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Popis skracenica i akronima

SZS - Sredidnji Zivéani Sustav

SGLT — Sodium Dependent Glucose Transporter(glukozni transporter ovisan o natriju)

GLUT- Sodium Independent Glucose Transporter(glukozni transporter neovisan o natriju)

FCS — Fetal Calf Serum(Fetalni govedi serum)

PM — Primarna mikroglija

PAMP — Pattern-Associated Molecular Patterns

DAMP — Danger-Associated Molecular Patterns

AMPK — adenozin monofosfat aktivirana protein kinaza

ANLS — Astrocitno-Neuronalni Laktatni Shuttle



Mikroglija stanice predstavnice su prirodenog imunolosSkog sustava u srediSnjem Ziv€anom
sustavu(SZS) i kao takve su zastupljene u svim mozdanim regijama, lednoj mozdini pa ¢ak i
mreZnici. Poimanje mikroglija stanica mijenjalo se s godinama, pocevsi od usporedbe sa
strukturnim ljepilom u mozgu do ideje da su jednostavni makrofagi nastanjeni u mozgu.
Rezultati viSegodisnjih istrazivanja pokazali su doduse da njihova funkcija seze daleko izvan
bazi¢nih imunih reakcija te da zadire u klju¢ne procese iza funkcioniranja ljudskog mozga,
uklju€ujudi i metabolizam neurona s ostalim stanicama sredis$njeg Ziv€anog sustava. Njihove
primarne funkcije tako po najnovijim saznanjima uklju€uju regulaciju homeostaze, cuvanjem

integriteta i strukture S7S-a.1 2

Danas se ocem mikroglije smatra Pio del Rio-Hortega, koji je u suradnji sa Santiago Ramon y
Cajalom i Wilferd Penfieldom revolucionarizirao neuroznanost. Ramon y Cajal zasluzan je za
otkriée neurona, Penfield je definirao vaZznost i ulogu oligodendroglije, dok je Pio del Rio-
Hortega izmedu 1919. i 1921., nizom pokusa u kojima je koristio bojanje stanica srebrnim
karbonatom otkrio i prve mikroglija stanice (Slika 1). U vizionarskom radu objavljenom 1932.
godine opisao je glavne morfoloske oblike mikroglija stanica, od ameboidnih do razgranatih3,

koje i danas moZzemo uoditi u in vitro modelima.

Nakon spomenutih otkri¢a, istrazivanje na mikroglija stanicama ulazi u limbo od 50 godina,

poglavito zbog poteskoca izolacije iz SZS-a. 1986. godine izlazi rad Giuliana D., prvi u nizu koji



istrazuje mikroglija stanice izolirane iz mozga sisavaca. S vremenom, interes za mikroglija

stanice sve viSe raste, s imunoloske, ali i recentnije, metabolicke strane.

Slika 1 : 4 tipa glija stanica po Hortegi : A — protoplazmatska neuroglija sive tvari. B — fibrozna

neuroglija bijele tvari. C — mikroglija. D — oligodendrociti.
Izvor : https://wiki.brown.edu/confluence/display/BN0193S04/del+Rio-Hortega
Mikroglija u fizioloskim uvjetima SZS-a

Kao stanice mezenhimalnog podrijetla, mikroglija stanice migriraju vec¢ tijekom ranog razvoja
SZS-a, prije nego $to se formira krvno-mozdana barijera. Imaju vaznu ulogu u njegovom ranom
razvoju te su jedne od klju¢nih aktera u proliferaciji, diferencijaciji, rasporedu i umrezavanju

neurona, za vrijeme razvoja, ali i kroz cijeli Zivot, pokazuju¢i odredene ucinke u procesu



starenja.* Mikroglija stanice imaju i znac¢ajnu ulogu u praéenju sinapti¢ke aktivnosti, te
posjeduju i niz receptora za razne metabolite koji se oslobadaju u kojeg ¢ine i okolni
neuronima i ostale glia stanice, time pratedi i njihovu aktivnost.! lzuzev utjecanja na imunu
ravnoteu i registriranje promjena u mikrookoli$u SZS-a, mikroglija s viemenom su se pokazale
iznimno vaznim sudionicima u sinaptickom remodeliranju mozga, i to putem fagocitoze
nepotrebnih sinapsa, tzv. strippingom (od engl. stripping = uklanjanje), uz susljedno
facilitiranje sinaptogeneze, putem cijelog spektra faktora rasta kao posrednika koje izlucuju.
Time je uévriéena uloga mikroglija stanica u neuroplasti¢nosti mozga.> Uklanjanje stani¢nog
debrisa s apoptoti¢nim stanicama u CNS-u jedna je od glavnih funkcija mikroglija stanica, no
valja spomenuti i da posjeduju sposobnost fagocitoze Zivih neurona, poglavito u stanjima
stani¢nog stresa, Sto bi moglo ukazivati na njihovu ulogu u nastanku brojnih patofizioloskih

stanja, ali bitnije, u odrZavanju homeostaze.®

Mikroglija stanice pokazale su se i metabolicki jedinstvenim stanicama, te iako su porijeklom
blisko vezane uz periferne makrofage, posjeduju specifiéne karakteristike vidljive samo u SZS-
u. Tako se pokazalo da mikroglija stanice, umjesto proizvodnje ATP-a putem oksidativne
fosforilacije, ¢esc¢e pribjegavaju aerobnoj glikolizi, slicno Warburg efektu koji je otkriven u
nekim tumorskim stanicama. Time istovremeno konzerviraju dovoljne koli¢ine energije za sve

najbitnije stani¢ne funkcije, a ipak proizvode dovoljne koli¢ine ATP-a.”

