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KRATICE

AP Amiloid-beta

ABCA7 gen za ATP binding cassette subfamily member 7

AD Alzheimerova bolest (4izheimer’s disease)

ADAM10 Protein 10 s (_jisintegrin i_ metalopr(_)teinazno_m domenom (A Disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 10)

ADAM17 Protein 17 s (_jisintegrin i_ metaloprqteinazno_m domenom (A Disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 17)

ApoE Apolipoprotein E

APP Prekursorni protein amiloida (Amyloid Precursor Protein)

APC Antigen prezentirajuce stanice (Antigen presenting cells)

ASC Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD

];zzfi:éni Bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (Fibroblast growth factor-basic)

BBB Krvno-mozdana barijera (Blood-brain Barrier)

BIN1 Gen ukljucen u recikliranje endosoma (Bridging Integrator 1)

BSA Govedi serumski albumin (Bovine Serum Albumin)

B-NGF Cimbenik rasta neurona beta (Nerve growth factor beta)

CASP-1 Kaspaza 1 (Caspase 1)

CASP-6 Kaspaza 6 (Caspase 6)

CD68 Diferencijacijski antigen mikroglija stanica (clusters of differentiation)

CERAD Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease

CLU Gen za klasterin (Clusterin)

CNS Sredi$nji ziv¢ani sustav (Central Nervous System)

CR1 Gen za receptor komplementa 1 (Complement receptor type 1)

CSF Cerebrospinalna tekucina (cerebrospinal fluid)

CTACK Kozni citokin koji privla¢i T stanice (Cutaneous T-cell-attracting chemokine)

CYP46A Gen za kolesterol 24-hidroksilaza, iz skupine citokrom P450 enzima

CX3CL1 Fraktalkin, CX3 kemokin ligand 1 (CX3 chemokine ligand 1)

DAB Diaminobenzidin

DAMP Molekularni obrasci oste¢enja (Damage-Associated Molecules Pattern)

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DSM-1V- Dijagnostic¢ki I statisti¢ki priruénik za mentalne poremecaje (Diagnostic and

TR statistical manual of mental disorders)




DTI Difuzno oslikavanje (diffusion tensor imaging)

ELISA Enzimski povezana imunoapsorpcijaska analiza (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

FTD Frontotemporalna demencija (Frontotemporal dementia)

G-CSF Stimuliraju¢i ¢imbenik granulocita (Granulocyte stimulating factor)

GD Gyrus dentatus

GM-CSE Stimuliraj_’uéi éimbenik granulocitno-makrofaznih kolonija (Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)

GRO-a Growth-regulated alpha protein

GLIS1 Gen za glis protein (Glis Family Zinc Finger 1)

GSDMD Gazdermin D

HC Zdrave kontrole (Healthy controls)

HGF Cimbenik rasta hepatocita (Hepatocyte growth factor)

HF Hipokampalna formacija

HIV Ljudski virus imunodeficijencije (Human immunodeficiency virus)

HLA-DR Ljudski leukocitni antigen (Human Leukocyte Antigen)

HRP Peroksidaza hrena (Horseradish peroxidase)

IBAL lonizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (lonized calcium Binding Adaptor
molecule 1)

IFN-a2 Interferon alfa 2

IFN-y Interferon gama

IL Interleukin

IL-1ra Antagonist receptora za interleukin 1 (Interleukin 1 receptor antagonist)

IL-2Ra Alfa lanac receptora za interleukin 2 (Interleukin -2 receptor alpha chain)

IP-10 Protein 10 induciran interferonom gama (Interferon gamma-induced protein 10)

LBD Demencija Lewyevih tjelesaca (Lewy body dementia)

LIF Cimbenik inhibicije leukemije (Leukemia inhibitory factor)

LPS Lipopolisaharid

MCI Blagi kognitivni poremecaj (Mild cognitive impairment)

MCP-1 Protein 1 kemoatraktant monocita (Monocyte chemoattractant protein 1)

MCP-3 Protein 3 kemoatraktant monocita (Monocyte chemoattractant protein 3)

M-CSF Cimbenik stimulacije kolonija makrofaga (Macrophage colony-stimulating factor)

MHC-II Glavni kompleks tkivne podudarnosti (Major histocompatibility complex)

MIF Cimbenik inhibicije migracije makrofaga (Macrophage migration inhibitory factor)




MIG Monokin induciran interferonom gama (Monokine induced by gamma interferon)

MIP-1a Upalni protein makrofaga 1 alfa (Macrophage inflammatory protein 1 alpha)

MIP-1B Upalni protein makrofaga 1 beta (Macrophage inflammatory protein 1 beta)

MMSE Kratko ispitivanje mentalnog statusa (Mini Mental Status Examination)

