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ULOGA AZOT-MONOKSIDA U REGULACIJI EKSPRESIJE CXCL1R
EKSPERIMENTALNOM AUTOIMUNSKOM ENCEFALOMIJELITISU UPACOVA

Rezime

Multipla skleroza (MS) je hrotina, inflamatorna, demijeliniziraja i degenerativnha
bolest centralnog nervnog sistema (CNS), koja géef® javlja kod mldih osoba.
Smatra se da imunski sistem ima &hu ulogu u patogenezi MS, odnosno da bolest nastaje
usled autoimunskog odgovora usmerenog prema pnoigimijelinskog omotéa. MS je
veoma raznolika bolest u svom kiikom ispoljavanju, Sto je najverovatnije posledica
razlicitih molekulskih mehanizama koji su ukdeni u njenu patogenezu. Usled destrukcije
mijelinskog omotéa i degeneracije aksona neurona, dolazi do defigitanotornim,
senzornim i kognitivnim funkcijama obolelih, koji agu biti prolaznog ili trajnog
karaktera. Trenutnim terapijskim pristupima mozeuseati na odlaganje pojave novih
neuroloskih ispada i moze se usporiti htowi pogorSavanje stanja kod pacijenata, ali se ne
omoguiava njihovo izléenje.

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EABg nafeXe korigeni
eksperimentalni model za pravanje patofiziologije MS. Upotreba ovog modelaji ko
oponaSa autoimunsku patogenezu MS, dovela je dogimmgaznanja 0 mehanizmima
neuroimunoloSkih procesa, to jest, o prelasku irkimsgelija iz krvotoka u CNS, o
njihovoj interakciji sa lokalnintelijama glije i neuronima i o sledstvenoj inflamadkao
istaknutom aspektu MS.

Hemokini su citokini koji imaju kljgnu ulogu u regulaciji migracije imunskéelija
na mesto inflamacije prilikom odbrane organizma matogena ili tokom patoloskih
imunskih procesa, poput MS. Hemokini ¢ee stimuliSu imunski odgovor priianjem
¢elija imunskog sistema na efektorska mestajutien neki od njh ispoljavaju i regulatorne
ili antiinflamatorne uloge, poput CXCL12. CXCL12lde antiinflamatorno spt@avanjem
prelaska autoreaktivnih imunskitelija iz perivaskularnog prostora u parenhim CNS-a,
izazivanjem apoptoze autoreaktivnin¢€lija i stimulisanjem promene proinflamatornog

karaktera ovikcelija u antiinflamatorni. Sa druge strane azot-nksb (NO) je molekul



¢ija preterana produkcija od strane inducibilne aet azot-monokida (eng. INOS) tokom
neuroinflamacije moze uzrokovati mnoge Stetne efekib tkivo CNS-a. Visoke
koncentracije NO pov@vaju propustljivost krvno-moZzdane barijere, dekijotokstno na
oligodendrocite i neurone i ometaju adekvatno sptemje nervnih impulsa.

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivana je ulogaON\u regulaciji ekspresije CXCL12
u EAE-u u pacova podloznih njegovoj indukciji, Dakigouti (DA), i pacova otpornih na
njegovu indukciju, Albino Oxford (AO). U homogenath kimene mozdine (HKM) na
piku EAE-a detektovana je visoka ekspresija infarimae RNK (iRNK) za CXCL12 kod
AO pacova i niska kod DA pacova, Sto visoku ekspres/og hemokina dovodi u vezu sa
otpornogu na razvoj EAE-a. Sa druge strane ekspresija IRBKNOS, je bila visoka na
piku EAE-a kod DA pacova i niska kod AO pacova, Btplicira ulogu NO u razvoju
EAE-a. Analizom koja je obuhvatila veliki broj uada zdravih pacova i pacova u raznim
fazama bolesti, u®n je odnos negativne korelacije iatneekspresije iRNK za iNOS i
CXCL12. Dalje, ispitivan je direktan uticaj NO nlkspresiju CXCL12n vitro i in vivo. In
vitro, NO je inhibirao ekspresiju iIRNK za CXCL12 u maliknvnim sudovima (MKS)
kicmene mozdine i astrocitima. U astrocitima je NObirao ekspresiju iRNK za CXCL12
smanjivanjem aktivacije p38 MAP kinazia vivo blokada aktivnosti INOS u efektorskoj
fazi EAE-a kod DA pacova dovela je do péanja ekspresije iIRNK za CXCL12 u HKM i
MKS, kao i produkcije CXCL12 u tkivu kmene mozdine. Takie, blokada aktivnosti
INOS uslovila je slabije simptome EAE-a, palvju¢i ulogu NO u podsticanju
neuroinflamacije. Ekspresija iRNK za CXCL12 bilka $manjena u HKM AO pacova
nakon tretmana natrijum nitroprusidom, molekulonji kdpusta NO. Pored toga, ispitana
je ekspresija IRNK za CXCL12-tokom EAE-a. Ekspresija ove izoforme takoje bila
visa kod AO pacova u patenju sa DA pacovima. Zanimljivo je da je ova izohar kod
AO pacova najviSe eksprimirana u vremeei&a i oporavka od EAE-a kod DA pacova, za
razliku od ekspresije ukupnog CXCL12, koji je nagieksprimiran na piku EAE-a.
Takaie, NO je smanjivao ekspresiju CXCL32n vivoi in vitro.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj tezi pokazuja NO inhibira ekspresiju
CXCL12 u neuroinflamaciji. Takde, ovi rezultati istiu mogunost razlitih, i mozda

komplementarnih uloga pojedinih izoformi hemokinX@.12 u otpornosti na indukciju



EAE-a kad AO pacovdmajuéi u vidu viSestruke Stetne efekte preterane progrik¢O
tokom inflamacije u CNS-u i, sa druge strane, mnefgkte CXCL12 koji ogradavaju i
smanjuju neuroinflamaciju, inhibitorni efekat NO p&spresiju CXCL12 predstavlja joS
jedan skodljiv efekat ovog molekula u patoloSkirangina CNS-a. 1z pomenutih razloga
potencijalni terapeutski pristupi, kojima bi secato na smanjenje produkcije NO i
sledstveno povanje ekspresije CXCL12 u CNS-u, mogli bi da dovedduograniavanja
autoimunskog odgovora prema CNS-u, i na té&médo smanjenja destrukcije tkiva CNS-a

kod MS pacijenata.

Klju éne reci: multipla skleroza, eksperimentalni autoimunskiefalomijelitis, azot-
monoksid, CXCL12, neuroinflamacija, astrociti
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THE ROLE OF NITRIC-OXIDE IN CXCL12 EXPRESSION REGWIION IN
EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE ENCEPHALOMYELITIS IN RATS

Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, inflammatodgmyelinating and degenerative
disease of the central nervous system (CNS) thatirecpreferentially in young adults.
Immune system plays a key role in its pathogenésis.considered that MS develops due
to an autoimmune response directed against myéleetscomponents. MS is a very
heterogeneous disease in its clinical manifestatiaich is most probably a consequence
of diverse molecular mechanisms involved in ithpgenesis. As a consequence of myelin
sheet destruction and axonal degeneration, transigrermanent deficits in motor, sensory
and cognitive functions appear in MS patients. &pms which are currently in use
decrease the frequency and the severity of acuéekat and slow down the rate of
neurological deterioration, but do not cure thequds.

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) th® most widely used
experimental model for studying pathophysiologyM®. The use of this model, which
mimics autoimmune pathogenesis of MS, led to maniscoderies about
neuroimmunological processes, such as egressianmiine cells from the blood stream
into the CNS, immune cell interaction with residghal cells and neurons and subsequent
inflammation, as an important aspect of MS.

Chemokines are cytokines with a central role inuk&igpn of immune cell migration
at the site of inflammation during pathogen invasend during pathological immune
processes, such as MS. Most often, chemokines howstine response by attracting
immune cells at the effector sites. However, soimenwkines, including CXCL12, exert
regulatory or antiinflammatory roles. CXCL12 pretseregress of autoreactive immune
cells from the perivascular space into the CNS mudrgma, induces autoreactive T cell
apoptosis and stimulates shifting of proinflammgtphenotype of these cells towards
antiinflammatory phenotype. On the other hand,iadxide (NO) is a molecule whose

excess production by inducible nitric-oxide synth@OS) during neuroinflammation can



cause numerous adverse effects in the CNS. Higbetdrations of NO can increase blood-
brain barrier permeability, exert cytotoxic effemh oligodendrocytes and neurons and
disturb normal nerve impulse conduction.

In this thesis the effect of NO on regulation of CIXL2 expression in rat EAE was
evaluated. To this end, a susceptible rat straamrk[Agouti (DA), and a resistant rat strain,
Albino Oxford (AO) were used. High expression of CIXL2 in spinal cord homogenates
(SCH) of AO rats and low in SCH of DA rats at theag of EAE were detected. This
implied that high CXCL12 expression contributed resistance of AO rats to EAE
induction. Conversely, expression of INOS was higDA rats and low in AO rats at the
peak of EAE, suggesting that NO contributes to E#dthogenesis. By analyzing large
number of samples, obtained from healthy or EAE dditboth strains, negative correlation
between expression of messanger RNA (mMRNA) for iN®O@8 CXCL12 was noticed.
Further, effect of NO on CXCL12 mRNA expressiarvitro andin vivo was evaluatedn
vitro, CXCL12 mRNA expression in spinal cord blood vés¢8CBV) and astrocytes was
inhibited by NO. In astrocytes NO inhibited CXCL1EWRNA expression by
downregulating p38 MAP kinase activityn vivo blockade of iINOS activity led to
upregulation of CXCL12 mRNA expression in SCH an@B¥, as well as CXCL12
production in spinal cord tissue. Additionally, ibiion of INOS activity ameliorated EAE
symptoms, confirming harmful role of excessive N@duction in neuroinflammation.
CXCL12 mRNA expression was downregulated in SCHAOGY rats, after treatment with
NO donating molecule, sodium nitroprusside. AlodgsiCXCL12y expression in the CNS
during EAE was determined. Expression of this isofavas also higher in AO rats CNS
compared to DA rats. However, the highest CXClI&pression in AO rats was detected
at the time of onset and the recovery of EAE in ia#s, unlike expression of total CXCL12
which was the highest at the peak of EAE. NO atédbited CXCL12y mRNA expression
in vivo andin vitro.

These results are showing that NO inhibits CXCL12pression in
neuroinflammation. Additionally, our results areggasting the possibility of different and
perhaps complementary roles of various CXCL12 isofoin resistance of AO rats to EAE

induction. Having in mind multiple adverse effectshigh NO production during CNS



inflammation and effects of CXCL12 that downregelateuroinflammation, inhibitory
effect of NO on CXCL12 expression could be addeth®list of harmful effects of this
molecule in the autoimmune CNS pathology. For te@son, therapeutic approaches in
which  NO production would be restricted and subsatjly CXCL12 expression
upregulated within the CNS, could lead to reductidrautoimmune CNS response and,
thus, to decrease of CNS tissue destruction in ktieipts.

Key words: multiple sclerosis, experimental autoimmune eheégmyelitis, nitric-oxide,
CXCL12, neuroinflammation, astrocytes

Research areaBiology

Area of special interest:Immunobiology

UDC number: 616.8-003.99 : 577.27(043.3)



Skraéenice :

AG-aminoguanidin

AO-Albino Oxford

APC-antigen prezentujie ¢elije

BSA-govaeti albumin iz seruma (eng. bovine serum albumin)
CNS-centralni nervni sistem

ConASn —konkanavalinA supernatant (eng. concanaaupernatant)
CTL-citotokseni T limfociti (eng. cytotoxic T lymphocytes)

DA-Dark Agouti

DC-dendritskezelije

DMSO-dimetil sulfoksid

dNTP-dezoksiribonukleotid-trifostat

DTT-ditiotreitol

DUSP-1-fosfataza dvojne specifinosti-1 (eng. dpaicsicity phosphatase-1)
EAE-eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

EG-elementalno gvae

eNOS-endotelsksintaza azot monoksida

ERK- vargelijskim signalima regulisane kinase (eng. extiatsl signal regulated kinase)
FCS-serum fetusa goseta (eng. fetal calf serum)

GFAP-glijalni fibrilarni kiseli protein (eng. glidibrilar acidic protein)
HIV-virus humane imunodeficijencije (eng. human iomodeficiency virus)
HKM-homogenat kimene mozdine

HRP-peroksidaza rena (eng. horse radish peroxidase)

IFN-interferon



IL-interleukin

INOS-inducibilnasintaza azot monoksida

IRNK —informaciona ribonukleinska kiselina

KFA-kompletni Frojndov adjuvans

MHC-glavni kompleks tkivnhe podudarnosti (eng. mdymtocompatibility complex)
MKS-mali krvni sudovi

MS-multipla skleroza

NF-kB- (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhamdeactivated B cells)
NNOS-neuronskaintaza azot monoksida

NOS-sintaza azot monoksida (eng. nitric oxide sys¢h

p38 MAPK- mitogenom aktivirana protein kinaza (engtogen activated protein kinase)
PBS-pufer fosfatnih soli (eng. phosphate buffeingl

PC-peritoneumskéelije

Pl1-3K fosfatidilinozitol-3 kinaze

PMSF-fenilmetilsulfonil fluorid

ra-receptor antagonist

Real time PCR- reakcija laanog umnoZzZavanja u realnom vremenu (eng. polymetesa
reaction)

RT- reverzna transkripcija

SDF-1 — stromal cell derived factor

SDS-natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyiade)
SNP- natrijum nitroprusid (eng. sodium nitroprus3id
Th-pomanicki T limfociti (eng. T helper)

TNF-faktor nekroze tumora (eng. tumor necrosisdigct
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1.UVOD



1.1 Multipla skleroza

Multipla skleroza (MS) je hrotiha inflamatorna bolest centralnog nervnog sistema
(CNS) nepoznate etiologije, koju karakteriSe pregmea demijelinizacija |
neurodegeneracija (Lassmann i sar. 2001). Inflgmademijelinizacija i degeneracija
aksona neurona, uzrokuju neadekvatno spten nervnih impulsa i sledstvene deficite u
motornim, senzornim i kognitivnim funkcijama obalel koji mogu biti prolaznog ili
trajnog karaktera (Lassmann, 2007, Sloane i s&9)20

MS se smatra multifaktorijalnom botes ¢ijem nastanku doprinose mnogi genetski
i sredinski faktori. Neki aleli gena glavnog konmkda tkivhe podudarnosti (eng. major
histocompatibilty complex, MHC) (Gourraud i sar.12) i mnogi aleli MHC-nezavisnih
gena, koji kodiraju proteine vazne za funkcionisamunskog sistema doprinose nastanku
MS. Pored MHC molekula, pomio kojih se prezentuju antigeni T limfocitima, doe
MHC-nezavisnim genima isti se geni za pondae molekule u prezentaciji antigena,
CD40 (Jensen i sar. 2010) i CTLA-4 (Mkhikian i saf11), zatim gen z@ lanac T-
¢elijskog receptora (Robinson i Kindt, 1992), geaictokinske receptore interleukin (IL)-
2RA i IL-7RA (Hafler i sar. 2007, Gregory i sal0@7), gen za faktor nekroze tumora (eng.
tumor necrosis factor, TNF) i jedan od njegovihemgora, TNFR1 (Wilson i sar. 1997,
Gregory i sar. 2012) i drugi.

Smatra se da je uticaj nekih sredinskih faktoréun&cionisanje imunskog sistema i
patogenezu MS takie bitan. Infekcija EpStajn-Bar virusom (Owens i Bett, 2012)
nage&e se dovodi u vezu sa procesom molekulske mimjkkgela se pokie imunski
odgovor protiv virusnih peptida &hih sopstvenim peptidima CNS-a. Aktiviranec¢@lije
koje su sposobne da prepoznaju takve peptide, fwkparalelno autoimunski odgovor
usmeren prema sopstvenim antigenima CNS-a (Chasthiller, 2012). Deficijencija
vitamina D, usled smanjenog izlaganja &wom zrgenju (Mehta i sar. 2011), uzrokuje
smanjenu ekspresiju HLA-DRB 1*15, alela MHC Il ktasSmanjena ekspresija ovog
molekula u detinjstvu dovodi do neadekvatne premsje sopstvenih antigena u timusu,
neefikasnog procesa centralne tolerancije i prg&ighja véeg broja autoreaktivnih T
¢elija (Handunnetthi i sar. 2010). lzostanak kotdada patogenima u detinjstvu dovodi se

u vezu sa neadekvatnom regulacijom imunskog odgovomoZe doprineti razvoju



autoimunskih bolesti, poput MS (Fleming i sar. 20Illakaie, imunomodulatorni efekti
duvanskog dima poavaju rizik od razvoja MS kod pu&a(Ascheiro i Munger, 2007).

MS nage&e ima relapsno-remitentni tok, okarakterisan sranjem faza kliniki
manifestovanih neuroloskih ispada i oporavka odi#fih simptoma. Kod nekih pacijenata
sa ovakvim tokom bolesti, ne dolazi do potpunograpka u fazama nakon neuroloskih
ispada, tako da bolest zadobija sekundarni progresok. Faza oporavka od klitkih
simptoma moZe izostati ¥enakon prvog neuroloskog ispada, tako da bolest biv
okarakterisana kao primarna progresivha. TBakokod nekih pacijenata javlja se
progresivna forma sa fazama oporavka, nazvana gsogio-relapsna forma (Confavreux i
sar. 2000, Cafiellas i sar. 2007, Hawker, 2011 )alBlao sa raznolikom kliskom slikom,
histopatoloski nalazi obolelih od MS pokazuju &ajau heterogenost, u smislu tipa lezija,
mehanizama njihovog nastanka, tipov&lija i molekula koji najviSe doprinose
demijelinizaciji i neurodegeneraciji (Lassmanni. £2001). Pored toga, postoje sporenja da
li MS predstavlja primarno autoimunsku ili neurodagrativnu bolest, tj. da li su inicijalni
koraci u patogenezi aktivacija autoreaktivnih ligifa u perifernim limfnim organima ili
neurodegeneracija (Miljkotii Spasojew, 2013).

Usled raznolikog klintkog ispoljavanja, patoloSkih mehanizama i potehaja
razlicite etiologije, MS se sveéeke smatra skupom viSe raitih bolesti (Aharoni, 2013).
Nedavno izdvajanje neuromijelitis optike, koja jggd smatrana formom MS, kao posebne
bolesti sa jasno odienim mehanizmom patogeneze opravdava ovakvo mgl{8arnett i
Sutton, 2012). Raznolikost mehanizama kofiesivuju u patogenezi MS ilustruje i
¢injenica da odrdena terapija koja ublazava bolest kod jedne grigmignata, moze biti
bez efekta ilicak pogorsSati njen tok u drugoj grupi (Tanaka i 2809, Axtell i sar. 2013).
Ono $to je, ipak, zajediko je izrazita inflamatorna komponenta, odnoskeste celija

imunskog sistema u patogenezi ove bolesti.



1.1.2 Patogeneza multiple skleroze

PatoloSke karakteristike MS podrazumevaju lezije baloj i sivoj masi,
okarakterisane demijelinizacijom, odumiranjem otlgondrocita, delingnim ili potpunim
gubitkom aksona, odumiranjem tela neurona u sivegsimpraene astrogliozom, tj.
proliferacijom i povéanom aktivno&u astrocita, kao i poremdajima u funkcionisanju
mitohondrija(Lassmann i sar. 2005, Haider i sar. 2011). Potpubitak aksona i lezije u
sivoj masi povezuju se sa trajnim neuroloskim defra kod MS pacijenata (Bjartmar i
sar. 2000).