Mikroglija, kao rezidentne imune stanice SZS-a posjeduju sposobnost relativno brze
preobrazbe morfologije, a time i funkcije, kao odgovor na razliite patoloske podrazaje. Ti
poticaji mogu se podijeliti u dvije osnovne grupe: PAMP ( od engl. pathogen-associated

molecular patterns) i DAMP (od eng. danger-associated molecular patterns). PAMP obuhvaca



razliCita egzogena strukturna obiljezja (glikoproteini, glikolipidi, lipopeptidi, RNA i DNA
bakterija , virusa, gljiva i protozoa) koje zajednicki djeluju kao signal za transformaciju
mikroglija stanica u fagocitni oblik. DAMP s druge strane, obuhvadéa endogeni poticaj te dovodi
do transformacije i ,sterilne upale” bez obzira sto nije vidljiv egzogeni uzrok. Medu otkrivenim
DAMP signalima treba navesti i proteine visoke pokretljivosti, HMGB-1 (od engl. high mobility
group box proteins 1), razlicite proteine toplinskog Soka, HSP (od engl. heat shock proteins),
fibronektin, lipoprotein, serumski amiloid i amiloid B (AB) kao i fetuin A.  ° DAMP i PAMP
signali najvise djeluju preko receptora za prepoznavanje obrazaca (od eng. pattern recognition
receptor, PRR) koji se vezuju uz prirodenu imunost te pokreéu cijelu signalnu kaskadu koja za
cilj ima aktivaciju i transformaciju mikroglija stanica u proupalni oblik kroz jezgreni faktor
kappa B (od engl. nuclear factor kappa B, NFkB) i mitogen aktiviranom protein kinazom (od
engl. mitogen activated protein kinase, MAPK). Ovaj tip polarizacije stanica spada u M1
fenotip, specijaliziran za odrzavanje i propagaciju upalnog stanja putem razli¢itih funkcija

poput fagocitoze, mobilizacije stanice periferne imunosti i luéenje proupalnih citokina. °

S druge strane, kod mehanickih ozljeda, poput osteéenja ledne mozdine i traumatske ozljede
mozga, ili bilo kojeg drugog relativno akutnog stanja poput ishemicne reperfuzijske ozljede,
DAMP inducira prirodeni imunoloski sustav te se aktiviraju razli¢iti upalni ¢imbenici. Ovaj
odgovor vezuje se vise uz reparaciju rana i nastalih diskontinuiteta te uklanjanja debrisa. No,
odgovor se prebacuje na protuupalni gdje se promoviraju funkcije kao odlaganje
ekstracelularnog matriksa i angiogenezu. Ovaj prijelaz iz M1 u M2 fenotip omoguéuje potpunu
obranu od nastale Stete uz popravak ugrozenih stanica i mikrookolisa. Ukoliko ne dode
uspjesno do ovog prijelaza, a M1 stanice ne uspiju sanirati i umiriti upalu, konstantna
prisutnost upalnih citokina i reaktivnih kisikovih radikala na kraju ¢e voditi u stani¢nu smrt i

daljnje odteéenje tkiva. 1



Kroni¢no neuroinflamatorno stanje, perzistirajuci je odgovor koji krece sa inicijalnim upalnim
podrazajem, ali ubrzo postaje samopropagirajuci. Zbog DAMP signala i upalnih faktora koji se
oslobadaju od strane mikroglija stanica i astrocita, odrzava se svojevrsni zacarani krug upale
Zivcanog tkiva, koji vodi u sve vecu aktivaciju glija stanica i oStecenje tkiva. Smatra se da je ovaj
perzistirajuc¢i upalni odgovor zapravo posljedica neucinkovitog M2 odgovora. Manjak M2
mikroglija stanica dovodi do loSe kontrole upale, ali se takoder i lu¢i manje neuroprotektivnih
faktora poput inzulinu slicnog faktora rasta 1 ( od eng. insulin-like growth factor 1, IGF1) ili
neurotrofnog mozdanog faktora ( od engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF).
Neprikladan M2 odgovor i neravnoteza M1/M2 profila mikroglija stanica cesto se smatra

podlogom razli¢itim neurodegenerativnim bolestima.!?

Neurodegenerativne bolesti u starijoj dobi poput Alzheimerove bolesti ¢esto imaju udio svoj
etiologije u pretjeranoj transformaciji mikroglija stanica i odrzane upale koja poti¢e samu sebe
vodecdi do neurotoksi¢nih uc¢inaka. U starosti, mikroglija stanice pokazuje manje izdanaka nego
u mladoj dobi. U takvim uvjetima mikroglija stanice imaju vedi afinitet prema aktiviranom
fenotipu, M1 oblika, Sto se lako moZe povezati s neurotoksi¢noséu koja stoji u pozadini mnogih
neurodegenerativnih bolesti. 4 Kroni¢na upala u nekim psihijatrijskim bolestima poput
bipolarnog poremedaja i shizofrenije prema istrazivanjima posljedica je usmjeravanja
mikroglija stanice na same neurone, reagirajué¢i na njihovu pretjeranu aktivnost. No,
istrazivanja je na ovom polju nedovoljno, te su mikroglija stanice i dalje samo hipotetski krivac
u cijeloj prici gdje ¢ak i postoje odredene indikacije prema kojima je neurotoksi¢nost kod ovih

slucajeva zapravo korisna jer odstranjuje neucinkovite/nefunkcionalne neurone i sinapse.



BV-2 mikroglija je imortalizirana misSja stani¢na linija koja se pokazala opravdanom zamjenom
za primarnu mikrogliju (PM) in-vivo. lako je ushodna regulacija gena karakteristi¢nih za
primarnu mikrogliju kod BV-2 stanica bila manje izrazena, pokazale su jednaku reakciju na
faktore poput LPS-a, uz to posjeduju normalnu regulaciju NO proizvodnje i funkcionalni
odgovor na IFN-y, Sto su bitni parametri za prikladnu interakciju s T-stanicama i neuronima.
BV-2 stanice takoder uspjeSno stimuliraju druge glija stanice putem poticanja translokacije NF-
kB sa susljednim lucenjem IL-6 u astrocitima. Prednost je njihov kratak period kultivacije i
¢injenica da su imortalizirane , sto omogucuje ucinkovitija istrazivanja ograni¢enja i ranog
odumiranja stanica. Jedna od mana mogao bi biti manjak SZS faktora u kulturi, no uzevsi sve

u obzir BV-2 mikroglija stani¢na linija izvrsna je zamjena za primarnu mikrogliju.*?

