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POVZETEK

Nevrodegenerativne bolezni, kot sta Alzheimerjeva
bolezen in Parkinsonova bolezen, so povezane s
progresivno izgubo nevronov, pri ¢emer nevrovnetje
deluje kot kljuéni pospeSevalec degenerativnih pro-
cesov. V raziskavi smo vzpostavili in ovrednotili sklop
celi¢nih modelov za ponovljivo posnemanie kljucnih
procesov nevrodegeneracije in nevrovnetja ter funk-
cionalno vrednotenije spojin vodnic. Vkjucili smo mo-
del Alzheimerjeve bolezni, model Parkinsonove bo-
lezni in modele nevrovnetja v celicah dlije, tj. mikrogliji,
astrocitih in oligodendrocitih, ki pomembno sodelujejo
pri vnetnih procesih v osrednjem ziv€evju. Na vzpo-
stavlienih modelih smo ovrednotili spojino AMS36,
zaviralec katepsina X, z obetavnim zas¢itnim ucinkom
na poskodovane nevrone in protivnetnim delovanjem.
V celicnih modelih smo spremljali spremembe celi-
¢nega fenotipa, izrazanje specificnih celi¢nih ozna-
Cevalcey, stopnjo celicne poskodbe ter aktivacijo poti
apoptoze. Rezultati so potrdili ustreznost vzposta-
vlienih modelov, kar se odraza v povzroceni poskodbi
celic in vnetnem odzivu, ter pokazali, da AMS36 po-
veca prezivetje celic, zmanjSa kazalce apoptoze in
ublazi vnetni odziv. Predstavijeni sklop modelov pred-
stavija uporabno predklinicno platformo za usmerjeno
vrednotenje kandidatnih ucinkovin pri procesih nevro-
degeneracije in nevrovnetja.

KLJUCNE BESEDE:
celiéni modeli, nevrodegeneracija, nevrovnetje, za-
viralec katepsina X

ABSTRACT

Neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s di-
sease and Parkinson’s disease are associated with
progressive neuronal loss, with neuroinflammation
acting as a key driver that accelerates degeneration.
In this study, we established and validated a set of
cellular models to reproducibly mimic key aspects
of neurodegeneration and neuroinflammation and
to enable functional evaluation of lead compounds.
The set included an Alzheimer’s disease model, a
Parkinson’s disease model, and neuroinflammation
models in glial cells, namely microglia, astrocytes,
and oligodendrocytes, which play important roles in
inflammatory processes in the central nervous sy-
stem. Using these models, we evaluated AMS36, a
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cathepsin X inhibitor, with promising neuroprotective
effects on injured neurons and anti-inflammatory ac-
tivity. Across the established models, we monitored
changes in cellular phenotype, expression of specific
cellular markers, the extent of cellular injury, and ac-
tivation of apoptotic pathways. The results confirmed
the suitability of the models, reflected by induced
cellular damage and an inflammatory response, and
showed that AMS36 increases cell survival, reduces
apoptotic markers, and attenuates the inflammatory
response. The presented set of models provides a
useful preclinical platform for targeted evaluation of
candidate compounds in the context of neurode-
generation and neuroinflammation.

KEY WORDS:
cathepsin X inhibitor, cellular models, neurodege-
neration, neuroinflammation

uvoD

Nevrodegenerativne bolezni, kot sta Alzheimerjeva bolezen
(AB) in Parkinsonova bolezen (PB), zaradi staranja prebival-
stva predstavijajo vse vecji zdravstveni izziv (1, 2). Kljub razli-
¢nim klinicnim in patoloskim znad&ilnostim, ju povezuje po-

stopna in selektivna izguba doloCenih populacij nevronov (3).
Pri AB so posebej prizadeti holinergi¢ni nevroni, pri PB pa
dopaminergiCni nevroni nigrostriatnega sistema (4, 5). Sele-
ktivna ranljivost posameznih nevronskih podtipov kaze, da
morajo raziskovalni pristopi v obzir vzeti njihove funkcionalne
posebnosti, saj se patoloski procesi in odzivi na drazljaje
med populacijami nevronov pomembno razlikujejo (6).
Nevrodegeneracija ni omejena le na nevrone, temvec je te-
SNo povezana z nevrovnetiem in delovanjem celic glije, med
katere sodijo mikroglija, astrociti in oligodendrociti (7—10)
(slika 1). Mikroglija je glavni imunski nadzornik osrednjega
zivCevja, ki se ob aktivaciji preusmeri v vnetno stanje in
izlo¢a citokine ter reaktivne kisikove in dusikove zvrsti (11).
Astrociti, ki v fizioloSkih razmerah podpirajo sinapti¢no de-
lovanje, se v bolezenskih razmerah preoblikujejo v reaktivhe
fenotipe, ki lahko okrepijo vnetno okolie (12). Sprosceni
vnetni mediatorji lahko Skodljivo vplivajo tudi na oligoden-
drocite, ki v fizioloSkih razmerah tvorijo mielinsko ovojnico
okoli aksonov ter s tem omogocajo hitro prevajanje zivénih
impulzov (13-15). V patofizioloSkih razmerah pa vnetno mi-
krookolje okvari oligodendrocite in oslabi njihovo sposob-
nost ohranjanja mielinizirajo&ega fenotipa (14).

Osrednje Ziv&evje je kompleksen sistem nevronov in celic
dlije, kjer patoloske spremembe dolo¢ajo medcelicna ko-
munikacija, regulacijske zanke in mikrookolje (16). Celi¢ni
modeli so zato v zacetnih predklini¢nih fazah nepogresljivi,
ker omogocajo nadzorovano primerjavo eksperimentalnih
pogojev, odmerkov spojin vodnic in kvantitativno ovred-
notenje celi¢nih odzivov, s Cimer je mogoce presojati farma-

FizioloSko stanje s

¢ Q Patofiziolosko stanje

s
aktiviran astrocit ~

Slika 1: FizioloSko in patofiziolosko stanje celic osrednjega Zivcevja. V fizioloskem stanju so celice osrednjega Zivéevja v ravnovesju, v
patofizioloSkem pa pride do vnetnega mikrookolja ter poskodbe oligodendrocitov in nevronov. Povzeto po (10). Ustvarjeno v programu

BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/i8gen51.

