ljudi obolelih od ALS tako i kod transgenih glodarskih modela bolesti (Brylev et al.,
2012; Alvarez et al., 2013; Garbuzova-Davis i Sanberg, 2014). Prve indikacije oSteéenja
KMB i KKMB u ALS su podrazumevale poveéane nivoe IgG i albumina u
cerebrospinalnoj te¢nosti (Leonardi et al., 1984; Apostolski et al., 1991), kao i
nakupljanje 1gG i C3 proteina komplementa imunskog sistema, koje je prac¢eno pojavom
IgG unutar motornih neurona i aktivitanih makrofaga, u kicmenoj mozdini i motornom
delu kore velikog mozga ALS pacijenata (Donnenfeld et al., 1984; Engelhardt i Appel,
1990). Prisustvo sli¢nih promena je pokazano i u ki¢menoj mozdini hSOD1 G93A
pacovskog modela bolesti, ¢ak i pre pojave prvih simptoma bolesti (Woodruff et al.,
2008). Dodatne histoloske studije na mozdanom stablu i ki¢menoj mozdini glodarskih
hSOD1 G93A modela su pokazale degeneraciju komponeti KMB i KKMB kao i
propustanje malih krvnih sudova (Garbuzova-Davis et al., 2007; Garbuzova-Davis et
al., 2007; Miyazaki et al., 2011), poveéanu perivaskularnu akumulaciju eritrocita i
hemosiderinskih nakupina gvozda (Nicaise et al., 2009; Winkler et al., 2013), smanjene
protoka krvi i duzine kapilara pracene mikrokrvarenjem i smanjenom ekspresijom
nekoliko proteina koji ulaze u sastav pukotinastih veza (Zhong et al., 2008; Henkel et
al., 2009), pri ¢emu je vecina ovih promena uocljiva pre pocetka degeneracije motornih
neurona (Zhong et al., 2008; Nicaise et al., 2009; Miyazaki et al., 2011). Jo$ bitnije,
pokazano je da je stepen oSteCenja neurona kod ovih Zivotinja direktno proporcionalan

integritetu KMB i KKMB (Winkler et al., 2014).

Sa druge strane, studije oslikavanja magnetnom rezonancijom (MRI) su
pokazale prisustvo zariSta neurodegeneracije u mozgu i kiémenoj mozdini (Basak et al.,
2002; Zang et al., 2004; Niessen et al., 2006; Bucher et al., 2007), kao i nakupljanje
gvozda u mozdanom tkivu (Ignjatovic et al., 2013), kako kod ALS pacijenata tako i kod
glodarskih modela bolesti. Medutim, MRI eksperimenti koji su se bavili ispitivanjem
stanja KMB su pokazali dvosmislene rezultate. Naime, dok su eksperimenti na hSOD1

G93A pacovima pokazali povecanu propustljivost KMB 1 izrazito proSirenje lateralnih

17



mozdanih komora (Andjus et al., 2009; Bataveljic et al., 2009), eksperimenti na hSOD1
G93A misSevima nisu pronasSli promene u propustljivosti krvnih sudova ni u jednom
stadijumu bolesti (Evans et al., 2014), iako su sli¢ne histopatoloske promene uocene u

oba zivotinjska modela.

Od posebnog znacaja za patologiju ALS je i1 uloga astrocita u odrzavanju
strukture i funkcije KMB. Naime, in vitro studije su pokazale da je prisustvo astrocita
neophodno za indukciju mnogih karakteristika KMB, kao $to su pravilna asocijacija
endotelskih ¢elija 1 pericita, jaCanje pukotinastih veza, ekspresija i1 polarizovana
lokalizacija razli¢itth membranskih transportera, kao i ekspresija specijalizovanih
enzimskih sistema (Dehouck et al., 1990; Rubin et al., 1991; Ramsauer et al., 2002). Sa
druge strane, perivaskularna zavr$na stopala astrocita se karakteriSu velikom gustinom
membranskih kanala za transport vode, akvaporina 4 (AQP4), i kalijumovih jona,
Kir4.1, koji imaju vaznu ulogu u regulaciji jonske i osmotske homeostaze CNS. U ovom
pogledu, bitno je napomenuti da su povecana ekspresija AQP4 i smanjena ekspresija
Kird.1 pokazane u mozdanom stablu i motornom delu kore velikog mozga
simptomatskih hSOD1 G93A pacova, kao i u astrocitima izolovanim iz ovih Zivotinja
(Bataveljic et al., 2012). Ovo je ukazalo na smanjenu sposobnost astrocita da regulisu
homeostazu vode i jona, §to moze da dovede do poremecaja u funkciji KMB i

homeostaze nervnog tkiva, kao i degeneracije neurona u ALS.

Oksidativni stres u ALS

Oste¢enje KMB 1 KKMB dovodi do poremecaja u homeostazi centralnog
nervnog sistema, S$to kao rezultat ima aktivaciju glijalnih Celija 1 razvoj procesa
neuroinflamacije koji se karakteriSe povecanom proizvodnjom proinflamatornih
signalnih molekula i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV), §to sve dovodi do
neurodegeneracije (Zlokovic, 2008). Sa druge strane, izazivanjem oksidativnih
oSte¢enja 1 promena u pukotinastim vezama, povecana proizvodnja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta moze da dovede do poremecene funkcije KMB (Pun et al., 2009).
Promena redoks statusa tkiva oznacena kao oksidativni stres nastaje usled poremecaja u

ravnoteZi izmedu proizvodnje RKV 1 sposobnosti sistema da ih ukloni ili popravi Stetu
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nastalu njihovim delovanjem. U ¢eliji RKV nastaju kao sporedni proizvod aerobnog
metabolizma (Coyle i Puttfarcken, 1993; Lenaz, 1998), najviSe usled curenja elektrona
iz mitohondrijalnog respiratornog lanca, $to rezultuje u nepotpunoj redukciji molekula
kiseonika tokom oksidativne fosforilacije i nastanku superoksidnog radikala i vodonik-
peroksida. Pored toga, RKV u manjoj meri nastaju i usled aktivnosti drugih ¢elijskih
oksidativnih enzima kao $to su ksantin oksidaza u citoplazmi i sistem citohroma P450 u
endoplazmati¢nom retikulumu. Slobodni radikali kao §to su superoksid i azotni oksid se
takode proizvode kao sekundarni glasnici, pogotovu u c¢elijama imunskog sistema.
Medutim, ni superoksid ni vodonik-peroksid nisu visoko reaktivni, ali oba mogu da
budu uklju¢eni u dalje reakcije u kojima nastaju jaci oksidanti. Superoksid moze da
reaguje sa azotnim oksidom pri ¢emu se stvara peroksinitrit (Pryor i Squadrito, 1995;
Beckman i Koppenol, 1996), dok od vodonik-peroksida moze da nastane hidroksilni
anjon u Fentonovoj reakciji katalizovanoj redukovanim jonima metala kao $to su Fe?* i
Cu™ (v. gore i Sliku 5). | peroksinitrit i hidroksilni anjon su vrlo reaktivne oksidujuce
vrste koje mogu da oStete proteine, lipide i DNK. Ovakva ostecenja podrazumevaju
promene u konformaciji proteina, poremecaje u dinamici ¢elijskih membrana usled

oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina, kao 1 oksidativne promene u DNK i RNK.

Brojna istrazivanja pokazuju da slobodni radikali i oksidativni stres igraju bitnu
ulogu u razvoju i progresiji ALS (Barber i Shaw, 2010). Studije koje su pratile markere
oksidativnog stresa u post mortem tkivu ALS pacijenata su pokazale povetane nivoe
karbonilacije proteina u ki¢menoj mozdini (Shaw et al., 1995) i motornom delu kore
velikog mozga (Ferrante et al., 1997) sALS pacijenata. Takode, povecani nivoi 3-
nitrotirozina, markera oksidativnog oStecenja uzrokovanog peroksinitritom, su nadeni u
motornim neuronima ki¢mene mozdine fALS i sALS pacijenata (Abe et al., 1995; Beal
et al., 1997). Pored toga, u motornim neuronima ALS pacijenata su pokazani i povecani
nivoi ekspresije enzima sintaze azotnog oksida (Abe et al., 1997), §to je ukazalo na
prisustvo povecane proizvodnje reaktivnih azotnih vrsta. Prisustvo lipidne oksidacije je
pokazano u ki¢menoj mozdini SALS pacijenata (Shibata et al., 2001), dok su nivoi 8-
hidroksi-2-deoksiguanozina (8-OHdG), markera oksidovane DNK, bili poviseni u
cervikalnom delu kicmene mozdine i to najvise u ventralnim rogovima (Fitzmaurice et

al., 1996; Ferrante et al., 1997). Studije koje su analizirale cerebrospinalnu tecnost, kako
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bi se markeri oksidativnog stresa pratili u ranijem stadijumu bolesti, su pokazale
povisene nivoe 8-OHIG (Bogdanov et al., 2000; Ihara et al., 2005), 4-hidroksinonenala
(markera lipidne peroksidacije) (Smith et al., 1998; Simpson et al., 2004), i askorbil
radikala (Ihara et al., 2005) u uzorcima ALS pacijenata.

Dokazi o oksidativnom stresu su pokazani i u zivotinjskim modelima bolesti.
Povecano oksidativno ostecenje DNK (Warita et al., 2001; Aguirre et al., 2005) kao i
karbonilacija proteina (Hensley et al., 2002) su pokazani u ki¢menoj mozdini hSOD1
G93A miseva. Povecana proizvodnja superoksidnog 1 hidroksilnog radikala je pokazana
u istom mi§jem modelu bolesti (Bogdanov et al., 1998; Liu et al., 1999), pri ¢emu je
nivo njihove proizvodnje progresivno rastao sa razvojem bolesti (Hall et al., 1998).

.....

transgenim ALS misevima (Miana-Mena et al., 2011).
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Cilj istrazivanja

Iako je veliki broj razli¢itih patofizioloskih mehanizama opisan u razvoju i
progresiji ALS, taCan vremenski sled, uzro¢no-posledicne veze, kao 1 znacaj
pojedina¢nih mehanizama u bolesti nisu u potpunosti razjasnjeni. Iz tog razloga glavni
cilj ovog istrazivanja je da se detaljnije ispitaju prisustvo, karakteristike i vremenski
sled glavnih patoloskih promena, procesa neuroinflamacije i oksidativnog stresa, u
motornim (mozdano stablo) i ne-motornim (hipokampus) centrima u mozgu transgenog
hSOD1 G93A pacovskog modela ALS, u presimptomatskoj i simptomatskoj fazi
bolesti.

1z glavnog cilja proizisli su slede¢i zadaci istrazivanja:

1. Ispitati vremenski sled (presimptomatska vs simptomatska faza) i regionalni profil
proliferacije 1 aktivacije glijalnih celija, astrocita i mikroglije, u mozdanom tkivu
hSOD1 G93A pacova i utvrditi medusobni vremenski sled aktivacije ova dva tipa

glijalnih ¢elija.

2. Ispitati povezanost promena u unutaréelijskoj akumulaciji 1 distribuciji mutiranog

SODL1 proteina sa aktivacijom i patoloskim uticajem glijalnih celija.

3. Ispitati promene u homeostazi redoks aktivnih metala 1 drugih fizioloski relevantnih

elemenata u mozdanom tkivu hSOD1 G93A pacova.

4. Ispitati prisustvo, kao i vremenski i regionalni profil promena u redoks statusu

mozdanog tkiva i integriteta krvno-mozdane barijere u mozgu hSOD1 G93A pacova.

Dobijeni rezultati treba da pruze nova saznanja o patoloskim promenama u mozgu

hSOD1 G93A pacova, kao i da pruze uvid u rane markere patogeneze ALS.
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Materijali i metode

Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su radeni na transgenim Sprague-Dawley pacovima (002148-T,
NTac: SD-Tg (SOD1G93A) L26H) kojima je u genom ubacen veliki broj kopija
ljudskog sod1 gena sa dominantnom tackastom G93A mutacijom (hSOD1 G93A pacovi
Taconic, Hudson, NY, SAD) prvi put opisani od strane Howland et al. (2002), koji
razvijaju simptome bolesti motornih neurona nalik ALS. Prvi simptomi bolesti se kod
ovih zivotinja ispoljavaju kao unilateralna slabost i otezano pokretanje jednog od
zadnjih ekstremiteta. Posle nekoliko dana nastupa prvo slabost i drugog zadnjeg
ekstremiteta, a zatim i potpuna paraliza oba ekstremiteta. Simptomi potom napreduju
kao slabost prednjih ekstremiteta uz otezano uzimanje hrane i vode, a krajni stadijum
bolesti podrazumeva potpunu paralizu svih ekstremiteta uz nemoguénost uspravljanja i
potpunu nepokretnost zivotinje (Slika 7). Progresija simptoma bolesti je vrlo brza i traje
oko 3 nedelje. Odrzavanje linije transgenih hSOD1 G93A pacova je radeno ukrStanjem
transgenih pacova sa netransgenim pacovima Sprague-Dawley divljeg soja. Kao
kontrole u eksperimentima su kori§¢ene netransgene zivotinje Sprague-Dawley divljeg

soja (NTQ).

(3
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Slika 7. Eksperimentalne zivotinje. NTg pacov (levo) i ALS pacov u krajnjoj fazi bolesti
(desno). Preuzeto i modifikovano iz Howland et al, (2002).

hSOD1 G93A i NTg pacovi su bili poreklom iz istih okota dobijenih ukrStanjem
transgenih hSOD1 G93A pacova i Sprague-Dawley pacova divljeg soja, ¢ime je
postignuta maksimalna geneticka slicnost izmedu Zivotinja koriS¢enih u eksperimentima

1 iskljuena mogucnost doprinosa genetickih razlika rezultatima istrazivanja. Sve
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zivotinje su gajene u ciklusu dan/no¢ od 12/12h, i imale su pristup hrani i vodi ad
libitum. Svi eksperimenti su izvedeni u skladu sa standardima za gajenje Zivotinja
propisanim od strane Srpskog udruzenja za proucavanje laboratorijskih zivotinja i
odobreni su od strane Etickog komiteta Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

(broj dozvole: EK-BF-2016/03).

Genotipizacija Zivotinja metodom polimerazne lancane reakcije (PCR)

Provera prisustva hSOD1 G93A transgena u zivotinjama dobijenim iz okota
transgenih hSOD1 G93A pacova i Sprague-Dawley pacova divljeg soja je radena PCR
metodom na DNK izolovanoj iz tkiva repa pacova. Od svakog pacova starosti oko 4
nedelje je uzet odsecak repa veli¢ine 0,5 cm i stavljen u 0,3 ml pufera za digestiju
(TDB) koji sadrzi: 50 mM Tris pufer pH 8,0, 50 mM EDTA i 0,5% natrijum dodecil
sulfat. Odsecci su inkubirani u TDB 15 min na +65 °C u cilju inaktivacije enzima koji
razgraduju DNK. Zatim je u svaki uzorak dodato 0,2 ml smeSe proteinaze K i TDB u
odnosu 187 ul TDB i 13 pl proteinaze K koncentracije 20 mg/ml. Ovako pripremljeni
uzorci su inkubirani izmedu 16-18h na +56 °C. Razlozeno tkivo je centrifugirano na
14000 x g u trajanju od 5 min. Supernatant je razblaZzen 20 puta u dejonizovanoj
destilovanoj vodi (ddH20) i inkubiran 15 min na +95 °C kako bi doslo do razdvajanja
lanaca dvolan¢ane DNK.

Svaku PCR smesu su ¢inile slede¢e komponente:

e 9,5 ul ddH20,

e 12,5 ul PCR Master Mix - smeSa nukleotida (0,4 mM po nukelotidu), MgCl> (4
mM) i Taqg DNK polimeraze (0,05 J/ul) neophodne za otpocinjanje PCR rekcije
(Fermentas, Nemacka),

e 1 ul 100uM SOD1 forward prajmera,

(5’-AGC CCC TGC CTACCT TTT CCT AAT G-3°),

e 1 pul 100uM SOD1 reverse prajmera,

(5’-CCA GCT TTATCG GAT CCATAACTT CG-3),

e 1 pl uzorka izolovane DNK.
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Pored uzoraka koje je trebalo ispitati, pripremani su i kontrolni uzorci: pozitivha
kontrola - DNK uzorak hSOD1 G93A pacova, negativna kontrola — DNK uzorak NTg
pacova, kontrola PCR reakcije - uzorak ddHO.

PCR reakcija se odvijala u vise ciklusa (Tabela 1).

Tabela 1. Protokol za PCR reakciju.

Naziv faze Temperatura (°C) Trajanje (sec) Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 300 1
Denaturacija 95 60
Hibridizacija 60 60 35
Elongacija 72 120
Finalna elongacija 72 300 1
Cuvanje 4 Do koris¢enja

Nakon zavr$ene PCR reakcije, uzorci su nalivani na 1,7% agarozni gel koji je sadrzao
etidijum bromid i razdvajani horizontalnom elektroforezom na 100 V u trajanju od 25

min. Gel je osvetljen na transiluminatoru i dokumentovan kamerom.

Transgeni hSOD1 G93A pacovi su koriséeni kao presimptomatske zivotinje
(preALS zivotinje) sa oko 7 meseci starosti, nakon Sto dostignu plato telesne mase, ali
bez ispoljavanja klinickih znakova bolesti kao §to su otezano pokretanje ili gréenje
ekstremiteta. Pocetak bolesti se naj¢eSe uoCavao sa 8 meseci starosti Zivotinje.
Simptomatski hSOD1 G93A pacovi (,,ALS Zivotinje”) su imali otezano kretanje sa

atrofijom oba zadnja ekstremiteta i znacajnim gubitkom (20 + 5 %) telesne mase.
Izolacija i odriavanje primarne Celijske kulture kortikalnih astrocita

Primarne kulture Kkortikalnih astrocita izolovane su iz frontoparijetalnog dela
kore velikog mozga novorodenih pacova starosti dva dana po prethodno opisanom

protokolu (McCarthy i de Vellis, 1980) uz odredene modifikacije. Pre pristupanja

izolaciji pribor za disekciju je sterilisan natapanjem u 70%-om etanolu i izlaganjem
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dejstvu ultraljubicastih zraka unutar laminarne komore u trajanju od najmanje 30
minuta. Glava 1 vrat Zivotinja su dezinfikovani 70%-im etanolom, i potom su Zivotinje
zrtvovane dekapitacijom pomocu disekcionih makaza. Glava je odmah prebacena na
Petri Solju sa ledom gde je mozak izolovan iz kranijuma i prebacen u Petri Solju sa
hladnim sonim rastvorom fosfatnog pufera (PBS) pH 7.4 (8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,15
g/l NazHPO4 i 0,2 g/l KH2PO4 rastvoreni i ddH20). Potom su pod binokularnom lupom
prvo od mozga odvojene mozdane ovojnice, a zatim su obe hemisfere kore velikog
mozga zajedno sa hipokampusom odvojene od ostatka mozdanog tkiva. Hipokampus je
uklonjen koriS¢enjem disekcione pincete, a o¢iS¢ene hemisfere kore velikog mozga su
prebacene u epruvetu od 15 ml sa 5 ml hladnog L-15+ medijuma koji je sadrzao
osnovni Leibovitz L-15 medijum (Gibco, Termo Fisher Scientific, Woltham, SAD), 2
mM L-glutamin, 100 1J/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina i 0,1% BSA. Epruvete
su prebacene u laminarnu komoru za sterilni rad gde je vrSeno mehanic¢ko disociranje
mozdanog tkiva pipetom sa plasticnim nastavkom od 1 ml do dobijanja homogene
éelijske suspenzije. Celijska suspenzija je potom centrifugirana 5 min na 500 x g, nakon
Cega je supernatant odliven a celije koje su ostale zalepljene na dno epruvete
resuspendovane u 5 ml L-15+ medijuma i opet centrifugirane 5 min na 500 x g. Nakon
centrifugiranja supernatant je odliven, a ¢elije resuspendovane u 2 ml L-15+ medijuma,
prebacene u tubicu od 2 ml i provuéene po 3 puta kroz sterilne igle promera 21 i 23 G.
Posle poslednjeg provlacenja kroz iglu ¢elijska suspenzija je prebacena u epruvetu od
15 ml sa 3 ml L-15+ medijuma i ponovo centrifugirana 5 min na 500 x g. Supernatant je
odliven, a ¢elije su resuspendovane u 2 ml DMEM+ medijuma zagrejanog na 37 °C koji
je sadrzao osnovni DMEM medijum (Gibco, Termo Fisher Scientific, Woltham, SAD),
2mM L-glutamin, 100 1J/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina, 1 mM natrijum piruvat
i 10% fetalnog tele¢eg seruma (eng. fetal bovine serum — FBS). Dobijena suspenzija
éelija je potom dodata u sterilni plasti¢ni flask za gajenje éelija povrsine 25 cm? sa 3 ml
DMEM+ medijuma zagrejanog na 37 °C, koji su potom prebageni u inkubator. Celijske
kulture su gajene u in vitro uslovima u inkubatoru sa vlaznom atmosferom uz udeo

ugljen dioksida od 5% i na temperaturi od 37 °C.

Prva promena medijuma u kojem su ¢elije zasejane u flask svezim DMEM+

medijumom je izvrSena 48h nakon izolacije, a nakon toga je promena medijuma radena
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na svaka dva dana kako bi se favorizovao rast astrocita u odnosu na ostale tipove glije.
Posto ¢elijska kultura izolovana na ovaj nacin predstavlja meSovitu primarnu kulturu
nervnog tkiva u kojoj su najzastupljeniji astrociti, ali koja sadrzi i mikrogliju i u manjoj
meri oligodendrocite, 5 dana nakon zasejavanja (nakon $to je celijske kultura dostigla
konfluentnost od 70%, odnosno pokrila 70% povrsine flaska za gajenje) flaskovi su
morali da se podvrgnu mehani¢kom uklanjanju slabo zalepljene mikroglije treSenjem.
Naime, medijum u flaskovima je zamenjen DMEM+ medijumom u koji je bio dodat
25mM HEPES i flaskovi su vraéeni u inkubator na najmanje 2 h. Zatim su poklopci
flaskova obmotani parafilmom kako bi se sprecila izmena gasova izmedu flaska i
spoljasne sredine, celi flaskovi obmotani aluminijumskom folijom kako bi se sprecila
fototoksi¢nost dodatog HEPES-a, i flaskovi izvadeni iz inkubatora i treSeni 16 — 20 h na
orbitalnoj mesalici (Delfia plate shaker 1296-003, PerkinElmer, Waltham, SAD) na 400

rpm na sobnoj temperaturi.

Nakon tresenja celije su ispirane 5 puta sa po 5 ml zagrejanog PBS kako bi se
uklonili tragovi FBS prisutnog u medijumu, a zatim odlepljivane iz flaskova
inkubiranjem u 1 ml rastvora 0,25% tripsina i 0,02% EDTA u PBS 2 min na 37 °C. U
flaskove je potom dodavano po 4 ml zagrejanog DMEM+ medijuma kako bi se
inaktivirao tripsin, a sadrzaj flaska je prebacivan u epruvetu od 15 ml i centrifugiran 5
min na 500 g. Nakon centrifugiranja i odlivanja supernatanta celije su resuspendovane u
2 ml zagrejanog DMEM+ medijuma. Po 0,5 ml suspenzije ¢elija je prebaceno u nove
flaskove za gajenje u koje je prethodno sipano po 4,5 ml zagrejanog DMEM+
medijuma. Celije su odrzavane u novim flaskovima, uz promenu medijuma svaki drugi
dan. Nakon dostizanja potpune konfluentnosti ¢elije su ponovo odlepljivane po istom
postupku i rasejavane za eksperimente u odgovorajucoj gustini. Uzorak suspenzije Celija
je bojen pomocu tripan plavog, a broj zivih ¢elija (¢elije kod kojih tripan plavo nije usao
u citoplazmu) je odredivan pomoc¢u komorice za brojanje (Neubauer). Uobi¢ajen broj

zivih ¢elija je bio 2 — 2,5 miliona ¢elija po flasku.
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Imunohistohemija

Priprema tkiva

Po 4 NTg, preALS 1 ALS Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom
injekcijom mesSavine ketamina (0,1 ml / 100 g t.m.; Richter pharma ag, Wels, Austrija) i
ksilazina (0,06 ml / 100 g t.m.; Bioveta a.s., Ivanovice na Hane, Ceska Republika). Pre
izolacije mozdanog tkiva, zivotinjama je uradena transkardijalna perfuzija koja
podrazumeva eliminaciju krvi iz tkiva radi sprecavanja nespecifi¢nog vezivanja antitela,
kao i brzu fiksaciju cele Zivotinje radi zaustavljanja procesa proteolize i razvoja
bakterija i gljivica ¢ime se ofuvava struktura tkiva. Nakon ulaska Zivotinja u duboku
anesteziju, $to je potvrdeno odsustvom kornealnog refleksa i refleksa povlacenja zadnjih
ekstremiteta, Zivotinjama je pazljivo otvaran grudni ko$ kako bi se oslobodio pristup
srcu. Perfuzija je radena sa 0,01 M sonim rastvorom fosfatnog pufera (PBS) koji sadrzi
8,61 g/l NaCl u dvadeset puta razblazenom 0,2 M fosfatnom puferu (PB) pH 7.4 (6,24
g/l NaH2POs 1 22.72 g/l NapHPO4 rastvoreni u ddH20) i sa 4% rastvorom
paraformaldehida (PFA) u dva puta razblazenom 0,2 M PB pH 7,4. Igla povezana na
sistem za perfuziju je uvedena u levu komoru srca, dok je desna pretkomora isecena
kako bi se omogucilo isticanje krvi i perfuzionih rastvora iz krvotoka. Kompletna krv iz
cirkulatornog sistema pacova je istisnuta sa 200 ml PBS, nakon cega je tkivo fiksirano

sa dodatnih 200 ml 4% PFA.

