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Uloga stresa endoplazmatskog retikuluma u indukciji eksperimentalnog autoimunskog
encefalomijelitisa kod pacova

Sazetak

Endoplazmatski retikulum (ER) predstavlja unutaréelijsku organelu sa brojnim funkcijama, pri
¢emu je jedna od najznacajnijih sinteza i obrada proteina. Nakupljanje nefunkcionalnih, pogresno
uvijenih ili neuvijenih proteina unutar lumena ER dovodi do nastanka ER stresa. Ukoliko dode do
nastanka ER stresa, ¢elija pokusava da ga prevazide na razli¢ite nacine, medu kojima je i pokretanje
UPR (unfolded protein response). Do pokretanja UPR dolazi nakon odvajanja Saperona ER,
GRP78, od luminalnih domena tri transmembranska senzora ER stresa: IRE-1la, ATF6 i PERK.
Aktivacija IRE-1a, PERK i ATF6 pokrece signalne kaskade koje za cilj imaju adaptaciju ¢elije na
stres i obnovu funkcije ER. Ukoliko obnova funkcije ER izostane, u cilju odrzavanja homeostaze,
pokre¢e se programirana Celijska smrt, apoptoza. Aktivacija IRE-1a dovodi do obrade iRNK za
transkripcioni faktor XBP1 i do aktivacije MAP kinaza i NFKB. Aktivirani ATF6 povecava
ekspresiju gena za XBP1, dok PERK dovodi do fosforilacije, a time i inaktivacije elF2a, sto dalje
dovodi do smanjene sinteze proteina. Fosforilacija elF2o dovodi i do selektivne sinteze ATF4 koiji,
kod ireverzibilno oStecenih celija, aktivira CHOP koji indukuje apoptozu. ER stres i UPR imaju
ulogu u patogenezi razli¢itih bolesti, medu koje spada i multipla skleroza (MS). Kako vecina
danasnjih saznanja o MS potie iz njenog animalnog modela, eksperimentalnog autoimunskog
encefalomijelitisa (EAE), ciljevi ovog istrazivanja su bili detekcija prisustva ER stresa u ¢elijama
imunskog sistema tokom indukcije EAE 1 ispitivanje efekata inhibicije ER stresa u celijama
imunskog sistema na razvoj EAE. Imaju¢i na umu razlike izmedu pacova DA i AO soja u
podloznosti za razvoj EAE, prisustvo ER stresa je prvo ispitivano u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima imunizovanih DA i AO Zivotinja, pri ¢emu je uo¢eno da kod oba soja pacova dolazi do
aktivacije ER stresa. Indukcija ER stresa je bila nesto jaca kod AO pacova, kod kojih je doslo do
ranije aktivacije CHOP i fosforilacije elF20, dok je kod DA, ali ne i AO pacova, doslo do
fosforilacije ERK kinaze. Hematoksilin-eozin bojenjem preseka dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
uoceno je ranije i intenzivnije poveéanje broja limfocita kod imunizovanih DA pacova. Pored toga,
kod imunizovanih DA pacova uoceno je prisustvo atipi¢nih plazmocita, odnosno Mot ¢elija sa
Raselovim telima, sto ukazuje na dilataciju ER u plazmocitima u ovom modelu EAE. Da se ER
stres javlja u razli¢itim tipovima celija unutar drenirajué¢ih limfnih ¢vorova potvrduje nalaz
elektronske mikroskopije, gde se prosiren lumen ER uocCava u limfocitima, plazmocitima i
makrofagima imunizovanih DA pacova. Ovaj nalaz je dodatno potvrden i imunoblot analizom, gde
se uo¢ava porast markera ER stresa i u CD3" i CD3" éelijama. Pozitivna korelacija izmedu markera
ER stresa u mononuklearnim infiltratima ki¢mene mozdine i klinicke aktivnosti bolesti (EAE skor
1-3) naglaSava znacaj aktivacije ER stresa i UPR u patogenezi EAE. Uticaj inhibicije ER stresa na
klinic¢ki tok EAE ispitan je primenom hemijskog Saperona ursodeoksiholne kiseline (UDCA). Njena
primena je dovela do poboljSanja kliniCkog toka EAE, ali i do smanjene produkcije
proinflamatornih citokina koji imaju znaajnu ulogu u patogenezi EAE. UDCA je smanjila
ekspresiju IRNK za efektorske citokine Thl (IFNy) i Th17 (IL-17) odgovora, kao i ekspresiju gena
za transkripcione faktore i/ili citokine neophodne za diferencijaciju Thl (T-bet, 1L-12), odnosno
Th17 ¢elija (IL-23). Ekspresija gena za proinflamatorne citokine TNF i IL-1p je takode bila sniZzena
dejstvom UDCA. Nivoi markera ER stresa se nakon tretmana UDCA, za razliku od imunizovane
grupe koja nije primila UDCA, nisu znacajno razlikovali u odnosu na neimunizovane zivotinje, §to
sugerise da je UDCA sprecila aktivaciju ER stresa kod imunizovanih DA pacova. Rezultati ove
doktorske disertacije ukazuju da ER stres u ¢elijama imunskog sistema ima znacajnu ulogu tokom
patogeneze EAE, kao i da inhibicija ER stresa dovodi do poboljsanja klinickog toka EAE. Povoljan
efekat inhibicije ER stresa je najverovatnije posledica smanjene produkcije encefalitogenih
proinflamatornih i Th1/Thl7 citokina, Sto bi moglo da ima vazne implikacije za terapiju
inflamatornih bolesti CNS.
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The role of endoplasmic reticulum stress in the induction of experimental autoimmune
encephalomyelitis in rats

Abstract

Endoplasmic reticulum (ER) is an intracellular organelle with multiple functions, with synthesis
and processing of proteins being one of the most significant. Accumulation of non-functional,
misfolded or unfolded proteins within the ER lumen leads to ER stress. Tthe cell tries to overcome
ER stress in various ways, including the initiation of UPR (unfolded protein response). UPR starts
after the dissociation of the ER chaperone GRP78 from the luminal domains of three
transmembrane ER stress sensors: IRE-1a, ATF6 i PERK. Activation of IRE-1a, PERK and ATF6
initiates signaling cascades, which aim to adapt the cell to stress and restore the ER function. If ER
function is not restored, in order to maintain homeostasis, programmed cell death (apoptosis) is
initiated. Activation of IRE-1a leads to the processing of mRNA for the transcription factor XBP1,
as well as activation of MAP kinases and NFKB. Activated ATF6 increases the gene expression for
XBP1, while PERK leads to phosphorylation and thus the inactivation of elF2a, which further leads
to decrease in protein synthesis. Phosphorylation elF2a also leads to selective synthesis of ATF4,
which in irreversibly damaged cells activates CHOP that leads to the initiation of apoptosis. ER
stress and UPR play a role in pathogenesis of various diseases, including multiple sclerosis (MS).
As the majority of current knowledge about MS stems from its animal model, experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), the goals of this study were detection of ER stress response
in the immune system cells during EAE induction, as well as examination of the effect that ER
stress inhibition in immune system has on the EAE development. Keeping in mind the differences
between the DA and AO strain rats in susceptibility to EAE development, the presence of ER stress
was first investigated in the draining lymph nodes of immunized DA and AO animals, where it was
observed that ER stress is activated in both rat strains. The ER stress response was somewhat
stronger in AO rats, with earlier CHOP activation and elF2a phosphorylation in, while ERK
phosphorylation occurred in DA, but not AO rats. Hematoxylin-eosin staining of draining lymph
nodes sections revealed an earlier and more prominent lymphocyte proliferation in immunized DA
rats. Furthermore, the presence of atypical plasma cells, i.e. Mott cells with Russell bodies, was
observed in immunized DA rats, indicating ER dilatation in plasma cells in this experimental model
of EAE. ER stress in different types of cells within the draining lymph nodes was confirmed by
electron microscopy findings showing dilated ER lumen in lymphocytes, plasmocytes and
macrophages of immunized DA rats. This finding was additionally confirmed by immunoblot
analysis, where an increase in ER stress markers was observed in both CD3" and CD3" cells. The
positive correlation between ER stress markers in spinal cord-infiltrated mononuclear cells and the
clinical activity of the disease (EAE score 1-3) highlights the significance of ER stress and UPR
induction in the pathogenesis of EAE. The effect of ER stress inhibition on the clinical course of
EAE was investigated using the chemical chaperone ursodeoxycholic acid (UDCA). In addition to
improvingthe EAE clinical score, UDCA application also led to a decrease in the production of
proinflammatory cytokines that play a significant role in the pathogenesis of EAE. UDCA reduced
the expression of MRNA for the effector cytokines of Th1 (IFNy) and Th17 (IL-17) response, as
well as gene expression of transcription factors and/or cytokines necessary for the differentiation of
Th1 (T-bet, IL-12) and Th17 cells (IL-23). Gene expression of the proinflammatory cytokines TNF
and IL-1pB was also decreased. The levels of ER stress markers in UDCA-treated group, in contrast
to immunized rats that did not receive UDCA, were not significantly different in comparison to
non-immunized animals, suggesting that UDCA prevented the activation of ER stress in EAE. The
results of this doctoral dissertation indicate that ER stress in the immune system cells plays a
significant role in the pathogenesis of EAE, as well as that the inhibition of ER stress leads to an
improvement of the EAE clinical course. The positive effect of ER stress inhibition is most
probably mediated by decreased production of encephalitogenic proinflammatory and Th1/Th17
cytokines which might have important implications for the therapy of CNS inflamatory diseases.
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1 Uvod

1.1 Stres endoplazmatskog retikuluma

Endoplazmatski retikulum (ER) predstavlja najve¢u unutarcelijsku organelu ¢iji je lumen
izgraden od mreze razgranatih tubula i cisterni i odvojen je od citosola jednoslojnom fosfolipidnom
membranom. Membrana ER se nastavlja na jedarnu membranu i ima ulogu u regulaciji razmene
materija izmedu citosola i lumena ER (Fagone i Jackowski, 2009; Oakes i Papa, 2015). ER ima
brojne funkcije, medu koje spadaju sinteza i obrada proteina (granulirani ER, GER), sinteza lipida,
metabolizam ugljenih hidrata i skladistenje jona kalcijuma (glatki ER) (Schwarz i Blower, 2016).

Kao $to je ve¢ pomenuto, jedna od najznacajnijih uloga ER je sinteza i obrada proteina. Naime,
sinteza svih proteina zapocinje na slobodnim ribozomima u citoplazmi, ali se sinteza odredenih
proteina nastavlja na GER (Oakes i Papa, 2015). Proteini Cija se sinteza nastavlja na GER su
proteini namenjeni ¢elijskoj membrani, proteini lizozoma, ER i Goldzijevog aparata (GA), kao i
proteini koji ¢e biti sekretovani van ¢éelije. Svi ovi proteini na svom N-terminalnom kraju sadrze
signalnu sekvencu koja ih sa ribozoma usmerava ka GER gde se nastavlja njihova sinteza (Schwarz
i Blower, 2016). Kada protein dospe u lumen ER, pocinje njegova dalja obrada, koja moze biti
kotranslaciona ili postranslaciona. Jedna od prvih modifikacija, koja se kotranslaciono desava na
proteinima u lumenu ER, jeste N-glikozilacija koja ima znacajnu ulogu u stabilizaciji proteina
(maskiranje hidrofobnih sekvenci i proteolitickih mesta), kao i u njegovom daljem usmeravanju
kroz ER i GA (Braakman i Hebert, 2013). Po zavrsetku translacije nastavlja se dalja obrada
proteina, to jest njihovo pravilno uvijanje. Za pravilno uvijanje i modifikaciju proteina zaduzeni su
brojni enzimi i proteini, ukljucujuéi i Saperone, to jest proteine toplotnog Soka (heat shock proteins)
(Braakman i Hebert, 2013). Saperoni predstavljaju proteine koji pomazu drugim proteinima da
zauzmu nativnu konformaciju i1 spre€avaju agregaciju proteina. U ER se nalaze brojni Saperoni koji,
pored uvijanja, pomazu i U sortiranju proteina. Dve glavne klase saperona u ER su tzv. klasi¢ni
Saperoni i $aperoni Koji se vezuju za ugljene hidrate. Klasi¢ni $aperoni se nalaze u gotovo svim
delovima ¢elije 1 vezuju se direktno za polipeptidni lanac, dok su Saperoni koji se vezuju za ugljene
hidrate lokalizovani u ER i vezuju se za ciljni protein preko hidrofilne ugljenohidratne komponente.
Obe ove klase Saperona imaju ulogu u uvijanju proteina i odrzavanju normalnog protoka proteina
kroz ER (Braakman i Hebert, 2013). Pored Saperona, u modifikaciju proteina u ER su ukljuceni
enzimi kao S§to su protein disulfid izomeraze i prolil peptidil cis-trans izomeraze (Braakman i
Hebert, 2013).

Iako postoje brojni kontrolni mehanizmi koji reguliSu pravilnu modifikaciju i uvijanje proteina,
neki proteini ne uspeju da dostignu svoju funkcionalnu formu. Ovi proteini uglavnom ostaju u
lumenu ER, gde se usmeravaju u ERAD (ER-associated degradation). Ovaj put ukljucuje
translokaciju neuvijenih ili pogresno uvijenih proteina u citosol, njihovu ubikvitinaciju i1 dalju
razgradnju u proteazomima, ¢ime se osigurava da ovi proteini ne budu sekretovani van celije
(Ruggiano, Foresti, i Carvalho, 2014). Za odrzavanje funkcije ER izuzetno je znacajna homeostaza
izmedu dva puta, ERAF (ER-associated folding) i ERAD, koja ukljucuje prepoznavanje i uklanjanje
nefunkcionalnih proteina. Ovo je strogo kontrolisan proces koji ne sme da ugrozi normalno
funkcionisanje ¢elije (Ryno, Wiseman, i Kelly, 2013).

Kada dode do narusavanja funkcije ER, odnosno kada je naru$ena ravnoteza izmedu potreba
¢elije za proteinima i kapaciteta ER za uvijanjem proteina, nefunkcionalni, pogresno uvijeni ili
neuvijeni proteini poc¢inju da se nakupljaju unutar lumena ER. Do nakupljanja proteina dolazi
uprkos brojnim mehanizmima koji su uklju¢eni u njihovo prepoznavanje i uklanjanje. Nakupljanje
neuvijenih ili pogre$no uvijenih proteina dovodi do nastanka stresa endoplazmatskog retikuluma
(ER stres) (Jingming Li, Wang, Yu, Wang, i Zhang, 2009; Oshitari, Hata, i Yamamoto, 2008). Kada
dode do ER stresa, ¢elija pomocu nekoliko razli¢itih mehanizama pokusava da o¢uva funkciju i
odrzi ravnotezu izmedu sinteze i1 uklanjanja proteina. Ovi mehanizmi ukljucuju inhibiciju
translacije, razgradnju nakupljenih proteina, kao i povecanu produkciju Saperona i enzima
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ukljucenih u uvijanje proteina. Ukoliko ovi mehanizmi ne uspeju da povrate funkciju ER, a samim
tim 1 funkciju ¢elije, dolazi do pokretanja programirane ¢elijske smrti tip I, apoptoze (Tabas i Ron,
2011).

Jedan od nacina na koji ¢elija pokusava da obnovi svoju funkciju je pokretanje UPR (unfolded
protein response) (Ron i Walter, 2007; Walter i Ron, 2011; Wiseman, Mesgarzadeh, i Hendershot,
2022). UPR ima ulogu u kontroli stabilnosti RNK molekula, reguliSe stepen sinteze proteina i
dovodi do aktivacije transkripcije gena ukljuenih u skoro svaki segment sekretornog puta proteina
(C. Hetz i Saxena, 2017). Tokom UPR, ER se uvecava i prilagodava potrebama celije. Dolazi do
poveéanja kapaciteta ER za obradu proteina, odnosno do povecanja kapaciteta ,,maSinerije*
ukljucene u uvijanje proteina (Schuck, Prinz, Thorn, Voss, i Walter, 2009). UPR se pokrece
aktivacijom tri transmembranska proteina endoplazmatskog retikuluma koji predstavljaju senzore
ER stresa. To su: IRE-1a (inositol-requiring enzyme 1), ATF6 (activating transcription factor 6) i
PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase) (Mhaille i sar., 2008). ER stres i
UPR u mnogim ¢elijama i tkivima imaju fiziolosku ulogu. Fizioloska uloga ER stresa je znacajna
tokom embrionalnog razvoja, rasta i diferencijacije (Almanza i sar., 2019). Jedna od fizioloskih
uloga UPR, odnosno ER stresa je i u odrzavanju homeostaze sekretornih ¢elija u kojima je ovaj put
znacajan zbog vece sinteze proteina. Tako, u ¢éelijama kao $to su B limfociti, ¢elije endokrinog ili
egzokrinog pankreasa ili ¢elije pljuvacnih zlezda, ER stres ima fiziolosku, a ne patolosku ulogu
(Cornejo i sar., 2013; Oakes i Papa, 2015).

Kao $to je ve¢ pomenuto, do pokretanja UPR dolazi aktivacijom tri senzora ER stresa, IRE-1a,
PERK i ATF6. Ovi proteini su neaktivni kada je za njihov luminalni domen vezan GRP78 (glucose-
regulated protein 78). GRP78 predstavlja Saperon ER koji je odgovoran za pravilno uvijanje
proteina (Bertolotti i sar., 2000; J. Li i sar., 2008; Shen i sar., 2002). Medutim, povecana sinteza
proteina ili njihovo neadekvatno uvijanje, poveéavaju potrebu za Saperonima unutar ER. Pod tim
okolnostima, GRP78 se odvaja od luminalnih domena ova tri transmembranska proteina, sto dalje
dovodi do njihove aktivacije (Bertolotti i sar., 2000; J. Li i sar., 2008; Shen i sar., 2002).
Aktivacijom IRE-1a, PERK i ATF6 pokrece se signalna kaskada UPR, koja za cilj ima obnavljanje
funkcije ER. Medutim, ukoliko funkcija ER ne bude obnovljena, aktivacija ovih proteina dovodi do
pokretanja procesa apoptoze, koja se pokrece i u slucajevima postojanja hroni¢nog ER stresa
(Wiseman i sar., 2022) (slika 1).
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Slika 1. Prikaz aktivacije UPR.

Odvajanje GRP78 od luminalnih domena IRE-1a, ATF6 i PERK dovodi do njihove aktivacije
(dimerizacijom, autofosforilacijom ili translokacijom) i daljeg pokretanja razlicitih signalnih puteva
koji dovode do regulacije transkripcije, smanjene sinteze proteina, aktivacije apoptoze, autofagije ili
pokretanja inflamacije. U daljem tekstu su detaljno objasnjeni efekti aktivacije sva tri
transmembranska proteina, kao i njihove nishodne kaskade.

Dugotrajni, to jest hroni¢ni ER stres i poremecaji u signalnom putu UPR imaju ulogu u
patogenezi brojnih bolesti kao §to su dijabetes melitus, tumori, neurodegenerativne bolesti i
poremecaji imunskog sistema. Stoga, poznavanje molekularnih mehanizama koji se aktiviraju
tokom ER stresa moze biti od velikog znacaja u razvoju ciljanih terapeutskih pristupa u le¢enju ovih
bolesti (Oakes i Papa, 2015).

1.1.1 Uloga PERK u aktivaciji UPR

Aktivacija RNK protein kinaze slicne ER kinazi (PERK) podrazumeva dimerizaciju ovog
proteina, ¢ime se aktivira citosolni kinazni domen i dolazi do autofosforilacije. Aktivirani PERK
fosforilise i inaktivira elF2a (eukariotski faktor inicijacije 2) S§to dalje dovodi do inhibicije
translacije, odnosno smanjene sinteze proteina (Harding, Zhang, i Ron, 1999; Walter i Ron, 2011).
Fosforilisani elF2a takode dovodi do selektivne translokacije transkripcionog faktora ATF4
(activating transcription factor 4), koji je odgovoran za regulaciju gena ukljucenih u oksidativni
stres, metabolizam aminokiselina, autofagiju i sintezu i obradu proteina (Saperoni ER) (Claudio
Hetz, Chevet, i Oakes, 2015). U ¢elijama koje su nepovratno oStecene, ATF4 dovodi do pokretanja
¢elijske smrti aktivacijom transkripcije gena za CHOP/GADD153 (C/EBP homologous protein).
Ovaj efekat je posredovan aktivacijom proapoptotskih i inhibicijom antiapoptotskih proteina.
Naime, CHOP dovodi do inhibicije ekspresije antiapoptotskog proteina Bcl-2 i do povecanja
ekspresije ¢lanova BH3-only Bcl-2 familije - Bad, Bim i p53, koji imaju proapoptotsku ulogu.
CHOP moze dovesti do indukcije apoptoze i regulacijom koncentracije jona kalcijuma (Claudio

5



1 Uvod

Hetz i sar., 2015). Kada postoji kontinuirana aktivacija PERK, CHOP se nakuplja i dovodi do
otvaranja kalcijumovih kanala na membrani ER. Povecana koncentracija kalcijuma u ¢eliji aktivira
kalcijum-kalmodulin zavisnu protein kinazu Il, koja ima ulogu u pokretanju ¢elijske smrti (G. Li i
sar., 2009). Pored aktivacije kalcijum-kalmodulin zavisne protein kinaze Il, kalcijum odlazi u
mitohondrijalni matriks, gde dovodi do depolarizacije mitohondrijalne membrane i povecane
produkcije slobodnih kiseoni¢nih radikala (reactive oxygen species, ROS) (Gorlach, Klappa, i
Kietzmann, 2006). Pored aktivacije apoptoze, CHOP dovodi do povecane eckspresije gena za
GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible protein 34) koji, u fizioloskim uslovima, u
kompleksu sa serin/treonin protein fosfatazom 1 (PP1) reguliSe fosforilaciju elF2a. GADD34
defosforilise i time aktivira elF2a, $to dovodi do njegove aktivacije i posledicnog povecanja
translacije. Usled povecanja translacije dolazi do nakupljanja proteina, $to predstavlja signal da
mehanizmi adaptacije nisu uspeli da povrate funkciju ER. Kada mehanizmi adaptacije ne uspeju da
odrze homeostazu ER, pokreée se proces apoptoze (Walter i Ron, 2011) (slika 2). Pored svega
navedenog, aktivacija PERK dovodi i do aktivacije NF-KB (nuclear factor kappa B), ¢iji je
dominantni put aktivacije preko IRE-1a, gde je i detaljno objasnjen. PERK dovodi do aktivacije
NF-kB indirektno, inhibicijom translacije njegovog inhibitora IKB (inhibitors of kB) (Deng i sar.,
2004).
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_» inhibicija antiapoptotskih
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| )
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A PP1 Produkcija ROS
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Slika 2. Aktivacija PERK i njegov signalni put.