Unutar normalnih uvjeta, mikroglija stanice drze se neuralno-speci¢nog fenotipa te su
okrenute prema konstantnom nadzoru mozdanog parenhima. Ovo je omoguéeno razlicitim
astrocitnim, neuronskim, ali i perifernim faktorima koji se lu¢e u okolinu, u nenarusenim,
fizioloskim uvjetima. No, kako je veé i Hortega primijetio, funkcija mikroglija stanica usko je
vezana uz njihovu morfoloSku prezentaciju, a ona dalje o uvjetima, faktorima i medijatorima
kojima su mikroglija stanice izloZzene. Tako su utvrdena dva osnovna fenotipa, M1 i M2, kao i
prijelazni, M1/M2 mijesani oblik, svaki sa svojom funkcijom i oblikom, za koje se prije moze

reéi da se komplementiraju nego iskljucuju.®

Slicno kao i makrofagi od kojih potjecu, mikroglija stanice mogu na odredene faktore, ukoliko

dode do prikladne stimulacije, reagirati prezimanjem aktiviranog proupalnog, ameboidnog



oblika. Ova forma mikroglija stanica izrazava cijeli niz imunih receptora, poput toll-like
receptora (TLR) i nukleotid-vezuéih oligomerizacijskih domena (od engl. nucleotide-binding
oligomerization domain, NOD) putem kojih prepoznaju Stetne ¢imbenike. Neki od ¢imbenika
koji izazivaju polarizaciju mikroglija ukljucuju upalne citokine poput interferona gama (IFN-y) i
¢imbenika tumorske nekroze (od engl. tumour necrosis factor- a, TNF-a). Nakon polarizacije,
M1 stanice luce svoje upalne citokine (TNF-a, interleukini 1B i 12), sudjeluju u prezentaciji
antigena te izrazavaju visoke razine inducibilne sintetaze dusSikovog monoksida (od engl.

inducible nitric oxide synthase, iNOS) za proizvodnju NO.10 13

NO proizveden od strane M1-mikroglija stanica sluzi kao efektorska molekula s mikrobicidnom
aktivnos¢u i kapacitetom za inhibiciju proliferacije stanica.* Ovo je posebno vidljivo u upalnim
stanjima, gdje osim NO raste i laktat, te glikoliticka aktivnost, jedan od glavnih metabolickih
obrazaca M1-mikroglije. Valja napomenuti da IL-4, inace karakteristiCan za M2-mikroglija

stimulaciju pokazuje u¢inak u smislu smanjene potro$nje glukoze i proizvodnje laktata.0 >

Definiranje M2 mikroglija profila, otpocinje definiranjem M2 perifernih makrofaga te se kao
takva oslanja na paletu receptora koje izrazava nakon izlaganja odredenim ¢imbenicima, na
luéenje citokinskog profila spregnutog s njihovom odgovaraju¢om funkcijom koja se vezuje uz
popravak i zastitu stanica od upale. Po izlaganju ¢imbenicima poput IL-4 i IL-13 aktiviraju se
razni nizvodni procesi koji vode do ovog protuupalnog ucinka, vidljivog u poja¢anoj ekspresiji
Argl, inhibiciji NF-kB te lucenju tzv. receptora Cistaca za fagocitozu(od eng. scavenger). Ovaj

tip aktivacije klasificiran je kao M2a. 1®

Prilikom izlaganja IL-10, glukokortikoidima i TGF-B, dolazi do slijedeéeg oblika aktivacije

poznatijeg kao M2c. Ovaj oblik se prije definirao kao inaktivirana forma, Sto bi bilo tocno samo



u smislu djelovanja protiv upale. M2c makrofazi uklju¢eni su u remodeliranje tkiva i depoziciju

matriksa nakon smirivanje upale.'” 18

Tredi tip aktivirane M2 forme M2b, viSe podsje¢a na M1 profil stanica, u smislu odsustva M2
specificnih markera poput arginaze 1 (Arg- 1), eozinofilnog kemotakti¢nog citokina (YM1). S
druge strane M2b makrofagi izraZavaju tipi¢an citokinski profil nakon izlaganja IL-10 i IL-12,
kao i M2c makrofagi. M1-M2 (abc) nomenklatura preuzeta je iz klasifikacije perifernih
makrofaga te integrirana u istraZivanja mikroglija stanica. Problemi nastaju kada se uzme u
obzir da mikroglija stanice nisu periferni makrofagi koji su migrirali u mozak, ve¢ su rezidentne
mezenhimalne stanice koje naseljavaju mozak ve¢ u ranom razvoju. lzrazaj markera kao i
funkcija se takoder ne podudaraju u potpunosti s perifernim makrofagima. Mikroglija u SZS-u
koristi se aerobnom glikolizom kao prefereriranim izvorom supstrata za ATP za razliku od
perifernih makrofaga koji se u fizioloskim uvjetima, kao i veéina stanica, koriste oksidativnom

fosforilacijom.” ¥

Prvi M2 oblik makrofaga klasificiran je zahvaljuju¢i manoznom receptoru (CD206) koji je
izrazen u ovom stani¢nom obliku. S vremenom, sve je viSe markera otkriveno koji bi spadali u
,M2 specifiéne” markere. Jedan od tih je Argl, ¢ija je funkcija pretvorba arginina u poliamine,

proline i ornitine.
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Slika 2. M1 i M2 mikroglija polarizacija pod razlicitim stimulusima LPS i IFN-y poti¢u prelazak u M1 stanje, s
pojacanom ekspresijom CD16/32 markera i lu¢enjem razli¢itih proupalnih ¢imbenika (IL-1B, IL-6, TNF-a, CCL2,
ROS, NO). S druge strane, IL-4 i IL-13 precipitiraju prelazak u M2-stanje, s ekspresijom CD206 markera i pojacanim

luéenjem IL-10 i Arg-1 koji inhibiraju lucenje proupalnih ¢imbenika.

Glukoza je glavni metabolit koji je esencijalan za preZivljenje stanica mozga i Ziv€anog sustava.
Stanice SZS-a glukozu pribavljaju pomocu 2 tipa glukoznih transportera : natrij-glukoza vezani
transporter (od engl. sodium-glucose linked transporter SGLT) koji transportira glukozu protiv
svog koncentracijskog gradijenta i glukoznog transportera (od engl. glucose transporter,
GLUT) koji transportira glukozu facilitiranom difuzijom drZeéi se njenog koncentracijskog

gradijenta.’® 20

Razlicite vrste GLUT transportera vezane su uz razliCite regije i stanice mozga, pa je tako GLUT
1 najéesce prisutan kod mozdane mikrocirkulacije i vezan je za transport glukoze kroz krvno-
mozdanu barijeru. Glukoza dospjela do astrocita preko GLUT1 metabolizira se u laktate koji

potom neuronima sluze kao energetski izvor. Pokazano je da razliciti citokini, primjerice IL-1,