Nakon perfuzije, Zivotinja je dekapitovana i izolovano je mozdano tkivo koje je
zatim dodatno fiksirano u 4% PFA 48 h na 4 °C. Nakon fiksacije, uradena je
dehidratacija tkiva u 30% rastvoru saharoze koji je pripremljen u dva puta razblazenom
rastvoru 0,2 M PB pH 7,4 kako bi se sprecilo formiranje kristala leda u tkivu prilikom
zamrzavanja mozga. Nakon spuStanja mozga na dno posude sa rastvorom saharoze,
tkivo je zamrznuto na -80 °C do dalje upotrebe. Mozak je zatim ise¢en na koronalne
preseke debljine 30 um upotrebom kriostata (CM1850, Leica Microsystems, Wetzlar,
Nemacka) na temperaturi od -25°C. Preseci su naneSeni na Superfrost Plus

mikroskopske plo¢ice (Manzel-Glasser, Nemacka) i cuvani na +4 °C do dalje upotrebe.
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Imunofluorescentno obelezavanje mozdanih preseka

Za detekeiju i lokalizaciju antigena u mozdanim presecima kori$¢ena je metoda
indirektne imunofluorescence $to podrazumeva upotrebu neobelezenog antitela koje je
specificno za ispitivani antigen (primarno antitelo) za koje se zatim vezuje anti-
imunoglobulinsko antitelo obelezeno fluorescentnom bojom (sekundarno antitelo).
Kompleks antigen-primarno antitelo-sekundarno antitelo-fluorescentna boja fluorescira
1 moze se posmatrati pod mikroskopom nakon ekscitacije fluorescentne boje svetloséu

odgovarajuce talasne duzine.

Imunofluorescentno obelezavanje je uradeno na koronalnim presecima iz dva
razli¢ita regiona mozga sa slede¢im koordinatama udaljenosti od Bregme u anterio-
posteriornoj osi: -11.10 mm (mozdano stablo) and -4.45 mm (hipokampus). Koordinate
su preuzete iz atlasa koronalnih preseka mozga pacova (Paxinos i Watson, 2006). Pre
obelezavanja plo¢ice sa mozdanim presecima su izvadene iz frizidera i1 ostavljene 10
minuta na sobnoj temperaturi. Tkivo je prvo rehidratisano 3 puta po 10 minuta u 0,01 M
PBS. Zatim je uradeno blokiranje preseka zarad sprecavanja nespecificnog vezivanja
primarnih 1 sekundarnih antitela antitela za tkivo u rastvoru 0,01 M PBS koji je sadrZzao
5% magareci serum, 1% albumin iz teleCeg seruma (eng. bovine serum albumin — BSA)
i 0,2% Triton X-100 45 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je na preseke nanosen
rastvor 0,01 M PBS koji je sadrZao jedno ili viSe odgovarajuc¢ih primarnih antitela, 1%
magareci serum 1 0,02% Triton X-100.

KoriS¢ena su sledeca primarna antitela:

- ze€je poliklonalno antitelo na Cu,Zn superoksid dismutazu (SOD1, 1:100, Santa Cruz
Biotechnology, SAD)

- misje monoklonalno antitelo na glijalni Kiseli fibrilarni protein za obeleZavanje
astrocita (eng. Glial fibrilary acidic protein — GFAP, 1:200, EMD Millipore, SAD)

- kozje poliklonalno antitelo na jonizovani adaptorski molekul 1 koji vezuje kalcijum za
obelezavanje mikroglije (eng. lonized calcium binding adaptor molecule 1 - Ibal, 1:250,
Abcam, SAD)

- mi§je monoklonalno antitelo na jedarni antigen neurona za obelezavanje neurona (eng.

Neuronal nuclear antigen — NeuN, 1:100, EMD Millipore, SAD)
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Preseci su inkubirani u rastvoru primarnih antitela preko no¢i na +4 °C u vlaznoj
atmosferi kako bi se sprecilo isparavanje rastvora i susenje preseka. Sledec¢eg dana je
radeno ispiranje preseka 3 puta po 10 minuta u 0,01 M PBS kako bi se uklonila
primarna antitela koja se nisu vezala, a potom su preseci inkubirani u rastvoru 0,01 M
PBS koji je sadrzao odgovarajuca fluorescentno obelezena sekundarna antitela 2,5 h na
sobnoj temperaturi u vlaznoj atmosferi i mraku kako bi se speéilo izbeljivanje
fluorescentnih markera.

Kori$¢ena su sledeca sekundarna antitela:
- magarece antitelo na proteine zeca, Alexa Fluor 555 (1:200; Invitrogen, SAD)
- magarece antitelo na proteine misa, Alexa Fluor 488 (1:200; Invitrogen, SAD)

- magarece antitelo na proteine koze, Alexa Fluor 488 (1:200; Invitrogen, SAD)

Preseci su potom isprani 5 puta po 5 minuta u 0,01 M PBS kako bi se uklonila
sekundarna antitela koja se nisu vezala, i inkubirani 10 minuta u rastvoru 4,6 —diamidin-
2-fenilindola (DAPI, 1:4000, Molecular Probes, SAD) u PBS zarad fluorescentnog
obelezavanja jedarnog materijala. Preseci su ponovo ispirani 5 puta po 5 minuta u 0,01
M PBS, ostavljeni 10 minuta da se osuSe, 1 nakon toga je na njih nanoSen medijum za
fiksiranje pokrovnog stakla (Mowiol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) i
stavljeno pokrovno staklo. Za negativnu kontrolu bojenja primarna antitela su
izostavljena. U svakoj seriji imunohistohemijskog bojenja kori$éeni su preseci iz svih

eksperimentalnih grupa.

Konfokalna mikroskopija

Snimci fluorescentno obelezenih preseka su napravljeni pomoc¢u konfokalnog
laserskog skeniraju¢eg mikroskopa LSM 710 (Carl Zeiss GmbH, Nemacka) uz upotrebu
objektiva Plan-Neofluar 20/0,5 i Plan-Neofluar 40/1,3 Oil DIC. Za eksicitaciju
fluorescentnih boja koriS¢ene su ekscitacione linije 488 nm argonskog lasera 1 543 nm
helijum-neonskog lasera. Emisiona svetlost je razdvajana u razliCite kanale upotrebom
NFT 545 dihroi¢nog ogledala koje reflektuje svetlost talasne duzine manje od 545 nm u
jednu detekcionu jedinicu, a u drugu propusta svetlost vecih talasnih duzina. Potpuno

razdvajanje emisione svetlosti zelenog dela spektra je postignuto uskopojasnim filterom
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BP 505-530, a crvenog dela spektra Sirokopropusnim filterom LP 585. Za dobijanje 3D
snimaka koriS¢ena je opcija ,,Z-stack” uz koriS¢enje Nikvistovog kriterijuma za
odredivanje optimalne rezolucije po Z osi. Z-stack snimci priblizne ukupne debljine 15
um su pravljeni u koracima od po 0.48 pm, sa rezolucijom u X-Y ravni od 512 x 512
piksela. Podesavanja koja uti¢u na intenzitet signala kao $to su intenzitet lasera, debljina
optickog preseka, brzina skeniranja i osetljivost detektora su odrzavana konstantnim

tokom snimanja.

Analiza konfokalnih snimaka

Konfokalni snimci su analizirani u Zeiss LSM710 ZEN softverskom paketu.
Kako bi se ispitalo prisustvo proliferacije glijalnih éelija, i kako bi se procenila koli¢ina
1 ispitala distribucija SODI1 proteina u mozdanom tkivu eksperimentalnih Zivotinja
uradena je analiza procenta GFAP ili Ibal pozitivnih piksela, odnosno srednja vrednost
intenziteta signala SOD1 pozitivnih piksela na konfokalnim slikama koje su snimljene
pomocu objektiva Plan-Neofluar 20/0,5. Pozadinski signal je uklonjen sa svake slike na
osnovu srednje vrednosti intenziteta piksela u neobojenim delovima slike. Na ovaj na¢in
je analizirano 4 do 5 snimaka iz svake Zivotinje, §to je ukupno iznosilo 16 do 20

snimaka po grupi.

3D snimci pojedina¢nih astrocita ili mikroglijalnih ¢elija napravljeni snimanjem
preseka dvostruko obeleZenih na GFAP ili Ibal markere i SOD1 protein su analizirani u
IMARIS softverskom paketu verzija 7.4.2 (Bittplane AG, Cirih, Svajcarska) po
prethodno opisanom protokolu (Wagner et al., 2013). Prvo su na osnovu intenziteta
piksela GFAP ili Ibal signala u originalnim Z-stack konfokalnim snimcima napravljeni
3D povrSinski modeli pojedinacnih astrocita ili mikroglijalnih ¢elija u modulu za
rekonstrukciju povrsine IMARIS programa (Slika 8, 1). S obzirom na to da su kofokalni
snimci pored signala koji poti¢e od celije od interesa sadrzali 1 signal koji potice od
delova okolnih celija, uradeno je preklapanje 3D povrSinskog IMARIS modela i
originalnog GFAP ili Ibal Z-stack konfokalnog snimka kako bi se izdvojio samo signal
koji poti¢e od ¢elije od interesa (Slika 8, 2). Potom je uradena analiza kolokalizacije

signala koji poti¢u od Celije od interesa i originalnog SOD1 signala u kolokalizacionom
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modulu IMARIS programa (Slika 8, 3). Pre analize kolokalizacije za automatsko
uklanjanje nespecificnog pozadinskog signala je upotrebljen Costes algoritam (Costes et

al., 2004) koji je integrisan u IMARIS program.

Originalna konfokaina Kolokalizovani originalni
Z-stack slika

SOD1 signal

Analiza intenziteta
kolokalizovanog

SOD1 signala

IMARIS model
kolokalizacionog
Kolokalizacioni kanal kanala

<

Originalni SOD1 signal

Originalni GFAP signal

lzdvojen originalni
GFAP signal

IMARIS model
GFAP signala

Kombinovani
IMARIS model

Analiza kolokalizacije i
Pirsonovog koeficijenta
korelacije

o /\4;

—p| Analiza celijske povrsine i zapremine]

Slika 8. Sematski prikaz toka analize 3D konfokalnih snimaka pomoéu IMARIS programa.

Kao rezultat analize kolokalizacije signala dobijen je kolokalizacion kanala koji
se sastoji samo iz piksela koji su sadrzali i SOD1 i GFAP odnsono Ibal signal
(kolikalizovani pikseli), 1 u modulu za rekonstrukciju povrSine IMARIS programa je
napravljen 3D model kolokalizacionog kanala (Slika 8, 4). Preklapanjem modela
kolokalizacionog kanala i originalnog SODL1 signala izdvojeni su pikseli originalnog
kolokalizovanog SOD1 signala (Slika 8, 5). Na kraju, 3D modeli pojedinaénih astrocita
ili mikroglijalnih ¢elija su preklapani sa 3D modelima kolokalizacionih kanala dobijeni
analizom odgovarajucih Celija kako bi se dobio kombinovani IMARIS model ispitivane
¢elije (Slika 8, 6). Ukupna povrsina i zapremina 3D modela pojedinacnih astrocita i
mikroglijalnih ¢elija su pracene kako bi se ispitala morfologija ¢elija, dok su procenat
GFAP ili 1bal pozitivnih piksela koji kolokalizuju sa SOD1 pozitivnih pikselima,
Pirsonov koeficijent korelacije (jacina korelacija dva signala) izmedu GFAP ili Ibal i
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SOD1 signala, kao 1 proseCan intenzitet piksela kolokalizovanog SODI1 signala
analizirani kako bi se ispitala unutarcelijska distribucija 1 koli¢ina SODI u ovim
glijalnim ¢elijama. Na ovaj nacin je analizirano 9 do 10 snimaka oba tipa glijalnih ¢elija
iz svake Zzivotinje, S§to je ukupno iznosilo 36 do 40 snimaka po grupi za svaki tip

glijalnih ¢elija.

Odredivanje CcCistoce primarne kulture astrocita i ekspresije SODI proteina u

astrocitima in vitro primenom imunocitohemijske metode

Da bi se odredio udeo astrocita u kulturi ¢elija izolovanih iz korteksa NTg 1 ALS
pacova na gore opisan nacin, kao i da bi se ispitala ekspresija SOD1 proteina u
astrocitima iz ove dve grupe zivotinja, astrociti su zasejavani na mikroskopska stakla
pre¢nika 25 mm prethodno prevuéena poli L-lizinom u gustini od 10* ¢éelija/cm?
povrSine. Nakon dostizanja 70% konfluentnosti ¢elija na staklima pristupalo se
imunocitohemijskom bojenju. Celije su prvo ispirane u PBS kako bi se uklonili tragovi
medijuma za gajenje, a potom fiksirane 20 minuta u 4% rastvoru PFA. Posle novog
ispiranja ¢elija u PBS tri puta po 5 minuta, radena je permeabilizacija ¢elija 1 blokiranje
nespecifi€nog vezivanja antitela u rastvoru PBS koji je sadrzao 5% magare¢i serum, 1%
BSA i 0,05% Triton X-100. Potom je radena inkubacija ¢elija u rastvoru PBS koji je
sadrzao kombinaciju odgovaraju¢ih primarnih antitela, 1% magare¢i serum 1 0,02%

Triton X-100.

KoriS¢ena su sledeca primarna antitela:

- miSje monoklonalno antitelo na glijalni Kiseli fibrilarni protein za obelezavanje
astrocita (eng. Glial fibrilary acidic protein — GFAP, 1:200, EMD Millipore, SAD)

- kozje poliklonalno antitelo na jonizovani adaptorski molekul 1 koji vezuje kalcijum za
obelezavanje mikroglije (eng. lonized calcium binding adaptor molecule 1 - Ibal, 1:250,
Abcam, SAD)

- zec€je poliklonalno antitelo na Cu,Zn superoksid dismutazu (SODI, 1:100, Santa Cruz

Biotechnology, SAD)
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Celije su inkubirane u rastvoru primarnih antitela preko noéi na +4°C. Slede¢eg
dana je radeno ispiranje celija 3 puta po 10 min u 0,01 M PBS kako bi se uklonila
primarna antitela koja se nisu vezala, a potom su ¢elije inkubirane u rastvoru PBS koji
je sadrzao odgovarajuca fluorescentno obelezena sekundarna antitela 2,5 h na sobnoj

temperaturi u mraku kako bi se specilo izbeljivanje fluorescentnih markera.

Koris¢ena su slede¢a sekundarna antitela:

- magarece antitelo na proteine misa, Alexa Fluor 488 (1:200; Invitrogen, SAD)
- magarece antitelo na proteine misa, Alexa Fluor 555 (1:200; Invitrogen, SAD)
- magarece antitelo na proteine koze, Alexa Fluor 488 (1:200; Invitrogen, SAD)

- magarece antitelo na proteine zeca, Alexa Fluor 555 (1:200; Invitrogen, SAD)

Celije su potom ispirane 5 puta po 5 min u PBS kako bi se uklonila sekundarna
antitela koja se nisu vezala, i inkubirane 10 min u rastvoru 4,6 —diamidin-2-fenilindola
(DAPI, 1:4000, Molecular Probes, SAD) u PBS u cilju fluorescentnog obeleZavanja
jedarnog materijala. Nakon jo$ 5 ispiranja po 5 min u PBS, mikroskopski preparati sa
obojenim c¢eljama su postavljani na standardna mikroskopska stakla preko kapljice
medijuma za fiksiranje (Mowiol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka). U svakoj
seriji imunocitohemijskog bojenja koris¢ene su celije iz obe eksperimentalne grupe.
Obojene celije su cuvane na +4°C do snimanja na konfokalnom laserskom skeniraju¢em

mikroskopu.

Snimci imunocitohemijski obojenih ¢elija su napravljeni pomoc¢u konfokalnog
laserskog skeniraju¢eg mikroskopa LSM 510 (Carl Zeiss GmbH, Nemacka) uz upotrebu
objektiva Plan-Neofluar 20/0,5. Za eksicitaciju fluorescentnih boja koriS¢ene su
ekscitacione linije 488 nm argonskog lasera i 543 nm helijum-neonskog lasera.
Emisiona svetlost je razdvajana u razliCite kanale upotrebom NFT 545 dihroi¢nog
ogledala koje reflektuje svetlost talasne duzine manje od 545 nm u jednu detekcionu
jedinicu, a u drugu propusta svetlost vecih talasnih duzina. Potpuno razdvajanje
emisione svetlosti zelenog dela spektra je postignuto uskopojasnim filterom BP 505-

530, a crvenog dela spektra Sirokopropusnim filterom LP 585. Signal DAPI boje je
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sniman propustanjem svetlosti zivine lampe kroz ekscitacioni filter za ovu boju. Slike

dobijene sa istog vidnog polja su potom preklapane.

Ispitivanje proizvodnje superoksidnog radikala astrocita u kulturi pomoéu MitoSox

Red indikatora

Da bi se ispitala proizvodnja superoksidnog radikala u kulturi astrocita
izolovanih iz NTg i ALS zivotinja koriS¢en je fluorescenti indikator MitoSox Red
(Molecular Probes, Termo Fisher Scientific, Woltham, SAD) koji reaguje specifi¢no sa
superoksidnim radikalom, ali ne i sa ostalim reaktivnim kiseoni¢nim i azotnim vrstama.
Ovaj indikator lako ulazi u zive ¢elije gde se specificno akumulira u mitohondrijama.
Nakon oksidacije pod uticajem superoksidnog radikala indikator emituje fluorescentnu
svetlost u crvenom delu spektra, pa je zbog toga pogodan za snimanje pomocu
fluorescentne mikroskopije. Maksimum absorbcije indikatora je na 510 nm, a emisije na
580 nm. Za ove eksperimente astrociti su zasejevani na mikroskopska stakla pre¢nika
25 mm u gustini od 10* éelija/cm? povrsine. Zasejane ¢elije su odrzavane u DMEM+
medijumu do dostizanja 70% konfluentnosti. Celije su potom isprane 3 puta sa
vancelijskim rastvorom (ECS) koji se sastojao iz 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM
CaCl, 2 mM MgClz, 10 mM HEPES i 10 mM glukoze rastvorene u ddH20, a zatim
inkubirane u 5 pM rastvoru MitoSox indikatora u ECS 10 minuta na 37°C u inkubatoru.
Nakon dodatna 3 ispiranja u ECS radi otklanjanja viska boje koje nije usla u celije,
stakla sa astrocitima su prebacivana u mikroskopsku komoricu za snimanje napunjenu
sa 1 ml ECS.

Snimanje je radeno na konfokalnom laserskom skeniraju¢éem mikroskopu LSM
510 (Carl Zeiss GmbH, Nemacka) uz upotrebu objektiva Achroplan 40x/0,8 W. Za
eksicitaciju fluorescentnog indikatora koris¢ena je ekscitaciona linija 488 nm argonskog
lasera. Emisiona svetlost je razdvajana u razli¢ite kanale upotrebom NFT 545
dihroi¢nog ogledala koje je u detekcioni kanal propustalo samo svetlost talasne duzine
vece od 545 nm, i dodatno filtirirana Sirokopropusnim filterom LP 560. Radena je
vremenska serija snimanja obelezenih astrocita u kojoj je snimanje fluorescence

MitoSox indikatora vrSeno na svakih 60s. Prva Cetiri minuta snimanja su sluzila za
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uspostavljanje bazne linije, odnosno odredivanja osnovne stope proizvodnje
superoksidnog radikala u ispitivanim c¢elijama. Posle cetiri minuta, povecana
proizvodnja superoksidnog radikala je izazivana dodavanjem rastvora vodonik-
peroksida u ECS, tako da njegova finalna koncentracija u komorici za snimanje bude
250 odnosno 500 pM. Nakon dodavanja vodonik-peroksida snimanje je vrSeno narednih
36 minuta. Dobijene vremenske serije merenja su analizirane u prateCem Carl Zeiss
programu verzija 3.2 SP2. Za svaku vremensku tacku izraCunata je srednja vrednost
intenziteta MitoSox signala po celom kadru nakon uklanjanja pozadinskog signala na
osnovu srednje vrednosti intenziteta piksela u neobojenim delovima slike. Dobijene
srednje vrednosti intenziteta su potom normalizovane u odnosu na srednju vrednost
intenziteta bazne linije na osnovu jednacine (F-Fo)/Fo gde je F srednja vrednost
intenziteta signala u odredenoj vremenskoj tacki, a Fo srednja vrednost intenziteta bazne
linijje. Na ovaj nacin su rezultati predstavljeni kao promena koli¢ine superoksidnog
radikala nakon stimulacije vodonik-peroksidom u odnosu na njegovu osnovnu koli¢inu

u ispitivanim ¢éelijama.

Ispitivanje unutaréelijske strukture astrocita u kulturi pomodéu mikroskopije

Rentgenskim zracenjem niskih energija

Da bi se ispitala unutarcelijska struktura astrocita u kulturi izolovanih iz NTg 1
ALS Zivotinja, astrociti su zasejavani na zlatne mikroskopske mrezice prekrivene
perforiranom ugljenikovom folijom debljine 10 nm (Au-G200F1, Quantifoil, Jena,
Nemacka) u gustini od 10* ¢elija/em? povrsine. Posle 2 dana gajenja u DMEM+
medijumu, mrezice sa astrocitima su ispirane u PBS i podvrgnute vitrifikaciji, tj.
trenutnom zamrzavanju u te¢nom etanu koji je ohladen te¢nim azotom (Salditt and
Ducic, 2014) koris¢enjem Leica EM GP Automatic Plunge Freezer uredaja (Leica
Microsystems, Wetzlar, Nemacka). Kako bi se proverila oCuvanost ¢elija uzorci su
pregledani pomocu svetlosnog mikroskopa Zeiss Axio Scope (Zeiss, Jena, Nemacka)
opremljenog sa LINKAM CMS196 komoricom (Linkam Scientific, Waterfield,
Engleska) za snimanje uzoraka na temperaturi te¢nog azota. Zamrznuti uzorci su potom
ubaceni u nosace sa te€nim azotom i ¢uvani u tim uslovima do trenutka snimanja.

Mikroskopija pomoc¢u rentgenskog zracenja energije 520 eV je uradena pomocu “full-
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filed” transmisionog mikroskopa sa rentgenskim zracenjem na Mistral linijskom snopu
ALBA sinhrotrona (ALBA synchrotron light source, Cerdanyolla del Valles, Spanija).
Snimci dimenzija 10 x 10 pm razli¢itih regiona citoplazme astrocita su snimljeni uz
rotaciju uzorka od + 70° do — 70°, sa uglom pomeraja od 1° izmedu snimaka i
vremenom snimanja od Is po snimku. Obrada napravljenih snimaka je radena u IMOD

programu verzija 4.9 (University of Colorado, Boulder, SAD).

Rentgenska fluorescentna mikroskopija (eng. X-ray fluorescence imaging — XRF)

Priprema tkiva

Po 3 NTg i ALS Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom injekcijom
mesavine ketamina (0,1 ml / 100 g t.m.) i ksilazina (0,06 ml / 100 g t.m.). Svaka
Zivotinja je zrtvovana dekapitacijom, i glava je odmabh stavljena na zaledenu plocu kako
bi se sprecilo propadanje tkiva. Mozdano tkivo je brzo izolovano, zavijeno u parafilm i
zamrznuto na -80 °C do dalje upotrebe. Mozak je zatim iseCen na koronalne preseke
debljine 20 um upotrebom kriostata (CM 1850, Leica Microsystems, Wetzlar, Nemacka)
na temperaturi od -25°C, i preseci su naneSeni na siliko-nitridne membrane dimenzija
75 x 75 x 0.2 mm (Silson Ltd.,, Northampton, Velika Britanije). Preseci na
membranama su potom osuSeni u liofilizatoru na slabom vakuumu i inicijalno na
temperaturi te¢nog azota (-196 °C), a potom ¢uvani na sobnoj temperaturi iznad silika

gela koji sluzi za apsorpciju vlage.