PERK fosforilise i time inhibira elF2a, $to dovodi do smanjenog nakupljanja proteina. Inaktivirani
elF2a selektivno povecava transkripciju ATF4 koji indukuje CHOP. CHOP dovodi do aktivacije
apoptoze regulacijom aktivnosti proapoptotskih i antiapoptotskih proteina. Takode, CHOP preko
GADD34 moze dovesti do ponovne aktivacije elF2a. $to dovodi do pokretanja translacije i daljeg
nakupljana proteina. Kao odgovor na sve vece nakupljanje proteina pokreée se proces apoptoze.



1 Uvod

1.1.2 Uloga IRE-1a u aktivaciji UPR

Jedan od najznacajnijih proteina uklju¢enih u pokretanje UPR jeste IRE-la. Ovaj
transmembranski protein prenosi signal o akumulaciji proteina unutar lumena ER do jedra, gde
reguliSe transkripciju gena ukljuéenih u regulaciju homeostaze proteina (Junjappa i sar., 2018).
Odvajanje  GRP78 od luminalnog domena IRE-la. dovodi do njegove dimerizacije |
autofosforilacije, ¢ime se ovaj protein aktivira. Ovako aktiviran IRE-1a dovodi do isecanja introna
(26 nukleotida) iz iIRNK koja kodira transkripcioni faktor XBP1. Ovo isecanje introna dovodi
poveéane ekspresije aktivne i stabilne forme XBP1 proteina (Walter i Ron, 2011). Smatra se da
splajsovana forma XBP1 pospesuje prezivljavanje cCelija tako Sto dovodi do aktivacije ERAD i
povecane transkripcije gena za proteine/enzime koji su ukljuceni u savijanje proteina. Pored
aktivacije razli¢itih gena, XBP1 dovodi i do uvecanja ER i GA, §to za posledicu ima poveéanu
sekreciju proteina (Claudio Hetz i sar., 2015). Pored adaptacije ¢elije na ER stres, XBP1 u ¢elijama
imunskog sistema ima ulogu u aktivaciji inflamacije. Tako, u makrofagima splajsovana forma
XBP1 pospesuje produkciju proinflamatornih citokina interleukina-6 (IL-6) i faktora nekroze
tumora (TNF). Takode, XBP1 u makrofagima dovodi do aktivacije inflamazoma, koji pospesuje
produkciju jo$ jednog proinflamatornog citokina, interleukina 1p (IL-1B) (Di Conza i Ho, 2020).
Delecija XBP1 u hematopoetskim celijama narusava razvoj i prezivljavanje dendritskih celija,
najznacajnijih antigen prezentujuéih ¢elija, i time remeti aktivaciju T i B limfocita. Sve ovo zajedno
ukazuje na nedvosmisleni zna¢aj ER stresa u imunskom odgovoru (Di Conza i Ho, 2020).

Pored isecanja introna iz iIRNK za XBP1, aktivirani IRE-1a deluje i na iRNK i mikroRNK koje
su uklju¢ene u razgradnju proteina kroz IRE-1a-zavisni raspad (regulated IRE-/a dependent decay,
RIDD). RIDD dovodi do povecane ekspresije proteina koji imaju ulogu u inflamaciji, apoptozi i
adaptaciji ¢elije na stres (Maurel, Chevet, Tavernier, i Gerlo, 2014). Kao odgovor na ER stres, UPR
u celijama imunskog sistema preko IRE-la dovodi do aktivacije inflamatornih puteva koji
ukljuéuju NF-KB i mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK), pre svega JNK (c-Jun N-terminal
kinase) i p38. NF-kB i MAP kinaze, pored svoje uloge u regulaciji ekspresije gena ukljucenih u
inflamaciju, imaju ulogu i u regulaciji programirane ¢elijske smrti, apoptoze (Claudio Hetz i sar.,
2015; C. Hetz i Saxena, 2017; Tang i sar., 2001). U fizioloskim uslovima, aktivacija NF-KB je
regulisana njegovim kontaktom sa KB inhibitorom, IkB. Aktivirani IRE-1o dovodi do aktivacije
serin kinaze IKB kinaze, (IKK) koja ima dve kataliticke (IKKa, IKKB) i jednu regulatornu
subjedinicu (IKKy). IKK fosforilise IKB, a fosforilisani IkB se odvaja od NF-KB, $to dovodi do
njegove aktivacije. Aktivirani NF-KB odlazi u jedro, gde dovodi do poveéane ekspresije gena za
citokine i proteine ukljucene u prezivljavanje celije (Scherer, Brockman, Chen, Maniatis, i Ballard,
1995; van den Berg, Haenen, van den Berg, i Bast, 2007). Ovaj efekat IRE-1a zavisi od aktivnosti
TRAF2 (tumor-necrosis factor-a receptor-associated factor 2) molekula. Pored aktivacije NF-KB,
kompleks IRE-10-TRAF2 preko ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) dovodi i do
aktivacije MAP kinaza JNK i p38 (Kim, Xu, i Reed, 2008; Urano i sar., 2000). IRE-1a—TRAF2—
JNK put promovise Celijsku smrt stimulacijom Bax-zavisne apoptoze (Lei i Davis, 2003), dok IRE-
1lo—TRAF2—p38 put pojacava aktivnost CHOP (Wang i Ron, 1996). Takode, kompleks IRE-1a—
TRAF2 deluje i na kaspazu 12, $to se smatra vaznim faktorom u pokretanju apoptoze indukovane
ER stresom (Lamkanfi, Kalai, i Vandenabeele, 2004). Naime, kaspaza 12 iseca i time aktivira
prokaspazu 9, koja dalje aktivira kaspazu 3. Aktivacija kaspaze 3 predstavlja nepovratni korak
prilikom aktivacije procesa apoptoze (Morishima i sar., 2002). Jedno od glavnih obelezja aktivacije
procesa apoptoze je isecanje PARP-1 (Poly (ADP-ribose) polymerase) molekula, koji ima ulogu u
popravljanju gresaka na DNK lancu (Soldani i Scovassi, 2002). Na osnovu svega navedenog moze
se zakljuc¢iti da IRE-lo ima dvostruku ulogu u odgovoru na ER stres. Prva podrazumeva
prilagodavanje celije nastalim promenama preko aktivacije XBP1, a druga aktivaciju procesa
apoptoze pokretanjem MAP kinaznog puta i aktivacijom NF-kB (slika 3).
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Slika 3. Efekti aktivacije IRE-1a.

Aktivirani IRE-1o dovodi do isecanja introna iz iRNK za XBP1 ¢ime povecava razgradnju
nakupljenih proteina i povecava kapacitete ER za obradu proteina. U kompleksu sa TRAF2, IRE-1a
dovodi do aktivacije NF-kB, MAPK i kaspaze 12. Aktivacija NF-kB indukuje inflamaciju, dok
aktivacija MAPK i kaspaze 12 indukuje apoptozu.

1.1.3 Uloga ATF6 u aktivaciji UPR

AktiviSuéi transkripcioni faktor 6 (ATF6) predstavlja jo§ jedan transmembranski protein U
membrani ER koji ima ulogu u pokretanju UPR. Ovaj transkripcioni faktor pripada familiji
transkripcionih faktora koji poseduju motiv sa strukturom leucinskog rajsferslusa. Pored uloge u ER
stresu, ATF6 ima ulogu u organogenezi i odrzavanju homeostaze tkiva (Hillary i FitzGerald, 2018).
Odvajanje GRP78 od luminalnog domena ATF6 dovodi do translokacije ATF6 iz membrane ER u
GA. U GA dolazi do obrade transkripcionog faktora pomoc¢u SP1 i SP2 proteaza (site 1 and site 2
proteases). Novonastali segment, ATF6f, funkcionise kao aktivni transkripcioni faktor i u jedru
dovodi do povecane transkripcije gena za XBP1, kao i gena ukljuc¢enih u ERAD i savijanje proteina
(Walter i Ron, 2011). ATF6f, nezavisno od IRE-1a, dovodi do aktivacije NF-KB fosforilacijom
protein kinaze B (AKT). NF-KB u ¢elijama imunskog sistema dovodi do aktivacije inflamacije
(Walter i Ron, 2011). lako je poznato da tokom ER stresa dolazi do aktivacije AKT kinaze, tacan
mehanizam ove aktivacije je i dalje nepoznat (YYamazaki i sar., 2009). Smatra se da fosforilacija
AKT predstavlja generalizovani odgovor ¢elije na ER stres i da nije ograni¢ena na aktivaciju samo
jednog senzora ER stresa (Hu, Han, Couvillon, i Exton, 2004). Jedna od hipoteza pretpostavlja da
ER stres dovodi do aktivacije fosfatidil-inozitol 3 kinaze (PI3K), koja zatim fosforilise i tako
aktivira AKT (Hu i sar., 2004). PI3K, pored fosforilacije AKT kinaze, preko MEK kinaze (kinaza
MAP kinaze, MAP2K) dovodi do fosforilacije i aktivacije kinaze aktivirane vanéelijskim signalom
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— ERK (extracellular signal-regulated kinases), koja spada u MAP kinaze (Hu i sar., 2004). Kada
govorimo o efektima MAP kinaza na prezivljavanje i smrt celija, bitno je naglasiti da ERK
uglavnom pospesSuje prezivljavanje Celija, za razliku od JNK i p38 koje ispoljavaju prethodno
opisani proapoptotski efekat (Ryno i sar., 2013) (slika 4).
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Slika 4. Efekti aktivacije ATF6.
Nakon obrade u GA nastaje ATF6f, transkripcioni faktor koji povecava transkripciju gena za XBP1,
proteina uklju¢enih u ERAD i dovodi do aktivacije NF-KB, ¢ime indukuje inflamaciju.

1.2 Uloga ER stresa u patogenezi bolesti

Kao $to je ve¢ pomenuto, ER stres i UPR imaju ulogu u patogenezi mnogih patoloskih stanja
kao $to su inflamacija, tumori, neurodegenerativne bolesti i dijabetes melitus (Oakes i Papa, 2015).
Sva tri senzora ER stresa (IRE-1a, ATF6 i PERK) direktno ili indirektno dovode do aktivacije NF-
KB, koji ima ulogu u pokretanju inflamacije. NF-KB dovodi do povecane produkcije
proinflamatornih citokina, koji dalje mogu da dovedu do povecane produkcije ROS i nastanka
oksidativnog stresa (Hillary i FitzGerald, 2018). | dalje nije u potpunosti razjasnjeno da li ER stres
dovodi do povecane produkcije ROS ili je oksidativni stres jedan od uzroka nastanka ER stresa.
Naime, u c¢elijama fibrosarkoma, TNF dovodi do povecane produkcije ROS, $to dalje dovodi do
nastanka ER stresa (Xue i sar., 2005). Kod mnogih tipova tumora, kao $to su glioblastom, multipli
mijelom, karcinom dojke i karcinom Zeluca pokazano je prisustvo hroni¢nog ER stresa i konstantna
aktivacija UPR (Oakes i Papa, 2015). Neke studije su pokazale da je u razli¢itim tumorima
povecana ekspresija gena za enzime i proteine koji su ukljuc¢eni u obradu proteina (npr. GRP78)
(Pyrko i sar., 2007). Neurodegenerativne bolesti, kao $to su Alchajmerova i Parkinsonova bolest, se
takode dovode u vezu sa ER stresom jer u patogenezi obe bolesti lezi prekomerno nakupljanje
proteina - B-amiloida u Alchajmerovoj bolesti, odnosno a-sinukleina u Parkinsonovoj bolesti
(Oakes i1 Papa, 2015). Dalje, uloga ER stresa u nastanku dijabetesa ispitivana je u razli¢itim
animalnim in vivo studijama koje su pokazale da genetske manipulacije, odnosno uklanjanje
senzora ER stresa (IRE-10, PERK ili ATF6) dovodi do nastanka dijabetesa. Homozigotna delecija
PERK kod miseva dovodi do apoptoze B ¢elija pankreasa, dok se opisana mutacija PERK kod ljudi
dovodi u vezu sa retkim tipom dijabetesa, Volkot-Ralisonovim (Wolcott-Rallison) sindromom
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(Delépine i sar., 2000; Harding i sar., 2000; Oakes i Papa, 2015). Delecija gena za XBP1 dovodi do
neadekvatne obrade proinsulina u lumenu ER, §to za posledicu ima smanjenu sekreciju insulina.
Pokazano je da ATF6 ima protektivnu ulogu tako $to sprecava apoptozu B Celija pankreasa, §to je u
skladu sa ¢injenicom da delecija gena za XBP1 ima negativan efekat na patogenezu dijabetesa (Lee
i sar., 2011; Usui i sar., 2012).

1.2.1 Neurodegeneracija, neuroinflamacija i ER stres

Kao $to je ve¢ pomenuto, ER stres se dovodi u vezu sa mnogim neurodegenerativnim bolestima
u ¢ijoj se osnovi nalazi nakupljanje proteina. U Alchajmerovoj bolesti dolazi do nakupljanja -
amiloida unutar lumena ER, $to dovodi do narusavanja homeostaze kalcijuma u ER i posledi¢nog
pokretanja procesa apoptoze (Uddin i sar., 2020), dok u Parkinsonovoj bolesti, nakupljanje a-
sinukleina u lumenu ER dovodi do nastanka ER stresa najverovatnije usled neadekvatne interakcije
a-sinukleina sa saperonima (Bellucci i sar., 2011) Aktivacija UPR je potvrdena i u post mortem
uzorcima tkiva mozga i kiémene mozdine pacijenata obolelih od Alchajmerove i Parkinsonove
bolesti (Hoozemans i sar., 2007; Hoozemans i sar., 2005). Uloga ER stresa je pokazana i u
patogenezi amiotrofi¢ne lateralne skleroze, Hantingtonove bolesti i prionskih bolesti. Zajedni¢ko za
sve ove bolesti je naruSavanje homeostaze proteina, homeostaze kalcijuma u ER, vezikularnog
transporta, ERAD, funkcije Saperona ER i pokretanje UPR (C. Hetz i Saxena, 2017).

Uloga produzenog (hroni¢nog) ER stresa u patogenezi neurodegeneracije pokazana je u brojnim
studijama, a na aktivaciju ER stresa, pored nakupljanja proteina uti¢e i proinflamatorno okruzenje
koje se javlja u neurodegenerativnim bolestima (C. Hetz i Saxena, 2017). Sve prethodno navedene
bolesti, pored nakupljanja proteina, karakteriS§e povecana inflamacija koja je povezana sa
aktivacijom astrocita i mikroglije, kao i infiltracijom celija imunskog sistema u centralnom
nervnom sistemu (CNS) (Bertram i Tanzi, 2005; Taylor, Hardy, i Fischbeck Kenneth, 2002).
Smatra se da inflamacija dovodi do oStecenja CNS 1 posledi¢ne neurodegeneracije, a sve to se
dovodi u vezu sa ER stresom (Clayton i Popko, 2016). Uloga imunskog sistema u patogenezi
neuroloskih o$tecenja u neurodegenerativnim oboljenjima je u velikoj meri bila potcenjena, ali sve
veéi broj istrazivanja ukazuje na znacaj inflamacije u razvoju degenerativnih bolesti CNS (Heneka,
Kummer, i Latz, 2014). Smatra se da produzena inflamacija preopterecuje reparativne mehanizme
CNS, sto dovodi do ostecenja tkiva (Glass i sar., 2010). Veliki broj novih istrazivanja podrzava
hipotezu da inflamacija u CNS moze doprineti neurodegeneraciji, najverovatnije uspostavljanjem
inflamatorne povratne sprege koja dovodi do oStecenja neurona (Heneka i sar., 2014; Perry, Nicoll,
i Holmes, 2010). Jedna od bolesti u ¢iju su patogenezu nedvosmisleno ukljucene i neuroinflamacija
i neurodegeneracija je multipla skleroza (MS) (Trapp i Nave, 2008). S obzirom na ovu ¢injenicu,
MS i njeni animalni modeli su pogodni za ispitivanje povezanosti ER stresa, neurodegeneracije i
neuroinflamacije.

1.2.2 ER stres i multipla skleroza

Kao S$to je ve¢ pomenuto, MS predstavlja pogodan model za ispitivanje povezanosti
neurodegeneracije, neuroinflamacije i ER stresa, a uloga ER stresa u ¢elijama CNS u patogenezi
MS je ve¢ poznata (W. Lin i Stone, 2015). MS predstavlja T limfocitima posredovanu, autoimunsku
demijeliniziraju¢u bolest CNS koju karakteriSu demijelinizirajuc¢i plakovi (lezije), inflamacija,
gubitak oligodendrocita i degeneracija aksona (Dendrou, Fugger, i Friese, 2015). Inflamatorni
infiltrati demijelinizirajuc¢ih plakova sadrze T limfocite, B limfocite i plazmocite, kao i aktivirane
makrofage (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Etiologija MS jo$ uvek nije definitivno utvrdena, ali se
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smatra da u njoj ucestvuje genetska predisponizicija u sadejstvu sa faktorima spoljasnje sredine.
Studije na blizancima i bliskim srodnicima nedvosmisleno ukazuju na uticaj genetskih faktora na
razvoj ove bolesti (Axisa i Hafler, 2016). Takode, analizom genoma utvrdeni su MHC i non-MHC
lokusi koji se dovode u vezu sa podloznoséu ka oboljevanju od MS (Axisa i Hafler, 2016). lako
patogeneza MS nije u potpunosti razjaSnjena, smatra se da je neuroinflamacija u MS posredovana
autoreaktivnim CD4" pomo¢nickim T éelijama (T helper, Th) za &iju aktivaciju su potrebna tri
koraka: prepoznavanje antigena/aktivacija T limfocita na periferiji, ulazak T limfocita u CNS i
njihova reaktivacija nakon koje se inicira zapaljenska kaskada i pokrece autoimunski odgovor
prema antigenima CNS. Glavne subpopulacije ¢elija ukljucene u ovu kaskadu su Thl i Th17 ¢elije,
koje sekretuju svoje efektorske citokine IFN-y i IL-17 (Dargahi i sar., 2017; Ransohoff, Kivisakk, i
Kidd, 2003). Tokom patogeneze MS, u CNS je, pored prisustva autoreaktivnih T limfocita,
pokazano i prisustvo autoreaktivnih B limfocita, kao i ¢elija urodene imunosti kao $to su makrofagi
i NK (natural killer) ¢elije (Haglund i Maghazachi, 2014). Reaktivne ¢elije imunskog sistema u
CNS otpustaju brojne inflamatorne medijatore kao $to su azot-oksid (NO), ROS i proinflamatorne
citokine koji dovode do oste¢enja funkcije neurona i aktiviraju astrocite i mikrogliju. Kontinuirana
produkcija medijatora inflamacije dovodi do formiranja neurotoksi¢nog okruzenja koje pospesuje
demijelinizaciju, degeneraciju aksona, kao i smrt oligodendrocita i neurona (Sprenkle i sar., 2017).

Poznato je da tokom patogeneze MS dolazi do aktivacije UPR u oligodendrocitima, astrocitima,
neuronima, kao i u mikrogliji, makrofagima i T limfocitima, (W. Lin, Harding, Ron, i Popko, 2005;
W. Lin i Stone, 2015; Ni Fhlathartaigh i sar., 2013; Way i Popko, 2016). Kvantitativna PCR analiza
markera ER stresa u demijeliniziraju¢im lezijama i naizgled zdravoj beloj masi pacijenata obolelih
od MS pokazala je znacajno povecanje ekspresije gena za ATF4, GRP78 i CHOP u odnosu na
zdrave osobe (Cunnea i sar., 2011). Imunohistohemijske analize radene na uzorcima biopsije i
posmrtno uzetim uzorcima tkiva pacijenata obolelih od MS takode su pokazale povecanu ekspresiju
GRP78 i CHOP markera u razli¢itim tipovima ¢éelija CNS, kao §to su oligodendrociti, astrociti, T
limfociti i mikroglija (Mhaille i sar., 2008; Ni Fhlathartaigh i sar., 2013). Povecana ekspresija
markera ER stresa i UPR u MS lezijama ukazuje na potencijalnu povezanost naruSene homeostaze
ER i razvoja aktivnih lezija. Inflamatorno okruzenje u CNS moze da dovede do pokretanja ER
stresa U oligodendrocitima, koji ucestvuju u mijelinizaciji. Oligodendrociti su celije koje u
inflamatornoj sredini najviSe podlezu oStecenju koje je izazvano ER stresom, Sto je u skladu sa
¢injenicom da ove ¢elije imaju veliku sekretornu aktivnost (sinteza lipida i proteina mijelina) (C.
Hetz i Saxena, 2017). Jedan od glavnih proinflamatornih citokina, IFNy, indukuje ER stres i smrt
oligodendrocita u in vitro i in vivo uslovima. Kontinuirana neuroinflamacija moze indukovati ER
stres u oligodendrocitima, §to dovodi ne samo do narusavanja njihove sposobnosti mijelinizacije,
nego i do pokretanja celijske smrti (W. Lin i sar., 2005). Medutim, neka istrazivanja su pokazala da
aktivacija UPR doprinosi o¢uvanju funkcije oligodendrocita u prisustvu hroni¢nog ER stresa (W.
Lin i sar., 2007). Uloga ER stresa i UPR u aktivaciji T limfocita pokazana je u brojnim
istrazivanjima. Naime, istraZzivanja su utvrdila da hronicni ER stres odrZzava T limfocite u
poluaktivnom stanju kao i da njegova modulacija ima ulogu u aktivaciji T limfocita (Omar i sar.,
2016). Povecana ekspresija GRP78 je takode uocena tokom aktivacije T limfocita (Thaxton i sar.,
2017).