koji lu¢e M1 mikroglija stanice, povecavaju ekspresiju GLUT1 transportera na astrocitima.
GLUT2 transporter prisutan je u hipotalami¢kim neuronima te sluzi kao glukozni senzor za
regulaciju unosa hrane. Uz navedeno, GLUT2 sluzi i kao regulator sinapticke i
neurotransmitorske aktivnosti. GLUT3 je najzastupljeniji glukozni transporter u mozgu, s
transportnim kapacitetom koji je ¢ak pet puta ve¢i od GLUT1. Prisutan je u neuropilu,
ponajprije u aksonima i dentritima. GLUTS5 transporter je jedini heksozni transporter izrazen

na mikroglija stanicama, te umjesto glukoze prenosi fruktozu.'®

Sve je viSe dokaza koji vezuju funkciju mikroglija stanica uz metaboli¢ko reprogramiranje
prirodenog imunog odgovora. U normalnim uvjetima kisika, stanice dolaze do energije putem
dva razli¢ita mehanizma. U prvom se glukoza razgraduje do piruvata putem glikolize, ulazi
Krebsov ciklus u mitohondrijima gdje dolazi do stvaranja ATP-a procesom oksidativne
fosforilacije. 2* U slu¢aju hipoksi¢nih uvjeta, piruvat se anaerobnom glikolizom konvertira u
laktat. Ovaj metabolicki prijelaz facilitiraju fosfoinozitol 3 kinaza/protein kinaza B signali (od
engl. phosphatidylinositol-3-kinases/protein kinase B, PI3K/Akt), a inhibiraju AMP-aktivirana
PK(AMPK) i interleukin-10. 22 23 Isti ovi signali vezani su uz polarizacijska stanja makrofaga na
periferiji. AMPK potice prijelaz u M2 protuupalni tip makrofaga te potice lucenje IL-10, koji
inhibira potom lucenje razli¢itih upalnih citokina karakteristi¢nih za upalna stanja i upalni, M1,

fenotip.?

Najnoviji dokazi govore u prilog Warburgovom efektu kao alternativnom mehanizmu
metaboliziranja glukoze. U tom slucaju dolazi do prijelaza s oksidativne fosforilacije na
aerobnu glikolizu. Pretpostavlja se da je rije¢ o obliku evolucijskog odgovora u korist
proliferacije stanica, koji bi preko makrofaga, ali i mikroglija, mogao i¢i u korist prirodenog

imunog sustava.’
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Uz sve priloZeno razvidno je da metabolizam mikroglija, koji u ovom pogledu ne odudara od

metabolizma makrofaga, podosta ovisi o fenotipu i polarizacijskom obliku koji poprime.

Fetuin-A serumski je glikoprotein sintetiziran i lucen iz jetre, te u manjoj mjeri iz bubrega,
placente i jezika. Clan je cistatinske obitelji proteina, iako mu nedostaje inhibitorni kapacitet
cistein proteaze. Kljucna fizioloSka funkcija koja mu se pripisuje, zahvaljujuéi pokusima na
fetuin-A knock-out miSevima, je inhibicija ektopi¢ne kalficikacije. U jednoj studiji pokazano je

da je fetuin-A medijator aktivacije Pl 3-kinaze/Akt puta.?’

Fetuin-A je u nekim istrazivanjima pokazao antiinflamatorni ucinak u kontekstu cerebralne
ishemije te je pronadena i njegova veza s Alzheimerovom boleséu, gdje su koncentracije
plazmatskog fetuina imale obrnuto proporcionalnu vezu s TNF-a..28 S druge strane, u pokusima
s fetuin-A knockout miSevima aficiranima eksperimentalnim autoimunim encefalitisom (EAE)
pokazan je proupalni ucinak, te su simptomi encefalitisa bili blaZi kod knockout miSeva nego
kod kontrolne skupine gdje se ocuvao fetuin-A. Pretpostavlja se da je to djelomic¢no zbog
inhibicije TGF B koji inaCe ima imunosupresivnu ulogu, no direktna veza u pokusu nije nadena.
Kod knockout miSeva, iako je bila prisutna dramati¢na redukcija EAE simptoma, zabiljezeno je
povecano lu¢enje proupalnih gena za IL-1 B i IL-12. Fetuin je u ovom sluéaju djelovao na razini
organizma te nije nadena direktna korelacija s neuroinflamacijom, ali vidimo da ima ulogu u
prirodenom imunoloskom odgovoru.?® Zamijecena je i pojacana ekspresija fetuin-a kod

makrofaga stimuliranih LPS-om.2

Fetuin se pokazao kao proupalni ¢imbenik vezan uz primarni imuni odgovor, putem supresije
imunosupresivnih monocita u slezeni, pojacane ekspresije na CD11b+ and CD11c+ te ne

postoji sumnja u njegovu povezanost s imunim sustavom.?®
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Vec uspostavljenim istrazivanjima pokazano je da funkcija mikroglija stanica, kao i njihov
metaboli¢ki profil izravno ovise o stanju aktivacije stanica (M1/M2).1° To je znacajno uzmemo
li u obzir da mikroglija stanice sudjeluju u razli¢itim neurodegenerativnim, upalnim ali i
reparacijskim procesima u sredinjem Zivéanom sustavu.2 Kao glavne reaktivne stanice SZ5-a,
direktno su vezane uz ono §to se odvija u njihovom mikrookolisu, uklju¢ujuéi niz faktora koji

mogu poticati transformaciju njihovog metaboli¢kog i fenotipskog profila. °

U protokolu kultivacije mikroglija stanica, ve¢ se neko vrijeme koristi fetalni govedi serum
(Fetal Calf Serum, FCS) u razli¢itim koncentracijama, najée$ée 10%. 3! Zamijetili smo da BV-2
stanice u kulturi naginju ka ameboidnoj morfologiji, te smo se pitali koja bi tvar prisutna u
mediju mogla djelovati kao poticaj za M1 polarizaciju stanica. Pomnijim istrazivanjem sastava
medija dosli smo do jednog od klju¢nih sastojaka koji bi mogao biti odgovoran za taj ucinak -

fetuin.32

Cilj rada bio je otkriti ukoliko fetuin u FCS-u utjece na stanje polarizacije i posljedi¢ne promjene
fenotipskih i metaboli¢kih obiljeZja BV-2 stanica in-vitro. Kultivacijom stanica s razli¢itim
koncentracijama FCS-a (10% FCS; prebacivanje iz 10% FCS-a u medij bez FCS-a; kultivacija u
mediju bez FCS-a) pratili smo promjene morfologije i funkcionalne promjene putem markera

specificnih za M1 i M2 fenotip mikroglija stanica.
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BV-2 stani¢na linija ustupljena nam je ljubazno$éu dr.sc. Jasne Kriz iz Montreala (Laval
University, Quebec, Kanada). Stanice su uzgajane u inkubatoru u uvjetima temperature od
37°C i udjela 5% CO2 te kultivirane u standardnom Dulbecco's modified eagle medium
(DMEM) mediju uz dodatak 5-10% fetalnog govedeg seruma (FCS, engl. Fetal Calf Serum), 1%

penicilin/streptomicina i 1% L-glutamina.