Pravljenje XRF snimaka

Pre XRF preseci su analizirani na obicnom svetlosnom mikroskopu kako bi se
proverila o€uvanost tkiva i odredili regioni tkiva koji odgovaraju regionima ispitivanim
pomocu imunohistohemije. XRF je uraden na microXAS (X05LA) linijskom snopu
Svajcarskog izvora svetlosti (eng. Swiss Light Source, Paul Scherrer Institut, Villigen,
Svajcarska), na energiji ekscitacije od 9.8 keV. Preseci su snimani u X-Y ravni sa
mikro-fokusiranim Rentgenskim zracima dimenzija 2 x 2 pm. Snimanjem su

napravljene XRF mape koje prikazuju koncentraciju elemenata (P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe,
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Ni, Cu i1 Zn) u tkivu veli¢ine 200%200 pum, sa korakom snimanja od 2 um i vremenom
zadrzavanja po pikselu od 200 ms. Na ovaj nacin je napravljeno 2 do 3 XRF mape za
svaki element u oba analizirana regiona mozga (facijalno jedro mozdanog stabla i
dentatni girus hipokampusa) iz svake zivotinje, §to je ukupno iznosilo 6 do 9 snimaka

po regionu mozga po grupi za svaki element.

Analiza XRF mapa

Rekonstrukcija i analiza XRF mapa je uradena u Matlab softverskom paketu
verzija 7.12 (MathWorks, Natick, SAD). Za svaki analizirani uzorak izraCunata je
srednja vrednost intenziteta piksela sa XRF mape za svaki element. Zatim je izraunat
prosek srednjih vrednosti intenziteta piksela za sve mape odredenog elementa iz istog
regiona mozga NTg Zivotinja. Na kraju, srednja vrednost intenziteta piksela za svaku
mapu je normalizovan u odnosu na prosek srednjih vrednosti intenziteta piksela NTg
zivotinja za odgovarajuci elemenat i region mozga kako bi rezultati predstavili kao
promena u koli¢ini elemenata u odnosu na prose¢nu koli¢inu elementa u NTg uzorcima.

Normalizovane srednje vrednosti intenziteta piksela su koriS¢ene za statisti¢ku analizu.

Biohemijsko ispitivanje parametara oksidativnog stresa

Priprema homogenata tkiva

Po 6 NTg, preALS i1 ALS Zzivotinja je Zrtvovano dekapitacijom i glave su odmah
ubacene u posudu sa tecnim azotom u cilju trenutnog zamrzavanja tkiva. Glave su
potom izvadene iz tecnog azota i stavljene na zaledenu plocu na kojoj je uradena
izolacija kompletnog tkiva mozdanog stabla i oba hipokampusa iz mozga svake
zivotinje. Izolovana tkiva su potom homogenizovana u ledenom rastvoru koji je sadrzao
0,25 M saharozu, 0,1 mM EDTA i 50 mM K-Na fosfatni pufer, pH 7.2. Homogenati su
centrifugirani dva puta po 15 minuta na 1850 x g na 4°C. Dobijeni supernatant je
pokupljen, sonifikovan 3 puta po 30 sekundi i potom zamrznut i ¢uvan na —70°C do

dalje upotrebe.
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Odredivanje koncentracije nitrita

Koncentracija nitrita, stabilnog finalnog proizvoda oksidacije azotnim oksidom
(NO), je odredivana metodom po Griess-u (Navarro-Gonzalvez et al., 1998) i koris¢ena
kao indirektni indikator proizvodnje NO u tkivu. Ukratko, koncentracija nitrita je
odredivanja meSanjem 50 pl uzorka sa 50 ul Griess-ovog reagensa koji se sastojao iz
1,5% sulfanilamida u 1 M HCI i 0,15% N-(1-naftil) etilen-diamin-dihidrohlorida u
destilovanoj vodi. Absorbanca dobijene smeSe na 540 nm je odredivanja nakon 10
minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, i koncentracija nitrita u uzorku je izracunata
na osnovu standardne krive napravljene na osnovu merenja absorbance smese Griess-
ovog reagensa i razliCitih koncentracija natrijum nitrita (Sigma Aldrich GmbH,

Nemacka).

Odredivanje proizvodnje superoksidnog radikala

Proizvodnja superoksidnog anjon radikala (O2™) je odredena metodom koja se
zasniva na razgradnji nitro plavo tetrazolijuma (NBT) u monoformazan usled reakcije
sa O, u baznom reakcionom medijumu zasiéenom azotom (Auclair i Voisin, 1985).
Reakcija je zapoCinjana dodavanjem 0,05 ml uzorka u 1 ml reakcione smese koja se
sastojala iz 0,1 M NBT u 50 mM natrijum fosfatnom puferu pH 8,6, sa 0,1 mM EDTA i
0,1 mg/ml Zelatina. Promena absorbance usled razgradnje NBT je spektrofotometrijski

prac¢ena 5 minuta na 550 nm.

Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze 112

Aktivnosti obe izoforme antioksidativnog enzima superoksid disumutaze, SOD1
(Cu,Zn SOD - citoplazmatska izoforma) i SOD2 (Mn SOD — mitohondrijalna izoforma)
u izolatima tkiva su odredivane adrenalinskom metodom (Sun i Zigman, 1978). Ukupna
SOD aktivnost je merena na osnovu inhibicije spontane auto-oksidacije epinefrina koja
je spektrofotometrijski pracena na 480 nm. Enzimska aktivnost SOD u uzorku je
pracena u 50 mM natrijum karbonatnom puferu pH 10.2, koji je sadrzao 0,1 mM EDTA,

nakon dodavanja 10 mM epinefrina. Enzimska aktivnost je izraZzavana u jedinicama
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(koli¢ina uzorka koja izaziva smanjenje spontane auto-oksidacije epinefrina za 50%) po
mg proteina. Aktivnost SOD2 u uzorcima je odredivana na isti na¢in, ali nakon
dodavanja 0,1 mM KCN u reakcionu smesu kako bi se inhibirala aktivnost SODI.
Aktivnost SODI je potom odredivana oduzimanjem aktivnosi SOD2 od ukupne SOD

aktivnosti.

Odredivanje indeksa lipidne peroksidacije

Malondialdehid (MDA) je proizvod reakcije polinezasi¢enih masnih kiselina sa
tiobarbituratnom kiselinom, i njegova koncentracija se uzima kao indeks lipidne
peroksidacije (ILP). ILP je meren spektrofotometrijski kao koli¢ina reaktivnih vrsta
tiobarbituratne kiseline. Koli¢ina formiranih reaktivnih vrsta tiobarbituratne kiseline je
odredivanja merenjem absorbance na 533 nm nakon tretiranja uzoraka sa 1 ml hladnog
reagensa tiobarbituratne kiseline koji se sastojao iz 15% trihlorsir¢etne kiseline, 0,1 M
HCI i 0,75% tiobarbituratne kiseline, i zagrevanja na 95°C u prisustvu 50 uM
desferoksamina kako bi se sprecila lipidna peroksidacija katalizovana gvozdem

prisutnim u uzorku (Rehncrona et al., 1980).

Svi eksperimenti su wuradeni u triplikatu, 1 svaki mereni parametar je
normalizovan u odnosu na ukupnu koli¢inu proteina u odgovaraju¢em uzorku, koja je
odredena metodom po Loriju (Lowry et al.,, 1951) na osnovu standardne Krive
napravljene koriS¢enjem rastvora sa razli¢itim koncentracijama albumina iz teleéeg

seruma (Sigma Aldrich GmbH, Nemacka).

Elektronska paramagnetna rezonancija

Elektronska paramagnetna rezonancija (EPR) je spektroskopska tehnika kojom
se detektuje proces rezonantne apsorpcije mikrotalasnog zra¢enja u homogenom
magentnom polju u paramagnetskim sistemima koji poseduju najmanje jedan nespareni
elektron, kao $to su slobodno radikalske vrste (SRV). Medutim, u in vivo sistemima
SRV su najcesce izrazito kratkozivece da bi mogle da se detektuju direktno pomocu

EPR spektroskopije. Umesto toga, redoks status odnosno bioreduktivni kapacitet in vivo
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sistema moze da se istrazi koriS¢enjem aminoksil radikala, odnosno nitroksida.
Nitroksidi su stabilni dugo zive¢i slobodni radikali, koji nakon ubacivanja u zivi
organizam mogu da reaguju sa unutarelijskim bioreduktantima, kao Sto su
mitohondrijalni enzimi ili citosolni askorbat, ili sa endogenim SRV S§to rezultuje u
njihovoj redukciji u hidroksilamine koji se ne mogu detektovati EPR spektroskopijom.
Stoga, pracenje stope redukcije nitroksida u zivim organizmima pomocu EPR
spektroskopije moze da se primeni kao metoda za neinvazivnu procenu redoks statusa i
prisustvo oksidativnog stresa (Valgimigli et al., 2001; Elas et al., 2012). Za in vitro i ex
vivo eksperimente na uzorcima male koli¢ine i niske koncentracije se uobi¢ajeno koristi
EPR spektroskopija u ,,X” oblasti (X-band), koja podrazumeva koris¢enje mikrotalasa
¢ija frekvencija spada u opseg od 9 - 10 GHz, ¢ime se postize neophodna osetljivost
detekcije. Medutim, prilikom in vivo EPR spektroskopije na velikim bioloskim
uzorcima, kao §to su mi$ ili pacov, dolazi do nespecifi¢ne (nerezonantne) apsorpcije
mikrotalasne energije usled prisustva velike koli¢ine vode u uzorku §to smanjuje dubinu
prodiranja mikrotalasa u uzorak. Problem dubine prodiranja mikotalasa u ovakve uzorke
se moze reSiti smanjenjem frekvencije mikrotalasa, i iz tog razloga se za in Vivo
eksperimente koristi EPR spektroskopije u ,,L” oblasti (L-band), koja podrazumeva

koriS¢enje mikrotalasa ¢ija frekvencija spada u opseg od 1 - 2 GHz.

U EPR eksperimentima su kori$¢eni slede¢i aminoksil radikali (nitroksidi):

e Tempol (4-Hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin 1-oksil),

e 3-karbamoil proksil — 3CP (3-Karbamoil-2,2,5,5-tetrametil-1-pirolidinoksi), i

e 3-karboksi proksil — 3CxP (3-Karboksi-2,2,5,5-tetrametil-1- pirolidinoksi),
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka). Hemijske strukture nitroksida su prikazane

na slici 9.
OH
NH, OH
H4C CHy HsC CHs  nH,c CH
HsC” “N” “CHg HaC N CHz H,c N” CHg
Oo Oo Oo
Tempol 3-karbamoil proksil 3-karboksi proksil

Slika 9. Hemijske strukture nitroksida koris¢enih u eksperimentima.
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In vitro i ex vivo EPR spektroskopija

Za eksperimente redukcije nitroksida in vitro 30 pl rastvora nitroksida i
askorbinske kiseline u PBS-u, u razli¢itim odnosima koncentracija, su uvucene u
teflonska creva (Zeus Industries, SAD) propustljiva za gasove, koja su onda postavljena
u kvarcnu kivetu i potom u ER 4123SHQE X-band rezonator EPR spektrometra (Bruker
Biospin Elexsys II E540 EPR spektrometar, Billerica, Masacusets, SAD). EPR spektri
su snimani 30 minuta na sobnoj temperaturi u intervalima od po 1 minut. Za ex vivo
eksperimente 1 ml sveze krvi je dreniran iz srca pacova i stavljen u epruvetu oblozenu
antikoagulantom K>;EDTA (Becton Dickinson and Company, USA). U krv je potom
dodavano po 5 pl rastvora odredenog nitroksida tako da finalne koncentracije nitroksida
u krvi budu 0,05 mM za Tempol i 3CP, odnosno 0,025 mM za CxP, §to je priblizno
odgovaralo koncentraciji nitroksida u krvotoku zivotinja nakon njihovog ubrizgavanja u
in vivo eksperimetima. Tako dobijene meSavine sveze krvi i nitroksida su uvucena u
teflonska creva koja su onda postavljena u kivetu i potom u ER 4123SHQE X-band
rezonator EPR spektrometra. EPR spektri su potom snimani 30 minuta na sobnoj
temperaturi u intervalima od po 1 minut. Pode$avanja EPR uredaja za in vitro i ex vivo
eksperimente su bila: frekvencija mikrotalasa 9,5 GHz, snaga mikrotalasa 10 mW,

modulaciona amplituda 2 G, modulaciona frekvencija 100 kHz, vreme snimanja 60s.

In vivo EPR spektroskopija

Za merenja in vivo EPR spektroskopijom kori$¢eno je 6 presimptomatskih ALS
pacova za pracenje kinetike redukcije spinske probe 3CP, odnosno 3 presimptomatska
ALS pacova za pracenje kinetike redukcije spinske probe 3CxP. Nakon razvoje
simptoma iste Zivotinje su ponovo iskoriS§¢ene kao simptomatske ALS Zivotinje za
pracenje kinetike redukcije ove dve spinske probe. Odgovaraju¢i broj netransgenih
Sprague-Dawley pacova, koji su po starosti odgovarali simptomatskim ALS
zivotinjama, su koriS¢eni kao kontrole. Za pracenje kinetike redukcije spinske probe
Tempol koris¢ene su 3 netransgene zivotinje koje su po starosti odgovarale
simptomatskim ALS Zivotinjama. Za pracenje kinetike redukcije spinskih proba 3CP i

3CxP u zivotinjama kojima je izazvano zaustavljanje sr¢anog rada injekcijom rastvora
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kalijum hlorida, kori§¢ene su 4 netransgene zivotinje (po 2 za svaku spinsku probu) koje

Ssu po starosti odgovarale simptomatskim ALS Zivotinjama.

Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom injekcijom mesavine ketamina (0,1
ml / 100 g t.m.) i ksilazina (0,06 ml / 100 g t.m.), i u repnu venu zivotinji je uvodena
braunila preko koje je injektovan rastvor spinske probe. Zivotinje su potom stavljane u
nosac za snimanje koji poseduje sistem za termoregulaciju kojim se telesna temperatura
zivotinja odrzavala na nivou od 35 + 3 °C tokom snimanja i trajanja anestezije (mereno
analnom termo-sondom). Zivotinje su postavljene tako da leZe na ventralnoj strani i
nosac sa zZivotinjom je uvoden u rezonatni prostor EPR spektrometara tako da glava
zivotinje ude u ER 540R36 L-band rezonator precnika 36 mm (Slika 10). Rastvor
nitroskida u fizioloskom rastvoru koncentracije 2 umol/g t.m. Tempol ili 3CP, odnosno
1 umol/g t.m. 3CxP, zapremine 1 ml je ubrizgan kroz braunilu, i potom su EPR spekitri
snimani 60 minuta u intervalima od po 1 minut. Da bi se dovelo do zaustavljanja
sr¢anog rada i prestanka cirkulacije, 2 ml rastvora kalijum hlorida (200 mg/ml) je
injektovano u repnu venu zivotinja 2 minuta nakon injekcije rastvora nitroksida $to je
odgovaralo trenutku maksimalne koncentracije nitroksida u glavi Zivotinje. PodeSavanja
EPR uredaja za in vivo eksperimente su bila: frekvencija mikrotalasa 1,2 GHz, snaga
mikrotalasa 11,38 mW, modulaciona amplituda 2 G, modulaciona frekvencija 30 kHz,

vreme snimanja 8s, broj akumulacija 2.

Slika 10. Eksperimentalna postavka za EPR spektroskopiju in vivo. Slike predstavljaju prikaz
EPR uredaja (levo) i polozaj Zivotinje u rezonatoru tokom snimanja (desno)
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Kineticko modelovanje redukcije spinskih proba

Normalizovana visina izmedu gornjeg i donjeg maksimuma srediSnje linije
tripleta EPR spektra nitroksida je definisana kao intenzitet signala koji je
proporcionalan koncentraciji spinske probe (Slika 11). Kako bi se izracunalo vreme
poluredukcije nitroksida in vivo (vreme koje je neophodno da intenzitet EPR signala
nitroksida padne na 50% od njegove maksimalne vrednosti) pocetni nagib kinetika
redukcije nitroksida je podesavan monoeksponencijalnom funkcijom pretpostavljajuci

proces pseudo-prvog reda.

1,5e+6 -
1,0e+6
5,0e+5 A

0,0 .

EPR signal (a.j.)

-5,0e+5 -

-1,0e+6 -

400 410 420 430 440 450

Magnetno polje (G)

Slika 11. Merenje intenziteta EPR signala. Prikaz tipicnog EPR spektra 3CP na kojem je
isprekidanom linijom oznacena normalizovana visina izmedu gornjeg i donjeg maksimuma
sredisnje linije tripleta spektra koja prestavlja intenziteta signala nitroksida. a.j. — arbitrarne
jedinice.

Pored toga, kako bi se preciznije razlozili procesi koji uti¢u na redukciju in vivo,
redukcione kinetike nitroksida su podesavane dvo-komornom matematickom modelu sa
3 faktora koji doprinose promenama intenziteta EPR signala spinske probe: 1.
uklanjanje krvotokom; 2. distribucija probe iz krvotoka u tkivo; 3. redukcija probe u

tkivu. Na osnovu ovog modela analiza farmakokinetike je uradena pomocu jednacine:

Kir — Ktd — Kbc Kir — Ktd — Kbc
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gde je x vremenska tacka detektovanja EPR signala, y intenzitet EPR signala spinske
probe, knc konstanta brzine uklanjanja probe krvotokom, ki konstanta brzine distribucije
probe iz krvotoka u tkivo i ki konstanta brzine redukcije probe u tkivu. Kinetike
redukcije spinskih proba dobijene u in vitro i ex vivo eksperimentima su podeSene

monoeksponencijalnom funkcijom pretpostavljajuci proces pseudo-prvog reda.

Oslikavanje magnetnom rezonancijom

Za eksperimente oslikavanja magnetnom rezonancijom (MRI) iskoris¢eno je 3
preALS i 3 ALS pacova, dok su kao kontrole upotrebljena 3 NTg pacova koji su po
starosti odgovarali ALS Zivotinjama. Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom
injekcijom mesavine ketamina (0,1 ml/ 100 g t.m.) i ksilazina (0,06 ml /100 g t.m.), a u
repnu venu zivotinja je uvodena braunila preko koje je kasnije injektovan rastvor
kontrastnog agensa. Duboka anestezija je potvrdivana odsustvom kornealnog refleksa i
refleksa povlacenja zadnjih ekstremiteta, nakon ¢ega su zivotinje postavljane na nosac
od stiropora tako da leZe na stomaku, 1 stavljanje u MRI uredaj. Snimanje je radjeno na
klinickom 1,5 T Avanto MRI uredaju (Siemens, Minhen, Nemacka). T1l-naglaseni
snimci glave zivotinja su napravljeni pomocu povrSinske zavojnice pre¢nika 3 cm, sa
vremenom ponavljanja od 400 ms, eho vremenom od 23 ms, debljinom preseka od 1,5
mm, i dimenzijama voksela 1,5 x 0,2 x 0,3 mm. Nakon prve serije snimanja,
zivotinjama je preko braunile ubrizgavan rastvor gadolinijumskog kontrastnog agensa
Dotarema (Guerbetu, Vilpent, Francuska) u fizioloSkom rastvoru koncentracije 0,02
mmol/kg t.m., i nakon 2 minuta su napravljeni post-kontrastni T1-naglaseni snimci
glave zivotinja sa istim podeSavanjima kao za prvu seriju snimanja. Po zavrSetku
snimanja zivotinje su zagrevane i posmatrane do budenja i potpunog oporavka od
anestezije. Obrada MRI snimaka je uradena u prateCem Syngo FastView programu
(Siemens, Minhen, Nemacka). Oduzimanjem T1l-naglasenih slika pre davanja
kontrastnog agensa od post-kontrastnih slika dobijene su diferencijalne slike na kojima
mesta hiperintenziteta MRI signala predstavljaju mesta ulaska kontrasta u tkivo mozga,

Sto ukazuje na povecanu propustljivost ili oSte¢enje krvno-mozdane barijere.
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Statisticka analiza

Statisticke analize su radene u programu IBM SPSS Statistics verzija 20 (IBM
Analytics, NY, SAD). Statisticka znacajnost razlika izmedu viSe grupa je proveravana
jednofaktorskom analizom varijanse sa Bonferroni post hoc testom. U slu¢ajevima kada
podaci nisu prolazili normalnu raspodelu kori$¢en je neparametrijski Kruskal Wallis test
analize varijanse sa Dunn-Bonfferoni post-hoc testom. Za proveravanje statisticke
znacajnosti razlika izmedu dve grupe koriS¢en je Studentov t test. Razlike sa
vrednostima o = 0.05 1 p < 0.05 su smatrane kao statisticki znacajne. Graficki prikaz
rezultata je uraden pomoc¢u programa SigmaPlot verzija 11 (Systat Software, Bangalore,
Indija).
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Rezultati

Ispitivanje histoloskih promena u moZdanom tkivu presimptomatskih i simptomatskih
hSOD1 G93A pacova

Imunohistohemijska analiza glijalnih markera u mozdanom stablu i hipokampusu

Kako bi se ispitalo prisustvo aktivacije i proliferacije astrocita i mikroglijalnih
¢elija u razlic¢itim delovima mozdanog stabla i hipokampusa, preseci mozdanog tkiva
NTg i ALS Zivotinja su imunohistohemijski obeleZeni na markere ovih celija, GFAP
odnosno Ibal. Imunohistohemija je pokazala povecano bojenje na GFAP 1 Ibal u

facijalnom, trigeminalnom i gigantocelularnom retikularnom jedru mozdanog stabla,

A Mozdano stablo B Hipokampus
TJ GRJ DG CA3 CA1
ALS : ..A:\ | .- | “. | \

Slika 12. Proliferacija astrocita i mikroglije u razli¢itim regionima mozdanog stabla i
hipokampusa u ALS Zivotinjama. Konfikalne slike imunofluorescentnog bojenja na GFAP kao
marker astrocita i Ibal kao marker mikroglije u mozdanom presecima mozdanog stabla (A) i
hipokampusa (B) NTg i ALS zivotinja. Skala iznosi 100 um. FJ — facijalno jedro, TJ —
trigeminalno jedro, GRJ — gigantocelularno retikularno jedro, DG — dentatni girus, CA3 —
Cornus Ammonis region 3 hipokampusa, CA1 - Cornus Ammonis region 1 hipokampusa.

NTg
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kao i u CA3 i CAl regionima i dentatnom girusu hipokampusa ALS Zivotinja (Slika
12). Medutim, najizrazitije povecanje u bojenju na glijalne markere je uoCeno u
facijalnom jedru (lat. nucleus facialis) i dentatnom girusu (lat. gyrus dentatus), koji su
izabrani kao regioni od interesa za dalje eksperimente.

Da bi se istrazili i rani znaci aktivacije i proliferacije glijalnih ¢elija u facijalnom
jedru 1 dentatnom girusu, mozdani preseci u nivou mozdanog stabla i hipokampusa
NTg, presimptomatskin  (preALS) 1 simptomatskih (ALS) zivotinja su
imhunohistohemijski obelezeni na GFAP i Ibal. Takode, kako bi se ispitali koli¢ina i
distribucija SOD1 proteina u tkivu, mozdani preseci su obelezeni pomocu antitela koja
se vezuju za ovaj enzim. Imunohistohemijsko bojenje i analiza procenta GFAP i Ibal
pozitivnih piksela na konfokalnim slikama su pokazali prisustvo povecanog bojenja na
ove markere i u facijalnom jedru i u dentatnom girusu preALS Zivotinja (Slika 13A, B,
C, D, F, G), sto je ukazalo na aktivaciju glijalnih ¢elija u ovim regionima mozga ve¢ u
ovoj ranoj fazi bolesti. Kao §to je bilo ocekivano, bojenja na GFAP i Ibal su bila jo$
izrazenija u simptomatskim zivotinjama S$to je ukazivalo na proliferaciju glijalnih éelija
1 prisustvo neuroinflamacije. Imunohistohemija je takode pokazala poja¢ano bojenje na
SOD1 protein u oba regiona mozga u preALS Zivotinjama, sa daljim povecanjem u
simptomatskoj fazi, §to je potvrdeno analizom srednje vrednosti intenziteta piksela
SOD1 signala na konfokalnim slikama (Slika 13A, B, E, H). Medutim, uoceni su
razli€iti obrasci akumulacije SODI1 proteina u ova dva mozdana regiona. Naime,
izrazena fokalna akumulacija SODI1 proteina, koja ukazuje na njegovu agregaciju u
odredenim tipovima ¢elija, je uocena u facijalnom jedru (Slika 13A, donji red). Ova
pojava je bila znatno manje izraZena u dentatnom girusu, u kojem je akumulacija SOD1

proteina u tkivu pokazivala vise uniforman karakter (Slika 13B, donji red).