11



1 Uvod

1.3 Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) predstavlja najces¢e koriS¢eni animalni
model neuroinflamacije. Neuroinflamacija ima ulogu u patogenezi demijelinizacije i stoga se ovaj
model koristi za prouc¢avanje humanih demijeliniziraju¢ih bolesti kao $to je MS (Constantinescu,
Farooqi, O'Brien, i Gran, 2011). Pored toga, EAE ima znacajne klini¢ke i histopatoloSke sli¢nosti sa
MS i predstavlja znacajan model za proucavanje patogeneze ove bolesti. Na razvoj EAE, kao i na
razvoj MS, uti¢e genetska predispozicija, a u prilog ovome govori ¢injenica da postoje sojevi
zivotinja koji nisu podlozni razvoju bolesti. Tako, Dark agouti (DA) pacovi predstavljaju soj
pacova koji je podlozan razvoju bolesti, dok Albino oxford (AO) pacovi nisu podloZni razvoju EAE
(Vukmanovi¢, Stojkovi¢, i Lukié¢, 1989). EAE je, kao i MS, posredovan T limfocitima, medu
kojima kljuénu ulogu imaju Th1 i Th17 ¢elije (Robinson i sar., 2014). Tokom razvoja bolesti dolazi
do infiltracije CNS autoreaktivnim T limfocitima, povecane propustljivosti krvno-mozdane barijere
(KMB), kao i do demijelinizacije i posledi¢énog poremecaja u sprovodenju impulsa u CNS (Glatigny
i Bettelli, 2018). Patogeneza i klini¢ke manifestacije EAE variraju u zavisnosti od vrste Zivotinja i
nacina indukcije bolesti (Robinson i sar., 2014). Bolest se moze indukovati aktivnom imunizacijom,
emulzijom Kompletnog Frojndovog adjuvansa (Complete Freund’s adjuvant, CFA) sa
homogenatom ki¢mene mozdine (HKM) ili proteinskim komponentama mijelina kao S$to su
mijelinski bazni protein (MBP), proteolipidni protein (PLP) ili mijelin oligodendrocitni glikoprotein
(MOG). EAE se takode moze indukovati i pasivnim transferom MBP specifi¢nih CD4" T limfocita
(koji su reaktivirani in vitro) u singene primaoce (Glatigny i Bettelli, 2018). Pored indukcije EAE
aktivnom i pasivnom imunizacijom, postoji i takozvani spontani EAE. Spontani EAE se javlja kod
transgenih miseva Ciji T celijski receptor (TCR) prepoznaje autoantigene mijelina dovodeci do
spontane demijelinizacije (Glatigny i Bettelli, 2018). Bolest indukovana aktivnom imunizacijom
ima tipic¢an klini¢ki tok. Nakon prodromalnog perioda (7-10 dana) dolazi do pojave progresivne
paralize, koja prvo zahvata rep, a zatim i zadnje udove. Moguca je i pojava paralize prednjih udova.
Pojavu bolesti prati i gubitak telesne tezine. Nakon dvadeset dana dolazi do spontanog oporavka, ali
je u nekim slucajevima moguca i smrt zivotinje (Robinson i sar., 2014). U zavisnosti od protokola
imunizacije, bolest moze imati monofazni ili relapsno-remitentni tok (Lassmann i Bradl, 2017).

Tok bolesti nakon imunizacije moze se podeliti u 3 faze: induktivnu, efektorsku fazu i fazu
oporavka. U induktivnoj fazi bolesti dolazi do aktivacije CD4" T limfocita u efektorske éelije koje
produkuju proinflamatorne citokine. U zavisnosti od citokinskog miljea, CD4" ¢elije se
diferenciraju u Th1 efektorske ¢elije koje produkuju IFN-y ili Th17 efektorske ¢elije koje produkuju
IL-17 (Constantinescu i sar., 2011). IL-12 i IFN-y dovode do aktivacije transkripcionih faktora
STAT1 i STAT4, koji dalje stimuliSu ekspanziju transkripcionog faktora T-bet. T-bet, STATL i
STAT4 imaju znaéajnu ulogu u diferencijaciji naivnih CD4" éelija u efektorske Thl éelije (Glatigny
i Bettelli, 2018). Diferencijaciju naivnih CD4" ¢elija u Thl17 efektorske celije stimulisu
transformisuci faktor rasta p (transforming growth factor p- TGF-p) i IL-6 preko Smad2/3 i STAT3
koji stimuliSu transkripcioni faktor RORyt (retinoic acid orphan related receptor yf). Thl7
efektorske celije na svojoj povrsini eksprimiraju receptor za I1L-23 (IL-23R) koji je odgovoran za
njihovo prezivljavanje i klonsku ekspanziju, i zahtevaju IL-23 da bi postale patogene i da bi se u
potpunosti aktivirale. Ovo je znacajno jer je TGF-P, osim za diferencijaciju Th17 ¢elija, neophodan
i za diferencijaciju regulatornih T ¢elija (Treg) koje eksprimiraju Foxp3 transkripcioni faktor. Pored
TGF-B, diferencijacija Treg zahteva i prisustvo IL-10 (Glatigny i Bettelli, 2018). Efektorske T
¢elije, pre svega Thl celije, dovode do ushodne regulacije adhezionih molekula ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1) i VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule), sto dovodi do
poveéane permeabilnosti krvnih sudova i omogucava efektorskim T ¢elijama prolazak kroz KMB
(Glatigny i Bettelli, 2018).
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Slika 5: Diferencijacija naivnih CD4" ¢elija u efektorske (Thl, Thl7 i Th2) éelije ili u
regulatorne T éelije (Treg) nakon indukcije EAE.

Naivne CD4" T ¢elije se pod dejstvom IFN-y i IL-12 diferenciraju u Thl efektorske éelije, dok se
pod dejstvom IL-4 diferenciraju u Th2 éelije. TGF-P zajedno sa IL-6 stimulise diferencijaciju CD4"
¢elija u Th17 efektorske celije, dok u sadejstvu sa IL-10 stimuliSe nastanak Treg celija. Glavni
citokini efektorskih ¢elija koji su ukljuceni u patogenezu EAE su IFN-y (Th1) i IL-17 (Th17).

Pored efektorskih T limfocita, kroz ostecenu KMB u CNS migriraju i druge ¢elije imunskog
sistema kao $to su B limfociti i monociti/makrofagi. U CNS, nakon kontakta sa sopstvenim
antigenom, najverovatnije poreklom iz mijelina, dolazi do reaktivacije CD4" T limfocita, sto dalje
pokrece inflamaciju unutar CNS 1 uvodi bolest u efektorsku fazu. Prezentovanje antigena vrSe
antigen prezentujuce celije (APC) CNS, naj¢esée dendritske éelije, ili u sklopu APC celija koje su
migrirale kroz KMB (Constantinescu i sar., 2011). Komponente humoralne imunosti i solubilni
medijatori inflamacije mogu doprineti patogenezi bolesti aktivacijom sistema komplementa,
direktnom citotoksi¢noscu ili produkcijom NO i ROS (Hemmer i sar., 2006). Aktivirani B limfociti,
to jest plazmociti produkuju antitela koja dovode do aktivacije sistema komplementa ili
citotoksi¢nosti posredovane antitelima (Martin i Monson, 2007). Efektorske Th2 ¢elije produkcijom
IL-4 mogu pospesiti nastanak antitela. Citotoksi¢ni CD8" T limfociti mogu pospesiti osteéenje
daljom produkcijom citokina, kao i oslobadanjem granzima i perforina, koji direktno dovode do
oStecenja aksona (Constantinescu i sar., 2011; Glatigny i Bettelli, 2018; Lassmann i Bradl, 2017).
Bez obzira na vaznu ulogu humoralne imunosti i CD8" citotoksi¢nih limfocita, citokini efektorskih
Thl (IFN-y) i Th17 (IL-17) ¢celija ipak imaju najznacajniju ulogu u patogenezi EAE, zajedno sa
makrofagima/mikroglijom koji produkuju proinflamatorne citokine TNF 1 interleukin 1 (IL-1pB)
(C.-C. Lin i Edelson, 2017; Plastini, Desu, i Brambilla, 2020; Valentin-Torres i sar., 2016). Do
rezolucije inflamacije dolazi usled produkcije anti-inflamatornih citokina, kao §to je IL-10, ili
aktivacije drugih imunoregulatornin mehanizama, na primer aktivacije regulatorninh T limfocita.
Regulatorne T ¢elije suprimiraju aktivnost efektorskih T ¢elija i odrZzavaju imunolosku ravnotezu
inhibicijom proliferacije i supresijom aktivnosti Th1 ¢elija (Constantinescu i sar., 2011).
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Slika 6: Imunopatogeneza EAE.

Prepoznavanje antigena i aktivacija autoreaktivnih limfocita se deSava na periferiji, nakon ¢ega ove
¢elije dospevaju u CNS. U CNS dolazi do ponovnog prepoznavanja antigena, odnosno reaktivacije
limfocita i pokretanja inflamacije koja za posledicu ima demijelinizaciju i oStecenje aksona.

1.3.1 EAE i ER stres

Stone i Lin su pokazali da ER stres i UPR imaju ulogu u razvoju i progresiji inflamatornih
bolesti CNS, ukljucuju¢i MS i njen animalni model EAE (W. Lin i Stone, 2015). Povisene vrednosti
markera ER stresa i UPR uocene su u razli¢itim tipovima celija tokom patogeneze EAE. Naime,
poveéana fosforilacija PERK i elF2a, kao i povecana ekspresija GRP78 i CHOP uocene su u
oligodendrocitima, T limfocitima, astrocitima i mikrogliji/makrofagima (Deslauriers i sar., 2011;
W. Lin i sar., 2007; Ni Fhlathartaigh i sar., 2013). Takode, povecana ekspresija GRP78 uocena je i
u hipokampusu zivotinja kojima je indukovan EAE (Kamarehei i sar., 2019).

Jedan od markera UPR koji je najvise ispitivan tokom patogeneze EAE je PERK. U
oligodendrocitima izolovanim iz lezija pacijenata obolelih od MS, kao i iz lezija Zivotinja obolelih
od EAE, uocena je aktivacija PERK i NF-kB (Mc Guire i sar., 2013). Pored oligodendrocita,
aktivacija PERK je uocena i u drugim tipovima ¢elija (T limfociti, mikroglija, makrofagi i astrociti)
(Cunnea i sar., 2011; Mhaille i sar., 2008), a poznato je da PERK regulise funkciju T limfocita,
makrofaga i astrocita (Meares i sar., 2014; Woo i sar., 2009). Brojne studije na misSevima kod kojih
postoji defekt u aktivaciji PERK ili delecija PERK/GRP78 u oligodendrocitima pokazuju njegov
znacaj i neuroprotektivno dejstvo u EAE (Yassir Hussien, Cavener, i Popko, 2014; Y. Hussien i
sar., 2015; Wensheng i sar., 2013). U neuronima Zivotinja kojima je indukovan EAE, povecanu
aktivaciju PERK prati povecana fosforilacija elF2a i aktivacija CHOP u poredenju sa zdravim
zivotinjama, $to ukazuje na uticaj UPR na prezivljavanje neurona tokom EAE (Ni Fhlathartaigh i
sar., 2013). FarmakoloSko povecanje fosforilacije elF2a dovodi do poboljsanja klini¢kih znakova
EAE tako Sto spreCava diferencijaciju efektorskih Th17 ¢elija za koje se zna da imaju znacajnu
ulogu u patogenezi EAE (L. Chen i sar., 2021). Pojedine studije su pokazale da umerena aktivacija
PERK u oligodendrocitima pre pojave prvih znakova EAE znacajno ublazava njegovo klini¢ko
ispoljavanje, kao i da dovodi do smanjenja demijelinizacije, gubitka oligodendrocita i degeneracije
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aksona (Wensheng i sar., 2013; Yue i sar., 2019), Medutim, nije razja$njeno na koji na¢in aktivacija
PERK dovodi do ublazavanja klinickog ispoljavanja EAE i smanjenja demijelinizacije. Novija
studija je pokazala da aktivacija ATF4, glavnog transkripcionog faktora koji se aktivira dejstvom
PERK, nema uticaj na klinicko ispoljavanje EAE, demijelinizaciju i gubitak oligodendrocita i
aksona tokom patogeneze EAE (Yue i sar., 2019). Takode, umerena aktivacija PERK nema efekata
na inflamaciju u oligodendrocitima ni u kuprizonom izazvanim demijeliniziraju¢im lezijama, ni u
lezijama koje se javljaju tokom patogeneze EAE (Y. Lin i sar., 2014).

IFN-v, jedan od glavnih proinflamatornih citokina koji se sekretuje tokom patogeneze EAE, u
CNS dovodi do ER stresa i pokretanja UPR, sto dovodi do aktivacije JAK-STAT1 puta, aktivacije
apoptoze oligodendrocita i posledi¢nog gubitka mijelina (W. Lin i sar., 2005; W. Lin i Lin, 2010).
IFN-y indukuje apoptozu oligodendrocita i inhibira remijelinizaciju i u kuprizonskom modelu
demijelinizacije koji, pored EAE, predstavlja jedan od najcesc¢e koris¢enih modela za ispitivanje
demijelinizacije (W. Lin i sar., 2006). CHOP, pored aktivacije apoptoze, dovodi i do povecanja
produkcije IL-6 najverovatnije inhibicijom LIP (liver inhibitory protein) koji inhibira transkripciju
gena za IL-6 (Hattori i sar., 2003). Uloga IL-6 u patogenezi EAE kod miSeva je odavno poznata
(Okuda i sar., 1999). Naime, IL-6 ima ulogu u diferencijaciji Th17 ¢elija koje se smatraju glavnim
efektorskim ¢elijama u patogenezi EAE i povecava permeabilnost KMB (Brucklacher-Waldert i
sar., 2017). Koncentracija IL-6 raste sa razvojem EAE, §to ukazuje na znacaj IL-6 u razvoju
neuroinflamacije (Kamarehei i sar., 2019). Ushodna regulacija IL-6 pod dejstvom CHOP
nesumnjivo ukazuje na vezu ER stresa i inflamacije (Kamarehei i sar., 2019).

U hipokampusu miSeva kojima je indukovan EAE dolazi do apoptoze ¢elija CNS, a na vezu ER
stresa i apoptoze u hipokampusu ukazuje poveéana koncentracija CHOP i kaspaze 12. Do aktivacije
kaspaze 12 dolazi aktivacijom IRE-1a, dok CHOP raste nakon aktivacije dva senzora ER stresa,
PERK i IRE-1a (Kamarehei i sar., 2019). Povecanje nivoa kaspaze 12 koje je u korelaciji sa
povecanom aktivno$c¢u kaspaze 3 ukazuje na ulogu kaspaze 12 tokom patogeneze EAE (Morishima
i sar.,, 2002). S druge strane, u hipokampusu EAE miSeva je uoCena snizena ekspresija
antiapoptotskog proteina Bcl-2, koja se dovodi u vezu sa aktivacijom CHOP. Pored pokretanja
apoptoze, IRE-1a dovodi i do obrade iRNK za XBP1, a farmakoloska inhibicija ER stresa ,kao i
selektivna delecija XBP1 u limfocitima odlazu pocetak bolesti EAE (Brucklacher-Waldert i sar.,
2017).

Tako postoji veliki broj istrazivanja koja ukazuje na ulogu ER stresa u razvoju EAE, njegova
uloga u ¢elijama imunskog sistema tokom patogeneze EAE do sada nije detaljno ispitivana.

1.4 Uloga humoralne imunosti u patogenezi MS i EAE

Multipla skleroza i EAE su bolesti ¢ija je patogeneza prevashodno posredovana T limfocitima,
ali kod 90% pacijenata obolelih od MS u cerebrospinalnoj te¢nosti postoje autoantitela na antigene
mijelina. Postojanje oligoklonskih antitela u likvoru ima dijagnosticki znacaj, pogotovo kod
pacijenata kojima su uredni nalazi magnetne rezonance (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Antitela
prisutna u likvoru su usmerena na brojne antigene mijelina, kao sto su MOG ili MBP. Ta¢na uloga
autoantitla u patogenezi MS joS$ uvek nije u potpunosti razjasnjena, ali je poznato da je titar antitela
veéi tokom aktivne faze bolesti u odnosu na fazu remisije (Susanne i sar., 2004). U
demijeliniziraju¢im plakovima su, pored drugih ¢elija imunskog sistema, zastupljeni i efektorski B
limfociti - plazmociti koji sekretuju lake lance imunoglobulina i IgG antitela. Pokazano je da su
plazmociti izuzetno zastupljeni u hroni¢nim lezijama koje okruZuju naizgled normalnu belu masu
(Ziemssen i Ziemssen, 2005). Tacan mehanizam koji dovodi do mobilizacije i odrzavanja B
limfocita tokom patogeneze MS nije poznat, ali se zna da mikrosredina CNS podsti¢e stalnu
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diferencijaciju B limfocita u intratekalne efektorske plazma celije koje produkuju antitela
(Ziemssen i Ziemssen, 2005).

Uloga B limfocita u indukciji animalnog modela MS nije dovoljno istrazena. Naime, celije
humoralne imunosti samostalno ne mogu da indukuju EAE, ali su studije na misevima sa
nedostatkom B limfocita pokazale da su oni neophodni za razvoj bolesti kada je bolest indukovana
MOG proteinom, dok nisu neophodni kada se bolest indukuje izolovanim MOG peptidima (Lyons i
sar., 1999). Cinjenica da su B limfociti neophodni tokom indukcije EAE MOG proteinom, odnosno
da nisu neophodni kada se bolest indukuje MOG peptidom, ukazuje na znacaj antitela kada je bolest
indukovana sloZzenim molekulima. Suprotno od o¢ekivanog, titar antitela, kod zivotinja obolelih od
EAE nije u korelaciji sa klinickom slikom bolesti (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Antitela protiv
MOG proteina su neophodna i za indukciju EAE kod primata (Genain i Hauser, 1996) i potenciraju
MBP-om indukovani EAE kod pacova Lewis soja (Linington i sar., 1988). Transgeni miSevi koji
prekomerno produkuju autoantitela protiv MOG ne razvijaju EAE kada je bolest indukovana MOG
peptidom, ali kada je bolest indukova drugim antigenima, kao $to je na primer MBP, dolazi do
ubrzanog razvoja bolesti i ispoljavanja teze klinicke slike bolesti (Ziemssen i Ziemssen, 2005).
Pored antitela na MOG, ispitivan je i efekat prisustva antitela protiv drugih antigena (MBP, PLP)
tokom patogeneze EAE. Takode je ispitivano i prisustvo antitela protiv lipidnih antigena mijelina
(Ziemssen i Ziemssen, 2005).

Kada je u pitanju uloga humoralne imunosti u patogenezi MS i EAE, pretpostavlja se da veliki
znacaj ima uloga B limfocita kao APC. B limfociti na taj nac¢in dovode do aktivacije T limfocita,
koji su glavne efektorske celije u patogenezi ove bolesti. Specifi¢nost autoantitela za epitope CNS
je identi¢na specifi¢nosti T limfocita. Prepoznavanje istih antigena od strane T i B limfocita moze
da ima znacajnu ulogu u patogenezi bolesti (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Za aktivaciju T limfocita
je, pored prezentacije antigena, neophodan i kostimulatorni signal koji T limfociti dobijaju od B
limfocita (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Naime, broj CD80" B limfocita u krvi pacijenata obolelih
od MS je znacajno poviSen tokom egzecerbacije bolesti u poredenju sa remisijom (Geng, Dona, i
Reder, 1997). Antitela takode opsonizuju mijelin, $to dovodi do fagocitoze od strane aktiviranih
makrofaga (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Pored toga, antitela mogu da pospeSe migraciju makrofaga
i aktivaciju rezidentne mikroglije u MS lezijama (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Autoantitela vezana
za mijelinske antigene pospesuju i migraciju antigen-specifiénih T limfocita dovode¢i do nastanka
T limfocitnog infiltrata (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Pored svega navedenog, ispitivana je i
imunoregulatorna uloga B limfocita. B limfociti kao APC mogu da preusmere diferencijaciju T
limfocita od Thl ka Th2 ¢elijama koji promovisu proliferaciju B limfocita i sintezu antitela.
Pokazano je da oporavak miseva kojima je indukovan EAE zavisi od prisustva autoreaktivnih B
limfocita. Naime, u odsustvu B limfocita koji produkuju antiinflamatorni citokin IL-10, bez obzira
na prisustvo T limfocita koji produkuju IL-10, nije doslo do oporavka zivotinja kojima je indukovan
EAE (Fillatreau i sar., 2002; Ziemssen i Ziemssen, 2005). Pored svega navedenog, pokazano je i da
autoantitela mogu imati ulogu u remijelinizaciji (Ziemssen i Ziemssen, 2005).

1.4.1 Raselova tela

Raselova tela su prvobitno opisana kao bazofilne citoplazmatske inkluzije u plazmocitima, a
danas se zna da predstavljaju prosirene cisterne ER koje u svom lumenu sadrze imunoglobuline
(Kopito i Sitia, 2000). Na nastanak Raselovih tela mogu uticati razli¢iti faktori, a neki od mogucih
uzroka su nemogucénost razgradnje ili eksportovanja imunoglobulina, strukturne promene teskih
lanaca imunoglobilina, narusavanje strukture lakih lanaca imunoglobulina (Corcos i sar., 2010;
Decourt i sar., 2004; Kopito i Sitia, 2000; Mattioli i sar., 2006) i deficit [gM Fc (FcuR) receptora
(Mahmoudi Aliabadi i sar., 2023). Jedna od hipoteza nastanka Raselovih tela pretpostavlja da ona
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nastaju usled pokuSaja da ER spreci sekreciju aberantnih imunoglobulina, odnosno da nastanak
Raselovih tela predstavlja jedan od mehanizama kontrole na nivou ER (Hasegawa i sar., 2014). Na
elektronskom mikroskopu ove strukture se opisuju kao guste, uglavnhom homogene, granule koje se
nalaze unutar cisterni GER, sa jasnom granicom izmedu tela inkluzije/granule i zida cisterne
(Maldonado i sar., 1966). Sinteza mutiranih imunoglobulina, koji se ne sekretuju niti razgraduju,
dovoljna je da dovede do nastanka Raselovih tela u razli¢itim tipovima ¢elija (Kopito i Sitia, 2000).
Raselova tela su prvobitno opisana u plazmocitima, gde se naj¢e$¢e i uocavaju, ali se proSirene
cisterne ER koje sadrze aberantne proteine uoc¢avaju 1 U drugim tipovima sekretornih ¢éelija (Kopito
i Sitia, 2000). Raselova tela su prisutna u palzmocitima kod pacijenata obolelih od multiplog
mijeloma, monoklonskih gamapatija, kao i kod akutnog virusnog meningitisa i meningoencefalitisa
(Ribourtout i Zandecki, 2015). Plazmociti koji sadrze brojna Raselova tela u svojoj citoplazmi sa
ekscentri¢no postavljenim jedrom se nazivaju Mot ¢elije (Mott cells). lako se pretpostavlja da
Raselova tela nastaju na terenu ER stresa u plazmocitima, jasna veza izmedu nastanka Raselovih
tela i pokretanja UPR do sada nije utvrdena.