Promjene morfologije stani¢nih kultura prac¢ene su svjetlosnim mikroskopom Olympus CKX41,

a dobivene slike analizirane su programom Image Studio Lite.

Na ploce za uzgoj stanica sa 12 jazica prije naseljavanja stanica stavljena su sterilna pokrovna
stakalca. Stanice su uzgajane na 37°Ciuz 5% CO2. Uslijedila je 24 —satna inkubacija nakon cega
je uklonjen DMEM medij za uzgoj stanica. Stakalce sa stanicama isprano je tri puta PBS-om i
dodan je 4%-tni paraformaldehid (PFA) za fiksaciju stanica (15 minuta). Uslijedilo je ispiranje
stanica PBS-om (tri puta), koje se ponavlja nakon svakog koraka. Stanice su zatim tretirane s
0,5%-tnim detergentom Triton-x u svrhu permeabilizacije stanicne membrane (7 minuta).
Nakon permeabilizacije uslijedilo je blokiranje pomoéu 5%-tnog FCS seruma (30 minuta, 4°C)
te je po zavrSetku inkubacije dodano 150 pL otopine odgovarajuéeg primarnog protutijela.
Primarno protutijelo je inkubirano 1 sat na sobnoj temperaturi. KoriStena su sljedeéa primarna
protutijela: Croma 101 (anti-miSje monoklonalno misje protutijelo, Zavod za fiziologiju i

proteomiku Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci), anti-iINOS (anti-misje kuni¢je
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protutijelo, Abcam) , anti-C1lqg ( anti-miSje monoklonalno protutijelo), anti-Argl(antimisije
poliklonalno kunicje protutijelo, Santa Cruz), anti CD16-32 (antimisje Stakorcje konjugirano
protutijelo, BD Bionics), antiCD206 (anti-misje Stakorje protutijelo, BioRad) . Nadalje, dodano
je 150 uL otopine odgovarajuéeg sekundarnog protutijela konjugiranog s fluorescentnom
bojom koje je inkubirano 45 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. KoriStena su sljedeca
sekundarna protutijela: anti-misje IgG1-Alexa 555 (kozje protutijelo, Invitrogen), anti-Stakorje
IgG-Alexa 488 (kozje protutijelo, Abcam) i anti-kuniéje 1gG-Alexa 488 (kozje protutijelo, Life
Technologies). Navedena protutijela koristena su i kao negativna kontrola. Nakon inkubacije
sekundarnih protutijela, stakalce s uzorkom uklopljeno je na predmetno staklo pomodu
uklopnog sredstva (otopina moviola) i pohranjeno u mapi do analize rezultata. Signal je
ocitavan pomodéu Olympus BX51 fluorescentnog mikroskopa i slike su analizirane Olympus

Cell-F programom.
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Oslonivsi se na nase prijasnje zapaZzanje da su BV-2 stanice u kulturi poprimale dominantno
ameboidni oblik, inace pripisivan aktiviranom M1-polarizacijskom stanju, Sto bi ukazivalo na
prisutnost ¢imbenika aktivacije M1-fenotipa, a pod pretpostavkom da u FCS-u, serumu
stranog organizma, postoji sastojak koji aktivira mikroglija stanice, kultivirali smo stanice s
razli¢itim udjelom FCS-a (Slika 3.) kroz period od 96 sati kako bismo utvrdili postoji li uistinu

razlika u njihovoj morfologiji.

Prva kultura bila je uzgajana kroz 96 sati s 10% FCS-om, druga je nakon 72 sata prebacena u
medij bez FCS-a, dok je treca kultivirana 96 sati bez FCS-a. Na priloZzenim slikama vidi se da se
morfologija razlikuje Sto je u ovom slucaju ovisilo o koristenoj koncentraciji FCS-a prisutnoj u
mediju. Kultura uzgajana kroz 96 sati s 10% FCS-om pokazuje ameboidnu morfolosku formu,
karakteristi¢nu za aktivirano stanje (Slika 3A). Kod kulture gdje je medij promijenjen nakon 72
sata iz 10% FCS-a u onaj bez FCS-a moze se primijetiti poCetak grananja i bipolarni morfoloski
oblik (Slika 3B). Kultura uzgajana bez FCS-a nakon 96 sati pokazuje razgranatu morfolosku

formu, tzv. ramified oblik stanica (Slika 3C).
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Slika 3. Morfoloski profil BV-2 stanica uzgajanih s razlicitim koncentracijama FCS-a. BV-2 stanice uzgajane su u

tri razli¢ite kulture. Morfologija je pracena pomocu svjetlosnog mikroskopa nakon 96 h kultivacije. Slike pokazuju
stanice uzgajane s 10% FCS (A), stanice s promijenjenim medijem iz 10% FCS-a u medij bez FCS-a (B) te stanice
uzgajane u mediju bez FCS-a kroz 96 sati (C). Uocava se da je osim medija i vrijeme faktor u postizanju razgranate

forme, bududi da je kultura krace uzgajana bez FCS-a (24h) dovela do prijelaznog, bipolarnog morfoloskog oblika.
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Po potvrdi razlike morfoloske prezentacije BV-2 stanica, valjalo je provjeriti prati li je i razlika
u funkciji. Koristeci ve¢ utvrdene markere za M1 i M2 fenotip mikroglija stanica, proveli smo
imunofluorescenciju na staklu in-situ. Kao markeri M1 fenotipa koristeni su CD16/32, iNOS, i

Clg (komponenta komplementa C1).