Figure 1: Physiological and pathophysiological states of central nervous system cells. In a physiological state, the cells of the central nervous
system are in balance, but in a pathophysiological state, an inflammatory microenvironment and damage to oligodendrocytes and neurons
occur. Adapted from (10). Created with BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/i8gen51.
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koloSki ucinek posameznih celi¢nih tipov in usmerjati na-
daljnje raziskave (6, 17, 18).

Med pomembnimi molekularnimi taréami nevrodegeneracije
je katepsin X, lizosomska cisteinska peptidaza s pomembno
vlogo v celicah imunskega odziva in dlije (19). Njegova aktiv-
nost je povezana z uravnavanjem vnetnih odzivov celi¢ne
signalizacije, adhezije in migracije, kar lahko prispeva k vedji
ranljivosti nevronov (20-22). Katepsin X proteoliticno cepi
tudi y-enolazo, protein z zascitno viogo v ZivCevju. Encim
y-enolaza poleg glikoliticne funkcije deluje kot nevrotroficni
dejavnik, saj spodbuja prezivetje nevronov, rast nevritov in
diferenciacijo nevronskih celic, njeno delovanje pa je posebe;
povezano z ohranjenim C-konénim delom (23, 24). Pove-
Gana proteoliticna aktivnost katepsina X v pogojih nevro-
vnetja in nevrodegeneracije dodatno prispeva k napredo-
vanju poskodbe nevronov, zato predstavija utemeljeno taréo
za zaviranje (25).

Namen raziskave je postaviti in ovrednotiti sklop predklini-
¢nih celiénih modelov za spremljanje celicnega fenotipa,
okvare, prezivetja in izloCanja vnetnih mediatorjev. V posa-
meznih modelih bomo kot kandidatno ucinkovino uporabili
AMS36, kovalentni zaviralec katepsina X, ter preverili, ali
zaviranje katepsina X vpliva na izbrane funkcionalne kazal-
nike v razli¢nih celi¢nih tipih osrednjega zivCevja.

MATERIALI IN METODE

2.1 GOJENJE CELICNIH KULTUR IN
VZPOSTAVITEV MODELOV
NEVRODEGENERACIJE IN
NEVROVNETJA

Za vzpostavitev celi¢nih modelov nevrodegeneracije smo
uporabili Clovesko celi¢no linijo nevronov SH-SY5Y
(ATCQ), za celicne modele nevrovnetja pa ¢lovesko celi-
¢no linijo oligodendrocitov HOG (Sigma-Aldrich), misjo
celi¢no linijo mikroglije BV2 (darilo dr. Biljane Bozi¢ Ne-
delikovi¢, Univerza v Beogradu) in misjo celi¢no linijo
astrocitov C8-D1A (ATCC). Celice SH-SY5Y in HOG smo
gojili v gojis¢éu DMEM/F12 (angl. Dulbecco’s modified
eagle medium; Sigma-Aldrich), dopolnjenim z 10 % fe-
talnega govejega seruma (angl. fetal bovine serum; FBS;
Thermo Fisher Scientific) in 1 % penicilina/streptomicina
(Sigma-Aldrich). Celice BV2 in C8-D1A smo gajili v go-

KLJUCNA SPOROCILA

e \/zpostavili smo celicne modele, ki posnemajo spre-
membe pri Alzheimerjevi in Parkinsonovi bolezni ter
nevrovnetja.

e Modeli omogocajo zanesljivo preucevanje poskodb
zivénih celic in vnetnega odziva.

e Zaviralec katepsina X AMS36 je zascitil celice, zmanj-
Sal znake celicne smrti in oslabil vnetje.

e Raziskava ponuja uporabno osnovo za razvoj novih
pristopov zdravljenja nevrodegenerativnih bolezni.

jis¢u aDMEM (angl. advanced Dulbecco’s modified eagle
medium; Thermo Fisher Scientific), dopolnjenim z 10 %
FBS, 1 % L-glutamina (Sigma-Aldrich) in 1 %
penicilina/streptomicina. Vse celi¢ne kulture smo vzdrze-
vali pri 37 °C v atmosferi s 5 % CO,,.

Za diferenciacijo celic SH-SY5Y smo plosc¢e predhodno
prekrili s kolagenom (20 pg/mL; Sigma-Aldrich) v fosfat-
nem pufru (PBS; Sigma-Aldrich) za 2 h pri 37 °C, nato
pa plosce sprali s PBS. Za vzpostavitev modela AB smo
celice diferencirali v holinergi¢ni podtip nevronov po pro-
tokolu, povzetem iz literature (26). Celice SH-SY5Y smo
najprej diferencirali z retinojsko kislino (RA; angl. retinoic
acid; 10 uM; Sigma-Aldrich) v gojis€u z zmanjSanim se-
rumom (2 % FBS) za 72 h, nato dodatnih 72 h z RA
(10 uM) v kombinaciji z rastnim dejavnikom mozganskega
izvora (angl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF;
50 ng/mL; Sigma-Aldrich). Peptid amiloid beta (AB,_,,,
Merck Millipore) smo raztopili v dimetilsulfoksidu (DMSO;
Sigma-Aldrich) in ga pred uporabo agregirali pri koncen-
traciji 100 pM 24 h pri 37 °C. Diferencirane celice smo
nato izpostavili fibriliranemu peptidu AB,_,, (1 uM) v go-
ji8Cu z zmanjSanim serumom za 24 h. Za vzpostavitev
modela PB smo celice diferencirali v dopaminergicni pod-
tip nevronov po protokolu, povzetem iz literature (26).
Celice SH-SY5Y smo najprej diferencirali z RA (10 uM) v
gojis¢u z zmanjSanim serumom (2 % FBS) za 72 h, nato
dodatnih 72 h z RA (10 uM) v kombinaciji z 12-O-tetra-
dekanoilforbol-13-acetatom (angl. phorbol 12-myristate
13-acetate, PMA; 80 nM; Sigma-Aldrich). Diferencirane
celice smo izpostavili nevrotoksinu, 6-hidroksidopaminu
(angl. 6-hydroxydopamine, 6-OHDA; 100 uM; Sigma-Al-
drich) za 24 h.