1.5 Modulacija ER stresa i signalnog puta UPR kao potencijalna terapijska meta

Uzimajuéi u obzir ulogu ER stresa i UPR u patogenezi razli¢itih bolesti, farmakoloska
modulacija ovih signalnih puteva bi potencijalno mogla imati povoljan terapijski efekat. Paralelna
aktivacija senzornih molekula IRE-1a, PERK i ATF6, kao i preplitanje njihovih signalnih puteva,
zahteva veci broj ciljanih signalnih molekula prilikom poku$aja modulacije signalnog puta UPR.
Kao $to je ve¢ objasnjeno, UPR na pocetku ima protektivni efekat i njegov osnovni cilj je adaptacija
¢elije na ER stres. Medutim, ukoliko je adaptacija neuspes$na ili ukoliko se kontinuirano stimuli$u
pojedini senzori ER stresa (PERK i IREla), dolazi do pokretanja procesa apoptoze. Jedan od
potencijalnih terapijskih pristupa bi mogao biti produzavanje adaptivne faze UPR, §to bi celiji
povecalo Sanse za oporavak (Oakes i Papa, 2015). Manipulacija signalnim putevima koji se pokre¢u
aktivacijom IRE-1a i ATF6 bi za posledicu mogla imati povecanu transkripciju gena za XBP1 i
njegovu aktivaciju. Imaju¢i u vidu da XBP1 ima protektivan efekat, ovim bi se pospesilo
prezivljavanje ¢elija (Claudio Hetz i sar., 2015; Oakes i Papa, 2015). S druge strane, CHOP dovodi
do pokretanja procesa apoptoze, tako da bi i njegova inhibicija ili inhibicija njegovog nishodnog
molekula GADD34 mogla imati potencijalno protektivni efekat (Oakes i Papa, 2015). S obzirom da
PERK ima dvostruku ulogu, inhibicija translacije fosforilacijom elF2a i aktivacija apoptoze
aktivacijom CHOP, ostaje nejasno da 1i b1 dugoro¢na stimulacija ovog molekula imala protektivan
efekat ili bi pospesila ¢elijsku smrt. Preliminarni rezultati nekih istrazivanja ukazuju da bi inhibicija
signalnog puta PERK u neurodegeneraciji mogla imati protektivan efekat (C. Hetz i Saxena, 2017;
Oakes i Papa, 2015).

U poslednjih nekoliko godina, koriS¢eni su razliciti farmakoloski agensi sa ciljem modulacije
ER stresa. Rapamicin, inhibitor mTOR (mechanistic target of rapamycin), dovodi do aktivacije
procesa autofagije i time inhibira ER stres (Jung & Choi, 2016). Smatra se da se autofagijom
razgraduju proteini koji ne mogu biti usmereni u ERAD, tako da bi njena aktivacija mogla da
inhibira ER stres (Jung i Choi, 2016). Shodno tome, metformin, aktivator AMP-zavisne kinaze
(AMPK) koja indukuje autofagiju, dovodi do inhibicije ER stresa (Jung i Choi, 2016). GLP-1
(Glucagon-like peptide-1) i njegovi aktivatori ublazavaju ER stres aktivacijom ATF4 molekula, dok
agonisti PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) dovode do inhibicije inflamacije i
apoptoze smanjenom aktivacijom IRE-1a-XBP1-JNK puta (Jung i Choi, 2016). Inhibitori receptora
za angiotenzin 2 dovode do inhibicije apoptoze inhibicijom CHOP (Jung i Choi, 2016). Pored
navedenih farmakoloskih agenasa, Siroko je rasprostranjena upotreba hemijskih Saperona, kao §to je
tauroursodeoksiholna kiselina (tauroursodeoxycholic acid, TUDCA) u cilju inhibicije ER stresa
(Oakes i Papa, 2015).
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Ursodeoksiholna kiselina (ursodeoxycholic acid, UDCA) i njena konjugovana kiselina TUDCA
predstavljaju sekundarne zu¢ne soli koje su prvobitno kori§éene u terapiji holestatskih bolesti jetre
(Vang i sar., 2014). UDCA/TUDCA ispoljavaju povoljne efekte na inflamatorne metabolicke
bolesti, kao $to su ateroskleroza, dijabetes melitus i bubrezna insuficijencija i sar., 2012), ali i na
neurodegenerativne bolesti kao $to su Alchajmerova, Parkinsonova i Hantingtonova bolest (Vang i
sar., 2014). Studije su pokazale da UDCA svoj povoljan efekat ostvaruje inhibicijom
mitohondrijalnog puta apoptoze, inhibicijom aktivacije kaspaza i smanjenjem nivoa ER stresa
(Amaral i sar., 2009). Smatra se da UDCA dovodi do inhibicije ER stresa aktivacijom ATF6 i
stimulacijom transporta proteina (Omura i sar., 2013), kao i inhibicijom fosforilacije eIF2a (Omura
i sar., 2013). Uloga UDCA u inhibiciji apoptoze i stabilizaciji mitohondrija je pokazana na nekoliko
modela neurodegenerativnih bolesti, a pokazano je i da UDCA ima sposobnost prolaska kroz KMB
(Vang i sar., 2014). Kao $to je ve¢ objasnjeno, do aktivacije kaspaze 12 i pokretanja apoptoze
tokom UPR dolazi preko kompleksa IRE-1a-TRAF2 (Lamkanfi i sar., 2004). Pokazano je da je
jedan od mehanizama kojim TUDCA dovodi do inhibicije apoptoze upravo inhibicija kaspaze 12,
Sto posledi¢no dovodi do inhibicije aktivacije kaspaze 3 kao glavne efektorske kaspaze, (Vang i
sar., 2014). Takode, TUDCA dovodi do fosforilacije i translokacije proapoptotskog proteina Bad.
Translokacija Bad iz matriksa mitohondrija u citosol i njegova fosforilacija za posledicu imaju
inhibiciju apoptoze (Vang i sar., 2014). Studije na miSevima sa dijabetesom melitusom tip 1, koji
imaju deficit ATF6 i XBP1, pokazale su da TUDCA povecava ekspresiju ATF6 i XBP1 i smanjuje
inflamatorni infiltrat u p ¢elijama pankreasa (Engin i sar., 2013). Protektivan efekat TUDCA je
pokazan i na modelima inflamatornih bolesti gastrointestinalnog trakta (\Vang i sar., 2014). Smatra
se da UDCA dovodi do inhibicije aktivacije NF-kB, sto dovodi do inhibicije inflamacije. Tacan
mehanizam kojim UDCA dovodi do inhibicije NF-KB jos uvek nije razjasnjen (Huang, 2021).
Pored inhibicije NF-kB, UDCA svoj antiinflamatorni efekat ostvaruje i inhibicijom produkcije
proinflamatornih medijatora kao §to je NO (Huang, 2021). Sve navedeno ukazuje da bi modulacija
ER stresa primenom UDCA mogla imati protektivne efekte u neurodegeneraciji i inflamaciji.
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2 Ciljevi

1.

Ispitati prisustvo ER stresa u ¢elijama imunskog sistema tokom indukcije EAE
Ispitati efekte inhibicije ER stresa u ¢elijama imunskog sistema na razvoj EAE
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3 Materijali i metode

3.1 Eksperimentalne Zivotinje

Za potrebe ovog istrazivanja koriS¢ene su Zenke pacova genetski visokosrodnih sojeva Dark
Agouti (DA) i Albino oxford (AO) starosti 8 nedelja. Prosecna telesna tezina DA pacova na pocetku
eksperimenata je bila 109,8 £ 15,97 grama, dok je prose¢na tezina AO pacova bila 1154 £ 7,74
grama. Sve zivotinje su nabavljene iz uzgajaliSta Vivarijuma Galenika AD (Medicinski fakultet,
Univerzitet u Beogradu) i gajene su pod standardnim uslovima (22 + 2°C, vlaznost vazduha 50 +
10%, ciklus dan-no¢ 12/12 h) sa neograni¢enim pristupom hrani i vodi. Svi planirani eksperimenti i
procedure su odobreni od strane etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
(broj 1096/2) i Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede (broj 323-
07-11621/2018-05). Prilikom rada sa zivotinjama poStovane su odredbe Evropskog parlamenta i
saveta (2010/63/EU) za rukovanje eksperimentalnim Zzivotinjama, kao i ARRIVE smernice
(Kilkenny, Browne, Cuthill, Emerson, i Altman, 2010). Svi eksperimenti su planirani tako da se
maksimalno umanji patnja zivotinja i smanji broj zivotinja u eksperimentima.

3.2 Imunizacija Zivotinja i pracenje klinickog toka EAE

Imunizacija, to jest indukcija EAE, obuhvatila je dva soja zivotinja: pacove DA soja koji su
podlozni razvoju EAE i pacove AO soja koji su rezistentni ka razvoju bolesti (Vukmanovié i sar.,
1989). Za indukciju EAE koriSc¢en je singeni homogenat ki¢mene mozdine (HKM) sa kompletnim
Frojndovim adjuvansom (Complete Freund's Adjuvant, CFA) koji sadrzi 1 mg/ml Mycobacterium
tuberculosis (Difco Laboratories, Detroit, MI) i sluzi za pojacavanje imunskog odgovora
aktivacijom urodene imunosti. Za pripremu HKM, ki¢mena mozdina DA, odnosno AO pacova,
homogenizovana je u fizioloskom rastvoru fosfatnog pufera (phosphate buffer saline — PBS) u
odnosu 1:1 (50% tezina u odnosu na zapreminu). Emulzija za imunizaciju je pripremljena
mesSanjem HKM i CFA u ekvivalentnom odnosu. Imunizacija zivotinja izvrSena je intradermalnim
injektovanjem 100 pL emulzije u obe zadnje Sape. Kontrolnim Zivotinjama je u zadnje Sape
injektovan PBS u istoj zapremini.

U cilju pracenja klini¢kih znakova EAE Zivotinje su posmatrane i skorovane svakodnevno, od
dana imunizacije (nulti dan) do 28. dana posle imunizacije (dpi). Skorovanje zivotinja je vrSeno
prema sledecoj skali:

0 - odsustvo klini¢kih znakova bolesti;

1 - atonija repa;

2 - pareza zadnjih ekstremiteta;

3 - paraliza zadnjih ekstremiteta;

4 - smrt zivotinje.

Po potrebi su korisceni i intermedijerni skorovi (Badovinac i sar., 1998). Skor 1,5 je koris¢en kada
je postojala potpuna paraliza repa, dok je skor 3,5 koriS§¢en u slucajevima postojanja inkontinencije
uz paralizu zadnjih ekstremiteta. Pored pracenja klinickog toka bolesti, praceni su i pocetak bolesti
(dan pojave prvih znakova EAE), kumulativni EAE skor (suma svih dnevnih skorova) i maksimalni
EAE skor (najve¢i klini¢ki skor zapaZen tokom bolesti).
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3.2.1 Eksperimentalni plan

Nakon imunizacije i odgovarajuceg tretmana zivotinje su zrtvovane cervikalnom dislokacijom u
razli¢itim vremenskim intervalima u zavisnosti od potreba eksperimenata. U daljem tekstu i na semi
1 prikazan je detaljan eksperimentalni plan sa vremenskim intervalima imunizacije i Zrtvovanja DA
i AO pacova.

Nakon imunizacije, AO i DA pacovi su podeljeni u odgovaraju¢e grupe prema planu
eksperimenta. U cilju potvrde sojnih razlika u podloznosti ka razvoju EAE, DA i AO pacovi su
imunizovani i klini¢ki tok bolesti je pracen tokom 28 dana. Druga grupa imunizovanih DA i AO
pacova je odvojena u cilju pracenja sojnih razlika u aktivaciji ER stresa i odgovoru na njega. Ove
zivotinje su zrtvovane 3, 5. i 7. dana posle imunizacije (dpi) zajedno sa kontrolnim,
neimunizovanim Zivotinjama (n = 6 po grupi), pri ¢emu su od svih Zivotinja sakupljani dreniraju¢i
limfni ¢vorovi (Sema 1A).

Kako su DA pacovi podlozni razvoju bolesti, a AO rezistentni, svi dalji eksperimenti su radeni
na DA pacovima. U cilju prac¢enja aktivacije ER stresa u ¢elijama imunskog sistema, jedna grupa
imunizovanih DA pacova (n = 5) je Zrtvovana 7. dpi. Iz izolovanih dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
ovih Zivotinja izolovane su ¢elije u cilju daljeg sortiranja CD3" i CD3" ¢elija. Ovaj eksperiment je
obuhvatio i kontrolne (neimunizovane) Zivotinje (n = 10). Druga grupa imunizovanih DA pacova je
zrtvovana u trenutku postizanja odgovarajuceg klinickog skora bolesti (EAE klini¢ki skor 1, 2 ili 3,
12-14 dpi). Nakon zrtvovanja, ovoj grupi zZivotinja je izolovana ki¢mena mozdina iz koje su dalje
izolovane mononuklearne ¢elije kicmene mozdine (MNCKM) ($ema 1B).

Uticaj modulacije ER stresa na ispoljavanje EAE je ispitan primenom inhibitora ER stresa,
ursodeoksiholne kiseline (UDCA). Imunizovani DA pacovi su podeljeni u dve grupe. U jednoj
grupi je pracen klini¢ki tok EAE sa dva razli¢ita tretmana UDCA — intraperitonealna primena ili
primena oralnom gavazom (n = 6 po grupi). Kontrolnim zivotinjama dat je PBS na isti naéin
(intraperitonealno ili oralnom gavazom, n = 6 po grupi). Klinicki tok EAE je pra¢en tokom 28 dana.
U drugoj grupi imunizovanih DA pacova pracena je ekspresija gena za proinflamatorne i
imunoregulatorne citokine, kao i ekspresija markera ER stresa. Ove Zivotinje su Zrtvovane 7. dpi (n
= 6) zajedno sa neimunizovanim, kontrolnim Zivotinjama (n = 6) i od svih Zivotinja su sakupljeni
drenirajuci limfni ¢vorovi (Sema 1C).
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A
Pracenje kinickog toka EAE
Imunizacija DAiAO p dan 3 » dan 5 p dan7 p» dan 28
(dan 0)
v v
> [ evrov] <
Imunoblot Imunoblot
Svetlosna mikroskopija Svetlosna mikroskopija
TEM (DA)
B
Pracéenje kinickog toka EAE
Imunizacija DA p dan7 » dan12-14
(dan 0)
v v
Sortiranje ¢elija Imunoblot
Imunoblot
C
Pracenje kinickog toka EAE
Imunizacija DA » dan7 p» dan 28
(dan 0)
£ v

Intraperitonealno qRT-PCR

Oralna gavaza

Sema 1: Eksperimentalni plan.

Pracenje razlika u klinickom toku EAE i ekspresiji markera ER stresa kod pacova DA i AO soja
(A). Pracenje ekspresije markera ER stresa u ¢elijama imunskog sistema tokom patogeneze EAE
kod pacova DA soja (B). Efekat primene inhibitora ER stresa, UDCA, na klinicki tok EAE,
ekspresiju gena za proinflamatorne i imunoregulatorne citokine i ekspresiju markera ER stresa (C).

3.3 Tretman ursodeoksiholnom kiselinom

Nakon imunizacije, DA zivotinje su tretirane UDCA (Dr. Falk Pharma GmbH, Freiburg,
Germany) na dva nacina, intraperitonealno (n = 6, 120 mg/kg) i oralnom gavazom (n = 6, 500
mg/kg). Ursodeoksiholna kiselina je rastvorena u 0,5% rastvoru karboksimetil celuloze (Merck
KGaA) u PBS. Kontrolne zivotinje su na isti na¢in tretirane 1 mL PBS koji je sadrzao 0,5%
karboksimetil celulozu (n = 6 po grupi). Tretman je trajao od dana imunizacije do 7. dpi ili do kraja
eksperimenta (28. dpi). Zivotinje tretirane do 7. dpi su dobijale tretman intraperitonealno i 7. dpi su
Zrtvovane za potrebe izolacije dreniraju¢ih limfnih ¢vorova. Kod Zivotinja koje su tretirane UDCA
do kraja eksperimenta pracen je klinicki tok bolesti. Da bi se potvrdilo da UDCA ne ispoljava
akutne toksi¢ne efekte, kao $to su promene u ponaSanju, anoreksija, slabost i oteZzano disanje,
zdrave (neimunizovane) Zivotinje su tretirane UDCA intraperitonealno i1 oralnom gavazom u
dozama koje su bile 3 puta vece od doza koris¢enih tokom eksperimenata u trajanju od 14 dana.
Takode je prac¢eno i da li kod Zivotinja dolazi do motornih poremecaja slicnih poremecajima koji se
javljaju u EAE — promena tonusa repa i zadnjih ekstremiteta.
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3.4 Izolacija Celija iz limfnih ¢vorova i sortiranje Celija

U cilju izolacije ¢elija limfnih ¢vorova, dreniraju¢i limfni ¢vorovi zdravih, neimunizovanih DA
pacova (n = 10) i imunizovanih DA pacova (n = 5) su prikupljeni sedam dana nakon imunizacije.
Zbog malog broja ¢elija u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima zdravih, neimunizovanih DA pacova,
limfni ¢vorovi od po 2 zivotinje su pulovani i koriS¢eni za dobijanje ¢elijske suspenzije. Nakon
izolacije, tkivo limfnog ¢vora je stavljeno u RPMI-1640 medijum (Merck KGaA) sa 2% seruma
pacova (Merck KGaA). Medijum istog sastava je dalje koriS¢en i1 za rad sa izolovanim c¢elijama.
Tkivo limfnog ¢vora je protiskivano kroz sterilnu najlonsku mrezicu, kroz koju je potom
protiskivana i dobijena Celijska suspenzija. Izolovane Celije su centrifugirane (5 min na 1500 g),
nakon ¢ega su resuspendovane u medijumu. Broj ¢elija je odreden supravitalnim bojenjem celija sa
tripan plavim, koji boji mrtve celije sa oSteCenom celijskom membranom, dok zive celije sa
oCuvanim integritetom membrane ostaju neobojene. Nakon bojenja, celije su brojane pod
svetlosnim mikroskopom upotrebom komore po Burker Turku (Burker-Turk).

Za potrebe sortiranja CD3* T éelija, izolovane éelije (4 x 10’ /mL) su inkubirane (30 min na
4°C) sa 0,5 ug/mL monoklonskog anti-CD3 antitela obeleZenog fluorescein izotiocijanatom (FITC,
#561801; BD Biosciences) u 1 mL Henkovog slanog rastvora (Ca2*/Mg2" Hanks' Buffered Saline
Solution) sa 2% seruma pacova. Nakon isteka inkubacije, ¢elije su oprane i resuspendovane u
puferu za sortiranje (Henkov slani rastvor). Za sortiranje Celija kori$éen je proto¢ni citofluorimetar
FACSAria III (BD Biosciences, San Jose, CA) i odgovaraju¢i softverski program FACSDiva.
Analiza FSC/SSC parametara je koris¢ena za eliminaciju celijskog debrisa, dok su dubleti
eliminisani analizom FSC-A/FSC-W parametara. Razli¢ite populacije limfocita (CD3* i CD3") su
razdvojene na osnovu ekspresije CD3 povrSinskog marker T celija. Sortirane celije su dalje
analizirane imunoblot metodom (opisano u daljem tekstu).

3.5 Izolacija mononuklearnih ¢elija kicmene moZdine

Mononuklearne ¢éelije kiémene mozdine (MNCKM) su izolovane iz ki¢émene mozdine
imunizovanih DA pacova u razli¢itim fazama bolesti (EAE klini¢ki skor 1-3, 12-14 dpi). Nakon
Zrtvovanja, zivotinje su prvo perfundovane fizioloskim rastvorom (0,9% NaCl), primenom
peristalticke pumpe, kako bi se uklonile krvne c¢elije iz ki¢mene mozdine. Nakon izolacije,
perfundovana ki¢mena mozdina je homogenizovana protiskivanjem tkiva ki¢mene moZzdine kroz
sterilnu najlonsku mrezicu. Dobijene ¢elije su kratko centrifugirane (2 min, 700 g) i resuspendovane
u 40% Perkolu (Percoll, Merck KGaA) da bi potom ponovo bile centrifugirane na
diskontinuiranom, izotoni¢nom gradijentu Perkola. Gradijent je formiran pomocu izotoni¢nog 70%
1 40% Perkola. Izotoni¢an rastvor Perkola je dobijen meSanjem 9 mL Perkola sa 1 mL 10 puta
koncentrovanog PBS. Celije resuspendovane u 3 mL 40% Perkola su nanete na 6 mL 70% Perkola.
Nakon centrifugiranja (60 min, 800 g), na granici dva sloja Perkola uo&en je beli prsten MNCKM.
Prsten ¢elija je pazljivo sakupljen i ¢elije su dva puta oprane u RPMI-1640 medijumu sa 2% seruma
pacova (centrifugirano 2 puta, Smin, 900g). Analizom dobijenih ¢elija na proto¢nom citofluorimetru
je pokazano da 80% infiltrata ki¢mene mozdine ¢ine mononuklearne éelije (MNC). Za potrebe ove
analize Celije su obojene anti-CD-FITC antitelom (BD Biosciences). Ovi podaci nisu prikazani jer
su sluzili za potvrdu fenotipa izolovanih éelija. Izolovane MNCKM su koriiéene za analizu
imunoblot metodom. S obzirom na mali broj izolovanih MNCKM po uzorku, nakon pripreme
uzoraka za imunoblot analizu, jednake koliCine proteina iz 2-3 uzorka zivotinja sa istim klinickim
skorom su pulovane i dalje koriS¢ene za imunoblot analizu.
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3.6 Tehnika imunoblota

Imunoblot tehnika (Western blot) je metoda koja sluzi za detekciju proteina u uzorku, a zasniva
se na reakciji antigen-antitelo. Upotrebom odgovaraju¢ih denzitometrijskih tehnika imunoblot se
moze koristiti i za kvantifikaciju proteina u uzorku.