CD16 i CD32 su IgG Fc receptori niskog afiniteta, te su izraZzeni na B limfocitima,
monocitima/makrofagima, NK stanicama, granulocitima itd. Medijatori su adaptivnog imunog

odgovora te sluze kao markeri aktiviranog, upalnog stanja.?3

iNOS (inducibilna NO sintetaza) marker je upale S7S-a te se kao takav vezuje &esto uz
patogenezu neurodegenerativnih bolesti poput multiple skleroze, HIV-om potaknute
demencija i traume. Njegova pojacana ekspresija javlja se u M1 fenotipu mikroglija stanica, te

se koristi kao pouzdani marker tog oblika.3

Clq komponenta komplementa takoder pokazuje pojacanu ekspresiju u razli¢itim stanjima,

izmedu ostalog i na temelju dokazanog ucinka na astrocite i mikroglija stanice koje aktivira.3

Slika 4. IzraZaj CD 16/32. |zrazeni povrsinski signal CD16/32 (zelena florescencija) nakon 96 sati u kulturi

uzgajanoj s 10% FCS-om (A), koji slabi u kulturi nakon 24-satnog uzgoja u mediju bez FCS-a (B) te znacajno izostaje

u kulturi uzgajanoj u mediju bez FCS-a kroz 96 sati (C)
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Slika 5. IzraZaj iNOS kod razlicitih koncentracija FCS-a. Kultura uzgajana u 10% FCS-om kroz 96 sati (A) pokazuje
znacajno izraZeniji signal od kulture uzgajane bez FCS-a kroz 96 sati (C). Kultura koja je prvih 72 h uzgajana s 10%
FCS-om pa prebacena u medij s bez FCS-a nakon 24 h pokazuje i dalje izrazen signal, no vidljiva je promjena

morfologije, prijelazni bipolarni oblici, i poCetak grananja (ramified M2 fenotip)

Slika 6. IzraZaj C1q markera kod razlic¢itih koncentracija FCS-a. 1zuzev par artefakata, nalazimo odsustvo signala

u kulturi uzgajanoj u mediju s bez FCS-a kroz 96 sati (C). Kultura koja je od pocetka uzgajana u 10% FCS-u (A) te

ona koja je uzgajana bez FCS-a kroz 24 sata (B) pokazuju slab, ali pozitivan signal.

Kao markeri M2, ramified fenotipa BV-2 stanica, koristeni su CD206 i Argl.

CD206, poznatiji kao manozni receptor, je transmembranski protein, inace najviSe izrazen na
makrofazima, dentri¢kim stanicama i endotelnim stanicama. U mozgu je najizraZeniji na

mikroglija stanicama i astrocitima. Karakteristi¢an je za M2 oblik mikroglija stanica.3®

Argl, poznatiji i kao enzim arginaza 1, marker je M2 stanja ¢ija je funkcija pretvorba arginina
u poliamine, prolin i ornitine, koji potom imaju ulogu u cijeljenju ozljeda i depoziciji matriksa.
Zanimljivo je spomenuti da Argl kao i iNOS koristi arginin, te postize kompletno suprotan
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ucinak inhibirajuci proizvodnju dusi¢nog oksida, za razliku od iNOS-a koji je poti¢e. Tako ova

dva markera predstavljaju odredenu ravnotezu u detekciji izmedu M1 i M2 oblika.!?

Slika 7. IzraZaj CD206 markera u kulturi. Kultura BV-2 mikroglija stanica uzgajana s 10% FCS-om kroz 96 sati (A)
pokazuje najslabiji signal, u kulturi uzgajanoj u mediju bez FCS-a kroz 24 sata (B) vidimo pocetak granjanja, jaci
signal i bipolarne stanice, dok je kod kulture uzgajane bez FCS-a kroz 96 sati (C) najjaci signal, s jasno definiranim

razgranatim, stanicama M2 fenotipa

Slika 8. IzraZaj Arg1 u pokusu. DuZi boravak stanica u mediju bez FCS-a uvjetuje jacu ekspresiju Argl. Kod kulture
s 10% FCS-om (A) signal je nakon 96 h negativan, dok kod kulture koja je nakon 72 sata prebacena u medij bez
FCSY-a (B), 24 sata kasnije se vidi izrazen signal i, kao i kod CD206, pocetak grananja. U kulturi koja je kroz 96 sati
uzgajana u mediju bez FCS-a (C), vidljive su razgranate stanice i najjaci signal.

Na temelju rezultata imunofluorescencije mozemo zamijetiti da su markeri M1 stanja vise
izrazeni kod kultura koje su kroz neko vrijeme uzgajana u mediju s 10% FCS-om. CD16/32 (Slika

4.), iINOS (Slika 5.) i C1g komponenta komplementa (Slika 6.) najizrazeniji su kod kultura koje

su uzgajane kroz 96 sati u 10% FCS-u (A), te su djelomicno izrazeni i kod kultura koje su kroz
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72 sata kultivirane u 10% FCS-u nakon ¢ega su prebacene u medij bez FCS-a te promatrane
nakon 24 sata (B). Kulture koje su kroz 96 sati uzgajana bez FCS-a (C) pokazuju znacajno
smanjen signal M1 markera, Sto bi popratimo li i morfologiju tih stanica, koja poprima

razgranatu formu, ukazivalo vise na M2 profil.

Markeri M2 polarizacijskog fenotipa, CD206 (Slika 7) i Arg-1 (Slika 8), slabo su vidljivi u kulturi
uzgajanoj u 10% FCS-u (A), poprimaju pojacani signal nakon 24 sata bez FCS-a (B), te su

najizrazeniji u kulturi koja je uzgajana u mediju bez FCS-a kroz 96 sati (C).

Mozemo zakljuciti da je izraZzaj ovih markera uvjetovan vremenom u kojem su kultivirane bez
FCS-a, te osvrnemo li se na kulturu koja je bila uzgajana s 10% FCS-om gdje je on uklonjen
nakon 72 sata (B), vidimo svojevrsni prijelazni oblik mikroglija stanica, s poCetnim grananjem