Autoreaktivne Tc¢elije se smatraju klgnim u patogenezi MS. M@ njima se
posebno istiu CD4" pomanicki T limfoctiti (eng. T helper, Th), s obzirom daecelije
svojom aktivnodu pomazu aktivaciju CD8citotokstnih T limfocita (CTL), B limfocita,
privlace monocite i neutrofile (Miljkovd i Spasojevd, 2013). Méu Th limfocitima, Th1l,
koji produkuju interferon (IFN)- i Th1l7, koji produkuju IL-17 smatraju se glavnim
patogenim ¢elijskim populacijama u MS. Prema hipotezi koja dwida autoimunsku
patogenezu MS, oweelije moraju biti aktivirane inicijalnim prepoznavam peptida CNS-
a, prezentovanih u sklopu MHC molekula Il klase argigen prezentufim c¢elijama
(APC) u perifernim limfnim organima, nakotega cirkulacijom dospevaju do CNS-a, gde
moraju biti reaktivirane istim antigenima i zaet sa produkcijom efektorskih molekula,
citokina i hemokina (Petermann i Korn, 2011). Thfbciti, kao i autoreaktivni B limfociti,
koji produkuju autoantitela, prisutni su uglavnom perivaskularnom prostoru i u
meningama, dok je njihova infiltracija u parenhilMi&a retka (Lasssmann i van Horssen,
2011). Th limfociti privi&e makrofage, produkcijom IFN-i neutrofile, produkcijom IL-
17, ¢ime se poj&ava neuroinflamacija. Sa druge strane B limfocitogm doprineti
patogenezi, barem kod neke grupe pacijenata, pogduok antitela protiv komponenti
mijelinskog omotd&a (Krumbholz i sar. 2012).

U lezijama obolelih od MS, dominiraju CTL i makrgiagBabbe i sar. 2000). CTL
ispoljavaju citotoksino dejstvo, oslokltanjem perforina i granzima, ostvarivanjem
direktnog kontakta sa oligodendrocitima i aksoni(@@bottka i sar. 2009Makrofagi

mogu direktno uticati na neurone i oligodendropitedukcijom reaktivnih vrsta kiseonika i



azota i proinflamatornih citokina ILRL IL-6 i TNF (Shin i sar. 2012, Benveniste, 1997).
Pored ovih infiltrirajéih celija, destrukciji tkiva u aktivnim lezijama najeisdoprinose
lokalno prisutne aktiviranetelije mikroglije, koje kao rezidentni makrofagi, ktae
produkuju pomenute proinflamatorne faktore (Benseni 1997, Jack i sar. 2005).
Metabolcki najaktivnije ¢elije, oligodendrociti i nosioci funkcije CNS-a, uteni, veoma
su osetljive na Stetno dejstvo ovih molekula, poselazot-monoksida (Miljko¥i i
Spasojevd, 2013). Astrociti su najbrojnijéelije u CNS-u koje ostvaruju mnogobrojne
uloge u njemu. Neke od uloga astrocita su u odrjavhomeostaze kalijumovih jona,
uklanjanju suviSnih neurotransmitera iz ¥Yeljske sredine, formiranju sinapsi,
mijelinizaciji aksona, izgradnji krvno-mozdane kpare (Zhang i Barres, 2010). Uloga
astrocita u MS nije potpuno jasna i te&e se isite da moze biti dvojaka. Drugimdiena,

u zavisnosti od medijatora inflamacije, tokom MStraciti mogu zadobiti funkcije koje
podsttu razvoj lezija ili funkcije koje udiu na ogrardavanje njihovog formiranja (Brosnan
i Raine, 2013).

Sa druge strane neke studije dstipotpuno odsustvéelija imunskog sistema u
primarnim lezijama (Henderson i sar. 2009, Stysai. 2012). Ove lezije karakteriSe
odumiranje oligodendrocita, usled kojeg izostajetamelicka podrska mijelinskom
omotau. Takve promene su @ene prisustvom makrofaga poreklom od mikroglijeizli
perivaskularnog prostora, koji fagocituju izmenjemjelinski omot& (Barnett i sar. 2006).
Ovi podaci govore u prilog hipotezi da neurodegaciga predstavlja inicijalni korak u

patogenezi MS, a ne autoimunost.



1.2 Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EABg nafeXe korieni
eksperimentalni model za pravanje patofiziologije MS (Lasssmann i van Horssen,
2011). Upotreba ovog modela, koji oponasa autoikunsatogenezu MS, dovela je do
mnogih saznanja o mehanizmima neuroimunoloskih ggacto jest prelasku imunskih
¢elija iz krvotoka u CNS, njihove interakcije sa &kim celijama glije i neuronima i
sledstvene inflamacije, kao istaknutog aspekta MBggl i sar. 2001, Gold i sar. 2006). U
prilog zn&ajnosti EAE-a u razumevanju patolosSkih procesa usM&ld@i cinjenica da su
neke antiinflamatorne i imunomodulatorne terapij& kzvijene na osnovu eksperimenata
koris¢enjem ovog modela (Lassmann i van Horssen, 2014¢treba glatiramer acetata,
mitoksantrona i natalizumaba u terapiji MS primgritranslacije znanja dobijenih u EAE-
u. Ipak, teba imati na umu ogra&enja i mane ovog modela prilikom tutesja rezultata u
kontekstu MS, s obzirom da su se mnoge terapije kgjimale dobro dejstvo u EAE-u
pokazale kao neefikasne u MS ili &ak pogorSavale tok bolesti kod pacijenata (Baxter,
2007).

EAE se moze indukovati imunizacijom eksperimentalaivotinja peptidima ili
proteinima CNS-a u prisustvu adjuvansa (aktivni AR adoptivnim transferom
aktiviranih T limfocita izolovanih iz aktivno imumbovanih Zivotinja (pasivni EAE)
(Krishnamoorthy i Wekerle, 2009). Imunizacija padith zivotinjskih sojeva vrSi se
ubrizgavanjem imunizacione smesegisgne od préscenih peptida mijelinskog omata,
poput baznog proteina mijelina, mijelinskog oligodeocitnog glikoproteina ili
proteolipidnog proteina, ili homogenatakiene mozdine (HKM) u prisustvu kompletnog
Frojndovog adjuvasa (KFA) ili elementalnog gidaZ(EG) kao adjuvansa (Miljko¥ii sar.
2011, Miljkovi¢ i sar. 2011). Nakon imunizacije u zadnje 3apekdien repa, AP
preuzimaju, obrduju antigene mijelina i prezentuju ih T limfocitingpecifénim za ove
antigene u limfnontvoru koji drenira mesto imunizacije. Aktivirani lfiociti, uglavnom
Th limfociti, proliferiSu i u zavisnosti od citokekog mikrookruzenja diferenciraju se u Thl
i/ili Th17 subpopulacije (Kroenke i sar. 2008, Mhypi sar. 2010, Kuerten i Lehman,

2011). Aktivirani T limfociti cirkulacijom bivaju oSeni kroz ceo organizam, giemuce



neki deo populacije ovildelija stéi do CNS-a, u koji mogu dil prolaskom kroz krvno-
mozdanubarijeru ili barijeru koja postoji izn@l krvi i cerebrospinalne taosti. Odréene
specijalizacije vaskulature CNS-a doprinose posjojavih barijera i specifnom odnosu
imunskog i nervnog sistema, kojim se sjne nekontrolisan ulazakelija imunskog
sistema u CNS. Krvno mozdanu barijerdisgvaju endotelskéelije malih krvnih sudova,
povezane tesnim ndacelijskim vezama. Njihov perivaskularni prostor @ jedne strane
obloZzen vaskularnom bazalnom laminom, koja naleaeabluminalnu stranu krvnih
sudova, a sa druge strane sloglm limitans sa&injenim od astroglijalne lamine i zavrsnih
stopala astrocita. Barijera krv-cerebrospinalnénast spréava nekontrolisan prolazak
¢elija iz krvi u cerebrospinalnuderost, uz pométesno povezanibelija epitela horoidnog
pleksusa, koje vrSe sekreciju cerebrospinaltedsti u mozdane komore (Abbott i sar.
2006, Holman i sar. 2011). Bez obzira na njihovecgEnost za proteine CNS-a, tj.
mijelina, aktivirani T limfociti mogu pré neostéenu krvno-mozdanu barijeru (Wekerle i
sar. 1987). Méutim, za razliku od limfocita nespedifiih za proteine CNS-a, ovakvi,
CNS-speciféni T limfociti se zadrzavaju u CNS-u, konkretno erigaskularnom prostoru
(Lehman, 1998, Kuerten i Lehman, 2011, Kawakamarn. 2004). U perivaskularnom
prostoru lokalne AR prezentuju peptide mijelina autoreaktivnim T limifima,
reaktivirajlei ih. Reaktivirani T limfociti p@inju sa produkcijom inflamatornih medijatora,
citokina i hemokina, kojima privie druge imunskéelije, ostvaruju efektorske funkcije i
aktiviraju lokalno prisutne glijalnéelije (Becher i sar. 2006).

Inflamacija koja se javlja u EAE-u posredovanarjiijalnom infiltracijom Thl i
Th17 limfocita u CNS, infiltracijom makrofaga i ak&cijom mikroglije. Uloga CTL dugo
se nije isticala kao zgajna u EAE-u, dok u MS populacija ovitelija dominira u
imunskom infiltratu i u bliskom je kontaktu sa a&rim aksonima (Camara i sar. 2013,
Lasssmann i van Horssen, 2011). Neke skoraSnjejestudak isttu zna&aj CTL u
patogenezi EAE-a, stimulacijom razvoja Tédlija u limfnim ¢vorovima i podsticanjem
njihove infiltracije u CNS (Camara i sar. 2013). Wafagi predstavljaju najziajniju
populacijucelija koje bivaju privdene u CNS, doprinoéeinflamaciji produkcijom, vé
pomenutih, inflamatornih medijatora azot-monoksidilfF, IL-6 i IL-1p, karakterisiinih
za njih (Benveniste, 1997, Shin i sar. 2012).



Indukovana inflamacija uzrokuje neuroloSke deficitkoji se manifestuju
naruSavanjem motornih funkcija zZivotinje, oponadiajaze neuroloskih ispada kod ljudi
obolelih od MS. U zavisnosti od soja eksperimernlafivotinja i peptida mijelina koji se
koristi u imunizaciji mogu se dobiti raziii tokovi bolesti kod Zivotinja, na primer jedan
prolazni neuroloSki ispad (monofazni EAE), viSeada sa periodom oporavka izioe
ispada (relapsno-remitentni EAE) i hrémi neuroloski deficit (hrogni EAE) (Souza-
Moreira i sar. 2013). S obzirom naé¢y@omenutu izrazitu heterogenost MS, veoma je vazno

postojanje raztitih modela ove bolesti, koji oponasaju njen rétzliok kod pacijenata.

1.3 CXCL12 (SDF-1)

CXCL12 spada u grupu hemoatraktantnih citokina, dlena. Osnovna uloga
hemokina u imunskom odgovoru je regulacija migeacinunskih ¢elija na mesto
inflamacije prilikom odbrane organizma od patogdinakom patoloskih imunskih procesa
(Li i Ransohoff, 2008). Klasifikacija hemokina i®&ana je prema organizaciji dva ostatka
aminokiseline cistenina blizu N-terminusa i za spddrazumevaetiri grupe: CXC, C,
CC, CX3C (Zlotnik i Yoshie, 2000). CXCL12 spada uX@ grupu hemokina.
Komplementarna DNK za CXCL12 klonirana je 1993. igedi protein koji ona kodira
prvobitno je nazvan SDF-1 (eng. stromal cell detifector-1), s obzirom da je izolovan iz
misjih stromalnihc¢elija kostne srzi (Tashiro i sar. 1993). Godine 8.96d strane dve
nezavisne grupe istrazia identifikovan je receptor za CXCL12, inicijalnmazvan
LESTR/fusin (Bleul i sar. 1996a, Oberlin i sar. 6R9Prvobitno se ovom receptoru
pripisivala jedino uloga koreceptora pri infekcijlh limfocita virusom humane
imunodeficijencije (eng. human immunodeficiencyusgir HIV). Nakon Sto je utdeno da
vezuje CXCL12, promenjeno mu je ime u CXCR4. Refadinedavno, prom&n je i drugi
receptor za CXCL12, CXCR7 (Balabanian i sar. 2005).

CXCL12 je Siroko eksprimiran molekul sa mnogobrajniesencijalnim ulogama u
organizmu sisara. Pre svega neophodan je za pradlavoj mnogih organa, poput srca,
mozga, hematopoetskog sistema, éagiNagasawa i sar. 1996, Tachibana i sar. 1998, Zhu
I sar. 2005, Odemis i sar. 2005, Sapede i sar.,2A0&rwal i sar. 2010). U imunskom



sistemu, ovaj hemokin reguliSe razvoj T i B limtagi doprinosi prezivljavanju zrelih

limfocita, kao i nastanku memorijskih ¢Elija (Li i Ransohoff, 2008). CXCL12 deluje kao
shazan hemoatraktant za monocite i limfocite, aliirza neutrofile (Bleul i sar. 1996b).

PoviSena ekspresija ovog hemokina dovodi se u sazarogresijom tumora i patogenezom
hroniénih inflamatornih stanja poput reumatoidnog asaiti inflamatorne bolesti creva,

uveitisa, nefritisa i sistemskog lupusa (M®lovi¢ i sar. 2012).

Postojanjem dva receptora za CXCL12 ¢estise kompleksno dejstvo ovog
hemokina, koji izgleda da ima radte efekte ukoliko se vezuje za CXCR4 ili CXCRY7.
Takaie, razlikuju se njegovi efekti ukoliko ih ostvaruj@reko heterodimera
CXCR4/CXCR7.Dosadasnji podaci sugerisu da CXCR7 moze funkcbinksao klagni
signalni receptor (Odemis i sar. 2012), kao reaeptgpi uklanja CXCL12 iz vaéelijske
sredine (Boldajipour i sar. 2008), zatim kao mothra funkcije CXCR4
heterodimerizacijom (Lipfert i sar. 2013.) ili kaoeklaséni hemokinski receptor,
indukujuei signalizaciju aktivacijomp arestina (Sanchez-Martin i sar. 2013). Ra=i
funkcije CXCRY7 su prim&ne u razliitim ¢elijama (Lipfert i sar 2013), tako da se zasad ne

moze govoriti 0 generalnoj ulozi ovog receptordaldskim sistemima.

1.3.1 CXCL12 u centralnom nervnom sistemu

Ekspresija CXCL12 i njegovih receptora CXCR4 i CXCRletektovana je
prakticno u svim tipovimaelija CNS-a (Tham i sar. 2001, Banisadr i sar. 2008sir i sar.
2004, McKimmie i Graham, 2010). Vaznost ovog hemaki njegovih receptora ilustruje
¢injenica da miSevi kojima nedostaju CXCL12, CXCRAGXCR7 pokazuju razéite
abnormalnosti u razvoju CNS-a (Zou i sar. 1998j &ar. 2002, Gerrits i sar. 2008), koje su
vrlo ¢esto takvih razmera da ovakve Zivotinje umiru ijje&utero ili u prvim nedeljama
nakon raenja.

Relativno niska konstitutivna ekspresija CXCL12 i®ze povéati u nekim
patoloskim stanjima CNS-a poput demencije kojai pnékciju HIV-om, tumora mozga,
ishemije i neuroinflamacije (Rempel i sar. 2000,sRsy i sar. 2003, Hill i sar. 2004,
Metelitsa i sar. 2004, Peng i sar. 200&pbatabai i sar. 2006). Endotelsé&elije malih



krvnih sudova i astrociti predstavljaju glavne imyanducibilne ekspresije CXCL12 u MS
(Ambrosini i sar. 2005, Krumbholz i sar. 2006). Eazliku od drugih hemokina, npr.
CCL19, CCL21 ili CCL20, koji podstu inflamaciju u CNS-u, CXCL12 se smatra
antiinflamatornim (Holman i sar. 2011). CXCL12 delantiinflamatorno spt@avanjem
prelaska autoreaktivnin mononuklearniblija iz perivaskularnog prostora u parenhim
CNS-a (McCandless i sar. 2006), izazivanjem apa@ptroreaktivnih Eelija (Colamussi

i sar. 2001) i potenciranjem promene proinflamatgrnkaraktera ovihcelija u
antiinflamatorni (Meiron i sar. 2008). Ove funkc{pXCL12 su omogéene ukoliko je ovaj
hemokin eksprimiran na abluminalnoj strani malihvrith sudova, odnosno u
perivaskularnom prostoru (Cruz-Orengo i sar. 2(MtCandless i sar. 2008). Prethodne
studije naSe grupe tafe govore u prilog antiinflamatornoj ulozi CXCL12pbzirom da se
visoka eksprimiranost ovog hemokina povezuje saraggu pacova na indukciju EAE-a
(Miljkovi ¢ i sar. 2011).

1.3.2 CXCL124

Alternativnim iskrajanjem primarnog RNK transkriptiolazi do nastanka ragilih
izoformi CXCL12 @, B, v, 9, €, ¢) (Yu i sar. 2006). Mé&u njima, CXCL12e i CXCL12
se smatraju klasnim izoformama. Méusobno su vrlo sine, razlikuju se samo u 4
aminokiseline i pretpostavlja se da imaju ideémé bioloSke funkcije (De La Luz Sierra i
sar. 2004). Sa druge strane, sekvenca od 30-akoaksalina na C-terminalnom domenu
¢ini CXCL12+ izoformu znatno druggom od prethodne dve (Segret i sar. 2007).
CXCL12+ se javlja u dve forme, sekretovanoj i formi kojagrira u jedarce. Nijedan drugi
hemokin nema sposobnost ulaska u jedro, joS speigHfiu jedarce. Za ovu funkciju je
odgovoran specifan region na C-terminalnom kraju peptida, @amakao signal za
lokalizaciju u jedarce (eng. nucleolar localizatsignal). Ipak, da bi mu bilo omo&eno
da uie u jedro, neophodno je da ne poseduje signalrtidpep N-terminalnom domenu,
koji inate omoguéava sekreciju proteina. Translacijom nekanonskag &bdona CUG na
spoju egzona 1 i 2, omoéava se sinteza proteina bez signalnog peptida s aiRamirez,

2009). Pored toga, zahvaljdgjyedinstvenom visoko katjonskom C-terminalnom dome



kogacine cetiri preklapajia BBXB heparan sulfat vezuja motiva, CXCL12y izoforma

poseduje visok afinitetet za vezivanje glikozamir@pa, posebno heparina. Ova
strukturna specitnost gacini izuzetno potentnim haptota&tim proteinom (Rueda i sar.
2008). Ranije pomenute studije o protektivnim utngaCXCL12 u neuroinflamaciji se ne

bave ulogom pojedigaih izoformi u ovom procesu.

1.4 Azot-monoksid

Azot-monoksid (NO) je reaktivha vrsta azota, komstaje u reakciji prevd@nja
amino kiseline L-arginin u L-citrulin, od stranez&éma sintaze azot-monoksida (eng. nitric
oxide synthase, NOS), u prisustvu kiseonika i koeazNADPH (Palmer i sar. 1988,
Alderton i sar. 2001). NOS je enzim koji se javjatri izoforme: endotelska (eNOS),
neuronska (NNOS) i inducibilna (iNOS). eNOS i nN®&$ konstitutivno eksprimirane u
¢elijama endotela krvnih sudova i neuronima, dotN@S inducibilna forma, eksprimirana
prevashodno delijama imunskog sistema (Kanwar, 2009). Konstitugi forme produkuju
konstantno male kaline NO (nM ili pM koncentracije), koji obavlja fiaioSke funkcije,
poput vazodilatacije i naeicelijske komunikacije (Moncada, 1993, Smith i Lasama
2002). Inducibilna forma produkcijom visokih kontewija NO (uM), podste
eliminaciju fagocitovanih mikroorganizama u makggfaa i neutrofilima. Osim ove
efektorske uloge, NO produkovan od strane iNOSljapa i imunoregulatornu ulogu,
suprimiranjem prezentacije antigenadlijama, proliferacije T i B limfocita u perifernim
limfnim organima i produkcije proinflamatornih cikima IL-17 i IFN=y (Jianjun i sar. 2013,
Wei i sar. 1995Sicher i sar. 1994, Albina i sar. 1991).