MRI Slikovni prikaz magnetskom rezonancijom (Magnetic Resonance Imaging)

mMiRNA mikro ribonukleinska kiselina (RNA) (micro Ribonucleic acid)

mROS Mitohondrijske reaktivne kisikove vrste (Mitochondrial reactive oxygen species)

MS Multipla skleroza

NAD+ oxidized nicotinamide adenine dinucleotide

NGS Serum koze (Normal Goat Serum)

NfL Neurofilament lakog lanca (Neurofilament light chain)

NFT Neurofibrilarni snopi¢i (Neurofibrilary tangles)

NIA Nacionalni institut za starenje (National Institute on Aging)

NINCDS- | National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and

ADRDA Alzheimer's Disease and Related Disorders Association

NK stanice | Prirodnoubilacke stanice (Natural killer cells)

NNOS Neuronalna sintetaza duSikovog oksida (Neuronal nitric oxide synthase)

NO Dusikov oksid (Nitric Oxide)

NOD Oligomerizacijska domena nukleotida (Nucleotide oligomerization domain)

NLRP Nucle_ot_ide—binding oligomerization domain, Leucine rich Repeat and Pyrin domain
containing

PAMP Molekularni uzorci patogena (Pathogen-Associated Molecules Pattern)

PBS Fosfatni pufer (Phosphate Buffered Saline)

PDGF-BB | Trombocitni ¢imbenik rasta BB (Platelet derived growth factor BB)

PET Pozitronska emisijska tomografija (Positron Emission Tomography)

PICALM Gen za fo_sfat_idilipozitc_)l V_ezujuéi prc_)tein za skupljanje_ klatrina (od eng.
Phosphatidylinositol Binding Clathrin Assembly Protein)

PSEN1/2 Geni za presenilin

PQBP1 Gen za poliglutamin vezujuci protein 1 (Polyglutamine-binding protein 1)

p-tau Fosforilirani protein tau (Phosphorylated tau protein)

RANTES Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted

R47H Varijanta TREM2 gena

SCGF- Cimbenik rasta mati¢nih stanica beta (Stem cell growth factor beta)

SCF Cimbenik mati¢nih stanica (Stem cell factor)




SDF-1a Cimbenik 1 alfa stromalnih stanica (Stromal cell-derived factor 1 alpha)

SNAP-25 Protein povezan sa sinaptosomom (synaptosomal-associated protein 25)

SORL1 Gen za receptor za sortilin (Sortilin Related Receptor 1)
STREM topljivi TREM2 (Soluble TREM2)
SUB subikulum

TDP-43 transactive response element (TAR) deoxyribonucleic acid (DNA)-binding protein 43

TGF-p Transformirajuci faktor rasta beta (Transforming Growth Factor-5)
TMB 3,3, 5,5; -tetramethylbenzidine

TNF-a Faktor tumorske nekroze-alfa (Tumor Necrosis Factor-o)

TNF-B Faktor tumorske nekroze-beta (Tumor Necrosis Factor-f)

TLR Toll-like receptors

t-tau Ukupni protein tau (Total tau protein)

TRAIL Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand
TBI Traumatska ozljeda mozga (Traumatic brain injury)

TREM2 Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2

VEGF Cimbenik rasta endotela krvnih Zila (Vascular endothelial growth factor)
VILIP-1 Vizininu sli¢an protein 1 (Visinin like protein 1)
WM Bijela tvar (White matter)

YKL-40 Protein 1 nalik hitinazi 3 (Chitinase 3-like protein 1)