Za vzpostavitev modela vnetno poskodovanih celic oligo-
dendrocitov smo celice HOG najprej diferencirali v mielini-
zirajoCi fenotip po protokolu, povzetem iz literature (27).
Diferenciacijo celic smo sproZili dan po nasaditvi z gojiséem
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z zmanjSanim serumom (2 % FBS) v kombinaciji z dodat-
kom N2 (Gibco), dibutiril ciklicnim adenozin monofosfatom
(dbcAMP; 500 pM; Sigma-Aldrich) in 3-izobutil-1-metilk-
santinom (IBMX; 500 pM; Sigma-Aldrich) za 72 h. Diferen-
cirane celice smo nato izpostavili vnetnima dejavnikoma
tumorje nekrotizirajoCemu faktorju alfa (TNF-a; 100 nlM;

Biolegend) in intereferonu gama (IFN-y; 100 nM; Biolegend)
za 24 h.

Za postavitev modela nevrovnetja smo celice mikroglije BV2
en dan po nasaditvi stimulirali v gojiS€u brez seruma. Sti-
mulacijo smo sprozili z lipopolisaharidom (LPS; 0,1 pg/mL;
Sigma-Aldrich) za 24 h po protokolu, povzetem iz literature

Diferenciacija v holinergi¢ni podtip nevronov

RA + BDNF

Izpostavitev diferenciranih celic A

fibrili AR

Pretretiranje in

Nasaditev Diferenciacija Diferenciacija izpostavitev toksinu Vrednotenje
J: J.- l l l Dan
0 1 4 7 8

B : : Diferencirane celice =~ C D E
Nednferencnrape ¢ IRl 68— v | AChE 5
nevronske celice N =
podtip nevronov 8520 _
3 GAPDH ¢35 )
- = EE g9
o 2k 1.5 NE
[<] s=
25 * 5 < 22
2520 ac 1.0 x ©
£ ao -~
< s 1.5 <3 g o
Oc 5 > 13
3510 L2 05 Sz
£ c ~® ZE
03505 NS i 3
<T 00 s~ 0.0 = 0.0
g > X e
- A
& &
()
¥ .\
«© ‘é\
<~ ‘\é

Slika 2: Diferenciacija celic SH-SY5Y v holinergi¢ni podtip nevronov in uCinek zaviralca katepsina X, AMS36, pri AB-spodbujeni toksicnosti.
(A) Shema eksperimentalnega poteka. Ustvarjeno v programu BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B) Reprezentativni
fazno-kontrastni posnetki nediferenciranih in diferenciranih celic. Puscice nakazujejo celicne izrastke. (C) Prikaz izraZzanja AChE z GAPDH in
pripadajoca denzitometricna kvantifikacija razmerja AChE/GAPDH. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM treh neodvisnih poskusov (n =
3), relativno na nediferencirane kontrolne celice.*P < 0,05. (D) Delez celic, pozitivnih na 7-AAD. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM
treh neodvisnih poskusov (n = 3), izvedenih v dveh paralelah, relativno na diferencirane netretirane celice.”P < 0,05. (E) Aktivnost kaspaze-3.
Rezultati so prikazani kot povpredje + SEM treh neodvisnih poskusov (n = 3), izvedenih v dveh paralelah, relativno na diferencirane netretirane
celice. *P < 0,05. AB — amiloid beta; AChE — acetilholin esteraza; BDNF — rastni dejavnik mozZganskega izvora;, GAPDH — gliceraldehid-3-
fosfat dehidrogenaza; RA — retinojska kislina; SEM — standardna napaka srednje vrednosti.

Figure 2: Differentiation of SH-SY5Y cells into a cholinergic neuronal subtype and the effect of the cathepsin X inhibitor AMS36 on AB-
induced toxicity. (A) Experimental flow chart. Created in BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B) Representative
phase-contrast images of undifferentiated and differentiated cells. Arrows indicate cell protrusions. (C) Expression of AChE with GAPDH, and
corresponding densitometric quantification of the AChE/GAPDH ratio. Results are shown as mean + SEM of three independent experiments
(n = 3), relative to undifferentiated control cells. *P < 0.05. (D) Proportion of 7-AAD positive cells. Results are shown as mean + SEM of three
independent experiments (n = 3), performed in duplicate, relative to differentiated untreated cells. *P < 0.05. (E) Caspase-3 activity. Results
are shown as mean + SEM of three independent experiments (n = 3) performed in duplicate, relative to differentiated untreated cells. *P <
0.05. AB — amyloid beta; AChE — acetylcholinesterase; BDNF — brain-derived neurotrophic factor; GAPDH — glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase; RA — retinoic acid; SEM — standard error of the mean.
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(21). Supernatante smo po stimulaciji zbrali, centrifugirali
5 min pri 2000 vrtljajinh na minuto in shranili pri =80 °C.

Za vzpostavitev modela aktiviranih astrocitov smo celice C8-
D1A aktivirali s kondicioniranim gojis¢em mikroglije (angl. mi-
croglia conditioned media, MCM), pripraviienim iz celic BV2
po zgoraj opisanem postopku stimulacije z LPS, zbiranja in
centrifugiranja supernatantov, nato pa smo celice C8-D1A
dan po nasaditvi izpostavili pridoblienemu MCM za 24 h.