Za potrebe izolacije proteina iz tkiva dreniraju¢ih limfnih ¢vorova koris¢en je Ripa pufer za
liziranje tkiva (50 mmol Tris-HCL pH 7,4, 150 mmol NaCl, 1% NP40, 0,25% Na-deoksiholat), dok
je za izolaciju proteina iz ¢elija izolovanih iz limfnih ¢vorova i MNCKM kori§éen pufer za liziranje
¢elija (30 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NacCl, 1% NP-40). U oba pufera dodati su 1 mmol PMSF
(fenilmetilsulfonil fluorid), 1 mmol Na-vanadata, 10 mmol NaF i koktel inhibitora
proteaza/fosfataza (20 ul/mL) (Merck KGaA). Tkivo i ¢elije su tokom 30 minuta inkubirani na ledu
u odgovaraju¢em puferu, a potom centrifugirani (4°C, 15 min, 14000g ), nakon ¢ega je sakupljen
supernatant. U svakom uzorku je odredena koncentracija proteina metodom po Bradfordu
(Bradford, 1976). Ukratko, Coomassie Brilliant Blue G-250 boja u kiseloj sredini (u prisustvu
proteina) menja boju iz crvene u plavu, pri ¢emu je intenzitet razvijene plave boje direktno
proporcionalan koncentraciji proteina u uzorku. Razblazenje uzoraka u rastvoru boje je iznosilo
1:1000. Koncentracija proteina u uzorcima je odredena na osnovu standardne krive koja je
konstruisana koris¢enjem standardnog rastvora za proteine - BSA (bovine serum albumin) u
koncentracijama od 5-25 pg/mL. Apsorbance standardnih rastvora BSA odredenih koncentracija,
kao i uzoraka koji sadrZze nepoznatu koncentraciju proteina, merene su na Citau za mikrotitarske
plo¢e na talasnoj duzini od 570 nm. Nakon odredivanja koncentracije proteina, uzorci su
pripremljeni za imunoblot analizu kuvanjem (5 min, 100°C) sa redukuju¢im puferom za pripremu
uzoraka (2 % SDS - sodium dodecyl sulfate, 10% glicerol, 2 mmol 2-merkaptoetanol, 0,002%
bromfenol plavo, 62,5 mmol Tris-HCI, pH 6,8). Tokom kuvanja dolazi do denaturacije proteina
koje oblaze negativno naelektrisani SDS, dok 2-merkaptoetanol spre¢ava formiranje disulfidnih
mostova u denaturisanom proteinu. Jednake koncentracije denaturisanih proteina su potom
razdvojene elektroforezom na osnovu molekulske mase. Elektroforeza proteina je vrSena na 10% ili
12% poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE). Poliakrilamidni gel se sastoji iz gela za sabijanje
proteina (4% akrilamid/0,14% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125 mol Tris HCI, pH 6,8) i gela za
razdvajanje proteina (10% akrilamid/0,34% bisakrilamid ili 12% akrilamid/0,41% bisakrilamid,
0,1% SDS, 0,375 mol Tris HCI, pH 8,8). Tokom elektroforeze je koriséen pufer za elektroforezu
(192 mmol glicina, 0,1% SDS i 25 mmol Tris HCI, pH 8,3) i elektroforeza je vrSena pri
konstantnom naponu (100 V tokom prolaska proteina kroz gel za sabijanje i 180V nakon ulazaka
uzoraka u gel za razdvajanje). Pored uzoraka, na svaki gel je nanet marker referentnih proteina
poznatih molekulskih masa u rasponu 10-250 kD (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards,
Bio-Rad, Hercules, CA). Razdvojeni proteini su nakon zavrSene elektroforeze preneti polusuvim
transferom na nitrocelulozne membrane (Bio-Rad). Za transfer proteina koriseni su: aparatura za
polusuvi transfer - TE 70 Semi-dry transfer unit (Life Sciences), visokoapsorbujuéi filter papir i
pufer za transfer (92 mmol glicin, 20% metanol i 25 mmol Tris HCI, pH 8,3). Tokom transfera
membrana je bila okrenuta ka pozitivnoj, a gel ka negativnoj elektrodi, pri ¢emu su se proteini
kretali sa gela na membranu. Za potrebe transfera, struja je bila konstantne jacine, 0,45 mA po
membrani. Membrane su nakon transfera, koji je trajao 90 minuta, blokirane u 5% rastvoru
odmas¢enog mleka u TBS puferu (20 mmol Tris, 137 mmol NaCl, pH 7,6) sa 0,05 % Tween 20
deterdzenta (TBS-T). Blokiranje ima za cilj da spreci nespecificno vezivanje antitela za membranu.
Posle blokiranja, membrane su tokom no¢i (+4 °C) inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim ze¢jim
antitelima za sledece antigene pacova: GRP78 (1:500), CHOP (1:500), XBP1 (1:750), fosfo-elF2a
(1:750), fosfo-p38 (1:750), fosfo-ERK (1:750), PARP (1:750) i B aktin (1:1000). Spisak antitela sa
kataloSkim brojevima se nalazi u tabeli 1. Antitela su rastvarana u 5% rastvoru odmas¢enog mleka
ili 5% rastvoru BSA (5% u rastvoru TBS-T). Nakon ispiranja primarnog antitela (3 puta 5 min u
TBS-T), membrane su inkubirane u rastvoru sekundarnog antitela protiv ze¢jeg 1gG (1:2000)
konjugovanog sa peroksidazom poreklom iz rena (Horse radish peroxidase, HRP). Inkubacija sa
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sekundarnim antitelom je trajala 90 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije sa
sekundarnim antitelom, membrana je ponovo ispirana 3 puta po 10 min u TBS-T. U cilju
vizuelizacije proteina od interesa, membrane su prelivane radnim rastvorom luminola koji je
aktiviran 30% vodonik peroksidom. U reakciji koju kataliSe HRP, vodonik peroksid se razlaze do
kiseonika i vode, nakon Cega oslobodeni kiseonik reaguje sa luminolom, pri ¢emu nastaje 3-
aminoftalat koji emituje svetlost. Za ocitavanje intenziteta fluorescence korisc¢en je ChemiDoc
imaging sistem (Bio-Rad), dok je kvantifikacija rezultata izvrSena pomoc¢u ImagelLab programa.
Koncentracija proteina je izrazena u odnosu na signal § aktina, a dobijeni rezultati su predstavljeni u
odnosu na netretiranu kontrolu, kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost 1.

Tabela 1: Spisak kori$¢enih antitela za imunoblot analizu i njihovi kataloSki brojevi

Antitelo Kataloski broj Proizvoda¢
GRP78 sc-13968 Santa Cruz Biotechnology
CHOP sc-793 Santa Cruz Biotechnology
XBP1 #82914 Cell Signaling Technology
p-elF2a #3398 Cell Signaling Technology
p-p38 #9211 Cell Signaling Technology
p-ERK #9101 Cell Signaling Technology
PARP #9542 Cell Signaling Technology
Baktin #4976 Cell Signaling Technology
Sekundarno At #7074 Cell Signaling Technology

3.7 lzolacija RNK molekula i reverzna transkripcija

Za potrebe analize ekspresije gena od interesa, RNK je izolovana iz dreniraju¢ih limfnih
¢vorova netretiranih imunizovanih DA pacova i imunizovanih DA pacova koji su tretirani UDCA
(i.p.) tokom 7 dana. RNK molekul je izolovan upotrebom reagensa za izolaciju ukupne RNK —
TRIZOL (Total RNA Isolation Kit) (Thermo Fisher Scientific). Tkivo limfnog ¢vora (50 mg) je
homogenizovano u 500 uL trizola. Nakon homogenizacije u svaki uzorak je dodato po 100 uL
hloroforma i uzorci su inkubirani 10 min na +4°C. Po zavrSetku centrifugiranja (12000 g, 15
minuta, +4°C) doslo je do izdvajanja vodene faze u kojoj se nalazi RNK. Po odvajanju vodene faze
od ostatka sadrzaja, u izolovanu vodenu fazu je u istoj zapremini dodat izopropanol, koji talozi
RNK. Uzorci su inkubirani sa izopropanolom 30 min na sobnoj temperaturi, nakon cega su
centrifugirani (12000 g, 15 minuta, +4°C) i RNK je isprana sa 75% etanolom (1 mL). Nakon
ispiranja RNK uzorci su ponovo centrifugirani (7500 g, 5 minuta, +4°C), ¢ime je RNK istaloZena.
Talog RNK je osusen, a potom resuspendovan u 10 uL demineralizovane vode. Koncentracija RNK
je odredena spektrofotometrijom (GeneQuant Pro, Amersham). Pored odredivanja koncentracije
RNK merena je i njena Cisto¢a. Koncentracija je merena na 260 nm, dok je Cisto¢a odredivana na
280 nm. Odnos apsorbanci 260/280 izmedu 1,7 i 2 ukazuje na visok stepen ¢istoce RNK molekula u
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uzorku, tako da su za potrebe reverzne transkripcije dalje kori§¢eni samo uzorci u navedenom
rasponu ¢istoce.

Nakon izolacije, RNK je reverznom transkripcijom prevedena u komplementarnu DNK
(cDNK). Za potrebe reverzne transkripcije 1 pg rastvorene RNK je dopunjen demineralizovanom
vodom do zapremine od 13 pL, nakon Cega je u svaki uzorak dodat 1,5 pL master miksa. Master
miks je po uzorku sadrzao 1 pL heksamerskih prajmera nasumiénih sekvenci i 0,5 pL 100 mmol
smeSe dezoksiribonukleotid-trifostata (dNTP). Pripremljeni uzorci su stavljeni u Mastercycler
Gradient aparat (Eppendorf) koji je prethodno bio zagrejan na temperaturu od 70°C. Po isteku 10
minuta uzorci su izvadeni iz aparata, ohladeni i u svaki uzorak je dodat novi master miks (po 4,5
ML) koji je po uzorku sadrzao 0,5 pL ihnibitora RNAze (40 U/uL) i 4 puL koncentrovanog (5 X)
pufera za reverznu transkripciju. Nakon dodavanja 1 puL (200 U/uL) reverzne transkriptaze Moloni
virusa misije leukemije (RevertAidTM H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase), uzorci su
vraceni u ohladeni termalni blok Mastercycler Gradient aparata. Svi reagensi kori§¢eni za pripremu
master miksova, kao i reverzna transkriptaza nabavljeni su od Thermo Fisher Scientific. Tokom
procesa reverzne transkripcije smenjivali su se sledeci ciklusi temperature:

1. 25°C 15 minuta

2. 42°C 60 minuta

3. 70°C 10 minuta

4. 95°C 3 minuta
nakon cega je blok ohladen na temperaturu od 4°C kako bi se sprecila razgradnja nastalog cDNK
molekula. Svaki uzorak je imao svoju negativnu kontrolu koja je sadrzala sve reagense osim RNK,
¢ime je proveravana potencijalna kontaminacija uzoraka. Uzorci cDNK su dalje koris¢eni za
kvantitativnu PCR analizu (QRT-PCR).

3.8 Kuvantitativha PCR analiza — qRT-PCR

Kvantitativna reakcija lan¢anog umnozavanja posle reverzne transkripcije (quantitative Reverse
Transcription Polimerase Chain Reaction, qRT-PCR) je metoda koja se koristi za pracenje genske
ekspresije, pri ¢emu se kao matrica za PCR koristi ¢cDNK dobijena reverznom transkripcijom
prethodno izolovane RNK. Pre zapocinjanja PCR reakcije, cDNK je razblazena 10 puta (20 pL
c¢DNK uzorka dobijenog u reverznoj transkripciji u 180 ul demineralizovane vode). Za PCR
reakciju korisc¢eni su 10 puta razblazeni cDNK molekul (4 uL razblazenog uzorka), koncentrovani
komercijalni master miks (5 pL 2x TagMan Gene Expression Master Mix) 1 odgovarajuci
fluorescentno obelezeni prajmeri. Svi reagensi neophodni za PCR reakciju su nabavljeni od Thermo
Fisher Scientific. Uzorci, master miks i odgovaraju¢e probe nalivani su u ploce za kvantitativni
PCR MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Life Technologies), koje su zatim prelepljene
adhezivnim filmom (MicroAmp Optical Adhesive Film) kako bi se sprecilo uparavanje uzoraka
(Life Technologies). Svaki uzorak je analiziran u duplikatu u Realplex2 Mastercycler aparatu
(Eppendorf) smenjivanjem sledecih ciklusa:

1 ciklus na temperaturi od 50°C, 2 minuta

1 ciklus na temperaturi od 95°C, 10 minuta

40 ciklusa sa smenom temperature: 95°C 15 sekundi, 60 °C 1 minut.

Primenom gRT-PCR metode je pracena ekspresija gena za proinflamatorne citokine IFNy, IL-
17A, TNF, IL-1pB, IL-12, IL-23, TGF-B1 1 transkripcione faktore Thl celija (T-bet) 1 Treg celija
(Foxp3). Kao kontrolni (housekeeping) gen koris¢en je 18S RNK. Komercijalni eseji za svaki
pojedinacni gen sadrzali su specificne prajmere i TagMan probe (Thermo Fisher Scientific), ¢iji su
kataloSki brojevi prikazani u tabeli 2. Kako bi rezultati PCR analize bili kvantifikovani, srednja
vrednost Ct (threshold cycle) kontrolnog gena (18S RNK), oduzeta je od srednje vrednosti gena od
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interesa i dobijena je promena srednje vrednosti, (ACt). Relativna ekspresija gena je potom
odredena kao vrednost 2. Rezultati su predstavljeni u odnosu na vrednosti koje su dobijene u
kontrolnoj netretiranoj grupi, kojima je arbitrarno dodeljena vrednost 1.

Tabela 2: Spisak koris¢enih TagMan proba i prajmera i njihovi kataloski brojevi

Gen KataloSki broj Gen KataloSki broj
IFNy Rn00594078_m1 IL-23 Rn00590334_g1
IL-17A Rn01757168_m1 TGF-B1 Rn00572010_m1
TNF Rn999990 17_m1 T-bet Rn01461633_m1l
IL-1B Rn00580432_m1 Foxp3 Rn01525092_m1
IL-12 Rn00584538_m1 18S rRNA Hs99999901 sl

3.9 Priprema uzoraka za svetlosnu mikroskopiju

Izolovani drenirajuci limfni ¢vorovi DA i AO pacova koji su koris¢eni za histohemijske i
imunohistohemijske analize fiksirani su u 4% puferisanom paraformaldehidu u trajanju od 24 h.
Nakon fiksacije uzorci su kalupljeni u parafinu. Kalupljenje je podrazumevalo slede¢e korake:
dehidrataciju u rastu¢im koncentracijama alkohola (etanol, 70%, 96%, 100%, Zorka Pharma-
Hemija), prosvetljavanje u ksilolu (Zorka Pharma-Hemija) i kalupljenje u parafinu (Histowax,
Histolab Products AB). Uzorci su potom iseCeni na mikrotomu (Leica SM2000R Sliding
Microtome, Leica Microsystems), a debljina dobijenih ise¢aka iznosila je 5 pm. Dobijeni ise¢ci su
deparafinisani u ksilolu 1 rehidrirani opadaju¢im koncentracijama alkoholnog rastvora (etanol,
100%, 96%, 70%), posle ¢ega su bojeni hematoksilin-eozinom (HE bojenje) ili imunohistohemijski.

Prilikom HE bojenja isecci su prvo obojeni rastvorom hematoksilina, a zatim su isprani teku¢om
vodom i obojeni rastvorom eozina. Obojeni uzorci su ponovo dehidrirani u rastu¢im koncetracijama
etanola (96%, 100%), prosvetljeni u ksilolu i pokriveni DPX medijumom. Za pravljenje digitalnih
snimaka preseka tkiva koris¢en je Leica DM40000B LED (Leica Microsystems) fotomikroskop sa
digitalnom kamerom (Leica DFC295) i LAS 4.4softverom.

Imunohistohemijsko bojenje uzoraka je vrSeno pomocu Leica BOND MAX immune stainer
aparata koriS¢enjem kitova Leica BOND MAX Refine Kit i Leica Bond Polymer Refine Detection
Kit (DS9800). Za detekciju plazmocita koris¢eno je misije monoklonsko anti-CD138 At u
razblazenju 1:100 (M7228, DAKO, clone MI15). Klonalna ekspresija lanaca imunoglobulina
detektovana je pomocu miSijeg monoklonskog antitela za lambda lake lance imunoglobulina
(1:800; MS-180-P1, Thermo Scientific, clone HP6054) i miSijeg monoklonskog antitela za kapa
lake lance imunoglobulina (1:2000; NCL-KAP, Leica/Novocastra, clone KP-53).
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3.9.1 Morfometrijska analiza

Veli¢ina izvadenih dreniraju¢ih limfnih ¢vorova eksperimentalnih zivotinja odredivana je na
stereomikroskopu (OZL445, Kern Optics) sa mikrometarskim lenjirom. Za izraCunavanje procenta
povrsine limfnih ¢vorova pozitivne na anti-CD138 antitelo koris¢ene su fotomikrografije malog
uveli¢anja (50X) preseka dreniraju¢ih limfnih ¢vorova obojenih sa anti-CD138 antitelom. U
programu ImageJ 1.49 (National Institutes of Health, Bethesda, USA) pozitivno obojena povrsina
isecka obelezena je kao region od interesa primenom alata za poligonalnu selekciju. PovrSina
pozitivnog obojenog iseCka je izraCunata kao procenat pozitivno obojene povrSine u poredenju sa
ukupnom povrSinom preseka drenirajucih limfnih ¢vorova koris¢enjem merenja dobijenih pomocu
ImageJ programa. Procenat kapa- i lambda-pozitivnih Mot ¢elija je odredivan na 10 slika velikog
uveli¢anja (400X) kapa ili lambda obojenih preseka limfnih ¢vorova 1 izrazen je kao procenat od
ukupnog broja svih uocenih Mot celija. Mot celije su uocene kao velike celije sa ekscentri¢no
postavljenim jedrom i brojnim sferi¢nim inkluzijama razli¢ite veliCine.

3.10 Transmisiona elektronska mikroskopija

Za potrebe elektronske mikroskopije tkivo limfnog ¢vora DA pacova je fiksirano u 2,5%
glutaraldehidu na temperaturi od +4°C. Nakon fiksacije uzorci su kalupljeni u epoksidnim
smolama. Prvog dana kalupljenja uzorci su tri puta isprani kakodilatnim puferom (pH 7,3) nakon
¢ega su dodatno fiksirani u 1% rastvoru osmijum-tetroksida u kakodilatnom puferu tokom 60 min
na temperaturi +4°C i ponovo 3 puta isprani u kakodilatnom puferu (pH 7,3). Nakon ispiranja preko
uzoraka je sipan prezasicen rastvor uranil-acetata u destilovanoj vodi. Uzorci su ostavljeni tokom
no¢i na +4°C. Drugog dana je usledilo ispiranje uzoraka destilovanom vodom i dehidratacija
rastu¢im koncentracijama etanola od 50%, 70%, 96% i 100%. Po zavrSenoj dehidrataciji, limfni
¢vorovi su isprani u propilen-oksidu dva puta, a na kraju je preko uzoraka sipana meSavina
propilen-oksida i epoksidnih smola (Epoxy Embedding Medium kit, 45345, Sigma-Aldrich) u
odnosu 3:1. Uzorci su ostavljeni preko noci na sobnoj temperaturi, a treCeg dana je iz uzoraka
uklonjena prethodno sipana meSavina smola 1 nalivena je nova meSavina dobijena meSanjem istih
zapremina smola i propilen oksida. Posle tro¢asovne inkubacije ova mesavina je uklonjena, a uzorci
su prebaceni u modle za kalupljenje. U modlu za kalupljenje je preko uzoraka nalivena kombinacija
Cistih epoksidnih smola koja je ostavljena da stoji 48 h na temperaturi od 60°C. Nakon zavrSenog
kalupljenja uzorci su iseCeni na ultramikrotomu (Leica UltraCut UCT, Leica Microsystems)
staklenim nozem, kako bi se dobili polutanki isecci (debljine oko 500 nm) koji su potom bojeni
rastvorom toluidin plavog. Iseci obojeni toluidin plavim su posmatrani pod svetlosnim
mikroskopom da bi se izabrao deo uzorka za dalje seCenje. Odabrani deo uzorka je potom secen
dijamantskim nozem (16DIA.DU4530, DiIATOME) da bi se dobili isecci debljine oko 70 nm.
Ultratanki ise€ci su montirani na bakarne mrezice (G4901, SigmaAldrich) koje su nakon suSenja
kontrastirane 4% rastvorom uranil-acetata u metanolu i rastvorom olovo-citrata. Nakon zavrSene
pripreme, uzorci su posmatrani na transmisionom elektronskom mikroskopu (Morgagni 268D, FEI).

3.11 Statisti¢ka analiza

Statisticka obrada rezultata je uradena primenom GraphPad Prism ili SPSS programa. Svi
rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost (SV) + standardna devijacija (SD). Znacajnost razlike
izmedu dva ili viSe nezavisnih uzoraka je odredivana Studentovim t testom i jednosmernom
analizom varijanse (ANOVA), koja je bila pra¢ena Tukey-jevim testom za visestruko poredenje.
Vrednost p<0,05 je smatrana statisticki znacajnom.
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4  Rezultati

4.1 DA pacovi su Zivotinje podloZne razvoju EAE, dok su AO pacovi rezistentni na pojavu
bolesti

Kao sto je ve¢ pomenuto, poznato je da DA pacovi predstavljaju soj zivotinja podlozan razvoju
EAE, dok su AO pacovi rezistentni i kod njih ne dolazi do razvoja klini¢kih znakova bolesti
(Vukmanovi¢ i sar., 1989). Da bismo ovo potvrdili, DA i AO pacovi su imunizovani prema
prethodno opisanom protokolu i, u skladu sa o¢ekivanjima, kod DA pacova je doslo do progresivne
neuroloske disfunkcije (slika 7A), dok kod AO pacova nije doslo do pojave klinickih znakova EAE
(slika 7B). Bolest je kod DA pacova svoj maksimum dostigla 13. dpi, posle ¢ega je usledio spontani
oporavak zivotinja (slika 7A).
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Slika 7: Klini¢ko ispoljavanje EAE kod razli¢itih sojeva pacova.
DA (A) i AO (B) pacovi su imunizovani singenim HKM sa CFA. Klinicki skor EAE (n = 6 po soju
pacova) je pracen svakog dana od dana imunizacije do 28. dpi (A,B).