1. UVOD | SVRHA RADA
1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (Alzheimer's disease, AD) najc¢esci je primarni uzrok sindroma demencije i
predstavlja sve veci javnozdravstveni problem u cijelom svijetu (1). Podaci iz 2018. godine govore
da je te godine od AD-a u svijetu bolovalo oko 50 milijuna ljudi (2). Projekcije Svjetske
zdravstvene organizacije predvidaju da ¢e se broj oboljelih u svijetu do 2050. godine otprilike
utrostruditi (2). Radi se o neizlje¢ivoj neurodegenerativnoj bolesti u tijeku koje uglavnom dolazi
do sporoprogresivnog propadanja sinapsi i odumiranja neurona Sto dovode do uruSavanja
spoznajnih sposobnosti, gubitka najprije kratkoro¢nog, a zatim i dugorocnog pamcenja te radne
sposobnosti (3). Napredovanjem bolesti oboljeli uobi¢ajeno nakon nekoliko godina dosegnu stadij
u kojem vise nisu u moguénosti samostalno obavljati svakodnevne aktivnosti te su u potpunosti
ovisni o pomoc¢i skrbnika i njegovatelja (4). Glavna neuropatoloska obiljezja AD-a su nakupljanje
pogresno smotanih proteina amiloida  (AB) u obliku difuznih izvanstani¢nih nakupina topljivog
amiloida i amiloidnih plakova te proteina tau u obliku neurofibrilarnih snopi¢a (neurofibrillary
tangles, NFT), odumiranje neurona te snazna upala u sredi$njem zivéanom sustavu (central
nervous system, CNS) (5). Najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za nastanak AD-a je starenje, ali to¢an uzrok
ili uzroci bolesti jo$ uvijek nisu poznati. Razlikujemo dva osnovna tipa AD-a, nasljednu ili AD s
ranim pocetkom te ¢es¢i, sporadicni tip bolesti (6). Nasljedni oblik bolesti nasljeduje se autosomno
dominantno, a uvjetovan je prisutno$¢u neke od mutacija u genima za amiloid prekursorni protein
(APP), presenilin 1 (PSEN1) i presenilin 2 (PSEN2). Mutacije navedenih gena dovode do
poremecaja metabolizma APP-a na nacin da se povecava stvaranje, a zatim 1 oligomerizacija Ap
peptida koji se zatim nakuplja u obliku izvanstani¢nih amiloidnih plakova (6). Zanimljivo je da je
pronadena i vrlo rijetka mutacija gena APP koja uvelike smanjuje rizik nastanka AD-a te pojave
kognitivnih smetnji (7). Velika vec¢ina bolesnika s AD-om ima tzv. sporadi¢ni oblik bolesti u ¢iji
nastanak je uklju¢eno puno razli¢itih ¢imbenika ¢iji ucinci vjerojatno mogu biti aditivni, te u
razli¢ito] mjeri doprinositi razvoju neuropatoloSkih promjena. Iako razvoj bolesti u tom slucaju
nije uvjetovan nekom to¢no odredenom mutacijom navedenih triju gena, to niposto ne znaci da
nastanak sporadi¢nog oblika bolesti nema gensku podlogu. Stovise, studija iz 2006. godine u kojoj
je analizirano 11884 parova blizanaca procijenila je da nasljednost sporadi¢nog oblika bolesti

iznosi 58-79% (8). Naime, otkriveno je puno gena Cije pojedine varijante povecavaju rizik za



obolijevanje od AD-a. Neki od tih gena povezani su s metabolizmom kolesterola (ABCA7,
CYP46A), recikliranjem endosoma (BIN1, PICALM, SORL1), te reakcijama imunosnog sustava
(CLU, CR1, TREMZ2) (9). Daleko najveci rizik za nastanak sporadi¢nog oblika imaju nositelji €4
varijante APOE gena (10). Trenutno je glavna paradigma da proteinski produkt toga gena ima
klju¢nu ulogu u odrzavanju metabolizma lipida, posebice dopremanju kolesterola u stanice, a
sudjeluje i u metabolizmu glukoze i upalnim procesima u mozgu (11). Za razliku od difuznih
depozita amiloida i amiloidnih plakova ¢ija brojnost i raspodjela nisu u korelaciji s klinickom
slikom niti napredovanjem bolesti, brojnost i1 distribucija NFT-a izvrsno Kkoreliraju sa
simptomatologijom, te klinickom slikom i progresijom AD-a (12,13). Temeljem histopatoloskih
bojanja promjena tau proteina dokazano je da postoji Sest razli¢itih stadija Sirenja neurofibrilarne
patologije (12). Patoloske promjene proteina tau u AD-u u naj¢e$éem, limbickom podtipu bolesti,
najprije se javljaju u transentorinalnoj i entorinalnoj mozdanoj kori iz koje se Sire medijalno prema
hipokampalnoj formaciji 1 lateralno prema sljepoo¢nom izokorteksu. U sljede¢em stadiju
patoloske promjene tau proteina zahvacaju sljepoocnu, tjemenu i ¢eonu mozdanu koru, dok su
primarna (idiotipska) polja motori¢ke, somatosenzoricke i vidne mozdane kore zahvadena
neurofibrilarnim promjenama tek u posljednjem stadiju bolesti. Topografska progresija bolesti
pracena je odgovaraju¢im promjenama kognitivnog statusa (12). Upotreba pozitronske emisijske
tomografije (positron emission tomography, PET) proteina tau pokazala je da uzorak Sirenja tau
patoloskih promjena i nije toliko konzistentan u populaciji oboljelih (14). Prikazan je model
varijacija Sirenja tau patoloSkih promjena te su prema rezultatima dobivenima upotrebom
algoritama strojnog ucenja i prepoznavanja obrazaca Sirenja predlozena cetiri podtipa AD-a u
kojima patoloske promjene zapoc€inju i Sire se kroz razlicite kortiko-limbicke puteve, razli¢itom
brzinom te ih karakterizira drugaciji bioloski profil bolesti, klini¢ka slika i tezina simptoma (Slika
1) (14).
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Slika 1. Model varijacija u Sirenju tau patoloskih promjena. Opisane su karakteristike svakog
podtipa, masno otisnuti tekst predstavlja karakteristike po kojima se svaki podtip znaéajno
razlikuje od ispitanika koji ne pokazuju tau patoloske promjene. * Podtip u kojem medijalni dio
temporalnog reznja nije zahvac¢en promjenama proteina tau (medial temporal lobe sparing, MTL-
sparing). Preuzeto i prilagodeno iz: Vogel i sur. 2021. (14)