2.2 TRETIRANJE Z ZAVIRALCEM
KATEPSINA X (AMS36)

Zaviralec katepsina X AMS36 so sintetizirali sodelavci Ka-
tedre za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo Uni-
verze v Ljubljani (28). Zaviralec smo uporabljali na vseh
celi¢nih modelih, pri Eemer smo kontrolnim skupinam celic
vedno dodali enak volumen topila DMSO. Za oceno za-
SCitnega ucCinka smo celice predtretirali 1 h z AMS36
(10 uM), nato pa jih izpostavili ustreznemu toksi¢nemu oz.
vnetnemu draZljaju.

2.3 PRIPRAVA CELICNIH LIZATOV

Na predvidenih ¢asovnih tockah smo celice pozeli in lizirali
z enim od naslednijih pufrov: (i) za dolo€anje ravni proteinov
z metodo prenosa western ali encimsko-imunskim testom
v sestavi 50 mM 4-(2-hidroksietil)- 1-piperazinetansulfonske
kisline (HEPES), 150 mM NaCl, 1 mM etilendiamintetrao-
cetne kisline (EDTA) in 0,25 % Triton X-100 s pH 6,5 ali (i)
za dolo¢anja aktivnosti kaspaze-3 v sestavi 100 mM fosfatni
pufer, 100 mM NaCl, 1,3 mM EDTA in 0,1 % Triton X-100
s pH 6,0. Po lizi celic smo celokupne lizate 30 min inkubirali
na ledu in jih shranili pri =80 °C. Pred nadaljnjo analizo
smo lizate sonicirali in centrifugirali 15 min pri 15.000 vrtljajih
na minuto, da smo pridobili kon&ne celi¢ne lizate. Slednjim
smo dolocili koncentracijo proteinov s kompletom DC (angl.
detergent compatible; Bio-Rad), pri ¢emer smo kot stan-
dard uporabili goveji serumski aloumin (angl. bovine serum
albumin, BSA; Sigma-Aldrich).

2.4 PRENOS WESTERN

Enake koncentracije proteinov iz celokupnih celi¢nih lizatov
smo denaturirali z dodatkom nanaSalnega pufra za elek-
troforezo v poliakrilamidnem gelu v prisotnosti natrijevega
dodecil sulfata, segreli 5 min pri 100 °C in logili na 12-%
Tris-glicinskih gelih. Proteine smo prenesli na membrane
iz poliviniliden difluorida z napravo iBlot (Thermo Fisher

Scientific). Membrane smo blokirali 1 h pri sobni temperaturi
v 5 % posnetem mleku v pufru Tris z dodatkom detergenta
Tween 20 (TBST) in jih nato inkubirali ez no¢ pri 4 °C v
raztopini primarnih protiteles v 3 % BSA v TBST s protitelesi
proti acetilholin esterazi (AChE; Santa Cruz Biotechnology),
tirozin hidroksilazi (TH; Santa Cruz Biotechnology), mielin-
skemu bazi¢nemu proteinu (MBP; Abcam), glialnemu fi-
brilarnemu kislemu proteinu (GFAP; Proteintech) in glice-
raldehid-3-fosfat dehidrogenazi (GAPDH; Cell Signaling).
Po spiranju smo membrane inkubirali 1 h z raztopino se-
kundarnih protiteles, konjugiranih s hrenovo peroksidazo
(Jackson ImmunoResearch), signal pa razvili s kompletom
reagentov za kemiluminiscenco (Thermo Fisher Scientific)
in zajeli s sistemom G:Box (Syngene). Intenzitete pasov
smo kvantificirali s programsko opremo GeneTools (Syn-
gene), rezultate pa izrazili kot razmerje do GAPDH in jih
normalizirali na kontrolni vzorec.

2.5 PRETOCNA CITOMETRIJA

Za vrednotenje stimulacije celic mikroglije BV2 in dolo¢anje
izrazanja povrsinskega oznacevalca aktivirane mikroglije
CDB68 s pretocno citometrijo smo celice dan po nasaditvi
stimulirali, kot opisano zgoraj. Po inkubaciji smo celice od-
stranili od podlage, jih sprali s PBS ter fiksirali 20 min s 4-%
formalinom (Sigma). Nato smo celice ponovno sprali in per-
meabilizirali 10 min v 2-% BSA v PBS z dodanim 0,5-%
Triton X-100, nato pa jih 1 h inkubirali s protitelesi proti
CD68, konjugiranimi s fluorokromom alofikocianinom (Bio-
legend). Po kon¢nem spiranju smo celice resuspendirali v
PBS in jih analizirali na pretocnem citometru Attune NxT
(Thermo Fisher Scientific). Delez CD68-pozitivnih celic smo
analizirali s programom FlowJo (FlowdJo, LLC) ter ga izrazili
relativno na kontrolne celice.

2.6 DOLOCANJE CELICNEGA
PREZIVETJA Z OZNACEVANJEM S
7-AAD IN PRETOCNO CITOMETRIJO

Citotoksi¢nost in nevroprotektivne ucinke smo ocenili z
oznacevanjem s 7-aminoaktinomicinom D (7-AAD; Sigma-
Aldrich) in pretocno citometrijo. Na izbrano ¢asovno to¢ko
smo zbrali adherentne in plavajoCe celice SH-SY5Y, jih
sprali v PBS in oznadili s 7-AAD (2 pg/mL) 10 min pri sobni
temperaturi v temi. Analizo smo izvedli na preto¢nem cito-
metru Attune Nxt. Delez 7-AAD-pozitivnih celic smo anali-
zirali s programom FlowdJo in ga izrazili relativno na kon-
trolne celice.
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Slika 3: Diferenciacija celic SH-SY5Y v dopaminergicni podtip nevronov in ucinek zaviralca katepsina X, AMS36, pri 6-OHDA-spodbujeni
toksicnosti. (A) Shema eksperimentalnega poteka. Ustvarjeno s programom BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B)
Reprezentativni fazno-kontrastni posnetki nediferenciranih in diferenciranih celic. Puscice nakazujejo celicne izrastke. (C) Prikaz izraZanja TH z
GAPDH in pripadajoca denzitometricna kvantifikacija razmerja TH/GAPDH. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM treh neodvisnih
poskusov (n = 3), relativno na nediferencirane kontrolne celice.”P < 0,05. (D) Delez celic, pozitivnih na 7-AAD. Rezultati so prikazani kot
povprecje + SEM treh neodvisnih poskusov (n = 3), izvedenih v dveh paralelah, relativno na diferencirane netretirane celice.”P < 0,05. (E)
Aktivnost kaspaze-3. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), izvedenih v dveh paralelah, relativno na
diferencirane netretirane celice. *P < 0,05. GAPDH — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza;, PMA — 12-O-tetradekanoilforbol-13-acetat; RA —
retinojska kislina, SEM — standardna napaka srednje vrednosti; TH — tirozin hidroksilaza; 6-OHDA — 6-hidroksidopamin;

7-AAD — 7-aminoaktinomicinom D.