i bipolarnim formacijama koji eksprimira i M1 i M2 markere (M1/M2 mijesani tip).
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M1/M2 polarizacija mikroglija stanica proces je izrazito fluidne dinamike koji je u nasem
istrazivanju ovisio o vremenu u kojem su mikroglija stanice izloZene odredenim faktorima i
stimulusima iz njihove makro i mikrookoline. M1 metabolicki profil popracen je sa paletom
lué¢enih upalnih citokina, te ima ulogu u akutnoj fazi upalnih stanja, otklanjanjem detritusa i
pojac¢anom antigenom prezentacijom.3’ Ovo stanje nije perzistirajuée jer se mikroglija stanice
na kraju prebacuju u M2 profil potaknute promjenama u mikrookoliSu okrecudi se viSe prema
reparaciji i odlaganju ekstracelularnog matriksa, otklanjanju stani¢nog detritusa i
angiogenezi.'! MoZemo sliénu promjenu popratiti u trenutku kada su stanice prebaéene nakon
72 sata iz 10% FCS medija u medij bez FCS-a (kultura B) gdje se pocinju javljati markeri M2-
fenotipa kao i odgovaraju¢e morfoloske promjene u smislu grananja. Pogresno bi bilo reci da
razliCita stanja aktiviraju razlicite metabolicke profile mikroglija, poput M1 u infekcijama, ili
M2 u mirovanju, ve¢ su ova dva tipa, kao i prijelazni oblici (M1/M2 na slici B u pokusu)
konstantno prisutni u razlic¢itim regijama, te je predominacija pojedinog tipa ono sto prebacuje
ravnoteZu reakcije izmedu proupalnog i protuupalnog odgovora.*® Poremecaji ove ravnoteze,
koji se Eesto o€ituju u smislu neucinkovite, perzistirajuée upale, vode SZS u razli¢ita
neurodegenerativna oboljenja®® i psihijatrijske bolesti! te je lako pretpostaviti da su u pozadini
i mnogih drugih bolesti i patofizioloskih mehanizama u mozgu, gledamo li njihove funkcije,

koje su svakim danom sve opSirnije definirane.

Ako se osvrnemo na ranije navedene metaboli¢ke obrasce koji se razlikuju kod M1 i M2 stanja
vidimo da faktori koji se lu¢e kod M1 fenotipa, poput TNF-a, IL-1B i IL- 12 imaju ulogu u
poticanju metaboliziranja glukoze. IL-1B povecava ekspresiju GLUT1 transportera , ¢ime se

povecava doprema glukoze prema astrocitima, kao i posljedi¢no laktata koji neuroni koriste
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za sintezu ATP-a. 1° Utvrdeno je da je laktat izoliran u likvoru veéinom proizveden u mozgu i
da se ne podudara s razinama u serumu te moze posluziti kao vrijedan marker metaboli¢kih
disfunkcija u sredisnjem Zivéanom sustavu.3® Pretpostavlja se da ovdje veliku ulogu igra
astrocitni-neuronalni laktatni shuttle (ANLS), gdje se preko monokarboksilatnih transportera
(MCT) laktat iz astrocita prenosi u neurone.3® S druge strane, M2 fenotip i njegovi markeri
imaju funkciju u inhibiciji IL-1B. Adenozin monofosfat aktivirana protein kinaza (AMPK) potice
prijelaz u M2 fenotip te pojacano lucenje IL-10 koji inhibira lu¢enje IL-1B i ostalih upalnih
citokina M1 fenotipa.?® 2* Time se smanjuje ekspresija GLUT1 transportera, kao i prijenos
glukoze u astrocite, i posljedi¢no razine laktata u mozgu. Postoje istrazivanja koje vezuju razine
laktata u mozgu s neurodegeneracitivnom progresijom. U izolatima cerebrospinalnog likvora
kod pacijenata s multiplom sklerozom pronadene su viSe razine laktata nego u kontrolnoj
skupini. Pretpostavlja se da problem lezi u mitohondrijalnoj disfunkciji zbog blokade
oksidativne fosforilacije. Perzistiraju¢a upala i neurodegeneracija dva su procesa koji se
isprepli¢u u ovom sluéaju, a ne bi cudilo da mikroglija stanice sudjeluju u ovom metabolickom

shiftu, buduci da same ponekad podlijezu Warburg efektu, gdje se preferira aerobnu glikolizu.”

38

Zanimljive su implikacije o sudjelovanju mikroglija stanica u metabolizmu laktata i u
hipotetskom astrocitnom-neuroloskom shuttleu (ANS) koji se sve vise nudi kao pozeljniji
energetski put za neurone u stanjima pojacane energetske potrebe.?® U jednom istraZivanju
provedenom na djeci oboljeloj od tuberkuloznog meningitisa u Juznoj Africi, povisene razine
laktata, Sto je Cesti popratni ¢imbenik infektivnih stanja, povezala se s viSom ekspresijom M1
mikroglija stanica. Izmjerene razine laktata objasnjene su povecdanim energetskim potrebama
neurona, gdje i mikroglija stanice na kraju uskacu uz astrocite i formiraju kompleksan cirkularni

sustav razmjene laktata usmjeren poglavito prema preZivljenju neurona.3®
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Fetuin, koji se u nasem pokusu pokazao kao znacdajan aktivator M1-fenotipa, na razini
organizma impliciran je u razli¢éite metabolicke poremecaje kod pretilih ljudi, ukljucujuci
poremeéenu glikemiénu kontrolu putem smanjene osjetljivosti na inzulin, pojacanu aktivaciju
makrofaga, disfunkciju adipocita i fibrozu jetre?® te uz ranije navedeni IL-1B 4! zasigurno
precipitira razvoj dijabetesa tip 2. Postoji moguénost da kod pretilih ljudi fetuin precipitira
perzistiranje M1-fenotipa, koji odrzavajuci upalno stanje u CNS-u ,uzrokuje ubrzano kognitivno
propadanje i raniji nastup demencije.*?> To nije teSko za povjerovati buduéi da je uloga
mikroglija stanica putem perzistirajuce upale i aktivacije M1-stanica ve¢ utvrdena u razli¢itim
neurodegenerativnim poremecajima.!! Propadanje kognitivnih funkcija vidi se i kod kroni¢ne
infekcije citomegalovirusom#*, za kojeg smo u ranijim pokusima i sami utvrdili da poti¢e M1

polarizaciju kao i fetuin.