U hroninim inflamatornim stanjima CNS-a, poput MS i eksmentalnog modela
EAE-a, priméuje se povéana ekspresija i aktivhost iINOS, koja uzrokuje piagju
visokih koncentracija NO (Smith i Lassmann, 2002)CNS-u iNOS mogu eksprimirati
infiltriraju ¢i makrofagi, kao i rezidentn&lije, mikroglija i u manjoj meri astrociti. Visoke
koncentracije NO mogu na raite n&ine doprineti patogenezi MS i EAE-a. NO moze
podst&i neuroinflamaciju dilatacijom krvnih sudova u CNiSkojom se usporava tok krvi i

olakSava kontakt imunskibelija sa endotelom krvnih sudova i njihov prolaaakCNS
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(Smith i Lassmann, 2002Propustljivost krvno-mozdane barijere se dodatneefmva
uticajem NO na proteine kojic¢astvuju u izgradnji tesnih rdacelijskih veza izméu
endotelskih celija (Yang 1 sar. 2013). Takade, aktivnost enzima matriksnih
metaloproteinaza, koji mogu doprineti naruSavanjn&-mozdane barijere razgradnjom
proteina vaskularne i astroglijske bazalne lamstanulisana je dejstvom NO i njegovih
derivata (Maeda i sar. 1998, Agrawal i sar. 2008). se vrlo brzo vezuje sa superoksid
anjon radikalom (@), formirajui peroksi-nitrit (ONOO), jedinjenje koje vrlo potentno
vrSi lipidnu peroksidaciju oligodendrocita i podstidegeneraciju aksona (Cross i sar.
1997). Funkcionisanje mitohondrija se naruSava gedtvom NO, Sto za posledicu ima
poreméaje u produkciji ATP-a i pové@nu produkciju @ i H,O, (Murphy, 2009)Ve¢ je
pomenuto da se poredai u funkcionisanju mitohondrija isti kao bitna karakteristika u
patogenezi MS (Haider i sar. 201Ppred toga, N@nemogudava adekvatno sproienje
nervnih impulsa, verovatno nitrozilacijom i blokado natrijumovih, kalijumovih,
kalcijumovih jonskih kanala, kao i pumpe za natrju kalijum, kojom se generiSe ATP
(Renganathan i sar. 2002, Kurenny i sar. 1994, Guzisar. 1995).

Direktan uticaj koji NO ima na autoreaktivne T lmafte koji infiltriraju CNS nije
potpuno razjasnjen. Neke studije pokazuju da NOefmra encefalitogenost ovitelija
(Mondal i sar. 2012), dok druge pokazuju da NO ke apoptozu u ovintgelijama ili
smanjuje ekspresiju adhezivnih molekula, kojimars&lije vezuju za endotel u procesu
ekstravazacije (Kubes i sar. 1991, Okuda i sar719@ttl i sar. 1997)Prethodne studije
nase grupe pokazale su da produkcija NO u CNS-welikmrsa j&inom klini¢kih
pokazatelja EAE-a u pacova, &iéi znataj ovog molekula u patogenezi EAE-a (Miljkovi
I sar. 2011).
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Trenutni terapijski pristupi u kenju MS podrazumevaju imunosupresivne i
imunomodulatorne terapije. Ipak, nijedna terapija dovodi do izléenja, vé samo do
odlaganja pojave neuroloSkih ispada ili doprinoshanjivanju njihovog intenziteta. S
obzirom na heterogenost ove bolesti, neophodnazliciti terapijski pristupi kod raztfitih
grupa pacijenata, ilcak pojedinanih pacijenata.

Jedan od molekula za koji je pokazano da u EAEraro¢ava inflamaciju u CNS-u
i koji je stoga vredan razmatranja u novim terags&irn konceptima je hemokin CXCL12.
Ipak, nedovoljno se zna na koji da je regulisana ekspresija ovog molekula u CNS-u
tokom neuroinflamacije. Od klifnog je zn&aja ispitati kojim mehanizmima je regulisana
ekspresija CXCL12 u neuroinflamaciji, kako bi senrpalacijama tih procesa moglo
uticati na modulaciju njegove ekspresije.

Ranije je pokazano da neuroinflamacija koja sejgalbd pacova nakon indukcije
EAE-a dovodi do smanjenja ekspresije CXCL12 uKada pacovi pokazuju najozbiljnije
simptome bolesti (pik EAE-a). S obzirom daddjyproinflamatorni citokini u EAE-u, IFN-

y i IL-17 pove&avaju ekspresiju CXCL12, postavilo se pitanje koproinflamatorni faktor
mogao biti odgovoran za smanjenje ekspresije CXGlalpiku EAE-a. Mi smo se odil

za ispitivanje uticaja jednog od kioih proinflamatornih molekula, azot-monoksida, na
ekspresiju CXCL12 u EAE-lKKao model za analizu koristili smo genetski visokdse
sojeve pacova Dark Agouti (DA), podlozZzne indukeAE-a, i Albino Oxford (AO), otporne
na indukciju EAE-a.

Pored toga, nepostojanje podataka u literaturi sgkmiranosti izoforme CXCL12-
¥ u neuroinflamaciji navela nas je da ispitamo dgelova izoforma eksprimirana u CNS-u

zahvaenom inflamacijom.
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2. CILJEVI



Osnovni cilj ove doktorske disertacije bio je ismnje uloge azot-monoksida (NO) u
regulaciji ekspresije CXCL12 u eksperimentalnonmoaatinskom encefalomijelitisu (EAE)

u pacova. Predieno je da se ovaj cilj ostvari ispunjenjem st@déonkretnih ciljeva:

1. Ispitati ekspresiju IRNK za CXCL12, CXCLIR-i iINOS u kEmenoj mozdini
tokom EAE-a kod Dark Agouti (DA) i Albino Oxford @) pacova, i to:

» Kinetiku ekspresije IRNK za ukupni CXCL12 i INOSkicmenoj mozdini
tokom EAE-a kod DA i AO pacova imunizovanih homogem kimene
mozdine i kompletnim Frojndovim adjuvansom (HKM+KJFA

» Ekspresiju IRNK za ukupni CXCL12 i INOS udknenoj mozdini kod DA i
AO pacova imunizovanih homogenatontrkene mozdine i elementalnim

gvoziem u vreme pika EAE-a kod DA pacova.

* Kinetiku ekspresije IRNK za CXCL12-u kicmenoj mozdini tokom EAE-a
kod DA i AO pacova imunizovanih HKM+KFA.

* Ekspresiju IRNK za CXCL12- u malim krvnim sudovima Emene
mozdine izolovanim iz DA i AO pacova imunizovanitKM+KFA u vreme
pika EAE kod DA pacova.

* Ekspresiju iIRNK za izoformu CXCL12- koja migrira u jedarce, u

centralnom nervnom sistemu.

2. Ispitati uticaj in vivo inhibicije aktivnosti INOS kod DA pacova imunizavh
HKM+KFA na:

* Kilinic¢ku sliku EAE-a.
» Ekspresiju iIRNK za ukupni CXCL12 i CXCL1Ru homogenatima &mene

mozdine i malim krvnim sudovima.
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* Produkciju azot-monoksida i ukupnog CXCL12 drkenoj mozdini.

* Brojnost imunskiktelija koje infiltriraju kicmenu mozdinu tokom EAE-a.

3. Ispitati uticaj tretiranja AO pacova imunizovanih KM+KFA natrijum
nitroprusidom (eng. SNP), donorom NO, na:

* Kilinic¢ku sliku EAE-a.
» Ekspresiju iIRNK za ukupni CXCL12 i CXCL1Ru homogenatima &nene

mozdine.

4. Ispitatin vitro uticaj NO na ekspresiju iRNK za ukupni CXCL12 i CK12+y, i to:

e za ukupni CXCL12 u malim krvnim sudovima, astroudi i C6¢elijama

e za CXCL12y u astrocitima

5. Ispitati ulogu p38 MAPK i/ili NFkB signalizacije u uticaju NO na ekspresiju
IRNK za ukupni CXCL12 i CXCL12, i to ispitivanjem:

e uticaja NO na aktivaciju p38 MAP kinaze i NdB u astrocitiman vitro
» uticaja inhibicije p38 MAP kinaze na ekspresiju iRXa ukupni CXCL12 i
CXCL12+ u astrocitiman vitro
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3. MATERIJAL |
METODE



3.1 Eksperimentalne zivotinje, indukcija EAE-a i procena klinickih simptoma

U istrazivanjima koja su obuh$@na ovom doktorskom disertacijom kégsi su
pacovi zenskog pola genetski visokosrodnih sojewak DAgouti (DA) i Albino Oxford
(AO), starosti od 2-3 meseca. Zivotinje su dobijéneuzgajalista Instituta za bioloska
istrazivanja ,SiniSa Stanko#i i cuvane pod standardnim uslovima bez ogdrama
pristupa hrani i vodi. Svi eksperimenti su odobredistrane etkog komiteta Instituta za
bioloska istrazivanja ,SiniSa StankéVi u Beogradu (Odluka br.2-22/10). EAE je
indukovan ubrizgavanjem 100 ul smeSe, kojucsule jednake zapremine homogenata
kicmene moZzdine pacova (HKM) u PBSang. phosphate buffered saline) (1g HKM/1ml
PBS) i kompletnog Frojndovog adjuvansa (KFA, Difdoetroit, SAD) (HKM+KFA).
Alternativno, imunizaciona smeSa je pravlena mgSanelementalnog gvda (EG,
Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD; 100 mg EG/ml) i HKM PBS-u (1g HKM/1ml PBS).
Imunizaciona smeSa je ubrizgavana intradermaln@dnje Sape. Pacovi su posmatrani
svakodnevno u cilju ptenja pojave i razvoja klitkih pokazatelja EAE-a. Pacovima su
pripisivane vrednosti u skladu sa sléol®m skalom: 0, odsustvo klgkih pokazatelja; 1,
slabost repa; 2, pareza zadnjih udova; 3, paralmjih udova; 4, stanje moribunda ili
smrt. Vrednosti izméu navedenih su bile dodeljivane ukoliko su Kkiipokazatelji bili
slabiji od tipenih za odrdenu vrednost. Razlite faze EAE-a kod DA pacova su definisane
na sledé nain: pocetak, 9-11 dan nakon imunizacije (dni), kdkii skor (ks) 0.5-1;
pik,12-15 dni, ks 2-3.5; oporavak, 16-20 dni, k€.8- AO pacovi nisu pokazali znake
bolesti. Uzorci tkiva AO pacova su izolovani pahate sa uzorcima izolovanim iz DA
pacova i stoga oztiani u skladu sa fazom bolesti u kojoj su se nalBAl pacovi.
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3.2 Tretman imunizovanih DA pacova aminoguanidinom

Za tretman aminoguanidinom (AG) DA pacovi su imawviani HKM+KFA. Paev
od 9. dana nakon imunizacije, kada se prvi neukolspadi obéno javljaju kod DA
pacova, zaptet je tretman aminoguanidin hidrohloridom (SigmakAdh, St. Louis, SAD),
intraperitoneumski (i.p.) 400 mg/kg telesne tezin®BS-om (kontrola) jednom dnevno.
Kada je bolest dostigla maksimum u grupi koja jbigda PBS, tretman je prekinut. Tada
Su zivotinje zrtvovane, a iz njih izolovanecikiene mozdine. Kmene mozdine su dalje
obraiene za histolosSke analize ili su homogenizovarmlovani su mali krvni sudovi iz

njih. 1z homogenata &mene mozdine i malih krvnih sudova izolovana je RNK

3.3 Tretman imunizovanih AO pacova natrijum nitroprusidom

Za tretman natrijum nitroprusidom (eng. sodiumaptusside, SNP), donorom azot
monoksida, AO i DA pacovi su imunizovani HKM+KFA.oéev od 9. dana nakon
imunizacije, kada se prvi neuroloski ispadi @ia javljaju kod DA pacova, zapet je
tretman AO pacova SNP-om (Sigma-Aldri&t, Louis, SAD) (i.p. 1 mg/kg telesne tezine)
ili PBS-om (kontrola), jednom dnevno. Kada je bolsstigla maksimum kod DA pacova,
AO pacovi su Zrtvovani, izolovane swkiene mozdine i homogenizovane. 1z homogenata

kicmene mozdine izolovana je RNK.

3.4 Reagensi¢elije i ¢elijske kulture

RPMI-1640 medijum i serum fetusa gdeéa (eng. fetal calf serum, FCS)
nabavljeni su od PAA Laboratories (Pasching, AjstriGoveli albumin iz seruma (eng.
bovine serum albumin, BSA) kupljen je od Fluka (ButNemaka). Dimetil sulfoksid
(DMSO) i SNP kupljeni su od Sigma-Aldrich (St. LeuiSAD). Citokini korigeni za
stimulaciju su bili IL-B, TNF, IFN< (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) i IL-17 (R&D
Systems, Minneapolis, SAD). Medijum koji je kae® zacelijsku kulturu bio je HEPES-
buffered RPMI-1640 medijum sa dodatkom 5% FC$H#gocilina, gentamicina i nistatina
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(Galenika, Beograd, Srbija). PBS je pravijen od: 13¥ NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM
NaHPO, x 2 H,0, 1.76 mM KHBPQ; (svi LachNer, Neratovice,eska) i imao je vrednost
pH 7.4.Celije slezine izolovane su iz slezina netretiraDikh pacova. Slezine su mehakii
homogenizovane, propustene kroz 4f-najlonsku filter mrezicu i dobijena suspenzija
sakupliena je centrifugiranjem.Celije slezine (5 miliona/ml) stimulisane su
konkanavalinom A (ConA) (Sigma-Aldriclst. Louis, SAD; 5 mg/ml) 48 h i nakon toga
supernatantic¢elijskin kultura (ConASn) su sakupljeni. Céelijska linija pacovskog
astrocitoma (donacija Dr. P. Tranque, Universidad Chstilla-La Mancha, Albacete,
Spanija) odrzavana je u medijumu é&alijsku kulturu do kori&enja u eksperimentima.
Rezidentne peritoneumskeelije dobijene su iz zdravih DA pacova ispiranjem
peritoneumske $upljine hladnim PBS-0@6 ¢elije su sdene 1.5 x 1@ml/bunaru u ple
zacdelijsku kulturu sa 24 bunara (Sarstedt, Niumbrdadktnaka). Ovecelije su stimulisane
rekombinantnim pacovskim citokinima ILBLTNF, IFN+y (svi po 10ng/ml) i IL-17 (50
ng/ml) i tretirane SNP-om u koncentraciji od 200puNBakon 24h inkubacijéelije su
sakupljene za izolaciju RNK, dok su supernatéstijskih kultura sakupljeni za merenje
koncentracije nitrita. 1z zdravog DA pacova izolowge srce, koje je mehaiki usitnjeno

makazama i homogenizovano. Iz pripremljenog homatgesrca izolovana je RNK.
3.4.1 Dobijanje primarne kulture astrocita

Astrociti su izolovani iz kulture meSovitibelija glije, koje su pripremljene iz
mozgova novordenih DA pacova, prema proceduri po McCarthy i ddli¥¢€McCarthy i
de Vellis, 1980). 1z pacova starih do 3 dana izatovsu mozgovi. Uklonjene su meninge,
tkivo je mehaniki usitnjeno makazama i homogenizovano. Na tagimadobijeni
homogenati mozgova resuspendovani su u RPMI medijuma celijsku kulturu
obogaenom 10% FCS-om i glukozom (4 g/l) (LachNer, Nevate, Ceska) i posdeni u
falkone zacelijsku kulturu. Astrociti su pk&Séeni ponavljanom tripsinizacijom (0.25%
tripsin i 0.02% EDTA, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD ponovnim sdenjem. Celije
koris¢ene u ovim eksperimentima su dobijene nakaofettapsinizacije i vise od 95%elija
je eksprimiralo glijalni fibrilarni kiseli proteir{eng. glial fibrilar acidic protein, GFAP),

marker astrocita, dok je manje od 3&lija eksprimiralo CD11b, marker mikrogije,
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analizom na prottmom citofluorimetru. Astrociti su gani 1.5 x 1&ml/bunaru u plee za
¢elijsku kulturu sa 24 bunara (Sarstedt, Niumbreblamaka). Stimulisani su ConASn
(20%) i tretirani SNP-om u koncentraciji od 200uMakon 24h inkubacijeelije su
sakupljene za izolaciju RNK, dok su supernatéstijskih kultura sakupljeni za merenje
koncentracije nitrita. Pored toga astrociti su syjegi u odsustvu ili prisustvu IFN-0
ng/ml) + IL-17 (50 ng/ml). Nakon 24h inkubacielije su sakupljene za izolaciju RNK.
Za kokultivaciju sa peritoneumskitelijama, astrociti su g&ni 1 x 18/bunaru u plee za
¢elijsku kulturu sa 24 bunara (Sarstedt, NUmbrebl@maka). Peritoneumskéelije su
salene 3 x 1B u inserte zaelijsku kulturu (Nunc, Roskilde, Danska), koji siadjeni u
bunare u kojima su gajeni astrociti. Nakon peridakultivacije od 24h, inserti su
uklonjeni, astrociti su sakupljeni za izolaciju RNHok su supernatangelijskih kultura
sakupljeni za merenje koncentracije nitrita. Poteda, astrociti su nakon stimulacije
ConASn (20%) i izlaganja dejstvu SNP-a (200uM) Zeloi pojedindnom dejstvu
inhibitora aktivnosti p38 MAP kinaze, SB 202190 {@®1) i SB 203580 (10 puM) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, SAD). Dodatno, astrociti suazeni pojedinanom dejstvu inhibitora
aktivnosti p38 MAP kinaze, SB 202190 (10 uM) i SB3380 (10 uM), bez prisustva SNP-
a. Nakon 6h inkubacije astrociti su sakupljenizdaciju RNK.