Za dalje ispitivanje specificne Celijske lokalizacije uoc¢enih akumulacija SOD1
proteina, preseci mozdanog stabla 1 hipokampusa NTg i1 simptomatskih ALS Zivotinja
su obojeni na SOD1, NeuN kao marker neurona, i DAPI kao marker jedarnog
materijala. Analiza obeleZenih preseka je pokazala smanjeno bojenje na NeuN u
mozdanom stablu ALS zivotinja, §to je ukazalo na prisustvo neurodegeneracije (Slika

14, gornji red).
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Slika 13. Prollferacua astrocita i mlkrogllje, i akumulacua SOD1 proteina u tkivu mozga
preALS i simptomatskih - ALS pacova. Konfokalne slike imunohistohemijskog bojenja na
GFAP kao marker astrocita, Ibal kao marker mikroglije, i SODI protein u poprecnim
presecima facijalnog jedra (A) i dentatnog girusa (B) mozdanog tkiva NTg, preALS i
simptomatskih (ALS) Zivotinja. Skala iznosi 100 um. Grafici prikaziju kvantifikaciju procenta
GFAP pozitivnin (C i F) ili Ibal pozitivnin (D i G) piksela, odnosno srednju vrednost
intenziteta piksela SOD1 signala (E i H) na konfokalnim slikama facijanog jedra (C, D i E) i
dentatnog girusa (F, G i H). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
n =16 — 20 slika po grupi. Jednofaktorska analiza varijanse sa Bonferroni post-hoc testom (C,
D, F i G), ili Kruskal Wallis analiza varijanse na rankovima sa Dunn-Bonferroni post-hoc
testom (E i H). * p< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Snimci napravljeni na ve¢em uveli¢anju su osim izrazene akumulacije SOD1
proteina u citoplazmi neurona mozdanog stabla ALS Zivotinja pokazali i prisustvo
razgradnje jedarnog materijala u ovim c¢elijama (Slika 14, srednji i donji red, oznac¢eno
belim strelicama). Medutim, uocene akumulacije SOD1 proteina nisu bile isklju¢ivo
intraneuronalne, ve¢ su bile prisutne 1 van ovih celija. S druge strane, degeneracija
neurona i intraneuronalne akumulacije SOD1 proteina nisu uocene u dentatnom girusu

ALS 7zivotinja (nije prikazano).

Spojeno

Slika 14. Unutarcelijska akumulacija SODI1 proteina i degeneracija jedra u neuronima
mozdanog stabla simptomatskih ALS  Zivotinja. Konfokalne slike dvostrukog
imunohistohemijskog bojenja na SOD1 protein i NeuN kao marker neurona, kao i na jedarni
materijal DAPI bojom u popreénim presecima facijalnog jedra mozdanog tkiva NTg (levo) i
ALS (desno) zivotinja. Skala iznosi 100 um (gornji red slika) i 10 pm (sredi$nji i donji red
slika). Na slikama se moze uociti izrazita akumulacija SOD1 proteina u citoplazmi, kao i
degeneracija jedarnog materijala (bele strelice) u neuronima mozdanog stabla ALS Zivotinja.
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Slika 15. Interakcije izmedu glijalnih ¢elija i nakupina SOD1 proteina i tkivu mozdanog stabla
ALS zivotinja. Konfokalne slike dvostukog imunohistohemijskog bojenja na SOD1 protein i
GFAP kao marker astrocita (A) ili Ibal kao marker mikroglije (B) u popreénim presecima
facijalnog jedra mozdanog tkiva ALS Zivotinja. Skala iznosi 10 pm. Na slikama se mogu uociti
specificne strukture celijskih nastavaka astrocita koje nalikuju korpama (obelezene zutim
strelicama), kao i bliske interakcije celijskih nastavaka astrocita i mikroglije sa SODI1
nakupinama (obelezeno belim strelicama). Ortho — ortogonalne projekcije trodimenzionalnih
konfokalnih snimaka.

unutar¢elijsku akumulaciju SODI1 proteina, tkivni preseci mozdanog stabla ALS
zivotinja su imunohistohemijski obojeni na GFAP, Ibal i SODI1 protein. Bojenje je
otkrilo prisustvo hipetrofiranih astrocita u facijalnom jedru ALS pacova, sa specificnim

korpastim strukturama ¢elijskih nastavaka (Slika 15A, Zute strelice) kojima obavijaju
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globularne strukture specifi¢ne na SOD1 (Slika 15A, bele strelice). Po veli¢ini i obrascu
akumulacije SOD1 proteina ove globularne strukture su odgovarala neuronima
mozdanog stabla opisanim na Slici 14. Takode, mikroglijalne ¢elije u facijalnom jedru
ALS Zivotinja su posedovale ameboidnu morfologiju koja se karakterisala uve¢anim
¢elijskim telom, kao i kratkim a Sirokim ¢elijskim nastavcima (Slika 15B) koji su takode
uspostavljali bliske kontakte sa globularnim strukturama specifiénim na SOD1 protein
(Slika 15B, bele strelice).

Analiza konfokalnih 3D slika pojedinacnih glijalnih éelija u facijalnom jedru

Za detaljnije ispitivanje morfologije astrocita i mikroglije, kao i stepena
akumulacije SODI1 proteina u ovim celijama, uradena je analiza konfokalnih 3D
snimaka pojedinacnih ¢elija iz tkivnih preseka facijalnog jedra i dentatnog girusa NTg,
preALS i simptomatskih ALS Zivotinja koji su prethodno imunohistohemijski obelezeni
na SOD1 protein i GFAP odnosno Ibal. Rekonstrukcija povrSinskih 3D modela GFAP
signala, napravljenih pomoc¢u IMARIS programa, je pokazala izmenjenu morfologiju
astrocita u facijalnom jedru preALS i ALS u poredenju sa NTg zivotinjama (Slika 16A,
zeleni signal). Ovo je dodatno potvrdeno kvantitativnom analizom morfoloskih
parametara koja je pokazala poveCanu povrSinu i zapreminu ovih celija ve¢ u
presimptomatskoj fazi, uz dalje povecanje u ALS Zivotinjama (Slika 16B, C). Koli¢ina
unutaréelijskog SOD1 signala je takode bila pove¢ana u preALS u poredenju sa NTg
zivotinjama, uz dodatno povecanje u ALS pacovima, $to je pokazano kako
rekonstrukcijom modela kolokalizovanog unutarcelijskog SODI1 signala pomocu
IMARIS programa (Slika 16A, zuti signal), tako i analizom procenta kolokalizovanih
piksela GFAP i SOD1 signala i njihovog Pirsonovog koeficijenta korelacije (Slika 16D,
E). Signal poreklom od SODI proteina je bio relativno uniformno rasporeden u
¢elijskom telu i nastavcima astrocita iz NTg Zivotinja, dok je u astrocitima iz preALS i
ALS pacova SODI protein bio fokalno rasporeden skoro isklju¢ivo u ¢elijskom telu i
proksimalnim nastavcima (Slika 16A). Intenzitet kolokalizovanog SODL1 signala je bio
poviSen kod preALS u poredenju sa astrocitima iz NTg Zivotinja, uz dalje povecanje
intenziteta u astrocitima iz ALS Zivotinja (Slika 16F), $to je ukazivalo na progresivno

formiranje unutarcelijskih nakupina ovog proteina.
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Slika 16. Aktivacija astrocita i akumulacija SOD1 proteina u ovim ¢elijama u facijalnom jedru
preALS i simptomatskih - ALS Zivotinja. Trodimenzionalne rekonstrukcije astrocita i
unutaréelijskog SOD1 proteina napravljene u IMARIS programu na osnovu konfokalnih
snimaka dvostrukog imunohistohemijskog bojenja na SOD1 protein i GFAP kao marker
astrocita u popreénim presecima facijalnog jedra mozdanog tkiva NTg, preALS i
simptomatskih ALS Zivotinja (A). Grafici prikazuju srednju vrednost povrsine (B) i zapremine
(C) pojedinacnih astrocita, prose¢ni procenat GFAP pozitivnih piksela koji kolokalizuju sa
SODI1 pozitivnim pikselima (D), prosecnu vrednost Pirsonovog koeficijenta korelacije izmedu
SOD1 i GFAP signala (E), kao i prose¢ni intenzitet signala kolokalizovanih SOD1 pozitivnih
piksela. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. n = 36 — 40 snimaka
po grupi. Jednofaktorska analiza varijanse sa Bonferroni post-hoc testom (D i E), ili Kruskal
Wallis analiza varijanse na rangovima sa Dunn-Bonferroni post-hoc testom (B, C i F). * p<
0,05, ** p< 0,01, *** p < 0,001.
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Slika 17. Aktivacija mikroglije u facijalnom jedru ALS Zivotinja. Trodimenzionalne
rekonstrukcije mikroglijalnih ¢elija i unutaréelijskog SOD1 proteina napravljene u IMARIS
programu na osnovu konfokalnih snimaka dvostrukog imunohistohemijskog bojenja na SOD1
protein i Ibal marker mikroglije u popre¢nim presecima facijalnog jedra mozdanog tkiva NTg,
preALS i simptomatskih ALS zivotinja (A). Grafici prikazuju srednju vrednost povrsine (B) i
zapremine (C) pojedina¢nih mikroglijalnih ¢elija, prose¢ni procenat Ibal pozitivnih piksela koji
kolokalizuju sa SOD1 pozitivnim pikselima (D), prose¢nu vrednost Pirsonovog koeficijenta
korelacije izmedu SOD1 i Ibal signala (E), kao i prosecni intenzitet signala kolokalizovanih
SOD1 pozitivnih piksela. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. n =
36 — 40 snimaka po grupi. Jednofaktorska analiza varijanse sa Bonferroni post-hoc testom (B i
C), ili Kruskal Wallis analiza varijanse na rangovima sa Dunn-Bonferroni post-hoc testom (D, E
i F). *p<0,05, ** p< 0,01, *** p <0,001.

Rekonstrukcija 3D modela Ibal signala je pokazala neaktiviranu razgranatu
morfologiju mikroglijalnih ¢éelija u facijalnom jedru NTg Zivotinja (Slika 17A, plavi
signal). Sli¢éna morfologija mikroglije je uocena i u preALS Zivotinjama, dok su u
simptomatskim — ALS Zivotinjama ove ¢elije imale ameboidnu morfologiju sa malim
brojem celijskih nastavaka (Slika 17A). Analiza morfoloskih parametara je pokazala
blago smanjenje celijske povrSine mikroglije u preALS u poredenju sa NTg

zivotinjama, dok je smanjenje Celijske povrsine bilo znatno izrazenije u simptomatskoj

53



fazi (Slika 17B). Promena u ¢elijskoj zapremini nije uo¢ena kod preALS Zivotinja, dok
je ovaj parametar bio znacajno smanjenen kod mikroglije iz ALS pacova (Slika 17C).
Za razliku od astrocita, mikroglija u facijalnom jedru nije pokazala unutarcelijsku
akumulaciju SODI1 proteina. Umesto toga, koli¢ina unutaréelijskog SODI1 signala je
bila malo, ali ne znacajno, umanjena u preALS u poredenju sa NTg zivotinjama, sa

izrazitim smanjenjem kod simptomatskih - ALS pacova (Slika 17D, E).

Obrazac unutarcelijske distribucije SOD1 proteina je bio slican u mikrogliji iz
NTg i preALS Zivotinja, sa ravnomernim rasporedom ovog proteina u ¢elijskom telu i
nastavcima (Slika 17A, zuti signal). Sa druge strane, mikroglija iz simptomatskih ALS
zivotinja je pokazala potpuno izmenjen obrazac unutaréelijske distribucije SODI1
proteina koji je u ovim delijama bio lociran skoro iskljuc¢ivo u ¢elijskim nastavcima
(Slika 17A, zuti signal). Intenzitet kolokalizovanog SODI1 signala je bio povisen u
mikrogliji iz preALS i ALS Zivotinja, ali se nije razlikovao izmedu ove dve grupe
zivotinja (Slika 17F). Takode, intenzitet kolokalizovanog SODI1 signala je bio znacajno
manji u mikrogliji iz facijalnog jedra u poredenju sa astrocitima iz istog regiona
mozdanog stabla (uporediti Slike 16F i 17F). Ovi rezultati su ukazali na odsustvo

akumulacije SOD1 proteina u ovom tipu glijalnih ¢elija facijalnog jedra.

Analiza konfokalnih 3D slika pojedinacnih glijalnih ¢elija u dentatnom girusu

Analiza 3D rekonstrukcija GFAP signala sa konfokalnih snimaka dentatnog
girusa je pokazala skoro identi¢an obrazac promena u svim ispitivanim parametrima kao
onaj uo¢enom u facijalnom jedru (uporediti Slike 16 i 18). Naime, u dentanom girusu
astrociti su pokazali progresivno povecanje veli¢ine celijskog tela i sloZenosti ¢elijskih
nastavaka u preALS i ALS zivotinjama (Slika 18A, zeleni signal), §to je potvrdeno
porastom celijske povrsine i zapremine u ove dve eksperimentalne grupe (Slika 18B, C).
Sliéne promene su uocene 1 za procenat kolokalizovanih piksela SOD1 i GFAP signala,
Pirsonov koeficijent korelacije i intenzitet unutarcelijskog (kolokalizovanog) SOD1
signala, sa progresivnim povecanjem ovih parametara u preALS i simptomatskim ALS

pacovima (Slika 18D, E, F).
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Slika 18. Aktivacija astrocita i akumulacija SOD1 proteina u ovim ¢elijama u dentatnom girusu
preALS i simptomatskih - ALS Zivotinja. Trodimenzionalne rekonstrukcije astrocita i
unutaréelijskog SOD1 proteina napravljene u IMARIS programu na osnovu konfokalnih
snimaka dvostrukog imunohistohemijskog bojenja na SOD1 protein i GFAP kao marker
astrocita u popreCnim presecima dentatnog girusa mozdanog tkiva NTg, preALS i
simptomatskih ALS Zivotinja (A). Grafici prikazuju srednju vrednost povrsine (B) i zapremine
(C) pojedina¢nih astrocita, prose¢ni procenat GFAP pozitivnih piksela koji kolokalizuju sa
SOD1 pozitivnim pikselima (D), prosecnu vrednost Pirsonovog koeficijenta korelacije izmedu
SODI1 i GFAP signala (E), kao i prose¢ni intenzitet signala kolokalizovanih SOD1 pozitivnih
piksela. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka. n = 36 — 40 snimaka
po grupi. Kruskal Wallis analiza varijanse na rangovima sa Dunn-Bonferroni post-hoc testom. *
p< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Treba ista¢i da je intenzitet unutarcelijskog SOD1 signala bio znatno nizi u
poredenju sa ovim parametrom kod astrocita iz facijalnog jedra (uporediti Slike 16F i
18F), sto je u saglasnosti sa histolo§kim rezultatima ove studije koji su pokazali slabije
bojenje na SOD1 protein u hipokampusu (Slika 13B, E, H). S druge strane, promene u
unutarcelijskoj distribuciji SOD1 proteina su pokazale blago izmenjen obrazac, sa

ravhomernom distribucijom u astrocitima iz NTg Zivotinja, manje uniformnom
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distribucijom u preALS Zivotinjama, i fokalnom distribucijom u ¢elijskom telu i

proksimalnim nastavcima u simptomatskim ALS Zivotinjama (Slika 18A, Zuti signal).
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Slika 19. Odsustvo aktlvacue mlkroglije u dentatnom girusu pre ALS i S|mptomatsk|h - ALS
zivotinja. Trodimenzionalne rekonstrukcije mikroglijalnih celija i unutarcelijskog SODI1
proteina napravljene u IMARIS programu na osnovu konfokalnih snimaka dvostrukog
imunohistohemijskog bojenja na SOD1 protein i Ibal marker mikroglije u popreénim presecima
dentatnog girusa mozdanog tkiva NTg, preALS i simptomatskih ALS Zivotinja (A). Grafici
prikazuju srednju vrednost povrSine (B) i zapremine (C) pojedinanih mikroglijalnih celija,
prose¢ni procenat Ibal pozitivnih piksela koji kolokalizuju sa SOD1 pozitivnim pikselima (D),
prosecnu vrednost Pirsonovog koeficijenta korelacije izmedu SOD1 i Ibal signala (E), kao i
prose¢ni intenzitet signala kolokalizovanih SODI1 pozitivnih piksela. Podaci su predstavljeni
kao srednja vrednost + standardna greska. n = 36 — 40 snimaka po grupi. Jednofaktorska analiza
varijanse sa Bonferroni post-hoc testom (D i E), ili Kruskal Wallis analiza varijanse na
rankovima sa Dunn-Bonferroni post-hoc testom (B, C i F). * p< 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001.

lako je u ovoj studiji uo¢eno povecano bojenje na Ibal u dentatnom girusu
preALS i ALS zivotinja (Slika 13B, G), analiza 3D rekonstrukcija Ibal signala iz
tkivnih preseka dentatnog girusa je pokazala istu neaktiviranu razgranatu morfologiju

mikroglijalnih ¢elija u NTg, preALS i ALS zivotinjama (Slika 19A, plavi signal), bez
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razlika u Celijskoj povrSini i zapremini medu ove tri eksperimentalne grupe (Slika 19B,
C). Procenat kolokalizovanih piksela SOD1 i Ibal signala, kao i njihov Pirsonov
koeficijent korelacije su pokazali izmenjen obrazac promena u odnosu na mikrogliju iz
facijalnog jedra (uporediti Slike 17D i 19D), sa nizim vrednostima ova dva parametra u
NTg zivotinjama 1 skoro podjednakim povecanjem u preALS i ALS pacovima.
Unutarcelijska distribucija SOD1 u mikrogliji iz dentatnog girusa je bila ravnomerna 1
skoro identi¢na u sve tri eksperimentalne grupe (Slika 19A, Zuti signal). Intenzitet
unutaréelijskog SODI signala je bio znacajno nizi u poredenju sa astrocitima iz istog
regiona hipokampusa (uporediti Slike 18F i 19F) i mikroglijom iz facijalnog jedra
(uporediti Slike 17F i 19F), ali je ipak pokazao progresivno povecanje u preALS i ALS

Zivotinjama.

Ispitivanje unutarcelijske organizacije i funkcionalnih karakteristika astrocita

izolovanih iz ALS pacova

Potvrda cistoce kulture kortikalnih astrocita

Kako bi se ispitala Cisto¢a primarne kulture kortikalnih astrocita ¢elije zasejane
na mikroskopska stakla su imunocitohemijski obojena na GFAP kao marker astrocita i
Ibal kao marker mikroglije, dok je jedarni materijal obeleZzen DAPI bojom. Obojene
¢elije su snimljene na konfokalnom laserskom skenirajuéem mikroskopu, i konfokalne
slike su pokazale visoku Cisto¢u izolovane kulture sa procenjenim udelom astrocita od

95 — 97% (Slika 20).
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Slika 20. Potvrda &isto¢e kulture astrocita. Konfokalni snimak primarne kulture kortikalnih
astrocita izolovanih iz NTg Zivotinje imunohistohemijski obojene na GFAP i Ibal glijalne
markere i jedarni materijal sa DAPI bojom. Skala iznosi 50 pm.

Ispitivanje ekspresije SOD1 proteina u astrocitima u kulturi

Posto je analiza imunohistohemijskog bojenja prethodno pokazala unutarcelijsku
akumulaciju SOD1 proteina u astrocitima u tkivu facijalnog jedra i dentatnog girusa
preALS i simptomatskih ALS Zivotinja, uradeno je ispitivanje ekspresije ovog proteina
u primarnim kulturama astrocita izolovanim iz NTg i simptomatskih ALS zivotinja.
Zasejane Celije su imunocitohemijski obojene na GFAP kao marker astrocita i SOD1
protein, i potom snimljene na konfokalnom laserskom skenirajuéem mikroskopu.
Konfokalni snimci su pokazali intenzivnije bojenje na SOD1 protein u astrocitima
izolovanim iz ALS Zivotinja, pri ¢emu povecanje ekspresije ovog proteina nije bilo

homogeno ve¢ izrazenije u odredenim populacijama ¢elija (Slika 21).
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Slika 21. Povecana ekspresija SODI1 proteina u ALS astrocitima u kulturi. Konfokalni snimci
primarne kulture Kortikalnih astrocita izolovanih iz NTg i simptomatskih ALS Zivotinja
imunocitohemijski obojene na GFAP i SOD1 protein. Skala iznosi 20 um. Na slikama se jasno
uocava povecana ekspresija SOD1 proteina u astrocitima iz ALS Zivotinja.

Ispitivanje unutarcelijske strukture astrocita izolovanih iz ALS Zivotinja

Uocena akumulacija SOD1 proteina u astrocitima ALS Zivotinja u tkivu i u
kulturi je ukazala na potencijalno formiranje unutarcelijskih agregata ovog proteina koji
mogu da dovedu do znacajnih promena unutaréelijske strukture. Iz tog razloga astrociti
iz primarnih kultura izolovanih iz NTg i simptomatskih ALS Zivotinja su snimljeni
pomocu mikroskopije Rentgenskim zracenjem niskih energija, koja je u apsorpcionom
kontrastu ugljenikovih jedinjenja dala slike unutarcelijske strukture i organizacije

snimanih astrocita (Slika 22).
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Slika 22. Izmenjena unutarcelijska struktura ALS astrocita. Slike strukture citoplazme astrocita
u kulturi izolovanih iz NTg (gornji red) i ALS (donji red) Zivotinja napravljene pomocu
rekonstrukcije tomograma, snimljenih mikroskopijom Rentgenskim zracenjem niskih energija,
E = 520 eV. Plave strelice oznacavaju specificne nakupine unutarcelijskog materijala u
astrocitima iz ALS Zivotinja koje ukazuju na formiranje agregata SODI1 proteina, dok
isprekidane zute linije obelezavaju slozene multivezikularne strukture koje su se uocavale u
neposrednoj blizini jedra ovih ¢elija. T — Celijsko jedro, j — jedarce, JM — jedarna membrana, M
— mitohondrije, V — vezikule, LK — lipidne kapi, ER — endoplazmatski retikulum. Dimenzije
slika su 10 x 10 pm.

Slike su pokazale deo slozene strukture citoplazme astrocita iz NTg zivotinja
neposredno uz celijsko jedro u kojoj su se mogle uociti brojne lipidne Kkapi,
mitohondrije, endoplazmati¢ni retikulum i vezikularne strukture razlicitog tipa (Slika
22, gornji red). Astrociti izolovani iz ALS Zivotinja su, pak, pokazali znaajno
izmenjenu unutarcelijsku strukturu koja se karakterisala prisustvom citoplazmatskih
vezikula povecanog promera, specificnim nakupinama unutaréelijskog materijala
nepravilnog oblika (Slika 22, donji red, plave strelice) koje su ukazivale na moguce
formiranje agregata SODI proteina, kao i sloZenim multivezikularnim strukturama u

blizini ¢elijskog jedra (Slika 22, donji red, oivi¢eno zutom isprekidanom linijom) koje
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su se sastojale iz vezikula razli¢itog tipa 1 prethodno opisanih nakupina celijskog

materijala.

Ispitivanje proizvodnje superoksidnog radikala u kulturi astrocita izolovanih iz ALS

Zivotinja

Posto su prethodni eksperimenti pokazali promene unutarcelijske strukture
astrocita izolovanih iz ALS Zivotinja, bilo je neophodno proveriti da li pored uocenih
strukturnih promena ove celije pokazuju poremecaje i na funkcionalnom nivou,

odnosno kako one odgovoraju na prooksidativne stimuluse.
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Slika 23. Povecana proizvodnja superoksidnog radikala u ALS astrocitima. Graficki prikaz
dinamike promene fluorescencije MitoSox Red indikatora proizvodnje superoksidnog
radikala u astrocitima u kulturi izolovanim iz NTg i simptomatskih ALS Zivotinja (krugovi
odnosno trouglovi) nakon stimulacije sa dve razli¢ite koncentracije vodonik-peroksida (250 i
500 pM, prazni odnosno puni simboli). Strelica na grafiku oznacava trenutak stimulacije
vodonik-peroksidom. n = 9 (snimci po grupi; po 3 snimka iz 3 razli¢ite kulture za svaku

grupu). Tacke na grafiku predstavljaju srednju vrednost + standardna greska. * p< 0,05, ** p
<0,01
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Iz tog razloga analizirana je proizvodnja superoksidnog radikala u astrocitima u
kulturi izolovanim iz NTg i simptomatskih ALS Zivotinja, praenjem promene
fluorescencije MitoSox Red indikatora u vremenu nakon tretmana celija vodonik-
peroksidom na konfokalnom laserskom skeniraju¢em mikroskopu. Analiza vremenskih
serija je pokazala povecanu proizvodnju superoksidnog radikala u astrocitima
izolovanim iz ALS u odnosu na astrocite izolovane iz NTg zivotinja nakon stimulacije
se dve koncentracije vodonik-peroksida (250 i 500 pM). Dinamika proizvodnje ovog
radikala se razlikovala u zavisnosti od primenjene koncentracije vodonik-peroksida
(Slika 23). Takode, stimulacija sa nizom koncentracijom vodonik-peroksida (250 M)
nije dovela do znacajnog odgovora kod astrocita izolovanih iz NTg Zivotinja, dok su
astrociti iz ALS Zivotinja i u ovom slucaju pokazali pove¢anu produkciju superoksidnog

radikala.