Figure 3: Differentiation of SH-SY5Y cells into a dopaminergic neuronal subtype and the effect of the cathepsin X inhibitor AMS36 on 6-
OHDA-induced toxicity. (A) Experimental flow chart. Created in BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B) Representative
phase-contrast images of undifferentiated and differentiated cells. Arrows indicate cell protrusions. (C) Expression of TH with GAPDH, and
corresponding densitometric quantification of the TH/GAPDH ratio. Results are shown as mean + SEM of three independent experiments (n
= 3), relative to undifferentiated control cells. *P < 0.05. (D) Proportion of 7-AAD positive cells. Results are shown as mean + SEM of three
independent experiments (n = 3), performed in duplicate, relative to differentiated untreated cells. *P < 0.05. (E) Caspase-3 activity. Results
are shown as mean + SEM of two independent experiments (n = 2) performed in duplicate, relative to differentiated untreated cells. *P <
0.05. GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; PMA — phorbol 12-myristate 13-acetate; RA — retinoic acid; SEM — standard
error of the mean, TH — tyrosine hydroxylase; 6-OHDA — 6-hydroxydopamine; 7-AAD — 7-Aminoactinomycin D.

EDTA in 100 mM NaCl s pH 7,2 smo inkubirali 30 min pri
37 °C. Po dodatku substrata Ac-DEVD-AFC (100 uM) smo
zaceli merjenje fluorescence za 30 min s &italcem mikroti-
trskih plo$¢ Tecan Safire?. Rezultate smo izrazili kot spre-
membo fluorescence skozi Cas, aktivhost kaspaze-3 pa
prikazali relativno na kontrolne celice.

2.7 MERJENJE AKTIVNOSTI KASPAZE-3

Aktivnost kaspaze-3 smo dolodili v celokupnih celiénih li-
zatih z uporabo fluorescencnega substrata Ac-DEVD-AFC
(Bachem). 20 pg proteinov v reakcijskem pufru v sestavi
20 mM PIPES, 10 % saharoze, 0,1 % CHAPS, 1 mM
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2.8 ENCIMSKO-IMUNSKI TEST NA
TRDNEM NOSILCU (ELISA)

Ravni vnetnih mediatorjev TNF-a in interlevkina 6 (IL-6)
smo dolocili s kompletoma ELISA (Abcam) v skladu z na-
vodili proizvajalca. V vdolbinice smo nanesli standarde ter
enake volumne vzorcev celiCnih supernatantov in dodali
mesanico protiteles. Po 1-urni inkubaciji smo plosco sprali,
dodali substrat 3,3',5,5’-tetrametilbenzidin in po 10 min
reakcijo zaustavili z raztopino H,S0O,. Absorbanco smo iz-
merili pri 450 nm s spektrofotometrom Tecan Safire?, re-
zultate pa izrazili relativno na kontrolne celice.

2.9 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Rezultate smo statisti¢no vrednotili in jih prikazali kot pov-
pre¢no vrednost neodvisnih bioloskin meritev (n) + stan-
dardna napaka povprecja (SEM). Za analizo ve¢ kot dveh
vzorcev smo uporabili analizo enosmerne variance
(ANOVA), ki ji je sledil post-hoc Tukeyjev test za veCkratne
primerjave med skupinami. Statisti¢no analizo smo izvedii
s pomocjo programske opreme GraphPad Prism.

REZULTATI IN RAZPRAVA

3.1 VZPOSTAVITEV CELICNEGA
MODELA ALZHEIMERJEVE BOLEZNI
IN VREDNOTENJE UCINKA
ZAVIRALCA KATEPSINA X

Za vzpostavitev celicnega modela AB smo celice SH-SY5Y
diferencirali v holinergi¢ni podtip nevronov z RA v kombi-
naciji z BDNF. Po zaklju€eni diferenciaciji smo celice pred-
hodno tretirali z zaviralcem katepsina X, AMS36, in jih nato
izpostavili fibriliranemu peptidu AB, ki je znan klju¢ni pato-
loSki dejavnik pri AB, povezan s sinapti¢no disfunkcijo, ne-
vrotoksicnostjo in sprozitvijo vnetnih odzivov (29). Vredno-
tenje smo izvedli 24 h po izpostavitvi (slika 2A). MorfoloSka
analiza je pokazala, da je diferenciacija povzrocila vecje
Stevilo in daljSe celi¢ne izrastke v primerjavi z nediferenci-
ranimi kontrolnimi celicami, kar potrjuje prehod v bolj zrel,
nevronu podoben fenotip (slika 2B). Analiza prenosa we-
stern je pokazala pove&ano izrazanje AChE, denzitometri-
¢na kvantifikacija pa statisticno znacilno povecanje njego-
vega signala pri diferenciranih celicah, kar potrjuje

funkcionalno zorenje celic (slika 2C). Po izpostavitvi dife-
renciranih celic AR smo zaznali povecanje kazalnikov celi-
¢ne poskodbe. To se je odrazilo v povecanem delezu celic,
pozitivnih na 7-AAD, ki predstavija kazalnik izgube mem-
branske integritete (slika 2D), ter v poviSani aktivnosti ka-
spaze-3, znacilnega oznacevalca apoptoze (slika 2E). Pred-
hodno tretiranje z AMS36 je z AB-sprozene nevrotoksicne
ucinke ublaZilo, kar se je pokazalo kot niZje vrednosti obeh
merjenih izidov, pri ¢emer je bilo zmanjSanje deleza celic,
pozitivnin na 7-AAD, statisticno znacilno.