Veliki problem u dijagnostici i lijeCenju AD-a je moguénost postavljanja dijagnoze tek s pojavom
prvih simptoma, kada se moze jedino pokusSati terapijski utjecati na usporavanje tijeka bolesti
kolinomimeticima i memantinom. Smatra se da prve patoloske promjene u AD-u zapocinju i
dvadesetak do tridesetak godina, a prema Braaku i Del Tredici i ¢etrdesetak godina prije pojave
prvih simptoma (15). Stoga je jedan od bitnih ciljeva $to ranije dokazati pokazatelje patofizioloSkih
procesa kako bi se pravovremenom intervencijom moglo usporiti ili prevenirati daljnji tijek bolesti.
Uz detaljan neuroloski pregled i neuropsiholoSko testiranje, kao temelj za ranije i tocnije
postavljanje dijagnoze AD-a, ¢esto se upotrebljava A/T/N sustav procjene biomarkera (16). ,,A*
kategorija predstavlja pokazatelje patoloskih promjena AB-a, AB-PET ili koncentracija Api-42 U
likvoru. Smanjene koncentracije APis42 U likvoru vjerojatni su pokazatelj veceg stupnja
nakupljanja amiloida u obliku plakova. ,,T* se odnosi na mjerenja pokazatelja patoloskih promjena
proteina tau, napose koncentracije fosforiliranog proteina tau (p-taul81 i p-tau217) u likvoru i tau-
PET snimanje. Posljednja ,,N* kategorija biomarkera predstavlja pokazatelje neurodegenerativnih
procesa §to se promatraju putem mjerenja koncentracije ukupnog proteina tau (t-tau) u likvoru, te
neuroslikovnih biomarkera, PET snimanja energijskog metabolizma pomocu fluorodeoksi-
glukoze (FDG-PET), kao i strukturne magnetske rezonancije (magnetic resonance imaging, MRI)
kojom je moguce precizno kvantificirati atrofiju pojedinih dijelova mozga (16). Sve viSe se napora
najspecifi¢nijih su Vizininu-sli¢an protein 1 (visinin-like protein 1, VILIP-1) (17), neurofilament
lakog lanca (neurofilament light chain, NfL) (18), kao i pokazatelji upalnih procesa u CNS-u poput
koncentracija razli¢itih citokina i kemokina (19,20), topljivi oblik TREM2 (STREM2) (21),
Hitinazi-3-sli¢ni protein 1 (chitinase-3-like protein 1, YKL-40) i drugi (22,23). Neki od patoloskih
procesa u AD-u koji se mogu otkriti mjerenjem pojedinih biljega prikazani su shematski na Slici
2 (24). Zbog cestih kontradiktornih rezultata, uz standardne Api-s2, t-tau i p-tau, jos uvijek nisu
pronadeni visoko pouzdani novi biljezi koji bi pospjesili postavljanje dovoljno rane dijagnoze AD-
a koja bi omoguc¢ila u€inkovito modificiranje, odnosno usporavanje ili sprje¢avanje napredovanja

bolesti.
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Slika 2. Prikaz struktura i molekularnih procesa koji su patoloski promijenjeni u AD-u i mogu se

detektirati mjerenjem navedenih biljega. Preuzeto i prilagodeno iz: Bjorkli i sur. 2020. (24)

1.2. Blagi kognitivni poremecaj

Petersen i suradnici jo§ su 1997. godine prvi puta definirali blagi spoznajni poremecaj (Mild
cognitive impairment, MCI) kao kognitivni poremecaj koji se moze smatrati prijelaznim stadijem
izmedu normalnog (uobilajenog) starenja i razvoja sindroma demencije (25). Cinjenica da