3.4.2 Izolacija malih krvnih sudova izcknene mozdine

Mali krvni sudovi (MKS) su izolovani iz Kmenih mozdina uz ponéoprocedure
Ge i Pachter (Ge i Pachter, 2006). Meninge i vedikini sudovi su uklonjeni iz Kmenih
mozdina, koje su usitnjene i homogenizovane u PB®Na takav n&n dobijeni
homogenati su centrifugirani i resuspendovani u 61806 rastvora dekstrana (Serva,
Heidelberg, Nem&ka) u RPMI 1640 medijumu sa dodatkom 5% FCS-a trifagirani
(30009, 20 minuta, 4 °C). lzdvojeni sloj poreklom mijelinskog omotéa na povrsini je
odstranjen, kao i supernatant. Talog koji sadrzn&rsudove resuspendovan je u PBS-u.
Suspenzija krvih sudova propustena je kroz 40uniicuezacelije (Becton Dickinson
Labware, New Jersey, SAD) da bi se odstraéglge krvi. Nakon ispiranja mrezice PBS-
om, MKS su sakupljeni sa mrezice i centrifugirat®@0g, 3 minuta, 4 °C). Dobijeni talog
MKS je resuspendovan i ravhomerno rasgereu pl@e zacelijsku kulturu sa 24 bunara
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(Sarstedt, Numbrecht, Netka). MKS su stimulisani ConASn (20%) i tretirani Bfm u
koncentraciji od 200uM. Nakon 24h inkubacije MKSsakupljeni za izolaciju RNK, dok

su supernatanti kultura sakupljeni za merenje kainaeije nitrita

3.5 Detekcija nitrita Griess-ovom reakcijom

Griess-ovu reakciju smo Kkoristili za merenje korcaeije nitrita u supernatantima
¢elijskih kultura. Kon&ni produkti metabolizma azot monoksida (NO) celijskim
kulturama su nitriti i nitrati koji stoje u stabdm metuodnosu. Stoga, merenjem nitrita
moze se d@ do zakljwka o proizvodnji NO tokom kultivacije. Griess-ovsteor je
pravljen meSanjem jednakih zapremina rastvora R1@-naftilamino)etilamin dihlorida
(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) i rastvora 1% sulfamida (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD) u 5% HPO, (Zorka, Sabac, Srbija) neposredno pre Keriga. Supernatantu u kome
smo zeleli da izmerimo koncentraciju nitrita dodav@ Griess-ov rastvor u jednakoj
zapremini. Kao pokazatelj postojanja nitrita u sap&antu razvijala se roze bojji je
intenzitet proporcionalan koncentraciji nitrita astvoru. Vrednosti su dobijene merenjem
apsorbance automatskontitacu za mikrotitarske pke (LKB 5060-006; LKB, Roma,
Italija) na 570 nm. Kao standard za présoje dobijenih vrednosti u koncentracije nitrita

koristili smo sukcesivna razblazenja natrijum tatriNaNQ (Merck, Darmstadt, Nen¢&a)

3.6 Odradivanje nivoa ekspresije iRNK
3.6.1. Priprema uzoraka za reakcijudamog umnozavanja

Nakon inkubacije, tretiraniméelijskim kulturama, izolovanim homogenatima
kicmene mozdine ili izolovanim malim krvim sudovimaddwano je po 500l rastvora za
izolaciju RNK (Total RNA Isolation Kit, MetabionMartinsried, Neméka). Ovako
pripremljeni uzorci¢uvani su u epruvetama u zamrzivana -26C. Na ovaj nain je

odraien 1. korak u izolaciji RNK.
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3.6.2. Izolovanje RNK

Uzorci su dopunjavani sa po 1Q0 hloroforma (Merck, Darmstadt, Nend&a),
vrtloZeni i ostavljani 15 minuta na’@, a zatim centrifugirani. Nakon centrifugiranja na
12000 g u trajanju od 20 minuta n¥C4u epruvetama su se jasno videla tri sloja: gomniji
kome se nalazila RNK; srednji, u kome se nalazMNKDi donji u kome su proteini. Gornji,
vodeni sloj prebacivan je diste epruvete, a ostatak je odbacivan. U eprueetibgdavano
po 300ul izopropanolaZorka, Sabac, Srbija), njihov sadrzaj je vrtlozamne su potom
ostavljane 10 min na -20. Zatim su epruvete centrifugirane 20 minuta n@002g na 2C.
RNK je precipitirana na dnu, a supernatanti suvadii. Talog je zatim pran dodavanjem
700 pl etanola(Zorka, Sabac, Srbija), vrtloZzenjem i centrifugiemj u trajanju od 10
minuta na 12000 g na’°@. Potom je odlivan etanol, a talog RNK je suSefinalno

rastvaran u destilovanoj vodi.
3.6.3. Reakcija reverzne transkripcije

Reakcija reverzne transkripcije z&pgana je dodavanjem poull nasuménih
heksamernih prajmera (Fermentas, Vilnius, Litvgnipo 1ul smeSe dezoksiribonukleotid-
trifostata (ANTP, Fermentas, Vilnius, Litvanijajst@renoj RNK. Uzorci su dopunjavani
sa po 1Ql vode. Kao kontrola za eventualnu kontaminacijuzgd je voda kojoj su
dodavani nasunini prajmeri i dNTP, i koja je oz@ana kao negativha kontrola. Po
mesSanju, rastvorena RNK je denaturisana na 70 9@id0ta, posl€ega su uzorci stavljani
2 minuta na led. Nakon toga u uzorke je dodavandupd puta koncentrovanog pufera za
reverznu transkripciju (5 x reaction buffer, Fertasn Vilnius, Litvanija), po 1ul enzima
reverzne transkriptaze Moloni virusa migje leuken(iRevertAid™ H Minus M-MuLV
Reverse Transcriptase, Fermentas, Vilnius, Litegnijpo 0.@ml inhibitora RNAze
(Fermentas, Vilnius, Litvanija), i uzorci su dopawgni sa po 2;8 vode do ukupne
zapremine od 20. Zatim su uzorci meSani i inkubirani na 25°C, rhuta, a potom na
42°C, 60 minuta. Korgao, reakcija je prekidana inkubacijom uzoraka n&C7@0 minuta i

95°C, 3 minuta. Uzorci sa komplementarnom DNKsani na 4°C do dalje upotrebe.
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3.6.4. Reakcija laranog umnozavanja (eng. Polymerase Chain React{@R) P

Kvantitativni PCR (,Real-time* PCR) korg&n je za analizu relativhe ekspresije
informacione RNK (iRNK). U eksperimentima je kaeha pléa sa 96 bunara adaptirana
za kvantitativni PCR (MicroAm Optical, Applied BiosystemsKarlsbad, California,
SAD) i u svaki od bunara dodavano je pailfeakcione smeSe SYBR Greghpplied
Biosystems, Karlsbad, California, SAD) i paulspecificnih prajmera (10M) Kkoji
prepoznaju sekvencu DNK komplementarnu iRNK oerega (Metabion, Martinsried,
Nemaka) ili sekvencu DNK komplementarnu iRNK Z&aktin (referentna iRNK)
(Metabion, Martinsried, Nent&a). Potom je u svaki bunar dodavano pal 4
odgovarajdeg uzorka komplementarne DNK razblazene 10 putdaieimjem po 184
vode u svaki uzorak). Svi uzorci sudemi u duplikatima. Bunari su zaf@eni opttkim
adhezivnim filmom (Applied BiosystemsKarlsbad, California, SAD), pta je
centrifugirana 2 minuta na 1000 g, preneta u tetokobparata za kvantitativni PCR (ABI
Prism 7000, Applied Biosystemikarlsbad, California, SAD). Uslovi amplifikacije lbsu
sled€i: 1 minut na 95°C, a zatim 40 ciklusa koji su obaitali 15 sekundi na 95 °C i 1
minut na 60 °C. Za analizu dobijenih rezultata &mn je odgovarajti kompjuterski
program (7000 System software) obeie od proizvdaca aparata za kvantitativni PCR
(Applied Biosystems,Karlsbad, California, SAD). Nivo ekspresije ispaie iIRNK
standardizovan je u odnosu na ekspresiju iRNK3-z&ktin detektovane u istom bunaru i
iskazan kao ¥ gde je dCt razlika izmii Ct vrednosti iRNK od interesa i referentne
IRNK. KoriS¢eni su sled@ parovi prajmerag-aktin 5-GCT TCT TTG CAG CTC CTT
CGT-3'i 5-CCA GCG CAGCGA TAT CG-3'; CXCL12 5-GA TCT TTG AGA GCC
ATG TC-3 i 5-GTC TGT TGT TGC TTT TCA GC-3’; INOS5-TTC CCA TCG CTC
CGC TG-3'i 5-CCG GAG CTG TAG CAC TGC A-3’; CXCL12 5-AGC CAG TCA
GCC TGA GCT AC-3'i 5-CCC CAC TTT TTC TTC TCT GC:3CXCL12-ySP 5'-
AGC CAG TCAGCC TGA GCT AC-3'i5-CCC CACTTTTTCTC TCT GC-3'.
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3.7 Imunoblot
3.7.1 Priprema uzoraka

Astrociti su stimulisani ConAsn u prisustvu ili agsvu SNP-a (200 uM) u periodu
od 6h. Nakon tog periodéelije su sakupliene za imunoblot analizielijski lizati su
pripremljeni kori€enjem hladnog rastvora za liziranje 62.5 mM TristHEluka, Buch,
Nemaka) pH6.8, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS, Applnhdarmstadt, Nent&a),
10% glycerol (Zorka, Sabac, Srbija), 50 mM dithreitol (DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD). U rastvor su neposredno pre kéei§ja dodavani inhibitori proteaza;, 1 mM
fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF, Sigma-Aldrich, StLouis, SAD), 1 ug/ml aprotinin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), 2 mM EDTASigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Od
trenutka liziranjatelija patinju procesi kao Sto su defosforilacija, denatyeacproteoliza,
koji se usporavaju drzanjem uzoraka na ledu. Ligatkuvani 5 minuta na 100 °C i viSe
puta provideni kroz nastavak pipete radi razbijanja ostighee DNK na Sto sitnije delove i
smanjenja viskoznosti uzoraka. Nakon centrifugaarff0000g, 20 minuta, 4 °C),
supernatanti sa rastvorenim proteinima su piehiau nove epruvete dok je talog sa
¢elijskim debrisom i DNK odb#en.

3.7.2 Odrdivanje koncentracije proteina Lowry-jevom metodom

Koncentracija proteina u uzorcima liziraréiélija merena je Lowry-jevom metodom
(Lowry i sar., 1951). Uzimano je 20 pl uzoraka tazbnih 10 puta u destilovanoj vodi i
mesSano (uz snazno vrtlozenje) sa 300 ul rastvéaNg,CO; (Carlo Erba, Milano, Italija)
u 0.1 M NaOH (LachNer, Neratovic€eska), 1 % CuSgx 5 HO (Zorka, Sabac, Srbija) i
2 % K-Na-tartaratAlkaloid, Skopje, Makedonija) u #, pomeSanih u razmeri 98:1:1.
Nakon inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperatwzorcima je dodavano po 60 ul
Folin-Ciocalteu reagensdol, Beograd, Srbija) razblazenog 5 puta u desditmy vodi.
Narednih 30 minuta, koliko je potrebno za razvigapjave boje, uzorci su inkubirani na
sobnoj temperaturi. Apsorbanca uzoraka merena j67@anm automatskinditatem za

mikrotitarske plde. Za konstruisanje standardne krive, na osnove koj odrédivane
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koncentracije proteina u uzorcima, kéef je rastvor BSA (0.1-1 mg/ml) u destilovanoj

vodi.
3.7.3. Elektroforeza, transfer uzoraka na membraetekcija

Zapremina uzorka u kojoj se nalazilo 30 pg protemesana je u odnosu 4:1 sa
standardnim puferom za nalivanje na gel za elestealu, 4xLemli pufer (1M Tris-HCI pH
6.8, 20% SDS, 0.2 M3-merkaptoetanolApplichem, Darmstadt, Nemka), 0.004%
bromfenol plavo(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), 20% glicerdLachNer, Neratovice,
Ceska)) i proteini su razdvojeni elektroforezom r2261SDS-poliakrilamidnom gelu. Po
zavrsenoj elektroforezi sledio je transfer na pollvdifluoridnu membranu. Transfer je
izvrSen korigenjem polusuvog sistema za transfer (Fastblot BBi8rad, Muenchen,
Nemaka) na 5 mA/cm2. Nespeaifio vezivanje antitela blokirano je 1h na sobnoj
temperaturi sa 5% BSA u PBS-u sa 0.1% TweelS2§ma-Aldrich, St. Louis, SAD), a
zatim su membrane inkubirane prekctinoea 4°C sa antitelima spedcifiim za p38 MAP
kinazu, p-p38 MAP kinazu (Cell Signaling Technolp@gverly, MA, SAD), NF-kB ili p-
NF-kB (Abcam, Cambridge, MA, SAD) rastvorenim u BSA u PBS-u sa 0.1% Tween-
20. Potom je usledila inkubacija u trajanju od Bhsobnoj temperaturi sa odgovatajo
sekundarnim antitelom konjugovanim sa peroksidazema (ECL donkey anti-rabbit
horseradish peroxidase (HRP)-linked, GE HealthcBrggkinghamshire, Engleska, UK).
Vezana antitela detektovana su hemiluminiscencij@@L, GE Healthcare, Engleska,
UK). Kolicina proteina merena je denzitometrijski upotrebaogpama Scion Image Alpha
4.0.3.2 (Scion Corporation, Frederick, MD, SADY)égstavljena odnosom ire totalnih i

fosforilisanih formi proteina.
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3.8 HistoloSka analiza
3.8.1 Priprema tkiva za analizu

Za histolosku analizu korigni su DA pacovi iz eksperimenata u kojima su riaeii
AG-om. Kada je EAE dostigao maksimum kod kontrofmape svi pacovi su zrtvovani
(12. dan nakon imunizacije). &nene mozdine su izolovane i fiksirane u 4%
paraformaldehidu (Serva, Heidelberg, Neka rastvorenom u PBS-u preko¢haa 4 °C.
Nakon fiksacije, uzorci su drzani po 24h u 10%, 2030% rastvoru saharoze (LachNer,
Neratovice Ceska) u PBS-u na 4 °C. Tkivo je zatim ukalupljeooi&enjem medijuma za
ukalupljivanje za senje na kriostatu (Killik, Milano, Italija). Pop¥ei preseci kimene
mozdine debljine 10 um dobijeni sweajem na kriostatu. Odmah nakortesga preseci
su stavljani na predmetna stakla SuperFrost (Th8amatific, MA, SAD). Nakon toga

uzorci sucuvani na -20 °C do upotrebe.
3.8.2 HistoloSka analiza bojenjem hematoksilina@nzinom

Preseci koji su prethodno nanoSeni na predmetnidasialagani su bojenju
hematoksilinom(BioOptica, Milano, Italija) u trajanju od 1 minuiabojenju eozinom
(Molar, Budapest, M#arska) u trajanju od 1 minuta. Hematoksilin kiglijska jedra, dok
eozin boji proteine u citoplazmi. Uzorci su zatipte/aieni sukcesivno kroz seriju etanola
rastute koncentracije (70%, 86% i 100%) i ksilol (Zori&abac, Srbija). Nakodega su
pokriveni pokrovnim staklom kortgnjem DPX-gSigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Preseci
su posmatrani i slikani na mikroskopu Axiovert 200kbriSenjem softvera AxioVision
4.5 (Carl Zeiss, Jena, Netka).

3.8.3 Histoloska analiza metodom imunoperoksidaze

Preseci koji su prethodno naneSeni na predmetkia stikubirani su u rastvoru 1 %
H,O, (Zorka, Sabac, Srbija) u metanofdorka, Sabac, Srbija) 15 minuta na sobnoj
temperaturi da bi se eliminisala aktivnost endogeeeksidaze. Sledilo je blokiranje uz
poma: 10 % pacovskog seruma u 2% BSA, 0.05% Triton X(E0tka, Buch, Nemga) u

PBS-u u trajanju od 20 minuta na sobnoj temperatizorci su inkubirani preko gona
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4°C sa antitelima spedifiim za nitrotirozinske ostatke na proteinima; rabanti-
nitrotyrosine (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) ilpscificnim za CXCL12; rabbit anti-rat
CXCL12 (eBioscience ili Santa Cruz, San Diego, SABYimarna antitela su detektovana
koris¢enjem sekundarnog antitela konjugovanog sa biotjifmotinylated goat anti-rabbit
antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) inkubiram u trajanju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Sledilo je inkubiranje uzoraka sa mkatlin-peroksidazom (Sigma-Aldrich,
St. Louis, SAD) na sobnoj temperaturi u trajanju 3@ minuta. Nakon toga su uzorci
inkubirani 1 minut sa supstratom 3,3'— diaminobdimmm (Dako, Glostrup, Danska) na
sobnoj temperaturi i na kraju bojeni hematoksilinantrajanju od 1 minuta. Uzorci su
zatim sprovdeni sukcesivno kroz seriju etanola rastikoncentracije (70%, 86% i 100%) i
ksilol. Nakon toga su pokriveni pokrovnim staklonori&¢enjem DPX-a. Preseci su
posmatrani i slikani na mikroskopu Axiovert 200Myris¢enjem softvera AxioVision 4.5

(Carl Zeiss, Jena, Nertlka).
3.8.4 Morfometrijska merenja

Morfometrijska analiza kojom smadreiivali volumensku gustinu CXCL12
imunocitohemijski pozitivnincelija radena je uz pomio newCAST stereoloSkog
softverskog paketa (VIS — Visiopharm Integrator t8ys version2.12.1.0; Visiopharm;
Danska). Mikroskop (Olympus BX-51) je opremljenotorizovanim stticem (Prior)
sa preciznadl pomeranja po x-y osi od 1um. Pomeranj€igtopo z-osi kontrolisano je
mikrokatorom (Heidenhain MT1201, IL, SAD) sa epznosu od 0.2um. Za
mikroskop je vezana CCD video kamera (PixeLinkia@ino, Kanada). Pri analizi kodéni
su planahromatski objektivi visoke nuniée aperture, uvanja 10x. NewCast
stereoloSki sistem generisao je interaktivnuestieSku mrezicu. Volumenska gustina
(VV) je relativna stereolosSka veéina koja pokazuje koliki udeo ukupnog prostora ad@
prowavanoj fazi i izrazava se u procentima. U morforjgdim merenjima kori&ena su
dva preseka po zivotinji (uzorku) desobno udaljena 50um. Ovaj parametar s€umrava
tako Sto se broj taka koje padaju na préavanu fazu (CXCL12 imunocitohemijski

pozitivnih ¢elija) podeli sa ukupnim brojemdaka unutar testnog sistema.
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VV(%)=Pp/Ptx100
Pp - broj pogodaka na CXCL12 imunocitohemijski pignie celije

Pt - broj pogodaka na belu i sivu masénkene mozdine unutar testnog polja

3.9 Statistitka obrada podataka

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednostisténdardna devijacija (SV +/-
SD), SV +/- SD ili SV +/- standardna greSka (engndard error, SE) dobijene u viSe
nezavisnih eksperimenata. Za analizu stakstizn&ajnosti razlika srednjih vrednosti
koris¢en je Studentov t-test. Vrednost parametra p madj®,05 je smatrana statidi

znaajnom. Za analiziranje  korelacije karéh  je Perason-ov  test.
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4. REZULTATI



4.1. Imunizacija homogenatom kimene mozdine i kompletnim Frojndovim

adjuvansom indukuje EAE u DA, ali ne i AO pacova

Nakon imunizacije homogenatom ¢kiene mozdine (HKM) i kompletnim
Frojndovim adjuvansom (KFA) DA pacovi su razviliwwki monofazni tip EAE-a, koji se
karakteriSe pojavom slabosti repa, koja prelaziatepu i paralizu zadnjih udova, nakon
¢ega se pacovi oporaviljaju od kkkih pokazatelja bolesti. Sa druge strane, kod AO

pacova se nisu mogli primetiti klieki pokazatelji bolesti (Slika 1).