4.2 Veli¢ina i aktivacija drenirajucih limfnih ¢vorova koreliraju sa osetljivo§¢u na indukciju
EAE

Drenirajuéi limfni ¢vorovi prikupljeni iz zdravih, neimunizovanih DA pacova (1,71 £ 0,27 mm)
su bili manji od dreniraju¢ih limfnih ¢vorova prikupljenih od imunizovanih DA pacova cija je
veli¢ina iznosila 2,52 + 0,29 mm (3. dpi), 2,92 + 0,34 mm (5. dpi) i 5,68 + 0,53 mm (7. dpi). Pri
tome su drenirajuci limfni ¢vorovi prikupljeni od imunizovanih DA pacova 5. i 7. dpi bili statisticki
znafajno ve¢i od drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova prikupljenih od neimunizovanih DA Zivotinja
(p<0,05). Razlika u veli¢ini drenirajucih limfnih ¢vorova prikupljenih od imunizovanih DA pacova
3. dpi i dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zdravih pacova nije bila statisticki znac¢ajna. Kod AO pacova
nije uocena statisticka znacajnost u veli¢ini dreniraju¢ih limfnih ¢vorova prikupljenih od kontrolnih,
neimunizovanih Zivotinja (1,55 £ 0,3 mm) i dreniraju¢ih limfnih ¢vorova prikupljenih od
imunizovanih pacova ¢ija je veli¢ina iznosila 1,37 £0,19 mm (3. dpi), 2,07 £ 0,85 mm (5. dpi) i 1,95
+ 0,16 (7. dpi). Uporedivanjem veli¢ine dreniraju¢ih limfnih ¢vorova izolovanih od imunizovanih
DA i imunizovanih AO pacova po danima posle imunizacije, uocava se da je veli¢ina limfnih
¢vorova imunizovanih DA znacajno veéa 3. dpi i 7. dpi. u odnosu na imunizovane AO pacove
(p<0,05) (slika 8).
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Slika 8: Veli¢ina limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih DA i AO pacova.

Veli¢ina drenirajuc¢ih limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih DA i AO pacova je pracena 3, 5.1 7.
dpi. Statisticka znacajnost razlike unutar istog soja pacova je oznacena sa * (*p<0,05), a izmedu
razlicitih sojeva (AO/DA) sa # (#p<0,05).

Hematoksilin-eozin (HE) bojenjem preseka dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zdravih DA pacova
pokazana je ouvana arhitektura limfnog ¢vora (slika 9A), dok je HE bojenjem preseka drenirajuéih
limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova pokazano postojanje znakova aktivacije limfnog ¢vora.
Tre¢eg dana nakon imunizacije uocena je aktivacija limfnog ¢vora u vidu aktivacije parakorteksa,
dok se 5. dpi uocavaju brojni imunoblasti i blaga medularna plazmocitoza (slika 9B-C). Sedmog
dana posle imunizacije limfni ¢vorovi imunizovanih DA pacova su bili ispunjeni mononuklearnim
¢elijama koje su obliterisale medularne sinuse, povrSinski korteks je pokazivao znake atrofije sa
oskudnim limfnim folikulima, dok je parakorteks bio hipertrofiCan i ispunjen brojnim
plazmocitima. Medularne trake i subkapsularni sinusi su takode bili ispunjeni plazmocitima, a bila
je prisutna i histiocitoza medule (slika 9D-E). U meduli je 7. dpi uoeno i prisustvo velikih,
vakuolizovanih ¢elija koje po morfoloskim karakteristikama odgovaraju Mot ¢elijama (slika 9D-E).
Mot ¢elije predstavljaju velike plazmocite sa ekscentriéno postavljenim jedrom usled prisustva
velikih, sferi¢nih intracitoplazmatskih inkluzija razlicite veli¢ine koje po morfoloskim
karakteristikama odgovaraju Raselovim telima. Prisustvo vakuolizovanih Mot ¢elija nije uoc¢eno
kod zdravih DA pacova, kao ni kod imunizovanih DA pacova 3. i 5. dpi (slika 9A-C).

DA pacovi

A Kontrola B 3. dan posle imunizacije C 5. dan posle imunizacije D 7.dan posle imunizacije E 7. dan posle imunizacije
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Slika 9: HE bojenje preseka drenirajucih limfnih ¢vorova DA pacova.

Preseci limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih DA (A-E) pacova 3, 5. 1 7 dpi, veli¢ina 500 pm
(gornji red) 1 50 um (donji red, uvecana medula). Kod DA pacova se uoCavaju znaci aktivacije
limfnog ¢vora u svim vremenskim intervalima, pri cemu se 5. dpi uocavaju plazmociti (vrh strelice)
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1 imunoblasti (krug), dok se 7. dpi uocava 1 prisustvo Mot ¢elija (strelice). Na slici E, su na manjem
uvelianju (gore) obeleZzene zone limfnog C¢vora: povrSinski korteks (superficial cortex — SK),
parakorteks (deep cortex - DK) i medula (M), dok su na ve¢em uveli¢anju (dole, 100 um) Mot
¢elije sa Raselovim telima obeleZene strelicama, medularni sinusi ispunjeni plazmocitima vrhovima
strelice, a imunoblasti krugom.

U limfnim ¢vorovima izolovanim od zdravih AO pacova nema znakova narusene arhitekture
limfnog ¢vora (slika 10A). Treceg i1 petog dana posle imunizacije kod AO pacova nisu uoceni znaci
aktivacije limfnog ¢vora (slika 10B, C), dok je 7. dpi uocena aktivacija parakorteksa limfnog ¢vora
sa pojavom plazmocita u meduli, @ medularni sinusi su bili prazni. Mot ¢elije i Raselova tela nisu
uoceni (slika 10D).
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Slika 10: HE bojenje preseka drenirajuéih limfnih ¢vorova AO pacova

Preseci limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih AO (A-D) pacova 3, 5. i 7 dpi, veli¢ina 500 pm
(gornji red) i 50 pm (donji red, uve¢ana medula). Kod AO pacova se znakovi aktivacije limfnog
¢vora uocavaju 7. dpi, a prisustvo Mot ¢elija nije detektovano.

4.3 Prisustvo Mot éelija sa Raselovim telima u drenirajué¢im limfnim ¢vorovima
imunizovanih DA pacova

Analizom HE obojenih preseka drenirajucih limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova 7. dpi,
na velikom uvelicanju (100x), potvrdeno je prisustvo Mot celija koje karakteriSe ekscentri¢no
postavljeno jedro i veliki broj sferi¢nih citoplazmatskih inkluzija razlicite veli¢ine koje morfoloski
odgovaraju Raselovim telima (slika 11A). Kako bismo detaljnije ispitali morfologiju Mot ¢elije,
ultra tanki preseci limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova (7. dpi) analizirani su na elektronskom
mikroskopu. Izmedu malih limfocita je uo¢ena Mot Celija sa voluminoznom citoplazmom u kojoj su
bile prisutne velike, osmofilne, globularne, elektronski guste citoplazmatske inkluzije sferi¢nog
oblika. Ovakve promene predstavljaju Raselova tela. Raselova tela se u citoplazmi nalaze u
cisternama granulisanog endoplazmatskog retikuluma sa jasno uo€ljivim prostorom izmedu tela
inkluzije i zida cisterne i okruzena su perinuklearnim ili drugim cisternama (slika 11B).
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Slika 11: Prisustvo Mot ¢elija u limfnim ¢vorovima imunizovanih DA pacova.

(A) HE bojenje preseka limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova 7. dpi (20 um). Strelice
pokazuju Mot celije sa Raselovim telima u meduli limfnog ¢vora. (B) TEM fotomikrografije
medule limfnih ¢vorova izolovanih iz DA pacova 7. dpi (2 um, levo i 1 um, desno). Uocena je Mot
¢elija sa voluminoznom citoplazmom koja sadrzi elektronski guste globularne nakupine proteina
koje predstavljaju Raselova tela. Na vecem uvelianju se uocava da su Raselova tela okruzena
membranom ER ili perinuklearnih cisterni sa jasnim prostorom izmedu inkluzije i zida cisterne
(strelice).

4.4  Prisustvo Mot ¢elija u poliklonski aktiviranim plazmocitima u limfnim ¢vorovima
imunizovanih DA pacova

Detekcija i distribucija plazmocita u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima svih grupa zivotinja je
analizirana primenom monoklonskog misijeg anti-CD138 antitela. Treceg i petog dpi CD138"
plazmociti su uoceni u meduli dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova sa
pojedina¢nim plazmocitima u subkapsularnom regionu (slika 12B, C), dok se 7. dpi plazmociti,
pored medule, uodavaju i u parakorteksu koji je hipertrofican i ispunjen CD138" ¢elijama (slika
12D). U limfnim ¢vorovima neimunizovanih DA pacova uoéen je umeren broj CD138" plazma
éelija u meduli i manji broj u subkapsularnom regionu (slika 12A). Procenat CD138" povrsine
preseka drenirajuc¢eg limfnog ¢vora imunizovanih DA pacova 7. dpi odreden je u odnosu na ukupnu
pozitivhu povrsinu preseka limfnog ¢vora neimunizovanih DA pacova. Kod imunizovanih DA
zivotinja procenat CD138" povrsine (35,08 + 14,15%) je statisti¢ki znacajno veéi u odnosu na
neimunizovane Zivotinje (1,96 £ 0,14%, p<0,01) (slika 12E). Na vecem uveli¢anju (40x) se kod
imunizovanih DA pacova (7. dpi) u plazmocitima uocava i prisustvo Mot ¢elija (slika 14).
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Slika 12: CD138 bojenje limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih DA pacova

Na presecima drenirajucih limfnih ¢vorova (500 pm) zdravih DA pacova (A) uocava se mali broj
CD138" ¢elija u meduli i subkapsularnim sinusima §to odgovara normalnom nalazu, dok su na
presecima limfnih &vorova imunizovanih DA pacova 3. i 5. dpi CD138" plazmociti prisutni u
meduli limfnih &vorova (B, C). Sedmog dana se CD138" éelije, pored medule, nalaze i u
parakorteksu (D). Procenat CD138 pozitivne povrsine imunizovanih DA pacova 7. dpi je statisti¢ki
znacajno veci u odnosu na procenat CD138 potizivne povrSine kod kontrolnih neimunizovanih
zivotinja (E) (*p<0,05).

Na presecima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih AO pacova 3. i 5. dpi
uodavaju pojedinaéni CD138" plazmociti u meduli i subkapsularnim sinusima, $to odgovara
normalnom nalazu (slika 13A-C). Sedmog dana uo¢ene su male grupe plazmocita u meduli limfnog
¢vora (slika 13D).

A Neimunizovana kontrola B 3. dan posle imunizacije C 5. dan posle imunizacije D 7. dan posle imunizacije
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)

Slika 13: CD138 bojenje limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih AO pacova

Na presecima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova (500 pm) zdravih (A) i imunizovanih AO pacova 3. i 5.
dpi (B-C) uocava se mali broj CD138" ¢éelija, §to odgovara normalnom nalazu. Nesto veéi broj
CD138" ¢elija je prisutan kod imunizovanih AO pacova 7. dpi (D).
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Primenom monoklonskih antitela za kapa i lambda lance imunoglobulina uoc¢ena je poliklonska
aktivacija plazmocita. U meduli dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova 7. dpi
uoceno je prisustvo obe klase lakih lanaca imunoglobulina, $to ukazuje na poliklonsku aktivaciju
plazmocita (slika 14B-C). Kod imunizovanih DA pacova, 7. dpi je potvrdeno prisustvo Mot Celija i
imunohistohemijskim bojenjem. Mot ¢elije su uo¢ene nakon bojenja preseka limfnih ¢vorova sa sva
tri antitela, anti-CD138, anti-kapa i anti-lambda (slika 14A-C, strelice), sto ukazuje na prisustvo
poliklonski aktiviranih Mot ¢elija. Dalje smo Zeleli da procenimo broj kapa- i lambda-pozitivnih
Mot ¢elija, pa je izvrSena morfometrijska analiza preseka limfnih ¢vorova koji su obojeni anti-kapa
i anti-lambda antitelom. Morfometrijskom analizom je pokazano da je na presecima dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova 31,09 + 11,89% Mot ¢elija bilo kapa®, a 58,97 + 12,33%
lambda’. Razlika u procentu kapa i lambda pozitivnih Mot éelija je bila statisti¢ki znacajna (p<0,05)
(slika 14D).
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Slika 14: CD138 kapa/lambda bojenje preseka limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova.

Na presecima limfnih ¢vorova (50 um) imunizovanih DA Zivotinja (7. dpi) uocava se poliklolonska
aktivacija plazmocita koja je prisutna i u Mot ¢elijama (strelice) (A-C). lako je aktivacija
poliklonska, procenat lambda-pozitivnih Mot ¢elija je znacajno veci u odnosu na procenat kapa-
pozitivnih Mot ¢elija (D) (*p<0,05)

4.5 NaruSena morfologija ER i mitohondrija u razli¢itim tipovima ¢elija u limfnim
¢vorovima imunizovanih DA pacova

Nalaz Mot ¢elija u limfnim ¢vorovima imunizovanih DA pacova ukazuju na prisustvo ER stresa
u plazma ¢elijama tokom indukcije EAE. U daljem nastavku istrazivanja, koris¢ena je transmisiona
elektronska mikroskopija da bi se analizirale morfoloSke ultrastrukturne pomene u razli¢itim
tipovima c¢elija drenirajuéeg limfnog ¢vora DA pacova. TEM analiza medule limfnih ¢vorova
zdravih DA pacova je pokazala o¢uvanu morfologiju svih celularnih odeljaka, ukljucuju¢i ER i
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mitohondrije u limfocitima, makrofagima i plazmocitima (slika 15A-C). S druge strane, u
limfocitima, makrofagima i u plazmocitima drenirajucih limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova
(7. dpi) uocavaju se dilatirani ER i mitohondrije sa narusenom morfologijom u vidu otoka matriksa
I dezorganizacije krist (slika 15a-c). Ovakav morfoloski nalaz potvrduje aktivaciju ER stresa i
njegovu povezanost sa funkcijom mitohondrija u razli¢itim tipovima celijja imunskog sistema u
limfnom ¢voru tokom indukcije EAE.

A Limfociti B Makrofagi C Plazmociti

EAE

Slika 15: TEM analiza drenirajuéih limfnih ¢vorova zdravih i imunizovanih DA pacova.
Celije drenirajuéih limfnih &vorova 7. dpi (2 um, i 10 um (b) gornje fotomikrografije, 2 um (B), 1
pMm (a, b, ¢), 500nm (A, C) donje fotomikrografije) zdravih DA pacova imaju o¢uvanu morfologiju
(A-C), dok se u ¢elijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova uocavaju dilatacija
ER 1 oSteCenje mitohondrija (a-c). Strelice pokazuju dilatirani ER, a vrhovi strelica oStecene
mitohondrije sa ote¢enim matriksom i dezorganizovanim kristama u limfocitima (a), makrofagima
(b) 1 plazmocitima (c) EAE Zivotinja.
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4.6 Obrasci aktivacije ER stresa i UPR tokom indukcije EAE se razlikuju kod DA i AO
pacova

Posto su rezultati morfoloskih analiza ukazali na prisustvo ER stresa tokom indukcije EAE, u
narednim eksperimentima ispitivana je ekspresija markera ER stres/UPR u dreniraju¢im limfnim
¢vorovima DA 1 AO pacova. Imunoblot analizom je pokazano da kod oba soja pacova nakon
imunizacije dolazi do porasta ekspresije markera ER stresa/UPR, pri cemu GRP78 svoj maksimum
dostize petog dana nakon imunizacije (p<0,05). XBP1 se ranije aktivira kod DA pacova (5. dpi,
p<0,05), u odnosu na AO pacove (7. dpi, p<0,05). Pored porasta ekspresije XBP1 kod
imunizovanih Zivotinja u odnosu na neimunizovane, kod imunizovanih DA pacova se uocava i
znacajno povecanje ekspresije XBP1 u 7. dpi u odnosu na 3. dpi (p<0,05) (slika 16A-C). Statisticki
znaCajan porast ekspresije CHOP se kod imunizovanih DA pacova, U 0dnosu na neimunizovane
zivotinje, uocava 5. dpi (p<0,05), dok je ovaj porast kod imunizovanih AO pacova izrazeniji i
statisticki znacajan u 5. i 7. dpi (slika 16A-C). Fosforilacija eIF2a (p-eIF2a) je nakon imunizacije
znacajno povisena 5. dpi kod imunizovanih DA pacova, dok je porast fosforilacije elF2a kod
imunizovanih AO pacova znacajan 3. i 7. dpi u odnosu na neimunizovane zivotinje (p<0,05) (slika
16A-C). Pored toga, fosforilacija elF2a je znacajno veéa 5. dpi u odnosu na 3. dpi kod
imunizovanih DA pacova (p<0,05), dok ovakva promena kod AO pacova izostaje (slika 16A-C).
Fosforilacija MAP kinaze ERK (p-ERK), koja je uklju¢ena u prezivljavanje celija, statisticki je
znacajno poviSena 5. dpi kod imunizovanih DA pacova, dok se kod imunizovanih AO pacova ne
uocava porast fosforilacije ove kinaze (slika 16A-C) u odnosu na neimunizovane Zivotinje. Isecanje
PARP molekula je kod oba soja imunizovanih pacova (DA i AO) statisti¢ki znacajno poveéano 5. i
7. dpi u odnosu na neimunizovane zivotinje, ali je efekat vise izrazen kod imunizovanih AO pacova
nego kod imunizovanih DA pacova (slika 16A-C). Dodatno, kod imunizovanih AO pacova isecanje
PARP je znacajno vece 7. dpi u odnosu na 3. 1 5. dpi, dok je kod imunizovanih DA pacova isecanje
PAR znacajno vece 7. dpi u odnosu na 3. dpi (slika 16A-C).

S obzirom da je porast CHOP izrazeniji i trajniji, kao i da se p-elF2a javlja ranije kod AO
pacova, a da se fosforilacija ERK javlja samo kod DA pacova, mozemo zakljuéiti da ova dva soja
pacova imaju razliite obrasce aktivacije ER stresa.
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Slika 16: Vremenska kinetika aktivacije odgovora na ER stres kod razli¢itih sojeva pacova.

Ekspresija markera ER stresa /UPR - GRP78, XBP1, CHOP i p-elF2a, kao i ekspresija ERK kinaze
i markera apoptoze PARP u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima zdravih i imunizovanih DA (A) i AO
(B) pacova 3, 5.1 7. dana posle imunizacije je pracena imunoblot metodom (n = 6 za svaki soj
pacova za svaki vremenski interval). Porast svih markera ER stresa se uoc¢ava kod oba soja pacova,
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4 Rezultati
ali se ovaj porast deSava u razli¢itim vremenskim intervalima 1 razli¢itim intenzitetom.
Denzitometrijski rezultati relativne ekspresije proteina u odnosu na aktin prikazani su ispod
reprezentativnih blotova (C) (*p<0,05, nz — nije zna¢ajno u odnosu na 0 dpi ).

4.7 Indukcija ER stresa se aktivira u CD3" i CD3" ¢elijama limfnog ¢vora imunizovanih DA
pacova

S obzirom da autoreaktivni T limfociti imaju najznacajniju ulogu u patogenezi EAE, dalje smo
ispitivali da li u T limfocitima dreniraju¢eg limfnog ¢vora dolazi do povecéanja ekspresije markera
ER stresa . Kako bismo ispitali aktivaciju ER stresa u T limfocitima, ¢elije limfnih ¢vorova zdravih
1 imunizovanih DA pacova su sortirane na osnovu ekspresije CD3 molekula, povrSinskog markera T
limfocita. Imunoblot analiza je pokazala da nivoi markera ER stresa, GRP78 i CHOP rastu i u CD3"
i u CD3 ¢elijama imunizovanih DA pacova u poredenju sa zdravim zivotinjama (p<0,05) (slika
17A-B). Nivoi drugih markera ER stresa (XBP1, elF2a) nisu analizirani zbog malog broja
sortiranih ¢elija. Ovi rezultati ukazuju na aktivaciju ER stresa i u CD3" ¢elijama (T limifocitima) i u
CD3 ¢elijama limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova.
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Slika 17: Imunoblot analiza markera ER stresa u CD3" i CD3 ¢elijama limfnog &vora
imunizovanih DA pacova.

Do aktivacije ER stresa dolazi i u CD3" (A) i u CD3" (B) éelijama dreniraju¢ih limfnih ¢vorova
izolovanih iz imunizovanih DA pacova. Celijska suspenzija je bila pripremljena iz dreniraju¢ih
limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova 7. dpi (n = 5) 1 drenirajucih limfnih ¢vorova zdravih DA
pacova (n = 10 - zbog malog broja ¢elija pulovani su uzorci 2 zivotinje). Izolovane ¢elije su obojene
anti-CD3/FITC antitelom i sortirane pomoc¢u proto¢nog citofluorimetra. Ekspresija ER stresa
markera GRP78 i CHOP u CD3" (A) i CD3 (B) ¢elijama je analizirana imunoblotom.
Denzitometrijski podaci relativne ekspresije proteina (u odnosu na aktin) su prikazani ispod
odogovarajucih blotova (*p<0,05).
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4.8 Aktivacija ER stresa u mononuklearnim infiltratima ki¢mene mozdine korelira sa
klinickom slikom EAE

Kako bismo procenili vezu izmedu aktivacije ER stresa i klinicke aktivnosti EAE, nivoi markera
ER stresa su odredivani u mononuklearnim infiltratima izolovanim iz ki¢mene mozdine pacova sa
razli¢itom tezinom klini¢ke slike na vrhuncu bolesti (EAE klinicki skor 1-3, 12-14 dpi). Nivoi
markera ER stresa, GRP78 i CHOP su bili statisticki znadajno ve¢i u MNCKM izolovanim iz
ki¢émene mozdine pacova sa EAE skorom 2 i 3 u odnosu na MNCKM izolovane iz ki¢mene
mozdine pacova sa EAE skorom 1 (p<0,05) (slika 18). Nivoi drugih markera ER stresa (XBP1,
elF20) nisu analizirani zbog malog broja izolovanih MNCKM. Ovi rezultati, koji pokazuju
znaGajan porast markera ER stresa u MNCKM Zivotinja sa veéim EAE skorom, ukazuju na
pozitivnu povezanost aktivacije ER stresa u mononuklearnim infiltratima CNS (uglavhom T
limfociti, oko 80%) i stepena tezine bolesti.

EAE skor: 1 2 3
GRP78 | PRRRRR
CHOP - e wm®

aklin | .