Ispitivanje koncentracije hemijskih elementata u tkivu facijalnog jedra i dentatnog
girusa simptomatskih hSOD1 G93A pacova

Kako unutarcelijski jonski sadrzaj ima veliki uticaj na oblik i morofologiju
¢elije, ali i na mogucu agregaciju proteina, i posto je SOD1 enzim funkcionalan samo
ukoliko su Cu i1 Zn prisutni u njegovom aktivnom centru, bilo je vazno ispitati
koncentraciju ovih kao i drugih fizioloski bitnih elemenata P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, i Ni.
Pored toga, promene u koncentracijama ovih elemenata u tkivu mogu da budu odraz
patoloskih promena (,,marker”). Stoga, tkivni preseci facijalnog jedra i dentatnog girusa
NTg i ALS Zivotinja su ispitani pomocu fluorescentne mikroskopije Rentgenskim
zraCenjem (XRF). Analiza srednje vrednosti intenziteta signala na XRF slikama, koja
odgovara koli¢ini merenog elementa u tkivu, je pokazala znacajno smanjenje u
koncentraciji za P (5,0 + 2,0 %), i povecanje koncentracija za C1 (7,0 = 2,5 %), K (7,0 +
3,0 %), Ca (10,0 + 2,6 %), Ni (36,8 + 13,6 %), Cu (18,7 + 2,6 %) i Zn (25,3 + 4,6 %) u
facijalnom jedru ALS Zivotinja (Slika 24).
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Slika 24. Promene u distribuciji i koliini razli¢itih elemenata u facijalnom jedru
simptomatskih - ALS Zivotinja. Slike distribucije P, Cl, K, Ca, Fe, Ni, Cu i Zn dobijene su
pomocu fluorescentne mikroskopije Rentgenskim zracenjem (E = 9,8 keV, dimenzije slika 200
X 200 pm) na tkivnim presecima facijalnog jedra NTg i ALS zivotinja. Boje na skalama
odgovaraju koncentracijama elemenata u opsegu izrazenom u arbitrarnim jedinicama za svaku
sliku. Na slikama se mogu uociti fokalne nakupine razli¢itih elemenata (oznaceno crnim
strelicama) u tkivu facijalnog jedra ALS zivotinja koje najverovatnije odgovaraju odredenim
populacijama Celija. Grafik prikazuje srednju vrednost intenziteta piksela za svaki elemenat
normalizovanu u odnosu na proseénu vrednost intenziteta piksela na slikama NTg zivotinja za
odgovarajuéi elemenat. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. n =7
slika po grupi. Studentov t test. * p< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

63



Analiza srednje vrednosti intenziteta signala na XRF slikama tkiva dentatnog
girusa je, kao 1 u mozdanom stablu, pokazala znacajno povecanje u koncentracijama za
CI (10,4 £ 4,6 %), Ni (43,1 £17,4 %) i Cu (12,7 £ 4,9 %) u ALS zivotinjama, dok je
koncentracija Zn bila smanjena (-22,4 +* 7,4 %; Slika 25). Takode, promene u
koncentracijama za odredene elemente su pokazivale fokalni karakter u oba ispitivana
mozdana regiona ALS zivotinja, $to je ukazivalo na akumulaciju ovih elemenata u

specificnim populacijama ¢elija (Slika 24 i Slika 25, oznac¢eno crnim strelicama).
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Slika 25. Promene u distribuciji i koli¢ini razli¢itih elemenata u dentatnom girusu
simptomatskih - ALS Zivotinja. Slike distribucije CI, Ni, Cu i Zn dobijene su pomocu
fluorescentne mikroskopije Rentgenskim zracenjem (E = 9,8 keV, dimenzije slika 200 x 200
MM) na popre¢nim presecima dentatnog girusa mozdanog tkiva NTg i ALS Zivotinja. Boje na
skalama odgovaraju koncentracijama elemenata u opsegu izrazenom u arbitrarnim jedinicama
za svaku sliku. Na slikama se mogu uociti fokalne nakupine Cu i Ni (ozna¢eno crnim
strelicama) u tkivu dentatnog girusa ALS Zivotinja. Grafik prikazuje srednju vrednost
intenziteta piksela za svaki elemenat normalizovanu u odnosu na prose¢nu vrednost intenziteta
pikela na slikama NTg Zivotinja za odgovarajuci elemenat. Podaci su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska. n = 9 slika po grupi. Studentov t test. * p< 0,05, ** p < 0,01, ***
p < 0,001.
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Ispitivanje parametara oksidativnog stresa u tkivu mozdanog stabla i hipokampusa

presimptomatskih i simptomatskih hSOD1 G93A pacova

Kako bi se detaljnije ispitao redoks status u mozdanom tkivu preALS i ALS
pacova, uradeno je ispitivanje razliCitih parametara oksidativnog stresa i1 aktivnosti
glavnih antioksidativnih enzima u homogenatima tkiva mozdanog stabla 1 hipokampusa
NTg, preALS i simptomatskih - ALS zivotinja. Analiza parametara oksidativnog stresa
u homogenatima tkiva NTg Zzivotinja nije pokazala prisustvo razlika izmedu dva
ispitivana regiona mozga (Slika 26). Ovo je omogucéilo da se potencijalne razlike
izmedu ova dva regiona mozga iskljuce kao moguci faktor varijabilnosti, dozvoljavajuci

njihovo medusobno poredenje kod preALS 1 ALS Zivotinja.

Analiza tri razli¢ita parametra oksidativnost stresa (koncentracija nitrita,
proizvodnja superoksidnog radikala i indeks lipidne peroksidacije) je pokazala znaCajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa (

Tabela 2). Naime, svi ispitivani parametri su bili poveéani ve¢ u preALS u poredenju sa
NTg zivotinjama, sa dodatnim porastom u ALS pacovima (Slika 26A, B, C). Takode,
indeks lipidne peroksidacije i proizvodnja superoksidnog radikala su bili poviseni u
homogenatima moZzdanog stabla u poredenju sa homogenatima hipokampusa ALS
zivotinja (Slika 26B, C), pri ¢emu je prozvodnja superoksidnog radikala pokazivala

regionalnu razliku ve¢ u presimptomatskoj fazi (Slika 26B).

Znacajne razlike su pronadene i u aktivnosti SOD1 enzima (

Tabela 2), koja je pokazivala progresivno smanjenje pocevsi od presimptomatske pa do

simptomatske faze, dok su razlike izmedu dva ispitivana regiona mozga bile prisutne
samo u ALS Zivotinjama (Slika 26). Sa druge strane, aktivnost SOD2 enzima je bila
povecana u oba regiona mozga ve¢ u preALS Zivotinjama 1 nije se menjala u

simptomatskoj fazi (Slika 26).
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Tabela 2. Rezultati jednofaktorske analize varijanse parametara oksidativnog stresa i aktivnosti
superoksid dismutaze 1 i 2 u homogenatima tkiva mozdanog stabla i hipokampusa NTg,
preALS i ALS zivotinja.

Mozdano stablo Hipokampus
df F p F p
Koncentracija nitrita 15 47,052 < 0,001 31,177 < 0,001
Proizvodnja O™ 15 546,894 < 0,001 189,525 < 0,001
ILP 15 109,123 < 0,001 61,274 < 0,001
Aktivnost SOD1 15 29,306 < 0,001 26,032 < 0,001
Aktivnost SOD2 15 44,229 < 0,001 20,924 < 0,001
df — stepeni slobode statisticke analize
A NO B 0," c ILP
25 p_ £ e g "
= £ 1 s
£ 2 2 o
[ 2o a
O 15 a " o 15
Qo g, 1: £
gxo = g 10
E 3 g 4 E 5
= 2 =
= c
' MOZDANO HIPOKAMPUS =8 MOZDANO HIPOKAMPUS ¢ MOZDANO HIPOKAMPUS
STABLO STABLO STABLO
D Aktivnost Cu/Zn SOD E Aktivnost Mn SOD
200 o %0
" < : s
£ 150 S 600
£ 2 ‘
g 5 | —
& 100 5.- 400 |—=NTg
o [=2] |
£ £ e preALS
5 ° 3% I I |===ALS |
! MOZDANO HIPOKAMPUS T mozoano "HIPOKAMPUS
STABLO STABLO

Slika 26. Biohemijski parametri oksidativnog stresa. A) Koli¢ina nitrita (NO), B) Proizvodnja
superoksidnog radikala (02"), C) Indeks lipidne peroksidacije (ILP), D) Aktivnost
citoplazmatske superoksid dismutaze (Cu/Zn SOD), E) Aktivnost mitohondrijalne superoksid
dismutaze (Mn SOD), u homogenatima tkiva mozdanog stabla i hipokampusa NTg, preALS i
simptomatskih - ALS pacova. n = 6 (zivotinje po grupi). Svaki stub na graficima predstavlja
srednju vrednost + standardna greska. * p < 0,05, ** p < 0,005, *** p < 0,001 oznake znac¢ajnih
razlika izmedu grupa u okviru istog regiona mozga (Jednofaktorska analiza varijanse sa
Bonfferoni post-hoc testom; Tabela 2). ## p< 0,005, ### p < 0,001 oznake znacajnih razlika
izmedu istih grupa u dva razliita regiona mozga (Studentov t test).
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Ispitivanje redoks statusa i propustljivosti krvno-moZdane barijere u mozgu
presimptomatskih i simptomatskih hSOD1 G93A pacova in vivo

In vitro i ex vivo redukcija nitroksida

lako brzina redukcije nitroksida in vivo zavisi od razli¢itih i mnogobrojnih
faktora, karakteristike odredenih redoks procesa se takode mogu ispitati u in vitro i ex
vivo uslovima gde je stopa redukcije nitroksida uglavnom uslovljena njihovom
hemijskom strukturom. Iz tog razloga uradeno je nekoliko vrsta in vitro i ex vivo
eksperimenata kako bi se dobili podaci koji bi omogucili pouzdanije modelovanje

farmakokinetike redukcije nitroksida u in vivo eksperimentima.

Brzina redukcije nitroksida u prisustvu askorbata se uobiCajeno Koristi za
ispitivanje njihove stabilnosti u prisustvu redukujucih agenasa (Vianello et al., 1995). U
ovoj studiji, stope redukcije nitroksida u rastvoru sa askorbatom, kao i u svezoj krvi
pacova, Su izraCunate na osnovu kinetickih krivih dobijenih EPR spektroskopijom i date
u Tabeli 3. Vazno je ista¢i da su i in vitro redukcija nitroksida askorbatom i ex vivo
redukcija nitroksida u krvi analizirani kao kineti¢ki procesi pseudo-prvog reda kako bi

se omogucilo jednostavnije poredenje konstanti brzine redukcije.

Rezultati su pokazali da za isti odnos koncentracija nitroksid/askorbat od 1/10,
konstante brzine redukcije prate slede¢i redosled: Tempol > 3CP > 3CxP. U slucaju
3CP-a, konkretan odnos koncentracija od 10:1 (0,2 mM 3CP i 0,02 mM askorbat) je bio
izabran u pokusSaju da se imitiraju in vivo uslovi, s obzirom na to da je koncentracija
askorbata u cirkulisucoj krvi pacova oko 0,02 mM (Todhunter i Mc, 1946), kao i da je u
ovoj studiji pocetna koncentracija nitroksida u cirkulaciji in vivo nakon njegove
injekcije oko 0,2 mM. Vreme poluredukcije 3CP u ovom odnosu koncentracija je
iznosilo 1390 + 40 min, §to je bilo za dva reda veli¢ine veée od redukcije iste
koncentracije 3CP in vivo (Tabela 4). Ovo ukazuje da drugi faktori, a ne askorbat,
znacajno doprinose in vivo redukciji 3CP, $to je potvrdeno rezulatima ove studije koji Su
pokazali da tek 10 i 100 puta vece koncentracije askorbata u odnosu na fizioloSke
vrednosti (0,2 i 2 mM) daju konstante brzine redukcije 3CP sli¢éne onima u in vivo

eksperimentima, sa vremenima poluredukcije od 18,8 £ 0,3 min i 11,7 £ 0,3 min. U
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poredenju sa 3CP, redukcija 3CxP askorbatom je bila sporija, i konkretno za odnose
koncentracija nitorksid/askorbat od 1/10 i 1/40 (0,02 odnosno 0,05 mM 3CxP i 2 mM
askorbat) vremena poluredukcije su iznosila 170 + 10 min i 5,7 = 0,2 min. Redukcija
3CxP askorbatom je generalno bila vrlo spora, izuzev u slucaju znacajno velike
koncentracije askorbata (odnos koncentracija 3CxP/askorbat od 1/40). Ovi rezultati su
pokazali da redukcija nitroksida askorbatom zavisi od odnosa njihovih medusobnih
koncentracija, kao i da su nitroksidi koji poseduju piperidinski prsten u svojoj hemijskoj
strukturi (Tempol) podlozniji redukciji u odnosu na nitrokside koji poseduju pirolidinski
prsten (3CP i 3CxP). Pored toga, u slucaju 3CP i 3CxP konstante brzine redukcije
zavise i od funkcionalne grupe koja se nalazi nasuprot NO grupe u prstenu (CONH: kod
3CP nasuprot COOH kod 3CxP).

Tabela 3. Konstante brzine redukcije (k) i vremena poluredukcije (ti2) nitroksida u rastvoru sa
razli¢itim koncentracijama askorbata, ili u sveZe izolovanoj krvi pacova, dobijene na osnovu
EPR merenja. Konstante brzine redukcije su izraunate podeSavanjem podataka
eksponencijalnoj jednacini prvog reda. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija.

In vitro redukcija nitroksida askorbatom

Nitroksid Odnos nitroksid:askorbat k (min') t1z (min)
Tempol 1:10 (0,2 mM : 2mM) 0,287 £ 0,004 1,8+0,1
1:20(0,1mM : 2mM) 0,353 £ 0,005 24+0,1
3CP 10: 1 (0,2mM: 0,02mM) 0,00051 + 0,00005 1390 £ 40
1:1(0,2mM : 0,2mM) 0,0358 + 0,0005 18,8 +0,3
1:10 (0,2mM : 2mM) 0,059 £ 0,002 11,7+0,3
3CxP 1:10 (0,2mM : 2mM) 0,0035 + 0,0002 170+ 10
1:40 (0,05mM : 2mM) 0,117 £ 0,003 57+0.2
Ex vivo redukcija nitroksida u krvi pacova
Koncentracija nitroksida
Tempol 0,050 mM 0,0660 + 0,0020 13,3+0,3
3CP 0,050 mM 0,0310 £ 0,0004 224 +3
3CxP 0,025 mM 0,0017 £ 0,0002 408 £ 5

Kako bi se istrazio doprinos drugih bioreduktanata prisutnih u krvi, redukcija
Tempol-a, 3CP i 3CxP je pracena i u svezoj krvi izolovanoj iz NTg Zivotinja (Tabela 3;
Slika 29). Ex vivo redukcija nitroksida je pokazala eksponencijalnu kinetiku prvog reda,
sa istim redosledom vremena poluredukcije kao i u sluc¢aju redukcije askorbatom
(Tempol > 3CP > 3CxP). Osim toga, 3CP i 3CxP su oba pokazali izuzetno sporu
redukciju u krvi, sa vremenima poluredukcije od 224 + 3 min i 408 £ 5 min (Tabela 3;
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Slika 29), Sto ukazuje na vrlo mali doprinos faktora prisutnih u krvi kinetikama

redukcije ovih nitroksida.

In vivo farmakokinetika nitroksida u regionu glave pacova

Reprezentativni EPR spektri nitroksida snimljeni u glavi pacova in vivo u
trenutku maksimalnog intenziteta njihovog signala su prikazani na Slici 27.
Odgovarajuéi odnosi signal/Sum EPR spektara su iznosili Tempol = 3, 3CP = 78, 3CxP
= 58. Ove vrednosti se mogu uzeti samo kao gruba procena relativne koli¢ine nitroksida
u glavi u trenutku snimanja pos$to brojni parametri mogu da uti¢u na EPR signal in vivo.
Ipak, mogao se uoditi odlican odnos signal/Sum za 3CP i 3CxP dobijen sa relativno
kratkim vremenom akvizicije, $to daje moguénost za preciznu analizu kriva redukcije sa
odgovaraju¢om vremenskom rezolucijom 1 na taj nacin omogucava pouzdano
modelovanje kinetike redukcije. Razlika u Sumu izmedu spektara 3CP i 3CxP je bila
prisutna usled razli¢itih doza ova dva nitroksida (2 pmol/g t.m. za 3CP i 1 pumol/g t.m.
za 3CxP), dok je Sum spektra Tempol-a bio vrlo visok posto se ovaj nitroksid brzo
redukuje u drugim organima pre nego §to stigne do glave, §to kao rezultat ima nizak

intenzitet signala odnosno nizak odnos signal/Sum.
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x 17 / ‘ \ x 4 “\ ‘ I
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r M ‘l" w % st ‘ ’//.,_/ | CK/._,J “‘ ‘/_,_..__ e e il M‘/ \‘ ‘W [:.M—
\ ““{ ‘ \ \ U \}
‘ U \ | v J V
l ) -
- R}iagn;tono pgclje (é; v v Ivliagng;no pglje (G; . v I\/Dlagne:;no [;;Ue (Gu) v

Slika 27. In vivo EPR spektri Tempola, 3CP-a i 3CxP-a snimljeni u regionu glave NTg pacova
posle intravenozne injekcije, u trenutku maksimalnog intenziteta EPR signala nitroksida.
Uvelicanje spektara za Tempol i 3CxP je podeSeno tako da se intenzitet njihovih signala prikaze
u odnosu na intenzitet signala za 3CP.

Na Slici 28 su prikazane farmakokinetike sva tri nitroksida snimljene u regionu
glave NTg zivotinja. Redosled brzine redukcije nitroksida je bio isti kao u ex vivo
eksperimetima, Tempol >> 3CP > 3CxP (uporediti Tabelu 3 i Tabelu 4). Tempol je
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pokazao monoeksponencijalnu kinetiku, sa vrlo velikom konstantom brzine redukcije i
kratkim vremenom poluredukcije od 2,0 min (Tabela 4). Sa druge strane, 3CP je nakon
dostizanja maksimalne vrednosti signala pokazao izrazito odstupanje od
monoeksponencijalne kinetike, sa manjom konstantom brzine redukcije u odnosu na
Tempol i vremenom poluredukcije od 13,7 min. Redukciona kriva 3CxP je takode
pokazala odstupanje od monoeksponencijalne kinetike koje je ipak bilo manje izrazeno
u odnosu na 3CP, uz najmanju konstantu brzine redukcije i sa vremenom poluredukcije
od 18,5 min.
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Slika 28. Semilogaritamski zapisi redukcionih krivih EPR signala nitroksida in vivo snimljenih
u regionu glave NTg pacova nakon injekcije Tempola (2 pumol/g t.m.), 3CP-a (2 umol/g t.m.) ili
3CxP-a (1 pmol/g t.m.) u repnu venu. Na redukcionim krivama su prikazane srednje vrednosti i
standardne varijacije iz 6 nezavisnih eksperimenata za Tempol i 3CP, odnosno 3 nezavisnha
eksperimenta za 3CxP. Tackaste linije oznacavaju vremena poluredukcije (t2).

Posto velika brzine redukcije i 10§ odnos signal/Sum Tempol-a nisu omoguéavale
detaljnu analizu kinetike redukcije koja bi mogla da razdvoji razlicite kineticke
dogadaje kao Sto su uklanjanje krvotokom ili distribucija medu razli¢itim odeljcima u
tkivu, za dalje eksperimente su izabrani 3CP i 3CxP. Odstupanje redukcionih krivih ova
dva nitroksida od monoeksponencijalne kinetike je ukazalo na postojanje vise faktora sa

razli¢itim kineti¢kim konstantama koji uti¢u na njihovu redukciju.
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Kako bi se ras¢lanio uticaj razliCitih fizioloSkih procesa na ukupnu kinetiku
redukcije signala nitroksida u glavi, doprinos uklanjanja nitroksida krvotokom je ispitan
snimanjem kinetike redukcije EPR signala u odsustvu cirkulacije nakon izazivanja
sr¢anog zastoja, Sto odvaja redukciju nitroksida u razliitim tkivima u glavi od
uklanjanja nitroksida krvotokom (Slika 29). Krive redukcije EPR signala su pokazale
produzeno vreme poluredukcije oba ispitivana nitroksida nakon sréanog zastoja
izazvanog injekciom rastvora KCI (Tabela 4), sto je potvrdilo doprinos uklanjanja
nitroksida krvotokom ukupnoj kinetici njihove redukcije.
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Slika 29. Redukcione krive EPR signala u regionu glave NTg Zivotinja snimljene nakon
injekcije rastvora 3CP (2 pumol/g t.m.) ili 3CxP (1 umol/g t.m.), bez i sa injekcijom rastvora
KCI 2 min nakon injekcije nitroksida kako bi se izazvao srcani zastoj (s.z.). In vitro kinetike
redukcije 3CP i 3CxP u svezoj krvi pacova su date radi poredenja. Na redukcionim krivama su
prikazane srednje vrednosti i standardne varijacije iz 6 nezavisnih eksperimenata za 3CP, 3
nezavisna eksperimenta za 3CxP, odnosno po 2 nezavisna eksperimenta za oba nitroksida u
slucaju injekcije rastvora KCIL.

Relativno povecanje vremena poluredukcije je iznosilo 82% za 3CP i 159% za
3CxP, $to je ukazalo na veci doprinos uklanjanja nitroksida krvotokom u slu¢aju 3CxP,
najverovatnije usled slabe prolaznosti ovog nitroksida kroz celijske membrane 1
ukidanja njegove eliminacije kroz urinarnu i fekalnu ekskreciju. Odstupanje redukcione

krive 3CP od monoeksponencijalne kinetike kod zivotinja kojima je izazvan srcani

zastoj je bilo manje izrazeno u poredenju sa zivotinjama koje nisu dobile injekciju KCl,
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Sto je potvrdilo ¢injenicu da su jedan ili vise procesa koji doprinose ukupnoj redukciji

EPR signala eliminisani iz sloZenog procesa eliminacije nitroksida kod zivih pacova.

Tabela 4. Konstante brzine redukcije (k) i vremena poluredukcije (ti2) nitroksida in vivo u
regionu glave NTg pacova sa ili bez sréanog zastoja (s.z.), kao i preALS i simptomatskih- ALS
zivotinja. Konstante brzine redukcije su izraGunate podesavanjem pocetnog nagiba redukcionih
krivih kori§¢enih nitroksida monoeksponencijalnom funkcijom i predstavljene kao srednja
vrednost + standardna devijacija.

3CP 3CxP Tempol

Grupe
k (min'1) ty2 (Min) k (min?) ty2 (Min) k (min'1) ty2 (Min)

NTg 0,051+0,006 13,7+1,6 |0,037+0,004 185+21 |0,346+0,086 20+0,5

NTgs.z. [ 0,028+0,003 25,0+29 | 0,014+0,002 48,0+7,5 / /
preALS |[0,047+0,002 14,7+0,8 |0,036+0,001 19,2+0,6 / /
ALS 0,054 +0,005 12,8+1,1 | 0,038+0,003 182+15 / /
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Slika 30. Semilogaritamski prikaz redukcionih krivih 3CP (2 umol/g t.m) snimljenih in vivo u
regionu glave NTg, preALS i simptomatskih ALS pacova nakon injekcije nitroksida u repnu
venu. n = 6 (zivotinje po grupi). Tackaste linije oznacavaju vreme poluredukcije. Na zapisima
su predstavljene srednje vrednosti i standardne devijacije iz 6 nezavisnih eksperimenata.