patoloske promjene koje dovode do kognitivnih poremecaja zapo¢inju mnogo godina prije pojave
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prvih simptoma te neuspjesi dosadasnjih pokusaja lijeCenja AD-a stavili su MCI u sve veci fokus
istrazivanja s ciljem da se pronadu pouzdani rani pokazatelji mogucih ranih patoloskih stanja, kao
I terapijske intervencije koje bi usporile ili sprijecile progresiju prema demenciji (26).
Neuropatoloski, u MCI stadiju su objektivno myjerljive promjene volumena i metabolicke
aktivnosti pojedinih dijelova velikog mozga, ali i promjene koncentracija likvorskih biljega AD-a
(26). Opcenito gledajuci, MCI je karakteriziran smanjenom sposobno$¢u prisje¢anja i u¢enja novih
informacija (amnesti¢ki podtip MCI-ja), ali definirani su i drugi podtipovi MCI-ja u kojima su
ostecene neke druge kognitivne domene (govor, pozornost, izvr$no i socijalno funkcioniranje,
vidno-prostorna percepcija) (26, 27). Ranije se smatralo da je MCI isklju¢ivo asimptomatski rani
stadij AD-a, no danas znamo da postoji i znacajan broj bolesnika koji s vremenom progrediraju u
neki drugi oblik demencije (frontotemporalna demencija; frontotemporal dementia, FTD ; bolest
Lewijevih tjeleSaca; Lewy body dementia, LBD, kao i sindroma demencije zbog nakupljanja
drugih patoloskih proteina poput RNA-vezujuéeg proteina TDP-43 i GRN proteina (progranulina),

a kod nekih se uopce ne razvije teZi oblik bolesti (28).

1.3. Imunosni odgovor CNS-a

lako se ranije smatralo da je CNS u potpunosti odvojen od imunosnih zbivanja u perifernim
tkivima, danas se zna da imunosne stanice s periferije cirkuliraju kroz limfni sustav velikog mozga
(29). Subarahnoidni prostor te mozdani ventrikuli ispunjeni su likvorom i imaju dobro
uspostavljene puteve drenaze kojima su povezani s imunosnim sustavom perifernih tkiva, za
razliku od toga, parenhim mozga jaCe je zaStiCen te je komunikacija s drugim imunosnim
stanicama uvelike limitirana (30). Krvno-mozdanu barijeru (Blood-brain barrier, BBB) pored
nozica astrocita (glia limitans) i bazalne membrane tvore i endotelne stanice krvnih zila koje su
medusobno povezane ¢vrstim spojevima te je na taj na¢in ulazak tvari i1 stanica prema neuronima
strogo ogranicen (30). U podrucju postkapilarnih venula, bazalne membrane tvore perivaskularni
prostor u kojem se Cesto nalaze antigen prezentirajuce stanice (Antigen presenting cells, APC),
najéeSc¢e dendriticke stanice, te se dogada ekstravazacija imunosnih stanica. Patogeni u mozak
najcesce ulaze u podrucju cirkumventrikularnih organa ili ovojnica gdje krvne Zile imaju povecano
propusnu BBB ili ona u potpunosti nedostaje (30). Infekcija patogenima ili ozljeda pokrecu

kaskadu lokalnih i sistemskih dogadaja te se razvija upala. Ona zapocinje lu¢enjem pro-upalnih



citokina, najprije interleukina skupine 1 (IL-1a, IL-1p, IL-18) koji dalje poti¢u luéenje faktora
tumorske nekroze a (Tumor necrosis factor, TNF-a) i IL-6, privlacenje i proliferaciju T i B
limfocita (31). Mikroglija stanice najbrojnije su imunoloske stanice u mozgu. To su stanice
urodenog imunolo§kog sustava, pripadaju mijeloidnoj lozi, a naseljavaju CNS jo$ tijekom
embrionalnog razvoja (32). Stanice urodene imunosti posjeduju receptore slabije specifi¢nosti Koji
sluze za prepoznavanje molekularnih uzoraka patogena (Pathogen associated molecular patterns,
PAMPS) i ostecenih stanica (Damage associated molecular patterns, DAMPS), za razliku od
stanica steCene imunosti koje prepoznaju visoko specificne antigene, proizvode specifi¢na
protutijela te stvaraju stanice koje pamte susret s odredenim antigenom kako bi imunosni odgovor
u idu¢em doticaju s njim bio brzi i uéinkovitiji (31). Mikroglija stanice u stanju homeostaze visoko
su razgranate stanice koje svojim nastavcima nadziru stanje mozdanog parenhima. Ukoliko
prepoznaju neki od opasnih signala prolaze proces aktivacije. Aktivacijom mikroglija poprima
ameboidni oblik i mijenja izrazaj povrsinskih receptora, potice razvoj upale 1 eliminaciju patogena
ili ostecenih stanica (33). Osim mikroglije u upalnom odgovoru u CNS-u sudjeluju i astrociti,
endotelne stanice te ostale imunoloske stanice s periferije ukljucujuéi i stanice steCene imunosti,
posebice u upalnim bolestima CNS-a ili virusnim infekcijama (34,35). Povezanost imunoloskog
sustava cijelog organizma potvrduju i nalazi da sistemska upala utjeCe na aktivnost Ziv€anog
sustava i moze uzrokovati upalu u CNS-u (36,37), a postmortalna analiza mikroglije mladih ljudi
koji su za Zivota imali sistemsku upalu pokazala je da mikroglija pokazuje fenotip sli¢an fenotipu
kakav se vidi kod starijih ljudi i oboljelih od velikog neurokognitivnog poremecaja (tj. sindroma
demencije) (36). Povisene koncentracije upalnih citokina u CNS-u povezane su sa Smanjenjem
kognitivnih sposobnosti (38). Patoloske promjene ili promjene uzrokovane starenjem ili nekom
kroni¢nom bolesti mogu utjecati na reaktivnost stanica imunoloskog sustava te promijeniti njihove
obrasce aktivacije. Stanice tada mogu postati prekomjerno reaktivne i umjesto zastitnog ucinka