Koristeni markeri u pokusu i sami su nekad krivci za metaboli¢ke oscilacije i disfunkcije u
srediSnjem Ziv€anom sustavu pa tako iNOS (Slika 5.) ve¢ ima utvrdenu vezu s kognitivnom
disfunkcijom, koja se pokazala u slucajevima rekurentnog depresivnog poremecaja, gdje
stradaju memorija, sposobnost uéenja i prag paznje.** ROS (radikalni kisikovi radikali), koji se
u mikroglija stanica starije populacije Stakora pokazao kao ¢esée lu¢en metabolit nego iNOS
,potice upalu SZS-a aktiviranjem NFkB puta i poticanjem proizvodnje IL-1B. ** Vidimo da je u
svim ovim slucajevima zastupljena predominacija M1 fenotipa i neodgovarajuci prijelaz u M2

fenotip .
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Slika 9. IzraZeni markeri BV-2 mikroglija stanica kod razlicitih koncentracija FCS-a. Markeri specificni za M1
fenotip, C16/32, iNOS i C1g-1, najjaci izrazaj pokazuju na stanicama koje su kultivirane 96 sati u mediju s 10%
FCS-om, koje pokazuju ameboidnu morfologiju oc¢ekivanu od M1 fenotipa. M2-specifiéni markeri, CD206 i Arg-1,
najjaCi izrazaj pokazuju na stanicama koje su kultivirane bez FCS-a kroz 96 sati, te pokazuju M2-specificnu

razgranatu formu
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Fetuin iz FCS-a (od engl. Fetal Calf Serum), pokazao se kao znacajan aktivator proupalne,
ameboidne M1 forme, te smo uklanjanjem istog iz jednadibe uspjeli postiéi azgranatu,
mirujuéu M2 formu mikroglija stanica. Metabolicki profil BV-2 mikroglija stanica razlikuje se
znatno kod M1 i M2 aktivacijskog stanja, Sto vidimo i po samim markerima koji su bili izrazeni
u pokusu, a za koje je pokazano da imaju utjecaj na metabolizam mikroglija stanica, ali i
cjelokupnog SZS-a. M1 —fenotip preferira mehanizam aerobne glikolize, vezuje se uz povisene
razine laktata u mozgu, i utjeCe putem lucenih citokina, poput IL-1B, na ekspresiju GLUT1
transportera zasluznih za promet glukoze kroz krvno-moZdanu barijeru. M2 — fenotip
preferira mehanizam oksidativne fosforilacije, te preko adenozin-monofosfat aktivirane
protein kinaze(AMPK) potice lucenje interleukina-10 koji inhibira interleukin-1pB, prelazak u

M1 oblik mikroglija stanica te posljedi¢no snizava razine glukoze i laktata u SZS-u.

Eksperimentalni pristup ove vrste znacajan je jer nam omogudéuje pomnije ispitivanje
ravnoteZe izmedu ova dva stanja, kao i faktora koji pomicu tu ravnotezu na proupalnu (M1) ili
mirujuéu (M2) stranu. Otkrivanjem faktora pogodnijih za M2 aktivaciju mikroglija, smatramo
da moZemo u klini¢koj praksi s vremenom razviti nove terapijske modele za stanja gdje je
kroni¢na upala SZS-a uvjetovana nesvrsishodnom, prolongiranom aktivacijom M1 mikroglija
stanja, Sto vodi izmedu ostalog i do metabolickog stresa u pozadini neurodegenerativnih

bolesti i ozljeda srediSnjeg Zivéanog sustava

Daljnjim ispitavanjem metaboli¢kih razlika medu ova dva fenotipa i njihovih preferenci prema
razliitim citokinima i metabolickim stanjima moZe se utjecati na Citavu paletu disfunkcija
sredisSnjeg Ziv€anog sustava koji su posljedica metabolickog disbalansa zbog nesvrsishodne,

perzistirajuce upale predvodene M1 mikroglija stanicama.

25



Mikroglija stanice predstavnice su prirodenog imunoloskog sustava u srediSnjem Ziv€anom
sustavu (SZS). Funkcija mikroglija stanica usko je vezana uz njihovu morfolodku prezentaciju,
a ona dalje o uvjetima, faktorima i medijatorima kojima su mikroglija stanice izloZene. Tako su
utvrdena dva osnovna fenotipa, M1 i M2, kao i prijelazni, M1/M2 mijesani oblik. M1 oblik
metabolicki se vezuje uz proces aerobne glikolize i pojacane produkcije laktata, dok se M2,

razgranati fenotip vezuje uz oksidativnu fosforilaciju i smirivanje upale.

Cilj rada bio je otkriti ukoliko fetuin,aktivni sastojak u FCS-u, utjeCe na stanje polarizacije

(M1/M2) i posljedi¢ne promjene fenotipskih i metabolickih obiljeZja BV-2 stanica in-vitro.

Kulture uzgajane bez FCS-a kroz 96 sati pokazale su morfoloska i funkcijska obiljezja M2
mirujuée, razgranate mikroglije, uklju¢ujué¢i i pojacanu ekspresiju M2-specifi¢nih

imunoflorescentnih markera (CD206).

Otkrivanjem faktora koji pomicu M1/M2 ravnotezu u srediSnjem Ziv€anom sustavu u korist
M2 fenotipa, otvaraju se nova vrata za terapiju stanja koja u svojoj podlozi imaju metabolicki
stres (kisikovi radikali, iNOS, laktati) uzrokovan kroni¢nom upalom SZS-a (neurodegenerativne

bolesti, psihijatrijski poremecaji i bolni sindromi, dijabetes tipa 2).

Kljuéne rijeci : mikroglija, fetuin, imunoloski sustav, metabolizam
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Microglia cells are the resident innate immune cells in the central nervous system (CNS). The
function of microglia cells is tightly linked with their morphological presentation, which is in
itself influenced by the conditions, factors and mediators to which microglia cells are exposed.
It is in this manner we identify two basic fenotypes, M1 and M2, as well as a transitional,
M1/M2 mixed form. The M1 fenotype is usually metabolically linked to the process of aerobic
glycoliss and the increased production of lactates, while the M2 ramified fenotype is usually
metabolically linked to the process of oxidative phosphorylation and the calming of

inflammation.

The goal of this research was to discover whether fetuin, an active ingredient in FCS,
influenced the polarization state (M1/M2) with fenotype and metabolic changes of BV-2 cells

that followed in-vitro.

Cultures grown without FCS, through a period of 96 hours, demonstrated morphological and
functional characteristic of resting M2, ramified microglia cells, including an increase in

expression of M2-specificimmunoflorescence markers (CD206).

By identifying the factor that shift the M1/M2 balance in the central nervous system towards
the M2 fenotype, doors are opened into new therapeutic options for conditions that have
metabolic stress at its base (oxygen radicals, iNOS, lactate), caused by chronic
neuroinflammation (neurodegenerative diseases, psychiatric disorders, chronic pain

syndromes and diabetes type Il).

Keywords : microglia, fetuin, immune system, metabolism
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