Rezultati potrjujejo uspesSno vzpostavitev holinergi¢nega
modela AB. Diferenciacija celic je privedla do fenotipa, ki
je morfolosko in biokemijsko blizje prizadetim holinergicnim
nevronom, AMS36 pa je v pogojih z AR povzrocene po-
Skodbe pokazal zaScitni ucinek.

3.2 VZPOSTAVITEV CELICNEGA MODELA
PARKINSONOVE BOLEZNI'IN
VREDNOTENJE UCINKA KATEPSINA X

Za vzpostavitev celicnega modela PB smo celice SH-SY5Y
diferencirali v dopaminergicnemu fenotipu podoben ne-
vronski podtip z uporabo RA v kombinaciji s PMA (slika
3A). Po diferenciaciji smo opazili morfoloSke spremembe,
znacilne za dopaminergicno usmerjeno diferenciacijo, pred-
vsem podaljSane celi¢ne izrastke v primerjavi z nediferenci-
ranimi kontrolnimi celicami (slika 3B). Dopaminergi¢nim ne-
vronom podoben podtip smo dodatno potrdili z metodo
prenosa western, Kjer je bila v diferenciranih celicah povisana
raven TH, klju¢nega encima dopaminergi¢nega metabol-
izma (slika 3C). Diferencirane celice smo nato uporabili za
vzpostavitev dopaminergi¢ne poskodbe s 6-OHDA, ki je
uveljavljen nevrotoksin za eksperimentalno posnemanie pa-
tologije PB, saj selektivno poskoduje dopaminergicne ne-
vrone predvsem prek sprozitve oksidativnega stresa in po-
slediéne celicne okvare (30). Rezultati so pokazali izrazito
celicno poskodbo, izkazano kot povecan delez celic, pozi-
tivnih na 7-AAD (slika 3D), in poviSana aktivnost kaspaze-3
(slika 3E), pri Cemer ugotovitev glede aktivnosti kaspaze-3
temelji na omejenem Stevilu neodvisnih poskusov. Pred-
hodno tretiranje z zaviralcem katepsina X, AMS36, je toksi-
¢ne ucinke 6-OHDA ublazilo, pri emer je bil u€inek najbolj
izrazit na ravni zmanjSanja deleza celic, pozitivnih na 7-AAD.
Skupni rezultati potrjujejo, da je bil celicni model dopami-
nergicne poskodbe uspesno vzpostavijen, hkrati pa kazejo,
da zaviranje katepsina X prispeva k zaS¢iti dopaminergi-
¢nemu podtipu podobnih nevronov v pogojih poskodbe,
sprozene s 6-OHDA.
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CELICNI MODELI NEVRODEGENERACIJE IN NEVROVNETJA KOT ORODJE PREDKLINICNIH RAZISKAV: PRIMER ZAVIRALCA KATEPSINA X

A Diferenciacija celic oligodendrocitov v Izpostavitev diferenciarnih celic
mielinizirajoci fenotip vnetnim dejavnikom
N2 + dbcAMP + IBMX TNF-a + IFN-y
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Slika 4: Diferenciacija celic oligodendrocitov HOG v mielinizirajoCi fenotip in uCinek zaviralca katepsina X, AMS36, pri vnetni stimulaciji. (A)
Shema eksperimentalnega poteka. Ustvarjeno s programom BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B) Reprezentativni
fazno-kontrastni posnetki nediferenciranih in diferenciranih celic. Puscice nakazujejo celicne izrastke. (C) Prikaz izrazanja MBP z GAPDH in
pripadajoca denzitometricna kvantifikacija razmerja MBP/GAPDH po diferenciaciji. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM Stirih
neoadvisnih poskusov (n = 4), relativno na nediferencirane kontrolne celice. *P < 0,05. (D) Delez celic, pozitivnih na 7-AAD, po vnetni
stimulaciji (TNF-a + IFN-y). Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM treh neodvisnih poskusov (n = 3), izvedenih v dveh paralelah, relativno
na diferencirane netretirane celice. *P < 0,05. (E) Prikaz izraZzanja MBP z GAPDH in pripadajoca denzitometricna kvantifikacija razmerja
MBP/GAPDH po vnetni stimulaciji (TNF-a + IFN-y). Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), relativno
na nediferencirane kontrolne celice. *P < 0,05. dbcAMP — dibuitiril cikli¢ni adenozin monofosfat; GAPDH — gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza, IBMX — 3-izobutil-1-metilksantin; IFN-y — intereferon gama, MBP — mielinski bazicni protein;, N2 — dodatek N2, SEM —
standardna napaka srednje vrednosti; TNFa — tumorje nekrotizirajoci faktor alfa.

Figure 4: Differentiation of HOG oligodendrocyte cells into a myelinating phenotype and the effect of the cathepsin X inhibitor, AMS36, under
inflammatory stimulation. (A) Experimental flow chart. Created in BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B) Representative
phase-contrast images of undifferentiated and differentiated cells. Arrows indicate cell protrusions. (C) Depiction of MBP expression with
GAPDH, and corresponding densitometric quantification of the MBP/GAPDH ratio after differentiation. Results are shown as mean + SEM of
four independent experiments (n = 4), relative to undifferentiated control cells. *P < 0.05. (D) Proportion of 7-AAD positive cells after
inflammatory stimulation (TNF-a + IFN-y). Results are shown as mean + SEM of three independent experiments (n = 3), performed in
duplicate, relative to differentiated untreated cells. *P < 0.05. (E) Depiction of MBP expression with GAPDH and corresponding densitometric
quantification of the MBP/GAPDH ratio after inflammatory stimulation (TNF-a + IFN-y). Results are shown as mean + SEM of two
independent experiments (n = 2), relative to undifferentiated control cells. *P < 0.05. dbcAMP — dibutyryl cyclic adenosine monophosphate;
GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; IBMX — 3-Isobutyl-1-methylxanthine; IFN-y — intereferon gamma, MBP — myelin
basic protein; N2 — suplement N2; SEM — standard error of the mean, TNFa — tumor necrosis factor alpha
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Stimulacija celic mikroglije v vnetni fenotip

LPS

Aktivacija celic astrocitov v vnetni fenotip

- Gojisce stimuliranih celic mikroglije
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Slika 5: Aktivacija mikrogliie in astrocitov v vnetni fenotip ter ucinek zaviralca katepsina X, AMS36, pri nevrovnetju. (A) Shema eksperimentalnega
poteka. Ustvarjeno v programu BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B) Reprezentativni fazno-kontrastni posnetki kontrolne in
stimulirane mikroglije. Puscice nakazujejo morfoloske spremembe po stimulaciji. (C) Analiza izraZanja CD68. Rezultati so prikazani kot povprecje +
SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), izvedenih v dveh paralelah, relativno na netretirane kontrolne celice.”P < 0,05. (D,E) Kvantifikacija izlocanja
TNF-a (D) in IL-6 (E) iz celic mikroglije. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), izvedenih v dveh paralelah,
relativno na netretirane kontrolne celice.*P < 0,05. (F) Reprezentativni fazno-kontrastni posnetki kontrolnih in aktiviranih celic astrocitov. Puscice
nakazujejo celicne izrastke. (G) Prikaz izrazanja GFAP z GAPDH in pripadajo¢a denzitometricna kvantifikacija razmerja GFAP/GAPDH po aktivaciji
astrocitov. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), relativno na netretirane kontrolne celice.”P < 0,05. (H)
Kvantifikacija izlo¢anja IL-6 iz celic astrocitov. Rezultati so prikazani kot povprecje + SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), izvedenih v dveh
paralelah, relativno na netretirane kontrolne celice.*P < 0,05. (I) Aktivnost kaspaze-3 v celicah astrocitov. Rezultati so prikazani kot povprecje +
SEM dveh neodvisnih poskusov (n = 2), izvedenih v dveh paralelah, relativno na netretirane kontrolne celice.”P < 0,05. CD68 — oznacevalec
pripadnosti 68; GAPDH — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza;, GFAP — glialni fibrilarni kisli protein, IL-6 — interlevkin 6; LPS — lipopolisaharid;
MCM - kondiicionirano gojisc¢e mikroglijie; SEM — standardna napaka srednje vrednosti; TNFa — tumorje nekrotizirajoci faktor alfa.

Figure 5: Activation of microglia and astrocytes toward an inflammatory phenotype and the effect of the cathepsin X inhibitor AMS36 in
neuroinflammation. (A) Experimental flow chart. Created in BioRender. Horvat, S. (2026). BioRender.com/67j1mhv. (B) Representative phase-
contrast images of control and stimulated microglia. Arrows indicate morphological changes after stimulation. (C) Analysis of CD68 expression.
Results are shown as mean + SEM of two independent experiments (n = 2) performed in duplicate, relative to untreated control cells. *P < 0.05.
(D, E) Quantification of TNF-a (D) and IL-6 (E) secretion from microglia cells. Results are shown as mean + SEM of two independent experiments
(n = 2) performed in duplicate, relative to untreated control cells. *P < 0.05. (F) Representative phase-contrast images of control and activated
astrocyte cells. Arrows indicate cell protrusions. (G) Depiction of GFAP expression with GAPDH and corresponding densitometric quantification of
the GFAP/GAPDH ratio after astrocyte activation. Results are shown as mean + SEM of two independent experiments (n = 2), relative to
untreated control cells. *P < 0.05. (H) Quantification of IL-6 secretion from astrocyte cells. Results are shown as mean + SEM of two independent
experiments (n = 2), performed in duplicate, relative to untreated control cells. *P < 0.05. () Caspase-3 activity in astrocyte cells. Results are
shown as mean + SEM of two independent experiments (n = 2), performed in duplicate, relative to untreated control cells. *P < 0.05. CD68 —
cluster of differentiation; GAPDH — glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GFAP — glial fibrillary acidic protein; IL-6 — interfeukin 6; LPS —
lipopolysaccharide; MCM — microglia conditioned media;, SEM — standard error of the mean; TNFa — tumor necrosis factor alpha.
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CELICNI MODELI NEVRODEGENERACIJE IN NEVROVNETJA KOT ORODJE PREDKLINICNIH RAZISKAV: PRIMER ZAVIRALCA KATEPSINA X

3.3 DIFERENCIACIJA
OLIGODENDROCITNIH CELIC V
MIELINIZIRAJOCI FENOTIP TER
UCINEK ZAVIRALCA KATEPSINA X
NA POSKODBO, POVZROCENO Z
VNETJEM

Za vzpostavitev celiénega modela poskodbe oligodendro-
citov, povzrocene s citokini, smo celice oligodendrocitov di-
ferencirali z dodatkom N2, dbcAMP in IBMX (slika 4A). Po
diferenciaciji smo opazili morfoloSke spremembe, znacilne
za zrele oligodendrocite, ki so sposobni tvoriti mielin, kar se
je kazalo predvsem z izrazitejSimi in daljSimi izrastki v pri-
merjavi z nediferenciranimi kontrolnimi celicami (slika 4B).
Prehod v mielinizirajoCi fenotip smo potrdili z analizo spe-
cificnega oznaCevalca mielina MBP s prenosom western,
pri Eemer je bilo razmerje MBP/GAPDH statisticno znacilno
poviSano glede na kontrolo (slika 4C). Za posnemanije vnet-
nega mikrookolja smo diferencirane celice izpostavili kom-
binaciji vnetnih dejavnikoy, in sicer TNF-a in IFN-y. Vnetna
stimulacija je povzrodila povecano celicno poskodbo dife-
renciranih oligodendrocitov, kar se je odrazilo v vi§jem de-
lezu celic, pozitivnih na 7-AAD (slika 4D). Hkrati se je znizalo
razmerje MBP/GAPDH, kar kaze na poskodbo mielinskega
fenotipa celic oligodendrocitov pod vnetnimi pogoji (slika
4E). Predhodno tretiranje z AMS36 je citotoksicni ucinek
vnetnih citokinov ublazilo, kar se je pokazalo kot nizji delez
celic, pozitivnih na 7-AAD, in ohranitev MBP.

Rezultati potrjujejo, da model omogoca zanesljivo pridobi-
tev mielinizirajoCega fenotipa oligodendrocitov in je primeren
za preucevanje vnetno posredovane poskodbe. Povecan
delez mrtvih celic in znizana raven MBP po izpostavitvi
TNF-ain IFN-y kaZeta, da vnetje prispeva tako k odmiranju
oligodendrocitov kot k okrnitvi njihovih mielinizirajoCih last-
nosti. ZmanjSanje celi¢ne smrti po tretiranju z AMS36 pod-
pira viogo katepsina X pri vnetno sprozeni poskodbi oligo-
dendrocitov, uCinek na raven MBP pa je treba presojati v
okviru omejenega Stevila neodvisnih poskusov.

3.4 AKTIVACIJA CELIC MIKROGLIJE IN
ASTROCITOV V VNETNI FENOTIP IN
UCINEK ZAVIRALCA KATEPSINA X
NA NEVROVNETJE

Za poshemanje nevrovnetnega mikrookolja smo najprej
aktivirali celice mikroglije in nato ovrednotili vpliv mikroglijsko
spros€enih mediatorjev na reaktivnost astrocitov. Celice

mikroglije smo stimulirali z LPS (slika 5A), ki sprozi vnetno
aktivacijo mikroglije in s tem posnema izpostavljenost pa-
togenim signalom v vnetnem mikrookolju (21). Po stimulaciji
mikroglije z LPS smo opazili morfoloSke spremembe,
skladne z aktivacijo mikroglije, in sicer prehod v bolj razvejan
fenotip s kratkimi izrastki (slika 5B). To preoblikovanje je
spremljalo tudi poviSano izrazanje povrSinskega oznace-
valca CD868, ki je znacilno za vnetno, t. i. M1 polarizacijo
mikroglije (slika 5C). Predhodno tretiranje z zaviralcem ka-
tepsina X, AMS36, je pri celicah mikroglije, stimuliranih z
LPS, znacilno zmanjsalo izlo¢anje TNF-a in IL-6 v primerjavi
s celicami, stimuliranimi z LPS, a brez tretiranja z zaviral-
cem, kar kaze na ublazitev vnetnega odziva.

Za oceno vpliva mikroglijsko posredovanega vnetja na
astrocite smo le-te izpostavili gojis¢u mikroglije MCM. Ob
izpostavitvi MCM smo opazili morfoloske spremembe, zna-
Cilne za astrocitno reaktivnost, predvsem izrazitejSo celi¢no
hipertrofijo in podaljSanje celi¢nih izrastkov (slika 5F), kar
je skladno s prehodom v reaktivni fenotip. Aktivacijo smo
potrdili tudi na proteinski ravni s poviSanim razmerjem
GFAP/GAPDH (slika 5G). Aktivnost kaspaze-3 se v celicah
astrocitov po izpostavitvi MCM ni izrazito povecala, vendar
je bila ob predhodnem tretiranju z AMS36 nizja v primerjavi
s kontrolno izpostavitvijo MCM, kar nakazuje, da AMS36
lahko prispeva k zmanjSanju apoptotskega odziva na vnetni
na draZljaj (slika 5H). Izpostavitev celic MCM je hkrati spro-
zila izrazit porast izlo¢anja IL-6, dodatek AMS36 pa je ta
porast znacilno zmanjSal, kar kaze na omejitev vnetnega
odziva tudi v posrednem ko-kulturnem modelu celic mi-
kroglije in astrocitov (slika 5I).

Rezultati nakazujejo, da zaviranje katepsina X z AMS36
zmanjSuje vnetni odziv mikroglije in omejuje reaktivnost
astrocitov. Ugotovitve podpirajo viogo medcelicne komu-
nikacije med obema celi¢nima tipoma pri nevrovnetju ter
kazejo, da zaviranje katepsina X lahko vpliva tudi na po-
sredovano stopnjevanje vnetnega odziva med mikroglijo
in astrociti. Ob tem je treba upostevati, da sklepi v tem
delu temeljijo na omejenem Stevilu neodvisnih poskusov.

SKLEP

Predstavljeni rezultati potrjujejo ustreznost vzpostavljenih
predklini¢nih celi¢nih modelov, saj so usmerjena diferen-

ciacija ter toksiCni in vnetni drazljaji ponovljivo posnemali
klju¢ne znacilnosti nevrodegeneracije in nevrovnetja v po-
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sameznih celi¢nih tipih osrednjega zivCevja. Modeli omo-
gocajo spremljanje celicnega fenotipa, okvare, apoptoze
in izlo€anja vnetnih mediatorjev, zato so primerni za zgodnje
predklinicno vrednotenje taréno usmerjenih pristopov. Za-
viranje katepsina X z AMS36 je pokazalo zascitni ucinek
na nevrone in protivnetno delovanje v vnetno stimuliranih
celicah glije, kar podpira pomembno viogo katepsina X pri
uravnavanju celicne okvare in stopnjevanju vnetnega mi-
krookolja. Pri pridobljenih izsledkih je potrebno v obzir upo-
Stevati omejitve poenostavljenih celi¢nih sistemov. Nadaljnii
koraki zato predstavljgjo nadgradnjo v veccelicne modele,
ki bodo bolje posnemali medcelicno komunikacijo in omo-
gocili zanesljivejSe vrednotenije ucinkovitosti spojin vodnic
v bolezenskim razmeram bolj podobnih pogojih.
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