mogu djelovati Stetno po okolno tkivo i poticati progresiju bolesti (39,40).



1.4. Upala u Alzheimerovoj bolesti

Uz poremecéen metabolizam AB-a te hiperfosforilaciju i agregaciju proteina tau, upala je jedno od
glavnih patoloskih obiljezja AD-a (34), a mikroglija stanice klju¢ni su posrednici upalnih procesa
u mozgu. Neuroprotektivnu ulogu mikroglija mozZe ostvariti jedino pravovremenom i
kontroliranom reakcijom, ali tijekom starenja ili neurodegenerativnih procesa mikroglija moze
postati i kroni¢no aktivirana i uéiniti vise Stete nego koristi (33,41). Genski poliformizmi koji se
povezuju s ve¢im rizikom za nastanak AD-a nadeni su u genima koji kodiraju citokine, receptore
ili druge proteine ukljuéene u djelovanje mikroglije, poput gena OAS1, LAPTM5, LILRB4, ITGAM,
TREM2 i drugih (42, 43). U AD-u se mikroglija aktivira u prisutnosti patoloski promijenjenih
proteina, kako Ap-a, tako i tau proteina (44—49), a na Slici 3 prikazana je kompleksnost upalnog

odgovora te meduovisnost aktivacije mikroglije i neurodegenerativnih promjena u AD-u.
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Slika 3. Shematski prikaz upalnog odgovora te meduovisnost aktivacije mikroglije i

neurodegenerativnih promjena u AD-u. Prilagodeno i preuzeto iz: Simié i sur. 2019. (50)



1.4.1. Aktivacija mikroglije i patoloske promjene amiloida 5

Mikroglija aktivnog fenotipa nakuplja se oko amiloidnih plakova (51), a aktivacija je pracena i
nakupljanjem slobodnih radikala te proupalnih medijatora (51). Istrazivanje u transgeni¢nih
animalnih modela AD-a pokazalo je da su koncentracije pro-upalnih citokina ve¢e u mozgu s
izrazenim patoloskim promjenama AD-a u usporedbi sa zdravim kontrolama (52). Koncentracije
upalnih citokina pozitivno koreliraju s razinama topljivih i netopljivih oblika AB-a $to je pokazatelj
da je AP vjerojatno jedan od glavnih pokretaca upale u AD-u (52). Aktivacija mikroglije AB-om
dokazana je i u kulturi mikroglije Stakorsog mozga (53). Mikroglija tretirana AB-om morfoloski
se mijenja te povecano luci upalne citokine i u kulturi zajedno s neuronima tako aktivirana
uzrokuje odumiranje neurona (53). Aktivacija mikroglije potrebna je kako bi se potaklo uklanjanje
viska nakupljenog amiloida buduci da mikroglija aktivno sudjeluje u njegovu uklanjanju (54). S
napredovanjem AD-a i sve jaCom aktivacijom glije stvara se zacarani krug gdje snazna upala dalje
potice patoloSke promjene AP-a te se na taj nadin narusava balans uklanjanja i nastajanja
amiloidnih plakova (51). Odgovor mikroglije uvjetovan je i oblikom AP peptida (55). Za razliku
od topljivog oblika AP, dodatak AP fibrila u kulturi ne izaziva otpustanje upalnih citokina, §to
znaci da najranije promjene strukture amiloida mogu uzrokovati znacajnu aktivaciju mikroglije te
da je upala prisutna ve¢ u vrlo ranom stadiju AD-a (55,56). Druga studija pokazala je da i oligomeri
i fibrili mogu izazvati aktivaciju mikroglije, ali i da ti razli¢iti oblici peptida poticu aktivaciju
razli¢itih upalnih profila mikroglije (56). Fibrili za razliku od oligomera puno jace poticu
fagocitozu mikroglije dok oligomeri, osim §to izazivaju snaznije otpustanje proupalnih citokina i
slobodnih radikala inhibiraju fagocitozu fibrila. Pokazano je i da lu¢enje proupalnih citokina i
oksidacijski stres izazvani lipopolisaharidom (lippolysaccharide, LPS) negativno koreliraju s
fagocitnom sposobnosti mikroglije (44). U¢inci oligomera AB-a na aktivaciju mikroglije te njihova
mikroglijom posredovana neurotoksi¢nost moze biti regulirana preko posebnog kalijevog kanala
(45) ili pak razinom ekspresije biglikana u mikrogliji, pa se misli da bi razli¢iti blokatori K* kanala
ili aktivnosti biglikana mogli biti potencijalni regulatori aktivacije mikroglije posredovane Af3-om
(45,57).



1.4.2. Aktivacija mikroglije i neurofibrilarne promjene

Poznato je da se mikroglija aktivira u prisutnosti patoloski promijenjenog proteina tau (47, 48, 58—
60), a povecani broj NFT-a negativno korelira s kognitivnim sposobnostima osoba s AD-om (61).
Analiza aktivacije mikroglije u mozgu ¢ovjeka i mozgu transgeni¢nog misa kojemu je dodan tau
(MAPT) gen covjeka, potvrdila je prisutnost aktivirane mikroglije u blizini neurona s
neurofibrilarnim promjenama (58), a u netransgeni¢nom S$takorskom modelu inokulacija
nepravilno smotanog tau proteina ¢ovjeka uzrokovala je morfoloske promjene mikroglije i
uvjetovala promjenu izrazenosti njihovih povrsinskih receptora (46). Jedna nedavno objavljena
studija otkriva da mikroglija registrira promijenjene tau proteine putem poliglutamin vezujuéeg
proteina 1 (polyglutamine binding protein 1, PQBP1), sto dovodi do njezine aktivacije i inicira
upalno stanje (60). Primjena flavonoida rutina u misjem modelu tauopatije smanjila je aktivaciju
proupalnih puteva, lu¢enje proupalnih citokina te prekomjernu fagocitozu sinapsi. Koncentracije
patoloski promijenjenog tau znacajno su se smanjile $to je uzrokovalo i pobolj$anje kognitivnih
sposobnosti (62). Rutin je slican u¢inak imao i u in vitro modelu uz znacajno povecanje
ucinkovitosti unosa promijenjenog proteina tau u mikrogliju (62). Osim $to neurofibrilarne
promjene potic¢u aktivaciju mikroglije, postoje dokazi i da upalni procesi mogu prethoditi nastanku
tau patoloskih promjena (63,64). Kada odgovor mikroglije nije pravilno reguliran, na primjer
primjerenom izrazeno$¢u receptora fraktalkina ili TREM2 receptora (Triggering receptor
expressed on myeloid cells 2), javlja se povecana hiperfosforilacija i agregacija proteina tau (65—
67). Pojacano lucenje upalnog citokina IL-1 pogoduje jacu fosforilaciju proteina tau (64), dok
utiSavanje upale u mis§jem modelu tauopatije ublaZava Stetne ucinke patoloski promijenjenog
proteina tau (63). S progresijom bolesti neurofibrilarne promjene Sire se anterogradnim
projekcijama prema slicnom obrascu, pa je predlozena hipoteza o Sirenju hiperfosforiliranog
proteina tau prema nacéelima slicnima prionskim bolestima (68,69). Mnogo je mogucih razloga za
spomenuto topografsko Sirenje tau patoloskih promjena, a neke studije isticu da mikroglija moze
posredovati Sirenje toksi¢nih klica proteina tau (tau seeds) (70,71). Mikroglija fagocitozom nastoji
ukloniti pogreSno smotane oblike proteina tau no ukoliko njihova razgradnja nije uspjesna izbacuju
se iz stanice ,,pakirani u egzosome (71). Okolne stanice, napose neuroni, toksi¢ne tau oblike
dopremljene egzosomima mogu aktivno unositi §to nadalje moze uzrokovati promjene dosad
intaktnih proteina tau (70). Eksperimentalno uklanjanje mikroglije in vitro i in vivo smanjilo je

Sirenje patoloskih promjena taua (70).
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1.4.3. Razliciti fenotipovi mikroglija stanica

Sli¢no kao i opisana polarizacija makrofaga (31) Cesto se i za aktivaciju mikroglije koriste termini
M1 i M2 fenotipa (72). Spomenuli smo da mikroglija tijekom procesa aktivacije mijenja izrazaj
povrsinskih receptora, morfologiju, ali i profil medijatora koje luci. Kao odgovor na ozljedu tkiva
ili infekciju, mikroglija zapocCinje proces klasi¢ne aktivacije odnosno eksprimira M1 ili upalni
fenotip. ,,Zadac¢a* M1 mikroglije je poticanje upale i eliminacija patogena pa zapo€inje lucenje
proupalnih citokina i slobodnih radikala (72). Da bi se nakon $to je opasnost uklonjena povratila
homeostaza, potrebno je utisati upalu. Ulogu u uklanjanju odumrlih i o$tecenih dijelova stanica te
stiSavanju upale ima M2 ili protuupalni fenotip. Polarizacija mikroglije prema M2 fenotipu
izuzetno je bitna jer lucenje protuupalnih citokina (IL-4, IL-10 i IL-13) sprjecava daljnje
napredovanje i Sirenje upale (72). Smatra se da tijekom nastanka neurodegenerativnih bolesti
mikroglija ¢eS¢e eksprimira upalni M1 fenotip te da je uzrok nastanka i progresije bolesti
neprimjeren izrazaj M1 i M2 fenotipa (33). Taj koncept pomalo je pojednostavljen i zastario prikaz
aktivacije mikroglije te se sve vise isti¢e postojanje spektra razli¢itih fenotipova ovisno o stanju ili
bolesti CNS-a. Analiza mikroglije misjeg modela te oboljelih od AD-a otkrila je postojanje
fenotipa mikroglije specificnog za neurodegenerativne bolesti. Taj fenotip karakterizira pove¢ana
ekspresija gena specifi¢nih za AD te je nazvan DAM (Disease assocciated microglia, DAM) (73).
Dodatne transkriptomske analize pokazale su da i DAM mikroglija moze eksprimirati pro- i
protuupalni fenotip te da utiSavanjem proupalnog DAM fenotipa moze imati potencijal za
terapijsku intervenciju u AD-u (74). Meta-analiza transkriptoma mikroglije i mijeloidnih stanica
za 69 razliCitih stanja (neurodegeneracija, ishemija, upalne bolesti, tumori, demijelinacija,
tauopatije) otkrila je postojanje najmanje sedam razlic¢itih skupova gena ¢ija je ekspresija
regulirana zajedno, a karakteristi¢ni su za procese proliferacije, neurodegeneracije, stimulaciju
interferonom ili endotoksinom. To je potvrda ¢injenice da mikroglija moze izrazavati puno S§iri
spektar fenotipova ovisno o specificnom stanju mikrookolisa u kojem se nalazi (75). Jedna novija
studija istiCe postojanje razlicitih fenotipova mikroglije u AD-u od kojih jedan korelira s
patoloskim promjenama Ap-a, a drugi s neurofibrilarnim promjenama (76). Taj nalaz ukazuje da
se aktivacijski profili mikroglije u istoj bolesti mogu razlikovati u ovisno o stadiju i vrsti patoloskih

promjena.
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1.4.4. TREMZ receptor mikroglije

TREM?2 receptor mikroglije Cesto se istrazuje u kontekstu ukljucenosti u nastanak AD-a, ponajvise
zbog varijanti TREM2 gena ¢iji nositelji imaju veci rizik za obolijevanje (21). R47H varijanta nosi
najvedi rizik za obolijevanje od AD-a od svih TREM2 varijanti te je po ucestalosti drugi rizi¢ni
polimorfizam, odmah nakon & polimorfizma APOE gena (10). lako sve uloge TREM2 receptora
jos uvijek nisu poznate, zna se da je vazan za interakciju s apolipoproteinima, Af-om, te sudjeluje
u regulaciji broja mijeloidnih stanica i u nadzoru fagocitoze i upalnog odgovora (21,77). U
kontekstu AD-a, neka su istrazivanja pokazala zastitni u¢inak povecane ekspresije TREM2
receptora (78). Veci izrazaj TREM2 moze znaciti u¢inkovitiju fagocitozu (78,79), a istodobno s
tim nalazom dokumentirana je i smanjena ekspresija nekih gena vaznih za aktivaciju mikroglije
(80). Mikroglija s eksprimiranom R47H varijantom TREM2 gena ima smanjenu moguénost
aktivacije inflamasoma uslijed vezanja liganda na TREM2 receptor (81). Povecana ekspresija
TREM2 u makrofaga inhibira aktivaciju inflamasoma (82), dok nedostatak TREM2 znacajno
pojacava piroptozu makrofaga (83). Suprotno tome, zabiljezeno je da nedostatak TREM2 u
makrofaga miSjeg modela AD-a smanjuje upalu te ublazava nastanak patoloskih promjena AB-a i
proteina tau (84). