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Neurodegenerativne promene u ¢elijama glije, oligodendrocitima i mikrogliji, u kicmenoj
moZdini na pacovskom hSOD1%°** modelu amiotrofi¢ne lateralne skleroze

Sazetak

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je neurodegenerativna bolest koju karakteriSe smrt
motornih neurona u ki¢menoj mozdini i mozgu. lako su neuroni pogodeni u ALS, glijske ¢elije imaju
znadajnu ulogu u nastanku i progresiji bolesti. Celije glije doprinose odrzavanju homeostaze K* u
vancelijskoj sredini, a posebno vaznu ulogu ima ulazni ispravljacki kalijumov kanal Kir4.1 koji je u
velikoj meri eksprimiran u astrocitima i oligodendrocitima. Prethodne studije su pokazale naruSenu
ekspresiju 1 funkciju Kir4.1 u astrocitima u ALS, a u ovoj studiji je ispitivana uloga Kir4.1 u
oligodendrocitima na hSOD1%** modelu pacova primenom imunofluorescencije, konfokalne
mikroskopije, Western blot-a i elektrofiziologije na deli¢cu membrane. Rezultati ove studije pokazali
su da je kod ALS Zivotinja smanjena ekspresija Kir4.1 u oligodendrocitima u ki¢menoj mozdini, kao
i u njenoj mijelinskoj frakciji. Nadeno je i da su u ALS oligodendrocitima u kulturi membranske
biofizi¢ke osobine narusene, a struje kroz Kir kanale smanjene, ukazuju¢i na narusena funkcionalna
svojstva ovih glijskih ¢elija. Iako je ukupna ekspresija Kir4.1 smanjena u ALS, uoc¢eni su izolovani
regioni u ventralnim rogovima hSOD1%%A ki¢mene mozdine koji zadrzavaju Kir4.1
imunoreaktivnost u okviru specifi¢nih klastera mikroglije. ZapaZeno je da se Kird.1" klasteri
mikroglije preklapaju sa regionima izrazenog prisustva proteinskih agregata mutirane superoksid
dismutaze 1, kao osnovnog obelezja ALS. Membranske biofizicke osobine neonatalne mikroglije i
aktivnost Kir kanala nisu naruseni u ALS dok adultna ALS mikroglija u kulturi pokazuje smanjenje
Kir struja. Promene u ekspresiji Kird.l isticu doprinos ovog kalijumovog kanala
neurodegenerativnim procesima i ukazuju na njegov potencijalni znacaj za ciljanu terapiju ALS.

Kljucne reci: ALS, ki¢mena mozdina, degeneracija, neuroinflamacija oligodendrociti, mikroglija,
Kir4.1, elektrofiziologija, ¢elijska kultura

Nauc¢na oblast: Bioloske nauke

UZa naucna oblast: Neurobiologija



Neurodegenerative changes in glial cells, oligodendrocytes and microglia, in the spinal
cord of the hSOD1%%A rat model of amyotrophic lateral sclerosis

Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by the death
of motor neurons in the spinal cord and brain. Although neurons are affected in ALS, glial cells play
an important role in the disease onset and progression. Glial cells contribute to the maintenance of
extracellular K* homeostasis through the inwardly rectifying potassium channel Kir4.1 that is
abundantly expressed in astrocytes and oligodendrocytes. Previous studies demonstrated impaired
expression and function of Kir4.1 in astrocytes in ALS. Therefore, we first examined the role of
Kir4.1 in spinal cord oligodendrocytes of the hSOD1%%** rat model by employing
immunofluorescence, confocal microscopy, Western blot, and patch-clamp. We show reduced
expression of Kir4.1 in oligodendrocytes in the ALS spinal cord as well as in its myelin fraction.
Oligodendrocytes in culture display impaired membrane biophysical properties and decreased Kir
currents, indicating their compromised functional properties. Although the expression of Kir4.1 was
diminished in ALS, we observed isolated regions retaining Kir4.1 immunoreactivity in ventral horns
of the hSOD1%%* spinal cord that contained cell clusters enriched in microglia. Our data show that
Kir4.1* clusters of microglia overlap with regions of pronounced presence of protein aggregates of
mutated superoxide dismutase 1 that represent the hallmark of ALS. Membrane biophysical
properties and Kir channel activity were not altered in neonatal ALS microglia while adult ALS
microglia in culture displayed reduced Kir currents. Changes in the expression and function of Kir4.1
highlight the importance of this potassium channel in neurodegeneration suggesting Kir4.1 as a
potential therapeutic target in ALS pathology.

Key words: ALS, spinal cord, degeneration, neuroinflammation, oligodendrocytes, microglia,
Kir4.1, electrophysiology, cell culture

Scientific filed: Biological sciences

Narrow scientific field: Neurobiology
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1. Uvod

Amiotroficna lateralna skleroza (ALS) je neurodegenerativna bolest koju karakterise
progresivno umiranje motornih neurona u ki¢menoj mozdini i mozgu. ALS odlikuje degeneracija
kortikospinalnih motornih neurona i silaznih nervnih puteva lateralnih rogova ki¢mene mozdine -
lateralna skleroza (Saberi et al., 2015) i umiranje spinalnih motornih neurona praceno denervacijom
i atrofijom misic¢a (amiotrofija). ALS je prvi put opisana od strane neurologa Jean-Martin Charcot-a
(Charcot & Joffroy, 1869) i poznata je i kao Lu Gerigova bolest (engl. Lou Gehrig s disease).

Simptomi ALS se uocavaju kod osoba prosec¢ne starosti 54 godine i proseéni Zivotni vek
pacijenata je 2-5 godina nakon pojave prvih simptoma (Rothstein, 2017; Taylor et al., 2016).
Ucestalost pojave bolesti u Evropi je priblizno 2-3 osobe na 100000 na godi$njem nivou (C. A. Brown
et al., 2021) sa vecom ucestalos¢u kod muskaraca nego kod Zena (Logroscino et al., 2010).

Simptomi ALS se uoc¢avaju kao slabost skeletnih misi¢a usled degeneracije motornih neurona.
U zavisnosti od toga gde je uocen pocetak degenarativnih promena, razlikuju se spinalna i bulbarna
forma ALS (Taylor et al., 2016). Pocetak degenerativnih promena je lokalizovan i degeneracija
postepeno zahvata i ostale motorne regione. Simptomi ALS mogu biti vrlo heterogeni, Cesto
podsecaju na simptome drugih neurodegenerativnih bolesti (Filipi et al., 2020), a brzina progresije
bolesti je individualna s$to zajedno daje kompleksnu klini¢ku sliku i otezava uspostavljanje dijagnoze.
ALS se klini¢ki manifestuje progresivnom misi¢nom slabosc¢u, atrofijom misic¢a pracenom paralizom,
otezanim zvakanjem i gutanjem, dok u terminalnoj fazi dolazi do slabljenja disajnih misica te do smrti
dolazi naj¢esce usled asfiksije. Precizan mehanizam bolesti i dalje nije poznat iako postoji veliki broj
predlozenih mehanizama. ALS je terminalna bolest za koju ne postoji efektivna terapija. Do sada se
u terapiji ALS koriste samo riluzol i u nekim zemljama edaravon (radikava), pri ¢emu oba leka
produzuju zivotni vek za svega nekoliko meseci (Filipi et al., 2020).

1.1 Genetic¢ki faktori

Priblizno 10% dijagnostikovanih sluc¢ajeva ima poznatu porodi¢nu istoriju bolesti 1 definiSe se
kao familijalna ALS (fALS), dok je 90% slu¢ajeva naizgled sporadi¢no (sALS) (P. M. Andersen &
Al-Chalabi, 2011; Chio et al., 2014; Renton et al., 2014). Do sada je identifikovan veliki broj mutacija
u vise od 50 gena koje mogu da uzrokuju ALS, pri ¢emu je oko 50% fALS slucajeva posledica
mutacija u genima SOD1, C9ORF72, TARDPB i FUS (Boylan, 2015), dok su mutacije u ovim genima
odgovorne za 5.2% slucajeva sALS (Zou et al., 2017). Mutacije u genu SOD1 i ekspanzija ponovaka
GGGGCC u genu C90ORF72 su najzastupljeniji uzrocnici fALS (Philips & Rothstein, 2016). Mutacije
u genu SOD1 se javljaju u 15% fALS i 1.2% SALS slucajeva, dok ekspanzija u C9ORF72 izaziva
33.7% fALS 1 5.1% sALS slucajeva (Zou et al., 2017). Mutacije u genu TARDBP su uocene u 4.2 %
sluc¢ajeva fALS 1 0.8 % sALS, a mutacije u genu FUS dovode do pojave ALS kod 2.8% fALS i 0.3%
SALS pacijenata (Zou et al., 2017).

Pored navedenih gena u kojima se ucestalo uocavaju mutacije koje dovode do bolesti,
identifikovane su i retke geneticke varijante (Beers & Appel, 2019; Mejzini et al., 2019) u slede¢im
genima ukljuc¢enim u razli¢ite procese: optineurin (OPTN) — aktivacija nuklearnog faktora kB (engl.
Nuclear factor xB; NF-kB) i autofagija; tank-vezujuca kinaza 1 (TBK1) — autofagija i urodena
imunost; sekvestozom 1 (SQSTM1/p62) — proteinska degradacija, autofagija i oksidativni stres; gen
za interagujucéi protein-1 sa TNF-o indukovanim proteinom-3 (engl. TNFAIP3 interacting protein 1;
TNIP1) — aktivacija NF-kB; protein koji sadrzi valozin (engl. Valosin containing protein; VCP) —
proteinska degradacija; angiogenin (AGN) i ataksin 2 (ATX2) — obrada RNK; alsin 2 (ALS2) —
transport i dinamika endozoma i rast neurita. Geni u kojima su uocene mutacije koje dovode do ALS
i godine njihovog otkric¢a su prikazani na Slici 1.
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Slika 1. Hronoloski prikaz otkrivanja i zastupljenosti mutacija u genima uzroénicima ALS. Veli¢ina svakog kruga
predstavlja proporciju svih fALS slucajeva uzrokovanih mutacijama u navedenom genu. Plavi krugovi ukazuju na gene
uzro¢nike fALS, crveni krugovi ukazuju na gene asocirane sa SALS, a krugovi sa obe boje ukazuju na uklju¢enost datog
gena u fALS i SALS. Mutacija u svakom od prikazanih gena je uoéena u vise od jednog fALS slu¢aja, odnosno u nekoliko
slucajeva sALS. Preuzeto i izmenjeno iz (R. H. Brown & Al-Chalabi, 2017).

1.1.1 SOD1

Prva opisana mutacija u ALS je mutacija u genu za Cu/Zn superoksid dismutazu 1 (SOD1)
(Rosen et al., 1993). Najveci broj detektovanih mutacija su tackaste i prenose se autozomno
dominantno izuzev mutacije D90A koja se prenosi autozomno-recesivno (P. M. Andersen et al.,
1995). SOD1 Kkatalizuje konverziju visoko reaktivnih kiseoni¢nih vrsta nastalih tokom celijske
respiracije u kiseonik i vodonik peroksid (H202). Do danas je opisano 217 mutacija u genu SOD1 za
koje je potvrdeno da uzrokuju ALS (https://alsod.ac.uk/). Razli¢ite mutacije u genu SOD1 dovode do
razli¢ite manifestacije ALS, kao Sto je starost pri uocavanju prvih simptoma bolesti, zivotni vek
pacijenata i klinicka slika (Gros-Louis et al., 2006). Najces¢e mutacije u genu SOD1 su D90A
(zamena aspartatske kiseline alaninom na kodonu 90), A4V (zamena alanina valinom na kodonu 4),
G37R (zamena glicina argininom na kodonu 37) i G93A (zamena glicina alaninom na kodonu 93)
(Pansarasa et al., 2018). Mutacija A4V je naCeSc¢e detektovana mutacija u genu SOD1 u fALS
slucajevima i izaziva najprogresivniju formu bolesti koja dovodi do smrti u roku od 1,2 godine od
pojave prvih simptoma (Gros-Louis et al., 2006; Juneja et al., 1997). Mutacija G37R izaziva raniji
pocetak bolesti ali i duze trajanje bolesti (Cudkowicz et al., 1997). Klinic¢ka slika fALS uzrokovane
mutacijom G93A ne razlikuje se od klini¢kih karakteristika SALS u pogledu mesta pocetka bolesti (u
jednom od ekstremiteta u starosnom dobu od 55-63 godine), zatim progresije (koja zahvata i donje i
gornje motorne neurone) i proseka trajanja bolesti (2-4 godine) (Synofzik et al., 2010). Mutacije u
SOD1 uzrokuju konformacione promene u okviru nativne strukture proteina, §to dovodi do pojave
novih toksi¢nih svojstava enzima (Gurney et al., 1994), a ne do smanjenja njegove aktivnosti (L. I.
Bruijnetal., 1997; Taylor et al., 2016). Jedan broj studija istice moguénost da oksidacija nemutiranog
SODL1 proteina dovodi do nepravilnog pakovanja proteina koji moze zadobiti vezujuca i toksi¢na
svojstva poput mutirane SOD1 (mSOD1), sugerisuci potencijalnu povezanost izmedu sporadi¢nih i
naslednih slu¢ajeva ALS (Ezzi et al., 2007; Gruzman et al., 2007; Kabashi et al., 2007). Nekoliko
razli¢itih antitela je razvijeno u cilju specifiénog prepoznavanja ovih izmenjenih konformacija koje
se kolektivno nazivaju nepravilno spakovana ili mutirana SOD1 (Pickles et al., 2016).

1.1.1.1 SOD1 animalni model

Otkri¢e mutacija u genu SOD1 u fALS bilo je znacajno za razvoj transgenih animalnih modela
za ispitivanje mehanizama ALS. Danas je dostupno preko deset misjih i pacovskih modela koje
karakteriSe prekomerna ekspresija mutirane SOD1 (Joyce et al., 2011; B. J. Turner & Talbot, 2008).
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Najispitivaniji glodarski model je SOD1C%A. Glodarski transgeni modeli koji konstitutivno
eksprimiraju mutiranu humanu SOD1 (hSOD1) pokazuju simptome bolesti motornih neurona sa
pocetkom u adultnom dobu sa 5-7 meseci starosti u hSOD1%%** pacovskom modelu (Bataveljié et al.,
2012), dok se u migjem SOD1%%** modelu simptomi pojavljuju sa oko 3-4 meseca (Gurney et al.,
1994; B. J. Turner & Talbot, 2008). Odlikuje ih progresivna smrt motornih neurona, vakuolizacija
mitohondrija, glutamatna ekscitotoksi¢nost, gubitak metabolicke potpore neurona, akumulacija
nepravilno upakovanog proteina SODL1, astroglioza, mikroglioza i ostecenje oligodendrocita, $to je u
saglasnosti sa patoloskim promenama uocenim kod ALS pacijenata (Howland et al., 2002; Komine
& Yamanaka, 2016; Philips & Rothstein, 2014; B. J. Turner & Talbot, 2008). Eksprimiranje gena
SOD1 sa mutacijama G37R, G85R, G86R, H46R/H48Q ili H46R/H48Q/H63G/H120G kod miSeva
vodi razvoju ovih ALS simptoma koji su sli¢ni onima kod ALS pacijenata (Lucie I. Bruijn et al.,
1998; Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995; J. Wang et al., 2002, 2003; Wong et al., 1995). Transgeni
pacovi koji prekomerno eksprimiraju G93A ili H46R mutiranu SOD1 takode razvijaju simptome
slicne onim kod ALS pacijenata (Howland et al., 2002; Nagai et al., 2001). Svaki glodarski model
ALS je fenotipski konzistentan sa specifiénom mutacijom i varira sa poc¢etkom bolesti, progresijom i
specificnim histopatoloskim odlikama, oponasajuéi heterogenu klini¢ku sliku koja se uocava kod
ALS pacijenta (Gros-Louis et al., 2006).

1.1.2 C90ORF72

Ekspanzija heksanukleotidnog ponovka GGGGCC u intronu 1 gena CO9ORF72 je
identifikovana kao uzro¢nik ALS i frontotemporalne demencije (DeJesus-Hernandez et al., 2011;
Renton et al., 2011). Normalan broj ponovaka GGGGCC u genu C9ORF72 je 2-23, dok se u ALS
sre¢e broj ponovaka >30, pa sve do nekoliko stotina ili hiljada (Taylor et al., 2016). Funkcija produkta
C90RF72 nije u potpunosti jasna, ali se smatra da uti¢e na regulaciju endozomalnog transporta i
autofagije, obradu RNK i iskrajanje introna (Farg et al., 2014; Nassif et al., 2017; Webster et al.,
2016). Pokazano je da mutacije u genu C9ORF72 dovode do smanjene ekspresije i gubitka funkcije
proteina COORF72 kod ALS pacijenata (Taylor et al., 2016).

1.1.3 TDP-43

TDP-43 je DNK/RNK vezujuéi protein kodiran genom TARDBP (engl. TAR DNA Binding
protein). TDP-43 je regulator genske ekspresije i ukljucen je u procese obrade RNK ukljucujuéi
iskrajanje introna, regulaciju iRNK stabilnosti, iRNK transport, translaciju i regulaciju nekodiraju¢ih
RNK (Buratti & Baralle, 2010; Ratti & Buratti, 2016; Tollervey et al., 2011). Do sada je opisano
preko 50 mutacija u TARDBP koje dovode do ALS (Buratti, 2015). Mutirana forma proteina TDP-43
dovodi do stvaranja proteinskih agregata, povecane lokalizacije TDP-43 u citoplazmi, izmenjene
stabilnosti proteina, otpornosti na proteaze i modifikovanog vezivanja sa drugim proteinima (Buratti,
2015; Lattante et al., 2013). TDP-43 je glavna komponenta ubikvitinovanih proteinskih agregata u
ALS (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). lako primarno lokalizovan u nukleusu, TDP-43 u ALS
menja svoju lokalizaciju iz nukleusa u citoplazmu (Ayala et al., 2008; Buratti & Baralle, 2010).
Prekomerna koli¢ina TDP-43 u citoplazmi moze dovesti do formiranja inkluzionih tela koji dovode
do narusavanja celijskih funkcija, dok uklanjanje iz nukleusa vodi naruSavanju metabolizma iRNK
(Colombrita et al., 2015; Highley et al., 2014; Klim et al., 2019). Studije su pokazale da je TDP-43
prisutan u citoplazmatskim agregatima veéine ALS pacijenata ukljucujuéi i sporadi¢ne slu¢ajeve bez
mutacija u genu TARDBP kao i kod onih koji imaju heksanueklotidnu ekspanziju u C9ORF72
(Giordana et al., 2010; Schipper et al., 2016; Takeuchi et al., 2016). Prisustvo TDP-43 u ubikvitin-
pozitivnim citoplazmatskim inkluzijama u neuronima u mozgu i ki¢menoj mozdini smatra se
patoloskom odlikom ALS (Mejzini et al., 2019). Smatra se da mutirani TDP-43 gubi svoju normalnu
funkciju u nukleusu ili zadobija toksi¢nu funkciju (Mejzini et al., 2019). Prekomerna ekspresija TDP-
43, kako nemutiranih tako i mutiranih formi, u glodarskim modelima dovodila je do pojave
neurodegenerativnog fenotipa (Stallings et al., 2010; Wils et al., 2010; Xu et al., 2011). Pored
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abnormalne distribucije i agregacije TDP-43 u ALS, izvestan broj post-translacionih modifikacija je
povezan sa patoloskom formom TDP-43, ukljucujuc¢i ubikvitinaciju i fosforilaciju (Mejzini et al.,
2019).

1.1.4 FUS

Mutacije u genu FUS (engl. Fused in sarcoma), koji kodira RNK-vezujuci protein FUS,
identifikovane su kod sALS i fALS pacijenata (Belzil et al., 2009, 2011). Mutacije u ovom genu su
povezane sa ranim poc¢etkom bolesti i oblikom ALS koji se razvija kod mladih osoba (Gromicho et
al., 2017; Hubers et al., 2015; Zou et al., 2013). FUS-ALS je povezan sa patoloskim FUS agregatima,
za koje je do sada pokazano da se pojavljuju samo kod pacijenata koji imaju mutacije u genu FUS,
ali ne i kod TDP-43 pacijenata (R. H. Tan et al., 2017; Vance et al., 2009). U normalnim fizioloskim
uslovima FUS je lokalizovan u nukleusu, dok se u patoloskim uslovima premesta u citoplazmu
(Zinszner et al., 1997). FUS ima brojne sli¢ne fizioloske uloge kao TDP-43, ukljucen je u gensku
ekspresiju, transkripciju, iskrajanje introna, transport RNK iz nukleusa u citoplazmu i regulaciju
translacije (Ratti & Buratti, 2016). Iako imaju sli¢nosti, FUS i TDP-43 regulisu razlicite tipove RNK
I specificno se vezuju za razlic¢ite RNK sekvence (Colombrita et al., 2015; Lagier-Tourenne et al.,
2010). Do sada je opisano preko 50 mutacija u genu FUS kod ALS pacijenata i ve¢ina dovodi do
redistribucije FUS iz nukleusa u citoplazmu i povecava sklonost ovog proteina da formira agregate
(Nomura et al., 2014; Vance et al., 2013). Smatra se da mutacije u genu FUS kod ALS pacijenata
dovode ili do gubitka funkcije ili zadobijanje toksi¢ne funkcije mutiranog proteina FUS. Misevi koji
ne eksprimiraju FUS kao i miSevi kojima je selektivno uklonjen mutirani FUS iz motornih neurona
ne pokazuju simptome ALS (Kino et al., 2015; Sharma et al., 2016)..

1.2 Patofizioloski mehanizmi u ALS

Geni u kojima su detektovane mutacije koje dovode do ALS su eksprimirani u velikom broju
razli¢itih tipova ¢elija. lako ALS karakterise degeneracija motornih neurona istrazivanja su pokazala
da su glijske celije od izuzetnog znacaja za pocetak i progresiju bolesti, sto je ukazalo na prirodu
bolesti zavisnu od celijskih interakcija, ali nezavisnu od posebnog celijskog tipa (engl. non-cell
autonomous mechanism) (Lobsiger & Cleveland, 2007). Do sada su predlozeni razli¢iti mehanizmi
koji dovode do ALS medu kojima: akumulacija proteina usled izmenjene proteinske sinteze i
razgradnje, ekscitotoksi¢nost, naruSeni metabolizam RNK, narusena funkcionalnost mitohondrija,
oksidativni stres, oste¢enje aksonskog citoskeleta i vezikularnog transporta, neuroinflamacija,
oStec¢enje oligodendrocita (Ferraiuolo, Kirby, et al., 2011; Taylor et al., 2016). Istrazivanja pokazuju
da najverovatnije vise predlozenih mehanizama dovodi do razvoja bolesti. Pregled predlozenih
molekularnih mehanizama u ALS prikazan je na Slici 2.

1.2.1 Proteinski agregati i naruseni mehanizmi proteinske sinteze i razgradnje

Mutacije u genu SOD1 koje izazivaju ALS dovode do nepravilnog pakovanja proteina, $to vodi
akumulaciji proteina i predstavlja potencijalni izvor toksi¢nosti. Nepravilno upakovan mSOD1
protein formira ubikvitinovane citoplazmatske inkluzije koje se formiraju na pocetku bolesti i
dodatno se akumuliraju sa razvojem bolesti (L. I. Bruijn et al., 1997). Proteinske inkluzije i agregati
koji sadrze SOD1 uocavaju se u post mortem tkivima fALS pacijenata sa mutacijama u SOD1 (Kato
et al., 2000; Shibata, Asayama, et al., 1996; Shibata, Hirano, et al., 1996) kao i u nekim slu¢ajevima
SALS pacijenata (Chattopadhyay & Valentine, 2009; Kawamoto et al., 2010; Maier et al., 2018;
Rakhit et al., 2004). Sli¢no kao kod pacijenata, SOD1 agregati se uocavaju u tkivima glodarskih ALS
modela, kao i ¢elijama u in vitro uslovima (Benmohamed et al., 2011; Lucie I. Bruijn et al., 1998;
Deng et al., 2006; Gros-Louis et al., 2010; Gurney et al., 1994; Higgins et al., 2003; Kabashi et al.,
2004; H. N. Liu et al., 2012; Zhang & Zhu, 2006).
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Slika 2. Molekularni mehanizmi o$teenja motornih neurona u ALS. ALS je kompleksna bolest koja ukljucuje
aktivaciju razli¢itih ¢elijskih puteva u motornin neuronima i naru$enu interakciju sa okolnim glijskim ¢elijama. Mikroglija
aktivira inflamacijsku kaskadu sekrecijom citokina. Astrociti doprinose oste¢enju motornih neurona razligitim
mehanizmima uklju¢ujuéi oslobadanje medijatora inflamacije kao §to je NO, narusene mehanizme uklanjanja glutamata
usled redukovane ekspresije i aktivnosti EAAT? transportera za preuzimanje glutamata, kao i redukovano oslobadanje
laktata. Narusena regulacija transkripcije i obrade RNK u motornim neuronima, zajedno sa prekomernom proizvodnjom
ROS, moze doprineti nepravilnom pakovanju proteina. Aberantni proteini mogu formirati agregate, dovesti do ostecenja
proteazoma i stresa ER, aktivacije autofagije i apoptotskih puteva. Oste¢enje mitohondrija i narusena homeostaza Ca?*
su dve glavne komponente povrede motornih neurona koje mogu voditi aktivaciji apoptotske kaskade. Narusen aksonski
transport moze dovesti do oSte¢enja energetskog metabolizma u distalnim delovima aksona. Motorni neuroni mogu
produkovati i oslobadati subjedinice komplementa koje su znacajni signali ¢elijskog stresa za okolne éelije. EAAT2 —
transporter 2 ekscitatornih aminokiselina; ER — endoplazmin retikulum; IL - interleukin; NO - azot oksid; ROS —
reaktivne vrste kiseonika. Preuzeto i izmenjeno iz (Ferraiuolo, Kirby, et al., 2011).

U transgenom SOD1%%** modelu, agregati mutirane SOD1 i ubikvitina pojavljuju se prvo u
neuritima u presimptomatskoj fazi bolesti, dok se mSOD1 imunoreaktivnost poveéava sa progresijom
bolesti i uocava se i u telu motornih neurona, prvenstveno u blizini fragmentisanog Goldzijevog
aparata (Stieber et al., 2000). Agregacija nepravilno upakovanih proteina smatra se potencijalno
odbrambenim mehanizmom ¢elije (S. B. M. Miller et al., 2015). lako brojne studije povezuju
agregaciju i neurodegeneraciju, jo§ uvek nije jasno da li sam proces formiranja agregata vodi
degeneraciji ili predstavlja protektivni mehanizam (Gill et al., 2019; J. Lee et al., 2016; Stieber et al.,
2000). Nenativne forme nemutiranog SOD1 proteina uocene su u malim granularnim SODI-
imunoreaktivnim inkluzijama u motornim neuronima SALS pacijenata i kod pacijenata koji imaju
ekspanziju u C9ORF72 (Forsberg et al., 2019). Akumulacija aberantnih proteina pokazana je i u
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drugim neurodegenerativnim bolestima, kao $to su Alchajmerova bolest (AB), Parkinsonova bolest
(PB) i Hantingtonova bolest (HB). Pored SOD1, mutacije u drugim genima asociranim sa ALS, poput
C90RF72, TARDBP i FUS, dovode do formiranja proteinskih agregata (Parakh & Atkin, 2016). TDP-
43 je naden u agregatima u motornim neuronima u ki¢menoj mozdini i hipokampusu kao i u
neuronima i glijskim ¢elijama frontalnog korteksa SALS pacijenata i velikog broja fALS pacijenata,
sa izuzetkom onih koji imaju mutaciju u SOD1 (Mackenzie et al., 2007; C. F. Tan et al., 2007). U
viSe od 97% sALS slucajeva i preko 84% fALS slucajeva u neuronskim inkluzijama uoceno je
prisustvo TDP-43 agregata u citoplazmi (R. H. Tan et al., 2017). [zuzetak su slucajevi sa SOD1 i FUS
mutacijama gde su citoplazmatske inkluzije imunoreaktivne na SOD1 odnosno FUS, u zavisnosti od
mutiranog gena, a ne pokazuju prisustvo TDP-43 (R. H. Tan et al., 2017; M. R. Turner et al., 2013).
TDP-43 agregati se sastoje od aberantnog fosforilisanog i ubikvitinovanog TDP-43 pune duZine kao
I od fragmenata C-terminusa ovog proteina duzine od 25 i 35 kDa (Arai et al., 2006; Mackenzie et
al., 2007; Neumann et al., 2006). TDP-43 agregati uoc¢eni su i u frontotemporalnoj degeneraciji, AB,
bolesti Levijevih tela, kao i u kontrolnim pacijentima starijim od 65 godina (Arai et al., 2006; Geser
et al., 2010; Neumann et al., 2006). TDP-43 i FUS, RNK-vezujuce proteine, odlikuje prisustvo
domena niske kompleksnosti (LC domeni). Upravo ovi domeni su skloni agregaciji te mogu uticati
na formiranje agregata u bolesti (Blokhuis et al., 2013; Portz et al., 2021). Produkti TDP-43 i FUS
ucestvuju u formiranju RNK granula ¢iji je metabolizam narusen u ALS §to se ispituje kao jedan od
potencijalnih mehanizama bolesti (Y. R. Li et al., 2013; Portz et al., 2021).

Studije su ukazale na to da su u ALS narusena dva puta uklanjanja proteinskih agregata:
autofagija i ubikvitinski-proteazomski sistem (UPS). Autofagija je unutarcelijski put koji je ukljucen
u degradaciju i recikliranje iskoriS¢enih proteina i citoplazmatskih organela i neophodna je za
odrzavanje homeostaze ¢elija (Kelekar, 2006). U UPS putu, proteini koji su predvideni za degradaciju
bivaju obelezeni ubikvitinom, a potom prepoznati i degradovani od strane proteazoma (Finley, 2009).
Geni C90ORF72, OPTN, SQSTM1, VCP i UBQLNZ2 kodiraju proteine uklju¢ene u autofagiju ili UPS
(Majcher et al., 2015; Nassif et al., 2017). Ubikvitinacija moze biti klju¢ni faktor u odrzavanju nivoa
TDP-43 i drugih proteina u neuronima u fizioloskim koncentracijama, dok prisustvo ubikvitin-
pozitivnih agregata ukazuje na narusenu funkcionalnost sistema za uklanjanje proteina (Mejzini et
al., 2019). Celijski mehanizmi povezani sa formiranjem proteinskih agregata u ALS prikazani su na
Slici 3.

Nepravilno upakovani proteini mogu biti formirani u razli¢itim ¢elijskim odeljcima ukljucujuci
citosol, nukleus ili endoplazmin retikulum (ER) (Parakh & Atkin, 2016). Smatra se da mutirana SOD1
dovodi do stresa ER. Akumulirani agregati mSOD1 inhibiraju degradaciju proteina vezanu za ER
(engl. ER associated degradation; ERAD), odnosno proces eliminacije proteina koji su nepravilno
spakovani unutar ER. Prvi korak u degradaciji vezanoj za ER jeste transport nepravilno spakovanih
proteina iz ER lumena u citosol gde su potom obelezeni ubikvitinom za dalju degradaciju
proteazomom. Ovaj proces uklanjanja nepravilno upakovanih proteina iz ER u citoplazmu je blokiran
u prisustvu mSOD1, sto izaziva stres ER (Nishitoh et al., 2008). Do nepravilnog pakovanja i
posledi¢ne agregacije proteina mogu dovesti promene u oksidaciji proteina (Parakh et al., 2013) kao
posledice oksidativnog stresa u ¢elijama (Barber & Shaw, 2010). In vitro studije su pokazale da
nemutirani SOD1 protein ima vecu verovatnocu formiranja agregata u uslovima oksidativnog stresa
(Bosco et al., 2010).
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Slika 3. Celijski mehanizmi povezani sa agregacijom proteina u ALS. Mutacije povezane sa ALS dovode do
promenjene lokalizacije proteina u citoplazmi ili do poveéane tendencije formiranja proteinskih agregata. Proteini koji
sadze domene niske kompleksnosti (LC domene), sli¢ne prionu, kao §to su FUS i TDP-43, podlozni su agregaciji. lako
su primarno lokalizovani u nukleusu, u ALS je uo¢eno njhovo premestanje u citoplazmu. Pored funckija u translaciji, ovi
proteini uéestvuju u formiranju RNK granula. Mutacije povezane sa ALS izazivaju promene u formiranju RNK granula
i uti¢u na lokalnu translaciju RNK. Izdvajanje proteina povezanih sa ALS i njihovih partnera u citoplazmatske agregate
moze za ishod imati gubitak funkcije proteina. Degradacija proteina od strane UPS i autofagijom je esencijalna za
uklanjanje ubikvitinovanih proteina. U ALS, mutacije u genima koji kodiraju proteinske komponente u ovim putevima
dovode do njihove naruSene funkcionalnosti. Izmenjeno i preuzeto iz (Blokhuis et al., 2013).

1.2.2 Oksidativni stres

Oksidativni stres je posledica disbalansa izmedu produkcije reaktivnih kiseoniénih vrsta (engl.
reactive oxygen species; ROS) i sposobnosti sistema da ukloni ili popravi nastalo ostecenje i uspostavi
potrebno redukujuée okruzenje (Barber & Shaw, 2010). Celijski ROS se javljaju kao neZeljeni
produkti aerobnog metabolizma uglavnom zbog curenja elektrona iz mitohondrijalnog respiratornog
lanca, rezultuju¢i nepotpunom redukcijom molekula kiseonika tokom oksidativne fosforilacije i
produkcijom superoksidnog anjonskog radikala (O2™) i H2O>. Slobodni radikali kao $to su superoksid
i azot oksid (NO), takode se oslobadaju i od strane imunskih ¢elija. Svaki od nastalih ROS moze da
ude u dalje reakcije koje dovode do nastajanja mnogo potentnijih oksidanasa, kao $to su peroksinitrit
i hidroksil radikal koji uticu na promenu konformacije proteina, narusavaju ¢elijsku membranu i
izazivaju ostrecenja DNK i RNK (Barber & Shaw, 2010). Akumulacija oksidativnog stresa u
neuronima tokom starenja mogla bi biti znacajan faktor koji doprinosi Smanjenoj moguénosti neurona
da reaguju na toksi¢na ostecenja i dovodi do njihove smrti i pocetka neurodegeneracije (Ferraiuolo,
Kirby, etal., 2011).

SODI je znacajan protein sa antioksidativnom ulogom ¢ija je funkcija cesto narusena u ALS
usled mutacja u genu SOD1. U cerebrospinalnoj te¢nosti, serumu i urinu pacijenata koji boluju od
ALS pokazano je poveéanje markera oStecenja izazvanih slobodnim radikalima (Mitsumoto et al.,
2008; Simpson et al., 2004; Smith et al., 1998). U post mortem tkivu SALS i fALS pacijenata
detektovana su oSteéenja proteina, lipida, DNK i RNK (Y. Chang et al., 2008; Coppede, 2011; Cunha-
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Oliveira et al., 2020; Shaw, Ince, et al., 1995; Shibata et al., 2001). Povecanje vrednosti parametara
oksidativnog stresa, nivoa nitrita, produkcije ROS i lipidne peroksidacije, kao i znacajna redukcija
aktivnosti SOD1 pokazani su u mozgu transgenog SOD1%%%*A pacovskog modela ALS (Stamenkovié,
Pavicevi¢, et al., 2017). U transgenom modelu SOD1%4 oksidacija iRNK je pokazana u motornim
neuronima i1 oligodendrocitima u kicmenoj mozdini u presimptomatskoj fazi bolesti i dovodi do
redukovane ekspresije proteina kodiranih oksidovanom iRNK (Y. Chang et al., 2008). U istoj studiji
je pokazano da su neke vrste iIRNK osetljivije na oksidaciju, uklju¢uju¢i iRNK koje imaju ulogu u
elektron transportnom lancu u mitohondrijama, biosintezi proteina, pakovanju proteina,
degradacionim putevima i mijelinizaciji (Y. Chang et al., 2008). Prisustvo mSOD1 u mikrogliji
povecava produkciju superoksida §to je posledica povecane aktivnosti nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze (Harraz et al., 2008). Ekspresija gena Nox2, koji kodira
subjedinicu 2 NADPH oksidaze, poveéana je u mSOD1 misjem modelu i u centralnom nervnom
sistemu (CNS) ALS pacijenata i preZivljavanje SOD1%%A miseva je prolongirano delecijom gena
Nox1 i Nox2 (Marden et al., 2007; D. C. Wu et al., 2006). Studije su pokazale da oksidativni stres
potencijalno pojacava druge patofizioloske procese koji vode degeneraciji motornih neurona,
ukljucujuci ekscitotoksi¢nost, naruseno funkcionisanje mitohondrija, agregaciju proteina, stres ER i
promene u signalizaciji izmedu astrocita i mikroglije (Blackburn et al., 2009; Sargsyan et al., 2005).
Glijske i infiltrirane imunske ¢elije smatraju se najznacajnijim proizvodac¢ima ROS i reaktivnih
azotnih vrsta u patoloskim stanjima u CNS (D’ Ambrosi et al., 2018). lako se ne smatra da su ROS
primarni uzro¢nik ALS, smatra se da ubrzavaju progresiju bolesti (Obrador et al., 2020).

1.2.3 Neuroinflamacija

Neuroinflamacija je odbrambeni mehanizam CNS koji uklanjanjem ili inhibicijom razli¢itih
patogena ima ulogu u zastiti nervnog sistema prilikom infekcije ili oste¢enja (Wyss-Coray & Mucke,
2002). U odgovoru na ostecenje, rezidentne celije CNS oslobadaju medijatore inflamacije,
ukljucujuéi inflamacijske citokine, prostaglandine, slobodne radikale i hemokine koji su signal za
aktivaciju glije i regrutovanje imunskih celija iz krvotoka (Moisse & Strong, 2006). Medutim, usled
endogenih (geneticke mutacije i proteinski agregati) ili egzogenih faktora (infekcija, trauma ili lekovi)
(Glass et al., 2010; Russo & McGavern, 2017) stimulacija inflamacijskog odgovora moze biti
produzena.

Produzeni inflamacijski odgovor je Stetan i inhibira regeneraciju CNS (Kempuraj et al., 2016;
Russo & McGavern, 2017). Produzena neuroinflamacija, u kojoj kljuénu ulogu imaju mikroglija i
astrociti, moze voditi oStecenju neurona (Stephenson et al., 2018) i nastanku i razvoju
neurodegenerativnih bolesti (Kempuraj et al., 2016). U neuroinflamaciji u neurodegeneraciji dolazi
do aktivacije mikroglije i astrocita, odnosno mikroglioze i astroglioze, produkcije inflamacijskih
citokina i neurotoksiénih ili neuroprotektivnih molekula i infiltracije T Celija iz krvotoka (Komine &
Yamanaka, 2016; Philips & Robberecht, 2011). Kroz kompleksne interakcije, reaktivna mikroglija i
astrociti doprinose smrti motornih neurona. Diferencijalni imunski odgovori koji uklju¢uju urodeni i
adaptivni imunski sistem uocavaju se u razli¢itim fazama neurodegenerativnih bolesti i ne samo da
uticu na razvoj bolesti ve¢ bi mogli biti od znacaja i u terapeutskom pristupu (Chitnis & Weiner,
2017).

Mikroglija predstavlja prvu liniju odbrane CNS. Tokom mikroglioze, aktiviranu mikrogliju
odlikuju razli¢ite morfoloske i funkcionalne karakteristike u zavisnosti od aktiviraju¢eg stimulusa i
citokinskog miljea prisutnog u mikrosredini (Ajami et al., 2018; Hooten et al., 2015; Ransohoff,
2016). Aktivirana mikroglija moze da oslobada pro-inflamacijske molekule poput faktora nekroze
tumora o (TNF-a), interferona 1, (IFN-1p), interferona y (IFN-y) i ROS, i anti-inflamacijske faktore
koji uklanjaju ili ograni¢avaju ostecenja, kao Sto su interleukin 4 i 10 (IL-4, 1L-10) i insulinski faktor
rasta 1 (IGF-1) (Hooten et al., 2015; Philips & Robberecht, 2011). Mikroglija ima heterogene
programe aktivacije na koje uti¢u spoljasnje okruzenje i infiltriraju¢i T limfociti (Lewis et al., 2012).

Astrociti pruzaju troficku potporu neuronima, reguliSu krvotok, obezbeduju homeostazu
transmitera i jona u nervnom sistemu, a svojim stopalima nalezu na endotelne ¢elije krvnih kapilara
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sa kojima uz pericite grade krvno-mozdanu barijeru i na oSte¢enja CNS reaguju astrogliozom (L. E.
Clarke & Barres, 2013; Guttenplan & Liddelow, 2019; Sofroniew & Vinters, 2010). U procesu
reaktivne astroglioze dolazi do promene morfologije, genske ekspresije i ¢elijskih funkcija, pri cemu
se u odnosu na tip oste¢enja razlikuju unutar- i vancelijska signalizacija (Sofroniew & Vinters, 2010).
Neuroinflamacija moZze indukovati toksi¢ni aktivacioni fenotip astrocita koji se odlikuje produkcijom
pro-inflamacijskih citokina poput interleukina 1p (IL-1p), interleukina 6 (IL-6), TNF-a, kao i NO, ali
i protektivni fenotip astrocita koji oslobadaju anti-inflamacijske faktore poput IL-6, IL-10 i faktora
rasta tumora p (TGF-B) (Sofroniew, 2015).

Pored mikroglije i astrocita, i drugi ¢elijski tipovi poput makrofaga, prirodnih ¢elija ubica (NK),
mastocita, ali i oligodendrocita i neurona doprinose imunskom odgovoru u CNS (Stephenson et al.,
2018). Urodeni imunski odgovor predstavlja put za oporavak tkiva i obnavljanje homeostaze CNS
(Amor et al., 2014). Produzeni urodeni imunski odgovor moze izazvati oSteCenje i voditi daljoj
aktivaciji mikroglije, astrocita ili oligodendrocita (Kierdorf & Prinz, 2013; Peferoen et al., 2014) kao
i perifernih urodenih imunskih ¢elija, ukljucujuéi NK, T Celije, mastocite (Skaper et al., 2014).

Aktivacija mikroglije je povezana sa infiltracijom pomoc¢ni¢kih CD4™ T ¢elija i citotosksi¢nih
CD8" T ¢elija kroz naruSenu krvno-mozdanu barijeru, kao §to je slu¢aj u ALS (Abrahao et al., 2019;
Engelhardt et al., 1993; Garbuzova-Davis & Sanberg, 2014; Garofalo et al., 2020; Kakaroubas et al.,
2019; Kawamata et al., 1992; Winkler et al., 2014). Zajedno sa poveéanjem infiltracije
encefalitogenih T celija, mikroglija u parenhimu dobija odlike antigen prezentuju¢ih cCelija i kroz
interakciju sa infiltriranim T c¢elijama dovodi do njihove reaktivacije (Schetters et al., 2018).
Citotoksi¢ne CD8" T ¢elije mogu indukovati apoptozu ¢elija posredstvom Fas liganda i egzocitozom
perforina i granzima (Melzer et al., 2009). CD8" T ¢elije oslobadaju TNF-a, IFN-y i imaju ulogu u
eliminaciji inficiranih ¢elija (Lewis et al., 2012). U zavisnosti od aktivacionog fenotipa, CD4" T ¢elije
mogu oslobadati TNF-a, IFN-y, interleukin 2, (IL-2), IL-4, IL-6, IL-10 i ostvarivati razlicite
efektorske funkcije (Kipnis & Schwartz, 2005; Lewis et al., 2012). Na primer, regulatorne T ¢elije
(Treg) imaju ulogu supresije pro-inflamacijskog odgovora oslobadanjem IL-4, IL-10, TGF- (Lewis
etal., 2012). Kod ALS pacijenata i transgenih glodarskih modela u ranim fazama bolesti pokazana je
infiltracija CD4" ¢elija u CNS zajedno sa aktivacijom mikroglije, dok se CD8" ¢elije infiltriraju u
kasnijim fazama bolesti (Andjus et al., 2009; Batavelji¢ et al., 2009, 2011; Beers et al., 2008;
Engelhardt et al., 1993).

Brojne studije su pokazale prisustvo aktivirane mikroglije i astrocita i infiltriranih T ¢elija u
post mortem tkivu ALS pacijenata kao 1 u kicmenoj mozdini transgenih miseva koji eksprimiraju
mSOD1 (Alexianu et al., 2001; Engelhardt et al., 1993; Kawamata et al., 1992; Philips & Robberecht,
2011). U ALS, mikroglioza se desava u motornom korteksu, motornim jedrima produzene mozdine,
duz kortikospinalnog trakta i u ventralnim rogovima ki¢mene mozdine pacijenata (Corcia et al., 2012;
Kawamata et al., 1992; M. R. Turner et al., 2004) kao i u tkivima glodarskih transgenih modela bolesti
(Chiu et al., 2013; Liao et al., 2012; Ohgomori et al., 2016). U ki¢menoj mozdini ALS pacijenata,
astroglioza nije ograni¢ena samo na ventralne rogove, ve¢ se uocava i u dorzalnim rogovima i na
mestima gde kortikospinalni traktovi ulaze u sivu masu (Schiffer et al., 1996).U mozgu se astroglioza
desSava u kortikalnoj sivoj masi, subkortikalnoj beloj masi i nije ogranicena samo na motorni korteks
(Kushner et al., 1991; Nagy et al., 1994). Studija profila ekspresije gena mikroglije sa progresijom
bolesti u SOD1%%** misgjem modelu pokazala je promenu protektivnog fenotipa u toksi¢ni fenotip
(Liao et al., 2012). Povecana ekspresija TNF-a, IL-1p, IL-4, IL-10 i IFN-y pokazana je u krvi ALS
pacijenata (C.-H. Lu et al., 2016). Inhibicija IFN-y je produzila Zivotni vek motornih neurona u
mSODI misjem modelu i dovela je do promene genske ekspresije mikroglije iz neurotoksi¢nog u
neuroprotektivni fenotip (Garofalo et al., 2020). Ekspresija neurotoksi¢nog citokina TNF-a je
povecana kod pacijenata (Poloni et al., 2000) i u simptomatskoj fazi u mSOD1 misjem modelu
(Hensley et al., 2003).



1.2.4 Mehanizam nezavisan od tipa ¢elija

Kako su motorni neuroni pogodeni u ALS, razumevanje mehanizma neurodegeneracije je
najpre navelo na ispitivanje znacaja razlicitih neuronskih mehanizama za pocetak i progresiju bolesti.
Ekspresija SOD1 sa nekom od mutacija G37A, G93A ili G85R specificno samo u motornim
neuronima, nije dovela do razvoja simptoma ALS kod transgenih miseva (Lino et al., 2002;
Pramatarova et al., 2001). Medutim, kasnija ispitivanja na transgenom misjem modelu koji
prekomerno eksprimira SOD1%%** samo u motornim neuronima su dovela do neurodegeneracije i
paralize, ali sa izvesnim razlikama u odnosu na tipi¢ne karakteristike koje se uocavaju kod
konstitutivnog transgenog SOD1%%** migjeg modela (Jaarsma et al., 2008). Zapravo, pojava
simptoma je uocena kasnije sa izrazito varijabilnim vremenom pocetka bolesti, progresija bolesti je
bila sporija i u motornim neuronima nisu uocene patoloske promene kao Sto je vakuolizacija
mitohondrija (Jaarsma et al., 2008). Uocene razlike u ispoljavanju simptoma su nagovestile da iako
su u ALS prvenstveno pogodeni neuroni, glijske ¢elije verovatno imaju zna¢ajnu ulogu u razvoju
bolesti. Znacaj glijskih ¢elija u patologiji ALS istakle su studije selektivne ekspresije mSOD1 u
pojedinac¢nim tipovima glije. Selektivna ekspresija mSOD1 samo u astrocitima (Gong et al., 2000),
mikrogliji (Boillée et al., 2006) ili Svanovim ¢elijama (B. J. Turner et al., 2010) nije dovela do pojave
neurodegeneracije u glodarskim modelima ALS. Prekomerne ekspresije mutiranog TDP-43M37V
specifi¢no u astrocitima dovela je do redukovane ekspresije glutamatnih transportera ovih ¢elija,
GLAST (engl. Glutamate/aspartate transporter; GLAST) i GLT-1 (engl. Glutamate trasnproter 1;
GLT-1) kod ¢oveka poznatih kao EAAT1, odnosno EAAT2 (engl. Excitatory aminoacid transporter
11 2), kao i do progresivnog umiranja motornih neurona, denervacije skeletnih misica i progresivne
paralize (J. Tong et al., 2013). Sa druge strane, selektivno smanjenje ekspresije mSOD1 specifi¢no u
astrocitima u misjem SOD1%3"A transgenom modelu nije uticalo na pocetak bolesti, ali je zna¢ajno
odlozilo aktivaciju mikroglije i usporilo progresiju bolesti (Yamanaka, Chun, et al., 2008). Delecija
TDP-43 takode specifi¢no u astrocitima je dovela do povecane ekspresije komponente komplementa
C1qg u mikrogliji, ali ne i do proliferacije astrocita i mikroglije i gubitka motornih neurona (Peng et
al., 2020). Interesatno je da je u ovom modelu pokazano da dolazi do gubitka zrelih oligodendrocita
dok broj prekursora oligodendrocita ostaje nepromenjen (Peng et al., 2020). Selektivno smanjenje
ekspresije mSOD1 u oligodendrocitima u SOD1%3"4 modelu je dovelo do odlaganja pocetka bolesti
I smanjenja astroglioze i mikroglioze u kiémenoj mozdini (Kang et al., 2013). Smanjenje ekspresije
mSODI1 specifiéno u mikrogliji u transgenom mSOD1%¥"R modelu ne dovodi do odlaganja pocetka
bolesti, ali je progresija bolesti usporena (Boillee et al., 2006). Ekspresija nemutiranog SOD1 proteina
specifi¢no u mikrogliji u mSOD1%%* transgenom modelu dovela je do odlaganja smrti neurona i
produzila je prezivljavanje (Beers et al., 2006). Ekspresija SOD1%3'R specifi¢no u oligodendrocitima
i motornim neuronima u kombinaciji sa ekspresijom nemutiranog SOD1 u drugim tipovima ¢elija je
dovela do odlaganja poc¢etka bolesti i ukazala na znacaj glije za pocetak simptoma ALS (Yamanaka,
Boillee, et al., 2008). Sasvim iznenadujuée, smanjenje ekspresije mSODI1 specifi¢no u Svanovim
¢elijama dovodi do ubrzane progresije bolesti, suprotno efektu koji ima manipulacija mSOD1 u
drugim glijskim c¢elijama (Lobsiger et al., 2009). Selektivna redukcija i ekspresija mSOD1 u
razli¢itim ¢elijskim tipovima ukazuje na znacaj glijskih ¢elija u po¢etku i progresiji ALS i sugeriSe
da se bolest razvija kroz mehanizme nezavisne od posebnog tipa celija, ali zavisne od interakcije
razli¢itih tipova ¢elija (Lobsiger & Cleveland, 2007).

Reaktivna mikroglioza i znafajno poveéana ekspresija jonizovanog Ca?*-vezujudeg
adaptorskog molekula 1 (engl. lonized calcium-binding adaptor molecule 1; Ibal) markera mikroglije
uoceni su u ventralnim rogovima lumbalnog regiona post mortem tkiva svih ispitivanih pacijenata sa
mutacijom u genu SOD1, nekih pacijenata sa mutacijom u genu CO9ORF72 i SALS pacijenata (Spiller
et al., 2018). Analiza transkriptoma post mortem korteksa ALS pacijenata pokazala je aktivaciju glije
u 19% slucajeva i to povecCanu ekspresiju genskih markera mikroglije IBA1 i TREMZ2,
oligodendrocita, MOG i OLIG2, i astrocita, CD44 i GFAP (Tam et al., 2019).
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1.2.4.1 Mikroglija

Mikroglija je mezenhimalnog porekla i predstavlja rezidentne imunske ¢elije CNS. Mikroglija
ima ulogu u odrzavanju normalog funkcionisanja CNS, sinapti¢koj regulaciji i zastiti neurona od
infekcija ili povreda (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; Schafer et al., 2013). Osobine
mikroglije oblikuju se ontoloski i pod uticajem lokalnih stimulusa u CNS (F. C. Bennett et al., 2018).
Studije na pojedina¢nim ¢elijama pokazuju regionalnu heterogenost humane (Ajami et al., 2018;
Bottcher et al.,, 2019; Hammond et al., 2019; Q. Li et al., 2019) i misje (Grabert et al., 2016;
Nikodemova et al., 2014) mikroglije ukazujuéi na znacajan diverzitet u mladim i starim zivotinjama,
kao i u bolesti u odnosu na normalno adultno doba.

U zdravom nervnom sistemu mikroglija je ramifikovana, odlikuje se malim ¢elijskim telom i
brojnim nastavcima koji se pruzaju i povlace, kontinuirano ,,nadgledajuci mikrosredinu. Na ovaj
na¢in mikroglija okruzuje, preuzima i procesom fagocitoze uklanja mikroorganizme, $tetne partikule
i apoptotske Celije odrZzavajuci tako homeostazu i stite¢ci CNS od osStecenja (Galloway et al., 2019;
Vilalta & Brown, 2018; Wolf et al., 2017). U odgovoru na povrede i brojna ostecenja (Hanisch &
Kettenmann, 2007; Philips & Robberecht, 2011), mikroglija hemotaksi¢éno usmerava nastavke ka
mestu povrede (Madry & Attwell, 2015), ¢elijsko telo se uvecava, zadobija ameboidnu morfologiju i
prelazi u aktiviranu formu. U cilju uklanjanja ili ograni¢avanja neurodegenerativnih ostecenja,
mikroglija moze formirati Celijske klastere. Formiranje neuroprotektivnih klastera mikroglije oko
formiranih plaka amiloida  uo¢ava se u modelu AB u ranim fazama bolesti (Paasila et al., 2019). U
eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu, Zivotinjskom modelu multiple skleroze (MS),
aktivirana mikroglija formira perivaskularne klastere na mestima ulaska fibrinogena u tkivo kroz
naru$enu krvno-mozdanu barijeru (Davalos et al., 2012). Aktiviranu mikrogliju odlikuje povecana
ekspresija kako pan-mikroglijskih markera, CD11b i Ibal, tako i markera aktivirane mikroglije poput
CD68 (Jurga et al., 2020). Mikroglija menja svoju morfologiju od takozvanog nadgledajuceg stanja,
koje je karakterisano malim ¢elijskim telom i tankim razgranatim nastavcima, u aktivirano stanje koje
odlikuje uvecano ¢elijsko telo, zadebljali i skraceni nastavci. Tokom aktivacije, pored razli¢itih nivoa
morfoloskih promena, mikroglija menja 1 gensku ekspresiju u odgovoru na povredu, infekciju ili
neurodegenerativne promene (Ajami et al., 2018; Hammond et al., 2019; Haruwaka et al., 2019;
Mathys et al., 2017; Szalay et al., 2016). Mikroglija ima ulogu antigen-prezentujucih celija i
eksprimira receptore za prepoznavanje, CD14, TLR-2 i TLR-4 (engl. Toll-like receptor-2, 4), koji
iniciraju imunski odgovor i signalni put preko NF-xB. Aktivacija mikroglije sa lipopolisaharidom
(LPS) i sa IFN-y promovise pro-inflamacijsku reakciju koja podsti¢e produkciju ostalih pro-
inflamacijskih citokina, medu kojima TNF-a, IL-1B i IFN-1f i NO dovode do neuroloskih ostecenja,
dok IL-4 indukuje anti-inflamacijski fenotip mikroglije koji pomaze oporavak tkiva (Nguyen et al.,
2017).

Molekularne obrasce povezane sa patogenima (engl. Patogen associated molecular pattern;
PAMP) kao i molekularne obrasce povezane sa oStecenjima (engl. Damage associated molecular
pattern; DAMP) prepoznaju receptori na mikrogliji i pokre¢u imunski odgovor. Razli¢iti PAMP i
DAMP pokre¢u imunski odgovor mikroglije formiranjem intracelularnin kompleksa proteina koji se
karakterisu aktiviranjem inflamatornih kaspaza (T. Liu et al., 2017). Ovi multiproteinski kompleksi
¢ine inflamazom. Receptor za formiranje inflamazoma jeste NLRP3 (engl. NOD-, LRR- and pyrin
domain-containing protein 3) unutarcelijski senzor koji ucestvuje u formiranju i aktivaciji NLRP3
inflamazoma (Swanson et al., 2019). Naime, PAMP i DAMP signali izazivaju povecanje ekspresije
NLRP3 i citokinskih prekursora sto je praceno formiranjem i aktivacijom inflamazoma, aktivacijom
kaspaze 1 i oslobadanjem pro-inflamatornih IL-1f i IL-18 (Deora et al., 2020). U nekim slu¢ajevima,
aktivacija inflamazoma moze voditi piroptotskom tipu ¢elijske smrti (Swanson et al., 2019).

Mikroglija in vitro eksprimira kalijumske jonske kanale od kojih su najzastupljeniji: ulazni
ispravljacki K* kanal 2.1 (Kir2.1), voltazno zavisni K* kanal 1.3 (Kv1.3), Ca?" aktivirani K* kanal
3.1 (Kca3.1) (Lively & Schlichter, 2018; Nguyen et al., 2017). Ovi K* kanali imaju znac¢ajnu ulogu u
osnovnim funkcijama mikroglije, kao Sto su proliferacija, migracija i fagocitoza, kao i U odrzavanju
membranskog potencijala mikroglije (Izquierdo et al., 2019). Nakon izlaganja mikroglije u kulturi
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inflamatronim agensima, kao $to su LPS ili pro-inflamatorni citokini IFN-y i TNF-a, dolazi do njene
aktivacije. Pri tom dolazi do promene ekspresije K* kanala i aktiviranu mikrogliju odlikuje prisustvo
ulazne i izlazne K* provodljivosti (Boucsein et al., 2000; Lively & Schlichter, 2018; Norenberg et al.,
1992). Fenotipske karakteristike mikroglije, ramifikacija i sposobnost nadgledanja sredine zavise od
njenog membranskog potencijala (lzquierdo et al., 2019). Primarna kultura misje mikroglije
aktivirana sa LPS ili IFN-y pokazuje poveéanje Kv1.3 struja, ali ne i Kca3.1 i Kir2.1 struja (Nguyen
et al., 2017). Promena Kir struja nije uo¢ena u primarnoj kulturi pacovske mikroglije stimulisanoj
kombinacijom pro-inflamatornih IFN-y i TNF-a, kao ni pri stimulaciji anti-inflamatornim 1L-10, dok
je smanjenje Kir struja uo¢eno stimulacijom anti-inflamatornim citokinom IL-4 (Lam & Schlichter,
2015). Povecanje izlazne Kv1.3 struje je uoceno nakon tretmana pro-inflamatornim faktorima INF-y
i TNF-a, kao i anti-inflamatornim faktorom IL-4 (Lam et al., 2017). Blokiranje Kv1.3 i Kca3.1 na
misjoj mikrogliji inhibiralo je produkciju pro-inflamatornih citokina isti¢uéi njihov znacaj u aktivaciji
ovih ¢elija (Nguyen et al., 2017).

1.2.4.1.1 Mikroglija u ALS

Aktivacija mikroglije pokazana je kod ALS pacijenata (Corcia et al., 2012; M. R. Turner et al.,
2004) i u transgenim glodarskim modelima bolesti (Chiu et al., 2013; Liao et al., 2012; Ohgomori et
al., 2016). U post mortem tkivu ALS pacijenata mikroglioza je uo¢ena u motornim regionima mozga
i u ventralnim rogovima ki¢mene mozdine (Kawamata et al., 1992). Aktivacija mikroglije i povec¢ana
ekspresija CD68 i Ibal markera su pokazani u ki¢menoj mozdini sALS pacijenata (Brettschneider et
al., 2012). Izu¢avanje celokupnog transkriptoma celija ventralnih rogova lumbalnog regiona kicmene
mozdine sALS pacijenata pokazalo je povecanje ekspresije gena koji su poreklom iz ¢elija glije i koji
su uglavnom ukjuceni u neuroinflamaciju i celijsku smrt (D’Erchia et al., 2017). Analiza
transkriptoma motornog korteksa SALS pacijenata pokazala je prisustvo podgrupe mirkroglije koju
karakteriSe ekspresija gena specificnih za bolest/degeneraciju (engl. Degeneration associated
microglia; DAM) (Dols-Icardo et al., 2020). Ovu podgrupu mikroglije karakteriSe izmedu ostalog
povecéana ekspresija Trem2, Tyrobp, Lpl i Cst7 gena, kao i redukovana ekspresija P2yr12 i Cx3crl
(Keren-Shaul et al., 2017). Pracenje neuroinflamacije pozitron emisionom tomografijom upotrebom
razli¢itih TSPO liganada (engl. 18 kDa translocator protein), kod ALS pacijenata pokazalo je
prisustvo aktivirane mikroglije i reaktivnih astrocita u primarnom motornom, premotornom i
temporalnom korteksu (Alshikho et al., 2019; Corcia et al., 2012; M. R. Turner et al., 2004).
Aktivacija mikroglije uoc¢ena je na pocetku bolesti u mSOD1 misjim modelima (Alexianu et al., 2001;
Almer et al., 1999; Chiu et al., 2008). Povecana ekspresija CD11b uocena je u ventralnim rogovima
kiémene mozdine u ranoj presimptomatskoj fazi bolesti koja je pra¢ena povecanjem ekspresije
markera inflamacije sa progresijom bolesti (Alexianu et al., 2001; Saxena et al., 2009). Smatra se da
je proliferacija mikroglije u ALS poreklom od rezidentne mikroglije, a ne od infiltracije i
diferencijacije mijeloidnih ¢elija iz krvotoka kroz krvno-mozdanu barijeru (Ajami et al., 2007;
Gowing et al., 2008; Solomon et al., 2006). Uklanjanje mSOD1 specificno iz mikroglije koja
eksprimira CD11b nije uticalo na trenutak pocetka bolesti, ali je produZilo Zivotni vek mis§jeg modela,
ukazujuci na znacaj mikroglije u progresiji bolesti (Boillee et al., 2006). Dok ranije studije pokazuju
znacaj mikroglije prevashodno u progresiji bolesti, ispitivanje transkriptoma ki¢mene mozdine
mSOD1 misa pokazalo je da promene u ekspresiji gena mikroglije i njene narusene funkcije nastupaju
znatno pre degeneracije motornih neurona i aktivacije astrocita (Maniatis et al., 2019). Naime, u
pomenutoj studiji je pokazana povecana ekspresija gena Trem2 i Tyrobp u ventralnim rogovima i
ventralnoj beloj masi kicmene mozdine u presimptomatskoj fazi (Maniatis et al., 2019). Proteini koje
kodiraju Trem2 i Tyrobp formiraju kompleks koji pokreée fagocitozu i modulise citokinsku
signalizaciju u mikrogliji (Deczkowska et al., 2018; Evans & Holzbaur, 2019). Ovaj kompleks
ukljucuje 1 produkte gena Apoe i Lpl i aktiviran je kad mikroglija fagocituje apoptotske neurone
(Maniatis et al., 2019). Izlaganje mikroglije vancelijskoj mSOD1 dovodi do njene aktivacije (Roberts
et al., 2013). Pored toga, pokazano je da vancelijska mSOD1 dovodi do smrti motornih neurona i da
taj mehanizam ukljucuje toksi¢ni efekat mikroglije na neurone (Roberts et al., 2013; Zhao et al.,
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2010). Prekomerna ekspresija mSOD1 u neonatalnoj mikrogliji deluje toksi¢no na motorne neurone
u kokulturi, a aktivacija mikroglije koja eksprimira mSOD1 tretmanom sa LPS dovodi do jos
izrazenije smrtnosti neurona u kokulturi (Xiao et al., 2007). Studija Frakes i kolega (Frakes et al.,
2014) je pokazala da adultna mikroglija, koja eksprimira SOD1%%** dovodi do smrti motornih
neurona u kokulturi preko NF-kB, dok kokultura motornih neurona sa neonatalnom mikroglijom koja
eksprimira mSOD1 nije imala efekat na prezivaljavanje motornih neurona. Transkripcioni faktor NF-
kB ima znacajnu ulogu u regulaciji inflamatornih odgovora i kod ALS pacijenata i kod misjeg modela
gde je uocena njegova povecana ekspresija (Frakes et al., 2014). Ista studija je pokazala povecanje
aktivacije NF-kB u ALS vezano za mikrogliju, jer inhibicija NF-kB specifi¢no u mikrogliji dovodi
do smanjene smrtnosti motornih neurona i do produzenja zivota mSOD1 misa.

Isptivanje uloge TARDBP, FUS i C9ORF72 u mikrogliji, ukazalo je na njena naruSena svojstva
u neurodegeneraciji u ALS. Aktivacija mikroglije uocena je kod miSeva koji eksprimiraju aberantnu
formu skra¢enog proteina FUS koji je lokalizovan u citoplazmi i to pre i nakon poc¢etka ALS (Funikov
etal., 2018), sugeriSuéi da je promenjena lokalizacija FUS dovoljna da indukuje aktivaciju mikroglije
(B. E. Clarke & Patani, 2020). Mikroglija koja ne eksprimira TDP-43 ima povecanu fagocitnu
funkciju, posebno u uklanjanju proteinskih agregata (Paolicelli et al., 2017). Mikroglija koja ne
eksprimira COORF72 mozZe prec¢i u aktiviranu formu, ali ne izaziva smrt motornih neurona (O’Rourke
etal., 2016).

1.2.4.2 Astrociti

Astrociti su glijske c¢elije CNS uklju¢ene u odrzavanje jonske homeostaze, uklanjanje i
katabolizam neurotransmitera, odrzavanje krvno-mozdane barijere i regulaciju metabolicke
homeostaze sintezom glikogena i snabdevanjem neurona energetskim supstratima (Verkhratsky &
Nedergaard, 2018). Medu proteinima eksprimiranim u astrocitima prisutni su i ulazni ispravljacki K*
kanal 4.1 (Kir4.1), akvaporin 4 (AQP4) i glutamatni transporteri GLT1 (EAAT2) i GLAST (EAAT1)
(Higashi et al., 2001; Mahmoud et al., 2019; Nagelhus et al., 2004). Astrocitna stopala blisko okruzuju
mesta pre- i i postsinapse i ucestvuju u formiranju tripartitne sinapse (Araque et al., 1999). Nakon
sinapti¢ke aktivnosti, astrociti preuzimaju preostali glutamat, dok vancelijski K* osloboden tokom
sinapticke aktivnosti reguliSu Kir4.1 obezbeduju¢i nesmetano funkcionisanje neurona i prenos
signala (Kofuji & Newman, 2004; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Pored regulacije sastava
vancelijske sredine, astrociti pruzaju i trofiCku potporu neuronima preuzimanjem glukoze iz krvi
(Falkowska et al., 2015). Naime, astrociti imaju mogucnost skladistenja glikogena koji tokom
poveéane aktivnosti neurona kataboliSu i dopremaju laktat neuronima obezbedujuci energetski
supstrat za njihovo funkcionisanje (Falkowska et al., 2015). Astrociti zajedno sa mikroglijom
predstavljaju glavni odbrambeni sistem CNS i oblikuju imunski odogovor u neuroinflamaciji i
neurodegeneraciji (Sofroniew, 2020; Stephenson et al., 2018).

U neurodegenerativnim bolestima, kao sto je ALS, astrociti menjaju morfoloska i funkcionalna
svojstva i postaju reaktivni u odgovoru na brojne stimuluse, medu kojima su i solubilni faktori koje
oslobada mikroglija (Liddelow et al., 2017). Reaktivna astroglioza je odgovor astrocita na povredu
ili degenerativne promene u CNS. Reaktivni astrociti menjaju svoj transkripcioni profil, posebno u
vezi sa genima Kkoji su odgovorni za sintezu vancelijskog matriksa i aktinskih filamenata u osnovi
morfoloskih promena, zatim citokina i proteina za prezentaciju antigena i komplementa (Verkhratsky
& Nedergaard, 2018). Ove promene u ekspresiji gena pogadaju razli¢ite procese i dovode do
hipertrofije 1 proliferacije astrocita i oslobadanja pro- i anti-inflamacijskih citokina, hemokina,
interferona i faktora rasta i komponenata vancelijskog matriksa (Zamanian et al., 2012). Faktori IL-
la, TNF i Clq koje osloboda mikroglija indukuju specifican fenotip astrocita koji imaju toksic¢an
efekat na kortikalne neurone, embrionalne spinalne motorne neurone i diferencirane oligodendrocite,
ali ne i na oligodendrocitne prekursore (Liddelow et al., 2017). Pokazano je da kod hroni¢ne
neurodegeneracije aplikacija pro-inflamacijskih faktora IL-1B i TNF-o u mozak Zivotinja izaziva
povecéanu sintezu ovih citokina u mikrogliji, dok su astrociti pokazali pove¢anu ekspresiju NF-«xB i
intenzivno oslobadanje razlic¢itih hemokina u visokoj koncentraciji (Hennessy et al., 2015). Astrociti
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izolovani i diferencirani iz post mortem tkiva lumbalne ki¢mene mozdine fALS i SALS pacijenata
imaju toksi¢ni efekat na motorne neurone (Haidet-Phillips et al., 2011). Astrociti diferencirani iz
humanih embrionalnih mati¢nih ¢elija koji eksprimiraju SOD1%3"R aktiviraju inflamacijski odgovor i
smanjuju prezivljavanje motornih neurona u kokulturi (Marchetto et al., 2008). Sli¢no, astrociti sa
mutacijom R521G u genu FUS pokrecu inflamacijski odgovor i oslobadaju TNF-a i dovode do
degeneracije motornih neurona u kokulturi (Kia et al., 2018). Ove studije su zapravo pokazale da
astrociti oslobadaju razlicite solubilne faktore koji uti¢u na prezivljavanje motornih neurona u ALS.

1.2.4.3 Karakteristi¢na svojstva oligodendrocita

Oligodendrociti su glijske celije ¢ije su osnovne funkcije mijelinizacija aksona i pruzanje
troficke i metaboli¢ke potpore neuronima (Y. Lee et al., 2012; Nave, 2010). Oligodendrociti formiraju
mijelinski omota¢ oko aksona i obezbeduju brzo skokovito prostiranje signala. Kontakt aksona sa
vancelijskom sredinom je ogranicen na mesta Ranvijerovih nodusa $to naglaSava znacaj
oligodendrocita u obezbedivanju i tansportu metabolita do aksona.

U mozgu i kicmenoj mozdini se razlikuju potklase oligodendrocita koje imaju razli¢ito poreklo
(Bradl & Lassmann, 2010). U mozgu razlikujemo tri linije nastanka oligodendrocita (Kessaris et al.,
2006), dok u ki¢menoj mozdini oligodendrociti poti¢u iz specijalizovanih domena ventralne
ventrikularne zone, odakle se prvo razvijaju prekursori motornih neurona, a potom prekursorske celije
oligodendrocita (OPC). Od ventralnih OPC diferencira se 85-90% oligodendrocita (Q. R. Lu et al.,
2002), dok ostatak potice iz dorzalne kicmene mozdine (Cai et al., 2005). Pre kraja prve postnatalne
nedelje, javlja se populacija OPC ¢elija koja se zadrzava u adultnom dobu i predstavlja progenitore
novih mijelinizujuc¢ih oligodendrocita u mozgu i kiémenoj mozdini tokom ranog postnatalnog i
odraslog doba (Kang et al., 2010; Psachoulia et al., 2009). 1z proliferiSucih prekursorskih ¢elija
oligodendrocita (OPC ili NG2") razvijaju se premijelinizujué¢i oligodendrociti koji stupaju u kontakt
sa aksonom i izgraduju filamentozne mijelinske slojeve koji obavijaju akson (E. G. Hughes &
Stockton, 2021; Kuhn et al.,, 2019). Oligodendrociti u ovoj fazi pocinju da eksprimiraju
citoplazmatski protein 2°, 3’-cikli¢ni nukleotid 3’-fosfodiesterazu (CNPaza) (Braun et al., 1988;
Kuhn et al., 2019). CNPaza ima dve izoforme od 46 i 48 kDa i mijelinizujuci oligodendrociti
eksprimiraju obe izoforme (Scherer et al.,, 1994). Njena prevashodna uloga je u odrzavanju
citoplazme i citoskeletnih elemenata oligodendrocita koji su unutaréelijska potpora za formiranje
mijelina (Snaidero et al., 2017). Zreli diferencirani oligodendrociti mijelinizuju aksone i
predominantno eksprimiraju mijelinski bazni protein (MBP) i proteolipidni protein (PLP) (Kuhn et
al., 2019).

Oligodendrociti ostvaruju direktan kontakt sa aksonima i predstavljaju znacajan izvor
metabolita (Vandoorne et al., 2018). Oligodendrociti eksprimiraju transporter monokarboksilatne
kiseline 1 (MCT1) (Y. Lee et al., 2012; Philips & Rothstein, 2017; Saab et al., 2016) koji transportuje
laktat do aksona i na taj nacin pruzaju metabolicku potporu neuronima u mehanizmu nezavisnom od
mijelinizacije (Y. Lee et al., 2012). Inhibicija MCT1 u organotipskim presecima ki¢mene mozdine u
kulturi smanjuje preZivljavanje neurona, dok diretkno dodavanje laktata u medijum sprecava
degeneraciju. U heterozigotnom misjem modelu koji ne eksprimira MCT1 do$lo je do pojave
aksonopatije i aktivacije glijskih ¢elija u mozgu i kicmenoj mozdini (Y. Lee et al., 2012). Studija
delecije gena Mctl u prekursorskim ¢elijama oligodendrocita i oligodendrocitima pokazala je da
zivotinje koje ne eksprimiraju Mctl razvijaju aksonsku degeneraciju i hipomijelinizaciju tek tokom
kasnijeg adultnog doba isti¢uéi znacaj oligodendrocita u energetskom snabdevanju neurona (Philips
et al., 2021). Sematski prikaz energetskog snabdevanja neurona od strane oligodendrocita dat je na
Slici 4.
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Slika 4. Sematski prikaz oligodendrocita i aksonskih monokarboksilatnih transportera. Oligodendrociti
transportuju laktat ili druge monokarboksilate u periaksonalni prostor preko monokarboksilatnog transportera 1 (MCT1).
1z ovog prostora, laktat moze biti preuzet od strane aksona preko monokarboksilatnog transportera 2 (MCT2), preveden
u piruvat aktivnoséu laktatne dehidrogenaze, i uveden u mitohondrije u proces oksidativne fosforilacije i generacije ATP.
Preuzeto i izmenjeno iz (Morrison et al., 2014).

Studije delecije gena koji kodiraju mijelinske markere oligodendrocita, PLP i MBP, ukazale su
na metabolicku ulogu koju oligodendrociti imaju u funkcionisanju neurona (Philips & Rothstein,
2017). U transgenom modelu misa u kome je uklonjen gen za mijelinski protein PLP formiran je
kompaktan mijelin, medutim, uoceno je oticanje aksona i degeneracija (Griffiths et al., 1998;
Rosenbluth et al., 2006). Smatra se da degeneraciji aksona doprinosi naruseni aksonski transporta §to
isti¢e neophodnost metaboli¢ke podrske od strane oligodendrocita (Griffiths et al., 1998; Philips &
Rothstein, 2017). Sa druge strane, u transgenom mi$u koji ne eksprimira protein MBP, formirani
mijelin nije kompaktan. Nije uocena degeneracija aksona, medutim zivotinje su imale spazam misica
ukazujuci na naruSenu genezu akcionih potencijala (Philips & Rothstein, 2017). Fenotip zZivotinjskih
modela koji ne eksprimiraju MBP ili PLP ukazuje na to da oligodendrociti uti¢u na funkcionalnost
neurona nezavisno od njihove sposobnosti da obezbede normalnu provodljivost aksona (Philips &
Rothstein, 2017). Misji model koji ne eksprimira CNPazu pokazuje progresivnu degeneraciju aksona
posebno izrazenu u lumbalnom regionu ki¢mene moZzdine, motorna oSte¢enja, aktivaciju mikroglije,
Sto je dovelo do prerane smrti, ali nije uo¢ena znac¢ajna narusenost kompaktnosti mijelina (Lappe-
Siefke et al., 2003). CNPaza ima znacajnu ulogu u organizaciji aktinskog citoskeleta i zajedno sa
MBP uti¢e na organizaciju i kompaktnost mijelina i na formiranje mijelinskih nanokanala za transport
malih molekula i metabolita (Saab et al., 2016; Snaidero et al., 2017; Zuchero et al., 2015). Mijelinski
nanokanali su lokalizovani na unutra$njoj strani mijelinskog paranodusa i orijentisani su prema
aksonu sa ciljem obezbedivanja energetske potpore, aktivnosti i integriteta aksona. Jedan od tako
orijentisanih transportera jeste MCT1 transporter koji omoguéava metabolicku potporu aksonima
neurona u mehanizmu nezavisnom od mijelinizacije (Y. Lee et al., 2012).
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Studije na glodarskim modelima ukazale su na zna¢aj membranskih svojstava oligodendrocita
tokom diferencijacije i sazrevanja (Schirmer et al., 2018). Zreli mijelinizuju¢i oligodendrociti u
optickom nervu eksprimiraju Kir4.1 koji moze biti u vidu homomera ili formirati heteromere sa
unutra$njim ispravljackim K* kanalom 5.1 (Kir5.1) (Brasko et al., 2017). Ekspresija Kir4.1 u
oligodendrocitima pokazana je u telima perinodalnih oligodendrocita i na unutraSnjem mijelinskom
jezicku lokalizovanom uz akson (Schirmer et al., 2018). Prisustvo Kir struja pokazano je i in situ u
oligodendrocitima na presecima mozga (Gipson & Bordey, 2002). In vitro studije na animalnim
oligodendrocitima i oligodendrocitima diferenciranim iz humanih pluripotentnih mati¢nih éelija
ukazale su na promene u membranskim svojstvima i ekspresiji kanala oligodendrocita tokom
njihovog sazrevanja (Ferraiuolo et al., 2016). Nezreli oligodendrociti u kulturi eksprimiraju voltazno
zavisne Na* kanale, K™ zavisne izlazne ispravljacke kanale i A-tip K™ kanala, ¢ija se ekspresija
redukuje tokom diferencijacije u zrele oligodendrocite (Sontheimer et al., 1989). Nasuprot smanjenju
ekspresije Na* struja tokom diferencijacije oligodendrocita, povec¢ava se ekspresija ulaznih Kir struja
(Sontheimer et al., 1989). U oligodendrocitima je eksprimiran ulazni Kird.1 (Kalsi et al., 2004,
Poopalasundaram et al., 2000) ¢ija se ekspresija povecava tokom sazrevanja i starenja (Schirmer et
al., 2018). Smatra se da ovaj kanal doprinosi sazrevanju oligodendrocita, mijelinizaciji i odrzavanju
membranskog potencijala mirovanja (Chang et al., 2000; De Biase et al., 2010; Livesey et al., 2016;
Maldonado et al., 2013; C. Neusch, 2006; Ono et al., 2001; Sontheimer et al., 1989). Znacaj Kir4.1 u
razvoju oligodendrocita i mijelinizaciji pokazan je u kulturi oligodendrocita izolovanih iz misa koji
ne eksprimiraju Kir4.1 (Kir4.1""). Membranski potencijal Kir4.17- oligodendrocita je depolarizovan
ukazujuéi na znadaj kanala za K* u uspostavljanju potencijala mirovanja. Pored toga, Kir4.1”
oligodendrocite karakteriSe manje telo i manji broj nastavaka, kao i1 znac¢ajno redukovana proizvodnja
mijelina u odnosu na kontrolne oligodendrocite (Neusch et al., 2001). Kir4.17- oligodendrociti sporije
uklanjaju vancelijski K* i pokazuju usporen oporavak neurona nakon intenzivne stimulacije, $to
dovodi do povecane aktivnosti neurona (Larson et al., 2018).

1.2.4.3.1 Oligodendrociti u ALS

Naru$ena svojstva oligodendrocita, posebno metabolicka potpora aksonima, su uoceni u vise
neurodegenerativnih oboljenja poput ALS, AB, PB i HB (Morrison et al., 2013). Nove studije
pokazuju da su oligodendrociti uklju¢eni u patofizioloske promene u ALS. Akumulacija agregata koji
sadrZze mutirane proteine, poput SOD1 (Ferraiuolo et al., 2016; Forsberg et al., 2011), TDP-43 i FUS
(Nonneman et al., 2014; Traiffort et al., 2021), uocena je u oligodendrocitima ALS pacijenata. U
motornom korteksu ALS pacijenata pokazana je smanjena ekspresija receptora MCT1 u
oligodendrocitima (Y. Lee et al., 2012). Medutim, kod ovih pacijenata nije uo¢ena promena
ekspresije oligodendrocitnog markera CNPaze (Y. Lee et al., 2012). Sli¢no, ekspresija CNPaze nije
promenjena ni u transgenom SOD1%%A migu, ali je uoeno smanjenje ekspresije MBP (Kang et al.,
2013; Philips et al., 2013). U ki¢menoj mozdini istog zivotinjskog modela u ranoj simptomatskoj fazi
pokazana je smanjena ekspresija MCT1 kako na nivou iRNK, tako i na proteinskom nivou (Y. Lee et
al., 2012). U SOD1%%** ALS modelu detektovana je oksidovana iRNK koja kodira proteine uklju¢ene
u mijelinizaciju i pakovanje proteina (Y. Chang et al., 2008). Kako ostecenja iRNK dovode do
redukcije ekspresije proteina, ove promene bi mogle doprineti degeneraciji oligodendrocita koja se
desava u ALS (Nonneman et al., 2014).

Degeneracija oligodendrocita je uofena u sivoj masi ventralnih rogova kicmene mozdine
SOD1%%A misa u presimptomatskoj fazi, dok su ove promene postajale izraZenije sa progresijom
bolesti (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). Uprkos degeneraciji, broj oligodendrocita u
terminalnoj fazi bolesti nije promenjen u odnosu na kontrolne Zivotinje usled izraZene proliferacije
NG2" prekursora oligodendrocita koja se uocava u ventralnim rogovima ALS transgenog modela
(Kang et al.,, 2013). Iako OPC kompenzuju broj odumrlih oligodendrocita, one ne dostizu
funkcionalnu zrelost oligodendrocita (Kang et al., 2010). Oligodendrociti koji vode poreklo od
proliferiSu¢ih NG2* prekursora Cesto se uocavaju u blizini degenerisu¢ih aksona i pokazuju
redukovanu ekspresiju MCT1 i njihovi nastavci ¢esto ne kolokalizuju sa MBP, ukazujuéi na to da ne
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dosezu nivo sazrevanja mijelinizujucih oligodendrocita (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013).
Uporedo sa degeneracijom oligodendrocita uocCena je i naruSena mijelinska struktura oko
degenerisucih aksona u mi$jem modelu ALS (Kang et al., 2013). In vitro studije na oligodendrocitima
iz ALS transgenih modela, kao i oligodendrocitima diferenciranim iz mati¢nih ¢elija sALS pacijenata,
pokazale su povecanu smrtnost motornih neurona u kokulturi (Ferraiuolo et al., 2016). U istoj studiji
je pokazano da smanjenja ekspresija mSOD1 u oligodendrocitima spre¢ava smrt motornih neurona
ukazuju¢i na patofozioloski znacaj prisustva mSOD1 u ALS oligodendrocitima. Za razliku od
oligodendrocita koji su eksprimirali mSOD1, oligodendrociti diferencirani iz pluripotentnih mati¢nih
¢elija pacijenata sa mutacijom u C9ORF72 nisu pokazali narusenu diferencijaciju i sazrevanje
(Ferraiuolo et al., 2016).

1.3 Interakcija oligodendrocita i mikroglije u fizioloSkim i patoloSkim
uslovima

Znacaj interakcije mikroglije i oligodendrocita je uocen u ranim fazama mijelinizacije tokom
razvi¢a. Mikroglija ima bitnu ulogu u pravilnoj mijelinizaciji kroz proces fagocitoze prekursora
oligodendrocita i premijelinizujucih oligodendrocita (Nemes-Baran et al., 2020). Jedna od studija je
otkrila da aktivnost neurona reguliSe fagocitozu mijelina od strane mikroglije (A. N. Hughes & Appel,
2020). Gajenje oligodendrocita i mikroglije u kokulturi pokazalo je da mikroglija stimulise
oligodendrocite da sintetiSu mijelin-specifi¢ne proteine ukljuc¢ujéi MBP i PLP (Hamilton & Rome,
1994). Misevi deficijentni za fraktalkinski receptor u mikrogliji imaju povecan broj oligodendrocita
i formiraju mnogo tanji mijelin u korpus kalozumu (Nemes-Baran et al., 2020). Subpopulacija
mikroglije koja eksprimira CD11c kodiran genom Itgx je odgovorna za pravilnu mijelinizaciju tokom
razvi¢a (Wlodarczyk et al., 2017). Ovi autori su pokazali da CD11c* populacija mikroglije eksprimira
specifican set gena tokom neonatalnog razvica koji imaju veliki zna¢aj za mijelinizaciju (Wlodarczyk
et al., 2017). Ista studija je pokazala da je CD11c* subpopulacija mikroglije prisutna i u adultnom
mozgu i to u klasterima mikroglije koji se formiraju u toku repopulacije mikroglije nakon ablacije.

Patoloske promene oligodendrocita su odlika ALS, MS tipa neuromielitis optica, ishemije, AB,
PB i drugih inflamatornih bolesti CNS (Peferoen et al., 2014). Znacaj interkacije mikroglije i
oligodendrocita je pokazan i u migjem modelu mSOD1%%* gde je uoceno da aktivirana mikroglija
okruzuje oligodendrocite u degeneraciji (Kang et al., 2013). Naime, pokazano je da oligodendrociti
u ALS eksprimiraju iseéenu kaspazu 3 koja je markere apoptoze (Kang et al., 2013; Philips et al.,
2013). Jedna od uloga mikroglije jeste upravo fagocitoza apoptotskih ¢elija (Galloway et al., 2019)
te je moguce da se aktivirana mikroglija okuplja oko apoptotskih oligodendrocita u ALS (Kang et al.,
2013).

Progresivna neurodegeneracija motornih neurona u ALS moZe biti posledica zajednickog
delovanja osetljivosti motornih neurona na formiranje mSOD1 agregata i toksi¢nosti nezavisne od
¢elijskog tipa koja potic¢e od okolnih ¢elija (Brites & Vaz, 2014). Uklanjanje mSODI1 specifi¢no iz
oligodendrocita je dovelo do odlaganja pocetka bolesti i odlaganja aktivacije mikroglije (Kang et al.,
2013). Sa druge strane, uklanjanje mSODL1 iz mikroglije ili zamena mikroglije koja eksprimira
mSOD1 sa mikroglijom koja eksprimira nemutirani SOD1 u presimptomatskoj fazi bolesti, znacajno
usporava progresiju ali ne utice na pocetak bolesti (Boillee et al., 2006; J. C. Lee et al., 2012). U
SOD1%%A modelu je pokazano znacajno poveéanje proliferacije NG2* ¢elija posebno u ventralnim
rogovima lumbalnog regiona kicmene mozdine pocevsi od presimptomatske faze bolesti (Gowing et
al., 2008; Kang et al., 2010, 2013). NG2* éelije se u SOD1%** modelu diferenciraju u oligodendrocite
(Kang et al., 2010, 2013), medutim pokazano je da oligodendrociti imaju naruSeno sazrevanje i
mijelinizaciju u terminalnoj fazi bolesti (Kang et al., 2013). Aktivirana mikroglija oslobada razlicite
pro-inflamacijske medijatore ukljucujuéi reaktivne kiseoni¢ne i azotne vrste, hemokine i citokine, na
koje su oligodendrociti posebno osetljivi jer imaju nizak nivo anti-oksidativnih enzima (Peferoen et
al., 2014; Thorburne & Juurlink, 1996). Povecana ekspresija pro-inflamacijskih citokina, izmedu
ostalih TNF-a, IL-1B i INF-y je pokazana u krvi ALS pacijenata (C.-H. Lu et al., 2016). Oksidativni
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stres inhibira ekspresiju gena odgovornih za sazrevanje oligodendrocita (French et al., 2009).
Aktivacija mikroglije aplikacijom LPS in vivo dovodi do poveéanog oslobadanja IL-1f Sto vodi
inhibiciji diferencijacije OPC i hipomijelinizaciji (Pang et al., 2003). U in vitro uslovima, tretman sa
LPS je doveo do smrti premijelinizujucih oligodendrocita gajenih u kokulturi sa mikroglijom i
astrocitima (J. Li et al., 2008; Sherwin & Fern, 2005).

Studije selektivne delecije mSOD1, istakle su znacaj i oligodendrocita i mikroglije u patologiji
ALS, ali u razli¢itim fazama bolesti. U prilog tome govori i1 studija ablacije 50% populacije
proliferisu¢e mikroglije u lumbalnom regionu SOD1 transgenog misa u simptomatskoj fazi bolesti
koja nije imala uticaj na prezivljavanje transgenih miSeva ali nije uticala ni na promenu broja NG2*
prekursora oligodendocita (Gowing et al., 2008). Smatra se da mikroglija u ALS pokazuje
neuroprotektivni fenitip na pocetku bolesti, medutim prelazi u neurotoksi¢ni odnosno pro-
inflamacijski fenotip sa razvojem bolesti (Brites & Vaz, 2014) stvarajuéi toksi¢no okruZenje koje
doprinosi razvoju bolesti.

Oligodendrociti su podlozni oksidativnom stresu (R. L. Haynes et al., 2005) i glutamatnoj
toksi¢nosti (Follett et al., 2004) $to se smatra povezanim sa visokim bazalnim metabolizmom ovih
¢elija aktivnih u sintezi lipida za mijelinsku biosintezu (Lane & Farlow, 2005). Degeneracija
oligodendrocita ima znacajnu ulogu u demijelinizuju¢im bolestima kao S§to je MS, u kojima su
definisani neki od toksi¢nih faktora uklju¢uju¢i TNF-a osloboden od strane mikroglije, slobodni
radikali i glutamat (Matute et al., 2001). Dodatno, pokazano je da TNF-a potencira AMPA/kainatom
- indukovanu ekscitotoski¢nost u oligodendrocoitima u optickom nervu in vitro (B. A. Miller et al.,
2005). Oligodendrociti izlozeni stresu oslobadaju vise medijatora koji mogu uticati na aktivaciju
mikroglije i aktivno je regrutovati na mesto oStecenja (Balabanov et al., 2007; Ramesh et al., 2012).
U MS se uocava redukovan broj oligodendrocita, fagocitoza apoptotskih oligodendrocita, oticanje
¢elija i liza, pracene formiranjem klastera mikroglije u beloj masi, kao i prisustvom mikroglije i
makrofaga u aktivnim lezijama i zonama remijelinizacije (Peferoen et al., 2014). Procesi
remijelinizacije ispitivani su u cilju definisanja potencijalnih faktora koji doprinose obnavljanju
mijelina. Mikroglija je uklju¢ena u demijelinizacionu i remijelinizacionu fazu MS (Pons & Rivest,
2020). Pro-inflamacijski citokini ukljuc¢ujuc¢i IL-1, TNF-o, IFN-y detektovani su u demijelinizuju¢im
lezijama (Benveniste, 1997). U modelu indukovane demijelinizacije dolazi do aktivacije mikroglije
u odgovoru na leziju i uoceno je da mikroglija iz svog inicijalno pro-inflamacijskog stanja prelazi u
anti-inflamacijski fenotip (Miron et al., 2013). Faktori koje oslobada mikroglija u svom anti-
inflamacijskom fenotipu ukljuc¢ujuc¢i razliCite faktore rasta, neophodni su za inicijaciju
remijelinizacije i diferencijaciju i sazrevanje oligodendrocita u leziji (Lombardi et al., 2019; Miron
et al., 2013). U procesu remijelinizacije nakon povrede uoc¢ena je aktivacija NF-kB u mikrogliji i
pokazano je da je oslobadanje TNF-a neophodno za indukciju fagocitoze i degradaciju mijelinskog
otpada od strane mikroglije i indukciju novih premijelinizujuéih oligodendrocita (Cunha et al., 2020).
U kuprizonskom modelu demijelinizacije je pokazan znacaj IL-1p za oslobadanje faktora rasta
neophodnih za promovisanje prezivljavanja oligodendrocita (Mason et al., 2001). Kao i u ALS,
fenotip aktivirane mikroglije i oslobadanje i1 uloge razi¢itih citokina zavise od mikrosredine u kojoj
se ¢elije nalaze i predstavlja kompleksan kontinuum interakcija. U post mortem tkivima mozga MS
pacijenata, uo¢ena je povecana fagocitna funkcija mikroglije kao i prisustvo iRNK za mijelinske gene
u mikrogliji, ukazujuci da mikroglija fagocituje mijelin, a zatim i eksprimira njegovu iRNK (Schirmer
etal., 2019).

Fagocitoza mijelina u demijelinizaciji dovodi do stvaranja inflamacijskog okruZzenja (Goldstein
et al., 2016; Lloyd & Miron, 2019; Rawiji et al., 2016; Yong et al., 2019) neophodnog za uklanjanje
¢elijskog otpada i omogucava otpocinjanje sledece faze, odnosno remijelinizacije (Kotter, 2006). U
kuprizonskom modelu demijelinizacije, pokazano je da uklanjanje ostataka mijelina od strane
mikroglije zavisi od prisustva TREM2 na mikrogliji. Mikroglija koja ne eksprimira TREM2 ima
smanjenu sposobnost fagocitoze oStecenog mijelina, §to odlaze proces remijelinizacije (Geladaris et
al., 2021; Kalafatakis & Karagogeos, 2021; Poliani et al., 2015). NaruSena struktura mijelina,
aktivacija mikroglije i remijelinizacija uoc¢avaju se i u AB (Behrendt et al., 2013; Lloyd & Miron,
2019). Ostecenja oligodendrocita i mijelina povezuju se sa toksicnos¢u f-amiloida (Desai et al.,
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2010). U AB se uocava proliferacija i diferencijacija prekursorskih ¢elija oligodendrocita, ali je
ekspresija MBP i broj zrelih oligodendrocita bio redukovan (Behrendt et al., 2013; Nasrabady et al.,
2018), sto je uoceno i u transgenom modelu ALS (Kang et al., 2013). U ishemiji, oslobodeni ATP
oste¢uje mijelin 1 oligodendrocite i dovodi do aktivacije mikroglije (Domercq et al., 2010; L. Yu et
al., 2020). Faktori koje oslobada mikroglija pokazali su se klju¢nim u proliferaciji i diferencijaciji
nervnih progenitora u oligodendrocite (Deierborg et al., 2010).

1.4 Ekscitotoksi¢nost i narusena homeostaza K*

Jedna od fundamentalnih funkcija astrocita jeste preuzimanje viska glutamata oslobodenog u
sinapticki prostor nakon aktivnosti neurona, $to je znacajno za kontrolu funkcije neurona i
sprecavanje glutamatne ekscitotoksi¢nost koja vodi hiperekscitabilnosti i smrti ovih ¢elija (Dong et
al., 2009; Mahmoud et al., 2019). Nakon sinaptickog oslobadanja, glutamat se vezuje za receptore na
postsinaptickim ¢elijama i to za AMPA (a-amino-3-hidroski-5-metil-4-izoksazolepropionatne), KA
(kainatne) i NMDA (N-metil-D-aspartatne), $to posledicno vodi pokretanju signalnih puteva u
postsinapti¢kim neuronima, depolarizaciji membrane i oslobadanju K* u vanéelijsku sredinu. Visak
glutamata tokom sinapticke transmisije mora biti brzo uklonjen iz vanéelijskog prostora i upravo
astrociti obavljaju ovu funkciju svojim glutamatnim transporterima (Anderson & Swanson, 2000).
Astrociti eksprimiraju Na*-zavisne glutamatne transportere GLAST (EAAT1) i GLT-1 (EAAT2)
preko kojih se obavlja preuzimanje 80-90% vancéelijskog glutamata u CNS (Mahmoud et al., 2019).
Preuzimanje glutamata je energetski zahtevan proces u kome se sa svaka 2 glutamatna anjona u ¢eliju
unose 3 jona Na* i 1 jon H" a iz ¢elije izlaze 2 jona K*, $to proizvodi elektrogeni efekat u smislu
depolarizacije (Bowman & Kimelberg, 1984). Preuzeti glutamat u astrocitima biva konvertovan u
glutamin delovanjem glutamin sintetaze. Tako inaktiviran metabolit biva vra¢en neuronima i ulazi u
ciklus produkcije glutamata i neometanog snabdevanja neurotransmitera za presinapticko
oslobadanje. Nepotpuno uklanjanje oslobodenog glutamata dovodi do njegovog nagomilavanja,
sprecava prenos signala i dovodi do hiperekscitabilnosti neurona (J. V. Andersen et al., 2021).
Ekscitotoksi¢nost je posledica prekomerne stimulacije glutamatnih receptora usled povisene
koncentracije vancelijskog glutamata Sto dovodi do prekomerne potencijacije, osteéenja i
degeneracije neurona (Dong et al., 2017) i Sematski prikaz dat je na Slici 5. Smanjena ekspresija
EAAT2 pokazana je kod ALS pacijenata (Fray et al., 1998; Maragakis et al., 2004; Rothstein et al.,
1995; Sasaki et al., 2000), kao i u tkivima zivotinjskih modela ALS (Bendotti et al., 2001; L. I. Bruijn
et al., 1997; Howland et al., 2002; Nagai et al., 2001). Redukovana ekspresija EAAT2 je uzrok
nagomilavanja sinaptickog glutamata u ALS, §to dovodi do prekomerne stimulacije AMPA receptora
na neuronima i intenzivnog ulaska Ca?* u ¢elije, stresa ER i mitohondrija i oslobadanja ROS (Taylor
et al., 2016). Studije u kojima je izazvana inhibicija sinteze EAAT2 aplikacijom antisens
oligonukelotida kod WT pacova dovele su do pojave karakteristika neurodegeneracije i progresivne
paralize (Rothstein et al., 1996). SOD1%%** mig koji ujedno prekomerno eksprimira EAAT?2, pokazao
je produzeno prezivljavanje, odlozen pocetak odumiranja motornih neurona i degenerativnih
promena u aksonima (Guo et al., 2003). Riluzol, jedan od malobrojnih odobrenih lekova za ALS,
upravo inhibira ekstitotoksi¢ni stres u neuronima tako §to usporava oslobadanje glutamata i blokira
AMPA receptore (Debono et al., 1993; Hubert et al., 1994; Sanger & Depoortere, 1998).

Tokom aktivnosti neurona oslobadanje glutamata praceno je oslobadanjem K% iz
repolarizujucih neurona kao i iz AMPA i NMDA receptora u sinapticku pukotinu (Shih et al., 2013).
Odrzavanje homeostaze K™ u CNS je neophodno za odrzavanje membranskog potencijala neurona,
prenos signala, sazrevanje c¢elija i neometano funkcionisanje nervnog sistema. U normalnim
fizioloskim uslovima koncentracija K™ u vancelijskoj sredini je niza u odnosu na unutarcelijsku
sredinu. Tokom povecane aktivnosti neurona, vancelijski K™ se moze povecati sa fizioloskih 3 mM
na 12 mM (Kofuji & Newman, 2004). Povecéanje vancelijske koncentracije K™ ([K*]o) dovodi do
depolarizacije Celijske membrane S$to narusava ekscitabilnost i normalno funkcionisanje neurona
(Rienecker et al., 2020) (Slika 4). Astrociti imaju znacajnu ulogu u odrzavanju homeostaze
vancelijske koncentracije K.
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Slika 5. Sematski prikaz ekscitotoski¢nosti i promene u funkciji Kir4.1 u tripartitnoj sinapsi. (A) Sinapse u
fizioloskim uslovima. Stimulacija presinaptickog neurona dovodi do oslobadana glutamata i aktivacije AMPA, KA, i
NMDA receptora na postsinaptckom neuronu i oslobadanja K*. Glutamat i K* iz sinapticke pukotine bivaju uklonjeni
posredstvom EAAT?2 i Kir4.1, koji su eksprimirani na astrocitima. Preuzeti glutamat astrociti prevode u glutamin koji
dopremaju neuronima, dok preuzeti K* posredstvom Kir4.1 redistribuiraju u regione niske koncentracije K*. (B) Promene
u sinapti¢koj funkciji u patoloskim uslovima. Smanjena ekspresija i narusena funkcionalna svojstva Kir4.1 dovode do
smanjenog uklanjanja K* i povecéanja njegove vancelijske koncentracije. Smanjena funkcija Kir4.1 izaziva depolarizaciju
astrocita $to inhibira preuzimanje glutamata preko astrocitnog EAAT2 i nagomilavanja glutamata. Povecane
koncentracije vancelijskog K* i glutamata izazivaju hiperekscitaciju neurona. Izmenjeno i preuzeto iz (Ohno et al., 2021).

Nekoliko K™ transportera i kanala u membrani astrocita je ukljuéeno u uklanjanje vanéelijskog
K*. Najznacajniji je Kir4.1 koji je funkcionalno povezan sa glutamatnim transporterima GLT-1 i
GLAST i kanalom za vodu AQP4 (Hibino et al., 2010; Kofuji & Newman, 2004; Kucheryavykh et
al., 2007; Michelle L. Olsen & Sontheimer, 2008). Pored Kir4.1, u regulaciji vancelijskog K*
ucestvuju i dvoporni K* kanali (Kzp) koji su eksprimirani u astrocitima, dok su subjedinice Na/K-
ATPaze eksprimirane u astrocitima i neuronima (Bay & Butt, 2012; Kofuji & Newman, 2004, Sibille
etal., 2015). Znacaj uloge astrocitnih K* kanala u neurotransmisiji ispitan je modelovanjem dinamike
kalijumovih jona izmedu neurona, astrocita i vancelijskog prostora u zavisnosti od sinapticke
aktivnosti. Pokazano je da Kir4.1 igra izuzetnu ulogu ne samo u vanéelijskom uklanjanju K* veé¢ i u
dinamici promene membranskog potencijala astrocita i neurona posebno tokom stimulacije (Sibille
et al., 2015). Pri manjoj frekvenciji aktivnosti neurona 1-10 Hz uklanjanje K* iz vancelijske sredine
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je predominantno posredovano aksonskim i glijskim Na/K-ATPazama, dok pri velikoj frekvenciji
neuronske aktivnosti Kir kanali imaju dominantnu ulogu u uklanjanju K* (Bay & Butt, 2012).

1.4.1 Uloga Kir4.1 kanala u odrZzavanju K+ homeostaze

Kir4d.1 kanal je eksprimiran u astrocitima i oligodendrocitima u CNS (Brasko et al., 2017;
Higashi et al., 2001; Kalsi et al., 2004). Izrazena ekspresija Kir4.1 je uocena u ki¢menoj mozdini,
mozdanom stablu, cerebelumu, regionima srednjeg mozga i olfaktornom bulbusu (Nwaobi et al.,
2016). Pored regionalnih razlika, ekspresija Kir4.1 je regulisana tokom razvi¢a i povecava se u svim
mozdanim regionima tokom ranog postnatalnog razvoja (Moroni et al., 2015; Nwaobi et al., 2016).
U astrocitima se uocava izrazena ekspresija Kir4.1 kanala, i to prvenstveno u astrocitnim stopalima
koji okruzuju sinapse ili krvne sudove (Kofuji & Newman, 2004) dok se kod oligodendrocita uoc¢ava
predominantno na ¢elijskom telu (Brasko et al., 2017). Kir4.1 subjedinice ¢ine dva transmembranska
domena i vancéelijska petlja koja formira poru sa K* selektivnim filterom (Heginbotham et al., 1994).
Funkcionalni Kir kanali su izgradeni od cetiri subjedinice i mogu biti homotetrameri, kada ih
saCinjavaju Cetiri Kir4.1 subjedinice, ili heterotetrameri, kada ih sacinjavaju Kird.1l i Kir5.1
subjedinice (Hibino et al., 2010) (Slika 5 i 6). U astrocitima i oligodendrocitima optickog nerva
pokazano je da Kir4.1 formira heteromere sa subjedinicama Kir2.1 (Brasko & Butt, 2018). Kir4.1
odlikuje velika provodljivosti za K* i ima ulogu u odrzavanju hiperpolarizovanog stanja potencijala
mirovanja astrocita i oligodendrocita koji je blizak vrednosti ravnoteznog potencijala za K* (Ex)
(Hibino et al., 2010). Hiperpolarizacija membrane usled razlike u van- i unutarcelijskoj koncetraciji
dovodi do ulaska K* u ¢eliju kroz ove kanale i detektuje se kao ulazna struja, dok depolarizacija
dovodi do pojave male izlazne struje (Hagiwara & Takahashi, 1974; Miyazaki et al., 1974; Noble,
1965; Sakmann & Trube, 1984). Kir4.1 igra zna¢ajnu ulogu u preuzimanju K* nakon sinapticke
stimulacije neurona i na taj na¢in zna¢ajno doprinosi odrzavanju vanéelijske homeostaze K* (Nwaobi
et al., 2016). Aktivnost neurona dovodi do znacajnog povecanja [K*]o U nivou sinapse i taj K* mora
biti efikasno uklonjen u cilju odrzavanja normalnog funkcionisanja neurona (Ge & Duan, 2007;
Poolos et al., 1987; Shih et al., 2013). Preuzimanje K" oslobodenog u vanéelijsku sredinu vrse
astrociti. Preuzeti K™ se redistribuira iz regiona visoke koncentracije K* u regione niske koncentracije
K* kroz glijske ¢elije povezane pukotinastim vezama procesom koji se naziva prostorno puferovanije
(engl. spatial buffering) (Orkand et al., 1966) (Slike 5 i 6). Povecana koncetracija K* u vancelijskoj
sredini, povec¢ava vu¢nu silu i dovodi do ulaska K* u astrocite koji potom biva redistribuiran u druge
regione astrocitnog sincicijuma preko pukotinastih veza (Walz, 2000). NaruSeno preuzimanje
oslobodenog K* vodi depolarizaciji neurona i poveéanom generisanju akcionih potencijala
oznacenim kao hiperekscitabilnost (Neusch et al., 2007).

Narusena funkcionalnost i promene ekspresije Kir4.1 uo€ene su u razli¢itim poremecajima i
bolestima nervnog sistema. Biofizi¢ki znac¢aj Kir4.1 istaknut je kroz studije na animalnim modelima
u kojima je redukovana ili sasvim ukinuta ekspresija ovog proteina. Kir4.1-deficijentne misje modele
odlikuje pojava epilepti¢nih napada, paraliza zadnjih ekstremiteta i prerana smrt, dok se na ¢elijskom
i histoloskom nivou uofava naruSeno preuzimanje K* i glutamata, depolarizacija astrocita i
oligodendrocita, degeneracija aksona, vakuolizacija i hipomijelinizacija bele mase ki¢mene mozdine
(Djukic et al., 2007; Neusch et al., 2001). Studija inhibicije ekspresije Kir4.1 koris¢enjem siRNK u
astrocitima in vitro dovela je do depolarizacije membranskog potencijala astrocita, kao i do redukcije
preuzimanja K" i glutamata (Kucheryavykh et al., 2007). Selektivna delecija Kir4.1 u astrocitima je
pokazala smanjenje veli¢ine 1 gubitak Fa tipa motornih neurona u adultnom dobu miSeva u
lumbalnom regionu ki¢cmene mozdine iako morfologija ostalih tipova motornih neurona nije bila
narusena, ukazuju¢i na znacaj astrocitnog Kir4.1 u ventralnim rogovima za subtipove motornih
neurona (Kelley et al., 2018).

Promene u ekspresiji i funkcionalnim osobinama Kir4.1 i naur§ena homeostaza K uocene su u
razli¢itim neurodegenerativnim bolestima. Smanjena ekspresija Kir4.1 uocena je u ventralnim
rogovima SOD1°%A migjeg modela pre pocetka simptoma, dok je u zavrinoj fazi bolesti doslo do
potpunog gubitka Kir4.1 imunoreaktivnosti (Kaiser et al., 2006). Sli¢no, smanjena ekspresija Kir4.1
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uocena je u astrocitima u terminalnoj fazi bolesti u motornom korteksu, facijalnom 1 trigeminalnom
nukleusu SOD1%%A pacovskog modela ALS (Batavelji¢ et al., 2012). Paralelno sa redukovanom
ekspresijom Kir4.1 u ovoj studiji je pokazana i povecana ekspresija AQP4 koji je ukljucen u
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Slika 6. Struktura i funkcionalne odlike Kir4.1 kanala u astrocitima i oligodendrocitima. A) Astrociti ucestvuju u
prostornom puferovanju K* preko Kir4.1 i Kir4.1/Kir5.1 kanala i odrZavaju vancelijskog K* u koncentraciji 3-5 mM.
Koncentracija vancelijskog K* dostize maksimalni nivo od 10-12 mM tokom epilepti¢nih napada. Kir subjedinice Kir4.1
i Kir5.1 su specificno eksprimirane u astrocitima i kolokalizuju sa EAAT?2 transporterima i AQP4 u perisinaptickim
nastavcima. Kada je naruSena funkcija Kir4.1, vancelijski nivo K* se moZe znacajno povecati i indukovati povecano
generisanje akcionih potencijala u neuronima. B) Kir4.1 subjedinice se udruzuju u funkcionalne tetramere formiranjem
homotetramera i heterotetramera Kir4.1/Kir5.1. Kir4.1 subjedinice poseduju dva transmembranska (TM) regiona, TM1 i
TM2 izmedu kojih se nalazi jon-selektivni filter koji ima -G-Y-G- karakteristiCan motiv. Izmenjeno i preuzeto iz (Ohno
et al., 2021). C) Ekspresija Kir4.1 u oligodendocitima ukazuje na njihov znacaj u preuzimanju viska oslobodenog K*
tokom generisanja akcionih potencijala. Oligodendrociti obavijaju aksone i izlozeni su velikim jonskim i pH promenama
tokom elektri¢ne aktivnosti. Smatra se da su homomerni Kir4.1 i heteromerni Kir4.1/Kir5.1 znacajni za odrZavanje
negativnog potencijala membrane koji je neophodan za integritet oligodendrocita i mijelina. 1zmenjeno i preuzeto iz
(Brasko et al., 2017). D) Sematski prikaz predlozenog mehanizma glijskog puferovanja K* iz aksona tokom saltatorne
kondukcije, ka krvnim sudovima preko mreze aksonskih voltazno zavisnih K* kanala (Ky) i glijskog Kir4.1 u astrocitima
i oligodendrocitima. Preuzeto i izmenjeno iz (Schirmer et al., 2018).

odrzavanje vodenog balansa i koji je povezan sa prostornim puferovanjem K* (Nagelhus et al., 1999).
U ALS, kontinuirano poveéanje koncentracije vancelijskog K* dovodi do depolarizacije neurona,
povecanja Ca?* influksa i smrti motornih neurona kao posledice jonske ekscitotoksi¢nosti (Neusch et
al., 2007). Astrociti u kulturi izolovani iz korteksa SOD1%%A pacova takode su imali smanjenu
ekspresiju Kird.1, ali i izmenjena membranska svojstva, depolarizovan membranski potencijal i
smanjene ulazne K" struje $to ukazuje na naruSena funkcionalna svojstva Kir4.1 kanala u ALS
(Batavelji¢ et al., 2012). Redukovana ekspresija Kir4.1 pokazana je i u astrocitima diferenciranim od
indukovanih poluripotentnih mati¢nih éelija ALS pacijenata sa SOD1P%* mutacijom (Kelley et al.,
2018). Selektivna delecija Kir4.1 specifi¢no u astrocitima u SOD1%%# modelu nije dovela do
povecanog gubitka Fa tipa motornih neurona ukazujuci na to da redukcija Kir4.1 u astrocitima nije

22



klju¢na za degeneraciju motornih neurona u ALS (Kelley et al., 2018) i na doprinos drugih ¢elijskih
tipova. Redukcija Kird.1, BK kanala i AQP4 u astrocitima pokazana je u neurovaskularnoj jedinici u
misjem modelu AB i u mozgu pacijenata (Wilcock et al., 2009). Smanjena ekspresija i naruSena
funkcionalnost Kir4.1 pokazane su i u misjem modelu HB (X. Tong et al., 2014). Naime, u ovoj
studiji je pokazana redukcija Kird.1 struja u astrocitima striatuma, povecanje [K™]o i
hiperekscitabilnost neurona. Medutim, povecanje Kir4.1 upotrebom adenovirusnog vektora (AAV-
Kir4.1) je dovelo do povratka vancelijske koncentracije K* na fizioloske vrednosti, smanjena je
hiperekscitabilnost neurona i produzeno prezivljavanje transgenih HB miseva (X. Tong et al., 2014).

Smanjena ekspresija Kir4.1 je uoCena u oligodendrocitima i1 astrocitima u subkortikalnim
lezijama u beloj masi pacijenata sa MS (Schirmer et al., 2014). Antitela na Kir4.1 detektovana su u
serumu pacijenata obolelih od MS (Srivastava et al., 2012). Kir4.1 ima bitnu ulogu u epileptogenezi
kod ljudi i u animalinm modelima epilepsije. Kir4.1 inhibicija mutacijom gena Kcnj10 ili redukovana
ekspresija povecavaju vancelijsku koncentraciju K" i glutamata u sinapsama i dovode do
hiperekscitabilnosti neurona (Kinboshi et al., 2020). Autizam pracen epilepsijom sa mutiranim Kir4.1
(mutacija p.R18Q) odlikuje se pove¢anom ekspresijom membranskog Kir4.1 i pove¢anom gustinom
Kir struja (Sicca et al., 2016).

Sumarno, literaturni podaci jasno ukazuju na kljuénu ulogu Kird.1 u odrzavanju jonske
homeostaze i normalnog funkcionisanja motornih neurona. U pogledu neurodegenerativnih
patologija prac¢enih neuroinflamacijom, u animalnim modelima a posebno kod ALS pacijenata,
smanjenje ekspresije Kir4.1 u glijskim ¢elijama dodatno ukazuje na zna¢aj ovog proteina u etiologiji
neurodegeneracije.
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2. Ciljevi istrazivanja

Dosadasnja saznanja o fizioloSkoj ulozi Kir4.1 kanala kod glijskih ¢elija, kao 1 o promenama u
ekpresiji 1 funkciji posebno kod astrocita u neurodegenerativnim patologijama pracenim
neuroinflamacijom ukazuju na njihovu klju¢nu ulogu kako u homeostazi CNS, tako i u
neuropatologiji. Uloga mikroglije u neuroinflamaciji je dobro definisana, a pokazano je da u
pojedinim neuroinflamacijskim patologijama ona pokazuje tendeciju formiranja specifi¢nih ¢elijskih
klastera, ¢ija uloga u patologiji kao i uzroci nastanka jo$ uvek nisu u dovoljnoj meri poznati. Imajuci
to u vidu, formulisani su pojedinacni ciljevi ove doktorske disertacije:

1. Ispitati ekspresiju Kir4.1 u oligodendrocitima u simptomatskoj fazi bolesti u kicmenoj
mozdini pacovskog hSOD1%%** modela ALS

2. Ispitati morfoloske promene oligodendrocita u ki¢menoj mozdini hSOD1%%*A pacova

3. lIstraziti ekspresiju i funkcionalna svojstva Kir4.1 kanala u oligodendrocitima u kulturi

4. Ispitati morfoloske promene mikroglije u ALS i njenu sklonost ka formiranju klastera

éelija u kiémenoj mozdini hSOD16%A pacova

Ispitati prisutnost proteinskih markera ALS u klasterima mikroglije

6. Ispitati fagocitne markere u pojedina¢noj i mikrogliji grupisanoj u klastere ¢elija u
ki¢menoj mozdini hSOD1%%*4 pacova

7. lstraziti biofizicke karakterstike mikroglije u kulturi izolovane iz ki¢mene mozdine
hSOD1%%* pacova

o

Iz pojedinacénih proizisli su opsti ciljevi ove doktorske disertacije koji se sastoje u slede¢em:
karakterizacija promena u oligodendrocitima i mikrogliji u ALS bi trebalo da doprinese boljem
razumevanju uloge glijskih ¢elija u degeneraciji motornih neurona. Dobijeni rezultati o ulozi Kir4.1
kanala eksprimiranog u oligodendrocitima u ALS bi doprineli razjaSnjenju naruSene regulacije
vancelijskog K* u ALS. Novi podaci o formiranju klastera mikroglije, definisanje njihovih
komponenata, kao i bolje razumevanje membranskih svojstava mikroglije u ALS bi ukazali na nove
mehanizme znacajne za pocetak i progresiju bolesti.
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3. Materijal i metode

3.1. Tabelarni prikaz hemikalija, rastvora, pufera i medijuma

Tabela 1. Nazivi i proizvodaci hemikalija

Naziv hemikalije

Proizvodac

NaCl - natrijum hlorid

KCI - kalijum hlorid

CacCl; - kalcijum hlorid

BaCl; - barijum hlorid

NaH2POys - natrijum dihidrogen fosfat
KH2PO;4 - kalijum dihidrogen fosfat

NaHCO:s - natrijum hidrogen karbonat
MgSO4x7H20 - magnezijum sulfat heptahidrat
MgClI2 - magnezijum hlorid

MgCl2x6H20 - magnezijum hlorid heksahidrat
Borna kiselina

Glukoza

Sigma-Aldrich, MO, SAD

EDTA - etilen diamin tetra siréetna kiselina

EGTA - etilen glikol-bis(B-aminoetil etar)-N,N,N’,N'-tetra
siréetna kiselina

HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina
PFA - paraformaldehid

Mowiol

Glicerol

SDS - natrijum dodecil sulfat

Bromfenol plavo

Tween 20

Triton X-100

Akrilamid

TEMED - N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin

APS - amonijum persulfat

Etidijum bromid

Na-orto-vanadat

Sigma-Aldrich, MO, SAD

NaHPOs - dinatrijum hidrogen fosfat
Glicin
Saharoza

Carl Roth GmbH, Nemacka

Tris baza, Tris (hidroksimetil)-metilamin

Fisher Scientific, VB

tri-Natrijum citrat dihidrat

Carlo Erba, Italija

Metanol

Zorka Pharm, SRB

DMEM - Dulbekov modifikovani Eagle medijum
BSA - govedi serum albumin

Tripsin

Na-piruvat

L-glutamin

PLO — poli-L-ornitin (P4638)

Sigma-Aldrich, MO, SAD

Pen+Strep - Penicilin/Streptomicin
FBS - fetalni govedi serum

Gibco, ThermoFisher Scientific,
MA, SAD

Normalni magareci serum

Sigma-Aldrich, MO, SAD

Normalni kozji serum

Life Technologies, MD, SAD
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Tabela 2. Sastav rastvora, pufera i medijuma

Metoda

Rastvor

Sastav i koncentracije

PCR

TDB, pufer za digestiju
pH 8,4

50 mM Tris pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0
0,5% SDS

5x TBE, Tris-boratni-EDTA pufer

0,45 M Tris
0,45 M Borna kiselina
50 mM EDTA pH 8.0

Imunofluorescencija

0,2 M PB, fosfatni pufer
pH 7,4

0,16 M NazHPO4
0,04 M NaH2POq4
ddH20

4% PFA, paraformaldehid
pH 7,4 (1M NaOH)

40 g PFA
500 ml ddH.0
500 ml 0.1IM PB

0,01 M PBS, fizioloski rastvor

0.2 M PB 20x
147 mM NacCl
ddH,0

Citratni pufer, pH 6,0

10 mM tri-Natrijum citrat dihidrat
0,05% Tween 20

Tris pufer, pH 9,0

50 mM Tris baza
0,05% Tween 20

Mowiol medijum

9,6% Mowiol

24% Glicerol

48% 0,2 M Tris pufer pH 8,5
24% ddH-.0

Celijska kultura

PBS, fosfatni pufer za ¢elije
pH 7,4

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4
1,8 mM KH2POg4

HBSS bez Ca?" i Mg?, Henkov balansirani
rastvor soli bez Ca®* i Mg?*
pH 7,4

137 mM NaCl

5 mM KCI

440 uM KH2PO4
340 uM Na2HPO4
5,5 mM Glukoza
4 mM NaHCOs3

HBSS, Henkov balansirani rastvor soli
pH 7,4

137 mM NaCl

5 mM KCI

1,3 mM CaCl,

405 uM MgSO4x7H.0
491 uM MgCl2x6H.0
440 uM KH2PO4

5,5 mM Glukoza

4 mM NaHCOs3

DMEM+, medijum za gajenje Celija

10% FBS

1% Pen+Strep,
1% Na-piruvat
DMEM
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6x Leammli, pufer za nalivanje uzoraka 12% SDS

0,06% Bromfenol plavo

60% Glicerol

375 mM 1M Tris-HCI pH 6,8

5x Pufer za elektroforezu (Running buffer) 124 mM Tris baza
0,96 M Gilicin

17 mM SDS

10x Transfer pufer 204 mM Tris baza
1,5 M Glicin

1x Transfer pufer Transfer pufer 10x
20% Metanol

dd H20

TBST, Tris pufer soli sa 0,1% Tween-20 20 mM Tris baza
150 mM NaCl
0,1% Tween-20

Western blot

3.2 Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su radeni na pacovima Sprague-Dawley soja, muskog pola, koji nose transgen za
humanu mutiranu SOD1%%%4 (002148-T, NTac: SD-Tg [SOD1G93A] L26H; Taconic, Hudson, NY,
USA). Kao kontrole kori$¢eni su muzjaci iz istog okota kao ALS zivotinje, koji nisu nosioci transgena
kao i muZjaci Sprague-Dawley divljeg soja (engl. Wild type; WT). OdrZzavanje kolonije i
genotipizacija zivotinja su uradene prema prethodno opisanom protokolu (Howland et al., 2002).
MuZjaci, nosioci hSOD1%% transgena ukritani su sa WT Zenkama i potomstvo je proveravano na
prisustvo transgena lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. Polymerase chain reaction; PCR). Nosioci
transgena praceni su od 6. meseca starosti, merenjem telesne mase i proveravanjem pokretljivosti.
Zivotinje su pokazivale prve simptome bolesti sa 7-8 meseci starosti. Prvi simptomi su uo¢avani kao
sporadi¢no otezano oslanjanje na jedan od zadnjih ekstremiteta i postepeni gubitak telesne mase.
Tokom 10-14 dana od pojave prvih simptoma, dolazilo je do postepene paralize i potpune atrofije
jednog, a potom i drugog zadnjeg ekstremiteta Sto je oznaceno kao zavr$na faza bolesti. Simptomatski
SOD15%%A pacovi u zavrsnoj fazi bolesti (SOD1%*4) Zrtvovani su kada su pokazali atrofiju oba zadnja
ekstremiteta zajedno sa progresivnim gubitkom telesne mase. Presimptomatski SOD1%%A pacovi,
(pre-SOD1C%A), koji ne pokazuju simptome bolesti bili su Zrtvovani u trenutku kad su pokazali
gubitak od 5% telesne teZine u odnosu na prethodno dostignuti plato telesne teZine. Kontrolni pacovi
odgovarajuéeg uzrasta zrtvovani su istovremeno sa pre-SOD16%4 i SOD1%%A pacovima. Pacovi
kori$éeni za pripremu neonatalnih primarnih éelijskih kultura bili su starosti 1-2 dana. Zivotinje su
gajene u uslovima 12h-svetlost/12h-mrak i imale su ad libitum pristup hrani i vodi. Briga o
zivotinjama i eksperimentalne procedure sprovedeni su u skladu sa Evropskom direktivom
(200/63/EU) i bili su odobreni od strane Eti¢kog komiteta BioloSkog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu i Ministarstva poljoprivrede i zaStite zivotne sredine Republike Srbije (#323-07-
05120/2017-05).

3.3 PCR reakcija za odredivanje genotipa pacova

Odredivanje prisustva transgena hSOD1°%A kod pacova uradeno je PCR reakcijom
koris¢enjem DNK izolovane iz repa ili uveta pacova. Pacovu je odsecen vrsni deo repa duzine 5 mm
ili vr$ni deo uveta i tkivo je potopljeno u 200 pl proteinaze K (Thermo Fisher Scientific, Nemacka;
Kat. br. EO0492) rastvorene u TDB (Tabela 2) u finalnoj koncentraciji 1 mg/ml. Tkivo je inkubirano
u termo bloku na 65°C 5-7 sati. Uzorci su centrifugirani na 14000 x g, 5 min. Skupljena DNK je
razblazena 20x u sterilnoj ddH2O i denaturisana na 95°C 15 min. Finalna zapremina reakcione smese
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za PCR je iznosila 25ul, dok su pocetne koncentracije i zapremine pojedina¢nih komponenti po
reakciji bile:

PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific, Nemacka; Kat br. KO172) 12,5 ul
ddH20 9,5 ul
uzvodni prajmer SODi3-f (5’-GTG-GCA-TCA-GCC-CTA-ATC-CA-3’) | 1pul
(10 pMm)

nizvodni prajmer SODG4-r (5’-CAC-CAG-TGT-GCG-GCC-AAT-GA-3’) | 1 ul
(10puM)

DNK, razblaZena i denaturisana 1ul

Pri svakoj genotipizaciji, pored uzoraka kod kojih je ispitivano prisustvo transgena, pripremani su i
kontrolni uzorci:

1. pozitivna kontrola za hSOD1%%A — ALS pacov koji je pokazao simptome i koji ima hSOD1%%A
transgen

2. pozitivna kontrola za odsustvo hSOD1%%A transgena — pacov divljeg soja koji nema hSOD16%%
transgen

3. negativna kontrola reakcije — sterilna H2O umesto uzorka DNK

PCR reakcija je pustana na masini ProFlex™ 3x32-Well PCR System (Thermo Fisher Scientific)
prema slede¢em temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija u trajanju od 5 min na 95°C, pracena
sa 35 ciklusa u kojima su se smenjivale faze denaturacije od 1 min na 95°C, hibridizacije prajmera
od 1 min na 60°C i ekstenzije prajmera od 2 min na 72°C. Potom je sledila finalna elongacija od 5
min na 72°C, nakon ¢ega su uzorci ¢uvani u masini na +4°C do dalje analize.

Proizvodi PCR reakcije proveravani su elektroforezom u 1,3% agaroznom gelu (Lonza, ME,
SAD; Kat. br. 50000) pripremljenom kori$¢enjem pufera 0,5x TBE (Tabela 2) sa 0,005% etidijum
bromidom na 100 V, 20 min, a signal je vizuelizovan na Chemi Doclt gel/blot Imager (UVP systems,
Nemacka).

3.4 Priprema kulture oligodendrocita

Primarne kulture oligodendrocita pripremane su prema prethodno opisanim protokolima
(Marignier et al., 2010; Schulz et al., 2011). Celijske kulture kontrolnih i SOD1%%4 Zivotinja su
pripremane iz ki¢mene mozdine Sprague-Dawley pacova iz istog okota na slede¢i nacin: za pripremu
SOD1%%%A kultura koriséene su Zivotinje koje eksprimiraju SOD1°%A (N=3), dok su za pripremu
kontrolnih kultura kori§¢eni pacovi koji nisu nosioci transgena (N=3). Ukratko, ki¢mene mozdine su
izolovane iz pacova starih 1 dan i mehanicki disocirane u Leibovitz L-15 (Gibco, ThermoFisher
Scientific, MA, SAD) medijumu u koji je dodat 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicilin, 0,1 mg/ml
streptomicin i 0.1% BSA. Posle dva centrifugiranja od 2000 rpm po 5 minuta, celije su
resuspendovane u DMEM u koji je dodat 10% FBS, zasejane su u Petri Solje 1 odrzavane na 37°C u
atmosferi sa 92-95% vlaznosti i 5% CO2. Posle 10-12 dana povrSinska mikroglija je mehanicki
uklonjena iz meSovite kulture treSenjem na Sejkeru na 250 rpm 90 minuta, a potom je dodatno treSena
na 250 rpm preko no¢i. Medijum sa odvojenim ¢elijama je sakupljen i zasejan u Petri Solje kako bi
se preostala mikroglija zalepila za podlogu. Posle 45 minuta, medijum sa preostalim ¢elijama je
zasejan na pokrovna stakla prevucena poli-L-lizinom (Sigma-Aldrich, MO, SAD; Kat. br. P1524)
koncentracije 50 ug/ml u sterilnom PBS (Tabela 2). Ove ¢elije su gajene u kulturi 2-3 dana kada su
pokazivale morfologiju sa malim delijskim telima i brojnim granatim nastavcima tipi€nim za
oligodendrocite u kulturi, a potom su koriS¢ene za elektrofizioloska snimanja i imunocitohemiju.
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3.5 Priprema kulture neonatalne mikroglije

Primarna kultura neonatalne mikroglije pripremana je iz ki¢mene mozdine kontrolnih i
SOD15%%A pacova starih 2 dana. Ki¢émene mozdine su izolovane u hladnom, sterilnom PBS, uklonjene
su ovojnice i tkivo je inkubirano u rastvoru koji sadrzi 1 mg/ml tripsina u PBS, na 37°C, 15 min. Da
bi se zaustavilo delovanje tripsina, dodat je DMEM+ (Tabela 2) i tkivo je centrifugirano na 500 x g
8 min. Talog je resuspendovan u 1 ml DMEM+ i ¢elije su dodatno razdvojene propustanjem
suspenzije kroz igle dijametra 0,8 mm i 0,6 mm, po 4 puta, i zatim centrifugirane na 500 x g 8 min.
Talog je resuspendovan u DMEM+ i éelije su zasejane ili u Petri Solje ili direktno na pokrovna stakla
prethodno oblozena PLO koncentracije 50 ug/ml u sterilnom PBS. Medijum za gajenje je menjan
svaka 3 dana tako Sto je 50% volumena postojeéeg medijuma zamenjeno sveze pripremljenim
DMEM-+. Celije gajene na pokrovnim staklima su nakon 20-22 dana gajenja u kulturi inkubirane u
rastvoru koji sadrzi 0,08% tripsin, 0,2 mM EDTA u DMEM na 37°C tokom 30-45 min dok se
povrsinski sloj ¢elija potpuno ne odlepi u jednom sloju, a ispod preostane mikroglija koja je koriS¢ena
dalje za elektrofizioloska merenja. Nakon 10-14 dana meSovita kultura ¢elija gajenih u Petri $olji je
treSena na orbitalnom Sejkeru na 250 rpm 90-120 min kako bi se mehanicki uklonio povrSinski sloj
mikroglije. Medijum sa odvojenim ¢elijama je prikupljen i centrifugiran na 500 x g 8 min, a ¢elije u
talogu su resuspendovane u DMEM+ i propustene kroz iglu dijametra 0,6 mm 4 puta u cilju dobijanja
pojedinacnih ¢elija koje su potom prebrojane i zasejane na pokrovna stakla prethodno prevuc¢ena PLO
za dalja elektrofizioloska ispitivanja.

3.6 Priprema kulture mikroglije i izolacija mijelina iz adultnih pacova

Izolacija mikroglije iz kicmene mozdine adultnih pacova je uradena prema prethodno opisanom
protokolu (Bordt et al., 2020). Ukratko, ki¢mene mozdine simptomatskih SOD1°%A (N=5) i
kontrolnih (N=5) pacova odgovarajuée starosti su izolovane u hladnom, sterilnom HBSS bez Ca?" i
Mg?* (Tabela 2) i potom inkubirane u 5 ml Accumax (Innovative Cell Technologies, Inc., Kat. Br.
AM105) rastvora proteoliti¢kih i kolagenoliti¢kih enzima 45 min na 37°C u cilju digestije izolovanog
tkiva, uz dodatnu mehanic¢ku disocijaciju svakih 15 minuta. Suspenzija je propustena kroz filter
preénika pore 70 um za izolovanje ¢elija manjeg dijametra i zatim centrifugirana na 300 x g, 10 min
na +4°C. Talog je resuspendovan u 5 ml 30% Percoll (Sigma Aldrich, MO, SAD; Kat. br. P1644), a
potom je ispod sloja 30% Percoll sa resuspendovanim ¢elijama, naliveno 4 ml 70% Percoll. Uzorci
su centrifugirani na 340 x g, 20 min na 22°C. Nakon centrifugiranja, uoceni su povrsinski sloj mijelina
1 sloj ¢elija koji se nalazi izmedu 30% 1 70% Percoll. Oba sloja su sakupljena u posebne tube i
resuspendovana u post-Percoll rastvoru koji sadrzi 5% FBS, 10 uM HEPES u HBSS (Tabela 2).
Uzorci su centrifugirani na 300 x g, 10 min na +4°C.

Celije u talogu su resuspendovane u Iml DMEM+, odreden je broj ¢elija i zasejane su na
pokrovna stakla obloZena PLO i gajena u ploc¢i sa 24 bunara na 37°C u atmosferi sa 92-95% vlaznosti
i 5% COs.. Elektrofizioloska merenja na mikrogliji u kulturi su radena od 2. do 7. dana nakon
zasejavanja. Aktivacija mikroglije je izazvana dodavanjem lipopolisaharida (LPS, Sigma Aldrich,
MO, SAD; Kat. br: L4391). Mikroglija je inkubirana u 100 ng/ml LPS u DMEM+ 24h na 37°C u
atmosferi sa 92-95% vlaznosti i 5% CO2. Nakon toga odredene su elektrofizioloske karakteristike
mikroglije.

3.6.1 Priprema mijelinske frakcije za Western blot

Povrsinski mijelinski sloj formiran nakon razdvajanja u Percoll-u je resuspendovan u puferu za
pripremu uzoraka za Western blot koji sadrzi (u mM): 200 NaCl, 10 HEPES, 30 EDTA i 0,5% Triton
X-100 sa dodatkom proteaznih inhibitora (Sigma Aldrich, MO, SAD; Kat. br. S8820) i Na-orto-
vanadata. Uzorci su homogenizovani ru¢nim homogenizerom, centrifugirani na 15 000 rpm, 20 min
na +4°C i prikupljen je supernatant i zamrznut na -80°C za dalju upotrebu.
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3.7 Western blot

Koncentracija proteina u mijelinu izolovanom iz ki¢mene mozdine odredena je BCA Pirsovim
proteinskim kitom (Thermo Fisher Scientific; Kat. br. 23225) prema uputstvima proizvodaca. Uzorci
su razblazeni u 6x Leammli puferu (Tabela 2) sa 5% B-merkapto etanolom kao redukuju¢im agensom.
Proteinski standard (Thermo Scientific, MA, SAD; Kat. br.26619) i jednaka koli¢ina proteina (30 ug)
iz svakog uzorka su nalivani u bunare 4% SDS-poliakrilamidnog gela za koncentrovanje (Tabela 3).
Proteini su elektroforetski razdvajani na 8% SDS-poliakrilamidnom gelu (Tabela 3) u 1x puferu za
elektroforezu (Tabela 2) na 120 V, 1,5 h. Nakon elektroforeze, proteini su vlaznim transferom, u 1x
transfer puferu (Tabela 2) prenos$eni na nose¢e membrane od polivinilfluorida sa porama pre¢nika
0,45 pum (Immobilon-P, Millipore, Kat. br. IPVVH00010). Transfer se odvijao na 100 V na +4°C u
trajanju od 1,5 h. Membrane su blokirane u 5% nemasnom mleku (Santa Cruz, TX, SAD; Kat. br.
sc2325) u prahu ili 5% BSA u TBST 1,5 h na sobnoj temperaturi. Primarna antitela, ze¢je anti-Kir4.1
(1:2000, Alomone Labs, Izrael), misje anti-GAPDH (1:2000, Millipore, CA, SAD; Kat br. MAB374)
I mi§je anti-CNPaza (1:10000, Calbiochem, Milipore, SAD) inkubirana su preko no¢i na +4°C.
Nakon ispiranja u TBST, membrane su inkubirane u rastvoru sekundarnih antitela konjugovanih sa
peroksidazom rena (HRP) 1,5 h na sobnoj temperaturi. Kori$¢ena su slede¢a sekundarna antitela:
kozje anti-misje (1:2000, Abcam, UK; Kat. br. ab205719) i kozje anti-ze¢je (1:2000, Abcam, UK;
Kat. br. ab6721). Membrane su vizuelizovane upotrebom Clarity Western-ECL supstrata (Bio-Rad,
kat. br. 170-5061) prema proizvoda¢kom uputstvu, na Chemi Doclt gel/blot Imager (UVP systems,
Nemacka). Eksperimenti su uradeni u duplikatu, a analiza blotova je uradena koris¢enjem Gel
Analyzer opcije u ImageJ software (NIH, SAD).

Tabela 3. Sastav koris¢enih SDS-poliakrilamidnih gelova

4% gel za koncentrovanje | 8% gel za razdvajanje
dH20 1,487 mi 2,32 ml
30 % Akrilamid 0,337 ml 1,33 ml
1,5M Tris-HCI pH 8,8 | 0,625 ml 1,25 ml
10 % SDS 25 ul 50 ul
10 % APS 25 ul 50 ul
TEMED 2,5 ul 5ul

3.8 Imunofluorescencija

3.8.1 Priprema tkiva transkardijalnom perfuzijom

Presimptomatske Zivotinje, pre-SOD1%%* (N=4), simptomatske Zivotinje u zavr$noj fazi
bolesti, SOD16%A (N=5) i kontrolne Zivotinje (N=9) odgovarajuée starosti anestezirane su
intraperitonealnom injekcijom koja sadrzi ketamin (90 mg/kg) i ksilazin (8 mg/kg). Kada su zivotinje
usle u duboku anesteziju 1 pokazale odsustvo okularnog refleksa, otvoren je grudni koS Zivotinje i igla
kojom tece 0,9 % fizioloski rastvor je uvedena u levu komoru srca, a presecena je desna pretkomora
srca. Kontinuirani protok rastvora je obezbeden koriS¢enjem peristalticke pumpe. Promena
tamnocrvene boje jetre u bledobraon je uocena nakon protoka 150 ml fizioloskog rastvora i potom je
nastavljena perfuzija rastvorom 4% PFA (Tabela 2) zapremine 200-300 ml. Izolovana je ki¢mena
mozdina i dodatno fiksirana u 4% PFA preko no¢i na +4°C. Tkivo je dehidratisano kroz rastuce
koncentracije saharoze 10%, 20%, 30% u 0,1 M PB (Tabela 2) na +4°C i zamrznuto na -80°C do
dalje upotrebe.
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3.8.2 Imunofluorescentno obelezavanje preseka kicmene mozdine

Koronalni preseci ki¢mene mozdine debljine 30 um napravljeni su na kriotomu (CM 1850,
Leica, Nemacka) i skupljeni na mikroskopske plocice (Superfrost Plus, Menzel-Glasser, Nemacka)
koje su ¢uvane na +4°C. Tkivo je rehidratisano u 0,01M PBS (Tabela 2) i raden je protokol
oslobadanja epitopa upotrebom citratnog pufera pH 6,0 ili tris pufera pH 9,0.

3.8.2.1 Protokol imunofluorescencije za bojenje oligodendrocita u tkivu

Tris pufer koncentracije 50 mM i pH 9,0 (Tabela 2) zagrejan je do 75°C, kada su preseci na
mikroskopskim plo¢icama stavljeni u zagrejani pufer i inkubirani 3 min na 75°C. Nakon hladenja na
sobnoj temperaturi, uzorci su isprani u 0,01 M PBS nekoliko puta i inkubirani sa 0,1% glicinom u
0,01 M PBS 10 minuta, a potom je nanoSen rastvor za blokiranje koji se sastoji od 10 % normalnog
kozjeg seruma, 2% BSA i 0,1% Triton X-100 u 0,01 M PBS. Posle 45 minuta u rastvoru za blokiranje,
preseci su inkubirani u rastvoru primarnih anititela u 2% normalnom kozjem serumu i 1% BSA u
0,01 M PBS na +4°C, preko noc¢i.

Posle nekoliko ispiranja sa 0,01M PBS, nanoSena su odgovaraju¢a sekundarna antitela
rastvorena u 1% normalnom kozjem serumu u 0,01 M PBS i uzorci su inkubirani 2,5 h u mraku na
sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja nevezanog antitela ispiranjem u 0,01M PBS, preseci su
inkubirani sa TO-PRO-3 nukleusnom bojom 10 minuta na sobnoj temperaturi, a potom isprani u 0,01
M PBS i fiksirani Mowiol medijumom (Tabela 2). Razblazenja primarnih i sekundarnih antitela data
su u Tabeli 4.

3.8.2.2 Protokol imunofluorescentnog obelezavanja mikroglije

Citratni pufer koncentracije 10 mM i pH 6,0 (Tabela 2) zagrevan je do 75°C, kada su stavljeni
preseci na mikroskopskim plo¢icama i inkubirani 8 min na 75°C, zatim ostavljeni da se ohlade na
sobnoj temperaturi. Uzorci su ispirani u 0,01 M PBS nekoliko puta i inkubirani u 0,1% glicinu u 0,01
M PBS 10 minuta. Preseci su potom inkubirani 45 min na sobnoj temperaturi u rastvoru za blokiranje
koji sadrzi 10% normalni magare¢i serum, 5% BSA i 0,1% Triton X-100 u 0,01 M PBS. Preseci su
inkubirana preko no¢i na +4°C u rastvoru primarnih antitela u 5% normalnom magare¢em serumu,
2% BSA u 0,01 M PBS. Nakon nekoliko ispiranja u 0,01 M PBS, nanos$en je rastvor sekundarnih
antitela konjugovanih sa fluoroforom u 2% normalnom magare¢em serumu, 1% BSA u 0,01 M PBS
i preseci su inkubirani 2 h u mraku na sobnoj temperaturi. Visak nevezanog antitela je uklonjen
ispiranjem u PBS, a preseci su inkubirani sa Hoechst nuklusnom bojom 10 min na sobnoj temperaturi.
Nakon ispiranja u 0,01 M PBS, preseci su fiksirani Mowiol medijumom. Razblazenja kori$¢enih
primarnih i sekundarnih antitela prikazana su u Tabeli 4.

Tabela 4. Lista primarnih i sekundarnih fluorescentno obeleZenih antitela i boja

Antitelo Razblazenje | Proizvodac L(::)tjaloskl
CNPaza, misje anti-2’3’cikli¢ni- | 1:3000 Calbiochem, Milipore, | NE1020
nukleotid 3’ fosfodiesteraza SAD

Kir4.1, ze¢je anti-Kir4.1 1:400 Alomone Labs, Israel APC-0165
p-111 tubulin, ze¢je anti- B-111 | 1:800 Cell Signaling, SAD D71G9
tubulin

Ibal, kozje anti-jonizovani | 1:200 Abcam, UK ab5076
adaptorski Ca?* vezuju¢i molekul 1

CD34, kozje anti-klaster | 1:200 R&D Systems, MN, SAD | AF4117
diferencijacije 34
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CD68, misje anti-pacovski klaster | 1:50 AbD Serotec, UK MCA341R
diferencijacije 68
mSOD1, mi§je  anti-mutirana | 1:400 MediMabs, Kanada MM-0070-
superoksid dismutaza 1, klon P
B8H10
kozje anti-miSje Alexa Fluor IgG | 1:200 Life Technologies, OR, | A11001
(H+L) 488 SAD
kozje anti-ze¢je Alexa Fluor IgG | 1:200 Life Technologies, OR, | A21422
(H+L) 555 SAD
magarece anti-misje Alexa Fluor | 1:200 Invitrogen, Thermo | A31570
IgG (H+L) 555 Fischer Scientific, OR,
SAD
magarece anti-zeCje Alexa Fluor | 1:200 Invitrogen, IL, SAD A32790
IgG (H+L) 488
magareée anti-kozje Alexa Fluor | 1:200 Invitrogen, IL, SAD A32849
IgG (H+L) 643
magareée anti-zeGje Alexa Fluor | 1:200 Life Technologies, OR, | A31572
IgG (H+L) 555 SAD
TO-PRO-3 1:4000 Imvitrogen, Molecular | 1027459
Probes, OR, SAD
Hoechst 1:4000 Thermo  Scientific, IL, | 62249
SAD

3.8.2.3 Imunofluorescentno obeleZavanje oligodendrocita u kulturi

Celije zasejane na pokrovna stakla isprane su u PBS a potom fiksirane u 4% PFA 20 min na
sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja PBS nekoliko puta, ¢elije su inkubirane u blokiraju¢em rastvoru
koji sadrzi 10% normalnog kozjeg seruma, 1% BSA i 0,1% Tritona X-100 u PBS. Primarna antitela
su rastvorena u 1% normalnom kozjem serumu i 1% BSA u PBS i ¢elije su inkubirane preko no¢i, na
+4°C. Nakon ispiranja nevezanih antitela u PBS, ¢elije su inkubirane sa fluorescentno obelezenim
sekundarnim antitelima u PBS, 2 h u mraku na sobnoj temeraturi. Posle ispiranja uzorak je fiksiran
Mowiol medijumom. Kor§¢ena razblazenja antitela prikazana su u Tabeli 4.

3.9 Konfokalna mikroskopija i analiza mikrografija

Mikrografije su snimane na konfokalnom laserskom-skeniraju¢em mikroskopu (LSM 510, Carl
Zeiss GmbH, Jena, Nemacka) koji ima argonsku lasersku liniju (488 nm) i dve helijum-neonske
laserske linije (543 i 633 nm). Za snimanje fluorofora laserskim linijama 488 i 555, koris¢eno je
dihroic¢ko ogledalo NFT 488/543, a potom filteri uskog opsega propustanja (BP) 505-530 i BP565-
610, redom. Za snimanje fluorofora pobudivanih laserom 633 kori$¢eno je dihroicko ogledalo NFT
543/633 1 filter Sirokog opsega propustanja LP 650. Mikrografije su snimane upotrebom uljanih
imerzionih objektiva uvelicanja 40x sa numeri¢kom aperturom 1.3, (Plan-Neofluar 40x/1.3 Qil; Carl
Zeiss, Nemacka) i 63x sa numerickom aperturom 1.4 (Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC; Carl Zeiss,
Nemacka). Parametri snimanja mikrografija bili su konstantni za kontrolne i ALS uzorke u svakom
eksperimentu.

3.9.1 Mikroskopija i analiza mikrografija oligodendrocita

Objektivom Plan-Neofluar 40x/1.3 Oil snimano je 4-5 mikrografija po koronalnom preseku
lumbalnog i cervikalnog regiona ki¢cmene mozdine, a uzorkovano je 5-6 preseka po zivotinji. U
primarnoj kulturi oligodendrocita snimano je 8-10 CNPaza+/Kir4.1+ oligodendrocita objektivom
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Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC sa dodatnim uveliCanjem za individualne celije. Analiza
mikrografija radena je u ImageJ programu (NIH, SAD). Intenzitet signala imunofluorescencije
CNPaze i Kir4.1 dobijen je merenjem integrisane gustine signala u opciji Merenja (engl. Measure) u
Image] programu. Kolokalizacija signala je analizirana kori§¢enjem dodatka programu Just Another
Colocalization Plugin (JACoP) (Bolte & Cordelieres, 2006). Mandersov koeficijent kolokalizacije i
Pirsonov koeficijent korelacije analizirani su JACoP dodatkom da bi se opisao preklop signala
fluorescentno obeleZenih signala Kir4.1 i CNPaze. Da bi se definisao oblik TO-PRO-3 obeleZenih
nukleusa, prvo je izmeren najduzi dijametar nukleusa CNPaza" oligodendrocita, a potom normalno
na njega 1 najkraci dijametar. Odnos najduzeg i1 najkraceg dijametra je izraCunat i obeleZzen kao D
odnos. D odnos nukleusa veé¢i od 1,5 je ukazivao na oligodendrocite izduzenog oblika nukleusa.
Morfologija individualnih oligodendrocita u kulturi rekonstruisana je koriS¢enjem dodatka Simple
Neurite Tracer u ImageJ. Sholl analiza je uradena kako bi se odredio broj nastavaka u odnosu na
udaljenost od c¢elijskog tela 1 definiSe kompleksnost ¢elijske razgranatosti.

3.9.2 Mikroskopija i analiza mikrografija mikroglije

Na presecima gde je ispitivana mikroglija snimani su ventralni rogovi lumbalnog regiona
ki¢mene mozdine objektivom Plan-Apochromat 63x/1.4 Qil DIC. Snimano je 3-5 preseka po Zivotinji
obeleZenih razli¢itim kombinacijama primarnih i sekundarnih antitela. U pre-SOD16% j SOD1%%4
kiémenim mozdinama snimani su z-stekovi (engl. stack) uocenih klastera ¢elija objektivom 63x i sa
dodatnim uveli¢anjem. Analiza celijskih klastera radena je prema prethodno objavljenoj studiji
(Monasor et al., 2020). Na osnovu signala Kir4.1 obeleZen je region od interesa (engl. region of
interest; ROI). U odabranom ROI merena je povrSina imunofluorescentnih signala razli¢itih markera
kori$éenjem opcije Povrsina (engl. Area) u opciji Merenja u ImageJ (NIH, SAD). Odnos izmerenih
povrsina razli¢itih markera je izracunat kako bi se ispitala zastupljenost razlicitih proteina u ¢elijskim
klasterima u odnosu na pojedina¢nu mikrogliju lokalizovanu na razdaljini 80-100 um od klastera
mikroglije. Rekonstrukcija razgranatosti pojedinacne mikroglije je radena na osnovu Ibal signala
koriS¢enem Simple Neurite Tracer (SNT) doadatka u ImageJ programu. Sholl analiza je uradena na
dobijenim rekonstrukcijama ¢elija mikroglije. Broj analiziranih ¢elija po grupi bio je: WT (N=42),
pre-SOD1%%A (N=33), SOD1%%** (N=43). Broj Zivotinja u svakoj grupi je bio 4.

3.10 Metoda nametanja voltaze na deli¢ membrane u konfiguraciji
»cela celija*

Oligodendrociti zasejani na pokrovna stakla snimani su u vancelijskom rastvoru (ECS) koji
sadrzi (mM): 140 NaCl, 4 KCl, 2 MgCly, 2 CaCly, 5 glukoza, 10 HEPES, pH 7,4 podesen dodavanjem
NaOH i osmolarnost 300 mOsm. Pipete su izvlacene od borosilikatnog stakla sa filamentom (Science
products, Nemacka, Kat. br. GB150F-10) na horizontalnom izvlakacu (P-97, Sutter Instruments,
SAD) i imale su otpor 4-7 MQ kada se napune unutarcelijskim rastvorom sastava (u mM): 144 KCI,
2 MgCl, 5 EGTA, 5 HEPES, pH 7,2 podesen dodavanjem KOH i osmolarnosti 290 mOsm.

3.10.1 Merenje struja na oligodendrocitima u kulturi

Metoda nametanja voltaze na deli¢ membrane u konfiguraciji ,.cela ¢celija“ raden je na
oligodendrocitima u kulturi na Olympus BH2 mikroksopu (Olympus, Center valley, PA, SAD). Struje
su merene koris¢enjem Tecella Pico 2 pojacivaca sa integrisanim A/D konverterom (Tecella). Podaci
su prikupljani na frekvenciji uzorkovanja od 10 kHz i filtrirani su na 2 kHz. Registrovan signal struja
je filtriran niskopropusnim filterom frekvencije 2 kHz i uzorkovan na frekvenciji od 10 kHz. Podaci
su prikupljeni koriS¢enjem TecellaLab programa (Tecella, Foothill Ranch, CA, SAD). Otpor
membrane (Rm), kapacitivnost membrane (Cm) i serijski otpor su mereni direktno sa pojacivaca sa
gornjom granicom za serijski otpor od 20 MQ. Struje oligodendrocita u kulturi u konfiguraciji ,,cela
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¢elija“ pobudivane su stepenastim protokolom. Sa osnovnog potencijala od -50 mV, nametane su
voltaze u rasponu od -150 do +70 mV sa stepenom povecanja od 20 mV. Kada je koris¢en ECS koji
sadrzi 20 mM KCl, koncentracija NaCl je srazmerno snizena da bi osmolarnost ostala nepromenjena.
Kir struje u oligodendrocitima su blokirane dodavanjem 100 pM BaCl, u ECS. Ba?*-senzitivna struja
je izolovana oduzimanjem struja dobijenih u prisustvu 100 uM BaCl, od zapisa struja snimljenih u
ECS. Za odredivanje potencijala reverzije (Erev), primenjen je ramp protokol napravljen kao linearni
voltazni puls od -150 to +70 mV, sa osnovnim potencijalom na -50 mV. Svi vancéelijski rastvori su
aplicirani gravitacionom perfuzijom i svi eksperimetni su radeni na sobnoj temperaturi. Membranska
svojstva oligodendrocita karakteriSu membranska kapacitivnost >35 pF i otpor membrane <500M€Q
i odsustvo Na* struja (De Biase et al., 2010).

3.10.2 Merenje struja na povrsinskoj neonatalnoj mikrogliji

Stakla sa mikroglijom izolovanom iz ki¢menih mozdina neonatalnih pacova su postavljena u
komoru fiksiranu na postolju Olympus BH2 mikroksopa (Olympus, Center valley, PA, SAD). Za
razliku do konvencionalnih elektrofizioloskih sistema, u koris¢enom sistemu objektiv mikroskopa je
fiksno pozicioniran, dok je fokusiranje uzorka postignuto pomeranjem platforme mikroskopa.
Ukupne struje su merene koriS¢enjem Axopatch 2D pojacivaca sa Digidata 1300B. Signal struja je
filtriran niskopropusnim filterom frekvencije 5-6 kHz, uzorkovan na frekvenciji od 10 kHz i snimljen
u Clampex 9 programu (Molecular Devices). Merena svojstva celijske membrane i primenjeni
stepenasti protokol za merenje struja mikroglije, identi¢ni su kao uslovi primenjeni za merenje struja
oligodendrocita u kulturi i detaljno su opisani u poglavlju 3.2.8.1. Gustine struja ¢elija mikroglije
dobijene su deljenjem struja cele éelije sa vredno$¢u membranske kapacitivnosti na svakoj vrednosti
nametnutog potencijala. Podaci su analizirani u Clampfit 11.0.3. programu (Molecular Devices).

3.10.3 Metod nametanja voltaZe na neonatalnoj mikrogliji ispod sloja astrocita i
mikrogliji izolovanoj iz adultnih pacova

Pokrovna stakla na kojima je zasejana mikroglija su postavljena u komoricu na invertovanom
mikroskopu AxioObserver Al (Carl Zeiss GmbH, Jena, Nemacka) sa fiksiranom platformom i
podesivom pozicijom objektiva, LD LCI Plan-Apochromat 25x/0.8NA (Carl Zeiss, Germany).
Mikroskop je opremljen kamerom ,,evolve“-EM 512 Digital Camera System (Photometrics, SAD)
povezanom sa VisiView programom (VisiChrome, Visitron Systems GmbH, Nemacka). Pipeta je
pozicionirana pomoc¢u motorizovanog mikromanipulatora HEKA MIM 4 (HEKA Elektronik GmbH,
Nemacka). Sistem poseduje HEKA EPC 8 pojacivac sa LIH 1600 digitalnom jedinicom za snimanje
signala (HEKA Elektronik). Signali struja su uzorkovani na frekvenciji od 10 kHz i filtrirani na 2
kHz i snimljeni PatchMaster programom (HEKA Elektronik). Otpor membrane je meren direktno sa
pojacivaca. Struje mikroglije u kulturi u konfiguraciji ,,cela ¢elija®“ pobudivane su stepenastim
protokolom. Sa osnovnog potencijala od -30 mV, nametane su voltaze od -160 do +40 mV sa
stepenom povecanja od 20 mV. Kir struje u adultnoj 1 neonatalnoj mikrogliji ispod astrocita su
blokirane dodavanjem 100 pM BaCl.. Ba?*-senzitivna komponenta je izolovana oduzimanjem struja
dobijenih u prisustvu 100 uM BaClz od ukupnih struja dobijeni u ECS. Odgovor mikroglije na
poveéanu koncentraciju vancelijskog K*, ispitan je registrovanjem struja pri promeni sa 4 na 12 mM
K*. U mikrogliji u kulturi izolovanoj iz adultnog tkiva koja je tretirana LPS registrovani su strujni
odgovori u ECS i u prisustvu 100 uM BaClo.

3.11 Statisticka analiza

Statisticka analiza je radena u Sigmaplot v12 programu (Systat Software Inc, CA, SAD) i
GraphPad Prism V6.01 (GraphPad, Ca, SAD). U analizi podataka dobijenih iz imunohistohemijskih
eksperimenata, srednja vrednost je izracunata za svaku zivotinju i na te vrednosti su primenjeni
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statistiCki testovi. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka, dok su rezultati
na oligodendrocitima prikazani u vidu vertikalnih tackastih plotova koji predstavljaju pojedina¢ne
vrednosti za svaku zivotinju. N prikazuje broj zivotinja koriSé¢enih u eksperimentu, dok u
elektrofizioloskim eksperimentima N prikazuje broj analiziranih ¢elija. Broj nezavisnih izolacija
¢elija u kulturi je naznacen za svaki set eksperimenata u opisu slike. Za ispitivanje razlike izmedu
dve grupe podataka, kori§¢en je Studentov t-test kada je distribucija podataka bila normalna, a Mann-
Whitney test je kori§¢en kada podaci nisu imali normalnu raspodelu. Paired Studentov t-test je
primenjivan u analizi razlika dobijenih iz dva merenja sa iste ¢elije. Jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) sa post-hoc Tukey’s testom je koriS¢ena za poredenje viSe od dve grupe podataka. Za
statisticku analizu razlika izmedu podataka po grupama gde se ispituje uticaj vise od jednog faktora
upotrebljavana je Dvofaktorska ANOVA sa post-hoc Sidak testom. Sve razlike su smatrane
znac¢ajnim ukoliko je dobijena P vrednost <0.05. Veli¢ina uzoraka, primenjeni testovi i dobijene P
vrednosti naznaceni su u odeljku Rezultati 1 legendama slika.
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4. Rezultati

4.1 Funkcionalne i degenerativne promene u oligodendrocitima u
ki¢menoj moZzdini pacovskog modela ALS

4.1.1 Smanjena ekspresija Kir4d.1l u oligodendrocitima u Kki¢menoj moZzdini
SOD1%%A pacova

Oligodendrociti eksprimiraju ulazni ispravljacki kalijumov kanal Kir4.1 koji je od znacaja za
dostizanje njihove funkcionalne zrelosti (Livesey et al., 2016). U cilju ispitivanja svojstava Kir4.1
eksprimiranog u oligodendrocitima u ALS, najpre su imunofluorescentno obelezeni preseci kicmene
mozdine simptomatskih SOD1%%** pacova. Koris¢eni su CNPaza, marker specifi¢an za
oligodendrocite i anti-Kir4.1 antitelo za obelezavanje ovog kalijumovog kanala. Ispitani su lumbalni
1 cervikalni region ki¢mene mozdine koji su naro€ito pogodeni u ALS, a posebno ventralni rogovi
ovih regiona, gde su lokalizovani motorni neuroni koji degeneriSu u ALS (Gurney et al., 1994; Taylor
et al., 2016). Izrazena ekspresija Kir4.1 kanala je uocena u ventralnoj kiémenoj mozdini kontrolnih
pacova (Slika 7a), dok je imunofluorescentno obelezavanje kicmene mozdine ALS pacova pokazalo
znacajnu redukciju ekspresije ovog kanala (Slika 7a). Rezultati pokazuju da je intenzitet signala
imunofluorescencije Kir4.1 smanjen u lumbalnom regionu ki¢émene mozdine SOD1¢%** pacova
(Slika la-c; P=0,006, Studentov t-test). Kvantifikacija kolokalizacije signala Kir4.1 i CNPaze
pokazuje smanjenje Mandersovog koeficijenta u SOD16%*A pacovima u poredenju sa kontrolom
(Slika 7a,b,d; P<0,001, Studentov t-test), dok Pirsonov korelacioni koeficijent pokazuje tendenciju
smanjenja u SOD1% pacovima iako promena nije statisti¢ki znacajna (Slika 7e; P=0,096, Studentov
t-test). Isti trend promene je uo€en u ventralnim rogovima cervikalnog regiona ki¢mene mozdine
SOD1%%A pacova (Slika 8). Nasuprot smanjenju u ventralnim rogovima, Kir4.1 ekspresija kao i
kolokalizacija sa signalom CNPaze nisu promenjeni u dorzalnim rogovima simptomatskog SOD16%%
pacova, U regionu u kome se ne nalaze degenerisu¢i motorni neuroni (Slika 9) ukazujuéi na to da su
uocene promene u ekspresiji Kir4.1 karatkeristi¢ne za regione oSte¢enja motornih neurona u ALS.

Kako oligodendrociti imaju bitnu ulogu u mijelinizaciji (Livesey et al., 2016; Neusch et al.,
2001), ispitana je ekspresija Kir4.1 u mijelinskoj frakciji kicmene mozdine. Primenom centrifugiranja
na gradijentu Percoll-a, izolovan je mijelin iz ki¢menih mozdina simptomatskih SOD1%%A j
kontrolnih pacova i uporeden primenom Western blot metode. Dobijeni rezultati pokazuju da je
ekspresija Kir4.1 zna¢ajno smanjena u mijelinu u SOD1%%A pacovima u poredenju sa kontrolom
(Slika 7f,g, P=0,029, Studentov t-test). Medutim, kvantifikacija ekspresije oligodendrocitnog
markera CNPaze nije pokazala razliku izmedu ALS i kontrolnih pacova (Slika 7fh; P=0,494,
Studentov t-test). Ovi rezultati su u saglasnosti sa nepromenjenim intenzitetom imunofluorescentnog
signala CNPaze u lumbalnom regionu ki¢mene mozdine SOD1%%** pacova u poredenju sa kontrolom
(Slika 10 i Slika 11b,c i; P=0,410; Studentov t-test). Takode, dobijeni rezultati su u skladu sa
prethodno pokazanom nepromenjenom ekspresijom CNPaze u ki¢émenoj mozdini SOD1%%** miseva
(Philips et al., 2013).

Nepromenjena ekspresija CNPaze u ventralnim rogovima moze ukazati na slican broj
oligodendrocita obelezenih CNPazom (CNPaza*) u SOD1%%*A i kontrolnim pacovima (Slika 11c).
Medutim, uodene su promene u morfologiji oligodendrocita u SOD1%%A ki¢menoj mozdini, posebno
onih lokalizovanih u blizini tela neurona (Slika 11a). Uoceno je da pojedini oligodendrociti imaju
nepravilan 1 izduZen oblik nukleusa (Slika 1la,b) Sto je izraZeno merenjem odnosa najduzZeg i
najkra¢eg dijametra nukleusa CNPaze" Celija. Rezultati pokazuju da je odnos dijametara znacajno
povecan u SOD1%%A oligodendrocitima u ki¢menoj mozdini u odnosu na kontrolne (Slika 11b,d;
P=0,049, Studentov t-test). Broj oligodendrocita koji imaju izduzen oblik nukleusa znacajno je veci
u SOD1C%A Jumbalnom regionu ki¢mene mozdine u odnosu na kontrolu (Slika 11b,e; P=0,018,
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Studentov t-test). Dobijeni rezultati ukazuju da bi ovaj parameter mogao da predstavlja indikator
degeneracije ovih glijskih ¢elija.
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Slika 7. Smanjena ekspresija Kir4.1 kanala u oligodendrocitima u ki¢menoj mozdini SOD1%%A pacova.
(a) Reprezentativne konfokalne mikrografije imunofluorescentno obelezenih oligodendrocita anti-CNPaza antitelom
(zeleno), kalijumovog kanala Kir4.1 (magenta) i TO-PRO-3 boje za nukleuse (cijan) u ventralnim rogovima lumbalnog
regiona kontrolne i SOD1%%A ki¢mene mozdine. Skala 20 um. (b) Konfokalne mikrografije visoke rezolucije sa
imunofluorescentno obelezenim CNPazom, Kir4.1 i TO-PRO-3 u lumbalnom regionu kontrolne i SOD1%% ki¢mene
mozdine. Strelice pokazuju Kir4.1 signal u oligodendrocitima i kolokalizaciju sa signalom CNPaze. Skala 10 um. (c)
Intenzitet imunofluorescentnog Kir4.1 signala je zna¢ajno smanjen u SOD1%%A y poredenju sa kontrolnom ki¢menom
mozdinom. Kvantifikacija kolokalizacije je pokazala smanjenje (d) Mandersovog koeficijenta u SOD1%%4 yu poredenju
sa kontrolnim pacovom, dok je (e) Pirsonov koeficijent korelacije nepromenjen. (f) Primeri Western blot-a pokazuju
ekspresiju Kir4.1 (~42 kDa) i CNPaze (~46 kDa) u mijelinu izolovanom iz ki¢émenih mozdina SOD1%%4 i kontrolnih
pacova. GAPDH (~36 kDa) je koris¢en kao kontrola nanosenja uzoraka. (g) Ekspresija Kir4.1 je znacajno smanjena u
mijelinu izolovanom iz SOD1%%A ki¢menih moZzdina (N=5 pacova) u poredenju sa kontrolnim (N=4 pacova), dok je (h)
ekspresija CNPaze nepromenjena. Inteziteti traka za signale Kir4.1 i CNPaze su normalizovani na intenzitet GAPDH
signala. Broj Zivotinja u kontrolnoj i SOD1%%4 grupi za panele c, d i e, bio je N=3 za svaku grupu. Svaki vertikalni niz
tacaka predstavlja pojedinacne vrednosti za svaku zivotinju. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
greska. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.
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Slika 8. Smanjena ekspresija Kir4.1 u cervikalnom regionu ki¢mene mozdine SOD1¢%4 pacova. (a) Reprezentativne
konfokalne mikrografije imunofluorescentno obelezenih oligodendrocita CNPazom (zeleno), kanala Kir4.1 (magenta) i
nukleusa obelezenih TO-PRO-3 bojom (cijan) u cervikalnom regionu kontrolne i SOD1%%A ki¢mene moZdine. Skala 20
pm. (b) Kvantifikacija ukupnog intenziteta Kir4.1 imunofluorescentnog signala pokazuje znafajno smanjenje u
cervikalnom regionu SOD1%%A u poredenju sa kontrolnom ki¢émenom mozdinom (P<0,001, Studentov t-test). (c)
Mandersov koeficijent kolokalizacije signala CNPaze i Kir4.1 je smanjen u SOD1%%A u poredenju sa kontrolnom
ki¢menom moZdinom (P=0,004, Studentov t-test) dok je (d) Pirsonov koeficijent korelacije nepromenjen (P=0,213,
Studentov t-test). () Ukupni intenzitet imunofluorescencije CNPaze nije promenjen u ALS pacovskom modelu u
poredenju sa kontrolom (P=0,833, Studentov t-test). Broj Zivotinja u kontrolnoj i SOD1%%A grupi u panelima b-e bio je
N=5 za obe grupe. Tacke predstavljaju proseénu vrednost za svaku Zivotinju. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska. **P < 0,01, ***P < 0,001.

4.1.2 1zmenjena funkcionalna svojstva ALS oligodendrocita u kulturi

U cilju ispitivanja funkcionalnih svojstava oligodendrocita u ALS, pripremljena je primarna
kultura oligodendrocita izolovanih iz kiémene mozdine neonatalnih kontrolnih i SOD1¢%* pacova.
Iako oligodendrociti u kulturi nemaju mijelinizujuca svojstva, oni dostizu kasne faze diferencijacije
na $ta ukazuje njihova razgranatost, ekspresija CNPaze, prisustvo ulaznih K* i odsustvo izlaznih Na*
struja (Knapp et al., 1988; Livesey et al., 2016; Sontheimer et al., 1989). Ekspresija Kir4.1 u
oligodendrocitima u kulturi je ispitana nakon dvostrukog imunofluorescentnog obelezavanja CNPaze
i Kird.1. CNPaza" oligodendrociti u kulturi imaju kompleksnu morfologiju koju karakterise prisustvo
brojnih grana i nastavaka i izrazen signal obelezenog Kir4.1 u c¢elijskom telu (Slika 12a).
Kvantifikacija intenziteta Kir4.1 signala u CNPaza* oligodendrocitima u kulturi pokazuje smanjenje
Kird.1 ekspresije u SOD1¢%* oligodendrocitima u odnosu na kontrolu (Slika 12a,b; P=0,032,
Studentov t-test). Rekonstrukcija morfologije individualnih oligodendrocita je uradena na osnovu
signala CNPaze (Slika 12c) i kompleksnost ¢elijske morfologije je analizirana Sholl analizom. Broj
nastavaka u odnosu na udaljenost od ¢elijskog tela oligodendrocita nije promenjen u SOD1%A
oligodendrocitima u odnosnu na kontrole (Slika 12d, P=0,598, Dvofaktorska ANOVA sa post-hoc
Sidak testom) ukazujuéi na njihovu sli¢nu razgranatost.
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Slika 9. Ekspresija Kir4.1 i CNPaze je nepromenjena u dorzalnim rogovima lumbalnog regiona ki¢mene mozdine
u ALS. (a) Reprezentativne konfokalne mikrografije imunofluorescentno obeleZenih oligodendrocita CNPazom (zeleno),
Kir4.1 kanala (magenta) i nukleusa TO-PRO-3 (cijan) u dorzalnim rogovima lumbalnog regiona kontrolne i SOD1%%4
ki¢émene mozdine. Skala 20 pm. Ukupni intenzitet (b) Kir4.1 i (c) CNPaznog signala nije promenjen u dorzalnim
rogovima SOD1%%4 pacova u poredenju sa kontrolom (P=0,051 odnosno P=0,324, Studentov t-test). (d) Mandersov i (e)
Pirsonov koeficijent ne pokazuje razlike izmedu SOD1%%* i kontrolnih pacova (P=0,45 odnosno P=0,683, Studentov t-
test). Broj Zivotinja u kontrolnoj i SOD1%%A grupi u panelima b-e je isti, N=3. Svaki vertikalni niz tadaka predstavlja
posebne vrednosti za svaku zivotinju. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosti = standardna greska.
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Slika 10. Ekspresija CNPaze u beloj masi lumbalnog regiona ki¢mene moZdine nije promenjena u ALS. (a)
Reprezentativne mikrografije preseka ki¢mene mozdine dobijene obelezavanjem antitela na CNPazu (zeleno) i TO-PRO-
3 (cijan) u beloj masi kontrolnih i SOD1%%4 pacova. Strelice pokazuju éelijska tela oligodendrocita. Skala 20 pm. (b)
Ukupni intenzitet imunofluorescentnog signala CNPaze je sli¢ne vrednosti u beloj masi lumbalnog regiona kontrolne i
SOD1%%A ki¢mene mozdine (P=0,651, Studentov t-test). Broj Zivotinja u kontrolnoj i SOD1%%A grupi je isti, N=3. Tacke
predstavljaju srednje vrednosti za svaku Zivotinju.
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Slika 11. Morfoloske promene SOD1%%A oligodendrocita. (a) Reprezentativne konfokalne mikrografije neurona
obelezenih B-III tubulinom (crveno), oligodendrocita obelezenih CNPazom (zeleno) i nukleusa obelezenih TO-PRO-3
(cijan) u ventralnim rogovima ki¢mene mozdine kontrolnih i SOD1%%4 pacova. Oligodendrociti pozitivni na CNPazu
imaju ovalan oblik i ¢esto su pozicionirani u blizini tela motornih neurona (strelica) u kontrolnim ki¢menim mozdinama,
dok u SOD1%%A ki¢menoj mozdini pokazuju promenjenu morfologiju i izduZen oblik (strelica). Skala 20 um. (b)
Reprezentativne konfokalne mikrografije oligodendrocita obelezenih CNPazom (zeleno) i nukleusa obelezenih TO-PRO-
3 (cijan) u kontrolnoj i SOD1%%A ki¢menoj moZdini. Skala 10 um. (¢) Kvantifikacija intenziteta imunofluorescentnog
signala CNPaze ne pokazuje razliku izmedu kontrolnog i SOD1°%A lumbalnog regiona ki¢mene mozdine. Svaki
vertikalni niz taaka predstavlja posebne vrednosti za svaku Zivotinju. (d) Odnos najduZeg i najkrac¢eg dijametra nukleusa
oligodendrocita je poveéan u SOD1%%*4 y odnosu na kontrolu. Tacke predstavljaju proseéne vrednosti za svaku Zivotinju.
(e) Broj oligodendrocita koji imaju izduzeniji nukleus (D odnos > 1.5) znac¢ajno je veéi u lumbalnom regionu ALS u
poredenju sa kontrolnom ki¢menom moZdinom. Broj Zivotinja u kontrolnoj i SOD1%%* grupi u panelima c,d,e je isti,
N=3. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosti + standardna greska. *P < 0,05.

Funkcionalna svojstva oligodendrocita u kulturi izolovanih iz kicmene mozdine (Slika 13a) su
ispitana metodom nametanja voltaze na deli¢ membrane u konfiguraciji ,,cela ¢elija“ (Slika 13Db).
Rezultati pokazuju da su membranska svojstva oligodendrocita promenjena u ALS. Otpor membrane
(Rm) je poveéan u SOD1%%A y poredenju sa kontrolnim oligodendrocitima (Slika 13c; P=0,004,
Mann-Whitney Rank Sum test). Pored promene u otporu membrane, uoceno je pomeranje vrednosti
potencijala reverzije (Erev) ka pozitivnim vrednostima u SOD1%% oligodendrocitima (Slika 13d;
P=0,022, Mann-Whitney Rank Sum test). Poredenje kapacitivnosti membrane (Cm) nije pokazalo
razliku izmedu kontrolnih i ALS oligodendrocita (Slika 13e; P=0,903, Studentov t-test) ukazujuéi na
sliénu povrsinu ¢elija. Krive zavisnosti struje od voltaze (I/V) se razlikuju izmedu SOD1%%A j
kontrolnih oligodendrocita posebno u ulaznim strujama §to se uocava kao znacajano smanjenje
gustine struja na -150 i -130 mV u SOD1%%** u odnosu na kontrolne oligodendrocite (Slika 13b,f;
P=0,009 i P=0,019, Dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima sa post-hoc Sidak testom).
Strujni zapisi sa oligodendrocita u kulturi u konfiguraciji ,,cela ¢elija“ pokazuju odsustvo izlaznih
struja Na*, $to je i karakteristi¢no za oligodendrocite u kasnijim fazama diferencijacije (De Biase et
al., 2010; Sontheimer et al., 1989). Povecanje koncentracije vancelijskog K* ([K*]o) sa 4 na 20 mM
dovodi do znacajnog povecanja ulaznih struja na voltazama od -150, -130 i -110 mV i u kontrolnim
i u SOD1%%A oligodendrocitima (Slika 13g,h; P<0,001, P<0,001 i P=0,003, redom, Dvofaktroska
ANOVA sa ponovljenim merenjima sa post-hoc Sidak testom). Povecanje ulaznih struja u 20 mM
[K*]o na voltazi od -130 mV je znaéajno manje u SOD1%%A oligodendrocitima u odnosu na kontrolne
(Slika 13h; P=0,025, Dvofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima se post-hoc Sidak testom).
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Predstavljeni rezultati pokazuju izmenjena membranska biofizicka svojstva i ulazne struje u ALS
oligodendrocitima ukazuju¢i na znacajne funkcionalne nedostatke ovih glijskih ¢elija.
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Slika 12. Smanjena ekspresija Kird.1 u SOD1%% oligodendrocitima u kulturi. (a) Reprezentativne konfokalne
mikrografije imunofluorescentno obelezenih oligodendrocita anti-CNPaza antitelom (zeleno) i kalijumovog kanala Kir4.1
(magenta) u kontrolnim i SOD1%%%A oligodendrocitima u kulturi. Skala 10 um. (b) Intenzitet Kir4.1 imunofluorescentnog
signala u ¢elijama pozitivnim na CNPazu je zna¢ajno smanjen u SOD16%A u poredenju sa kontrolnim oligodendrocitima.
Svaki vertikalni niz ta¢aka odgovara posebnim vrednostima dobijenim za pojedinacnu Zivotinju. (C) Reprezentativni
primeri morfologije kontrolnih i ALS oligodendrocita rekonstruisani na osnovu signala CNPaze. (d) Sholl-ova analiza
kompleksnosti morfologije pokazuje sli¢nu razgranatost kontrolnih i SOD1%% oligodendrocita u kulturi. Broj Zivotinja
u kontrolnoj i SOD1%%A grupi u panelima b i d je isti, N=3. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
greska. *P < 0,05.

4.1.3 Kir struje su redukovane u ALS oligodendrocitima u kulturi

Kir komponenta ulaznih struja dobijenih u konfiguraciji ,,cela ¢elija* osetljiva je na prisustvo
Ba?* jona u vanéelijskom rastvoru (Ransom & Sontheimer, 1995). Dodavanje 100 pM BaCl, u
standardni vanéelijski rastvor inhibira Kir ulazne struje i u kontroli i u SOD1%%* oligodendrocitima
(Slika 14a). Ba®*-senzitivna Kir komponenta struja je dobijena oduzimanjem zapisa struje u prisustvu
100 pM Ba?* od zapisa struje u kontrolnom rastvoru sa 4 mM [K*]o. Nasi rezultati pokazuju da je
Ba?*-senzitivna Kir struja smanj ena u ALS u poredenju sa kontrolnim oligodendrocitima (Slika 14a).
U prisustvu vanéelijskog Ba?" pored inhibicije struja uoéeno je i poveéanje otpora membrane u
kontrolnim (P<0,001, upareni t-test) i ALS oligodendrocitima (Slika 14b; P<0,001, upareni t-test).
I/V kriva izolovane Ba?*-senzitivne Kir komponente pokazuje promenu u ulaznom profilu struja na -
150, -130 i -110 mV u SOD1%%A oligodendrocitima u odnosu na kontrolne (Slika 14c; P<0,001,
P<0,001 i P=0,002, redom, Dvofaktorksa ANOVA sa ponovljenim merenjima sa post-hoc Sidak
testom). Ovi rezultati pokazuju smanjene Kir struje u SOD1%%* oligodendrocitima i ukazuju na
znacajan doprinos narusene funkcionalnosti Kir4.1 kanala u ALS patofiziologiji.
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Slika 13. Izmenjena membranska biofizi¢ka svojstva i smanjene ulazne struje u SOD1%% oligodendrocitima u
kulturi. (a) Mikrografija oligodendrocita iz ki¢mene mozdine u kulturi snimljena svetlosnim mikroskopom pre
elektrofioziloskog snimanja. Skala 50 pm. (b) Reprezentativni zapisi struja u konfiguraciji ,,cela ¢elija“ u odgovoru na
voltazni stepenasti protokol u kontrolnim (plavo) i SOD1%%** (narandZasto) oligodendrocitima. (c) Otpor membrane (Rm)
je poveéan u SOD1%%4 y odnosu na kontrolne oligodendrocite (N=15 odnosno 19 ¢elija). (d) Potencijal reverzije (Erev)
pokazuje pomeranje ka pozitivnim vrednostima potencijala u SOD1%%4 (N=10 éelija) u odnosu na kontrolne (N=7 éelija)
oligodendrocite, dok se u () ne uoava promena u kapacitetu membrane (Cm) (kontrola: N=19 éelija, SOD1%%4: N=15
¢elija). (f) I/V krive predstavljaju struje u konfiguraciji ,,cela Celija® u odnosu na nametnuti potencijal u kontrolnim i
SOD1%%A oligodendrocitima (N=19 odnosno 15 éelija). Amplitude struja na -150 mV i -130 mV su znadajno smanjene
u SOD1%%A u odnosu na kontrolne oligodendrocite. (g) I/V krive pokazuju poveéanje ulaznih struja kontrolnih kao i
SOD1%%A oligodendrocita (N=12 éelija u obe grupe) u odgovoru na poveéanje vanéelijske koncentracije kalijuma ([K*]o)
sa 4mM na 20 mM. (h) Gustina struja na -130 mV je zna¢ajno povecana u 20 mM [K+], u odnosu na standardni 4 mM
[K+]o u kontrolnim kao i u SOD1%%4 oligodendrocitima (N=12 éelija u obe grupe). Gustina struja na -130 mV u 20 mM
[K*]o je znaGajno smanjena u SOD1%%A y odnosu na kontrolne oligodendrocite. Celije u svakoj eksperimentalnoj grupi
Su dobijene iz tri nezavisne kulture. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. *P < 0,05, **P
< 0,01, ***P < 0,001.
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Slika 14. Ba?*-senzitivna Kir struja je smanjena u SOD1%% oligodendrocitima. (a) Reprezentativni zapisi struja iz
kontrolnih (plavo) i SOD1C%A (narandZasto) oligodendrocita u 4 mM [K*]o, U prisustvu Ba?* i izdvojene Ba?*-senzitivne
struje. (b) Otpor membrane (Rm) je znadajno poveéan u prisustvu Ba?* u poredenju sa 4 mM [K*], u kontrolnim kao i u
SOD1%%4 gligodendrocitima. (c) I/V krive Ba?*-senzitivnih struja u odnosu na nametnutu voltazu pokazuju smanjenje
ulaznih struja na -150, -130 i -110 mV u SOD1%%4 u odnosu na kontrolne oligodendrocite. Broj ispitanih éelija u kontroli
(N=14 ¢elija) i SOD16%A (N=11 éelija) je isti za panele b i c. Celije u svakoj eksperimentalnoj grupi su dobijene iz tri
nezavisne izolacije kulture. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. **P < 0,01, ***P < 0,001.

4.2 Morfoloske i funkcionalne osobine mikroglije u kicmenoj mozdini
pacovskog modela ALS

4.2.1 Kir4.1* Klasteri u ventralnim rogovima ki¢émene mozdine SOD1°%* pacova

Nasi rezultati pokazuju da je ekspresija kalijumovog kanala Kir4.1 smanjena u ventralnim
rogovima ki¢mene mozdine SOD1%% pacova §to je u saglasnosti sa literaturnim podacima o
redukciji ekspresije Kir4.1 u ventralnim rogovima ki¢mene mozdine misjeg modela ALS (Kaiser et
al., 2006). lako je ukupna ekspresija Kir4.1 smanjena, u ventralnim rogovima SOD1%%A pacova su
uoceni izolovani regioni koji zadrZavaju Kir4.1 imunoreaktivnost (Slika 9a). Obelezavanjem bojom
za nukleuse, Hoechst (HOE), pokazano je prisustvo velikog broj ¢elijskih nukleusa u Kir4.1*
regionima, $to ukazuje na to da se formiraju klasteri ¢elija. Imunofluorescentnim obelezavanjem je
pokazano da Kir4.1" klastere karakteri$e izrazeno prisustvo mikroglije pozitivne na Ibal marker
(Slika 15a,b,d,e). Obelezavanjem sa Ibal i HOE moze se uociti da su tela mikroglije grupisana u
centru, ali se uo¢avaju i na periferiji Kir4.1" klastera (Slika 15a). Prisustvo Kir4.1*/Ibal” klastera nije
uoceno u kicmenim mozdinama kontrolnih pacova. Broj Kir4.1%/lbal” éelijskih klastera se povecava
sa progresijom bolesti §to je potvrdeno znacajno povecanim brojem klastera u simptomatskoj ALS
(SOD1%%A) u odnosu na presimptomatsku ALS (pre-SOD1¢%%4) i kontrolnu ki¢émenu mozdinu (Slika
15¢, P=0,0016, odnosno P<0,001, Jednofaktorska ANOVA sa post-hoc Tukey’s testom). Analiza
odnosa povrSina Kir4.1 1 Ibal signala (Kird.1/Ibal) pokazuje njihovo povecano preklapanje u
klasterima ¢elija u odnosu na pojedinacno rasporedenu mikrogliju u ventralnim rogovima pre-
SOD15%A (Slika 15d, P<0,001, Studentov t-test) i SOD1%%A pacova (Slika 15e, P<0,001, Studentov
t-test).
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Slika 15. Grupisanje mikroglije u Kir4.1* klasterima u ventralnim rogovima ki¢mene moZdine SOD1%%* pacova.
(a) Reprezentativne konfokalne mikrografije imunofluorescentno obelezenog kalijumovog kanala Kir4.1 (magenta),
mikroglije anti-Ibal antitelom (cijan), i nukleusa obeleZzenih Hoechst bojom (HOE, plavo) u ventralnim rogovima
kontrolne, pre-SOD1%%4 | SOD1%%A ki¢mene mozdine. Skala 20 um. Kir4.1* regioni i Ibal* mikroglija, oivi¢eni
isprekidanom Zutom linijom, preklapaju se u pre-SOD1%%4 i SOD1%%A ki¢émemoj moZdini. Kvadratima pune linije su
obelezeni delovi klastera mikroglije, kvadrati isprekidane linije obelezavaju pojedinacno rasporedene Celije aktivirane
mikroglije. Skala 10 um. (b) Sema preseka kiémene mozdine i prikaz lokalizacije klastera mikroglije u SOD 1% pacovu.
Leva polovina lumbalnog regiona ki¢mene mozdine (Kontrola) prikazuje razgranatu neaktiviranu mikrogliju u
kontrolnom tkivu, dok desna polovina $eme (SOD1%%4) prikazuje klastere mikroglije i pojedinaéno rasporedenu
aktiviranu mikrogliju u ventralnim rogovima. (c) Broj Kir4.1*/Ibal* klastera po preseku znacajno je veéi u SOD16%A
ventralnim rogovima u odnosu na pre-SOD1%%A kontrolnu kiémenu mozdinu. (d,e) Odnos povrsina Kir4.1 i Ibal signala
Kir4.1/Ibal u pojedinacnim celijama i klasterima mikroglije. Preklapanje Kir4.1/Ibal signala je znacajno poveéano u
klasterima mikroglije u odnosu na pojedina¢ne ¢elije u lumbalnom regionu (d) pre-SOD1%%4 i (e) SOD1%%A ki¢menoj
mozdini. Broj Zivotinja: kontrola (N=8), pre-SOD16%4 (N=4) i SOD1%%4 (N=4). Vertikalni nizovi tataka predstavljaju
srednju verdnost za svaku zivotinju. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. **P < 0,01,
***p < 0,001.

4.2.2 lzmenjena morfologija mikroglije u Kir4.1* klasterima u ventralnim
rogovima ki¢mene moZdine SOD1%%* pacova

U neuroinflamaciji dolazi do aktiviranja mikroglije $to se uofava kao niz fenotipskih i
morfoloskih promena, nastavci se skracuju i Celijsko telo zadobija ameboidnu formu (Hanisch &
Kettenmann, 2007; Helmut Kettenmann et al., 2013). Imunofluorescentnim obeleZavanjem
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mikroglije Ibal markerom uocavaju se morfoloske promene ovih ¢elija u ventralnim rogovima
ki¢mene mozdine ALS pacova (Slike 15 i 16). U ventralnim rogovima kontrolnih pacova, éelije
mikroglije su rasporedene pojedina¢no, imaju malo telo i veliki broj dugackih nastavaka (Slika
16a,b). U ventralnim rogovima pre-SOD1%%%* j SOD1%%A ki¢menih mozdina, Ibal* mikroglija
pokazuje karakteristike aktivirane mikroglije, uve¢ana ameboidna tela, mali broj kratkih nastavaka 1
Cesto se grupise u klastere (Slika 15a,b,d,e; Slika 16a,b). U cilju opisivanja razgranatosti mikroglije
uradena je rekonstrukcija njihove morfologije na osnovu Ibal signala u pojedinac¢nim ¢elijama. Sholl
analiza razgranatosti mikroglije pokazala je zna¢ajno smanjenje broja nastavaka u pre-SOD15%%4 j
SOD15%%A u odnosu na kontrolne ki¢émene mozdine (P<0,001, Dvofaktorska ANOVA sa Sidak post-
hoc testom). Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnom studijom na mi§jem modelu ALS gde je
pokazana promena morfologije mikroglije u vidu povlacenja i skra¢ivanja nastavaka i uvecanja
¢elijskog tela sa progresijom bolesti u odnosu na razgranatu mikrogliju u kontrolnom tkivu
(Ohgomori et al., 2016). Dobijeni rezultati pokazuju da mikroglija u ALS znacajno menja svoju
morfologiju i formira klastere u kojima je izrazena imunoreaktivnost Kir4.1 u ventralnim rogovima
pre-SOD16%%A j SOD1%%A ki¢menih mozdina.

a sopicnn
-

T3]
Fokk

%
¥
4

Broj nastavaka
o =~ N W H» 0O O N @

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Udaljenost od ¢elijskog tela (um)

Slika 16. Smanjena razgranatost nastavaka mikroglije u ventralnim rogovima pre-SOD1%%4j SOD1%%A ki¢mene
moZdine. (a) Reprezentativne konfokalne mikrografije pojedinacnih ¢elija mikroglije obeleZenih Ibal markerom (cijan)
i Hoechst bojom za obelezavanje nukleusa (HOE, plavo) i (b) rekonstrukcije njihove morfologije. (c) Sholl analiza
morfologije pokazuje znalajnu razliku izmedu broja nastavaka pre-SOD1%%A i SOD1%%** u odnosu na kontrolnu
mikrogliju. Broj Zivotinja: kontrola (N=8), pre-SOD1%%4 (N=4) i SOD1%%4 (N=4). ***P < 0,001.

4.2.3 CD34"/Kir4.1* klasteri u ventralnim rogovima ALS ki¢mene moZdine

Skorasnja studija je pokazala da subpopulacije mikroglije koja je pozitivna na CD34, marker
hematopoetskih mati¢nih i progenitorskih ¢elija, formira klastere lokalizovane u ventralnim rogovima
SOD15%%A pacova (Kovacs et al., 2019). Kako bi se ispitalo da li je ova subpopulacija mikroglije
prisutna i u Kir4.1* klasterima, imunofluorescentno su obelezeni CD34 i Kir4.1. U kontrolnoj
ki¢émenoj mozdini, CD34 obeleZava krvne sudove, a sporadi¢no se mogu uociti i pojedinaéne CD34"
¢elije (Slika 17a). CD34 signal je povecan u ventralnim rogovima simptomatskih ALS pacova i
uoc¢ava se u pojedina¢nim Celijama, ali i u Kird.1" klasterima (Slika 17a,b). Kvantifikacija Kir4.1
signala normalizovanog na CD34 signal (Kir4.1/CD34) je pokazala povecanje lokalizacije Kir4.1 i
CD34 u klasterima mikroglije u odnosu na pojedinacne ¢elije (P<0,001, Studentov t-test), ukazujuéi
na povecanu ekspresiju CD34 u Kir4.1" klasterima.
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Slika 17. CD34* mikroglija u Kir4.1* klasterima u ventralnim rogovima lumbalnog regiona SOD1%%A ki¢mene
mozdine. () Reprezentativne konfokalne mikrografije klastera diferencijacije 34 (CD34, cijan), Kir4.1 kanala (magenta),
i Hoechst boje za nukleuse (HOE, plavo) u ventralnim rogovima lumbalnog regiona kiémene mozdine u kontrolnoj i
SOD1%%%A ki¢menoj mozdini. Skala 20 pm. Kvadrat isprekidane linije oznadava uveliane pojedinaéno rasporedene éelije,
dok kvadrat pune linije oznacava uveli¢ani deo klastera mikroglije prikazane u panelu b. (b) Preklop CD34 i Kir4.1
imunofluorescentnih signala u klasteru i pojedina¢nim Celijama. Skala 10 pm. (¢) Odnos povrs§ina Kir4.1 i CD34 signala,
Kir4.1/CD34, je znacajno poveéan u ¢elijskim klasterima u odnosu na pojedina¢nu CD34* mikrogliju u SOD1%%A
ki¢menoj mozdini. Broj Zivotinja u kontrolnoj i SOD1%®A grupi je isti, N=4. Vertikalni nizovi tadaka predstavljaju srednju
vrednost za svaku zivotinju. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. ***P < 0,001.

424 Kird1l" Klasteri su regioni izraZene ekspresije mSOD1 u ventralnim
rogovima ki¢mene moZdine ALS pacova

Kod ALS pacijenata i u animalnim modelima sa mutacijom u genu SOD1 pokazano je da
degenerisuc¢i motorni neuroni eksprimiraju mutiranu SODI1, koja se sa progresijom bolesti akumulira
i formira agregate (Gurney et al., 1994; Rakhit et al., 2007; Saxena et al., 2013). Mikroglija formira
klastere oko degeneriSu¢ih motornih neurona u kicmenoj mozdini ALS pacovskog modela (Sanagi et
al., 2010). Da bismo ispitali da li Kird.1*/Ibal® klasteri odgovaraju degeneri§u¢im motornim
neuronima u kojima su prisutni mSOD1 agregati, imunofluorescentno smo obelezili mSODI1, Kir4.1
i Ibal na presecima lumbalnog regiona u kontrolnoj, pre-SOD1%%* j SOD1%%A ki¢menoj mozdini.
U kiémenoj mozdini kontrolnih Zivotinja nije uoceno prisustvo mSODI signala (Slika 18a).
Ekspresija mSOD1 u vidu agregata je uocena u ventralnim rogovima pre-SOD16% | SOD1¢%A
ki¢émene mozdine, a posebno je izrazena u Kir4.1*/lbal™ klasterima (Slika 18a,b,f) ukazuju¢i na
prisustvo degeneriSu¢ih motornih neurona na mestima Kir4.1" klastera. Kir4.1%/lbal" klasteri ¢elija
nisu uo&eni oko neurona koji difuzno eksprimiraju mSOD1 u pre-SOD1%%A ki¢menoj mozdini (Slika
18a). Kvantifikacija povrsine mSODI signala u odnosu na Ibal signal (mSOD1/Ibal) pokazuje
znacCajno povecanje mutirane SOD1 u klasterima mikroglije u odnosu na pojedinacne celije
mikroglije u ventralnim rogovima u pre-SOD1%%% (Slika 18c, P<0,001, Studentov t-test) i SOD1%%%4
(Slika 18g, P<0,001, Studentov t-test) kicmenim mozdinama. Odnos povrsine signala mSOD1 i
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Slika 18. mSOD1 je eksprimirana u Kir4.1*/1bal* klasterima u ventralnim rogovima pre-SOD1%%A i SOD1%%A
ki¢mene moZdine. (a) Reprezentativne konfokalne mikrografije imunofluorescentno obelezene mikroglije na Ibal
(cijan), Kir4.1 (magenta), mSOD1 (zeleno) i Hoechst marker nukleusa (HOE, plavo) u ventralnim rogovima lumbalnog
regiona kontrolne, pre-SOD1%%* j SOD1%%A ki¢mene mozdine. Skala 20 um. Isprekidanom linijom su oivieni motorni
neuroni koji difuzno eksprimiraju mSOD] i nisu okruZeni klasterima Kir4.1*. Kvadratima pune linije su obeleZeni delovi
klastera mikroglije, kvadrati isprekidane linije obelezavaju pojedinacno rasporedene ¢elije aktivirane mikroglije uvelicane
u panelima b i f. (b,f) Preklop signala mSOD1/Ibal i mSOD1/Kir4.1 u klasterima i pojedina¢nim ¢elijama u (b) pre-
SOD1%%A odnosno (f) SOD1%% ki¢menoj moZdini. Skala 10 um. (c,g) Povrsina signala mSOD1 normalizovana na
povrsinu Ibal signala, mSOD1/Ibal, znacajno je povecana u Celijskim klasterima u odnosu na pojedinacne celije u
ventralnim rogovima (c) pre-SOD1%% odnosno (g) SOD1%%*A ki¢menih mozdina. (d,h) Odnos povrsina mSOD1 i Kir4.1
signala, mSOD1/Kir4.1 je znacajno povecan u ¢elijskim klasterima mikroglije u poredenju sa pojedinacnim ¢elijama u
lumbalnom regionu (d) pre-SOD1%%* i (h) SOD1%%A ki¢mene mozdine. (e,i) mSOD1 signal normalizovan na broj éelija,
mSOD1/broj éelija, znadajno je povecan u ¢elijama koje formiraju klastere u odnosu na pojedinaéne éelije u (€) pre-
SOD1%%* gdnosno SOD1%%A yentralnim rogovima ki¢mene mozdine. Broj Zivotinja u kontrolnoj (N=8), pre-SOD1%%A
(N=4) i SOD1%%A (N=4) grupi isti je za panele c-i. Vertikalni nizovi ta¢aka predstavljaju srednje vrednosti za svaku
zivotinju. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

Kir4.1 (mSOD1/Kir4.1) je znacajno povecan u klasterima U odnosu na pojedina¢ne Ibal™ ¢elije u pre-
SOD15%A (Slika 18d, P=0,00705, Studentov t-test) i SOD1¢%*A (Slika 18h, P=0,00753, Studentov t-
test) kicmenim mozdinama. Normalizacija mSODI1 signala na broj ¢éelija (mSOD1/broj celija)
pokazuje da je ekspresija mSODI1 znacajno veca po jednoj Celiji klastera u odnosu na ¢elije van
klastera u pre-SOD1%%* (Slika 18e, P<0,001, Studentov t-test) i SOD1%% (Slika 18i, P=0,0231,
Studentov t-test) ventralnim rogovima ki¢mene mozdine. Dobijeni rezultati pokazuju da se Kir4.1*
klasteri u kojima se grupise mikroglija formiraju u regionima u kojima su prisutni mSOD1 agregati
sugeri$uci lokalizaciju Kir4.1 i mutirane SOD1 u neuroinflamaciji u ALS.

4.2.5 Povecanje ekspresije CD68 u lIbal*/Kir4.1" klasterima u ventralnim
rogovima

Jedna od osnovnih karakteristika aktivirane mikroglije jeste fagocitoza. Klasteri mikroglije koji
se formiraju oko degeneriSu¢ih motornih neurona nakon izazvane povrede imaju povecanu fagocitnu
aktivnost (Rotterman & Alvarez, 2020). U cilju ispitivanja funkcionalnih odlika mikroglije u Kir4.1*
klasterima 1 pojedina¢nim celijama mikroglije imunofluorescentno smo obelezili ¢elije za CD68 —
marker aktivacije mikroglije i protein koji je uklju¢en u njenu fagocitnu ulogu, Ibal i Kir4.1 u
kontrolnoj, pre-SOD1%%A i SOD1%%A ki¢menoj mozdini pacova (Slika 19a,b,g). Normalizacijom
CD68 signala na povrsinu Ibal signala (CD68/Ibal) pokazano je da je marker aktivacije i fagocitnih
vezikula u ¢elijskim klasterima mikroglije u odnosu na pojedinaéne ¢elije znac¢ajno povecan u pre-
SOD1%%%A (Slika 19c, P=0,029, Mann Whitney Rank Sum test) i SOD1%%4 (P<0,001, Studentov t-
test) ventralnim rogovima. Odnos povrsina CD68 i Kir4.1 (CD68/Kir4.1) takode pokazuje znacajno
povecan preklop signala ovih markera u klasterima mikroglije u odnosu na pojedina¢no rasporedene
éelije u pre-SOD1%%A (Slika 19c, P=0,00423, Studentov t-test), dok lokalizacija nije statisticki
znadajno promenjena u SOD1®%A (Slika 19h, P=0,276, Studentov t-test) ki¢menim mozdinama.
Normalizacija CD68 signala na broj ¢elija (CD68/broj ¢elija) ukazuje na to da su aktivacija i prisustvo
fagocitnih vezikula u pojedinacnim ¢elijama mikroglije u klasteru znacajno povecani u odnosu na
¢elija van klastera u pre-SODlGg3A (Slika 19e, P=0,00106, Studentov t-test) i SOD16%A (Slika 191,
P=0,0135, Studentov t-test) kicmenoj mozdini. Dobijeni rezultati ukazuju na povecano prisustvo
fagocitnih vezikula u ¢elijama mikroglije u okviru Kir4.1" klastera u odnosu na pojedinaéne Celije u
lumbalnom regionu kicmene mozZdine ALS pacova.
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Slika 19. Povecana ekspresija markera aktivacije i fagocitnih vezikula u Ibal*/Kir4.1* klasterima u ventralnim
rogovima ki¢mene moZdine pre-SOD16%4| SOD1%%A pacova. (a) Reprezentativne konfokalne mikrografije mikroglije
imunofluorescento obeleZene na Ibal (cijan), Kir4.1 kanal (magenta), marker fagocitoze CD68 (zeleno) i Hoechst marker
nukleusa (HOE, plavo) u ventralnim rogovima lumbalnog regiona kontrolne, pre-SOD1%%A i SOD1%%* ki¢mene
mozdine. Skala 20 um. Regioni obelezeni kvadratima pune i isprekidane linije oznacavaju klastere odnosno pojedinaéne
¢elije prikazane uveli¢ano na panelima b i f. (b, f) Preklop Ibal, Kir4.1 i CD68 imunofluorescentnih signala u klasterima
mikroglije i pojedina¢nim éelijama (b) pre-SOD1%%4 odnosno (f) SOD1%%%A ki¢mene moZdine. Skala 10 pm. (c, g) Odnos
povrsina CD68 i Ibal signala, CD68/Ibal, je znacajno povecan u klasterima mikroglije u odnosu na pojedinacne ¢elije u
(c) pre-SOD1%%* odnosno (g) SOD1®%A ki¢menoj mozdini. (d) PovrSina signala imunofluorescencije CD68
normalizovana na Kir4.1 signal, CD68/Kir4.1, je znacajno povecana u klasterima mikroglije u odnosu na pojedinac¢ne
¢elije u ventralnim rogovima (d) pre-SOD1%%* dok ta razlika nije satisti¢ki znacajna u (h) SOD1%%* ki¢menoj mozdini.
(e,i) Povrsina imunofluorescencije CD68 signala normalizovana na broj ¢elija, CD68/broj ¢elija, je povecana u éelijama
koje formiraju klastere u odnosu na pojedina¢no rasporedenu mikrogliju u (e) pre-SOD1%%4 odnosno (i) SOD1%%A
ki¢menoj mozdini. Broj Zivotinja u kontrolnoj (N=8), pre-SOD1°%A (N=4) i SOD1%%A (N=4) grupi je isti za panele c-i.
Vertikalni nizovi tacaka predstavljaju srednje vrednosti za svaku zivotinju. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost
+ standardna greska. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.

4.2.6 Jonske struje kod mikroglije u kulturi dobijenoj iz ki¢mene moZdine
neonatalnih ALS Zivotinja

Aktivacija mikroglije dovodi do brojnih funkcionalnih promena koje se deSavaju preko kaskade

vanéelijskih i unutarcelijskih dogadaja pri ¢emu se jonski kanali nalaze u osnovi ovih procesa

(Cojocaru et al., 2021). U neuroinflamaciji dolazi do promena u ekspresiji jonskih kanala u mikrogliji,

koji su u osnovi ¢elijskih procesa medu kojima su i proliferacija, migracija i fagocitoza (Black et al.,

2009; Cojocaru et al., 2021; Gattlen et al., 2020). Kao §to je pokazano, mikroglija se grupiSe u Kir4.1*

klasterima u ventralnim rogovima ALS ki¢mene mozdine i pokazuje poveéanu fagocitnu aktivnost,
a b
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Slika 20. Elektrofiziolo$ki zapisi dobijeni tehnikom nametanja voltaZe na deli¢u membrane u konfiguraciji ,,cela
¢elija“ iz mikroglije izolovane iz ki¢émenih moZdina neonatalnih kontrolnih i SOD1¢% pacova na modifikovanom
sistemu za elektrofizioloska merenja. (a) Sematski prikaz nametanja voltaZe na deli¢ membrane u konfiguraciji ,,cela
¢elija“ na primarnoj kulturi mikroglije izolovanoj iz kiémenih moZzdina neonatalnih kontrolnih i SOD1%%A pacova. (b)
Primeri zapisa gustine struja mikroglije iz kultura kontrolnih i SOD1%%A pacova u odgovoru na seriju stepenastih
membranskih potencijala (protokol prikazan ispod zapisa). (c, d) I/V krive prikazuju prose¢an odnos gustine struja u
odnosu na nametnutu voltazu u (c) kontrolnoj i (d) SOD1%%A mikrogliji. (e-h) Poredenje gustine struja izmedu kontrolne
i SOD1%%A mikroglije na razli¢itim nametnutim potencijalima naznacenim na dnu svakog panela. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. Prikazane su tacne P vrednosti, a primenjen je Studentov t-test.

Sto nas je navelo da ispitamo 1 membranska biofizi¢ka svojstva i profil struja u ALS mikrogliji.
Metodom nametanja voltaze na deli¢ membrane u konfiguraciji ,,cela ¢elija“ merene su struje
u mikrogliji izolovane iz ki¢menih mozdina neonatalnih kontrolnih i SOD1%%** pacova (Slika 20c,d).
Poredenjem gustina ulaznih struja na razli¢itim voltazama -150, -70, +10 1 +50 mV nije uocena razlika
u ALS mikrogliji u odnosu na kontrolnu (Slika 20e,f,g,h). Naime, 1/V profili struja kontrolne i ALS
mikroglije pokazuju sli¢na svojstva u ulaznim i izlaznim strujama (Slika 21b-gornji zapisi, 21c), a
nije uodena ni razlika u izolovanim Ba?*-senzitivnim Kir komponentama izmedu kontrolnih i
SOD1C%A ¢gelija (Slika 21b-donji zapisi, 21d). Povecéanje koncentracije [K*]o sa 4 na 12 mM dovelo
je do znacajnog povecanja u ulaznim strujama i u kontrolnoj (P<0,0001, Dvofaktorska ANOVA sa
Sidak post-hoc testom) i u ALS neonatalnoj mikrogliji (P<0,0001, Dvofaktorska ANOVA sa Sidak
post-hoc testom), ali ovo povecanje je bilo slicno u kontrolnoj i ALS neonatalnoj mikrogliji (Slika
21e). Nasi rezultati su u skladu sa skora$njom studijom koja je pokazala sli¢an transkriptom
neonatalne ALS i kontrolne mikroglije (Guttenplan et al., 2020). Takode, druga studija je pokazala
da neonatalna ALS mikroglija u kokulturi sa motornim neuronima ne dovodi do smrti motornih
neurona, $to nije bio slu¢aj sa adultnom mikroglijom (Frakes et al., 2014) ukazujuci na razli¢ite odlike
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Slika 21. Biofizicke karatkeristike mikroglije u kulturi izolovanoj iz kicmenih mozdina neonatalnih kontrolnih i
SOD1C%A pacova primenom standardnog sistema za elektrofizioloska merenja. (a) Reprezentativne mikrografije
elektorfizioloske postavke sa ¢elijama, snimljene svetlosnim mikroskopom i reprezentativni primeri zapisa struja u 4 mM
[K+]o, u prisustvu Ba?* i izolovane Ba?*-senzitivne struje u kontrolnoj (zeleno) i SOD1%%A (crveno) neonatalnoj
mikrogliji. Skala 100 pm. (b) I/V kriva predstavlja profil struja u konfiguraciji “cela ¢elija” u odnosu na nametnutu
voltazu u kontrolnoj (n=46 éelija) i SOD1%%4 (n=41 &elije) mikrogliji. (c) I/V kriva Ba?*-senzitivnih struja u kontrolnoj
(n=16 ¢elija) i SOD1°%%A (n=19 ¢elija) neonatalnoj mikrogliji. (d) I/V krive pokazuju poveéanje ulaznih struja u
kontrolnoj (n=22 éelija) i SOD1°%A (n=22 éelija) mikrogliji u odgovoru na poveéanje [K*]o sa 4 mM na 12 mM. Celije
u svakoj eksperimentalnoj grupi su dobijene iz 3 nezavisne izolacije kulture. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska. ***P < 0,001.
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adultne i neonatalne ALS mikroglije. Naime, isptivanje genske ekspresije je i pokazalno da mikroglija
izolovana iz adultnih zivotinja ima specifi¢an set gena karakteristican i za druge neurodegenerativne
bolesti (Holtman et al., 2015) te smo stoga dalju karakterizaciju elektrofizioloskih osobina mikroglije
ispitali na kulturi iz adultnih kontrolnih i ALS Zivotinja.

4.2.7 Elektrofizioloske odlike mikroglije u kulturi izolovanoj iz kimene moZdine
adultnog SOD1%%4 pacova

Primarna kultura mikroglije (Slika 22a) je izolovana iz ki¢mene mozdine kontrolnog i
simptomatskog ALS pacova, i ispitana su njena elektrofizioloSka svojstva metodom nametanja
voltaze na deli¢ membrane. Profil I/V krive izmerenih struja u konfiguraciji ,,cela ¢elija nije pokazao
razliku izmedu kontrolne i SOD1%%A mikroglije (Slika 22a,b). Potencijal membrane (Vm) i otpor
membrane (Rm) takode su nepromenjeni u kontrolnim i SOD1%% &elijama (Slika 22 ¢,d). Kir struje
su osetljive na prisustvo jona Ba?* u vanéelijskom rastvoru (Ransom & Sontheimer, 1995). Struje su
merene u 4 mM [K*]o i u prisustvu BaCl, (Slika 22e). Ba%*-senzitivne Kir struje su izolovane
oduzimanjem zapisa dobijenih u prisustvu Ba?* od zapisa u 4mM [K*]o i uoceno je smanjenje Kir
struja na voltazama od -160 i -140 mV u ALS u odnosu na kontrolnu mikrogliju (Slika 22e,f,
P=0,0266 odnosno P=0,0397, Dvofaktorska ANOVA sa Sidak post-hoc testom). Povecanje
koncentracije [K*]o sa 4 na 12 mM je dovelo do znacajnog povecanja ulaznih struja jednako i u
kontrolnoj i u ALS mikrogliji (Slika 22g, P<0,0001, Dvofaktorska ANOVA sa Sidak post-hoc
testom). Sumirano, dobijeni podaci pokazuju da je Ba?*-senzitivna komponenta Kir struja smanjena,
dok su ostala bazi¢na svojstva nepromenjena u ALS mikrogliji.
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Slika 22. Membranska biofizi¢ka svojstva mikroglije u kulturi izolovanoj iz ki¢mene moZdine adultnih kontrolnih
i SOD16%4 pacova. (a) Reprezentativne svetlosne mikrografije elektorfizioloske postavke sa ¢elijama i primeri zapisa
struja kontrolne (zeleno) i SOD1%%*A (crveno) mikroglije u kulturi. Skala 100 um. (b) I/V kriva predstavlja profil struja u
konfiguraciji ,,cela ¢elija“ u odnosu na nametnutu voltazu u kontrolnoj (n=65 ¢elija) i SOD16%A (n=72 ¢elije) mikrogliji.
(c, d) Potencijal membrane (V) i otpor membrane (Rm) ¢elija mikroglije u kontrolnoj (n=65 ¢elija) i SOD1°%A (n=72
¢elije) kulturi. (e) Reprezentativni primeri zapisa struja u 4 mM [K*]o, u prisustvu Ba?* i izolovane Ba?*-senzitivne struje
u kontrolnoj (zeleno) i SOD1%%A (crveno) mikrogliji. (f) I/V kriva Ba?*-senzitivnih struja pokazuje smanjenje ulaznih
struja na voltazama od -160 mV i -140 mV u SOD1%%A (n=32 ¢elije) u odnosu na kontrolnu (n=31 éelija) mikrogliju. (g)
I/V krive pokazuju poveéanje ulaznih struja u kontrolnoj (n=25 &elija) i SOD1%%A (n=18 ¢elija) mikrogliji u odgovoru
na povecéanje koncentracije [K*]o sa 4 mM na 12 mM. Celije u svakoj eksperimentalnoj grupi su dobijene iz najmanje 4
nezavisne izolacije kulture. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. *P < 0,05, ***P < 0,001.
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Slika 23. Elektrofiziolo$ke karakteristike mikroglije u kulturi izolovanoj iz ki¢mene moZdine adultnih kontrolnih
i SOD1%%A pacova nakon tretmana LPS. (a,b) Reprezentativne svetlosne mikrografije elektorfizioloske postavke sa
¢elijama i reprezentativni primeri zapisa struja u 4 mM [K*], kontrolne (zeleno) i SOD1%%4 (crveno) mikroglije. Skala
100 pum. (b) I/V kriva predstavlja profil struja mikroglije u konfiguraciji “cela ¢elija” 24h posle tretmana LPS u kontrolnoj
(n=27 éelija) i SOD1%%A (n=24 ¢elije) kulturi. () I/V kriva prikazuje pofil struja kontrolne i SOD1%%%A mikroglije gajene
u standardnom medijumu i tretirane 24h LPS. Amplituda ulaznih struja u mikrogliji se pove¢ava nakon tretmana LPS u
kontroli i SOD16%A, U kontrolnoj mikrogliji uoava se povecanije i izlaznih struja. Celije u svakoj eksperimentalnoj grupi
su dobijene iz najmanje 3 nezavisne pripreme kulture. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska.
**p < 0,01, ***P < 0,001.

S obzirom na to da se u neuroinflamaciji u ALS mikroglija aktivira, u cilju dalje karakterizacije
mikroglije tretirali smo kontrolnu i SOD1%%*A mikrogliju u kulturi izolovanoj iz adultne Ki¢mene
mozdine LPS u koncentraciji 100 ng/ml tokom 24h (Slika 23a). I/V krive ALS i kontrolne mikroglije
su sli¢ne nakon tretmana LPS (Slika 23b). Dodavanje LPS je izazvalo znac¢ajno povecanje ulaznih
struja i u kontrolnoj (P<0,0001, Dvofaktorska ANOVA sa Sidak post-hoc testom) i u SOD16%A
mikrogliji tretiranoj LPS (P<0,0001, Dvofaktorska ANOVA sa Sidak post-hoc testom). U kontrolnoj
mikrogliji je nakon tretmana LPS primeceno i poveéanje izlaznih struja (P<0,0001, Dvofaktorska
ANOVA sa Sidak post-hoc testom), dok u SOD1%%4 mikrogliji ovaj tretman nije izazvao promenu
voltazne zavisnosti izlaznih struja sugeriSuci naruSena svojstva jonskih kanala u osnovi ovih strujnih
komponenata u aktiviranoj mikrogliji u ALS.
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5. Diskusija

Odrzavanje homeostaze K* je neophodno za pravilno funkcionisanje CNS. Astrociti i
oligodendrociti eksprimiraju kanal Kir4.1 koji ima znacajnu ulogu u regulisanju vancelijske
koncentracije K* (Larsen & MacAulay, 2014; Sibille et al., 2015). Redukovana ekspresija Kir4.1
pokazana u astrocitima (Batavelji¢ et al., 2012; Kaiser et al., 2006), a u nasoj studiji pokazana i u
oligodendrocitima u ALS, ukazuje na naru$enu homeostazu K* u ovoj bolesti. Povecana
koncentracija vancelijskog K" ne samo da dovodi do depolarizacije, hiperekscitabilnosti, smanjenja
veli¢ine tela i degeneracije neurona (Dong et al., 2009; Kelley et al., 2018; Mahmoud et al., 2019),
ve¢ naruSava i osnovne funkcionalne karakteristike glijskih ¢elija (Djukic et al., 2007; Madry et al.,
2018; X. Tong et al., 2014). Kir4.1 ima ulogu u sazrevanju oligodendrocita i njegova delecija
specifi¢no u ovom ¢elijskom tipu dovodi do motornih osteé¢enja (Larson et al., 2018; Neusch et al.,
2001). Poveéana vancelijska koncentracija K* dovodi i do aktivacije mikroglije (Abraham et al.,
2001). Mikrogliju u ALS odlikuje aktivacija, oslobadanje inflamacijskih faktora i fagocitna aktivnost
(B. E. Clarke & Patani, 2020). lako se smatra da u pocetku mikroglija ima anti-inflamacijski fenotip,
sa razvojem bolesti mikroglija u ALS pokazuje pro-inflamacijski i neurotoksi¢ni fenotip (B. E. Clarke
& Patani, 2020; Michell-Robinson et al., 2015). Oligodendrociti su, usled izrazenih metaboli¢kih
potreba, posebno osetljivi na faktore inflamacije koje oslobada mikroglija (Peferoen et al., 2014).
Oligodendrociti pokazuju degenerativne promene u ALS, a novoformirani oligodendrociti ne dostizu
zrelost i ne formiraju mijelin (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). U ovoj doktorskoj studiji
pokazali smo ne samo morfoloske promene ALS oligodendrocita, ve¢ i narusena svojstva Kir kanala
i smanjenu mogucénost odgovora ALS oligodendrocita u kulturi na povecanu koncentraciju
vancelijskog K*. Sa druge strane, uocili smo i morfoloske i fenotipske promene u mikrogliji u vidu
formiranja klastera u ventralnim rogovima i povecane fagocitne aktivnosti. Izrazena lokalizacija
Kir4.1iagregatamSOD1 u klasterima mikroglije na mestima degeneracije motornih neurona ukazuje
na potencijalni znacaj Kir4.1 proteina u patoloskim promenama u ALS. Promene u ekspresiji Kir4.1
uocene su i u drugim neurodegeneracijama kao $to su AB i HB, kao i u MS, ali i u epilepsiji i u
autisticnim poremecajima (Ohno et al., 2021; Schirmer et al., 2014; X. Tong et al., 2014; Wilcock et
al., 2009). Precizna vremenska i prostorna interakcija oligodendrocita, mikroglije i astrocita ima za
cilj odrzavanje homeostaze u vancelijskoj sredini u cilju obezbedivanja neometanog funkcionisanja
neurona. Uocene promene ekspresije i funkcije Kir4.1 u oligodendrocitima, specifi¢na redistribucija
ekspresije ovog kanala u klasterima mikroglije u ALS, kao i promene njegove funkcionalnosti i
ekspresije u drugim bolestima CNS, ukazuju na znacaj Kir4.1 u mehanizmima neurodegeneracije.

5.1 Znacaj oligodendrocita u ALS

Oligodendrociti su funkcionalno znacajne celije CNS koje blisko interaguju sa aksonima i
imaju posebnu ulogu u pruzanju metabolicke potpore neuronima (Y. Lee et al., 2012; Nave, 2010;
Saab et al., 2013). Oligodendrociti eksprimiraju jonske kanale, medu kojima se posebno istice
ekspresija ulaznog ispravljackog kalijumovog kanala Kir4.1 ¢ija je znacajna funkcija u odrzavanju
homeostaze K* (Neusch et al., 2001; Poopalasundaram et al., 2000). Primenom razli¢itih metoda
ispitali smo promene na nivou Kir4.1 kanala u oligodendrocitima u ALS. Imunofluorescentnim
obelezavanjem pokazano je znacajno smanjenje ekspresije Kir4.1 u oligodendrocitima u ventralnim
rogovima lumbalnog i cervikalnog regiona ki¢émene mozdine SOD1°%A pacova. Ekspresija Kir4.1 je
redukovana i u mijelinskoj frakciji izolovanoj iz ki¢mene mozdine istog ALS modela. U ki¢menoj
mozdini ALS pacova uocen je povecan broj oligodendrocita izmenjene morfologije. Ispitivanje
elektrofizioloSkih svojstava primarnih oligodendrocita u kulturi iz kicmenih moZzdina kontrolnih i
SOD1%%% pacova je ukazalo na izmenjena membranska svojstva i redukciju ulaznih struja u ALS
oligodendrocitima. Ba2*-senzitivne Kir struje su znaGajno redukovane u SOD1%%A
oligodendrocitima. Takode, uo¢eno je da je ulazna struja SOD1¢%** oligodendrocita manje senzitivna
na povecanje vancelijskog K*. Svi ovi rezultati zajedno ukazuju na narusenu funkcionalnost Kir4.1
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kanala u oligodendrocitima i isti¢u jedan aspekt znacaja oligodendrocita u patofiziologiji ALS (Slika
24).

5.1.1 Degenerativne promene u ALS oligodendrocitima

Inicijalna indikacija ukljuéenosti oligodendrocita u ALS patologiju je bila detekcija proteinskih
agregata u ovim ¢elijama u nekoliko zahvacenih regiona CNS (Lorente Pons et al., 2020; Philips et
al., 2013; Stieber et al., 2000). Znac¢ajni nivo mutirane SOD1 detektovan je i u oligodendrocitima
ki¢mene mozdine mi$a u ALS modelu (Sun et al., 2015). Studije su ukazale da oligodendrociti koji
eksprimiraju mutirane forme proteina uklju¢enih u ALS, dovode do povecanog umiranja motornih
neurona (Ferraiuolo et al., 2016; Kim et al., 2019). Naime, pokazano je da oligodendrociti
diferencirani iz pluripotentnih mati¢nih ¢elija ALS pacijenata ili SOD1%%*4 pacova dovode do smrti
motornih neurona in vitro (Ferraiuolo et al., 2016). Takode, selektivna ekspresija mutirane SOD1 u
oligodendrocitima je izazvala gubitak motornih neurona i narusenu organizaciju mijelina (Kim et al.,
2019). Poremecena mijelinizacija u ALS je povezana sa promenama ekspresije nekoliko gena koji su
bitni za sastav i funkciju mijelina, kao $to su Cnpl, Mbp, Mog, Mag i Sox10 (Scekic-Zahirovic et al.,
2017; Sun et al., 2015). Rezultati ove studije su pokazali da kod SOD1%% oligodendrocita dolazi do
specificnih morfoloskih promena koje su odlikuju izduzenim oblikom nukleusa u ventralnim
rogovima ki¢mene mozdine. Broj oligodendrocita koji imaju izmenjenu morfologiju je povecan u
ventralnoj sivoj masi ALS pacova. Uocena promena bi mogla predstavljati novi novi indikator
¢elijske degeneracije pored ve¢ pokazane fragmentacije, promene u volumenu, izduzene reaktivne
morfologije 1 drugih degenerativnih promena uocenih kod ALS pacijenata, kao i u mi§jim modelima
bolesti (Kang et al., 2013; Nonneman et al., 2014, Philips et al., 2013). Studije su ukazale na prisustvo
promena u morfologiji oligodendrocita u mi§jem SOD1%%A modelu pre pocetka bolesti, a sa
progresijom bolesti ove promene su postajale izrazenije (Philips et al., 2013). Pored toga, odredeni
broj oligodendrocita izmenjene morfologije je bio pozitivan na aktiviranu kaspazu-3, ukazujuéi na
pojavu apoptoze oligodendrocita u ovoj patologijia (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). lako
oligodendrociti degenerisu u ALS, ukupan broj oligodendrocita tokom progresije bolesti nije se
menjao, S§to se Moze objasniti konstantnim dopunjavanjem proliferiSu¢im prekursorskim celijama
oligodendrocita (Kang et al., 2010, 2013; Philips et al., 2013). U skladu sa literaturnim podacijma je
i rezultat ove studije koji pokazuje nepromenjeni nivo ekspresije CNPaze u SOD1%%# transgenom
pacovu, ukazujuéi time na priblizno isto prisustvo CNPaza* oligodendrocita u kontrolnoj i ALS
ki¢menoj mozdini pacova. Kang i saradnici (Kang et al., 2013) su pokazali da oligodendrociti
diferencirani iz prekursorskih ¢elija nisu mogli da ostvare funkcije zrelih oligodendrocita i dosegnu
ofekivani nivo mijelinizacije u transgenom ALS modelu misa. U tom smislu, ispitivanje
oligodendrocita u kulturi koji dosezu razgranatu morfologiju, ali ne formiraju mijelin, omoguc¢ava
isptivanje ovih ¢elija upravo u fazi pre pocetka mijelinizacije. Oligodendrociti u kulturi izolovani iz
ki¢mene mozdine kontrolnih i ALS neonatalnih pacova nisu pokazali morfoloske razlike u ovom
istrazivanju. Naime, kontrolni 1 ALS oligodendrociti su imali sli¢no grananje nastavaka 1 ¢elijsku
povrsinu, $to je potvrdeno i sli¢nim elektricnim kapacitetom membrane. Jedna od pretpostavki jeste
da oligodendrociti prolaze degenerativne promene usled promena u mikrosredini zahvacenog tkiva
kod ALS, a koje su rezultat interakcije razlicitih ¢elijskih tipova u tkivu (Domingues et al., 2016), a
Sto zapravo nedostaje u Celijskoj kulturi. Oligodendrociti su posebno osetljivi na prisustvo
inflamacijskih metabolita koje produkuje aktivirana mikroglija (Peferoen et al., 2014). Reaktivni
astrociti oslobadaju toksi¢ne faktore koji takode imaju Stetan efekat na oligodendrocite i dovode do
njihove smrti (Liddelow & Barres, 2017). Smatra se da je pocetak degeneracije oligodendrocita
najverovatnije nezavisan od smrti motornih neurona (Nonneman et al., 2014). Medutim, motorni
neuroni koji umiru u simptomatskoj fazi bolesti mogli bi uticati na formiranje mikrosredine koja dalje
promovise degeneraciju oligodendrocita (Nonneman et al., 2014).
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5.1.2 NaruSena funkcionalnost Kir4.1 u oligodendrocitima u ALS

Prethodne studije su pokazale da je ulazni ispravljacki kalijumov kanal Kir4.1 eksprimiran u
oligodendrocitima, posebno u ¢elijskom telu (Ilieva et al., 2009; C.-H. Lu et al., 2016; Nwaobi et al.,
2016). Progresivno povecéanje ekspresije Kir4.1 i povecanje u ulaznim ispravlja¢kim K* strujama u
oligodendrocitima je neophodno za njihovu diferencijaciju i sposobnost mijelinizacije (Livesey et al.,
2016; Neusch et al., 2001). Povecanje ekspresije Kir4.1 u oligodendrocitima tokom sazrevanja je
povezano sa veéim zahtevima za odrzavanje koncentracije K™ u blizini aksona (Schirmer et al., 2018).
U ovoj studiji smo pokazali smanjenu ekspresiju Kir4.1 u mijelinskoj frakciji izolovanoj iz kicmene
mozdine SOD1%%* pacova, $to pored prethodno pokazane smanjene ekspresije MCT1 ukazuje na
izmenjena svojstva mijelina koji formiraju ALS oligodendrociti (Kang et al., 2013; Philips et al.,
2013). Pokazali smo da je ekspresija Kir4.1 redukovana u ki¢menoj mozdini SOD1¢%* pacova, $to
je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima na miSjem modelu ALS (Kaiser et al., 2006).
Analiza kolokalizacije markera oligodendrocita CNPaze i Kir4.1 je pokazala redukciju ekspresije
Kird.1 u oligodendrocitima u ki¢menoj mozdini SOD1¢%* pacova. Ovi rezultati su u skladu sa
prethodno objavljenom studijom na SOD1%%A pacovskom modelu ALS koja ukazuje na to da se
redukcija Kir4.1 desava velikim delom u astrocitima, glijskim ¢elijama koje su posebno znacajne u
regulaciji K* (Batavelji¢ et al., 2012). Promene koje smo uo¢ili u oligodendrocitima su bile specifi¢ne
za ventralne rogove u kojima su lokalizovani motorni neuroni koji degenerisu u ALS, dok u dorzalnim
rogovima u kojima su zastupljeni drugaciji mehanizmi za odrZzavanje homeostaze K* (M. L. Olsen et
al., 2007) ove promene nisu uocene. Prikazani rezultati potkrepljuju povezanost funkcionalnih i
morfoloskih promena oligodendrocita i degeneracije motornih neurona, iako precizan redosled
dogadaja nije jo$ uvek razjasnjen. Ove promene su uocene u zavr$noj fazi bolesti i ne mozemo
iskljuciti da smrt motornih neurona u stvari doprinosi procesu degeneracije oligodendrocita. Dalja
ispitivanje Kir4.1 u gornjim motornim centrima kao i u presimptomatskoj fazi bolesti pruzila bi
detaljan uvid u ulogu ovog K* kanala u ALS patogenezi. Neush i saradnici (Neusch et al., 2001) su
pokazali da oligodendrociti u kulturi izolovanoj iz kicmene mozdine takode eksprimiraju Kir4.1 1
pokazuju ulaznu struju, te smo dalje ispitali funkcionalna svojstva oligodendrocita izolovanih iz
kontrolne i SOD1%%A ki¢mene mozdine. Uoleno smanjenje ekspresije Kir4.1 u ALS
oligodendrocitima u kulturi u skladu je sa rezultatima koje smo dobili u tkivnim presecima SOD1%9%4
kicmene mozdine. Pored redukovane ekspresije Kir4.1, uocili smo 1 promene u elektrofizioloSkim
svojstvima ALS oligodendrocita. Ove glijske ¢elije imaju naruSena biofizi¢ka svojstva membrane,
§to se uocava na 0SNOVU povecanog otpora membrane i pozitivnijeg potencijala reverzije u ALS.
Ulazne struje su smanjene i manje senzitivne na poveéanje [K*]o, Ba?*-senzitivne Kir struje su
smanjene u SOD16% oligodendrocitima, sugeri§uéi njihovu narusenu sposobnost da detektuju
promene u vanéelijskoj koncentraciji K*. Tako pokazuju narusena funkcionalna svojstva, SOD1¢%A
oligodendrociti u kulturi imaju sli¢nu morfologiju kao kontrolni oligodendrociti, $to ukazuje na to da
se funkcionalni nedostaci ovih ¢elija deSavaju pre anatomskih promena koje detektujemo u adultnim
SOD15%%A pacovima. Ovu hipotezu potkrepljuju i literaturni podaci da oligodendrociti u kulturi iz
ki¢émene mozdine misa koji ne eksprimira Kir4.1 (Kir4.17") imaju znagajno narusena funkcionalna
svojstva ukljuGujuéi depolarizaciju ¢elijske membrane i potpuni nedostatak ulazne ispravljacke K*
struje (Neusch et al., 2001). Kird.1” miSevi imaju izrazena oSteéenja celija koja vode
hipomijelinizaciji i o$te¢enju aksona u kicmenoj mozdini (Neusch et al., 2001). Ove ¢elijske promene
vode paralizi zadnjih udova, narusenosti motorike i smanjenom prezivljavanju Kir4.17 miseva
(Neusch et al., 2001). Skorasnje studije su pokazale da misevi sa delecijom Kir4.1 specificno u
oligodendrocitima imaju smanjenu stopu prezivljavanja, gubitak telesne mase i izraZzene nedostatke
u motorici (Larson et al., 2018; Schirmer et al., 2018). Ovaj fenotip je slican simptomima ALS i
zajedno sa dobijenim rezultatima o narusenoj funkciji oligodendrocita u kulturi ovo sugerise da je
Kir4.1 u oligodendrocitima ukljucen u patofiziologiju ALS. U oligodendrocitima, 1 Kir4.1 1 MCT1
su eksprimirani u blizini aksona i najverovatnije deluju zajedno u potpori aksonske aktivnosti
(Schirmer et al., 2018). Redukovan nivo laktata je detektovan u ki¢menoj mozdini SOD1%%A misa
(Ferraiuolo, Higginbottom, et al., 2011), §to bi moglo biti povezano sa smanjenom ekspresijom
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MCT1 u oligodendrocitima, kako je i uo¢eno kod ALS pacijenata i miSeva (Y. Lee et al., 2012). Ovi
nalazi upucuju na jo$ jednu karakteristiku narusene funkcije oligodendrocita u ALS. Kir4.1 u
oligodendrocitima je protein od interesa u nekoliko neuroloskih bolesti i poremec¢aja. Nedostatak
Kir4.1 pokazan je u prekursorskim ¢elijama oligodendrocita u mi§jem modelu tranzijentne ishemije
(Song et al., 2018). Ispitivanja sprovedena u istoj studiji pokazala su da ova narusena funkcionalna
ekspresija Kir4.1 doprinosi gubitku mijelina posle ishemije. Multipla skleroza se karakteriSe
oSte¢enjem oligodendrocita i izrazenom demijelinizacijom u CNS (Lassmann et al., 2012; Reich et
al., 2018). Od posebnog znacaja je nalaz o prisustvu Kir4.1 autoantitela u jednoj grupi MS pacijenata,
¢ime se naglasava uloga ovog kalijumovog kanala i u ovoj patologiji (Srivastava et al., 2012).
Znacajna redukcija Kird.1 pokazana je u aktivnim lezijama u MS, posebno pokazujuéi smanjenje
ekspresije Kir4.1 u oligodendocitima koji ogranic¢avaju lezije (Schirmer et al., 2018). Rezultati ove
studije pokazuju narusenu ekspresiju i funkciju Kir4.1 u ALS. Ovi nalazi potkrepljuju moguénost da
narusavanje aktivnosti Kir4.1 moze uticati na sposobnost oligodendrocita da dosegnu funkcionalnu
zrelost u ALS. Stoga se Kir4.1 moze razmatrati kao bitan ¢inilac koji doprinosi ALS patofiziologiji.

Kontrola /

/Kird.1

Ba*'-senzitivha
Kir struja

—
:\_%__ﬁ
N |1 nA
50 ms

0 Kir4.1 QOIigodendrocit K %‘é Motorni neuron

Slika 24. Sematski prikaz patoloskih promena u oligodendrocitima u ALS dobijenih u ovoj studiji. Ekspresija Kir4.1
je smanjena u oligodendrocitima obelezenim CNPazom u ventralnim rogovima ki¢mene mozdine ALS pacova.
Redukovana ekspresija Kir4.1 uo¢ava se i u ALS oligodendrocitima u kulturi zajedno sa redukcijom ulazne Ba®*
senzitivne Kir struje. Narusena svojstva Kir4.1 u ALS oligodendrocitima dovode do smanjenog uklanjana K* iz
vancelijske sredine, $to vodi oStec¢enju i degeneraciji motornih neurona u ALS.

5.2 Odlike mikroglije u ALS

Mikroglija predstavlja tip glijskih ¢elija sa ulogom u nadgledanju i odrzavanju homeostaze
CNS kroz interakciju sa drugim ¢elijama, fagocitozu i kontrolisanu imunsku reakciju u odgovoru na
izmenjene fizioloske uslove i1 povrede. Ispitivani su razliiti mehanizmi njenog delovanja u
neuroinflamaciji tokom neurodegeneracije. Povreda ili ulazak patogena u CNS dovodi do
inflamacijske reakcije mikroglije, koja ukljucuje njihovu mobilizaciju do mesta aktivacije pri cemu
dolazi do povlacenja protoplazmatskih nastavaka ka celijskom telu i zadobijanja ameboidne
morfologije. Takode dolazi i do ekspresije NF-kB-zavisnih inflamacijskih gena koji ukljucuju
receptore fagocitoze, kao i do oslobadanja citokina (Butler et al., 2021). U ovom radu,
imunofluorescentnim obelezavanjem mikroglije Ibal markerom ispitali smo fenotipske promene ovih
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éelija glije u lumbalnom regionu kiémene mozdine presimptomatskih i simptomatskih SOD1%4

pacova. UocCeno je da se Ibal™ mikroglija aktivira u ALS, $to je karakterisano povladenjem nastavaka
i zadobijanjem ameboidne forme s$to je uoceno u razli¢itim zivotinjskim modelima neuroinflamacije
(Fernandez-Arjona et al., 2017; Heindl et al., 2018). Sli¢ne promene u morfologiji mikroglije se
uocavaju u uslovima lokalnog povecanja [K*]o (Madry et al., 2018). Elektrofizioloska svojstva
primarne mikroglije u kulturi izolovane iz neonatalnih i adultnih ki¢menih mozdina su slicna u
kontrolnim i SOD1%%A ¢elijama. Dobijeni rezultati ukazuju da odlike ALS mikroglije nisu
promenjene i da najverovatnije faktori u izmenjenoj mirkosredini u ALS imaju uticaj na promene u
karakteristikama mikroglije. U prilog tome govore i klasteri aktivirane mikroglije koje smo uo¢ili u
ventralnim rogovima SOD1%% pacova, regionu gde su lokalizovani motorni neuroni koji degenerisu
u ALS. Naime, ¢elije u apoptozi oslobadaju K* u vanéelijsku sredinu (Remillard & Yuan, 2004; S. P.
Yu, 2003). Povecana koncetracija K* tokom umiranja motornih neurona mogla bi biti signal za
grupisanje mikroglije, za koju je pokazano da se aktivira u odgovoru na povecanje koncentracije
vanéelijskog K* (Abraham et al., 2001). Uogeni klasteri mikroglije su pokazali imunoreaktivnost na
Kir4.1. Kir4.1 ima ulogu u odrzavanju K* homeostaze u spoljasnjoj sredini te bi njegova ekspresija u
lokalizovanim regionima mogla biti u cilju uklanjanja nagomilanog K* kao potencijalni mehanizam
kontrole nastalog oStecenja. Akumulacija Kir4.1 uocena je u kuprizonskom modelu demijelizacije
(Nakajima et al., 2013). Naime, u ovom modelu je pokazano da dolazi do redistribucija Kir4.1 oko
krvnih sudova mozga u inflamatornim uslovima (Nakajima et al., 2013). U nasoj studiji smo pokazali
da Kir4.1 imunoreaktivne Ibal® klastere mikroglije odlikuje izrazena ekspresija mutirane SOD1 koja
je uocena u motornim neuronima koji degenerisu u ALS (Gurney et al., 1994; Pickles et al., 2016).
Kir4.1*/Ibal* klastere odlikuje povec¢ano prisustvo CD68 markera fagocitnih vezikula, sto bi moglo
ukazati da mikroglija fagocituje agregiranu mSOD1. lako ova potencijalna uloga klastera mikroglije
zahteva dodatna ispitivanja, dobijeni rezultati ukazuju na fenotipske i funkcionalne odlike mikrogliji
u klasterima u ALS. Redukcija Ba?*-senzitivnih Kir struja je uoéena u mikrogliji izolovanoj iz
adultnih ALS zivotinja. LPS aktivirana ALS mikroglija izolovana iz adultnih zivotinja ne pokazuje
povecanje izlaznih struja, za razliku od jednako tretirane mikroglije izolovane iz kontrolnih Zivotinja
ukazujuc¢i na izmenjena funkcionalna svojstva ALS mikroglije. Ovaj rezultat naglasava znacaj uticaja
faktora spoljasnje sredine na odlike mikroglije i isti¢e znacaj kompeksnog odnosa mikroglije i drugih
¢elijskih tipova u neuroinflamaciji u neruodegeneraciji U ALS. Dobijeni rezultati pruzaju uvid u
specifi¢na morfoloska i funkcionalna svojstva aktivirane mikroglije u razvoju patologije ALS.

5.2.1 Kir4.1" klasteri mikroglije u ventralnim rogovima ALS

Redukovana ekspresija 1 funkcionalnost Kir4.1 je pokazana u razli¢itim patoloSkim stanjima,
kao S$to su epilepsija, AB i HB (Kinboshi et al., 2020; Kitaura et al., 2018; X. Tong et al., 2014;
Wilcock et al., 2009). Smanjena ekspresija uocava se prevashodno u astrocitima u razli¢itim
patofiziologijama (Kitaura et al., 2018; X. Tong et al., 2014), kao i u motornim centrima ALS
transgenog misjeg i pacovskog modela (Batavelji¢ et al., 2012; Kaiser et al., 2006). Ova doktorska
studija na oligodendrocitima koje karakteriSe velika zastupljenost Kir4.1 kanala je pokazala smanjenu
ekspresiju Kir4.1 u oligodendrocitima u ventralnim rogovima SOD1%%* pacova. Medutim, iako je
ekspresija Kir4.1 smanjena u ALS, uoceno je postojanje lokalizovanih Kir4.1 imunoreaktivnih
klastera u ventralnim rogovima ki¢émenih mozdina pre-SOD1¢%* | SOD1%%** pacova. Nasi rezultati
su pokazali da su na mestima Kir4.1" klastera prisutne grupacije ¢elija pozitivnih na Ibal marker
mikroglije. Kird.1*/Ilbal® klasteri su uoCeni u ventralnim rogovima ki¢émene mozdine, gde su
lokalizovani motorni neuroni koji degenerisu u ALS. Prethodne studije su pokazale prisustvo klastera
mikroglije u kicmenoj mozdini i perifernom nervu u presimptomatskoj fazi bolesti ALS pacovskog
modela (Graber et al., 2010; Sanagi et al., 2010), kao i u produzenoj mozdini i crvenom nukleusu
srednjeg mozga na pocetku razvoja simptoma (Fendrick et al., 2007). Klasteri mikroglije su uoceni i
oko degeneriSsu¢ih motornih neurona nakon presecanja aksona u ventralnim rogovima ki¢mene
mozdine (Rotterman & Alvarez, 2020). U transgenom ALS modelu, mikroglija formira klastere u
blizini motornih neurona koji imaju smanjenu imunoreaktivnost na holin acetiltransferazu (ChAT) i
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pokazuju znake degeneracije (Sanagi et al., 2010). U ovoj doktorskoj studiji, broj Kir4.1*/Ibal*
klastera je znagajno veéi u lumbalnom regionu ki¢mene mozdine SOD1%%4 pacova u odnosu na pre-
SOD1C%%A §to moze biti posledica progresije bolesti i sve izrazenije degeneracije motornih neurona
(Feeney et al., 2001). U studiji isptivanja aktivacije mikroglije u procesu degeneracije motornih
neurona nakon isecanja aksona, pokazano je da do formiranja klastera dolazi samo oko tela nekih
degeneriSuc¢ih motornih neurona i da su u klasterima prisutni i CD8" limfociti (Rotterman & Alvarez,
2020). Formiranje klastera mikroglije je uofeno i u procesu obnavljanja mikroglije nakon
indukovanja njene ablacije (Bruttger et al., 2015). U pomenutoj studiji, klasteri mikroglije su uo¢eni
u svim regionima CNS 1 to sedam dana nakon izazivanja ablacije 1 Cinile su ih rezidentne celije
mikroglije u proliferaciji. Ovu proliferiSu¢u mikrogliju karakteriSe visoka ekspresija receptora za IL-
1 i smatra se da upravo IL-1 signalizacija reguliSe ovaj proces ponovnog naseljavanja mikroglije
(Bruttger et al., 2015). Paasila i saradnici (Paasila et al., 2020) su pokazali da je klasterovanje
mikroglije najizrazenije u ranim fazama AB patologije sa potencijalno neuroprotektivnom ulogom.
U PB, mikroglija formira klastere oko spinalnih motornih neurona i dopaminergickih neurona u
substantia nigra pars compacta, odnosno regionima u kojima se desava neurodegeneracija (Gu et al.,
2010). Klasteri mikroglije uocavaju se i kod MS u beloj masi pacijenata lokalizovani u blizini aktivnih
demijelinizuju¢ih lezija (van Horssen et al., 2012). Mikroglija u klasterima u ovim lezijama
eksprimira 1L-10 i TNF-a, kao i NADPH oksidazu-2, klju¢ni enzim u produkciji slobodnih radikala
(Lassmann et al., 2012). Isti¢u¢i pokazanu anti-inflamatornu ulogu TNF-a (Caminero et al., 2011;
Masli & Turpie, 2009) autori sugeri$u da ravnoteza izmedu prisustva TNF-a i IL-10 i ROS ukazuje
na pokusaj regulacije inflamacije u ovim lezijama i da moze predstavljati odlucujuéi faktor u daljem
razvoju lezija u demijelinizujuce (van Horssen et al., 2012).

Kod ALS pacijenata i u transgenim mSODI1 glodarskim modelima pokazane su morfoloSke
promene aktivirane mikroglije (Engelhardt & Appel, 1990; Hall et al., 1998; Henkel et al., 2004,
2006; Schiffer et al., 1996; Troost et al., 1989). Reaktivnost mikroglije je detektovana pre pocetka
simptoma (Brites & Vaz, 2014; Tang & Le, 2016), uporedo sa gubitkom nervno-misi¢ne sinapse
(Gerber et al., 2012) i sa ranom degeneracijom motornih neurona (Alexianu et al., 2001). Pored
uocenih klastera mikroglije u ventralnim rogovima, ovde smo uocili 1 promene u morfologiji
pojedinacnih ¢elija mikroglije van klastera u sivoj masi lumbalnog regiona ki¢mene moZdine pre-
SOD1%%% | SOD1°%A pacova. Smanjena razgranatost pojedinaéne mikroglije izrazenija je u pre-
SOD1%% y odnosu na SOD1%%A ki¢menu mozdinu. Ovi rezultati su u skladu sa prethodno
objavljenom studijom na ki¢menoj mozdini transgenog SOD1%%A miga (Ohgomori et al., 2016).
Naime, autori su pokazali da mikroglija u ranim fazama aktivacije ima malo telo sa skra¢enim i
negranatim nastavcima, dok u simptomatskoj fazi bolesti mikrogliju odlikuje uvecano telo 1 dodatno
skraceni nastavci. Na istom modelu, pokazana je smanjena razgranatost mikroglije na pocetku pojave
simptoma u sloju V motornog korteksa, gde su smesteni gornji motorni neuroni koji su zahvaéeni u
ALS (Migliarini et al., 2021).

Skorasnja studija je pokazala da CD34" populacija mikroglije proliferise i formira klastere u
ventralnim rogovima ki¢mene mozdine SOD1%%A pacova (Kovacs et al., 2019). CD34 je marker
hematopoetskih progenitorskih i mati¢nih ¢éelija i vaskularnog endotela (AbuSamra et al., 2017;
Krause et al., 1994). U ovoj studiji smo pokazali da su Kir4.1*/Ibal* klasteri imunoreaktivni na CD34
u ventralnim rogovima lumbalnog regiona ki¢mene mozdine SOD1%%** pacova. U ventralnim
rogovima kontrolnih Zivotinja uo€ili smo pojedinaéne CD34" ¢elije i imunoreaktivne CD34"
endotelne ¢elije krvnih sudova, dok je u ALS tkivu doslo do proliferacije CD34" ¢elija i do njihovog
grupisanja u klastere. Prethodne studije su pokazale da lezija izazvana akutnom povredom nerva
dovodi do povecanja ekspresije CD34 na rano aktiviranoj rezidentnoj mikrogliji (Ladeby et al., 2005).
Sliéne promene se uo¢avaju u endotelnim ¢éelijama i CD11" makrofagama/mikrogliji nakon lezije
ki¢mene mozdine (Graumann et al., 2010). Kovacs i saradnici (Kovacs et al., 2019) su pokazali da
Celije na periferiji CD34" klastera eksprimiraju i Ibal ili CD11b markere. Autori sugeriSu da se
process diferencijacije subpopulacije CD34" ¢elija u klasteru odvija u smeru centar-periferija (Kovacs
et al., 2019). Prisustvo CD34" klastera je uo¢eno oko mSODI1 pozitivnih motornih neurona (Kovacs
et al.,, 2019). Medutim, primeéeno je da CD34" klasteri nisu uoCeni oko svih neurona koji
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eksprimiraju mSOD1, sugeriSu¢i prostorno specifi¢nu proliferaciju CD34" ¢elija i verovatno
postojanje specificnog faktora koji je neophodan za formiranje klastera ovih ¢elija (Kovacs et al.,
2019). U naSem isptivanju uo¢ili smo da su Kir4.1"/Ibal* klasteri ¢elija lokalizovani na mestima
izrazene ekspresije mSOD1 koja karakterise degeneriSu¢e motorne neurone (Forsberg et al., 2019;
Gurney et al., 1994; Jacobsson et al., 2001; Kato et al., 2000; Pickles et al., 2016; Shibata, Asayama,
et al., 1996). Razumevanje pojave grupisanja celija u klastere, kao i prepoznavanje tipova celija i
markera koji u¢estvuju u formiranju klastera, mogli bi pruziti detaljan uvid u sekvencu dogadaja u
aktivaciji mikroglije u ALS i mnogim drugim patoloskim stanjima.

5.2.2 Lokalizacija mSOD1 u Kir4.1*/lbal* klasterima

Agregati mutirane SOD1 se uo¢avaju u degenerisu¢im motornim neuronima ALS pacijenata sa
mutacijom u genu SOD1 i transgenih mSOD1 glodarskih modela (Forsberg et al., 2019; Gurney et
al., 1994; Jonsson et al., 2004; Kato et al., 2000; Pickles et al., 2016; Shibata, Asayama, et al., 1996).
Imunofluorescentnim obelezavanjem uoc€ili smo ekspresiju mSOD1 u motornim neuronima
ventralnih rogova pre-SOD1°%A | SOD1%%** pacova, $to je u skladu sa prethodno objavljenim
podacima (Pickles et al., 2016). Imunoreaktivnost mutirane SOD1 uocava se kao disperzni signal u
pojedinim neuronima ili kao koncentrisani, lokalizovani signal u preostalim neuronima. Razlike u
distribuciji imunoreaktivnog mSOD1 signala su uoCene kao izrazeni lokalizovani signal u agregatima
ili kao slabiji, manje koncentrisan signal u motornim neuronima SOD1%%A i SOD1%8R migjih
transgenih ALS modela i smatraju se posledicom razli¢ite zastupljenosti proteinskih agregata u
motornim neuronima (Lucie I. Bruijn et al., 1998; de Araujo Brasil et al., 2019). Kir4.1%/Ibal* klasteri
mikroglije uoceni su na mestima gde je detektovano izrazeno prisustvo mSOD1 agregata u ventralnim
rogovima lumbalnog regiona ki¢mene mozdine pre-SOD1%%A | SOD1%%A pacova. Formiranje
klastera mikroglije oko proteinskih agregata pokazano je i u tkivima pacijenata i transgenih modela
AB (Paasila et al., 2020; Ransohoff & Perry, 2009; Serrano-Pozo et al., 2016). Naime, mikroglija se
vezuje za solubilne oligomere i fibirile f-amiloida u AB, $to se smatra procesom inflamacije u ovoj
bolesti (Heneka et al., 2018). Znacaj mikroglije u uklanjanju proteinskih agregata pokazan je u
modelu AB, gde usled naruSenih funkcija mikroglije dolazi do smanjenog uklanjanja B-amiloida
(Hickman et al., 2008). Naime, u ovoj studiji je pokazana redukovana ekspresija mikroglijalnih
receptora za vezivanje -amiloida i smanjena sinteza enzima za degradaciju f-amiloida, dok paralelno
dolazi do povecéanja pro-inflamatornih IL-1p i TNF-a koji doprinose degeneraciji (Hickman et al.,
2008).

Aplikacija homogenata ki¢mene mozdine simptomatskih ALS miSeva sa fluorescentno
obeleznim mSODI u iijadiéni nerv SOD1®®R miseva pokazala je da se nepravilno upakovan
mSODL1 prenosi trans-sinapticki (Ayers et al., 2016). Druga studija je pokazala da mSOD1 moze biti
osloboden iz motornh neurona posredstvom hromogranina (Urushitani et al., 2006) koji predstavlja
komponentu neurosekretornih vezikula (Appel et al., 2011) i tako dovesti do aktivacije mikroglije i
smrti motornih neurona (Urushitani et al., 2006). In vitro studije na ¢elijskim linijama neurona su
pokazale da mutirana SOD1 moze biti oslobodena u vancéelijsku sredinu i prenositi se dalje na susedne
¢elije (McAlary et al., 2019; Mondola et al., 2016; Minch et al., 2011; B. J. Turner et al., 2005;
Urushitani et al., 2006). Postoji moguénost da je oslobodena mSODI1 u tkivu signal koji aktivira
mikrogliju, jer je pokazano da dodavanje egzogene mSOD1¢%** i mSOD1%8°R dovodi do aktivacije
mikroglije u Kkulturi i povecane produkcije pro-inflamatornih faktora (Zhao et al., 2010). Tretman
kokultura motornih neurona 1 mikroglije mutiranom SOD1 je doveo do oSte¢enja motornih neurona,
ali mehanizmom koji ukljucuje prethodnu aktivaciju mikroglije (Zhao et al., 2010). Toksi¢ni efekat
mSOD1 na mikrogliju je pokazan i u drugoj studiji gde je ispitan efekat dodavanja agregata mSOD1
(Roberts et al., 2013). Tretman mutiranom SOD1 u formi agregata izaziva aktivaciju primarne
mikroglije i znacajno povecanje TNF-o (Roberts et al., 2013). Aplikacija medijuma iz kulture
mSOD1 aktivirane mikroglije na ¢elijske linije motornih neurona dovodi do znacajnog smanjenja
njihovog prezivljavanja (Roberts et al., 2013).
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5.2.3 Funkcionalne karakteristike Kir4.1*/lbal* klastera

Jedno od osnovnih svojstava aktivirane mikroglije jeste fagocitoza, odnosno uklanjanje
proteinskih agregata i ¢elijskih ostataka (Galloway et al., 2019). Obelezavanjem markera aktivacije i
fagocitoze, CD68, pokazali smo prisustvo fagocitnih vezikula u aktiviranoj mikrogliji u Kir4.1*/lbal*
klasterima u ventralnim rogovima pre-SOD1°%A i SOD1%%” pacova. Studija na SOD1H46R
transgenom pacovu je pokazala da se klasteri aktivirane mikroglije formiraju uz motorne neurone jos
u presimptomatskoj fazi i da pored povecane ekspresije citokina TNF-a, nju karakteriSe i pove¢ana
fagocitarna aktivnost §to je potvrdeno pove¢anom imunoreaktivno$éu na CD68 marker (Sanagi et al.,
2010). Izrazena fagocitarna aktivnost mikroglije uocena je i u drugim patoloskim stanjima u CNS.
Tako je nakon presecanja aksona uoc¢eno grupisanje mikroglije u klastere oko degeneriSu¢ih motornih
neurona, koja potom zadobija fagocitarnu funkciju (Rotterman & Alvarez, 2020). Ispitivanjem
transkriptoma adultne mikroglije izolovane iz SOD1%A misa pokazana je poveéanjee ckspresije
gena ukljucenih u fagocitozu, proliferaciju i aktivaciju mikroglije, poput Itgax, Clec7a, Axl, Csfl,
Apoe i smanjena ekspresija homeostatskih gena mikroglije P2ry12 i Tmem119 (Krasemann et al.,
2017). Slicne promene u genskoj ekspresiji aktivirane mikroglije pokazane su i u
neurodegenerativnim procesima u modelu AB. Naime, studija je pokazala da mikroglija koja aktivno
uklanja B-amiloid ima povecanu fagocitnu aktivnost i eksprimira gene uklju€ene u ove procese poput
Cd68, Apoe i Trem2 (Grubman et al., 2021). Sa druge strane, mikroglija koja ne ucestvuje u
preuzimanju B-amiloida eksprimira homeostatske gene, poput P2ry12 i Tmem119 (Grubman et al.,
2021) sto naglaSava razlike u svojstvima aktivirane mikroglije u zavisnosti od faktora sredine.
Injektovanje apoptotskih neurona u korteks i hipokampus misa dovelo je do promene morfologije
rezidentne mikroglije u fagocitarnu formu u blizinu mesta injektiranja i do povecane ekspresije Apoe,
§to je ukazalo na sli¢nost sa promenama uoc¢enim u neurodegeneraciji (Krasemann et al., 2017).

Iako mehanizam umiranja motornih neurona u ALS i dalje nije razjasnjen, ranije in vitro studije
sugeriSu da je mSODI1 proapoptotski faktor koji indukuje apoptotsku smrt neurona (Durham et al.,
1997; Ghadge et al., 1997; Rabizadeh et al., 1995). ATP se osloboda iz apoptostkih ili ¢elija izlozenih
stresu preko paneksin-1 kanala (Chekeni et al., 2010; Yamaguchi et al., 2014) i predstavlja jedan od
najéeScih signala za prepoznavanje oste¢enja od strane mikroglije (Ravichandran, 2010). Oslobadanje
ATP iz neurona dovodi do aktivacije P2Y12 receptora na mikrogliji, do migracije mikroglije i
ostvarivanja kontakta izmedu njenih nastavaka i tela neurona (Cserép et al., 2019; Glass et al., 2010;
S. E. Haynes et al., 2006). Nedavno je pokazano da oslobadanje ATP u epilepsiji dovodi do ekstenzije
nastavaka mikroglije (Eyo et al., 2014, 2017) koje je posredovano aktivacijom P2Y 12 receptora (S.
E. Haynes et al., 2006; L.-J. Wu et al., 2007). U modelu PB je pokazano da su agregati a-sinukleina
odgovorni za usmeravanje mikroglije ka mestu ostecenja (S. Wang et al., 2015). Smatra se da u ALS,
oslobadanje agregata mSODI i ATP iz umiruéih neurona dovode do aktivacije mikroglije (Glass et
al., 2010). Interesantno je da je u studiji na NSC-34 liniji motornih neurona pokazano da
depolarizacija njihove membrane usled povecane koncentracije vancelijskog K* dovodi do
oslobadanja SOD1 u medijum (Petrozziello et al., 2017). To bi moglo objasniti oslobadanje mSOD1
u ALS usled povecane [K']o i efekta mSOD1 na aktivaciju mikroglije i smrt motornih neurona
(Roberts et al., 2013; Zhao et al., 2010).

5.2.4 K*homeostaza i ALS mikroglija

Regulacija influksa i efluksa jona, odrZzavanje koncentracije jona u citoplazmi i organelama,
kontrola celijskog volumena 1 odrzavanje potencijala membrane su od klju¢nog znacaja za
fundamentalne ¢elijske procese (Kondratskyi et al., 2015). K* je najzastupljeniji jon unutar Celije i
ukljucen i u odrzavanje membranskog potencijala i ¢elijske proliferacije (Kondratskyi et al., 2015; Z.
Wang, 2004). U transgenim modelima SOD1%%A pokazana je redukovana ekspresija Kir4.1
kalijumovog kanala u motornim centrima mozga i kicmenoj mozdini (Batavelji¢ et al., 2012; Kaiser
et al., 2006), kao i narusena funkcionalnost Kir4.1 u ALS astrocitima u kulturi (Batavelji¢ et al.,
2012). Sa druge strane, smatra se da su prekomerni efluks i smanjenje koncentracije unutaréelijskog
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K* rane naznake apoptoze (S. P. Yu, 2003). U ventralnim rogovima pre-SOD1%%A miga uocena je
redukovana aktivnost a3 subjedinice Na'/K*™ATPaze pretezno eksprimirane na alfa motornim
neuronima koji degeneriSu u ALS (Ruegsegger et al., 2016). Redukovana ekspresija Na*/K™ATPaza-
a3 pokazana je i u post mortem tkivima sALS pacijenata kao i slu¢ajevima fALS koji su nosioci
mutacija u genima C9ORF72 i FUS (Ruegsegger et al., 2016). S obzirom da su Kir4.1 i Na*/K*-
ATPaza neophodni za odrZavanje jonske homeostaze K*, naru§ena ekspresija oba proteina moze
ukazati na naruSavanje K" ravnoteze u ALS §to za posledice ima hiperekscitabilnost motornih
neurona i degeneraciju (Park et al., 2017). Visoka koncentracija [K*]o takode smanjuje elektrogeno
preuzimanje glutamata tako $to depolariSe membranu glijskih ¢elija i pove¢ava zadrzavanje K* u
vancelijskoj sredini vodeci prekomernoj ekscitabilnosti neurona (Barbour et al., 1988) kao i aktivaciji
mikroglije (Abraham et al., 2001). Lokalno poveéanje koncentracije [K*]o dovodi do depolarizacije
membranskog potencijala mikroglije i smanjenja razgranatosti usled povlacenja njenih nastavaka
(Madry et al., 2018). U ovoj doktorskoj studiji smo pokazali da u odgovoru na poveéanje [K*]o dolazi
do povecanja ulaznih K* struja u kulturi mikroglije iz adultne ki¢mene mozdine pacova. ALS i
kontrolna mikroglija pokazale su slican odgovor na povefanu vancelijsku koncentraciju K.
Amplituda ulazne komponente je znac¢ajno povecana, ukazujuc¢i na to da adultna mikroglija izolovana
iz kontrolnih i ALS Zivotinja moze da odgovori na trenutno povecanje [K*]o sa 4 na 12 mM. Dobijeni
rezultat je u skladu sa studijama na mikrogliji gde je uoceno povecanje ulaznih struja u mikrogliji u
kulturi izlozenoj povecanjoj vancelijskoj koncentraciji K* (Eder et al., 1995; Gattlen et al., 2020). Za
razumevanje elektorofizioloskih svojstava mikroglije u ALS, bilo bi od znacaja ispitati njen odgovor
u uslovima dugoro¢no povecane koncentracije vanceliskog K*, kojoj su ove celije izlozene u
uslovima naru$ene homeostaze K™ u ALS.

Provodljivost za K" membrane mikroglije je od znacaja za pokretljivost mikroglije u bazalnim
uslovima, ali i u uslovima ostecene funkcije neurona, poput hiperekscitabilnosti (Umpierre & Wu,
2021). Pokazano je da grupisanje mikroglije oko hiperekscitabilnih neurona moze dovesti do
normalizacije njihove ekscitabilnosti (Umpierre & Wu, 2021). Povecanje hiperekscitabilnosti
korteksa sa progresijom bolesti je pokazano kod ALS pacijenata (Menon et al., 2020), kao i u
motornim neuronima izolovanim iz ALS pacijenata i transgenih mSOD1 miseva (Buskila et al.,
2019), te bi se regrutovanje mikroglije blizu neurona moglo funkcionalno povezati sa redukovanjem
neuronske hiperekscitabilnosti (Umpierre & Wu, 2021).

5.2.4.1 ElektrofizioloSke odlike ALS mikroglije u kulturi

Mikroglija eksprimira Na* i H* kanale, voltazno-zavisne Ca?* i CI- kanale, kao i razli¢ite K*
kanale (Eder, 2005). Mikroglija u kulturi eksprimira jedinstven set K* jonskih membranskih kanala,
ukljuéujuéi voltazno zavisne, ulazno ispravljacke K* kanale (H. Kettenmann et al., 1990), medu
kojima su najznacajniji Kv1.3, ulazno ispravljacki kanal Kir2.1, Ca?" aktivirani kanal Kca3.1 (Nguyen
et al., 2017) i THIK-1, koji je toni¢no aktivni dvoporni K* kanal eksprimiran u mikrogliji in situ
(Madry et al., 2018). U odrzavanju Vm bitnu ulogu imaju THIK-1 kanali (Madry et al., 2018), ali i
ulazno ispravljagki, voltazno- i Ca?*- zavisni K* kanali (Izquierdo et al., 2019). Mi smo pokazali da
mikroglija izolovana iz adultnih ki¢menih mozdina simptomatskih SOD1°%A pacova ima sli¢an
membranski potencijal, otpor membrane i profil struja kao i kontrolna mikroglija. Aplikacija
vancelijskog Ba?*, koji je blokator Kir kanala, dovela je do redukcije ulazne Kir komponente struje u
ALS mikrogliji. Kir2.1 je najzastupljeniji Kir kanal eksprimiran u pacovskoj i misjoj mikrogliji (Lam
etal., 2017). Pokazano je da blokiranje Kir2.1 kanala povec¢ava proliferaciju i migraciju nestimulisane
mikroglije u kulturi i ima zna¢ajnu ulogu u Ca?* signalizaciji u ovim ¢elijama (Lam & Schlichter,
2015). Takode, studija merenja Kir2.1 struja u mikrogliji u kulturi tretiranoj pro- ili anti-
inflamatornim agensima pokazala je da se Kir2.1 struje menjaju u zavisnosti od agensa (Lam et al.,
2017). Naime, u pomenutoj studiji nije uocena promena ulaznih struja mikroglije nakon stimulacije
pro-inflamacijskim faktorima IFN-y i TNF-a, dok je tretman anti-inflamacijskim faktorom IL-10
doveo do znacajnog smanjenja ulaznih struja (Lam et al., 2017). Studija u kojoj je pacovska
mikroglija u kulturi tretirana sa LPS je pokazala povecanu ekspresiju iRNK za Kcnj2 koji kodira
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Kir2.1 (Lively & Schlichter, 2018), medutim nije uoena promena amplitude ulaznih Kir struja
(Caggiano & Kraig, 1998; Nguyen et al., 2017; Visentin et al., 1995). Ispitivana mikroglija u kulturi
u ovim studijama je izolovana iz neonatalnih miseva ili pacova $to moze biti razlog drugalijeg
odgovora Kir struja prilikom aktivacije LPS u odnosu na adultnu mikrogliju u kulturi ispitivanu u
nasoj studiji. Adultna mikroglija izolovana je iz simptomatskih ALS Zivotinja u kojima se veé
uocavaju patoloske promene. Ranije studije su pokazale da odlike mikroglije zavise od faktora
mikrosredine (Ajami et al., 2018; Hooten et al., 2015). Uslovima naru$ene mikrosredine poput je
izloZzena naru$enoj homeostazi K*, oslobadenoj mSODI1 i ATP je izloZzena mikroglija u
simptomatskim ALS Zivotinjama (Glass et al., 2010; Urushitani et al., 2006), $to mozZe znacajno
uticati na fenotipske i funkcionalne odlike izolovane mikroglije u kulturi. Ekspresija K* kanala
mikroglije ukazuje da je mirkosredina od znacaja za funkcionalno stanje mikroglije, cemu u prilog
govori i studija u kojoj je in situ pokazano povecanje Kir struja u mikrogliji starih zivotinja u odnosu
na mikrogliju mladih Zivotinja (Schilling & Eder, 2015).

U skladu sa rezultatima na neonatalnoj mikrogliji, gde je LPS tretman doveo do izrazenog
povecanja izlaznih struja (Caggiano & Kraig, 1998; Nguyen et al., 2017; Visentin et al., 1995), uocili
smo povecéanje izlaznih struja i u kontrolnoj adultnoj mikrogliji. Medutim, u SOD1°%A mikrogliji
nije uofeno povecanje izlaznih struja, sugeriSuc¢i naruSenost ekspresije ili funkcije K* kanala i
njihovih izlaznih struja u aktivaciji ALS mikroglije. Studije na neonatalnoj mikrogliji su pokazale da
nakon stimulacije sa LPS, mikroglija prelazi u reaktivno stanje koje se elektrofizioloski karakteriSe
ekspresijom K* - izlaznih struja (Norenberg et al., 1992) i produkcijom visokih nivoa pro-
inflamacijskih citokina IL-1B, TNF-a, IL-12 i IL-6 i NO (Nguyen et al., 2017) uz povecanu gustinu
Kv1.3 struja (Nguyen et al., 2017). Aplikacija blokatora izlaznih struja K* kanala, Kv1.3 i Kca3.1 na
LPS-aktiviranu mikrogliju dovela je do redukovane ekspresije i oslobadanja IL-1B i TNF-a (Di
Lucente et al., 2018; Nguyen et al., 2017; Rangaraju et al., 2017). Produkcija IL-1p nakon aktivacije
mikroglije sa LPS biva znacajno redukovana inhibicijom izlaznih struja primenom blokatora Kv
kanala (Caggiano & Kraig, 1998) sto sugeriSe da je prisustvo izlaznih struja neophodno za potpunu
aktivaciju mikroglije (Caggiano & Kraig, 1998).

U studiji na AB modelu pokazano je povecanje ulaznih i izlaznih K struja u aktiviranoj
mikrogliji koja se nalazi uz agregate B-amiloida (Plescher et al., 2018). Povecana eskpresija iRNK
za Kir2.1, poveéana amplituda Ba?*-senzitivnih Kir struja, kao i ekspresija Kv1.3 kanala, pokazani
su u subpopualciji aktivirane mikroglije koja se nalazi uz amiloidne plo¢e (Maezawa et al., 2018;
Plescher et al., 2018). Povecanje ulaznih i izlaznih struja uoceno je i u aktiviranoj mikrogliji u modelu
epilepsije izazvane injektiranjem kainata (Avignone et al., 2008). Nezavisna studija je pokazala da
tretman mikroglije u kulturi oligomerom amiloida- dovodi do povecanja Kv1.3 - i Kir2.1 struja
(Maezawa et al., 2018). Blokiranje Kv1.3 kanala specifi¢cnim blokatorom smanjilo je inflamaciju i
nakupljanje amiloida i dovelo je do normalizacije promena u ponaSanju AB Zivotinja (Maezawa et
al., 2018). Kokulutra adultne mikroglije izolovane iz SOD1%** modela i motornih neurona dovela je
do povecane smrti motornih neurona (Frakes et al., 2014). Sa druge strane, neonatalna mikroglija
izolovana iz istog ALS modela nije uticala na prezivaljavanje motornih neurona u kokulturi (Frakes
et al., 2014) ukazujuéi na razlike u odlikama kulture mikroglije izolovane iz adultnih i neonatalnih
ALS Zivotinja. Stavige, transkriptom mikroglije pokazao je da neonatalna mikroglija ne eksprimira
neke od homeostatskih gena uocenih u adultnoj mikrogliji (M. L. Bennett et al., 2016). U ovoj
doktorskoj studiji profil struja i biofizicke membranske karakteristike neonatalne ALS mikroglije
nisu se razlikovale od kontrolne mikroglije. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnom studijom koja je
pokazala da su transkriptom neonatalne SOD1%%* i kontrolne mikroglije vrlo sli¢ni u bazalnim
uslovima i u uslovima aktivacije sa LPS (Guttenplan et al., 2020). Odlike mikroglije razlikuju se i u
zavisnosti od nacina pripreme celija, tj. da li se ispituje akutno izolovana mikroglija ili mikroglija
koja je bila izlozena uslovima gajenja u kulturi (Bohlen et al., 2017). Naime, pokazano je da
mikroglija koja je gajena u kulturi ima povecanu ekspresiju gena ukljucenih u inflamaciju i rano
razvice, dok je ekspresija markera zrelosti izrazena u akutno izolovanoj mikrogliji (Bohlen et al.,
2017). Izrazene promene u ekspresiji gena uocene su u nivoima ekspresije homeostatskih gena
mikroglije Tmem119 i P2y12 koji su znatno poveéani u akutnoj mikrogliji, medutim njihova
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ekspresija je znacajno redukovana u mikrogliji u kulturi (Bohlen et al., 2017). Naime, pokazano je da
mikroglija u in vitro uslovima gubi svoju fiziolosku gensku ekspresiju (Bohlen et al., 2017). Misja
SOD15%%A mikroglija u kulturi nije pokazala ekspresiju prethodno pokazanog seta gena specifi¢nog
za neurodegeneraciju u ALS koji ukljucuje Igfl, Trem2, Tnfa, 111b, Cybb (Chiu et al., 2013), a koji
su uoceni u akutno izolovanoj mikrogliji. Razlike u genskoj ekspresiji akutno izolovane mikroglije i
mikroglije gajene u kulturi pokazane su i na humanoj mikrogliji (Gosselin et al., 2017) ukazujuci na
znacaj mikrosredine za fenotip mikroglije. U skladu sa tim su i rezultati studije u kojoj je apliciranje
mikroglije gajene in vitro u zdrav CNS dovelo je do brzog uspostavljanja o¢ekivane genske ekspresije
u mikrogliji ukazuju¢i na znacaj sredine na fizioloSka svojstva, gensku ekspresiju i aktivaciju (F. C.
Bennett et al., 2018; Bohlen et al., 2017). Pokazane promene u osobinama mikroglije u kulturi moraju
se uzeti u obzir pri razmatranju nasih rezultata dobijenih na mikrogliji in vitro izolovanoj iz adultnih
i neonatalnih ALS Zivotinja. Moguée je da su nakon izolacije i SOD1%4 i kontrolna mikroglija
izgubile karatkeristike specifi¢ne za njihovu funkciju u tkivu i da je to razlog sli¢nih strujnih odgovora
i membranskih karakteristika. Dodatna ispitivanja u ex vivo ili in vivo uslovima bi znac¢ajno pomogla
u boljem razumevanju funkcionalnih svojstava ovih ¢elija u ALS.

5.3 Znacaj ispitivanja Kir4.1 i terapije ALS

Uspostavljanje dijagnoze ALS je otezano usled heterogene klinic¢ke slike kod pacijenata, pa bi
pronalazenje biomarkera bilo od znacaja za razumevanje mehanizama bolesti 1 rano uspostavljanje
dijagnoze i pocetak tretmana. Riluzol je prvi lek koji je odobren za kori§¢enje u tretmanu ALS (Saitoh
& Takahashi, 2020). Skorasnja analiza delovanja riluzola ukazuje na to da njegova primena
produzava zivotni vek 6-19 meseci (Andrews et al., 2020). Riluzol je odobren kao tretman 1995.
godine i tek nedavno, 2017. godine, odobrena je upotreba drugog leka za ALS koji se zove edaravaon
(radikava ili radikat) koji takode produzava zivotni vek ALS pacijenata (Okada et al., 2018).

Glijske ¢elije u ALS prolaze brojne promene i postaju Stetne za motorne neurone i doprinose
njihovoj degeneraciji. ALS je kompleksna i multifaktorska bolest i smatra se da interakcija razli¢itih
¢elijskih tipova doprinosi umiranju motornih neurona. Aktivirana mikroglija moze dovesti do pro-
inflamacijske aktivacije astrocita i smrti motornih neurona i oligodendrocita (Liddelow et al., 2017).
Oligodendrociti pokazuju degenerativne promene u zavrSnim fazama bolesti 1 iako su njihovi
prekursori regurtovani da bi nadomestili njihov broj, novoformirani oligodendrocti ne pokazuju
karakteristike zrelih oligodendrocita i nemaju sposobnost mijelinizacije (Kang et al., 2013).
Preklinicka istrazivanja u ALS fokusirana na glijske ¢elije uglavnom su usmerena na glutamatno
preuzimanje u astrocitima, pojavu astroglioze i mikroglioze, sa posebnim istrazivanjem pro-
inflamacijskog fenotipa mikroglije (Filipi et al., 2020).

Pokazane patofizioloske promene u oligodendrocitima i mikrogliji u SOD1¢% transgenom
modelu isticu znacaj glijskih ¢elija u patofiziologiji ALS. Glijske ¢elije, oligodendrociti 1 mikroglija
imaju bitne uloge u odrzavanju homeostaze i normalnog funkcionisanja CNS. Karakteristike ovih
glijskih ¢elija u kontekstu neurodegeneracije isptitivane su u razli¢itim bolestima i poremecajima
CNS. Oligodendrociti su metaboli¢ki izuzetno zahtevne celije zbog svojih uloga u propagaciji
akcionih potencijala duz aksona i metabolickoj potpori neophodnoj za pravilno funkcionisanje
neurona. Sa druge strane, mikroglija odrZava ekvilibrijum nervnog sistema i reaguje na promene
oslobadanjem razlicitih faktora koji mogu imati protektivno, ali i toksicno dejstvo na okolinu.
Precizno i balansirano funkcionisanje mikroglije neophodno je za odvijanje svih procesa u CNS.

Medu ispitivanim potencijalnim terapijama za ALS su terapije bazirane na aplikaciji mati¢nih
¢elija, genska terapija, kao 1 delovanje na imunski sistem, prvenstveno Treg ¢elije koje su narusene u
ALS (Filipi et al., 2020). Nekoliko klini¢kih studija aplikacije astrocita ili nervnih progenitora su u
toku, sa ciljem obogac¢ivanja CNS zdravim astrocitima 1 benefitarnim faktorima koje oslobadaju
(Filipi et al., 2020). Tretmani mati¢nim ¢elijama imaju za cilj modulaciju neuroinflamacije u ALS
(Beers & Appel, 2019). Subpijalna aplikacija shRNK (engl. short hairpin RNA) za SODI1 sprecava
agregaciju mSOD1, smanjuje mikrogliozu i astrogliozu u kicmenoj mozdini ALS modela i utice na
prezivljavanje spinalnih o-motornih neurona (Bravo-Hernandez et al., 2020). Dodatni vid
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potencijalnog terapeutskog delovanja jeste modulacija mikroRNK. Mikroglija produkuje mikroRNK
koje uticu na translaciju gena (Filipowicz et al., 2008) vezujué¢i se za komplementarnu IRNK
sekvencu (Bartel, 2009). U ALS modelima i pacijentima pokazana je povecana ekspresija 29
mikroRNK u mikrogliji koje mogu delovati na gene ukljucene u dinamiku citoskeleta, oksidativni
stres, inflamaciju, RNK regulaciju i transport organela (Christoforidou et al., 2020). Modulacija
mikroRNK smatra se potencijalnim terapeutskim pristupom. Redukcija ekspresije Kir4.1l na
proteinskom i iRNK nivou ukljuéena je u patologiju razli¢itih bolesti povezanih sa
hiperekscitabilno$¢u i narusenom neuronskom funkcionalnos¢u. Pored ALS, naruSena funkcionalnost
1 redukovana ekspresija Kir4.1 u astrocitima uocena je i u HB, koja se javlja u adultnom dobu i
odlikuje je motorni deficit (X. Tong et al., 2014). Degenerativne promene uoc¢ene u HB mogu biti
ublaZzene viralnim dopremanjem i povecanjem ekspresije Kird.1, Sto dovodi do uspostavljanja
homeostaze vancelijskog K*, smanjenja hiperekscitabilnosti neurona i pobolj$anja motornih funkcija
(X. Tong et al., 2014). U MS, koja se takode javlja u srednjem dobu i odlikuje je hipomijelinizacija i
motorna disfunkcija, dolazi do redukovane ekspresije Kird.1, a jedna od studija ukazuje i na
postojanje autoantitela na Kir4.1 protein u serumu pacijenata (Srivastava et al., 2012). U modelima
epilepsije i povrede kicmene mozdine, koje se odlikuju akutnom i hroni¢nom redukcijom ekspresije
Kir4.1 na nivou proteina i iIRNK, pokazana je hipermetilacija promotora gena Kcnj10 koji kodira
Kir4.1, ukazuju¢i na potencijalno mesto za terapijsko delovanje na povecanje ekspresije Kird.1 u
bolestima koje karakteri$e njegova redukcija (Boni et al., 2020). Pokazano je da povecanje ekspresije
Kir4.1 tokom razvica takode zavisi od stepena metilacije promotora Kcnjl0 koja je neophodna za
povecanje transkripcije ovog gena (Nwaobi et al., 2014).

Jedan od nacina delovanja na uocene promene u ekspresiji Kir4.1 u ALS jeste modulisanje
njegove ekspresije. Viralno dopremanje Kir4.1 i nadomeséivanje redukovane ekspresije specifi¢éno u
oligodendrocitima, astrocitima, kao i u oba glijska tipa istovremeno, u SOD1%%A modelu u
presimptomatskoj i simptomatskoj fazi bolesti pruzilo bi nove uvide u ulogu ovih ¢elija u pocetku i
progresiji bolesti. Povratak homeostatskih funkcija oligodendrocita i astrocita normalizacijom
ekspresije Kir4.1 moglo bi razjasniti zna¢aj vancelijskog K* u hiperekscitabilnosti motornih neurona
1 njihovom umiranju u ALS. Aplikacija diferenciranih mati¢nih ¢elija u naruSeno okruzenje prisutno
u bolesti, potencijalno bi mogla povratiti neke od redukovanih funkcija glijskih ¢elija i uticati na
neuroinflamaciju u ALS. Uloga Kir4.1 u klasterima mikroglije posebno je od interesa za fenotipske
promene aktivacije ovih Celija u progresiji bolesti. Razjasnjenju odnosa Kir4.1 i mutirane SOD1 u
klasterima mikroglije moglo bi se pristupiti utiSavanjem mSOD1 specificno unutar klastera
mikroglije, $to bi pruzilo uvid u znacaj lokalizovane Kir4.1 imunoreaktivnosti u patologiji ALS.
Povecana ekspresija 1 aktivnost Kird.1 smatra se da moZe efektivno antagonizovati autofagiju i
apoptozu preko razli¢itih mehanizama (X. Li et al., 2021; Milton & Smith, 2018). Naime, nakon
ishemije i povecanja vanéelijske koncentracije K™ predlozeno je da dolazi do aktivacije Kir4.1 koji
spreCava autofagiju i omogucava prezivljavanje celija (Milton & Smith, 2018). Uocena
imunoreaktivnost Kir4.1 u klasterima mikroglije otvara pitanje dodatnih funkcija koje ovaj protein
moze imati u patofiziologiji ALS.
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6. Zakljucci

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih eksperimentalnih rezultata izvedeni su sledeci

zakljucci:

1.

Oligodendrociti u kicmenoj mozdini ALS pacova imaju izmenjenu morfologiju koju odlikuje
izduzen oblik nukleusa. Iako ALS nije primarno demijelinizujuca bolest, nasi nalazi pokazuju
da postoje degenerativne promene i u ovim ¢elijama glije, te da specificna izmenjena forma
nukleusa moze predstavljati novi potencijalni indikator degeneracije oligodendrocita.
Redukovana ekspresija Kir4.1 kanala u ventralnim rogovima i mijelinu kicmene mozdine,
zajedno sa naruSenom funkcijom ovog kanala u oligodendrocitima, ukazuje na naruseno
uklanjanje K* nakon aktivnosti neurona sto potencijalno doprinosi degeneraciji motornih
neurona u ALS.

U ventralnim rogovima lumbalnog regiona kicmene mozdine formiraju se klasteri ¢elija koji
zadrzavaju Kir4.1 imunoreaktivnost u presimptomatskoj i simptomatskoj fazi ALS uprkos
redukciji ekspresije Kir4.1 u ostatku sive mase.

Kird.1 pozitivne klastere odlikuje izrazeno prisustvo mikroglije. Ovaj nalaz ukazuje na
specifi¢nu redistribuciju ekspresije Kir4.1 u procesu neuroinflamacije u ALS.

U presimptomatskoj i simptomatskoj fazi bolesti u ventralnim rogovima ALS ki¢mene
mozdine u Kir4.1%/1bal" klasterima su prisutni agregati mutirane SOD1 §to moZe ukazati da
se Kir4.1*/lbal" klasteri formiraju na mestima odumiranja motornih neurona.

Kulturu mikroglije izolovanu iz neonatalnih ALS i kontrolnih zivotinja odlikuju sli¢na
elektrofizioloSka svojstva, dok se Celije mikroglije izolovane iz adultne ki¢mene mozdine
simptomatskih ALS pacova odlikuju redukovanim Kir strujama.

Na osnovu izvedenih pojedina¢nih zakljucaka, kao 1 dobijenih rezultata, moze se izvesti opsti

zakljucak:

Celije glije, oligodendrociti i mikroglija, odlikuju promenjena svojstva u procesima
neurodegeneracije u ALS, ukazuju¢i na njihove uloge u kompleksnim interakcijama u razvoju i
progresiji bolesti. Promene ekspresije Kir4.1 i njegov znacaj u fizioloskim i patoloskim procesima,
isti¢u ovaj protein kao potencijalno mesto ispitivanja i delovanja u cilju razumevanje mehanizama u
osnovi patofizioloskih promena u amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi.
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N3jaBa o ayropcTBY

Nwme u pe3ume aytopa _ Muna U. [lepuh

Bpoj ungekca _ b3022/2014

HU3zjaBbyjem

Jla je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

Heyponereneparusae npoMmene v heaujama rivje, OUroieHAPOLUMTUMA U MUKDOLJIUIH, V

1G93A

KWYMEHO] MOXKIMHHU Ha nanoBckoM hSOD MOJieay aMruoTpodHYHE JIaTepaJIHE CKIEPO3E

® PC3YyJTAaT COIICTBCHOT UCTPAKMBAYKOT paja;

e Jla qucepTaiyja y HeJIMHA HU y JIeJIOBUMAa HUje Omila MpeiokKeHa 3a CTHIIAkE JIpyTre
JTUIUIOME TIpeMa CTYAH]CKUM IporpaMuMa JIPYyTuX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

e Jla Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

e Jla HUCAM KpIIMO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUO/JIa UHTEJIEKTyallHy CBOJUHY JPYTUX
JULA.

IMoTrnuc ayropa

VY beorpany,




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npesume ayropa _ Muna U. Tlepuh

bpoj unnekca _ 53022/2014

Crynujcku nporpam __buosioruja

Hacnos pana _HeyposnerenepatuBHe npomene y henujama riuje, OJuroAeHIPOLIUTUMA |
1G93A

MUKDOLJINN Y KWIMEHO] MOKIUHU Ha naroBckoM hSOD MOJIENY aMHOTPOPUYHE

JJaTCpaJIHE CKIICPO3€

MenTopu Jp Janujena baraBessuh

Jp ITaBne Arhyce

U3jaBspyjem ja je mramiana Bep3urja MOT IOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO) BEp3UjU KOjY
caM Ipefao/na paay noxpamwuBama y JJururtajHoM penosuropujymy YHuusep3urera y bBeorpany.

Jlo3BoJbaBaM /1a ce 00jaBe MOJU JTUYHU TOJIAlld BE3aHU 3a J0O0HMjame aKaJIeMCKOT Ha3uBa JIOKTOpA
HayKa, Kao IITO Cy UMe ¥ Mpe3uMe, TOANHA U MeCTO poljera U 1aTyM og0paHe paja.

OBU JMYHM MOJAIM MOry ce O0jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHlLlaMa TUTruTaigHe Oulianoreke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOnukanujama Y HuBepsureta y beorpany.

IHornuc ayropa

¥V Bbeorpany,




N3jaBa o kopumhemwy

Ognanthyjem YHuBep3urercky oubnmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh* na y Jlururaiau peno3uTopujym
VYuusep3urera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY TMCEPTAIH]y IO/ HACIOBOM:

HevypoaereneparusHe npoMeHe v heanjama rinvje, oOdUroAeHAPOLUTHMA U MUKDOTIU]U, VY

1G93A

KAYMEHO] MOXKIWHU Ha mnarockoMm hSOD MOJENY aMHOTPO(UYHE JIaTeEpaAIHE CKIEPO3€E

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

Jucepranujy ca CBUM IPHJIO3UMa TIpeao/a caMm y eIeKTPOHCKOM (GopMaTy MOTOJTHOM 3a TPajHO
apXHBHpabE.

Mojy IOKTOpCKY JAuCepTalyjy MOXpambeHy y JMTHTaTHOM perno3uTopujyMy YHHBEp3UTETa Y
beorpany u nocTymHy y OTBOPEHOM IMPHUCTYIy MOTY Jia KOPUCTE€ CBH KOjU TOWITYjy onpenode
caap:kane y onabpanom tuy jauinenne Kpearusne 3ajequuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJlTy4YHO/1a.

Aytopctso (CC BY)

AytopctBo — Hekomepirjaiaao (CC BY-NC)

AyTOpCTBO — HEKOMeEpIHjaaHo — nenuTu o uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)

1.
2.
@ AytopctBo — HekoMmepirjaiaHo — 6e3 nmpepana (CC BY-NC-ND)
4.
S. AyTtopctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6.

AyTtopcTBo — aenuth moa uctuM ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aoKpykuTe camo jeaHy oj mecT noHyhenux muueHuu. Kparak omuc nuieHuu je
CacTaBHHU JIEO OBE M3]aBe).

IHornuc ayTropa

V¥ Bbeorpany,




1. AyrtopcTBo. Jl03BOJhaBaTE YMHOXKaBame, MUCTPUOYIHM]Y W jaBHO CAOIITaBame Jeia, U
npepaje, ako ce HaBesle UMe ayTopa Ha HauuH oApeheH o/ cTpaHe ayTopa WK AaBaolia JHUIICHIIE,
YaK ¥ y Komepijaiaae cBpxe. OBo je Hajcia0001HU]ja 01 CBUX JTUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuHjajiHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, MAUCTPUOYIIM]Yy U JaBHO
CaoIIITaBakE JIeNa, U Pepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH o1 cTpaHe ayropa
WM 1aBaona juueHne. OBa JUIEHIA He 103B0JbaBa KOMEpIUjaliHy yroTpely aena.

3. AyTopcTBO — HeKOMepIHjaaHO — 0e3 mpepaja. J[03Bo/baBaTe YMHOKABAKE, JUCTPUOYIH]Y
Y jJaBHO CAOIIIITaBake Jie7ia, 0€3 mpoMeHa, MPEOOTMKOBamha UITH YIIOTPEOe J1ena y CBOM JIeTy, aKo
ce HaBeJIe UMe ayTopa Ha HA4MH ofjpel)eH o/ CTpaHe ayTopa Wi AaBaola jguieHme. OBa JTuIeHna
HE JI03B0JbaBA KOMEPIIMjAIHY yIIOTpeOy nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJIe JINIEHIIE, OBOM JIMIICHIIOM
ce orpanny4ana Hajsehu oOuM mpaBa Kopulthemwa aena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpUHjaJqHO — JAeJUTH MO0J HCTUM YyciaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHOaBame, TUCTPUOYIMjy U jJaBHO CAONIITABAE JeiIa, U Ipepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa
Ha Ha4YMH ojipeheH oJ] cTpaHe ayTopa WK JaBaolia JUIEHLIE U aKo ce mpepaja AUCTpudyupa mnos
UCTOM WM CIMYHOM JiuieHIoM. OBa JIMIEHIIa He J03BOJbaBaKOMEPLMjATIHY yHOTpeOy Jena u
npepaja.

5. AytopcTtBo — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, IUCTPUOYLM]y U JaBHO
CaomIITaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, NPeoOIMKOBamka WK yIOoTpede Jena y CBOM Jielly, ako ce
HaBeJle MM ayTopa Ha Ha4yuH ojpeleH o1 cTpaHe ayTopa WM AaBaola juneHie. OBa JUIeHIa
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjATHY yHoTpeOy nena.

6. AyYTOpPCTBO — 1eJIUTH NOJA MCTHM YycJI0BUMA. /[03BosbaBaTe yMHOXKaBamwe, TUCTPUOYIIH]YH
jaBHO caomINTaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIIE W aKo ce mpepana AUCTpHOyHpa MO HCTOM WM CIUYHOM
munieHiioM. OBa JHIEHIIa J03BOJbaBa KOMEPILMjAIHY ymoTpeOy nema u mpepana. CiudHa je
co(hTBEPCKHUM JIMILIEHIIaMa, OJJTHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJIa.