3.0 = DA -+ AO
2.5-
2.0-

1.5

Klini€ki skor

1.0

0.5

0.0
7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23

Dani nakon imunizacije

Slika 1. Klini¢ka slika EAE-a kod DA i AO pacova imunizovanih HKM+KFA. EAE je indukovan
ubrizgavanjem HKM+KFA, intradermalno u zadnje Sapacovima su pripisivane vrednosti u skladu sa
sledéom skalom: 0, odsustvo kli¢kih pokazatelja; 1, slabost repa; 2, pareza zadmjibva; 3, paraliza
zadnijih udova. Vrednosti iznda navedenih su bile dodeljivane ukoliko su kikiipokazatelji bili slabiji od
tipiénih za odrdenu vrednost. Klirdki skor imunizovanih AO i DA pacova predstavljen kao srednja

vrednost +/- SE 30 Zivotinja po grupi.
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4.2 Razlkita kinetika ekspresije IRNK za iNOS i ukupni CXCL12 u homogenatima

ki¢émene mozdine DA i AO pacova tokom EAE-a

Od ranije je poznato da je ekspresija CXCL12 u QNSO pacova poviSena, dok je
kod DA pacova smanjena, u fazi kada je EAE na iad DA pacova (Miljkové et al.
2011). Sada smo uporedo analizirali ekspresiju IRREK INOS i CXCL12 u HKM
imunizovanih DA i AO pacova, u razitim fazama EAE-a. Kod DA pacova ekspresija
IRNK za INOS se pouavala kako je bolest napredovala i dostigla maksimma piku
EAE-a. Upravo u toj fazi ekspresija iRNK za CXCLta je na najnizem nivou kod DA
pacova (Slika 2A). Kod AO pacova ekspresija IRNK@ACL12 se povéavala kako je
bolest napredovala i dostigla maksimum kada je BAEna piku kod DA pacova, dok je u
fazi oporavka ekspresija iRNK za CXCL12deta da se smanjuje. Ekspresija iRNK za
INOS je kod AO pacova bila na niskom nivéitavim tokom EAE-a (Slika 2B). Ugljivo
je da poviSenje ekspresije IRNK za iINOS prethodasjanju ekspresije IRNK za CXCL12

u DA pacova.
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AO pacovi
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Slika 2. Kinetika ekspresije iIRNK za iNOS i ukupniCXCL12 u HKM AO i DA pacova tokom EAE-a.
HKM su dobijeni iz DA i AO pacova imunizovanih HKMKFA u razliéitim fazama EAE-a ili iz zdravih, ne-
imunizovanih DA i AO pacova. Razlte faze EAE-a kod pacova su definisane na gleakgin: pocetak, 9-

11 dan nakon imunizacije (dni), klitki skor (ks) 0.5-1; pik,12-15 dni, ks 2-3.5; opaailty 16-20 dni, ks O-
0.5. RNK je izolovana iz HKM i RT-Real time PCRyeaien. Uzorci iz najmanje tri nezavisna eksperimenta
koris¢eni su u analizi. Broj analiziranih HKM iz svakezéaEAE-a je bio 10, izuzev za zdrave pacove, gde je
analizirano 6 uzoraka. Rezultati su predstavljemd lsrednja vrednost + SD (A,B). *p<0.05 predstavlja
statistiki znatajnu razliku u poréenju sa zdravim pacovima. #p<0.05 predstavljastiéti znatajnu razliku
izmeaiu DA i AO uzoraka (A u odnosu na B).
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4.3 Imunizacija elementalnim gvolem, kao adjuvansom, uzrokuje tezu klintku sliku
EAE-a kod DA pacova, u odnosu na imunizaciju kori@&njem kompletnog Frojndovog

adjuvansa

Nakon imunizacije HKM+elementalno gutz (EG) DA pacovi su razvili
hiperakutni tip EAE-a. Kod HKM+EG imunizovanih paeoranije su se javili prvi kligki
pokazatelji bolesti, bolest je brze napredovalanpsomi bolesti na piku EAE-a bili su tezi,

u poreienju sa DA pacovima imunizovanim HKM+KFA (Slika 3).
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Slika 3. Klini¢ka slika DA pacova imunizovanih HKM+EG ili HKM+KFA . EAE je indukovan kod DA
pacova ubrizgavanjem HKM+EG ili HKM+KFA, intraderina u zadnje Sape. Pacovima su pripisivane
vrednosti u skladu sa sledsn skalom: 0, odsustvo klitkih pokazatelja; 1, slabost repa; 2, pareza zadnjih
udova; 3, paraliza zadnjih udova. Vrednosti igZmenavedenih su bile dodeljivane ukoliko su Kkii
pokazatelji bili slabiji od tipinih za odrdenu vrednost. Kliriki skor imunizovanih pacova predstavljen je
kao srednja vrednost +/- SE 20 pacova po grupi0*s predstavlja statigki znatajnu razliku izméu
pacova imunizovanih HKM+KFA i HKM+EG.
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4.4 Razlike u ekspresiji IRNK za iNOS i ukupni CXCL12 u homogenatima kimene
mozdine izmalu HKM+EG i HKM+KFA imunizovanih DA pacova

Od ranije je poznato da je tezina kike slike kod DA pacova, koji razvijaju
hiperakutni tip EAE-a nakon imunizacije HKM+elemanb gvode (EG) u vezi sa
visokom produkcijom NO u CNS-u (Miljko¥iet al. 2011). Stoga smo zeleli da utvrdimo
da li visoka produkcija NO u CNS-u DA pacova imwvianih HKM+EG korelira sa
redukcijom ekspresije iIRNK za CXCL12. Ova pretpukta se pokazala kao ¢, s
obzirom da smo detektovali viSu ekspresiju IRNKIiE&®S i nizu ekspresiju iRNK za
ukupni CXCL12 na piku EAE-a kod DA pacova imunizodaHKM+EG u pordenju sa
pacovima imunizovanim HKM+KFA, koji razvijaju blabblik bolesti (Slika 4).
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Slika 4. Ekspresija iRNK za iINOS i CXCL12 u HKM DA pacova imunizovanih HKM+KFA ili
HKM+KFA na piku EAE-a. HKM su dobijeni iz DA pacova imunizovanih HKM+KF#& HKM+EG na
piku EAE-a. RNK je izolovana iz HKM i RT-Real timCR je urden. Uzorci iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta koré&ni su u analizi. Rezultati su predstavljeni kaaxsja vrednost + SD. *p<0.05 predstavlja

statistEki znatajnu razliku izmdu HKM+KFA i HKM+EG imunizovanih DA pacova.
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4.5 Ekspresija iRNK za iNOS i ukupni CXCL12 su obrruto proporcionalne u EAE-u

Da bismo dodatno ispitali vezu izthe ekspresije iINOS i CXCL12 utana je
analiza koja je obuhvatila veliki broj uzoraka uajnti u obzir zdrave pacove i pacove u
razlicitim fazama bolestiSveukupno je analizirano 106 uzorakankenih mozdina DA i
AO pacova, bilo zdravih bilo imunizovanih HKM+KFAi HKM+EG. Jasna negativna
korelacija izméu ekspresije IRNK za iNOS i ukupni CXCL12 je utena (Slika 5). Ovi
rezultati su ukazali da bi NO, glavni produkt aktsti INOS, mogao biti odgovoran za
inhibiciju ekspresije CXCL12 tokom EAE-a kod DA ma@.
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Slika 5. Korelacija ekspresije iRNK za INOS i CXCLR2 u HKM DA i AO pacova, zdravih ili
imunizovanih HKM+KFA ili HKM+EG. HKM su dobijeni iz DA i AO pacova imunizovanih HlkKFA
ili HKM+EG u razlicitim fazama EAE-a ili iz zdravih, ne-imunizovaninAD AO pacova. RNK je izolovana
iz HKM i RT-Real time PCR je utken. Broj analiziranih HKM je bio 106. r predstayg koeficijent
korelacije ekspresije iRNK za iNOS i CXCL12. p<0.pfedstavlja koeficijent verovatte, koji ukazuje na

statisttki znatajnu negativnu korelaciju iznda ekspresije iRNK za iNOS i CXCL12.
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4.6 Kinetika ekspresije IRNK za CXCL12¥ izoformu u homogenatima k&mene

mozdine AO i DA pacova tokom EAE-a

Ekspresija speciéne izoforme hemokina CXCL12, CXCL3)2merena je u HKM
AO i DA pacova imunizovanih HKM+KFA i u zdravih (Aeunizovanih) pacova.
Ekspresija iIRNK za CXCL1%-bila je sltna kod zdravih pacova oba soja. Rala se
znaajno kod AO pacova, ali ne i kod DA pacova u faatgika bolesti kod DA pacova.
Ekspresija IRNK za CXCL1%-bila je zn&ajno smanjena kod oba soja u fazi pika kod DA
pacova, zatim se zdano poveéala u fazi oporavka kod AO pacova. dJivo je da je
kinetika ekspresije IRNK za CXCL12u homogenatima &mene mozdine bila siha kod
AO i DA pacova. Ipak, u svim fazama bolesti eksppae€XCL12+y bila je viSa kod AO
nego kod DA pacova. Take, ni u jednoj fazi ekspresija CXCL}24 DA pacova nije bila

viSa u odnosu na ekspresiju u zdravih pacova ($ljka
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Slika 6. Kinetika ekspresije iRNK za CXCL12y izoformu u homogenatima kémene mozdine AO i DA
pacova tokom EAE-a.Pacovi su imunizovani HKM+KFA i Zrtvovani na ¢etku, piku ili u fazi oporavka
od EAE-a u DA pacova. Zdravi (ne-imunizovani) paceu takde korifeni u eksperimentu. Kimene
mozdine su izolovane u odienim fazama bolesti i homogenizovane. RNK je izalwviz homogenata i RT-
Real time PCR je uden. Ekspresija IRNK za CXCL12predstavljena je kao srednja vrednost + SD retaulta

dobijenih iz 6 pacova po grupip<0.05 predstavlja statiski znatajnu razliku izmdu AO i DA pacova.
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#p<0.05 predstavlja statigki znatajnu razliku u poréenju sa zdravim pacovima i pacovima na piku bolesti
okviru soja, “p<0.05 predstavlja statidi znatajnu razliku u odnosu na uzorke nacetku i oporavku od

bolesti u okviru soja pacova.
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4.7 Niza ekspresija IRNK za CXCL12y u malim krvnim sudovima ki¢mene mozdine

DA pacova u odnosu na ekspresiju u AO pacova na pikEAE-a

Celije endotela malih krvnih sudova (MKS) predstajuljjedan od glavnih izvora
hemokina CXCL12 u neuroinflamaciji. 1z tog razlogaspresija CXCL12+ izoforme
merena je u MKS izolovanim iz &nene mozdine DA i AO pacova na piku EAE-a.
Pokazalo se da je ekspresija IRNK za CXClyl2iSestruko véa u MKS AO pacova u
poreienju sa MKS DA pacova (Slika 7).
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Slika 7. Ekspresija iRNK za CXCL12« u malim krvnim sudovima kiémene mozdine AO i DA pacova
na piku EAE-a. Pacovi su imunizovani HKM+KFA i Zrtvovani na pikbAE-a kod DA pacova. Kimene
moZdine su izolovane i MKS izolovani iz njih. RNK jzolovana iz malih krvnih sudova i RT-Real time
PCR je urden. Ekspresija iRNK za CXCL1ppredstavljena je kao srednja vrednost + SD retauétabijenih

iz 6 pacova*p<0.05 predstavlja statiski znatajnu razliku izmédu AO i DA pacova.
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4.8 Razltit udeo ekspresije IRNK za CXCL12y u ekspresiji IRNK za ukupni

CXCL12 u homogenatima kimene mozdine AO i DA pacova tokom EAE-a

Odnos ekspresije IRNK za izoformu CXCL¥%24RNK za sve izoforme CXCL12
takade je analiziran kod zdravih i pacova imunizovaniKNt#KFA. Ovaj odnos je bio
slican kod zdravih AO i DA pacova, kao i na maksimunalebti kod DA pacova. (Slika
8). Ipak, primetan je zrkajno vei udeo ekspresije iIRNK za CXCLI2u ekspresiji svih
izoformi ovog hemokina kod AO pacova naéptku bolesti i u fazi oporavka DA pacova
(Slika 8). Ovi rezultati jasno pokazuju da je viaokkspresija CXCL1%- u CNS-u,

speciféna za AO soj pacova, otporan na indukciju EAE-a.

[/IAO HDA

0.20- “

0.00 rL-

zdrav pocletak pik  oporavak

CXCL12-y/ CXCL12 odnos
*

Slika 8. Odnos ekspresije iIRNK za CXCL12¢ i za ukupni CXCL12 ki¢menoj mozdini AO i DA pacova.
Pacovi su imunizovani HKM+KFA i Zrtvovani na ¢etku, piku ili u fazi oporavka od EAE-a kod DA
pacova. Zdravi (ne-imunizovani) pacovi su tégdorigeni u eksperimentu. Kimene moZzdine su izolovane i
homogenizovane. RNK je izolovana iz HKM i RT-Re@he PCR je urden. Odnos ekspresije iRNK za
CXCL12+ i ekspresije iRNK za ukupni CXCL12 predstavljeni kao srednja vrednost + SD rezultata
dobijenih iz 6 pacova po grupip<0.05 predstavlja statiski znatajnu razliku izmdu AO i DA pacova,
“p<0.05 predstavlja statiski znatajnu razliku u odnosu na uzorke naetixu i oporavku od bolesti u okviru

soja pacova.
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4.91n vivo inhibicija aktivnosti INOS ublaZzava simptome EAE-au DA pacova

Da bismo ispitali vaznost NO za patogenezu EAE-A, gacove imunizovane u
cilju razvijanja EAE-a, tretirali smo aminoguanidm (AG), selektivnim inhibitorom
aktivnosti INOS. Cilj eksperimenta bio je da utvndi da i inhibicija INOS u toku EAE-a
ima uticaj na tezinu bolesti. S obzirom da namiljehto da inhibiramo aktivnost INOS u
efektorskoj fazi bolesti, tretman DA pacova zé&gtge 9. dana nakon imunizacije (kada se
prvi simptomi EAE-a kod DA pacova riage javljaju). Pacovi su péani do faze kad je
bolest dostigla maksimum u kontrolnoj grupi (grikmga je dobijala PBS). AG tretman je

ublazio klincke pokazatelje EAE-a u tretiranih pacova (Slika 9).
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Slika 9. In vivo inhibicija aktivnosti iINOS u efektorskoj fazi EAE-a u DA pacova. DA pacovi su
imunizovani HKM+KFA. Péev od 9. dana nakon imunizacije, pacovi su tretijadnom dnevno AG-om
(i.p. 400 mg/kg telesne tezZine) ili PBS-om (kordoldok bolest nije dostigla svoj maksimum u grkigga je
dobijala PBS (12. dan nakon imunizacije). U ovagifarocenjen je Kliniki tok bolesti. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost +/- SD vredndsbijenih u tri nezavisna eksperimenta (9 pacpea

grupi). *p<0.05 predstavlja statigki znatajnu razliku izmdu AG i PBS.
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4.10 In vivo inhibicija aktivnosti INOS povec¢ava ekspresiju iIRNK za CXCL12 i

CXCL12-y u homogenatima kémene mozdine i malim krvnim sudovima

Pored uticaja na kligki tok EAE-a, Zeleli smo da ispitamo vaznost NGegulaciji
ekspresije CXCL12 u neuroinflamacij vivo. S obzirom na to, u fazi kada je bolest
dostigla maksimum u kontrolnoj grupi (grupa kojabijala PBS) zivotinje su Zrtvovane i
ispitana je ekspresija iIRNK za ukupni CXCL12 i CXI2zxy u HKM i MKS. AG tretman je
poveao ekspresiju iRNK za ukupni CXCL12 i CXCL¥24 HKM i MKS (Slika 10A,B).
AG nije uticao na ekspresiju iIRNK za iINOS (SlikaC)0
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Slika 10. Efekatin vivo inhibicije aktivhosti INOS u efektorskoj fazi EAE-a u DA pacova na ekspresiju
iIRNK za CXCL12, CXCL12-y i INOS u HKM i MKS. DA pacovi su imunizovani HKM+KFA. Rev od

9. dana nakon imunizacije, pacovi su tretirani @drdnevno AG-om (i.p. 400 mg/kg telesne tezinePBiS-
om (kontrola), dok bolest nije dostigla svoj maksim u grupi koja je dobijala PBS (12. dan nakon
imunizacije). U ovoj fazi zivotinje su zrtvovanekiémene moZzdine su izolovane. ddiene mozdine su
homogenizovane i mali krvni sudovi su izolovanikigih je izolovana RNK i RT-Real time PCR je dea.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vredno8Dr vrednosti dobijenih u tri nezavisna eksperimg@ta

pacova po grupi). *p<0.05 predstavlja statidtznatajnu razliku izméu AG i PBS.
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4.11 In vivo inhibicija INOS smanjuje produkciju NO, a poveéava produkciju
CXCL12 u tkivu ki émene mozdine

Dodatno, ispitivali smo uticaj inhibicije aktiviidsNOS na produkciju CXCL12 u
tkivu kicmene mozdine. AG tretman je efikasno smanjio progukNO, Sto smo utvrdili
imunohistohemijskim bojenjem nitrotirozinskih ostikd na proteinima &mene mozdine
(Slika 11A). Paralelno, imunohistohemijskim bojenjg@otvidena je povéana ekspresija
CXCL12 u keémenim mozdinama pacova tretiranih AG-om (Slika 11B)XCL12
pozitivne ¢elije lokalizovane su skoro u potpunosti u belojsmdémene mozdine u obe
gupe. Bojenje relativno slabog intenziteta u kdntp grupi primé&eno je ucelijama sa
dugim, tankim, nerazgranatim nastavcima koji se Zgw ka pialnoj povrSini,
predstavljajdi najverovatnije fibrozne astrocite. CXCL12 pozitev mesta u pacova
tretiranin AG-om Sirila su se ogklijskih nastavaka dublje u parenhintiiene mozdine.
Takaie krvni sudovi su bili pozitivni na CXCL12. Ukupngustina CXCL12 pozitivnih

struktura u beloj masi &kmene mozdine bila je zé@no ve&a u pacova tretiranih AG-om u

odnosu na kontrolnu grupu (8.0 +/- 1.0 % premat3.a..2 %).
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1 10x

Slika 11. Uticaj AG-a na ekspresiju CXCL12 u kiémenoj mozdini. DA pacovi su imunizovani
HKM+KFA. Pocev od 9. dana nakon imunizacije, pacovi su tretijigagnom dnevno AG-om (i.p. 400 mg/kg
telesne tezine) ili PBS-om (kontrola), dok bolege mostigla svoj maksimum u grupi koja je dobij®8S
(12. dan nakon imunizacije). U ovoj fazi, Zivotirga zrtvovane, Kmene moZzdine izolovane i pripremljene
za histolosku analizu. Presectikienih mozdina su obelezeni antitelima spé&gifn za nitrotirozin (A) ili
antitelima specitinim za CXCL12 (B). Reprezentativni preseci predgav su na slikama A i B sa
uvelicanjem nazn&nim pored fotografija. Delovi preseka prikazanicise uvelicanjem predstavljaju
pravougaonikom uokvirene delove fotografije snim§emanjim uvetianjem (A, B). Strukture pozitivhe na
nitrotirozin (A) i CXCL12 (B) nazné&ne su strelicama.
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4.12 In vivo inhibicija INOS ne uti¢e na brojnost imunskih ¢elija koje infiltriraju

kiémenu mozdinu

Uobicajeno je da broj imunskilielija koje infiltriraju kicmenu moZzdinu tokom
EAE-a pozitivno korelira sa kliskim pokazateljima bolesti. lako su AG-om tretirani
pacovi pokazali slabije simptome EAE-a, gmae razlike u brojnosti imunskitelija koje
su infiltrirale kicmenu moZzdinu izmd& kontrolne grupe i grupe koja je tretirana AG-om
nisu primeéene (Slika 12).