Slika 18: Korelacija izmedu klinickog skora
bolesti i nivoa markera ER stresa u
mononuklearnim infiltratima kiémene mozdine

*
*
hi imunizovanih DA pacova.
41 MNCKM su izolovane iz ki¢mene mozdine
31 imunizovanih DA pacova 12-14 dpi i pripremljene
244 su za imunoblot analizu. Zbog malog broja ¢elija i
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t i

niske koncentracije proteina, proteini iz 2-3 uzorka
zivotinja sa istim klini¢kim skorom su pulovani i
analizirani imunoblotom. Denzitometrijski podaci
relativne ekspresije proteina (u odnosu na aktin) su
prikazani ispod imunoblota (*p<0,05, nz - nije
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4.9 Inhibicija ER stresa poboljsava klini¢ki tok EAE

U cilju ispitivanja uticaja ER stresa na klini¢ki tok EAE, imunizovani DA pacovi su tretirani
inhibitorom ER stresa UDCA. Uzimaju¢i u obzir ranije opisane antiinflamatorne mehanizme
UDCA, kao i mogu¢nost UDCA da prolazi kroz KMB, Zeleli smo da ispitamo da li inhibicija ER
stresa primenom UDCA moze da umanji neuroinflamaciju i da smanji stepen neuroloSkog osStec¢enja
kod imunizovanih DA pacova. Dobijeni rezultati su pokazali da intraperitonealna primena UDCA
nije odlozila pocetak bolesti (dan pocetka bolesti se nije razlikovao izmedu tretiranih i netretiranih
zivotinja), ali je dovela do znaCajnog smanjenja srednjeg dnevnog skora u nekoliko vremenskih
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tacki (10, 11, 12. i 13 dpi) (p<0.05) (slika 19). Pored toga, intraperitonealna primena UDCA je
dovela i do smanjenja kumulativnog i maksimalnog EAE skora (p<0,05) (tabela 3). Primena UDCA
oralnom gavazom takode nije imala efekat na dan pocetka bolesti, dok je na kumulativni 1
maksimalni EAE skor imala sli¢an, ali nesto slabiji efekat u odnosu na intraperitonealnu primenu
(p<0,05) (slika 19, tabela 3). Znacajno smanjenje srednjeg dnevnog skora je uoceno 12, 13, 15.1 16
dpi.

41 ) - EAE , 4 . = EAE
- - EAE+UDCA (i.p) . —-—EAE+UDCA (0.9)
— ) ]
% 3 < 3
g2 /T i £’
2 (A A X
I O R
a1 L S :
0 T'.:- T T T T T 0+ T T T T T T T 1
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Dani posle imunizacije Dani posle imunizacije

Slika 19: EfekatUDCA na klini¢ki tok EAE.

Nakon imunizacije HKM u CFA, kontrolne DA zivotinje su dobile PBS intraperitonealno (i.p) ili
oralnom gavazom (0.g) (N = 6 po grupi), dok su tretirane grupe Zzivotinja dobijale UDCA
intraperitonealno (120 mg/kg, n = 6) ili oralnom gavazom (500 mg/kg, n = 6). Klini¢ki skor EAE je
pracen od dana imunizacije do 28. dpi. Primena UDCA na oba nacina dovela je do znadajnog
smanjenja srednjeg dnevnog EAE skora u nekoliko vremenskih intervala: 11, 12. i 13. dpi nakon
primene UDCA intraperitonealno, odnosno 12, 13, 15. i 16. dpi nakon primene UDCA oralnom
gavazom (* p<0,05).

Tabela 3: DA pacovi imunizovani HKM u CFA (n = 6 po grupi) su dobijali svakodnevno PBS
(kontrolna grupa) ili UDCA intraperitonealno (120 mg/kg), odnosno oralnom gavazom (500 mg/kg)
tokom 28 dana. Klini¢ka slika je evaluirana svakodnevno, a rezultati su predstavljeni kao SV + SD
(*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu EAE grupu). UDCA je dovela
do znacajnog smanjenja maksimalnog EAE skora, kao i do smanjenja kumulativhog EAE skora.

Maksimalni Kumulativni klinicki Dan pocetka
klini¢ki skor skor bolesti
EAE
(PBS intraperitonealno) 3,00+0,77 21.6745,94 9,50+0,84
EAE+UDCA
(intraperitonealno) 1,42+0,8* 15,08+3,14* 10,67+1,51
EAE
(PBS oralnom gavaZzom) 2,92+0,66 21,25+5,79 9,17+£0,75
EAE+UDCA
(oralnom gavazom) 1,33+0,26* 16,08+4,09 9,17+0,98
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4.10 Anti-inflamatorno dejstvo UDCA u EAE

Potencijalni antiinflamatorni efekat UDCA je ispitivan gRT-PCR metodom, koja je pokazala da
intraperitonealna primena UDCA kod imunizovanih DA pacova dovodi do znacajnog smanjenja
ekspresije gena za IFNy, glavni efektorski citokin Thl ¢elijskog odgovora, kao i do smanjenja
ekspresije gena za 1L-12 i transkripcioni faktor T-bet, koji imaju ulogu u diferencijaciji Thl ¢elija
(p<0,05). Pored inhibicije Thl ¢elijskog odgovora, UDCA je dovela i do statisticki znacajnog
smanjenja ekspresije gena za IL-17, koji predstavlja glavni efektorski citokin Th17 ¢elijskog
odgovora, kao i do smanjenja ekspresije gena za IL-23, kljuénog faktora diferencijacije i
prezivljavanja Th17 ¢elija (p<0,05). UocCeno je 1 statisticki znacajno smanjenje ekspresije gena za
proinflamatorne citokine TNF i IL-1p (p<0,05). UDCA je dovela i do smanjenja nivoa iRNK za
transkripcioni faktor regulatornih T ¢elija Foxp3 i njihov imunoregulatorni citokin TGF-B1, ali ovo
smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno (slika 20).

Prikazani rezultati pokazuju da inhibicija ER stresa dovodi do smanjenja neuroinflamacije
povezane sa Th1/Th17 ¢elijskom diferencijacijom i posledi¢nog poboljsanja klini¢kog toka EAE.

w
{

mEAE
OEAE+UDCA

LLELLI

TNF IL-18 IL-12 T-bet IFNy IL-23 IL-17 TGFB Foxp3

Relativna ekspresija iRNK

0

Slika 20: Efekti UDCA na relativnu ekspresiju gena za proinflamatorne i imunoregulatorne
citokine.

Nakon imunizacije (HKM+CFA), a za potrebe PCR analize, Zivotinje su od dana imunizacije
tretirane UDCA intraperitonealno (120 mg/kg) tokom 7 dana, nakon ¢ega su izolovani drenirajuci
limfni ¢vorovi. Iz tkiva limfnog ¢vora najpre je izolovan RNK molekul koji je dalje procesom
reverzne transkripcije preveden u DNK molekul. gRT-PCR analizom praéena je ekspresija iRNK za
TNF, IL-1B, IL-12, T-bet, IFNy, IL-23, IL-17, TGF-B1 i Foxp3. Statisticki znacajno smanjenje
ekspresije gena za odredene citokine je oznaceno sa * (* p<0,05).

4.11 Efekat UDCA inhibira na ekspresiju markera ER stresa u EAE

Imunoblot analiza ekspresije markera ER stresa u imunizovanim zivotinjama koje su primile
UDCA pokazala je da se nivoi GRP78, splajsovane forme XBP1, CHOP i fosforilisanog elF2a (p-
elF2a) znacajno povecavaju u drenirajuéim limfnim ¢vorovima imunizovanih DA pacova u odnosu
na zdrave zivotinje (p<0,05) (slika 21). lako primena UDCA nije dovela do statisti¢ki znacajnog
smanjenja ekspresije ovih markera., nivoi GRP78, XBP1, CHOP i p-elF2a nisu bili statisticki
znacajno vec¢i kod imunizovanih DA pacova tretiranih UDCA u odnosu na zdrave neimunizovane
zivotinje (slika 21). Ovakav rezultat indirektno ukazuje da je UDCA sprecila aktivaciju ER stresa
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kod imunizovanih DA pacova. Pored ekspresije markera ER stresa, praceni su i fosforilacija p38
MAP kinaze i ERK, kao i isecanje PARP molekula (slika 21). Kod imunizovanih DA pacova doslo
je do povecane fosforilacije ERK (p<0,05), koja nije dodatno promenjena primenom UDCA. Pored
toga, UDCA dovodi do znacajnog smanjenja isecanja PARP u odnosu na imunizovane kontrolne
zivotinje (p<0,05), ali ne i do smanjenja fosforilacije p38 MAP kinaze, koja je zna¢ajno povecana u
dreniraju¢im limfnim ¢vorovima imunizovanih DA pacova bez obzira na tretman UDCA (p<0,05).

Prikazani rezultati ukazuju da je povoljan efekat UDCA na tok EAE povezan sa inhibicijom ER
stresa.
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Slika 21: Efekat in vivo primene UDCA na ekspresiju markera ER stresa u limfnim
¢vorovima imunizovanih DA pacova.

Nakon imunizacije HKM u CFA, DA pacovi su dobili intraperitonealno PBS ili UDCA (120
mg/kg). Zivotnije su Zrtvovanu posle 7 dana, nakon ¢ega su izolovani drenirajuéi limfni &vorovi.
Pored kontrolne grupe (imunizovani DA pacovi tretirani PBS) i imunizovane grupe zivotinja koja je
dobijala tretman UDCA, Zrtvovana je i grupa zdravih zivotinja (n = 6 po grupi). U dreniraju¢im
limfnim ¢vorovima pracena je ekspresija markera ER stresa GRP78, CHOP, XBP1, p-elF2q,
fosforilacija MAP kinaza ERK i p38 kao i isecanje PARP. Denzitometrijski rezultati relativne
ekspresije proteina u odnosu na aktin prikazani su pored reprezentativnih blotova (*p<0,05 u
odnosu na zdrave kontrole , #p<0,05 u odnosu na EAE, nz — nije znac¢ajno).
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5 Diskusija
U ovom istrazivanju je pokazano da tokom patogeneze EAE kod DA pacova postoji povezanost
izmedu odgovora na ER stres u ¢elijama imunskog sistema i stepena neuroinflamacije. Naime, ER
stres je tokom induktivne faze bolesti bio prisutan i u CD3" T ¢elijama i u CD3" éelijama
(makrofagi, B ¢elije) drenirajucih limfnih ¢vorova imunizovanih Zivotinja. Nivoi markera ER stresa
u mononuklearnim infiltratima CNS su bili u korelaciji sa tezinom bolesti, a farmakoloska inhibicija
ER stresa je smanjenem ekspresije proinflamatornih, kao i Thl i Thl17, citokina dovela do
poboljsanja klinickog toka bolesti. Ovi rezultati ukazuju na znacajnu ulogu aktivacije ER stresa u
patogenezi EAE i pruzaju novi uvid u dinamiku odgovora na ER stres u ovom modelu
neuroinflamacije kod pacova.

Poznata ¢injenica da su pacovi DA soja osetljivi, a pacovi AO soja otporni na indukciju EAE
(Vukmanovi¢ i sar., 1989) potvrdena je i u ovoj tezi nalazom da nakon imunizacije CNS antigenima
u prisustvu adjuvansa samo DA, ali ne i AO pacovi, razvijaju klini¢ke simptome bolesti. U skladu
sa tim, histoloskom analizom kod DA pacova uocena je rana aktivacija drenirajucih limfnih ¢vorova
i prisustvo velikog broja mononuklearnih ¢elija koje u potpunosti ispunjavaju limfni ¢vor, dok kod
AO pacova do aktivacije drenirajucih limfnih ¢vorova dolazi tek nakon 7 dana. Kod imunizovanih
DA pacova doslo je i do aktivacije humoralnog imunskog odgovora, §to je potvrdeno
imunohistohemijskim (CD138) bojenjem. Naime, u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima imunizovanih
DA pacova uoden je poveéan broj CDI138" plazmocita, odnosno ¢elija, u svim vremenskim
tackama, §to potvrduje da u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima, pored aktivacije T limfocita dolazi i
do aktivacije B limfocita. Ovakav nalaz ukazuje na znac¢aj B limfocita i u patogenezi EAE, u
modelu koji primarno zavisi od aktivacije CNS-specifi¢nih autoreaktivnih T celija (Kuerten i
Lehmann, 2011; McFarland i Martin, 2007; Rangachari i Kuchroo, 2013). Plazmocitni infiltrat je
uocen i kod AO pacova (7. dpi) i korelirao je sa nalazom HE bojenja, gde je aktivacija drenirajucih
limfnih ¢vorova AO pacova takode prisutna. Iako kod AO pacova ne dolazi do razvoja bolesti,
ovakav nalaz dodatno potvrduje da tokom indukcije EAE dolazi do aktivacije B limfocita. Uloga B
limfocita i autoantitela u patogenezi EAE nije u potpunosti razjasnjena, ali je poznato da ona imaju
znacajnu ulogu u modelima koji se zasnivaju na imunizaciji mijelin oligodendrocitnim
glikoproteinom (MOG) (Stefferl, Brehm, i Linington, 2000). Tako je pokazano da kod miseva koji
prekomerno produkuju anti-MOG antitela dolazi do brzeg razvoja EAE i tezeg ispoljavanja klinicke
slike bolesti nego kod wild type miseva (Cross i Stark, 2005). Kao $to je ve¢ pomenuto u uvodu, U
cerebrospinalnoj te¢nosti pacijenata obolelih od MS postoje autoantitela na antigene mijelina i ona
imaju dijagnosticki znacaj (Ziemssen i Ziemssen, 2005). Pored toga, Lasman je opisao 4 obrasca
demijelinizacije u MS, od kojih drugi obrazac podrazumeva demijelinizaciju posredovanu
antitelima (Lassmann, 2001). Na znacaj daljeg istrazivanja uloge B limfocita i Mot ¢elija tokom
patogeneze EAE ukazuje €injenica da prisustvo imunoglobulina u CNS kod pacijenata obolelih od
MS, bar u nekim sluéajevima, zavisi od migracije B limfocita u CNS (Villar i sar., 2012). Da je
migracija B limfocita u CNS znacajna za patogenezu MS sugeriSu i rezultati istrazivanja koje je
obuhvatilo pacijente obolele od MS na terapiji monoklonskim antitelom natalizumabom, antitelom
specificnim za a-4 integrin, koje blokira migraciju efektorskih celija imunskog sistema u CNS.
Njegova primena je dovela do smanjenja koncentracije imunoglobulina i broja B limfocita u
cerebrospinalnoj tecnosti pacijenata obolelih od MS (Villar i sar., 2012), sto je posledi¢no dovelo i
do poboljsanja klini¢kog ispoljavanja MS, potvrdujuci ulogu i znacaj B limfocita u patogenezi MS.
S druge strane, brojna istrazivanja nisu uspela da postave vezu izmedu humoralne imunosti i
patogeneze EAE (Cross i Stark, 2005), tako da ovo pitanje zahteva dodatna istraZivanja.

Zanimljivo je da su u meduli limfnih ¢vorova DA pacova 7. dana nakon imunizacije svetlosnom

i elektronskom mikroskopijom uocene Mot celije, koje predstavljaju atipiéne plazmocite i

prepoznate su kao velike, vakuolizovane Celije sa ekscentricno postavljenim jedrom i velikim

brojem sferi¢nih citoplazmatskih inkluzija koje odgovaraju Raselovim telima. Mot c¢elije nisu

uocene ni kod DA pacova u drugim analiziranim vremenskim intervalima, niti kod AO pacova.

Ovakav rezultat govori u prilog vremenski zavisnoj i sojno specificnoj pojavi Mot ¢elija u EAE i
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predstavlja prvi nalaz Mot ¢elija u EAE modelu indukovanom imunizacijom CNS antigenima u
prisustvu adjuvansa (Martinovic i sar., 2023). Prethodno su Raselova tela slu¢ajno uocena u
atrofiénim limfnim ¢vorovima i timusu ASW miSeva koji razvijaju primarno progresivni EAE
(Tsunoda i sar., 2005), kao i u cerebrospinalnoj te¢nosti tokom akutnog virusnog meningitisa i
meningoencefalitisa (Pelc, De Maertelaere, i Denolin-Reubens, 2008). Imunohistohemijskim
bojenjem antitelima za kapa i lambda lake lance imunoglobulina potvrdeno je da Mot ¢elije poticu
od poliklonski aktiviranih B ¢elija, za razliku od monoklonskih Mot ¢elija kod nekih pacijenata
obolelih od inflamatornog gastroenteritisa sa Raselovim telima (Zhang, Jin, i Cui, 2014). Kako se
Raselova tela smatraju citoplazmatskim inkluzijama koje se formiraju od aberantnih ili
prekobrojnih imunoglobulina, ili kao posledica narusene distribucije imunoglobulina (Ribourtout i
Zandecki, 2015), njihovo prisustvo u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima DA pacova ukazuje na
prisustvo ER stresa u plazmocitima tokom indukcije EAE. Ovo je potvrdeno i elektronskom
mikroskopijom koja je pokazala dilataciju ER ne samo u plazmocitima, ve¢ i u T ¢elijama i
makrofagima imunizovanih DA pacova.

U skladu sa rezultatima gore opisanih morfoloskih ispitivanja, imunoblot analiza je pokazala
poveéanje ekspresije markera ER stresa GRP78, XBP1, CHOP i fosforilisanog elF2a kod
imunizovanih DA pacova, ali i rezistentnog AO soja. Zanimljivo je da je u limfnom tkivu pacova
AO soja i pored odsustva Mot ¢elija primecena aktivacija ER stresa, §to dodatno potvrduje da se ER
stres tokom indukcije EAE ne javlja samo u B, odnosno plazma ¢elijama, ve¢ i u drugim ¢elijama
imunskog sistema, kao $to su T limfociti i makrofagi. Obrazac aktivacije ER stresa razlikovao se
kod dva soja, pri ¢emu je sveukupni odgovor na ER stres nakon imunizacije bio nesto izrazeniji kod
AO pacova u odnosu na DA pacove. Porast GRP78 molekula kod oba soja pacova ukazuje na
povecanu potrebu za Saperonima unutar ER u drenirajuéim limfnim ¢vorovima imunizovanih
zivotinja. Mobilizacija GRP78 i njegovo odvajanje od luminalnih domena senzora ER stresa dovodi
do pokretanja UPR kod oba soja pacova. Medutim, kada se posmatra kinetika aktivacije UPR, kod
AO pacova dolazi do izrazenije aktivacije proapoptotskog proteina CHOP, koja je pracena i
povecanim isecanjem PARP molekula. Takode, kod AO pacova ranije dolazi do fosforilacije elF2a
(3. dpi), ¢ime se inhibira translacija, odnosno spre¢ava dalje nakupljanje proteina. Cinjenica da
inhibicija translacije dovodi do znafajnog smanjenja Celijske smrti povezane sa ER stresom
potvrduje da je smanjeno nakupljanje nesavijenih/nepravilno savijenih proteina veoma znacajno za
prezivljavanje Celija u uslovima ER stresa (Szegezdi i sar., 2006). Takode, pored inhibicije
translacije, farmakoloska aktivacija fosforilacije elF2a moze da ogranici diferencijaciju efektorskih
Th17 ¢elija, $to dalje moze povoljno da utie na klinicko ispoljavanje bolesti (L. Chen i sar., 2021).
Stimulacija fosforilacije elF2a, pored ogranicavanja Th17 ¢elijske diferencijacije u EAE, dovodi i
do povecanog prezivljavanja oligodendrocita, glavnih ¢elija uklju€enih u proces mijelinizacije u
CNS (Y. Chen i sar., 2019). Dalje, XBP1, koji se aktivira u odgovoru na ER stres, moze imati ulogu
u adaptaciji Celije na ER stres aktivacijom ERAD 1 povecanjem transkripcije gena za
proteine/enzime koji su ukljuceni u uvijanje proteina (Claudio Hetz i sar., 2015). Pored uloge u
adaptaciji ¢elije na ER stres, u EAE modelu je pokazano da XBP1 pospesuje diferencijaciju Th17
¢elija, odnosno da njegovo odsustvo smanjuje produkciju glavnog efektorskog citokina Th17 ¢elija,
IL-17 i transkripcionog faktora koji je odgovoran za diferencijaciju Th17 celijskog odgovora,
RORyt (Brucklacher-Waldert i sar., 2017). Dakle, konac¢ni uticaj ER stresa na razvoj EAE zavisi od
ravnoteze izmedu suprotnih imunoregulatornih dejstava komponenata UPR , kao $to su elF2a i
XBP1. Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da se XBP1 molekul ranije aktivira kod DA
pacova (5. dpi), i da se ova aktivacija desava istovremeno sa fosforilacijom elF2a. S druge strane,
XBP1 se kod AO pacova aktivira 7. dpi, ali kod njih dolazi do ranije fosforilacije eIF2a koji, kao
Sto je prethodno navedeno, ogranicava encefalitogeni Th17 odgovor. Sve zajedno, indikativno je da
pomeranje ravnoteze od Th17 suprimiraju¢eg elF2a odgovora prema Thl7 stimuliSu¢em XBP1
odgovoru, kao §to je pokazano u ovom istrazivanju, moze doprineti podloZnosti DA pacova,
odnosno rezistenciji AO pacova ka razvoju i klini¢kom ispoljavanju EAE.
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lako fosforilacija (inaktivacija) elF2a primarno dovodi do inhibicije translacije, postoje
molekuli koji mogu da prevazidu ovu inhibiciju (Schréder i Kaufman, 2005). Jedan od takvih
molekula je transkripcioni faktor ATF4. Fosforilacija eIF2a dovodi do selektivne aktivacije ATF4,
transkripcionog faktora koji je odgovoran za ushodnu regulaciju proapoptotskog markera ER stresa
CHOP (Szegezdi i sar., 2006). U naSem istrazivanju, aktivacija CHOP se javlja paralelno sa
fosforilacijom elF2a, S$to potvrduje vezu izmedu ova dva molekula. Rana i naglasena aktivacija
CHOP proteina kod AO pacova, pracena znacajno pove¢anim isecanjem PARP molekula, mogla bi
da sugeriSe da je njihova rezistencija na indukciju bolesti povezana sa jacom aktivacijom apoptoze
povezane sa ER stresom u autoreaktivnim limfocitima AO pacova. Sa druge strane, aktivacija
CHOP je kod DA pacova nesto slabija i takode je pracena isecanjem PARP, koje je bilo slabije
izrazeno nego kod AO pacova. Ovakav rezultat ukazuje da u limfnim ¢vorovima zivotinja koje su
podlozne razvoju EAE dolazi do slabije, a moguce i kasnije aktivacije apoptoze nego u limfnim
¢vorovima pacova rezistentnih na razvoj bolesti. Ukoliko se analizira vremenska kinetika i razlika u
dinamici aktivacije molekula uklju¢enih u signalnu kaskadu UPR, nasi rezultati sugeriSu da kod DA
pacova preovladava aktivacija IREla, dok je dominantni put aktivacije UPR kod AO pacova preko
PERK molekula. Naime, kod DA pacova dolazi do istovremene aktivacije XBP1 i CHOP, pri ¢emu
IREla aktivira oba proteina. Kao S§to je opisano u uvodu, IRE1a dovodi do isecanja introna iz iRNK
za XBP1, ¢ime ga aktivira, dok se aktivacija CHOP ostvaruje preko p38 MAP kinaze (Walter i Ron,
2011; Wang i Ron, 1996). Sa druge strane, rana fosforilacija elF2a i aktivacija CHOP kod AO
pacova moze biti posledica aktivacije PERK molekula. Kao $to je ve¢ objasnjeno, aktivacija PERK
dovodi do inhibicije elF2a i posledi¢ne aktivacije transkripcionog faktora ATF4, koji dalje
povecéava transkripciju gena za CHOP (Walter i Ron, 2011). Jedan od nacina indukcije apoptoze
posredovane ER stresom je aktivacija MAP kinaza JNK i p38. Ove kinaze se aktiviraju
kompleksom IRE1a—TRAF2-ASK1 (Urano i sar., 2000), dok se aktivacija MAP kinaze ERK
najverovatnije desava posredstvom PI3K signalnog puta (Dai, Chen, i Li, 2009; Hu i sar., 2004).
Istrazivanja su pokazala da PI3K/AKT i MEK/ERK signalni putevi imaju znacajnu ulogu u
prezivljavanju ¢elija inhibicijom apoptoze koja je pokrenuta tokom odgovora na ER stres (Dai i sar.,
2009). Rezultati ove teze pokazuju povecanu fosforilaciju ERK kod DA pacova, dok ista izostaje
kod AO pacova, pa bi stoga fosforilacija ERK mogla da bude jo$§ jedan od faktora koji doprinosi
razvoju EAE kod DA pacova. Aktivacija ERK ima dvostruku ulogu u preZivljavanju, odnosno smrti
¢elije, pri cemu u nekim sluc¢ajevima dovodi do aktivacije proapoptotskih signala, dok u drugim
slu¢ajevima ima antiapoptotsku ulogu (Dai i sar., 2009; Hu i sar., 2004). Izostanak aktivacije ERK
kod AO pacova, kod kojih najverovatnije dolazi do apoptoze autoreaktivnih limfocita, kao i njegova
aktivacija kod DA pacova kod kojih dolazi do razvoja EAE, sugeriSu da bi aktivacija ERK u ER
stresu tokom indukcije EAE mogla da ima ulogu u prezivljavanju autoreaktivnih limfocita. Ovi
rezultati koji ukazuju na mogucu ulogu ER stresa u regulaciji osetljivosti na indukciju EAE u
skladu su sa nalazima da imunizovani AO pacovi, iako ne ispoljavaju klinicke znakove EAE i imaju
slabiji limfoproliferativni odgovor od DA pacova, ipak imaju rane patohistoloske lezije u CNS
slicne onima kod DA pacova (Vukmanovi¢ i sar., 1989). Dakle, rezistencija AO pacova na razvoj
EAE nije posledica izostanka aktivacije CNS-autoreaktivnih limfocita, ve¢ izmenjenog
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Imunizovani DA pacovi