Na Slikama 30 i 31 su prikazane redukcione krive 3CP i 3CxP snimljene u
regionu glave NTg, preALS i simptomatskih - ALS zivotinja nakon injekcija

odgovarajuceg nitroksida u repnu venu. Opsti oblik redukcionih krivih za oba nitroksida
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je bio vrlo sli¢an kod sve tri ispitivane grupe Zzivotinja, sa izrazenim odstupanjem
redukcionih krivih 3CP od monoeksponencijalne Kkinetike, i manje izraZzenim
odstupanjem krivih 3CxP-a. Kako bi se uporedile kinetike reducije nitroksida medu
razli¢itim grupama, pocetni nagib na redukcionim krivama je bio podeSavan
monoeksponencijalnom funkcijom, uz predpostavku da je u pitanju proces pseudo-
prvog reda. Vremena poluredukcije 3CP kod ALS Zivotinja su bila kra¢a od vremena
poluredukcije za NTg i preALS zivotinje, koja se nisu medusobno razlikovala (Tabela
4). Medutim, razlike izmedu grupa u obliku redukcionih krivih 3CP, pogotovu u kasnoj
fazi redukcije, su bile znatno izraZenije U odnosu na razlike izmedu vremena
poluredukcije (Slika 30). Sa druge strane, ni vremena poluredukcije ni oblici
redukcionih kriva 3CxP se nisu razlikovali medu tri ispitivane grupe zivotinja (Tabela 4,
Slika 31).
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Slika 31. Semilogaritamski prikaz redukcionih krivih 3CxP (1 umol/g t.m) snimljenih in vivo u
regionu glave NTg, preALS i simptomatskih - ALS pacova nakon injekcije nitroksida u repnu
venu. n = 3 (Zivotinje po grupi). Tackaste linije oznacavaju vreme poluredukcije. Na zapisima
su predstavljene srednje vrednosti i standardne devijacije iz 3 nezavisna eksperimenta.

Koris¢enje vremena poluredukcije za analizu i poredenje procesa koji nisu
monoeksponenijalni moze da pruzi odredeni uvid u farmakokinetiku nitroksida, ali
oCigledno predstavlja neadekvatan nacin poredenja razliCitih grupa zivotinja 1

definisanja procesa koji leze u osnovi kinetika redukcije. 1z tog razloga su redukcione
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krive 3CP i 3CxP, dobijene snimanjem glave NTg, preALS i ALS Zivotinja, analizirane
pomoc¢u dvo-komornog modela (Slika 32) koji ukljucuje uklanjanje krvotokom,
distrbuciju u tkivu, kao i redukciju u tkivu kao doprinos ukupnoj Kkinetici redukcije
nitroksida.
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Slika 32. Primer kinetike redukcije 3CP snimljene in vivo u regionu glave NTg pacova
analizirane pomoc¢u dvo-komornog modela koris¢enjem jednaCine opisane u poglavlju
“Materijali i metode”. Vrednosti konstanti brzine redukcije za odgovarajucu Zivotinju dobijene
na osnovu ovog modela prikazane su u gornjem desnom uglu slike. ky. — Kinetike brzine
uklanjanja krvotokom, ki — kinetike brzine distribucije u tkivu, i ki — Kkinetike brzine
redukcije u tkivu.

Statisticka analiza je pokazala znacajne razlike izmedu grupa u Kinetici brzine
uklanjanja nitroksida krvotokom (Tabela 5, jednofaktorska analiza varijanse, F 15 =
9,594, p = 0,002), sa povecanom knc u ALS Zivotinjama u poredenju sa NTg (p = 0,002)
i sa preALS pacovima (p = 0,049). Razlike izmedu grupa su nadene i u Kkinetici brzine
distribucije nitroksida u tkivu (Tabela 5, jednofaktorska analiza varijanse, F 15 =
5,925, p = 0,014), sa ve¢om ki kod preALS (p = 0,005) i kod ALS (p = 0,02) u
poredenju sa NTg zivotinjama. Analiza Kinetike brzine redukcije nitroksida u tkivu je
takode pokazala razlike izmedu grupa (Tabela 5, jednofaktorska analiza varijanse, F,15)
= 3,795, p = 0,048), sa ve¢com k¢ kod preALS (p = 0,024) i kod ALS (p = 0,038) u

poredenju sa NTg zivotinjama.
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Tabela 5. Kinetike brzine redukcije 3CP i 3CxP u NTg, preALS i simptomatskim - ALS
Zivotinjama. n = 6 (zivotinje po grupi) za 3CP, n = 3 za 3CxP, i po 2 NTg Zivotinje sa izazvanim
sr¢anim zastojem (NTg s.z.) za oba nitroksida. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost +
standardna greska. (*p = 0,002 NTg vs ALS, ?p = 0,049 preALS vs ALS, ¢p = 0,005 NTg vs
preALS, p = 0,020 NTg vs ALS, ¢ p = 0,024 NTg vs preALS, fp = 0,038 NTg vs ALS, analiza
varijanse sa Bonferroni post-hoc testom). Kinetike brzine su izracunate podesavanjem
redukcionih krivih nitroksida dvo-komornom modelu. kn. — Kinetika brzine uklanjanja
krvotokom, ki — kinetika brzine distribucije u tkivu, i ki — kinetika brzine redukcije u tkivu.

Nitroksid Grupa Koc (Min™) Kig (Mint) ke (Min™t)

NTq 0,145 + 0,010 0,147 £ 0,035 0,046 = 0,013

3cp preALS 0,172 £ 0,010 0,258 + 0,015°¢ 0,069 + 0,002 ©
ALS 0,214 + 0,013 &b 0,236 + 0,020 ¢ 0,067 +0,005f

NTgc.a. 0 0,042 £ 0,004 0,089 £ 0,009

NTaq 0,083 + 0,017 0,371 £ 0,072 0,064 = 0,005

3CxP preALS 0,090 + 0,019 0,399 £ 0,161 0,064 = 0,001
ALS 0,091 + 0,007 0,411 £ 0,125 0,067 = 0,007

NTgc.a. 0 0,019 £ 0,002 0,339 + 0,032

MRI ispitivanje propustljivosti krvno-mozdane barijere u mozgu presimptomatskih i
simptomatskih hSOD1 G93A pacova

Kako bi se ispitalo stanje krvno-mozdane barijere, i kako bi se potvrdili rezultati
dobijeni u in vivo EPR eksperimentima koji su pokazali povec¢anu konstantu brzine
distribucije nitroksida u tkivu glave preALS i simptomatskih - ALS pacova, uradeno je
snimanje glave NTg, preALS i ALS Zivotinja pomoc¢u nuklearne magnetne rezonancije.
Snimanje je uradeno T1-naglasenim protokolom pre i posle injektovanja kontrastnog
agensa uz identi¢an polozaj Zivotinje i iste parametre snimanja. Nakon snimanja
uradeno je oduzimanje signala T1 snimaka dobijenih pre i posle dodavanja kontrastnog
agensa i na dobijenim slikama razlike T1 snimaka prisustvo hiperintenziteta signala u
tkivu mozga je ukazivalo na propuStanje kontrastnog agensa kroz oSte¢enu krvno-
mozdanu barijeru (Slika 33). Povecana propustljivost krvno-mozdane barijere je uocena
ve¢ kod preALS Zivotinja, i to najviSe u regionu srednjeg mozga i medumozga, a u
manjoj meri i hipokampusa (Slika 33, prva cetiri reda). U istim regionima uoceno je

dodatno povecanje propustljivosti kod simptomatskih - ALS zivotinja (Slika 33), kod
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kojih je takode pokazano Sirenje oSte¢enja krvno-mozdane barijere u anteriornom

pravcu ka regionu bazalnih ganglija (Slika 33, poslednja dva reda)

- pry
i I
. E : -

Slika 33. Ostec¢enje krvno-mozdane barijere u mozgu preALS i simptomatskih - ALS pacova.
Slike predstavljaju razliku T1-naglasenih snimaka pre i nakon injektovanja kontrastnog agensa,
napravljenih snimanjem glave NTg, preALS i ALS pacova pomocu magentne rezonance.
Hiperintenziteti signala (obelezeno plavim strelicama) oznacavaju mesta ulaska kontrastnog
agensa u tkivo mozga $to ukazuje na naruSenost krvno-mozdane barijere. Koordinate date u

donjem desnom uglu slika za NTg Zivotinje predstavljaju udaljenost snimljenih regiona mozga
od Bregme po anterio-posteriornoj osi.
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Diskusija

Celijske i unutaréelijske promene u mozgu hSOD1 G93A pacova

U ovoj studiji su prac¢ene proliferacija i promene u morfologiji dva tipa glijalnih
¢elija, astrocita 1 mikroglije, u mozdanom stablu i hipokampusu presimptomatskih 1
simptomatskih hSOD1 G93A pacova, kao i promene u koli¢ini i unutarcelijskoj
distribuciji SOD1 proteina u ovim ¢elijama, pomoc¢u imunohistohemijskog bojenja i
analize konfokalnih snimaka. Pored toga, uradena je analiza koncentracije razli¢itih
fizioloski relevantnih hemijskih elemenata u tkivu mozdanog stabla i hipokampusa
hSOD1 G93A pacova u simptomatskom stadijumu bolesti pomoc¢u fluorecentnog
Rentgenskog zracenja. Rezultati su pokazali razlicite profile aktivacije glijalnih Celija i
unutarcelijske distribucije i koli¢ine SOD1 proteina za koje je pokazano da su specifi¢ni
za ispitivani mozdani region i stadijum bolesti, 1 otkrili znac¢ajne promene u distribuciji i
koncentraciji razli¢itih hemijskih elemenata u mozdanom tkivu transgenih hSOD1

G93A pacova kao modela ALS.

Proliferacija glijalnih ¢elija i akumulacija SODI proteina u mozdanom tkivu hSOD1
G93A pacova

Imunohistoloski rezultati ove studije su pokazali proliferaciju astrocita i
mikroglije u gigantocelularnom retikularnom, trigeminalnom 1 facijalnom jedru
mozdanog stabla simptomatskih hSOD1 G93A pacova, pri ¢emu je najizrazitija glioza
uz neuronalnu degeneraciju i progresivhu akumulaciju SOD1 proteina pokazana u
facijalnom jedru ovih Zivotinja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodnim histoloskim
studijama na mi$jim modelima bolesti sa mutacijama SOD1 proteina (Kadoyama et al.,
2007; Ferrucci et al., 2010; An et al., 2014; Evans et al., 2014), koje su pokazale
razliCite stepene oSteCenja medu ovim jedrima uz najveéu pogodenost facijalnog jedra
(Nimchinsky et al., 2000). Pored toga, gubitak neurona u facijalnom, trigeminalnom i
hipoglosalnom jedru, kao i bulbarna disfunkcija, su pokazani na istom pacovskom
hSOD1 G93A modelu bolesti koji je koris¢en i u ovoj studiji (Kashlan et al., 2015). Sa
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druge strane, sve veci broj podataka pokazuje da patologija u ALS nije ograni¢ena samo
na motorne delove CNS, ve¢ da bolest pogada i ne-motorne regione dovodeci do
poremecaja u ponasanju i kogniciji (Schreiber et al., 2005; Jelsone-Swain et al., 2012;
Phukan et al., 2012; Abdulla et al., 2014). Ova studija dodatno pojacava dokaze o
patofiziologiji hipokampusa u ALS pokazivanjem prisustva proliferacije glijalnih ¢elija
u dentatnom girusu ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti. Ovaj rezultat ukazuje da
aktivacija glije u ovom regionu nije posledica neuroinflamatornih procesa u motornim
regionima mozga ve¢ odvojen patoloski fenomen, §to je u saglasnosti sa prethodnim
studijama (Takeda et al., 2007 i 2009) koje su pokazale progresivnu degeneraciju
entorinalnog korteksa, perforatnog puta i molekularnog sloja dentatnog girusa kod ALS
pacijenata koja nije bila u korelaciji sa jacinom motornih simptoma bolesti. Takode,
pojacana akumulacija SOD1 proteina je pokazana u dentatnom girusu preALS i
simptomatskih - ALS Zivotinja u ovoj studiji, koja moze da bude uzrok uocene

proliferacije glijalnih celija.

Promene u morfologiji glijalnih celija i unutaréelijskoj distribuciju SODI proteina u

hSOD1 G93A pacovima

Znacaj glijalnih ¢elija u ALS patofiziologiji je pokazan u miSevima sa
himeri¢nom ekspresijom SOD1 proteina, kod kojih je stepen gubitka motornih neurona
zavisio od prisustva mutirane SOD1 u okolnim glijalnim ¢elijama (Clement et al.,
2003). Takode, pokazano je da ekspresija mutirane SODI1 isklju¢ivo u motornim
neuronima ili nije dovoljna da dovede do potpunog fenotipa bolesti (Pramatarova et al.,
2001), ili dovodi do znacajnog odlaganja u vremenu pocetka i progresiji bolesti u
poredenju sa miSevima koji eksprimiraju mutirani protein podjednako u svim ¢elijama
(Jaarsma et al., 2008). U ovoj studiji, analiza morfoloskih parametara je pokazala
reaktivni profil astrocita ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti u oba ispitivana mozdana
regiona, sa daljom hipertrofijom celijskog tela u simptomatskoj fazi. Sa druge strane,
mikroglijalne ¢elije su pokazale samo male promene u morfologiji u moZzdanom stablu
preALS Zivotinja, dok su aktivirani profil pokazivale tek u simptomatskoj fazi. Slicne
promene u morfologiji mikroglijalnih ¢elija su opisane u studiji Ohgomori et al., 2016, u

kojoj su pokazani razli¢iti morfoloski profili ovih ¢elija u ki¢émenoj moZzdini u ranom i
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kasnom stadijumu bolesti kod hSOD1 G93A miseva, pri ¢emu su samo mikroglijalne
¢elije iz kasne simptomatske faze pokazivale istu aktiviranu morfologiju kao mikroglija
iz miSeva tretirani lipopolisaharidom. Stoga, rezultati ove studije ukazuju na postojanje
specificnog vremenskog sleda odgovora glijalnih ¢elija u kojem prvo dolazi do
aktivacije astrocita, i to pre ispoljavanje prvih simptoma bolesti, koja je potom pracena
aktivacijom mikroglije. Predlozeni vremenski sled glijalne aktivacije je u saglasnosti sa
prethodnim studijama koje su pokazale da specificno ukidanje ekspresije mutirane
SOD1 isklju¢ivo u mikrogliji ne dovodi do odlaganja u vremenu pocetka bolesti, ve¢
samo usporava njenu progresiju na taj nacin produzavajuci prezivljavanje (Boillee et al.,
2006; Wang et al., 2009). Sa druge strane, efekat ukidanja ekspresije mutirane SOD1
isklju¢ivo u astrocitima zavisi od mutacija, s obzirom na to da ukidanje ekspresije
hSOD1 G85R odlaze vreme pocetka bolesti i produzava prezivljavanje, dok ukidanje
ekspresije hSOD1 G37R samo produzava prezivljavanje tako Sto odlaze aktivaciju
mikroglije (Yamanaka et al., 2008; Wang et al., 2011). Interesantno je da iako je u ovoj
studiji pokazano povecano bojenje na marker mikrogljalnih ¢elija, nisu pronadene
promene u morfoloskim parametrima ovih ¢elija u dentatnom girusu preALS i
simptomatskih - ALS zivotinja. S obzirom na to da su mikroglijalne Celije kao glavne
imunokompetentne c¢elije CNS posrednici neuroinflamatornog odgovora (Philips i
Rothstein, 2014), nedostatak njihove aktivacije najverovatnije objaSnjava odsustvo

uocljivih oste¢enja neurona u ovom mozdanom regionu.

Formiranje unutarcelijskih nakupina SOD1 proteina, koje je jedno od glavnih
patohistoloskih obelezja kako sporadi¢nih tako i familijalnih slu¢ajeva ALS (Shaw i
Valentine, 2007; Forsberg et al., 2010; Forsberg et al., 2011), dovodi do raznih
poremecaja unutarcelijske homeostaze i neuronalnog ostecenja (Kaur et al., 2016). U
ovoj studiji je pokazano progresivno nakupljanje SOD1 proteina u facijalnom jedru i
dentatnom girusu hSOD1 G93A pacova, ali u razli¢itoj meri i sa razli¢itim profilom
akumulacije. Naime, izrazita akumulacija i agregacija SOD1 proteina u neuronima je
uocena samo u facijalnom jedru, gde je takode prisutna i degeneracija ovih ¢elija, dok je
akumulacija SOD1 proteina u tkivu dentanog girusa bila homogena i nije pokazivala
znakove agregacije. Slicna varijabilnost u koli¢ini i obrascu akumulacije SOD1 proteina

u tkivu je uocena i u razli¢itim jedrima mozdanog stabla hSOD1 G93A miseva (An et

79



al., 2014). Takode, ova studija pokazuje da akumulacija i agregacija SOD1 proteina
unutar astrocita zapocinje ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti, da je prisutna u oba
ispitivana regiona, kao i da se odigrava istovremeno sa promenama u celijskoj
morfologiji astrocita. Ovo je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima na dva misja
modela ALS sa razli¢litim mutacijama SOD1 proteina koja su pokazala da se agregacija
SOD1 proteina u astrocitima javlja istovremeno sa formiranjem SOD1 pozitivnih
inkluzija u neuronima, i to pre degeneracije neurona i pojave neuroloskih simptoma

bolesti (Bruijn et al., 1997; Stieber et al., 2000).

Akumulacija mutiranog SOD1 proteina kao i izrazite promene subcelijske
strukture u astrocitima izolovanim iz hSOD1 G93A pacova, koje mogu da dovedu do
znacajnih promena u funkciji ovih ¢elija, su pokazane u ovoj studiji. Povecano bojenje
na SOD1 protein u astrocitima izolovanim iz hSOD1 G93A pacova kao i prisustvo
specificnih nakupina unutaréelijskog materijala nepravilnog oblika koje nisu bile
okruzene membranom u citoplazmi ovih ¢elija ukazuju na formiranje citoplazmatskih
agregata ovog proteina. Sa druge strane, povecan promer unutaréelijskih vezikula, kao i
prisustvo sloZenih multivezikularnih formacija koje su izmedu ostalog sadrzale i
pomenute nakupine ¢elijskog materijala, ukazuje na promene u mehanizmima autofagije
u ALS astrocitima. Autofagija predstavlja glavni put za uklanjanje proteinskih agregata
1 oSte¢entih organela i stoga ima vaznu ulogu u odrzavanju c¢elijske homeostaze. Ovaj
kataboli¢ki proces podrazumeva formiranje organela oznaenih kao autofagozomi, koje
obuhvataju delove citoplazme sa materijalom koji treba da se odstrani, i koje se kasnije
spajaju sa lizozomima i formiraju autolizozome u kojima se odigrava degradacija
materijala pomocu lizozomskih enzima. U uslovima ¢elijskog stresa dolazi do ushodne
regulacije mehanizama autofagije, a promene u ovim mehanizmima ili njihov zastoj
mogu da dovedu do celijske smrti (Lee et al., 2015). Vise studija je pokazalo da su
defekti na razliitim nivoima autofagije povezani sa mutacijama gena koje uzrokuju
ALS, ukljucuju¢i mutacije u SOD1 (sumirano u Lee et al., 2015), dok je primena
trehaloze, jedinjenja koje dovodi do ushodne regulacije mehanizama autofagije, dovela
do znacajnog smanjenja akumulacije SOD1 agregata, smanjenog gubitka motornih

neurona, kao i povecanog prezivljavnja i usporene progresije bolesti kod dva razli¢ita
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misja modela ALS zasnovana na mutacijama u SOD1 (Castillo et al., 2013; Zhang et al.,
2014; Lee et al., 2015).

Unutarcelijska agregacija SOD1 proteina moze biti povezana sa patoloSkim
fenotipom astrocita s obzirom na to da je pokazano da astrociti koji eksprimiraju
mutirani SOD1 protein otpustaju toksi¢ne faktore koji izazivaju poveceno odumiranje
motornih neurona (Nagai et al., 2007; Diaz-Amarilla et al., 2011; Haidet-Phillips et al.,
2011; Fritz et al., 2013; Meyer et al., 2014). S tim u vezi, rezultati ove studije pokazuju
da astrociti izolovani iz hSOD1 G93A pacova pod prooksidativnim uslovima imaju
povecanu proizvodnju superoksidnog radikala koja moze da bude jedan od glavnih
mehanizama toksi¢nosti koji dovodi do oSte¢enja motornih neurona. Pored toga, ove
¢elije pokazuju pojac¢an odgovor i u slucaju stimulacije koja kod astrocita izolovanih iz
NTg Zivotinja ne dovodi do izrazitog povecanja proizvodnje superoksidnog radikala, $to
implicira povecanu osetljivost ALS astrocita na prooksidativne stimuluse. U ovoj studiji
su uocene i interakcije izmedu astrocita i neurona mozdanog stabla, uz formiranje
specificnih korpastih struktura astrocitnih nastavaka, §to ukazuje na aktivnu ulogu ovog
tipa glijalnih Celija u odumiranju neurona. U ovom pogledu, interesantno je da je
povecena ekspresija velikog broja gena odgovornih za meducelijsku komunikaciju
pokazana u astrocitima i neuronima izolovanim iz kiémene mozdine hSOD1 G93A
miSeva, kao 1 to da je pojacana meducelijska komunikaciju istaknuta kao znacajan
mehanizam toksi¢nosti astrocita prema motornim neuronima (Phatnani et al., 2013;
Almad et al., 2016). Medutim, pored direktne toksi¢nosti pokazano je i da astrociti koji
eksprimiraju mutirani SOD1 protein poseduju smanjenu sposobnost da reguliSu
vancelijsku sredinu i1 odrZavaju homeostazu u nervnom tkivu. Time se gubi njihova
potporna funkcija odgovorna za preZivljavanje motornih neurona za koju se
predpostavlja da je znacajnija za razvoj i progresiju bolesti u odnosu na mehanizme

direktne toksi¢nosti (Baker et al., 2015; Das i Svendsen, 2015).

Sa druge strane, promene unutaréelijske koli¢ine i distribucije SOD1 proteina u
mikroglijalnim ¢elijama pokazuju znacajne razlike izmedu dva ispitivana mozdana
regiona, koje su u korelaciji sa morfo-funkcionalnim profilom ovih celija. Naime,

promene unutarcelijske distribucije SOD1 proteina u mikrogliji mozdanog stabla su
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prime¢ene samo u simptomatskoj fazi u kojoj ove celije zadobijaju aktiviranu
morfologiju, dok se mikroglija iz preALS i NTg zivotinja ne razlikuje ni po morfologiji
ni po unutarcelijskoj distribuciji SOD1 proteina. Pored toga, periferna lokalizacija
SOD1 proteina iskljuivo u nastavcima mikroglijalnih ¢elija simptomatskih - ALS
zivotinja, kao 1 bliski kontakti ovih ¢elija sa neuronima mozdanog stabla ukazuju na
direktnu ulogu mikroglije u procesu odumiranja neurona. Sli¢ne patoloSke interakcije
izmedu motornih neurona i mikroglije su opisane u kicmenoj mozdini presimptomatskih
hSOD1 H46R pacova (Sanagi et al., 2010). Lokalizacija SOD1 proteina u distalnim
nastavcima mikroglijalnih ¢elija uocena u ovoj studiji moze da ukaZe na prisustvo
procesa egzocitoze, Sto je podrzano prethodnim ispitivanjima koja su pokazala aktivnu
sekreciju SOD1 agregata preko egzozoma 1 signalnog puta posredovanog
hromograninom (Urushitani et al., 2006; Gomes et al., 2007; Basso et al., 2013;
Silverman et al., 2016) ¢ime dolazi do meducelijskog prenosa i progresivnog razvoja
bolesti. Takode, pokazano je da egzogena primena mutiranog SOD1 proteina moze da
dovede do oStecenja motornih neurona od strane mikroglijalnih ¢elija (Zhao et al.,

2010).