PBS

5 X

20 x

Slika 12 Uticaj AG-a na ¢elije koje infiltriraju ki ¢menu moZdinu. DA pacovi su imunizovani
HKM+KFA. Pogev od 9. dana nakon imunizacije, pacovi su tretigagnom dnevno AG-om (i.p. 400 mg/kg
telesne teZine) ili PBS-om (kontrola), dok boleg¢ mostigla svoj maksimum u grupi koja je dobij&8S
(12. dan nakon imunizacije). U ovoj fazi, Zivotirga zrtvovane, Kmene moZzdine izolovane i pripremljene
za histolosku analizu. Preseci su obojeni hemdin&si i eozinom. Reprezentativni preseci predseaiisu
na slici sa uvetianjem nazn&enim pored fotografija. Delovi preseka prikazani¢ime uvelicanjem
predstavljaju pravougaonikom uokvirene delove faaige snimljene manjim uvelanjem.Celije koje su

infiltrirale kicmenu mozdinu nazgane su strelicama.
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4.13 Tretman SNP-om snizava ekspresiju iRNK za ukup CXCL12 i CXCL12-y u

homogenatima kiémene mozdine AO pacova

Uporedo sa DA pacovima, imunizovani su i AO pac@vidana nakon imunizacije
(kada se prvi simptoma bolesti kod DA pacovaiestpe javljaju), zapoet je tretman AO
pacovanatrijum nitroprusidom (eng. sodium nitroprussig8élP), NO donorom. Tretman je
trajao dok EAE nije dostigao maksimum kod imunizatiaDA pacova. SNP je redukovao
ekspresiju IRNK za ukupni CXCL12 i CXCL12u homogenatu kmene mozdine AO
pacova u fazi kada je bolest dostigla maksimum ka&d pacova (Slika 13A,B). Ipak,

tretman SNP-om nije indukovao klikie simptome EAE-a u imunizovanih AO pacova.
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Slika 13. Efekat tretmana AO pacova SNP-om na ekspresiju iRNKza ukupni CXCL12 i CXCL12-y.
AO pacovi su imunizovani HKM+KFA. Rev od 9. dana nakon imunizacije, pacovi su tretijadnom
dnevno SNP-om (i.p. 1 mg/kg telesne tezine) ili RBS (kontrola), dok bolest nije dostigla svoj makam
u DA pacova paralelno imunizovanih (dani 12-14 makounizacije). U ovoj fazi AO pacovi su Zrtvovani,
kictmene mozdine izolovane i homogenizovane. 1zolojanmdNK i RT-Real time PCR je utan. *p<0.05

predstavlja statistki znatajnu razliku izmedu kontrolne grupe (PBS) grupe tretirane SNP-om.
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4.14 SNP inhibira ekspresiju iRNK za CXCL12 u malimkrvnim sudovima DA pacova

in vitro

Da bismo dalje testirali naSu pretpostavku da je bdovoran za inhibiciju
ekspresije IRNK za CXCL12 u CNS-u, MKS, zami producenti CXCL12 u
neuroinflamaciji, izlozeni su dejstvu SNP-a. Sgeail simuliranja inflamatornog okruzenja
u CNS-u, koje karakteriSe EAE, nastalog osttzimgem medijatora iz infiltrirajtih
imunskih¢elija, ¢elijske kulture su simultano stimulisane ConASnj&8hjenje u Materijal
i Metode). ConASn je stimulisao ekspresiju IRNK@4CL12 u MKS (Slika 14B). SNP je
oslobodio visoke kotine NO (Slika 14A) i zn&jno inhibirao ekspresiju IRNK za
CXCL12 u MKS stimulisanim ConASn (Slika 14B). Ovksperimenti jasno ukazuju na
ulogu NO u inhibiciji ekspresije IRNK za CXCL12 uk\.
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Slika 14. Uticaj SNP-a na ekspresiju iRNK za CXCL121 MKS. MKS su tretirani SNP-om (200 uM) u
odsustvu (medijum) ili prisustvu 20% ConASn (A,BRNK je izolovana iz MKS i RT-Real time PCR je
uraden (B). U supernatantimzelijskih kultura izmerena je koncentracija nitrfs). Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost + SD rezultata dobijenih iné&Zzavisna eksperimenta. *p<0.05 predstavlja $igktis
znatajnu razliku izmdu kultura tretiranih SNP-om i netretiranifp<0.05 predstavlja statigki znasajnu

razliku izmetu kultura gajenih u medijumu i kultura stimulisai@onASn.
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4.15 SNP inhibira ekspresiju IRNK za CXCL12 u astra@itima DA pacovain vitro

Da bismo testirali naSu pretpostavku da je NO odgamv za inhibiciju ekspresije
IRNK za CXCL12 u CNS-u, astrociti, istaknuti pro@mti CXCL12 u neuroinflamaciji,
izlozeni su dejstvu SNP-a. Kao i MKS, astrocitissmultano stimulisani ConASn. ConASn
je stimulisao ekspresiju IRNK za CXCL12 u astrondi (Slika 15B). SNP je oslobodio
visoke koltine NO (Slika 15A) i zn&jno inhibirao ekspresiju iIRNK za CXCL12 u
astrocitima stimulisanim ConASn (Slika 15B). Ovispkrimenti su pokazali da NO

inhibira ekspresiju iIRNK za CXCL12 u astrocitima.
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Slika 15. Uticaj SNP-a na ekspresiju iRNK za CXCL12i astrocitima. Astrociti su tretirani SNP-om (200
KUM) u odsustvu (medijum) ili prisustvu 20% ConAShE). RNK je izolovana iz astrocita i RT-Real time
PCR je urden (B). U supernatantiméelijskih kultura izmerena je koncentracija nitritd). Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SD rezultataijdnih u tri nezavisna eksperimenta. *p<0.05 ptadja
statisttki znatajnu razliku izmdu kultura tretiranih SNP-om i netretiranifp<0.05 predstavlja statiski

znaajnu razliku izméu kultura gajenih u medijumu i kultura stimulisa@lonASn.
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4.16 SNP inhibira ekspresiju IRNK za CXCL12 u Cé&elijama in vitro

S obzirom na nan dobijanja, prisustvo oddene proporcijecelija mikroglije
neizbezno je u primarnoj kulturi astrocita. Ovapptak treba imati u vidu kada se tuma
rezultati dobijeni sa primarnom kulturom astrocita.tog razloga uticaj SNP-a na C6
¢elijsku liniju astrocita je analiziran. Kako vijdibet C6 celija moze biti narusen
stimulacijom ConASn (nepublikovano zapazanje), églje su stimulisane IL{i, TNF,
IFN-y i IL-17. MeSavina pomenutih proinflamatornih cibof indukovala je ekspresiju
IRNK za CXCL12 u Cé6¢elijama, dok je SNP osloianjem zn#&ajne koltine NO
inhibirao ekspresiju IRNK za CXCL12 u ovigelijama (Slika 16A,B). Dakle, rezultati
dobijeni sa primarnontelijskom kulturom astrocita ponovljeni su salijskom linijom

astrocita. Ovi eksperimenti su potvrdili da NO inihd ekspresiju IRNK za CXCL12 u

astrocitima.
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Slika 16. Uticaj SNP-a na ekspresiju iRNK za CXCL12u C6 ¢elijama. C6 celije su tretirane SNP-om
(200 pM) u odsustvu (medijum) ili prisustvu meSaviritokina IL-3 (10ng/ml) + TNF (10ng/ml) + IFN-
(10ng/ml) + IL-17 (50ng/ml) (citokini, A,B). RNK jézolovana iz Cé&elija i RT-Real time PCR je udan
(B). U supernatantiméelijskih kultura izmerena je koncentracija nitr{td). Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SD rezultata dobijenih u triavisna eksperimenta. *p<0.05 predstavlja stékisti
znatajnu razliku izmdu kultura tretiranih SNP-om i netretiranifp<0.05 predstavlja statigki znasajnu

razliku izmetu kultura gajenih u medijumu i kultura stimulisantheSavinom citokina.
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4.17 NO poreklom od peritoneumskihéelija smanjuje ekspresiju IRNK za CXCL12 u

astrocitima DA pacovain vitro

Dodatno, testiran je uticaj NO poreklomdelijskog izvora na ekspresiju iRNK za
CXCL12 u astrocitima. Peritoneumskelije (RC) su uglavnom sdnjene od makrofaga
(viSe od 60%), najistaknutijih producenata NO umskom sistemu. Iz tog razloga astrociti
su kokultivisani sa €. Merenje oslobdenog NO u supernatantimalijske kokulture
potvrdilo je da su € znasajni producenti NO (Slika 17). Ekspresija iRNK zXCL12 u
astrocitima kokultivisanim saPje bila niza u odnosu na ekspresiju u astrocitijagnim
u medijumu bez € (Slika 17). Sveukupno, own vitro rezultati pokazuju da NO inhibira
ekspresiju IRNK za CXCL12 ¢éelijama CNS-a.
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Slika 17. Uticaj NO poreklom od RC na ekspresiju iRNK za CXCL12 u astrocitima. Astrociti su
kultivisani sami ili kokultivisani sa peritoneumskicelijama (R), koje su posiene u inserte zéelijsku
kulturu i stavljene u bunare u koje su prethodnsapeni astrociti. RNK je izolovana iz astrocita i Reét
time PCR je urden. U supernatantiméelijskih kultura izmerena je koncentracija nitrikezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SD rezultataijdnih u tri nezavisna eksperimenta. “p<0.05 ptadja

statistiki znasajnu razliku izmeu astrocita gajenih u prisustvu i odsustyii P
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4.18 SNP smanjuje aktivaciju p38 MAP kinaze u astrcitima DA pacova

Da bismo ispitali unutéelijsku signalizaciju odgovornu za inhibiciju ekepije
CXCL12 u astrocitima, analiziran je uticaj SNP-aakdivaciju p38 MAP kinaze i NkB.
Kao pokazatelj aktivacije ispitivan je nivo fosfakije ovih molekula. SNP je smanijio
ConASn-indukovanu fosforilaciju p38 MAP kinaze, aije imao uticaj na aktivaciju

transkripcionog faktora NKB u astrocitima (Slika 18A,B).
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Slika 18. Uticaj SNP-a na signalizaciju p38 MAP kiaze u astrocitima. Astrociti su stimulisani 20%
ConASn (Kontr) i tretirani SNP-om (200 pM). Nakoeripda inkubacije (6h), astrociti su lizirani i e
natin dobijeni uzorci su kor&eni za imunoblot. Reprezentativni rezultati immulotd predstavljeni su na
slici A. Rezultati na grafiku B predstavljaju srg¢elrvrednosti + SD rezultata dobijenih u dva nezaai
eksperimenta. *p<0.05 predstavljavlja statidtiznatajnu razliku izméu astrocita stimulisanih ConASn i

astrocita stimulisanih ConASn i tretiranih SNP-om.
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4.19 Inhibitori p38 MAP kinaze inhibiraju ekspresiju iIRNK za CXCL12, ali ne i za
CXCL12-y izoformu

Prethodni rezultati su ukazali na to da bi redukaktivacije p38 MAP kinaze
mogla biti u vezi sa inhibiranjem ekspresije CXCll2strocitima pod dejstvom NO. Da
bismo ispitali ovu pretpostavku astrociti su stirsahi ConASn i tretirani inhibitorima
aktivacije p38 MAP kinaze, SB203580 i SB202190aQ@thibitora su smanjila ekspresiju
IRNK za CXCL12 u astrocitima do veomacsiog nivoa kao i SNP (Slika 19A). Pored
toga, simultanom primenom inhibitora i SNP-a dabije isti efekat inhibicije CXCL12,
kao kada je primenjen samo SNP, Sto implicira dapj@vo signalizacija putem p38 MAP
kinaze vazna za inhibiciju ekspresije iRNK za ukupXCL12 u astrocitima pod uticajem
NO. Sa druge strane inhibitori nisu imali uticaja ekspresiju iIRNK za CXCL12-u
astrocitima. (Slika 19B).
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Slika 19. Uticaj inhibitora p38 MAP kinaze na ekspesiju iRNK za ukupni CXCL12 i CXCL12-y u
astrocitima. Astrociti DA pacova su stimulisani 20% ConASn titt@ni SNP-om (200 uM) i/ili sa SB203580
(10 uM) ifili sa SB202190 (10 uM). Nakon period&ubacije (6h), izolovana je RNK i RT-Real time PCR
je uraten (A,B). Rezultati predstavijaju srednje vrednosti SD rezultata dobijenih u dva nezavisna
eksperimenta. *p<0.05 predstavlja stafistiznaiajnu razliku izmdu astrocita stimulisanih ConASn i
astrocita stimulisanih ConASn i tretiranih SNP-dn$B203580 ili SB202190.
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4.20 ConASn, interleukin (IL)-17 i interferon (IFN)-y povetavaju ekspresiju iRNK za

CXCL12-y u astrocitima DA pacovain vitro

Sledéi cilj nam je bio da ispitamo da li je CXCL}2izoforma eksprimirana u
astrocitima i da ispitamo uticaj proinflamatornitedijatora na njenu ekspresiju u ovim
¢elijamain vitro. Astrociti, izolovani iz novordéenih DA pacova, stimulisani su ConASn ili
IFN-y+IL-17. Ekspresija CXCL12+detektovana je u nestimulisanim astrocitima i pod
uticajem oba tretmana bila je poviSena (Slika B@kle, ekspresija CXCL1gindukovana

je u astrocitima u inflamatornim uslovima.
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Slika 20. Ekspresija iRNK za CXCL12y u astrocitima. Astrociti DA pacova (1.5 x 10ml) su gajeni u
odsustvu (0) ili prisustvu ConASn (20%) ili IFN10 ng/ml) + IL-17 (50 ng/ml). Nakon 24h inkubagiRNK
je izolovana i RT-Real time PCR den. Rezultati iz tri nezavisna eksperimenta predjsta su kao srednja
vrednost + SD. *p<0.05 predstavlja statiktiznaajnu razliku u odnosu na vrednosti dobijene u laintm

uzorcima (0).
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4.21 SNP smanjuje ekspresiju iIRNK za CXCL13ru astrocitima DA pacova
stimulisanim ConASn in vitro

Da bismo testirali da li NOn vitro moduliSe ekspresiju CXCL1g-izoforme u
astrocitima, oveelije su stimulisane ConASn i izlozene dejstvu SANINO donirajaeg
molekula. Ekspresija CXCL12-bila je zn&ajno smanjena kada su ConASn-stimulisani
astrociti tretirani SNP-om (Slika 21). Ovaj reztlji| pokazatelj da NO inhibira ekspresiju

CXCL12-y izoforme u astrocitima.
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Slika 21. Uticaj SNP-a na ekspresiju IRNK za CXCL12y u ConASn stimulisanim astrocitima.Astrociti

DA pacova (1.5 x 10ml) stimulisani su ConASn (20%), u odsustvu flispstvu SNP-a (200 uM). Nakon
24h inkubacije, RNK je izolovana i RT-Real time PQiRaden. Rezultati iz tri nezavisna eksperimenta
predstavljeni su kao srednja vrednost + SD. *p<@@&istavlja statistki znatajnu razliku izméu ConASn i

ConASn+SNP tretiranih astrocita.
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4.22 Ekspresija izoforme CXCL12y koja migrira u jedarce nije detektovana u

homogenatima kiémene mozdine i malim krvnim sudovima

Da bismo istrazili da li je forma CXCL12koja migrira u jedarce eksprimirana u
CNS-u tokom neuroinflamacije, Wtan je RT-Real time PCR sa prajmerima koji sp&adi
prepoznaju sve izoforme CXCL}2-kao i sa prajmerima koji umnozavaju jedino one
komplementarne DNK koje poseduju kod za signaémtipl, CXCL12ySP (prikazano na
Slici 17A). Ono Sto je vazno napomenuti je da saafternativno iskrojene varijante
CXCL12+ bez signalnog peptida imaju sposobnost migracijedarce. Stoga, razlika u
ekspresiji iIRNK detektovana koédnjem CXCL12y prajmera i CXCL12SP prajmera
ukazuje na postojanje forme koja migrira u jedafpeak, takva razlika nije detektovana u
HKM, niti u MKS kod AO i DA pacova na piku EAE-al{a 22B). Da bismo proverili da
li je metodologija koju smo koristili adekvatna dila smo RT-Real time PCR i na
uzorcima homogenata srca DA pacova, koje je slkal pozitivha kontrola. Detektovana
je mnogostruko viSa ekspresija CXCL12+ porelenju sa CXCL12SP (Slika 22B), Sto
govori da postoji visoka ekspresija forme koja nmggu jedarce u uzorcima srca i da je

primenjena metodologija adekvatna.
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Slika 22. Detekcija ekspresije iRNK za CXCL12y izoformu koj migrira u jedarce. Sematski prikaz
metodologije (A). Sematski prikagtave komplementarne DNK za CXCL32flevo) i krae alternativno
iskrojene varijante CXCL12- komplementarne DNK bez sekvence koja kodira signpéptid (desno).
Strelice ukazuju na poziciju prajmera.CXCL12 f/rprajmeri koji umnoZavaju sve izoforme CXCL12;
CXCL12«SP fIr - prajmeri koji umnozavaju CXCLX2izoformu sa signalnim peptidom i CXCL}2fr -
prajmeri koji umnoZavaju izoforme CXCLI2-sa signalnim peptidom i bez njega. Sivi pravougaon
predstavlja sekvencu za signalni peptid, dok crravpugaonik predstavija C-terminus speeifi za
CXCL12+y izoformu koji sadrzi signal za lokalizaciju u jeda. Ekspresija iIRNK za CXCL1p+izoformu
koja migrira u jedarce (B). Pacovi su imunizova{Mt+KFA i Zrtvovani na piku EAE-a kod DA pacova.
RNK je izolovana iz homogenatackiene mozdine, malih krvnih sudova i homogenata sRB—Real time
PCR je urden. Rezultati su predstavljeni kao srednja vredrBtdobijena od 6 pacova po grupi, izuzev kod
uzorka srca koje je izolovano iz jednog pacovaziltat predstavljen kao srednja vrednost+SD vismaka

homogenizovanogsrca.
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5. DISKUSIJA



Ishod autoimunskih reakcija usmerenih prema CNEoje karakteriSu EAE i MS,
zavisi od sposobnosti encefalitogenih imunsighja da prau barijere koje postoje iznia
krvi i CNS-a. S obzirom da endotelskelije malih krvnih sudova i astrociti predstavljaju
glavne gradivne elemente krvno-mozdane barijergprelsija imunomodulatornih molekula
od strane ovihcelija ima kljwnu ulogu u spr&avanju ili omogdavanju prodora
autoreaktivnih imunskikcelija u parenhim CNS-a. Pokazano je da mnogi hemaki
njihovi receptori imaju istaknutu ulogu u ovom pesa,cijom se interakcijom omogava
specifina migracija i prolazak limfocita kroz krvno-moZzdabarijeru ili barijeru krv-
cerebrospinalna ¢aost. Zn&ajan broj radovasti¢e viSestruka antiinflamatorna svojstva
hemokina CXCL12 u raglitim fazama tokom neuroinflamacije. Ovaj hemokinrseze
vezati za dendritskéelije (DC) u limfnim &vorovima, omoggavajli im da inhibitorno
deluju na proliferaciju Tkelija i sekreciju IFNy (Santiago et al. 2012). Dalje, blokada
receptora CXCR4 dovodi do paane ekspresije proinflamatornih citokina IL-2, TNF
IFN-y, a smanjene antiinflamatornog citokina IL-10 &nkénoj mozdini tokom EAE-a
(McCandless i sar. 2006). Spe¢ifa prostorna ekspresija CXCL12 omégua njegovo
anti-inflamatorno dejstvo. Naime, ukoliko je ovagrhokin prisutan na abluminalnoj strani
krvnih  sudova CNS-a, u perivaskularnom prostorwekaje se dace ispoljiti
antiinflamatorno dejstvo, zadrzavanjem mononuklgarelija u njihovom prodoru ka
parenhimu CNS-a (McCandless i sar. 2006), induktigpoptoze (Colamussi i sar. 2000,
Colamussi i sar. 2001, Herbein i sar. 1998) i ragwhog fenotipa oviltelija. CXCL12
indukuje promenu proinflamatornog karaktergelija koje su najodgovornije za
neuroinflamaciju u EAE-u, Tkielija i makrofaga. Makrofagi po¢avaju produkciju anti-
inflamatornog citokina IL-10, a smanjuju produkciJiNF i IL-12, nakon stimulacije sa
CXCL12. Sleno, u Théelijama se povwsava produkcija IL-10, a smanjuje produkcija TNF,
nakon stimulacije sa CXCL12 (Meiron i sar. 2008)aKk, pd@etni procesi u
neuroinflamaciji remete ekspresiju CXCL12 na ablahoj strani krvnih sudova,
dozvoljavaj¢i prolazak mononuklearnih¢elija iz perivaskularnog prostora, kroz
astroglijalnu laminu u parenhim CNS-a (McCandlessi. 2009). Promene u prostornoj
ekspresiji CXCL12 primé&ne su i u MS. Naime, kod zdravih individua i kodSM

pacijenata nha mestima koja nisu pégoa inflamacijom, CXCL12 je eksprimiran na

54



abluminalnoj strani krvnih sudova, dok se kod MSijgmata sa aktivnim lezijama
ekspresija CXCL12 primteije na luminalnoj strani krvnih sudova, zajedngeaeanom
ekspresijom CXCR4 na infiltrirafim leukocitima (McCandless i sar. 2008). Produkcija
CXCL12 nije pozeljna samo u regionu krvno mozdaasjdre, jer se u stiaju kada déde
do neurodegeneracije i demijelinizacije, CXCL12¢stkao kljian faktor za privigenje
CXCR4 prekursora oligodendrocita na mesto degeneracijipgodendrocita,
nadomeé&ivanje ovog deficta i remijelinizaciju (Banisadrsar. 2011, Patel i sar. 2010).
Precizniji mehanizam indukcije remijelinizacijeit& aktivaciju TNFR2 na astrocitima,
kojom se indukuje ekspresija CXCL12 u owelijama (Patel i sar. 2012).

Analizom ekspresije iRNK za ukupni CXCL12 tokom lréitih faza EAE-a kod
DA pacova, kod kojih se javljaju Kkligki simptomi, utvrdili smo da je ekspresija ovog
hemokina zn&éajno smanjena na piku bolesti. Sa druge strane Akbgacova, kod kojih se
ne primeéuju nikakvi simptomi EAE-a, ekspresija IRNK za uku@©XCL12 poviSena je na
pocetku bolesti u odnosu na ekspresiju kod zdravitopaca dostize maksimum kada je
EAE na piku kod DA pacova. Ovaj rezultat implicaktivhu ulogu CXCL12 u otpornosti
AO pacova na razvoj EAE-a. Ovakva pretpostavkaesk® sa nasSim ranijim rezultatima
kojima je pokazano da se blokiranjem receptora CXGR pomoé AMD3100, izaziva teza
klini¢ka slika EAE-a u AO pacova, @ena véom infiltracijom imunskihéelija u parenhim
CNS-a i demijelinizacijom (Miljkowt i sar. 2011, McCandless i sar. 2006)zmeiu
zdravih AO i DA pacova nije bilo razlike u ekspijegRNK za CXCL12 u CNS-u, Sto
zn&i da neki od molekula koji posreduju u neuroinflamjiamoduliSu ekspresiju ovog
hemokina. S obzirom da su DA pacovi pdgni jakom neuroinflamacijom nakon
Imunizacije, zanimalo nas je koji bi to proinflarmati molekul mogao biti odgovoran za
smanjenje ekspresije IRNK za CXCL12 na piku EAEwgimajii u obzir da se
proinflamatorni citokini IFNy, IL-17, IL-18 i IL-6 najceXe istiu kao stimulatori
ekspresije ovog hemokina (Colonge i sar. 2010, Resag. 2006, Kim i sar. 2007, Liu i
Dorovina-Zis, 2009). Pored toga Sto stimuliSe e&sipu CXCL12 u astrocitima (Calderon i
sar. 2006, Peng i sar. 2006), proinflamatorni citokl-1p indukuje patoloSku re-
lokalizaciju njegove ekspresije sa abluminalne amihalnu stranu endotelskibelija

krvnih sudova u induktivnoj fazi EAE-a. To je veotigan korak u patogenezi EAE-a, jer
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su endotelsk&elije MKS, pored astrocita, glavni konstituenti kormozdane barijere i
zn&ajan izvor CXCL12 u perivaskularnom prostoru (Cataei sar. 2006, Krumbholtz i
sar. 2006). Kao Sto je ®ereteno, ovakva prostorna promena ekspresije CXCL12
onemogudava njegovo antiinflamatorno dejstvo, Sto doprinpasjavi klinickin simptoma
(McCandless i sar. 2009). Ipak, u endotelslkietijama izolovanim iz ljudskog mozga
primeteno je da proinflamatornii citokini TNF, IFN+# IL-13 smanjuju ekspresiju CXCL12
(Liu i Dorovina-Zis, 2009). Pored podataka da Ik-&timuliSe ekspresiju CXCL12 u
astrocitima, Peng i sar. i&ti da solubilni TNF i IFNy ne modifikuju ekspresiju ovog
hemokina. Mdutim, sam IFNy snizava ekspresiju CXCL12 indukovanu uticajem f.-1
(Peng i sar. 2006). U naSim eksperimentima piane je da solubilni TNF, sam ili u
sadejstvu sa IFN-i IL-17, stimuliSe ekspresiju iIRNK za CXCL12 u wmstitima
(nepublikovano zapaZanje). Taley pokazano je da se aktivacijom TNFR2 na astroaiti
indukuje ekspresija CXCL12 (Patel et al. 2012). Oremeptor je prevashodno aktiviran
transmembranskom formom TNF, kojoj se pripisujetgitivna uloga u EAE-u i MS (Van
Hauwermeiren i sar. 2011, Caminero i sar. 20119pe#iiranoj na samim astrocitima, ali i
na mikrogliji (Patel i sar. 2012). Pored toga, &uhu bazni protein mijelina, protein
mijelinskog omot&a koji se oslobda tokom demijelinizacije u MS, talle stimuliSe
produkciju CXCL12 u astrocitima (Calderon i sar080Peng i sar. 2006J.akade, i u
nasim eksperimentima teno je da IFNy i IL-17 stimuliSu ekspresiju CXCL12 u
astrocitima (Blazevski i sar. 2013). Pored toganptno je da nakon imunizacije dolazi do
infiltracije imunskih ¢elija koje sekretuju IFN-i IL-17 i u CNS AO pacova, nd@itim
viSestruko manje u patenju sa DA pacovima (Miljkoii sar. 2011). Thl i Thléelije,
glavni producenti IFN¢ i IL-17, su prvecelije koje prolaze kroz krvno-mozdanu barijeru,
tako da se moze pretpostaviti da pod uticajem oidkina dolazi do trenutnog posemnja
ekspresije CXCL12. Nakon inicijalnog ulaska Thl h1¥ ¢elija u CNS dolazi do
privlacenja makrofaga i aktiviranja glijandelija, mikroglije i astrocita.

Jedan od najistaknutijih efektorskih molekula mé&kga i mikroglije, koji doprinosi
patologiji EAE-a je NO.S obzirom na to, odtili smo da ispitamo ekspresiju IRNK za
INOS, enzimaijom se aktivno&u proizvodi NO, tokom EAE-a. Ispostavilo se da koél

pacova ekspresija iRNK za INOS raste tokom EAEestiduwti maksimum na piku bolesti.
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Sa druge strane, kod AO pacova ekspresija IRNKNZ2S ostaje na niskom nivaiitavim
tokom EAE-a. Ovaj rezultat je potvrdi@éekivanu pozitivnhu korelaciju ekspresije INOS sa
pojavom klintkih simptoma i progresijom EAE-a. Pored toga, pawge ekspresije iRNK
za iINOS prethodi smanjenju ekspresije IRNK za CXZkbd DA pacova, 5to govori da bi
produkt aktivnosti INOS, NO, mogao biti odgovoraa gmanjenje ekspresije iIRNK za
CXCL12. Ova hipoteza bi mogla da objasni i visoku ekspuaetiNK za CXCL12 na piku
EAE-a kod AO pacova. Moge je da je relativno mali broj infiltrirafih Thl i Thl7¢elija
dovoljan da svojom aktivnod povisi ekspresiju ovog hemokina, a da naknadrstanak
produkcije NO omogéava prezervaciju njegove ekspreshezitivha korelacija ekspresije
CXCL12 sa slabijim simptomima bolesti i pozitivhar&lacija ekspresije INOS sacjm
simptomima bolesti potdena je i poréenjem ekspresije iRNK za ove molekule izine
DA pacova imunizovanih HKM+KFA i HKM+EG. Naime, BdDA pacova imunizovanih
HKM+EG primetili smo snaznije simptome EAE-a, viskspresiju iRNK za iNOS, a nizu
ekspresiju IRNK za CXCL12 u odnosu na DA pacovenimovane HKM+KFA. Poznato
je od ranije da imunizacija koti8njem EG izaziva simptome EAE-a kod pacova soja
Brown Norway, koji su inée otporni na indukciju EAE-a. Pojava simptoma EAEeal
ovih pacova uzrokovana je visokom aktivacijom mgtije i perivaskularnih makrofaga, a
poznato je da je NO jedan od najeajaijih efektorskih molekula oviléelija (Staykova i
sar. 2008).Sveukupnom analizom naSih rezultata dévr je odnos negativne korelacije
izmedu ekspresije iIRNK za iINOS i CXCL12 udknenoj mozdini tokom EAE-a. Na osnovu
ovih rezultata postavili smo hipotezu da bi NO nmg#i odgovoran za snizenu ekspresiju
CXCL12 u neuroinflamaciji.

S obzirom da su nasi petni eksperimenti ukazivali da payana aktivnost INOS, i
sledstvena produkcija NO, nagetku EAE-a dovodi do smanjenja ekspresije CXCL12 na
piku bolesti kod DA pacova, opredelili smo se dakidemo aktivnost iINOS, primenom
AG-a, u efektorskoj fazi bolesti (petak i pik). DA pacovi koji su bili tretirani AG-om
pokazali su smanjene simptome EAE-a u gengu sa pacovima koji su primali PBS. Ovaj
rezultat je potvrdio Stetnu ulogu visoke produkdy® u CNS-u tokom neuroinflamacije.
Poznato je da hrofmo visoke koncentracije NO izazivaju brojne nezedjefekte u CNS-u

poput, naruSavanja integriteta krvno-mozdane batije citotoksénosti prema
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oligodendrocitima i neuronima, ometanja adekvatrsggyovaienja nervnih impulsa,
degeneracije aksona i drugih (Smith i Lassmann2R0@hibiciju aktivnosti INOS u CNS-
u, primenom AG-a, potvrdili smo detekcijom nitrozinskih grupa na proteinimadknene
mozdine. Kod pacova tretiranih AG-om bilo je Zamo manje nitrotorozinskih grupa, koje
nastaju vezivanjem NO za tirozinske grupe proteinppreienju sa pacovima koji su bili
tretirani PBS-om. NO ima slozenu ulogu u EAE-u, &@avisi od tkiva u kome se
produkuje i faze tokom razvoja EAE. 1z tog razlagau literaturi mogu prodaopresni
rezultati blokiranja aktivnosti INOS u EAE-u. Naim®sto su kao eksperimentalni model
koris¢eni miSevi kojima nedostaje gen za INOS ("knock-puDalton i Wittmer, 2005,
Fenyk-Melody i sar. 1998) ili je aktivnost INOS #diblokirana od trenutka imunizacije,
primenom AG-a, selektivnog inhibitora aktivnostiQi$ (Okuda i sar. 1998, Cowden i sar.
1998). U prvom sléaju "knock-out” miSevima nedostaje iINOS celog dia, tako da
mnogi nepredveni mehanizmi mogu biti ukljieni kako bi se nadomestio nedostatak ovog
enzima. U drugom séaju inicijalnom blokadom aktivnosti INOS, spava se produkcija
NO u perifernim limfnim organima, u kojima se imgiautoimunski odgovor usmeren
prema CNS-u. U perifernim limfnim organima NO igpgh regulatornu ulogu. NO
ograntava preteranu aktivaciju limfocita i njihovu pr@riciju, inhibiranjem prezentacije
antigena od strane APovim ¢elijama (Dalton Wittmer, 2005, Sicher i sar. 1994). Stoga,
odsustvom NO izostaje regulacija ekspanzije aukbireah limfocita i moze se éekivati
snhazniji autoimunski odgovor. Nije potpuno jasnokog natin NO utice na infiltrirajuice
limfocite u CNS-u, iako neke studije pokazuju daziza apoptozu kod ovikelija (Okuda i
sar. 1997, Zettl i sar. 1997). U relapsno-remitentnrmodelu EAE-a, tretman AG-om,
pocev od pojave prvih kligkin simptoma bolesti, 10 dana zaredom, doveo jeede
klinicke slike i brze pojave drugog neuroloSkg ispadaetppsa (Okuda i sar. 1998). Sa
druge strane, postoje studije u kojima je AG snmasiimptome EAE-a, kada je primenjivan
od istog dana kada su zivotinje imunozovane (Sksari 2000) ili nakon indukcije EAE-a
pasivnim transferom aktiviranih autoreaktivnih mfocita (Zhao i sar. 1996).

Pored uticaja na kligku sliku, detektovana je viSa ekspresija iIRNK zaGLX?2
kod pacova tretiranih AG-om u odnosu na pacovdrared PBS-om u homogenatima

kicmene mozdine i MKS na piku EAE-a. Pored toga, losta analiza Kmene mozdine
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pokazala je znatno viSu ekspresiju proteina CXCkb2 pacova tretiranih AG-om u
odnosu na pacove tretirane PBS-om. Ovi rezultatiggpokazuju da NO inhibira ekspresiju
CXCL12. Pored toga, najviSa ekspresija CXCL12 péema je na fibroznim astrocitima u
parenhimu kimene mozdine. Visoka ekspresija CXCL12 u parenh@MS potvduje da
ovaj hemokin ne testvuje samo u spfavanju prolaska imunskilkielija kroz krvno-
mozdanu barijeru, Ve da ispoljava aktivnu ulogu u parenhimu CNS-a tokom
neuroinflamacije.

Jo$ jedan eksperiment kojim smo pokazali inhibitarticaj NO na ekspresiju
CXCL12in vivoje bio tretman AO pacova SNP-om. Kao Sto j&é sgomenuto, AO pacove
karakteriSe niska ekspresija INOS i produkcija W@ ¢emu se ovi parametri ne menjaju ni
nakon njihove imunizacije. Tretman AO pacova SNP-oth 9. do 12. dana nakon
imunizacije smanjio je ekspresiju iIRNK za CXCL1&homogenatima kKmene mozdinelJ
nasem eksperimentu smanjenje ekspresije IRNK za LGXCnije uslovilo pojavu
simptoma EAE-a kod rezistentnih AO pacova. Ono jstaciljivo je da je inhibicija
CXCL12 bila deliména i da je ekspresija ovog hemokina i dalje bilatamo visa kod AO
pacova koji su tretirani SNP-om nego kod DA pacaaapiku bolesti. To bi moglo biti
jedno od objasnjenja zasto SNP nije uspeo da indybkojavu simptoma EAE-a kod AO
pacova.

Ovi rezultati jasno pokazuju da je aktivnost iINOSIedstvena produkcija NO
odgovorna za snizavanje ekspresije CXCL12 u CN®korh neuroinflamacije. Slabiji
simptomi EAE-a kod pacova tretiranih AG-om mogupsipisati snizenoj produkciji NO,
koji bi inate uzokovao mnoge direktne efekte koji gapaju bolest, kao i po¢anoj
produkciji CXCL12, koji ima antiinflamatornu ulogu.

Medutim, uprkos efektu AG-a na tok EAE-a, nije bilazlike u broju imunskih
¢elija koje su infiltrirale kimenu mozdinu DA pacova tretiranih AG-om i kontrolyrepe.
Takaie, tretman AG-om nije doveo do promena u ekspr#sNiK za IFN+, IL-17, TNF,
TGF{ i IL-10 u homogenatu kmene mozdine u odnosu na kontrolnu grupu. To ne
iskljucuje moguénost da je bilo modulacije ekspresije IRNK za nellgpomenutih citokina
u imunskim ¢elijama koje su infiltrirale Kimenu mozdinu, mdutim takva analiza nije

uradena. Mogide je da je smanjenje produkcije NO i péamje produkcije CXCL12
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uticalo na aktivaciono stanje ovifelija i njihov fenotip. S obzirom da je pokazano da
CXCL12 indukuje Treg IL-10fenotip Téelija (Meiron i sar. 2008), moze se pretpostaviti
da je poviSena ekspresija CXCL12 u CNS-u pacovéiraregh AG-om indukovala
antiinflamatorni fenotip imunskiléelija koje su infiltrirale kimenu mozdinu. U studiji u
kojoj je ispitivan direktan efekat CXCL12 na neurftamaciju tokom EAE-a, blokadom
CXCR4, uz pomé AMD3100, nije bilo razlike u ukupnom broju monomedrnih ¢elija
koje su infiltrirale kémenu mozdinu izm# kontrolnih Zivotinja i Zivotinja tretiranih sa
AMD3100 (McCandless i sar. 2006). Ipak, blokadavakisti CXCR4 dovela je do teze
klinicke slike EAE-a, razvoja Thl limfocita i demijeliai@je, a nize produkcije IL-10.
Takaie, kod AMD3100 tretiranih zivotinja bilo je z&gno viSe aktiviranihcéelija
mikroglije. Dakle, prema ovim autorima, aktivacijaikrogliie mnogo viSe doprinosi
patologiji EAE-a u odnosu na infiltriraje imunskecelije. U jednoj ranijoj studiji, koja je
podrazumevala sihu eksperimentalnu postavku nasoj, pokazano jegaisienom AG-a
tokom EAE-a povéava ekspresija gena za anti-inflamatorne citokindd i TGF u
kicmenoj mozdini (Brenner i sar. 1997).

Prethodno pomenutin vivo rezultati pokazali su da NO smanjuje ekspresiju
CXCL12 u kiémenoj mozdini tokom neuroinflamacije. M#im, da bismo preciznije
utvrdili kako glavni konstituenti krvno-mozdane ipare, astrociti i MKS eksprimiraju
IRNK za CXCL12 pod dejstvom NO pristupili smo vitro eksperimentima. Astrocite i
MKS smo izlozZili dejstvu donora NO, SNP-a, u prisusinflamatornih medijatora koji
¢ine ConASn, sa ciliem oponasanja inflamatornog bénja. C6c¢elijsku liniju astrocita
izlozili smo dejstvu meSavine pro-inflamatornihogitna IFN<, IL-17, TNF i IL-1B8, s
obzirom da se dejstvom ConASn naruSava vijabibigh ¢elija. Ovakva eksperimentalna
postavka simulira dejstvo endogenog NO, poreklonmadtrofaga, mikroglije i astrocita u
inflamatornom okruZenju. Prisustvo inflamatornihdij&ora povisilo je ekspresiju iRNK
za CXCL12, dok je prisustvom SNP-a, ekspresija iRBMg hemokina bila inhibirana u
astrocitima, MKS i C&elijama. Pored toga, Zeleli smo da vidimo da |li N@eklom iz
¢elijskog izvora ima isti uticaj na ekspresiju iRNi& CXCL12 u astrocitima. 1z tog razloga
kokultivisali smo astrocite i peritoneumskeelije (RC). PC predstavljaju vénski

makrofage, najpotentnije producente NO u imunskastemu. Njihova sposobnost da
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produkuju NO, je potwtena visokom akumulacijom nitrita u supernatantinugiuka u
nasem eksperimentu. Ekspresija IRNK za CXCL12 I@asmanjena u astrocitima
kokultivisanim sa B u odnosu na astrocite koji su bili kultivisani samNasi in vitro
rezultati su potvrdili da NO direktno &é na inhibiciju ekspresije CXCL12 u astrocitima i
MKS, Sto je veoma ziajno, s obzirom da oweelije predstavljaju najpotentniji izvor ovog
antiinflamatornog hemokina u neuroinflamaciji (Gadon i sar. 2006, Ambrosini i sar.
2005, Krumbholtz i sar. 2006). Ovo predstavlja dodaaiin kojim NO moze potpomd
neuroinflamaciju svojim aktivnostima u regionu kovmozdane barijere, s obzirom da je
poznato da ovaj molekul moze pdéaé njenu propustljivost vazodilatacijom i uticajema
proteine mducelijskih veza endotelskibelija (Smith i Lassmann, 2002, Yang i sar. 2013).

NO je ukljien i u post-translacionu modifikaciju proteina, gratnitro-tironizacije
I S-nitrozilacije tiolskih grupa, na taj &ia menjajii nivo njihove aktivnosti (Stamler i sar.
2001). Neke studije igtit mogutnost da proces nitrozilacije proteina funkcionigeistom
principu kao i proces fosforilacije, tj. da je udjen balansom u aktivnosti enzima koji
dodaju ili oduzimaju NO grupe proteinima (Lai i sa001, Lane i sar. 2001). S obzirom na
to, vrlo je mogde da na ove rine NO utte i na aktivnost proteina koji¢astvuju u
regulaciji genske ekspresije. 1z tog razloga nasajgmalo da li neki od signalnih molekula
koji mogu biti modifikovani pod dejstvom NQestvuju u regulaciji ekspresije iRNK za
CXCL12 u astrocitima. NaSi eksperimenti su pokazii NO donor, SNP, smanjuje
aktivaciju p38 mitogenima aktivirane protein (MARhaze u astrocitima, Sto koincidira sa
inhibicijom ekspresije IRNK za CXCL12. Primenom ibitora p38 MAP kinaze,
SB203580 i SB202190, smanjena je ekspresija IRNKX&L12. Pored toga, simultanom
primenom pomenutih inhibitora aktivnosti p38 MARM&ze | SNP-a, ekspresija iRNK za
CXCL12 je bila skno inhibirana kao i u stiaju njihove pojedinéne primene. Sve ovo je
jasno ukazalo da bi NO mogao da smanjuje ekspr€fjGL12 u astrocitima inhibicijom
p38 signalnog puta MAP kinaze.

Neke studije su \e pokazale da supstance koje otpusStaju NO, NOSH#aspi
dietilamin-NONOat, smanjuju aktivaciju p38 MAP keu astrocitima i mikrogliji (Lee i
sar. 2013, Cai i sar. 2011). p38 MAP kinaza spadgupu kinaza, koje imaju zéajnu
ulogu ucelijskom odgovoru na spoljasnje inflamatorne sign&bji rezultuje produkcijom
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citokina (Bachstetter i Van Eldik, 2010). U zavishad nishodnih molekula koje aktivira,
p38 MAP kinaza moze indukovati radti celijski odgovor, proinflamatorni ili
antiinflamatorni. Aktivacijom kinaze MK2 dolazi dandukcije ekspresije kla&nih
proinflamatornih citokina TNF, ILf1i IL-6. Sa druge strane, aktivacijom kinaze MSR 1/
indukuje se ekspresija imunosupresivnih molekuld L. IL-1 ra (eng. receptor antagonist)
I fosfataze dvojne spedifiosti 1 (eng. dual specificity phosphatase 1, DUBHP
(Bachstetter i Van Eldik, 2010). Take, pokazano je da aktivacija p38 MAP kinaze Stiti
astrocite od apoptoze indukovane pod dejstvom TBHfda et al. 2008). Brojne studije su
pokazale da inhibicija p38 MAP kinaze dadti na inhibiciju aktivacije tiginog
proinflamatornog transkripcionog faktora NF-kB (Ktinaho M. i Koistinaho J. 2002,
Sasha i sar. 2007, Gorska i sar. 2007). NaSi eksperti su pokazali da smanjenje
aktivacije p38 MAP kinaze nije uticalo na nivo atije NF-kB, tj. nije detektovana
razlika u nivou ekspresije fosforilisane i nefodfsane forme NF-kB. To ne isklfije
mogutnost da je aktivacija NF-kB modifikovana nekim drmagmehanizmom, nezavisnim
od fosforilacije, kao 5to je acetilacija (Sashar 2007).

Poznato je takie da je aktivhost p38 MAP kinaze bitha za stimjlaekspresije
INOS i produkciju NO (Yo i sar. 2008). Moze se pgtaviti da se mehanizmom
negativne povratne sprege reguliSe odnos aktivgdge MAP kinaze i produkcije NO.
Drugim re&ima, moguke je da aktivacija p38 MAP kinaze stimuliSe produk&NO, koji
naknadno utie na smanjivanje aktivnost p38 MAP kinaze i sleelstv smanjenje
produkcije NO.Rezultat da je pojedidaom primenom inhibitora p38 MAP kinaze, kao i
njihovom simultanom primenom sa SNP-om ekspres§bld za CXCL12 bila stino
inhibirana, sugeriSe da je u naSim eksperimentirthéicija signalizacije putem p38 MAP
kinaze direktno odgovorna za inhibitorni uticaj Ni@ ekspresiju CXCL12 u astrocitima.
Takaie, postoje podaci koji igtii kljucnu ulogu vatelijskim signalima regulisane kinaze
(eng. extracellular signal regulated kinase, ERHKpgfatidilinozitol-3 kinaze (PI-3K) u
stimulaciji ekspresije CXCL12 u astrocitima podstepm IL-13 (Calderon i sar. 2006).
Ovi rezultati isttu mogutnost povéanja ekspresije antiinflamatornog hemokina CXCL12

stimulacijom aktivhosti pomenutih signalnih moledul
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Pretpostavlja se da raate izoforme CXCL12 imaju razlite uloge u bioloSkim
sistemima (Rueda i sar. 2008). Nepostojanje podatakteraturi o ekspresiji specifie
izoforme, CXCL12y, u CNS-u tokom neuroinflamacije, bio je razlog dgpitamo
ekspresiju IRNK za ovu izoformu CXCL12 u raftim fazama EAE-a. Kinetika ekspresije
ove izoforme bila je vrlo sina kod oba soja pacova, s tim Sto je u svakoj fakion
indukcije EAE-a ekspresija iIRNK za CXCL}2bila zn&ajno visa kod AO pacova. Kod
zdravih pacova oba soja nije bilo razlike u eksijird8NK za ovu izoformu. @igledno je
da ekspresija CXCL12-pozitivho korelira sa rezistencijom AO pacova ndukciju EAE-

a, ali i da je njena ekspresija smanjena na pikastio Upravo u toj fazi EAE-a ekspresija
ukupnog CXCL12 je najviSa kod AO pacova. Dalje auporedili koliki je udeo CXCL12-
v u ekspresiji ukupnog CXCL12. Primetili smo da peea ove izoforme z®ajno visi kod
AO pacova na peetku i oporavku od bolesti, a upravo u tim fazamadgtektovana i njena
najvisa ekspresija. Ova analiza ukazuje da u ekgpukupnog CXCL12 na piku EAE-a
kod AO pacova &estvuju druge izoforme, najverovatniyei . Dalje, ovi rezultati istiu
moguenost razlitih, i mozda komplementarnih uloga pojedinih izofd hemokina
CXCL12 u otpornosti na indukciju EAE-a kad AO paaoWCXCL12y poseduje visok
afinitet vezivanja za komponente vefijskog matriksa, posebno za heparan sulfat (Rueda
sar. 2008). Jedna studija pokazuje da se CXCL1@jeea heparan sulfat nallu limfnim
¢vorovima, pricemu se CXCL12 izoforma vezuje najy@m afinitetom. Ovo vezivanje
uslovljava da @ koje imaju vezan CXCL12 na svojoj povr3ini smanjpyoliferaciju T
¢elija i njihovu sekreciju IFN¢ (Santiago et al. 2012). Moze se pretpostaviti daigen
udeo CXCL12y na p@etku bolesti ima ulogu u smanjivanju sposobnos€, koje
infiltriraju CNS tokom neuroinflamacije (Serafinisar. 2000), kao i rezidentninh AP da
re-aktiviraju autoreaktivne @elije, koje su nosioci neuroinflamacije.

Interesantan i jedinstven fenomen predstavija ubeligska eksprimiranost
alternativno iskrojene izoforme CXCL}2-Pored toga, ne samo da se ova varijanta
CXCL12+ ne sekretuje vaéelije, ona se zahvaljuguspecificnoj signalnoj sekvenci na C-
terminalnom kraju peptida, transpostuje u jedartz.tog razloga ispitali smo da li se u
CNS-u tokom neuroinflamacije, eksprimira izoform&@.12-y koja se transportuje u

jedarce. U tkivu CNS-a nismo detektovali ovu izofor, iako smo potvrdili da je ona
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prisutna u srcu pacova, kao Sto je inicijalno apiséTorres i Ramirez, 2009). Bioloski
zn&aj postojanja alternativno iskrojene izoforme CX@klkoja migrira u jedarce nije
poznat. MoZe se pretpostaviti da ova izoforma nalogu u modulaciji neuroinflamacije, s
obzirom na odsustvo njene eksprimiranosti u tkiWSza koje je pogdeno inflamacijom.

U razlicitim in vitro i in vivo eksperimentalnim postavkama pokazali smo da pored
toga Sto NO inhibira ekspresiju iRNK za ukupni CXI2, takae inhibira i ekspresiju
IRNK za CXCL12y izoformu. Navedeno je da je primenom inhibitor&® p8AP kinaze u
nasim eksperimentima, smanjena ekspresija iRNKkapni CXCL12. Meutim, inhibicija
aktivnosti p38 MAP kinaze nije modulisala ekspresiRNK za CXCL12y izoformu u
astrocitima. To zna da je NO smanjio ekspresiju IRNK za CXCL32d4 astrocitima,
nezavisno od uticaja na p38 MAP kinazu. Ovi rezuljavore da p38 MAP kinaza nije
ukljuc¢ena u inhibiciju ekspresije CXCL1R4izoforme. Pored toga, imajuu vidu da se
primenom inhibitora p38 MAP kinaze smanjuje ekspaeskupnog CXCL12, nante se
zakljutak da je ova kinaza ukiena u modulaciju ekspresije neke/ih druge/ih izofor
CXCL12.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj tezi pokazuja NO inhibira ekspresiju
CXCL12 u neuroinflamaciji. Imajti u vidu viSestruke Stetne efekte preterane proigikc
NO tokom inflamacije u CNS-u i, sa druge strane,ogen efekte CXCL12 koji
ograntavaju i smanjuju neuroinflamaciju, inhibitorni eEkNO na ekspresiju CXCL12
predstavlja joS jedan Skodljiv efekat ovog molekulgpatoloSkim stanjima CNS-a. Iz
pomenutih razloga potencijalni terapeutski pristiqojima bi se uticalo na ograswivanje
produkcije NO i sledstveno posanje ekspresije CXCL12 u CNS-u, mogli bi da dovddu
smanjenja destrukcije tkiva CNS-a kod MS pacijenata
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6. ZAKLJU CCI



U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorskeediacije, a na osnovu dobijenih

eksperimentalnih rezultata dosli smo do séddeakljucaka:

Ekspresija IRNK za ukupni CXCL12 kod DA pacova ldatpste na peetku,
zna&ajno se smanjuje na piku i opet blago raste udppravka od EAE-a. Kod AO
pacova ekspresija iIRNK za ukupni CXCL12 raste umeepaetka, dostize
maksimum na piku i opada u fazi oporavka DA pacov&AE-a.

Ekspresija iRNK za INOS kod DA pacova raste naetiku, dostize maksimum na
piku i opada u fazi oporavka od EAE-a. Kod AO pacekspresija iRNK za INOS
ostaje na niskom nivou u svim fazama EAE-a kod @&qgva.

Ekspresija IRNK za CXCL12 pozitivnho korelira sa atpofu na indukciju EAE
kod AO pacova, dok ekspresija IRNK za INOS pozitivkorelira sa pojavom
klini¢kih simptoma EAE-a kod DA pacova.

Ekspresija iRNK za CXCL12-viSa je u svim fazama EAE-a kod AO pacova u
poreienju sa DA pacovima, pitemu je ekspresija ove izoforme najviSa u fazi
pocetka i oporavka od EAE-a, dok je snizena na pikieEA

Ekspresija iIRNK za CXCL12%- u malim krvnim sudovima Emene mozdine
izolovanim iz DA i AO pacova, visa je kod AO pacowvarreme pika EAE-a kod
DA pacova

Izoforma CXCL12y, koja migrira u jedarce, nije eksprimirana u CN&kom

neuroinflamacije.

In vivo inhibicija aktivnosti INOS kod imunizovanih DA paea smanjuje klinike
simptome EAE-a i pov@va ekspresiju iRNK za ukupni CXCL12 i CXCL%2u
homogenatima Kmene mozdine i malim krvnim sudovima, kao i prodjkc
proteina CXCL12 u Kimenoj mozdini. Inhibicija aktivnosti INOS nije uéia na

brojnost imunskikeelija koje infiltriraju kicmenu mozdinu tokom EAE-a.
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* Tretman AO pacova SNP-om ne dovodi do pojave dtihi simptoma EAE-a kod
AO pacova, ali smanjuje ekspresiju IRNK za ukupM{GL12 i CXCL12«y u

homogenatima Kmene mozdine

* Azot-monoksid inhibira ekspresiju IRNK za ukupni CK12 u malim krvnim
sudovima, astrocitima i C&lijamain vitro

* Azot-monoksid smanjuje aktivaciju p38 MAP kinazeei utte na aktivaciju NR<B
u astrocitiman vitro

* Inhibicija p38 MAP kinaze smanjuje ekspresiju iRNK ukupni CXCL12, ali ne
utice na ekspresiju iIRNK za CXCL}R2u astrocitiman vitro

e IFN-y i IL-17 stimuliSu, dok azot-monoksid smanjuje alegiju iIRNK za CXCL12-

Y U astrocitiman vitro

Imajwi u vidu dobijene rezultate nedvosmisleno se moaklj&iti da azot-
monoksid inhibira ekspresiju CXCL12 u neuroinflamia®©vaj efekat bi mogao biti od
koristi za koncipiranje potencijalnih terapeutskphstupa u léenju multiple skleroze.
Naime, ogrardavanje produkcije NO i sledstveno péaaje ekspresije CXCL12 u CNS-u,
mogli bi da dovedu do ogratvanja autoimunskog odgovora prema CNS-u, i nag&an

do blagotvornog dejstva kod obolelih.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o0 ayTopcTBY

MoTnucaHu-a Filip Petkovic

6poj ynuca _ B 3023 /2010

UsjaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa AucepTauumja nog HacrnoBOM:

Uloga azot-monoksida u regulaciji ekspresije CXCL12 u eksperimentalnom
autoimunskom encefalomijelitisu u pacova

e pe3yntaTt CONCTBEHOr UCTpa)XnuBadKkor paga,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LUENUHU HU Y AenoBuMa Huje Guna npeanoxexa
3a pobujabe 6unNo koje AMNNOMe npema CTyaAujCKUM Mporpamvma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOpeKTHO HaBeaeHU U

e [a HMUCaM Kpluno/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO MHTENeKTyanHy CBOjuHy
ApYyrux nuua.

MoTnuc aokropaHaa

Y Beorpaay, 05.02.2014.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITAMMNAaHe U eNIeKTPOHCKEe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npesnme aytopa: Filip Petkovi¢
Bpoj ynuca: B 3023 /2010
Cryamjckv nporpam: Biologija-Imunobiologija

Hacnos papa: Uloga azot-monoksida u regulaciji ekspresije CXCL12 u
eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu u pacova

MenTop: dr Porde Miljkovi¢
Motnucanu: Filip Petkovic¢

u3jaBrbyjeM Aa je wramnaHa Bepanja MOr AOKTOPCKOT pafjia UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npepao/na 3a objaBreuBake Ha noptany [OurutanHor
peno3uTopujyma YHuBep3uteta y Beorpaay.

HossorbaBam aa ce objaBe Moju NUYHM Nopaum BesaHU 3a fobujarwe akagemckor
3Barba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U nNpesume, roanHa u Mecto pofiera 1 gatym
oabpaHe paga.

OBM nuuHM nopdaum mory ce o06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuLuama aurutanHe
Bubnunoteke, y enekTpoHcKoM kaTanory v y nybnukauvjama YHusepauteta y Beorpaay.

MoTnuc aokTopaHaa

Y Beorpagy, 05.02.2014.
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Mpwnor 3.

U3jaBa 0 kKopuwhewy

Osnawhyjem YHuep3auteTcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® aa y [urutanHu
peno3uTopujym YHuepauteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy nog
Hacnosom:

Uloga azot-monoksida u regulaciji ekspresije CXCL12 u eksperimentalnom
autoimunskom encefalomijelitisu u pacova

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[vcepTauujy ca cBuM npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKoM hopmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy poKTOpCKy AucepTauunjy noxpaweHy y [urutanHu penosvtopujym YHusepsuteTa
y Beorpagy mory na kopucte CBM Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4vo/na.

1. AytopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjanHo
3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepage
AyTopCTBo — HEeKOMepLuVjanHo — A4enuTu Nog UCTUM ycrnoBumMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AEnUTU Nog UCTUM yCroBuMa

(MonumMo Aa 3aoKpyXxuTe camo jefHy Of LWecT NoHyheHux nuueHuw, KpaTak onuc
nvueHun Aar je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc aokropaHaa

Y Beorpagy, 05.02.2014.
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1. AytopcTBO - [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy W jaBHO caomniTaBake
Aena, u npepaje, ako ce HaBeae ume ayTopa Ha HayduH ogpefeH of cTpaHe aytopa
Unu gaBaolia NuUUeHLEe, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of CcBUX
nuueHun.

2. AyTopcTBO — HEkOoMepumjanHo. [Jo3sorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyLmnjy u jaBHo
caoniwiTaBake Aena, u npepage, ako Ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvvH ofapefeH of
CTpaHe ayTopa wnu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He Ao3BOrbasa KoMepuvjanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3sorbaBaTe YMHOXaBak-e,
ANCTpubyumnjy M jaBHO caonwiTaBakwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Wnu
ynotpebe gena y CBOM fJeny, ako ce HaBeAe UMme aytopa Ha HauuH ogpeheH of
cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbasa KomepuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHoCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM ITMLEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehu 06um npasa Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTn noa ucTum ycriosuma. [lossosbasare
yMHOXaBare, AucTpubyLijy 1 jaBHO caonwiTasawe Aena, u npepage, ako ce Haseae
UMe ayTopa Ha HauvH oapefeH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuiueHue U ako ce
npepaga Aauctpubympa nog UCTOM wnu cnuyHom nuueHuoMm. OBsa nuueHua He
[O3BOSbaBa kKomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [lo3BorbaBate ymHOXasawe, AUCTPUOYLM)y U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa unu ynotpebe aena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa wvnu Aasaola
nuueHue. OBa nuueHua Ao3Borbasa komepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpcTBO - AenuTu noa WCTuMm ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBah-e,
ancTpmbyuujy v jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce Hase[e ume aytopa Ha
Ha4yuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unM fasaoua fvUEHUEe W ako ce npepaga
anctpubyupa nog UCToM wmnu  cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua [o3Borbasa
KomepumjanHy ynotpe®y gena v npepaga. CnvyHa je codTBEpPCKMM nuueHuama,
OQHOCHO NUUEeHLama OTBOPEHOr Koaa.