Imunizovani AO pacovi

Nakupljanje proteina,

pelF2a diferencijacija Th17¢elija
Diferencijacija Th17¢elija,
produkcija IL-17 i RORyt RESE
Imunizovani DA pacovi Imunizovani AO pacovi
Prezivljavanje autoreaktivnih
rezivljavanje autoreaktivni PERK
Celija
Apoptoza
autoreaktivnih ¢elija
Kasnija i slabija CHOP
aktivacija apoptoze PARP

Sema 2. Razliditi obrasci aktivacije ER stresa/UPR u indukciji EAE kod DA i AO pacova.
Pomeranje ravnoteze od Thl7 inhibirajuéeg ka Th17 stimuliSu¢em odgovoru moze doprineti
rezistenciji imunizovanih AO pacova na indukciju EAE, odnosno podloznosti DA pacova razvoju
bolesti (A). Ranija aktivacija procesa apoptoze, kao i izostanak fosforilacije MAP kinaze ERK, koja
ima ulogu u prezivljavanju ¢elija, kod imunizovanih AO pacova takode mogu doprineti rezistenciji
AO pacova (B). Suprotno, aktivacija ERK kod imunizovanih DA pacova moze doprineti
prezivljavanju autoreaktivnih Celija, Sto pospeSuje razvoj EAE.

Kada govorimo o razlikama izmedu DA 1 AO pacova treba pomenuti da se ovi sojevi, osim po
podloznosti ka razvoju EAE, razlikuju i1 u na¢inu na koji reguliSu produkciju ROS 1 produkciju
proinflamatornih citokina (Mileti¢ i sar., 2007). Proinflamatorni citokini i ROS imaju ulogu u
patogenezi ER stresa, pri ¢emu postoji pozitivna povratna sprega u kojoj ER stres dovodi do
povec¢ane produkcije ROS 1 proinflamatornih citokina, a povec¢ana produkcija ROS i
proinflamatornih citokina ima ulogu u nastanku ER stresa (Hillary i FitzGerald, 2018; Xue i sar.,
2005). Vazan izvor ROS su disfunkcionalne mitohondrije (Chaudhari i sar., 2014), a pokazano je i
da narusena funkcija mitohondrija ima ulogu u razvoju EAE. In vivo konfokalna analiza kicmene
mozdine miSeva kojima je indukovan EAE je pokazala disfunkciju mitohondrija (Sadeghian i sar.,
2016), a uoceno je i da tokom patogeneze EAE dolazi do promena funkcije komponenata
respiratornog lanca mitohondrija (Ng, Sadeghian, Heales, i Hargreaves, 2019). Narusena funkcija
mitohondrija i komponenata respiratornog lanca je detektovana i na periferiji, u misi¢ima vilice i
jetri zivotinja obolelih od EAE (Ng i sar, 2019). Na TEM fotomikrografijama limfnih ¢vorova
imunizovanih DA pacova su uo¢ene mitohondrije sa nabubrelim matriksom i naru$enom strukturom
mitohondrijalnih Kristi, a detektovan je i prosireni ER, $to potvrduje povezanost produkcije ROS i
ER stresa. ProSiren lumen ER 1 naruSena struktura mitohondrija su uoceni u razli¢itim celijama
imunskog sistema kao $to su limfociti, plazmociti i makrofagi, za koje je poznato da ucestvuju u
patogenezi EAE (Constantinescu i sar., 2011; Hemmer i sar., 2006; Martin i Monson, 2007).
Uporedna analiza interakcije ER stresa, oSteene funkcije mitohondrija, produkcije ROS i
inflamatornog odgovora kod DA i AO pacova bi mogla pruziti dodatni uvid u njihovu slozenu
interakciju tokom inicijacije encefalitogenog imunskog odgovora.
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Jedno od zanimljivih pitanja koje proistice iz gore opisanih rezultata je da li je i u kojoj meri ER
stres prisutan u razliitim celijama koje imaju ulogu u imunopatogenezi EAE. Do aktivacije
odgovora na ER stres, odnosno do pokretanja UPR, dolazi u razliitim tipovima celija tokom
patogeneze EAE. Aktivacija UPR je pokazana u T limfocitima, makrofagima, oligodendrocitima i
astrocitima (W. Lin i Stone, 2015), $to je u skladu sa nalazom TEM fotomikrografija u okviru ovog
istrazivanja, gde je proSireni lumen ER uocen u razli¢itim tipovima ¢elija imunskog sistema.
Uzimajuéi u obzir rezultat TEM analize, kao i podatke iz literature, primenjena je imunoblot metoda
kako bi se detektovalo prisustvo markera ER stresa u CD3" T limfocitima i CD3" ¢elijama
(uglavnom B limfociti, makrofagi i NK ¢elije) koje su dobijene sortiranjem celija izolovanih iz
drenirajucih limfnih ¢vorova imunizovanih DA pacova. U obe ¢elijske populacije je uocen znacajan
porast nivoa GRP78 i CHOP proteina, $to ukazuje na aktivaciju ER stresa, kao i na pokretanje UPR.
Ovi rezultati su u skladu sa prethodno opisanim podacima iz literature (W. Lin i Stone, 2015), kao i
sa rezultatom TEM analize iz ovog istrazivanja. Pored uloge u sintezi i obradi proteina (Schwarz i
Blower, 2016), ER predstavlja najveée skladiste jona kalcijuma u ¢éeliji (Koch, 1990). Poznato je da
tokom ER stresa dolazi do oslobadanja jona kalcijuma u citosol (Claudio Hetz i sar., 2015), a
pokazano je i da je Kkalcijum osloboden iz ER je neophodan za potpunu aktivaciju T limfocita
(Thaxton i sar., 2017). Kalcijum takode uti¢e i na produkciju proinflamatornih citokina IL-6 i IL-1
u makrofagima (Sukhorukov i sar., 2020), sto dodatno naglaSava znacaj ovih jona za aktivaciju i
diferencijaciju CD4" T éelija s obzirom na ¢&injenicu da IL-6, uz TGF P, udestvuje u diferencijaciji
Th17 celija (Glatigny i Bettelli, 2018). S druge strane, diferencijacija Th17 ¢elija moze biti
nezavisna od TGF-B, pri ¢emu bi znaéajnu ulogu u ovom procesu mogao da ima XBP1
(Brucklacher-Waldert i sar., 2017). Na aktivaciju XBP1 uti¢u dva senzora ER stresa, ATF6 koji
dovodi do povecane transkripcije gena za XBP1 i IRE -1a koji obraduje i time aktivira iRNK za
ovaj protein (Walter i Ron, 2011). In vitro stimulacija naivnih T limfocita u prisustvu IL-6 i
stimulatora ER stresa dovela je do diferencijacije Th17 ¢elija, iako je TGF-B bio neutralisan anti-
TGF-B antitelom (Brucklacher-Waldert i sar., 2017). Pored IL-6 i TGF-B, za potpunu aktivaciju
Th17 ¢elija neophodan je i IL-23, koji se vezuje za svoj receptor, IL-23R, na povrsini Th17 ¢elija.
Vezivanje IL-23 za receptor pokrece signalnu kaskadu koja stimuliSe klonsku ekspanziju i
prezivljavanje Th17 ¢elija (Glatigny i Bettelli, 2018). Da ER stres ima ulogu u diferencijaciji Th17
¢elija pokazano je i nalazom da aktivacija PERK/CHOP puta u ¢elijama monocitne loze doprinosi
produkciji 1L-23, koji zatim pospeSuje razvoj Thl7 celijskog odgovora. Gudal i saradnici su
pokazali da ¢elije kojima je utiSan gen za CHOP produkuju znacajno manje IL-23 nakon indukcije
ER stresa u odnosu na ¢elije koje imaju normalnu ekspresiju gena za CHOP (Goodall i sar., 2010;
Heo et al., 2019). S druge strane, na produkciju IL-23 uti¢e i narusena funkcija mitohondrija.
Mitohondrijalna disfunkcija pojacava produkciju IL-23 koja je stimulisana aktivacijom
PERK/CHOP puta (Heo i sar., 2019), §to potvrduje vezu izmedu ER stresa i mitohondrijalne
disfunkcije koja je morfoloski pokazana u ovom istrazivanju TEM analizom. Diferencijacija B
limfocita u plazmocite koji produkuju antitela takode zavisi od aktivacije UPR kao odgovora na ER
stres 1 posledi¢ne aktivacije XBP1. XBP1 je jedini transkripcioni faktor za koji je poznato da je
neophodan za terminalnu diferencijaciju B limfocita u plazmocite (Reimold i sar., 2001; Todd i sar.,
2009). Povecana ekspresija XBP1 u B limfocitima dovodi do promena u ¢eliji koje su neophodne za
njihovu diferencijaciju u plazmocite: uvecanje celije, uvecanje organela i povecanje njihovih
funkcionalnih kapaciteta i povecanje sinteze proteina (Shaffer i sar., 2004). B limfociti kojima je
utiSan gen za XBP1 mogu biti aktivirani, ali ne mogu biti diferencirani u efektorske plazma celije
(Reimold i sar., 2001). Ovakvi rezultati sugeriSu da XBP1 nema samo ulogu u adaptaciji ¢elije na
ER stres, nego i da bi mogao da bude klju¢ni regulatorni molekul sekretujucih ¢elija, medu koje
spadaju i B limfociti. U skladu sa podacima iz literature, koji pokazuju ulogu razlicitih tipova celija
imunskog sistema (T i B limfociti, makrofagi) na razvoj EAE (Huitinga i sar., 1993; von Kutzleben
I sar., 2017; Willenborg i Prowse, 1983), rezultati ovog istrazivanja sugerisu da bi razvoj bolesti
kod Zivotinja imunizovanih CNS antigenima u prisustvu adjuvansa mogao bar delimi¢no da zavisi
od indukcije ER stresa i posledicnog pokretanja UPR. Ovu pretpostavku podrzava blazi klini¢ki tok
EAE kod miSeva koji imaju limfocitno-specifiénu deleciju XBP1 (Brucklacher-Waldert i sar.,
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2017), kao i pozitivna korelacija izmedu klinickog skora EAE i nivoa markera ER stresa koja je
uocena u ovom istrazivanju. Nivoi GRP78 i CHOP proteina u mononuklearnim infiltratima CNS
znacajno Se povecavaju sa napredovanjem bolesti, ukazujuci na sve jacu aktivaciju UPR tokom
razvoja bolesti. Treba napomenuti da je limfocitni infiltrat kicmene mozdine uglavnom bio sacinjen
od T limfocita (80%), Sto naglasava bitnu ulogu ER stresa u encefalitogenoj aktivnosti ovih ¢elija.

Imunizovani DA
pacovi

[ § *

Aktivacija limfocita u drenirajucim Narutena arhitektura ER i Narugena funkcija
Jalimiocita u dreniraj _— mitohondrija u limfocitima, _— Ca?* ———  ProdukcijaIL-6 5ena funkcljz
limfnim évorovima mitohondrija

plazmocitimai makrofagima
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Sema 3: Aktivacija ER stresa u razli¢itim tipovima éelija tokom patogeneze EAE.

Nakon imunizacije CNS antigenima u prisustvu adjuvansa dolazi do ER stresa u CD3" T éelijama i
CD3 ¢elijama kao $to su B limfociti/plazmociti (Mot ¢elije) i makrofagi. NaruSena struktura ER
moze dovesti do oslobadanja kalcijuma iz ER koji dalje dovodi do oStecenja funkcije mitohondrija.
Joni kalcijuma takode pospeSuju sekreciju IL-6 koji je neophodan za diferencijaciju Thil7
efektorskih celija. Pored IL-6, za diferencijaciju Th17 ¢elija je neophodan i IL-23, ¢iju produkciju
pospesSuje narusena strukura mitohondrija 1 aktivacija CHOP u ¢elijama monocitne loze. Ulogu u
diferencijaciju Th17 ¢elija ima 1 XBP1.

Na kraju, demonstracijom sposobnosti hemijskog Saperona i inhibitora ER stresa, UDCA (Vang
i sar., 2014), da poboljsa klini¢ki tok EAE potvrdeni su prethodni rezultati koji su pokazali
pozitivan efekat UDCA i njenog primarnog metabolita TUDCA na EAE kod miseva (Brucklacher-
Waldert i sar., 2017). Kao $to je ve¢ pomenuto u uvodu, UDCA/TUDCA su zucne kiseline koje se
primarno Koriste u terapiji primarnog bilijarnog holangitisa. Medutim, sve je veéi broj istrazivanja
koja se bave ispitivanjem potencijalnih terapijskih efekata UDCA/TUDCA na bolesti koje nisu
povezane sa oStecenjem jetre, kao Sto su dijabetes melitus, gojaznost, gastrointestinalni poremecaji,
kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Vang i sar., 2014). Stavise, nedavno je okon¢ana
klini¢ka studija u kojoj je ispitivano dejstvo TUDCA u MS pod pretpostavkom da bi normalizacija
redukovanog nivoa Zzu¢nih soli u cirkulaciji mogla doprineti korekciji imunoloSkih poremecaja u
ovoj bolesti (Bhargava i sar., 2020), sto preliminarna analiza rezultata studiije zaista i nagovestava
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03423121). Ovu pretpostavku podrzava istrazivanje u kome je
broj encefalitogenih Th1l 1 Th17 ¢elija bio znacajno snizen u dreniraju¢im limfnim ¢Evorovima
miseva kojima je indukovan EAE nakon tretmana TUDCA (Brucklacher-Waldert i sar., 2017). U
skladu sa tim rezultatima, u ovoj studiji je pokazano da UDCA u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima
imunizovanih DA pacova dovodi do znacajno smanjene ekspresije iRNK za glavne efektorske
citokine Th1 (IFNy), odnosno Th17 (IL-17) odgovora, kao i do smanjene produkcije citokina (IL-
12, I1L-23) i transkripcionih faktora (T-bet) neophodnih za diferencijaciju ova dva celijska
odgovora. UDCA je takode dovela do znacajno smanjene produkcije proinflamatornih citokina TNF
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i IL-1B, pri ¢emu IL-1pB ucestvuje i u Th17 diferencijaciji. S druge strane, UDCA nije dovela do
znacajno smanjene ekspresije IRNK za Foxp3, transkripcioni faktor koji ucestvuje u diferencijaciji
T regulatornih ¢elija, kao ni do smanjene ekspresije iRNK za TGF- B1 koji predstavlja citokin Treg
¢elija. Ovakav rezultat je u skladu sa nedavno publikovanim podacima koju pokazuju ulogu
metabolizma Zuc¢nih kiselina u pomeranju ravnoteze izmedu imunoregulatornih Treg cCelija i
proinflamatornih Th17 ¢elija ka Treg celijama (Hang i sar., 2019). Kako su Thl i Th17 glavne
efektorske celije odgovorne za patogenezu EAE, smanjena diferencijacija ovih celija, pracena
smanjenom produkcijom njihovih efektorskih citokina, moze da objasni povoljan efekat UDCA na
klinicki tok EAE. Naime, UDCA je dovela do poboljsanja klinickog toka EAE, redukovala
maksimalni i kumulativni skor, ali nije imala efekat na dan pocetka bolesti. Poslednji nalaz se
razlikuje od rezultata studije na miSevima gde je pokazano da TUDCA ima znacajan efekat na dan
pocetka EAE (Brucklacher-Waldert i sar., 2017). Razlika u efektu UDCA/TUDCA na pocetak
bolesti se moze objasniti vremenskom razlikom u pocetku tretmana. Naime, u nasem istrazivanju
zivotinje su tretirane UDCA od dana imunizacije do kraja eksperimenta, dok je u navedenom
istrazivanju TUDCA aplikovana u visokoj dozi dan pre indukcije EAE (500 mg/kg,
intraperitonealno), nakon ¢ega je primena TUDCA nastavljena svakodnevno u nizoj koncentraciji
(Brucklacher-Waldert i sar., 2017). Znacajan doprinos ove teze razumevanju imunoregulatornih
mehanizama UDCA u EAE odnosi se na ispitivanje njenog efekta na ER stres u ovoj bolesti. lako
UDCA nije dovela do statisticki znacajnog sniZzenja markera ER stresa u odnosu na imunizovane
DA pacove, odsustvo povecanja ekspresije markera ER stresa u dreniraju¢im limfnim ¢vorovima
zivotinja obolelih od EAE koje su primile UDCA ukazuje da bi pozitivan efekat zu¢nih soli na
neuroinflamaciju bar delom mogao biti posledica interakcije sa ER stresom/UPR u ¢elijama
imunskog sistema. Zanimljivo je da je UDCA znacajno smanjila isecanje PARP, §to ukazuje na
inhibiciju procesa apoptoze u ¢elijama imunskog sistema tokom indukcije EAE. Medutim, odustvo
efekta UDCA na fosforilaciju MAP kinaza p38 i ERK, koje reguliSu apoptozu, ukazuju da je anti-
apoptotsko dejstvo UDCA u EAE nezavisno od modulacije MAP kinaza. Anti-apoptotski efekat
UDCA na ¢elije imunskog sistema bi mogao negativno da uti¢e na njeno anti-inflamatorno dejstvo
u EAE, pa su stoga potrebna dalja istrazivanja u tom pravcu. Treba naglasiti da se svi opisani efekti
UDCA u ovom istrazivanju se odnose na drenirajuce limfne ¢vorove imunizovanih pacova, ali i da
tokom patogeneze EAE u CNS dolazi do reaktivacije autoreaktivnih T limfocita koji dalje pokrecu
neuroinflamaciju i dovode do oS$te¢enja oligodendrocita i neurona i posledi¢nog razvoja bolesti
(Constantinescu i sar., 2011). Pored dodatnog ispitivanja anti-inflamatornog i anti-Th1/Th17 efekta
UDCA pokazanog u ovoj tezi, sposobnost GRP78/ATF6-zavisne indukcije da §titi oligodendrocite
od inflamatornog oste¢enja u EAE (Y. Hussien i sar., 2015; Stone i sar., 2018) zahteva dalja
istrazivanja efekata koje bi tretman neuroinflamacije zu¢nim solima mogao da ima direktno na
rezidentne Celije CNS.
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5 Diskusija

UDCA

1

| Aktivacija stresa Poboljsanje klinickog toka
Azl ERi UPR EAE

Ko I

Th17
celije

Sema 4: Potencijalni mehanizam protektivnog dejstva UDCA u EAE.

UDCA dovodi do smanjene produkcije proinflamatornih citokina Thl i Th17 ¢elijskog odgovora, a
najverovatniji mehanizam ovog dejstva je inhibicija aktivacije ER stresa i pokretanja UPR, $to
smanjuje diferencijaciju encefalitogenih Thl i Th17 ¢elija.
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6 Zakljucci

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske teze, a na osnovu dobijenih rezultata, mogu se
izvesti slede¢i zakljucci:

1. Indukcija EAE dovodi do aktivacije ER stresa i kod pacova koji su podloZni razvoju
bolesti i kod onih koji su rezistentni ka razvoju klinickih simptoma bolesti.

2. ER stres, u ¢elijama imunskog sistema, predstavlja vazan patogenetski faktor i stoga je
znacajna terapeutska meta u neuroinflamaciji.

3. Inhibicija ER stresa dovodi do poboljsanja klinickog toka EAE, a efekat je
najverovatnije posredovan smanjenom produkcijom proinflamatornih citokina koji imaju
znacajnu ulogu u patogenezi EAE.

Dalja istrazivanja uloge i modulacije ER stresa tokom patogeneze EAE mogu poboljsati
sveukupno razumevanje na koji na¢in dolazi do razvoja neuroinflamatornih bolesti i na koji nacin bi
upravo modulacija ER stresa mogla doprineti njihovoj terapiji.

Poboljsanje klinickog
/ / toka EAE

Stres ERi
pokretanje UPR | UDCA __| IL-17, IFNy

Raselova tela

Sema 5: Uloga ER stresa u indukciji eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa
kod pacova.
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