Ekspresija mutirane SOD1 u mikrogliji takode dovodi do povecane proizvodnje
proinflamatonih posrednika i povecane toksi¢nosti mikroglijalnih ¢elija prema
motornim neuronima (Weydt et al., 2004; Xiao et al., 2007; Harraz et al., 2008;
Meissner et al., 2010). Veza izmedu unutaréelijske distribucije SOD1 proteina i morfo-
funkcionalnog profila mikroglije je podrzana rezultatima ove studije koji pokazuju
slicnu morfologiju ovih glijalnih ¢elija u dentatnom girusu u sve tri ispitivane grupe
zivotinja, kao 1 vrlo male razlike u unutarcelijskoj distribuciji SOD1 proteina medu
njima. Povecanje koeficijenata kolokalizacije 1 intenziteta unutarcelijskog SOD1 signala
koji su uoceni za mikrogliju u dentatnom girusu su najverovatnije pre povezani sa
prirodom zivotinjskog modela bolesti (ekspresija velikog broja kopija mutirane SODI)
nego sa promenama u funkcionalnom profilu ovih ¢elija. Razli¢iti morfoloski profili
mikroglije zajedno sa pokazanim razlikama u koli¢ini unutaréelijskog SOD1 proteina,
ali 1 razlikama u koli¢ini akumulacije SOD1 proteina u tkivu, izmedu dva analizirana
mozdana regiona ukazuju da je neophodan kriti¢an nivo akumulacije SOD1 proteina za

aktivaciju mikroglijalnih ¢elija i posledi¢no oSte¢enja neurona.
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Promene u koncentraciji razlicitih hemijskih elemenata u tkivu mozZdanog stabla i

hipokampusa simptomatskih hSOD1 G93A pacova

U ovoj studiji pomocu fluorescentnog Rentgenskog zracenja je pokazan povisen
nivo kalcijuma u mozdanom stablu simptomatskih - ALS pacova, §to je ukazalo na
poremecaj u tkivnoj homeostazi ovog elementa i podrzalo njegovu ulogu u patologiji
bolesti. Naime, selektivna ranjivost motornih neurona na povecanje unutarcelijske
koncentracija kalcijuma kao posledice ekscitotoksi¢nosti izazvane prekomernom
stimulacijom glutamatom je jedna od glavnih karakterstika ALS (Alexianu et al., 1994;
von Lewinski i Keller, 2005; Van Den Bosch et al., 2006; Grosskreutz et al., 2010).
Takode, sposobnost regulacije unutaréelijskog nivoa kalcijuma od strane mitohondrija
motornih neurona je smanjena usled akumulacije mutiranog SOD1 proteina u
medumebranskom prostoru ovih organela (Jaarsma et al., 2001; Higgins et al., 2002;
Pasinelli et al., 2004; Damiano et al., 2006). Sa druge strane, pokazano je da povecanje
koncentracije kalcijuma pospeSuje agregaciju SOD1 proteina (Tateno et al., 2004;
Tradewell et al., 2011; Leal et al.,, 2013), kao i da poremeéena unutaréelijska
kalcijumska signalizacija doprinosi toksi¢nosti astrocita koji eksprimiraju mutirani

hSOD1 G93A protein (Kawamata et al., 2014).

Regulacija unutarc¢elijske homeostaze hlora kao 1 povecan ulazak ovog jona kroz
GABA receptore tokom ekscitatorne sinapticke transmisije su od velike vaznosti posto
mogu da predstavljaju kompenzatorni mehanizam za ublazavanje prekomerne aktivacije
pod uticajem ekscitatornih neurotransmitera, ali mogu da budu 1 S$tetni za motorne
neurone u slucaju dugotrajne ekscitatorne stimulacije (Zanette et al., 2002; Van Damme
et al., 2003; Schutz, 2005). Stoga, povecanje koncentracije hlora u facijalnom jedru
simptomatskih - ALS pacova koje je uoceno u ovoj studiji moze da predstavlja
kompenzatorni mehanizam kojim se neutralizuje povecana glutamatergicka stimulacija i
sprecava pojava ekscitotoksi¢nosti, ali koji moZe umesto toga da pogorsa
ekscitotoksicno ostecenje motornih neurona usled poremecene unutarcelijske jonske
homeostaze, kao i poremecene ravnoteze izmedu ekscitacije i inhibicije. Doprinos
poremecene inhibitorne  neurotransmisije  smrti  motornih  neurona  usled

ekcitotoksi¢nosti u ALS je podrzana studijom koja je pokazala povecanje struje hlora
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kroz GABAA receptor i povecanu ekspresiju al podjedinice ovog receptora u motornim
neuronima izolovanim iz hSOD1 G93A miseva (Carunchio et al., 2008). Interesantno je
i to da riluzol, jedini do sada zvani¢no odobreni lek za terapiju ALS pacijenata ¢ija se
terapeutska svojstva pripisuju antiglutamatergi¢koj aktivnosti, takode deluje i na
GABAA receptor dovodeci do njegove brze desenzitizacije i smanjenja ulaska hlora u

¢eliju (Mohammadi et al., 2001).

Pored promene hlora ova studija je pokazala prakti¢no isti nivo promene i u
koncentraciji kalijuma u facijalnom jedru simptomatskih - ALS pacova, $to je ukazalo
na poremecaj u regulaciji tkivne homeostaze 1 ovog elementa. Ova pretpostavka je
podrzana prethodnim istrazivanjem homeostaze vode i jona u ALS koja je pokazala
smanjenu ekspresiju Kir 4.1 kalijumskih kanala i povecanu eksprsiju AQP4 kanala za
molekule vode u facijalnom i trigeminalnom jedru, kao i motornoj kori velikog mozga
hSOD1 G93A pacova, dok su iste promene pokazane i u astrocitima izolovanim iz ovih
zivotinja (Bataveljic et al., 2012). Takode, smanjena ekspresija KCC2 kontransportera
za kalijum i hlor, vaznog za regulaciju fizioloskih unutarcelijskih koncentracija ova dva
elementa, je pokazana u motornim neuronima ki¢émene mozdine i hipoglosalnog jedra
mozdanog stabla hSOD1 G93A miseva ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti (Fuchs et
al.,, 2010). Svi navedeni rezultati se mogu tumaciti kao promena u sposobnosti
osmoregulacije u ovim ¢elijama koje mogu da dovedu do promena u morfologiji koje su

takode uocene u ovoj studiji.

Kao §to je pokazano u prethodnim istrazivanjima (Kim et al., 2009; Tokuda et
al., 2013), povecane koncentracije bakra i cinka u facijalnom jedru simptomatskih -
ALS pacova uocene u ovoj studiji su posledica povecane ekspresije mutiranog SODI
proteina. Medutim, poremecena regulacija homeostaze ova dva metala je naizgled opsta
karakteristika bolesti kod ljudi, iako taCan mehanizam poremecaja homeostaze nije u
potpunosti jasan posSto su razliCita istrazivanja pokazala ili smanjenje ili povecanje
koncentracije ova dva elementa u cerebrospinalnoj te€nosti, serumu ili post mortem
tkivu ALS pacijenata (Kanias i Kapaki, 1997; Ostachowicz et al., 2006; Tomik et al.,
2006; Hozumi et al., 2011; Roos et al., 2013). Takode, pokazana je klju¢na uloga jona

bakra u stimulaciji agregacije SOD1 proteina u uslovima povecane proizvodnje
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slobodnih radikala (Mulligan et al., 2012; Li et al., 2013), $to je dodatno podrzano
istrazivanjem koje je pokazalo redistribuciju bakra u ki¢cmenoj mozdini hSOD1 G93A
miseva ka regionima u kojima je bila prisutna izrazita akumulacija SOD1 proteina
(Lelie et al., 2011). Sa druge strane, povecéano nakupljanje cinka koje koreliSe sa
degeneracijom motornih neurona je pokazano u neuronima i astrocitima koji su sadrzali
agregate SODI proteina u kicmenoj mozdini hSOD1 G93A miseva (Kim et al., 2009).
Multifokalna distribucija bakra i cinka koja ukazuje na specificnu akumulaciju ovih
metala u odredenim tipovima Ccelija, kao 1 izrazita agregacija SODI proteina u
neuronima 1 astrocitima facijalnog jedra mozdanog stabla ALS pacova su takode
pokazani u ovoj studiji. Interesantno je da je smanjenje koncetracije cinka uoceno u
dentatnom girusu ovih zivotinja, §to ukazuje na specificnu redistribuciju ovog metala
medu razliitim regionima mozga pogodenog boles¢u. Slicna redistribucija cinka je

pokazana u tkivu kicmene mozdine hSOD1 G93A misSeva (Lelie et al., 2011).

Iznenadujué¢i nalaz ove studije je izrazito povecanje u koncentraciji nikla u
facijalnom jedru i dentatnom girusu simptomatskih - ALS pacova. Nedostatak nikla u
ishrani kao 1 preterano izlaganje ovom metalu mogu da uti¢u na usvajanje drugih bitnih
metala kao $to su gvozde, bakar, cink i kalcijum (Spears et al., 1986; Funakoshi et al.,
1996; Salnikow et al., 1999). Medutim, izuzev jedne studije koja je ispitivala
koncentraciju nikla u cerebrospinalnoj te€nosti 1 krvnoj plazmi u maloj populaciji ALS
pacijenata u Norveskoj (Roos et al., 2013), nisu uradene druge studije koje istrazuju
homeostazu nikla u ovoj bolesti. Uo¢eno povecanje koncentracije nikla u tkivu moze
biti posledica njegovog vezivanja za mutirani SOD1 protein. Naime, pokazano je da
nikl moZe da zameni 1 cink 1 bakar u mestima za vezivanje metala SOD1 proteina i da
dovede do formiranja Ni2Cu>SODL1 ili Ni2Ni>SOD1 (Ming i Valentine, 2014). Uoc¢eno
je i da je vezivanje cinka za SOD1 G93A slabije u odnosu na normalan SOD1 protein
(Lyons et al., 1996), kao i da mutacije u ovom proteinu koje izazvaju ALS povecavaju
formiranje prelaznih vrsti SOD1 dimera koje ne vezuju bakar (Ip et al., 2011). Takode,
pokazano je da nerastvorljive frakcije SODI proteina izolovane iz ki¢mene mozdine
miseva sa razli¢itim mutacijama u SOD1 proteinu, ukljuc¢uju¢i SOD1 G93A, nemaju
vezane cink i bakar (Lelie et al., 2011), pa s toga mogu da predstavljaju populaciju

SODI1 proteina koja vezuje nikl dovodeci na taj nac¢in do njegovog nakupljanja u tkivu.
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Interesantno je da u ovoj studiji nisu uocene statisticki znaCajne promene u
tkivnoj koncentraciji gvozda. Kako je uloga ovog metala u patofiziologiji bolesti jasno
pokazana brojnim istrazivanjima (Vonk i Klomp, 2008; Lovejoy i Guillemin, 2014)
moguce je da za patologiju ALS nije bitna njegova koli¢ina u tkivu, ve¢ oksidativni
status i raspolozivost slobodnog redoks-aktivnog gvozda, $to je i podrzano prethodnim
studijama (Ignjatovi¢ et al., 2012; Popovic¢-Bijeli¢ et al., 2016). Na kraju, uoceno
smanjenje u nivou fosfora u tkivu facijalnog jedra simptomatskih - ALS pacova moze
da predstavlja odraz gubitka fosfolipida ¢elijske membrane usled degeneracije neurona

koja je pokazana imunohistohemijskim bojenjima.

Promena redoks statusa i povecanje propustljivosti krvno-moZdane barijere u mozgu

hSOD1 G93A pacova

U ovoj studiji redoks status i propustljivost krvno-mozdane barijere u mozgu
presimptomatskih i simptomatskih transgenih hSOD1 G93A pacova su ispitani pomocu
in vivo EPR spektroskopije koris¢enjem tri spinske probe, Tempol, 3CP i 3CxP, koje
poseduju razli¢ite sposobnosti prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru i celijske
membrane. Takode, uradeni su i eksperimenti in vitro redukcije nitroksida askorbatom i
ex vivo eksperimenti redukcije nitroksida u svezoj krvi pacova, kako bi se preciznije
odredio doprinos redukcije bioreduktanatima iz krvi u ukupnoj redukciji nitrokisida in
vivo, §to bi omogucéilo pouzdanije farmakokineticko modelovanje. Pored toga, redoks
status dva funkcionalno razliita regiona mozga za koje je prethodnim eksperimentima
pokazano da su pogodeni u ALS, mozdanog stabla i hipokampusa, je ispitan
biohemijskim analizama. Takode, stanje krvno-moZdane barijere kod ovih Zivotinja je
ispitano oslikavanjem pomocu magnetne rezonancije. Ispitivanje farmakokinetike
nitroksida u glavi pomo¢u EPR spektroskopije je pokazalo znacajne razlike izmedu
kontrolnih i transgenih hSOD1 G93A pacova, i podaci dobijeni iz in vivo Kinetika
redukcije nitroksida su ukazali na oSte¢enu krvno mozdanu barijeru, sto je potvrdeno
oslikavanjem magnetnom rezonancijom, kao i na izmenjen redoks status mozdanog

tkiva ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti, Sto je potvrdeno biohemijskim analizama.
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Medutim, kako bi se opravdao izbor nitroksida koriS¢enih u eksprerimentima, 1 u
upotpunosti objasnilo farmakokineticko modelovanje i analiza redukcije in vivo, moraju

Se u obzir uzeti i rezultati in vitro i ex vivo eksperimenata.

In vitro i ex vivo redukcija nitroksida

Nakon injekcije u zivotinju, koncentracija nitroksida u krvotoku zavisi od
njegove redukcije bioreduktantima prisutnih u krvnoj plazmi kao S$to je askorbat, kao i
od redukcije unutaréelijskim reduktantima u celijama krvnog tkiva koja zavisi od
sposobnosti prolaska nitroksida kroz ¢elijsku membranu (Zhelev et al., 2009). Rezultati
in vitro eksperimenata ove studije su potvrdili dobro ustanovljenu cinjenicu da
konstanta brzine redukcije nitroksida zavisi od njihove hemijske strukture, tako da
jedinjenja koja kao osnovu imaju Sesto€lani piperidinski prsten, kao $to je Tempol,
imaju vecu konstantu brzine redukcije u poredenju sa analognim jedinjenjima koja kao
osnovu imaju petoclani pirolidinski prsten, kao §tu su 3CP i 3CxP (Couet et al., 1985;
Keana et al.,, 1987; Vianello et al.,, 1995). Takode, posto je askorbat negativno
naelektrisan na pH = 7,4, u obzir se mora uzeti i naelektrisanje nitroksida koje zavisi od
boc¢ne grupe vezane za prsten. U tom smislu redukcija u prisustvu askorbata je brza za
pozitivno naelektrisane nitrokside kao $to su Tempamin i 3-amino-metil-proksil u
poredenju sa negativno naelektrisanim jedinjenjima kao S$to je 3CxP, zbog laksSe
razmene elektrona izmedu askorbata i pozitivno naelektrisanih nitroksida (Couet et al.,
1985; Vianello et al., 1995). lako konstante brzine redukcije nitroksida in vitro zavise
od mnogih promenljivih faktora kao $to su pH, jonska snaga i temperatura, Sto otezava
direktno poredenje vrednosti konstanti brzine redukcije dobijenih u ovoj studiji sa
vrednostima opisanim u literaturi, odnos konstanti brzine redukcije korisenih nitroksida
je u saglasnosti sa prethodnim studijama na ovu temu (Keana et al., 1987; Vianello et
al., 1995; Hyodo et al., 2006). Vaznost ovih podataka za analizu in vivo farmakokinetike
se ogleda u ¢injenici da doprinos askorbata ukupnoj redukciji pojedinih nitroksida moze
da bude izmedu 50% i1 70% u homogenatima mozdanog tkiva i 50 % do 90% u

uzorcima krvi (Vianello et al., 1995).
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Kako bi se ispitao doprinos redukcije u krvi ukupnoj kinetici redukcije
nitroksida, uradeni su eksperimenti ex vivo redukcije u sveze izolovanoj krvi pacova.
Vrednosti za vreme poluredukcije Tempola u krvi objavljene u literaturi se krecu u
Sirokom opsegu od 8 (Vianello et al., 1995) do 50 min (Nishino et al., 1999), dok je
vrednost dobijena u ovoj studiji na donjem kraju ovog opsega. Prijavljene vrednosti za
vreme poluredukcije 3CP i 3CxP su oko 180 (Zhelev et al., 2009) i 288 min (Vianello et
al., 1995), dok su vrednosti dobijene u ovoj studiji malo vete za oba koriS¢ena
nitroksida, najverovatnije zbog koriS¢enja crevaca propusnih za gasove U
eksperimentima Sto je odrzavalo oksigenaciju krvi u uzorcima i usporilo redukciju
nitroksida. Merenja in vivo redukcije nitroksida u krvotoku glodara je pokazalo da je
redukcija EPR signala nitroksida u krvotoku za jedan do dva stepena veli¢ine brza (sa
vremenom poluredukcije od 1 — 2 min) u poredenju sa redukcijom u krvi ex vivo
(Matsumoto et al., 2004; Okajo et al., 2006; Zhelev et al., 2009). Sli¢ni rezultati su
dobijeni i direktnim merenjem povecanja relaksacije signala u prisustvu nitroksida u
arterijskoj krvi koris¢enjem magnetne rezonancije (Hyodo et al., 2006). Razlike izmedu
ove dve vrste merenja poti¢u iz Cinjenice da ex vivo merenja daju informacije o
redukcionoj mo¢i same krvi, dok u in vivo eksperimentima izmerena kinetika redukcije
signala nitroksida daje informacije o procesima u celom organizmu kao $to su redukcija
u organima, izbacivanje preko bubrega, itd. S toga, rezultati dobijeni u ex vivo
eksperimentima moraju se uzeti u obzir kada se odlucuje o tome da li ¢e se redukcija
nitroksida u samoj krvi ukljuciti u model koji opisuje ukupnu redukciju nitroksida in
vivo. U ovoj studiji redukcija nitroksida u krvi ex vivo je bila za red veli¢ine manja od
redukcije nitroksida u glavi in vivo, i stoga redukcija nitroksida u samoj krvi nije morala
biti ukljuena u model koji opisuje ukupnu redukciju signala in vivo Sto je

pojednostavilo farmakokineticko modelovanje.
In vivo redukcija nitroksida

U bioloskim sistemima, redukcija nitroksida se odvija skoro isklju¢ivo u
unutarcelijskim odeljcima i stoga je dodatno uslovljena sposobnos¢u nitroksida da prode

¢elijsku membranu, Sto zavisi od njegovog naelektrisanja i rastvorljivosti u mastima

(Swartz et al., 1986; Keana et al., 1987; lannone et al., 1989; Vianello et al., 1995;
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Yamato et al., 2003). Usled prisustva hidroksilne grupe, Tempol je amfifilno jedinjenje
sa velikom sposobno$¢u prolaska kroz celijsku membranu (Alecci et al., 1994;
Matsumoto et al., 2011). Hidrofilna jedinjenja kao $to je 3CP imaju ogranicenu
sposobnost prolaska (Yamada et al., 2004; Matsumoto et al., 2006), dok 3CxP kao
hidrofilno i negativno naelektrisano jedinjenje usled prisustva karboksilne grupe ne
moze da prode kroz ¢elijsku mebranu osim aktivnim anjonskim transportom (Ichikawa
et al., 2006). Kao Sto je ocekivano, rezultati ove studije su pokazali najbrzu konstantu
brzine in vivo redukcije Tempol-a u glavi NTg pacova. Konstanta brzine redukcije 3CP
je bila znacajno sporija, dok je 3CxP pokazao najsporiju kinetiku redukcije. Manje
konstante brzine redukcije i uo¢ene razlike u redukcionim krivama za 3CP i 3CxP se
mogu objasniti razli¢itim karakteristikama distrubucije ove dve spinske probe (Hyodo et
al., 2006). Konstanta brzine redukcije nitroksida in vivo zavisi od njegovog prelaska iz
krvotoka u tkivo, kao i od njegove redukcije u tkivu koja odrazava redoks status
odgovarajuceg organa (Bacic et al., 1989; Gallez et al., 1996; Yamada et al., 2002). Sa
druge strane, koncentracija nitroksida u krvotoku je takode pod uticajem urinarne
ekskrecije kroz bubrege i fekalne ekskrecije kroz jetru i zu¢ (Nishino et al., 1999;
Matsumoto et al., 2004).

Distribucija iz krvotoka u tkivo i fekalna ekskrecija nitroksida su procesi koji
zavise od sposobnosti prolaska kroz ¢elijske membrane. Stoga, nitroksidi koji poseduju
ovu sposobnost mogu da udu i budu redukovani u viSe razli¢itih tkiva i organa, kao i
eliminisani iz krvotoka i urinarnom i fekalnom ekskrecijom. Ovo rezultuje u
kompleksnim profilima redukcionih krivin kao S§to je i potvrdeno redukcionom
kinetikom 3CP dobijenom u ovoj studiji. Uoc¢ena stagnacija redukcije signala u kasnijoj
fazi krive redukcije 3CP moze biti objaSenjena ravnotezom izmedu procesa redukcije i
reoksidacije spinske probe, kao i zasi¢enjem procesa ekskrecije, Sto se 1 ocekuje kada je
primenjena koncentracija nitroksida relativno visoka (Matsumoto et al., 2004), kao $to
je slucaj u ovoj studiji. Sa druge strane, konstanta brzine redukcije nitroksida koji ne
mogu da produ ¢elijsku membranu je uglavnom uslovljena stopom urinarne ekskrecije
(Grodd et al., 1987; Ferrari et al., 1990) sto objasnjava dobijenu monoeksponencijalnu
kinetiku redukcije 3CxP. Medutim, treba istac¢i da je in vivo redukcija 3CxP bila

znacajno brZa u poredenju sa redukcijom ovog nitroksida u sveze izolovanoj krvi, Sto se
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teSko objasnjava isklju¢ivo urinarnom ekskrecijom ove probe in vivo i implicira
postojanje unutaréelijske redukcije. I zaista, iako 3CxP generalno ne moze da prode
kroz ¢elijske membrane, pokazano je da postoji aktivan unos ovog jedinjenja u celije
jetre preko organskog anjonskog transportera (Ichikawa et al., 2006), sto dovodi do
unutarcelijske redukcije 3CxP u jetri. Razlike u distribuciji i redukciji izmedu 3CP i
3CxP in vivo su vrlo jasno pokazane u studiji Hyodo et al.,, 2006 koriS¢enjem
fuzionisane tehnike EPR/MRI. Naime, pokazana je brza i Siroka distribucija 3CP u
celom gornjem i sredi$njem abdomenu eksperimentalnih miSeva, dok je 3CxP pokazao
sporiju in vivo redukciju kao i manju, selektivnu distribuciju u srcu, jetri i naroc¢ito u
bubrezima gde je njegov signal najduze bio prisutan. Ovakva selektivna distribucija
3CxP je pokazana i u studiji Sano et al., 1997 u kojoj je najveca koncentracija
redukovanog i neredukovanog 3CxP nadena u bubrezima, krvi, jetri i srcu. U ovoj
studiji Tempol je takode pokazao naizgled monoeksponencijalnu kinetiku in vivo
redukcije u glavi NTg pacova. Medutim, u ovom slu¢aju monoeksponencijalna kinetika
je posledica visoke osetljivosti ovog nitrokida za redukciju bioreduktantima, kao i
njegove velike sposobnosti prolaska kroz ¢elijske membrane koja omogucava efikasnu
unutaréelijsku razgradnju, $to sve ne pruza dovoljnu vremensku rezoluciju za preciznu
analizu redukcione kinetike. Pretpostavka da Tempol i njegovi derivati ulaze u mozdano
i druga tkiva gde se brzo redukuju je u saglasnosti sa prethodnim studijama gde je isti
zakljucak doneSen u svim ispitivanim slucajevima (Ishida et al., 1992; Miura et al.,
1992; Vianello et al., 1995; Zhelev et al., 2009; Zhelev et al., 2009; Davis et al., 2011,
Bakalova et al., 2013). Tempol je iskljucen iz daljih eksperimenata, obzirom na to da je
bilo malo verovatno da nitroksid sa velikom sposobnoS¢u prolaska kroz celijsku
membranu moze da otkrije potencijalno finije razlike u propustljivosti krvno-mozdane
barijere izmedu NTg i hSOD1 G93A pacova.

Kako bi se odredili specificni faktori koji doprinose redukciji nitroksida u
odredenom organu, redukciona kinetika spinske probe mora biti ispitana u odsustvu
njenog ispiranja iz organa putem krvotoka (Hyodo et al., 2008). Rezultati ove studije su
pokazali povecano vreme poluredukcije 3CP i 3CxP u glavi NTg Zivotinja kod kojih je
protok krvi zaustavljen sr€¢anim zastojem izazavanim injektovanjem rastvora KCI. Na

taj nacin je potvrden doprinos uklanjanja cirkulacijom krvi ukupnoj kinetici redukcije za
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oba nitroksida, iako u ve¢em stepenu za 3CxP u odnosu na 3CP. Ova razlika se takode
moze objasniti razliitim karakteristikama distribucije ove dve probe. Kao S$to je ranije
napomenuto, eliminacija 3CxP iz krvotkoka je pod najveéim uticajem urinarne
ekskrecije koja je ukinuta zaustavljanjem protoka krvi, §to dovodi do znaajnog
povecéanja vremena poluredukcije 3CxP. Medutim, redukcija oba nitroksida je i dalje
bila prisutna u glavi NTg pacova, iako je protok krvi zaustavljen $to ukazuje da je u
takvoj situaciji redukcija proba uglavnom uslovljena reakcijom sa vanéelijskim i jos
vaznije unutaréelijskim bioreduktantima ili slobodno radikalskim vrstama u ispitivanom
organu. U slucaju mozdanog tkiva, ovaj proces je dodatno ogranicen zbog prisustva
krvno-mozdane barijere, s obzirom na to da je pokazano da ni 3CP ni 3CxP ne mogu
kroz nju da produ (Hiramatsu et al., 1995; Yokoyama et al., 1998; He et al., 2002; Anzai
et al., 2003; Lee et al., 2004; Hyodo et al., 2008; Caia et al., 2012; Zhelev et al., 2012;
Matsumoto et al., 2016). Medutim, 3CP kao jedinjenje koje poseduje delimi¢nu
sposobnost prolaska kroz ¢elijsku membranu moze da ude u ¢elije drugih tkiva u glavi
gde ¢e biti redukovan, kao Sto su mandibularni misi¢i, misi¢i lica i jezika, pljuvacne
zlezde, itd. Ovo je potvrdeno rezultatima ove studije koji pokazuju isti intenzitet signala
3CP posle 60 minuta i kod zivotinja sa izazvanim sréanim zastojem i kod onih sa
normalnim krvotokom. Sa druge strane, distribucija 3CxP, kao jedinjenja koje ne
poseduje sposobnost prolaska kroz ¢elijske membrane, u tkivo je moguéa samo sporom
difuzijom kroz intersticijalni prostor izmedu celija. Takode, poSto ne moze da ude u
¢elije, njegova redukcija je ograni¢ena na vancelijski prostor, Sto je i potvrdeno
rezultatima ove studije koji pokazuju vrlo sporu redukciju 3CxP u glavi Zivotinja sa

1zazvanim sréanim zastojem.

Rana i kasna faza in vivo kinetike redukcije nitroksida su pod uticajem razli¢itih
procesa. Rana faza uglavnom odrazava distribuciju i redukciju probe unutar ciljnog
organa, kao i redistribuciju u druge organe, dok kasna faza uglavnom zavisi od procesa
urinarne i fekalne ekskrecije (Kocherginsky i Swartz, 1995; Matsumoto et al., 2004).
Kao i1 kod veéine procesa koji su pod uticajem sposobnosti prolaska kroz celijske
membrane, njihov doprinos razli¢itim fazama moZze da varira u zavisnosti od kori§¢ene
spinske probe. 1z tog razloga odredivanje kinetike brzine redukcije iz pocetnog nagiba

redukcione krive i vreme poluredukcije nisu precizne mere in vivo redoks statusa ciljnog
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organa. Takode, ove mere ne mogu da razlikuju doprinos specificnih faktora ukupnoj
kinetici redukcije nitroksida. Ovo je potvrdeno izostankom znacajnih razlika u vremenu
poluredukcije 3CP u glavi NTg, preALS i simptomatskih - ALS Zivotinja, iako sve tri
grupe pokazuju razliite profile redukcionih krivih 3CP. Stoga, da bi se ta¢no odredila
uloga razli¢itih procesa u in vivo redukciji spinskih proba, krive redukcije EPR signala
nitroksida su analizirane pomocu dvo-komornog modela koji definise tri faktora koji
doprinose redukciji EPR signala nitroksida: uklanjanje iz glave putem krvotoka,

distribucija u tkivu i redukcija u tkivu.

Kao $to je prethodno navedeno, kinetika brzine uklanjanja nitroksida krvotokom
ne odrazava samo prosto ispiranje probe iz ciljnog organa protokom krvi, veé i
distribuciju i redukciju probe u drugim organima. Stoga, povecana Kinetika brzine
uklanjanja krvotokom 3CP koja je pokazana kod simptomatskih - ALS pacova moze da
ukaZze na izmenjen redoks status drugih organa u ovim Zivotinjama. Ova pretpostavka je
u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima koja su pokazala povecanu lipidnu
peroksidaciju u ki¢menoj mozdini, jetri i skeletnim miSi¢ima simptomatskih hSOD1
G93A miseva (Hall et al., 1998; Mahoney et al., 2006; Jonsson et al., 2008; Miana-
Mena et al., 2011). Iako ni u jednom od tih istraZivanja nije nadeno izrazito povecanje
parametara oksidativnog stresa u ovim organima u presimptomatskom stadijumu bolesti
primecen je trend porasta ovih parametara, $to je U Saglasnosti sa porastom kinetike
brzine uklanjanja 3CP krvotokom kod preALS pacova koji je pokazan u ovoj studiji,
iako bez statisticki znacajne razlike. Analiza kinetike redukcije 3CP pomocu dvo-
komornog modela je takode pokazala povecanu Kinetiku brzine distribucije nitroksida u
tkivu glave preALS i simptomatskih - ALS u poredenju sa NTg Zivotinjama. Histoloski
dokazi oStecenja krvno-mozdane barijere su pokazani i u presimptomatskom i u
simptomatskom stadijumu bolesti kod mi§jeg i pacovskog hSOD1 G93A modela
(Garbuzova-Davis et al., 2007; Nicaise et al.,, 2009). Takode, ispitivanje pomocu
magnetne rezonancije integriteta krvno-mozdane barijere i infiltracije ¢elija imunskog
sistema iz krvi pokazalo je oStecenu krvno-mozdanu barijeru u mozdanom stablu i
hipokampusu hSOD1 G93A pacova u simptomatskoj fazi bolesti (Andjus et al., 2009;
Bataveljic et al., 2009; Bataveljic et al., 2011). Rezultati ove studije pokazuju da je

povecéana propustljivost krvno-mozdane barijere hSOD1 G93A pacova prisutna veé u

92



presimptomatskom stadijumu bolesti u regionu medumozga, srednjeg mozga i
hipokampusa, kao 1 da se oStecenje ove barijere $iri u anteriornom pravcu ka regionu
bazalnih ganglija kod simptomatskih zivotinja. Stoga, uocene promene u kinetici brzine
distribucije 3CP u tkivu su najverovatnije odraz povecane propustljivosti oStecene

krvno-mozdane barijere u preALS i simptomatskim - ALS Zivotinjama.

Promena redoks statusa u mozgu hSOD1 G93A pacova

Rezultati ove studije su takode pokazali pove¢anu Kinetiku brzine redukcije 3CP
u tkivu glave preALS i simptomatskih - ALS Zivotinja, $to je ukazalo na izmenjen
redoks status ili povecanu proizvodnju slobodno radikalskih vrsta. Kinetika brzine
redukcije 3CP u in vivo sistemu moze da bude pod uticajem velikog broja reaktivnih
vrsta. Tako, nitroksidi mogu da budu prevedeni u odgovaraju¢i EPR-nevidljivi
oksoamonijumski katjon reakcijom sa razli¢itim oksidansima kao §to su superoksidni
(Krishna et al., 1992; Goldstein et al., 2003), hidroperoksilni (Goldstein et al., 2003),
natrijum dioksidni i karbonatni radikali (Goldstein et al., 2004; Goldstein et al., 2006),
kao i redoks aktivne forme gvozda (Yamaguchi et al., 1984; Krishna et al., 1996), sto
sve dovodi do ubrzane redukcije EPR signala nitroksida. Sa druge strane,
oksoamonijumski katjon moze da, u prisustvu dvo-elektronskih donora kao $to su
NAD(P)H i tioli (Goldstein et al., 2003), reaguje sa superoksidnim radikalom i bude
redukovan ili u nitroksidnu formu (Krishna et al., 1992), ili u odgovarajuci
hidroksilamin, koji takode ne moze da se detektuje EPR spektroskopijom.
Hidroksilamin, pak, moZe da bude reoksidovan reakcijom sa razli¢itim reaktivnim
vrstama nazad u nitroksidnu formu, $to doprinosi ¢elijskom recikliranju nitroksida i
dovodi do usporene redukcije njegovog EPR signala (Zhang et al., 1999; Samuni et al.,
2002; Goldstein i Samuni, 2007). Stoga, ravnoteza izmedu sposobnosti tkiva za
redukciju i lokalne proizvodnje slobodno radikalskih vrsta odreduje kinetiku brzine
redukcije signala nitroksida. Bitna uloga proizvodnje reaktivnih slobodno radikalskih
vrsta za redukciju nitroksida je pokazana u razli¢itim in vivo modelima bolesti i
patoloskih stanja primenom antioksidanata (Yamato et al., 2003), inhibitora sinteze

azotnog oksida (Fujii et al., 2013), kao i jedinjenja koja reaguju sa alkilperoksidnim i
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hidroksilnim radikalima (Han et al., 2001; Takeshita et al., 2006), $to je sve dovodilo do

smanjenja konstante brzine redukcije signala nitroksida.

Imajuéi ovo u vidu, pokazano poveéanje Kinetike brzine redukcije 3CP kod
preALS i simptomatskih - ALS pacova najverovatnije odrazava povecanu proizvodnju
slobodno radikalskih vrsta u mozdanom tkivu ovih zivotinja. Bitna uloga oksidativnog
stresa u patologiji ALS je pokazana i kod ljudi i kod Zivotinjskih modela zasnovanih na
mutacijama u SOD1 (Barber i Shaw, 2010). Iako su toksi¢na dejstva mutirane SOD1 u
ovoj bolesti joS uvek predmet istrazivanja, predlozeno je nekoliko razli¢itih
mehanizama. Jedan od njih podrazumeva smanjenje dismutazne aktivnosti SOD1
enzima koje dovodi do poviSenog nivoa superoksidnog radikala koji potom reaguje sa
azotnim oksidom pri ¢emu se stvara vrlo reaktivni peroksinitrit koji vrSi nitrilaciju
tirozinskih nastavaka u proteinima i uzrokuje njihovo oste¢enje (Beckman et al., 1993).
Drugi mehanizam pretpostavlja poremecenu aktivnost mutirane SOD1 usled otvorenije
konformacije ovog enzima koja dozvoljava da drugi supstrati pored superoksidnog
radikala udu u aktivni centar i reaguju sa jonima bakra u njemu, $to dovodi do poveéane
proizvodnje hidroperoksilnog radikala kroz Fentonovu reakciju (Rosen et al., 1993). Sa
druge strane, ¢ak i enzimatski neaktivan SOD1 enzim Koji nije vezao bakar moze da
dovede do povecanog oksidativnog stresa, Sto se pripisuje ulozi SOD1 proteina u
regulaciji proizvodnje superoksidnog radikala od strane NADPH oksidaznog kompleksa
u aktiviranim mikroglijalnim celijama (Harraz et al., 2008). Medutim, pored efekta
mutirane SOD1, postoji veliki broj dokaza da se povisSeni oksidativni stres u ALS moze
pripisati poremecenoj homeostazi redoks aktivnog gvozda, Sto takode moZe da dovede
do povecane proizvodnje hidroperoksilnog radikala kroz Fentonovu reakciju
(Hadzhieva et al., 2014). Iako su prethodna istrazivanja pokazala pove¢ano nakupljanje
gvozda u sivoj masi precentralnog girusa ALS pacijenata koje je u korelaciji sa
progresijom bolesti (Ignjatovic et al., 2013), kao i sa promenama u vezivanju gvozda u
cerebrospinalnoj tecnosti ALS pacijenata koje dovode do povecane redoks aktivnosti
gvozda 1 proizvodnje hidroksilnog radikala (Ignjatovi¢ et al., 2012), u ovoj studiji nisu
nadene statisticki zna€ajne razlike u koncentraciji ovog metala u tkivima NTg 1 ALS
zivotinja. Medutim, za patologiju ALS umesto koli¢ine od veéeg znacaja mozda moze

biti oksidativno stanje gvozda, §to je potvrdeno studijom koja je pokazala poviSene
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nivoe oksidovanih gvozde-sumpor grupa u kicmenoj mozdini, mozdanom stablu,
hipokampusu i kori velikog mozga hSOD1 G93A pacova, koje mogu da budu izvor
slabo vezanog redoks-aktivnog gvozda koje je ukljuceno u patogenezu bolesti (Popovic-
Bijeli¢ et al., 2016)

Prethodna istrazivanja (Andjus et al., 2009; Batavelji¢ et al., 2009; Batavelji¢ et
al., 2011; Popovi¢-Bijeli¢ et al., 2016), kao i histoloski rezultati ove studije, su pokazali
promene u mozdanom stablu i hipokampusu hSOD1 G93A pacova, $to je ukazalo na
potrebu ispitivanja parametara oksidativnog stresa u ovim mozdanim strukturama
pomoc¢u biohemijskih testova. Ovi testovi su pokazali povecanu proizvodnju
superoksidnog radikala i koli¢inu nitrita kako u preALS tako i u simptomatskim - ALS
zivotinjama. Ovaj rezultat ukazuje na smanjenu eliminaciju superoksidnog radikala koji
potom moze da reaguje sa azotnim oksidom na taj nacin dovode¢i do stvaranja visoko
reaktivnog peroksinitrita 1 uocene nitrilacije proteina. Ovo je takode podrzano
pokazanim progresivnim smanjenjem aktivnosti SOD1 enzima u preALS i
simptomatskim - ALS Zivotinjama, $to je najverovatnije posledica unutaréelijske
agragecije mutirane SOD1 koja je pokazana u ovoj studiji i koja predstavlja glavno
histolosko obelezje bolesti (Bruijn et al., 1998; Wang et al., 2008). Povecéana lipidna
peroksidacija je takode pokazana u oba ispitivana mozdana regiona preALS i
simptomatskih - ALS Zivotinja, §to podrzava hipotezu o povecanoj proizvodnji
hidroksilnog radikala kroz Fentonovu reakciju. Pored toga, aktivnost SOD2 je bila
poviSena ve¢ kod preALS Zivotinja, ali bez dodatnog porasta u simptomatskoj fazi
bolesti. Ovo povecanje aktivnosti SOD2 najverovatnije predstavlja kompenzatorni
mehanizam antioksidativne zastite koji je pokrenut pove¢anim oksidativnim stresom 1
smanjenjem aktivnosti SOD1. Ova pretpostavka je u saglasnosti sa prethodnim
studijama koje su pokazale povecan nivo ekspresije SOD2 u mozdanom stablu ALS
pacijenata, i presimptomatskih i simptomatskih hSOD1 G93A miseva (Liu et al., 1998;
Chung et al., 2003), kao i poviSene nivoe mangana (metala u ovom metaloenzimu) u
cerebrospinalnoj tecnosti i krvnoj plazmi ALS pacijenata (Roos et al., 2012; Roos et al.,
2013). Iako su parametri oksidativnog stresa detaljno ispitani u ki¢menoj mozdini ALS
pacijenata i misjih modela bolesti zasnovanih na mutacijama u SOD1 (Barber i Shaw,

2010), samo jedna studija (An et al., 2014) je prethodno pokazala poveéan oksidativni
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stres u mozdanom stablu hSOD1 G93A miSeva u zavrSnom stadijumu bolesti. Ova
studija potvrduje oksidativni stres u mozdanom stablu i po prvi put pokazuje da se
oksidativa oSte¢enja javljaju i u hipokampusu, kao i da su oba mozdana regiona

pogodena ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti.

Usled ogranic¢ene distribucije u tkivu, nitroksidi koji ne poseduju sposobnost
prolaska kroz ¢elijsku membranu se smatraju neprikladnim za ispitivanje redoks statusa
¢elija i tkiva (Hyodo et al., 2006; Hyodo et al., 2008; Zhelev et al., 2009). Ovo je
potvrdeno rezultatima ove studije koji su pokazali skoro identi¢ne krive redukcije 3CxP
u glavi Zivotinja iz sve tri eksperimentalne grupe, bez razlika u vremenima
poluredukcije. Takode, analiza redukcionih kinetika pomoc¢u dvo-komornog modela nije
pokazala razlike ni u jednom od kinetickih parametara, iako je trend porasta primecen u
kinetici brzine distribucije nitroksida u tkivu kod preALS i simptomatskih - ALS
pacova, Sto ukazuje na povecanu propustljivost krvno-mozdane barijere kod ovih
zivotinja. Stoga, iako 3CxP moze da ude u mozdano tkivo usled oSteéenja krvno-
mozdane barijere, njegova nemoguénost da prode celijsku membranu i da pruzi
informaciju o unutaréelijskom redoks statusu ga ¢ini neprikladnim za ispitivanje
promena redoks statusa mozdanog tkiva u ALS. Ipak, ovi rezultati pruzaju bitnu
informaciju da su patofizioloski mehanizmi uklju¢eni u redoks promene u ALS

isklju¢ivo unutarcelijski.
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Zakljucci

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj studiji mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1.

Proliferacija glijalnih ¢elija, astrocita i mikroglije, je prisutna i u motornim i u ne-
motornim centrima mozga presimptomatskih i1 simptomatskin hSOD1 G93A
pacova.

U mozdanom stablu hSOD1 G93A pacova aktivacija astrocita prethodi aktivaciji
mikroglije, 1 prisutna je ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti.

Aktivacija astrocita je prisutna i u hipokampusu hSOD1 G93A pacova vec u
presimptomatskoj fazi, dok patoloska aktivacija mikroglije u ovom mozdanom
regionu nije prisutna.

Izrazita neurodegeneracija u mozdanom stablu hSOD1 G93A pacova uz prisustvo
bliskih kontakata aktivirane mikroglije sa neuronima mozdanog stabla, kao 1
izostanak aktivacije mikroglije u hipokampusu hSOD1 G93A pacova uz izostanak
neurodegeneracije u ovom mozdanom regionu, ukazuju na bitnu ulogu mikroglije u
odumiranje neurona.

Promene u unutarcelijskog koli¢ini i distribuciji SODI proteina u glijalnim ¢elijama
u mozdanom tkivu hSOD1 G93A pacova pokazuju vremensku (presimptomatska vs
simptomatska faza), regionalnu i celijsku specificnost, i u korelaciji su sa
morfoloskim profilom ovih ¢elija.

Astrociti  izolovani iz hSOD1 G93A pacova pokazuju izrazite promene
unutarcelijske strukture, kao i povecanu osetljivost na prooksidativne stimuluse.
Promene u koli¢ini razliCitith fizioloski relevantnih elemenata su prisutne u
mozdanom stablu i hipokampusu simptomatskih hSOD1 G93A pacova, i mogu se
dovesti u vezu sa opisanim patoloskim promenama.

Oksidativni stres, koji se ogleda u promenjenom redoks statusu mozdanog tkiva, je
prisutan u mozgu hSOD1 G93A pacova ve¢ u presimptomatskoj fazi bolesti, i po
prvi put je pokazan in vivo u ovoj studiji.

In vivo EPR spektroskopija uz koris¢enje 3-karbamoil-proksila i farmakokineticko
modelovanje in vivo redukcije ovog nitroksida u glavi hSOD1 G93A pacova se
pokazala kao dovoljno osetljiva i pouzdana metoda za ispitivanje promene u redoks

statusu mozdanog tkiva prisutne u ovom eksperimentalnom modelu ALS.
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10. Ostecenje krvno-mozdane barijere je prisutno u mozdanom tkivu hSOD1 G93A
pacova i zajedno sa promenama u redoks statusu predstavlja rani marker patoloskih

promena u ALS.

Prisustvo aktivacije astrocita zajedno sa povecanim makerima oksidativnog stresa u
oba ispitivana mozdana regiona hSOD1 G93A pacova ve¢ u presimptomatskoj fazi,
promene u strukturnim i funkcionalnim karakteristikama ovih c¢elija in vitro, kao i
osteCenje krvno-mozdane barijere, u Ciju strukture ove celije ulaze, ve¢ u
presimptomatskim zivotinjama, ukazuju da su promene u funkciji astrocita jedan od
prvih patofizioloskih dogadaja u razvoju ALS. Detaljnije ispitivanje ovih promena bi
moglo da dovede do identifikovanja primarnih mehanizama ili ranih biomarkera bolesti,
dok bi ove celije mogle da predstavljaju jednu od glavnih meta u razvoju novih

strategija za terapiju ALS.
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Mpwunor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

MNotnucaHu-a _ CtedaH CtameHkoBuh

6poj nHaekca __63008/2010

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBoMm

VcnntmBambe paHMxX Mapkepa npoleca HeypouHdnamauuvje n oKkcuaaTuBHOr cTpeca y
mo3ry TpaHcreHor hSOD1 G93A nauyoBa Kao eKcnepumeHTanHor mogena
amMmoTpodmnyHe NaTepanHe ckiepose.

e pe3yntat CONnCTBEeHOr UCTpaxXnBadkor pana,

e [a npeprioxeHa avceprauumja y LenvHn HU y AenoBrMa Huje Guna npeanoxeHa
3a gobujakbe OUNo koje aunrnoMe npema CTyaujCKUM nporpaMuMma Apyrux
BMCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBA,

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLuMo/ria ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc gokTtopaHaa

Y beorpagy, 7.7.2017.
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Mpwunor 2.

UsjaBa 0 NICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa ___ CredaH CtameHkoBuh

Bpoj nHpekca _B53008/2010

Ctyavnjckn nporpam HeypoHayke

Hacrnoe pagpa WMcnutuBawe paHuX Mapkepa npoleca HeypovHdnamauuvie wu
okcmaaTmMBHOr cTpeca y Mo3ry TpaHcreHor hSOD1 G93A nauoBa kao
eKkcrnepumMmeHTanHor Mmogena aMmmoTpoduyHe natepanHe ckrepose.

Mentop __ [Mpodh. Ap Maene P. AHhyc

MoTnucaHw/a CredaH CtameHkoBuh

MsjaBreyjem fa je wtamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr pajla UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
Bep3nju Kojy cam npegao/na 3a o6jaBrbMBakbe Ha noprtany AdurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpangy.

[osBosbaBam ga ce objaBe MOjM NUYHM nojaum Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy uMe 1 npesnme, rogMHa n Mecto poherwa n gatym
oabpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce o06jaButm Ha MpEeXHUMM CTpaHuuama aurmtanHe
OnbnuoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory 1y nybnukaumjama YHmeepauteta y beorpagy.

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 7.7.2017.
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnunoteky ,Csetozap Mapkosuh® ga y Ourutanym
penosutopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HaCroBOM:

VcnutnBawe paHuX Mapkepa npoueca HeypouHdramauuvjie n okcumgaTMBHOr cTpeca y
mMo3ry TpaHcreHor hSOD1 G93A nauyoBa Kao eKcnepumMeHTanHor mogena
amMmoTpodnyHe naTepanHe cknepose.

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

[ucepTaumnjy ca ceum npunosnma npegao/na cam y enekTpoHCKOM popmaTy NorogHom
3a TpajHO apxuBUpam-e.

Mojy nokTopcky ancepTtaumjy noxparweHy y OurntanHu penosvtopujym YHueepsuTeTa
y beorpagy mory ga Kopucte CBW Koju nowtyjy ogpeabe cagpkaHe y ogabpaHom Tvny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogry4ymo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjarnHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — 4ennTn No4 UCTUM yCroBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCTBO — O€enuUTu nog UCTUM ycrioBuma

(Monumo ga 3aokpyxute camo jefHy O LecT NOoHyheHux nuueHuu, Kpatak onuc
nvueHumM ar je Ha nonenuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpaay, 7.7.2017.
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OMCTPUMOYyUMjy W jaBHO caomniTaBake
Aena, n npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa
unu gasaoua nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of CBUX
nuueHum.

2. AytopcTtBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, QUCTPUBYLMj)y 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede UMe aytopa Ha HayduH oapefeH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOfbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [do3BorbaBaTe yMHOXaBamwe,
ancTpmbyumnjy n jaBHO caonwitaBakwe pfena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa UnNu
ynotpebe gena y CBOM ferny, ako Ce HaBede UMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of
cTpaHe aytopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KomepuujanHy
ynoTtpeby gena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehun 0bmm npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — Jenutn nog uctum ycrosuma. [o3BosbaBaTte
yMHOXaBake, AUCTpubyLmjy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, u npepage, ako ce HaBeae
nMe aytopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa uUnu gaBaoua NUUEHLEe M ako ce
npepaga Aauctpubyvpa nog MCTOM WAW CAuMYHOM nuueHuoMm. OBa nuvueHua He
A03BOSbaBa kKomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUBYLM)Y U jaBHO
caonwTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH oa CTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua 403BOrbaBa komepumjandy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - Aenutu nog MCTMM ycroBuma. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBae,
ancTpnbyuujy n jaBHO caonwitaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha
HauMH oapeheH oa cTpaHe ayTopa WM [aBaoua fuvueHue M ako ce npepaja
anctpubympa nog UCTOM unu CrivdHOM  nvueHuoMm. OBa nuueHua [03BOSfbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena un npepaga. CnuyHa je codpTBEPCKUM fMUEHLama,
OLHOCHO NuueHuama oTBOPEHOr Koaa.
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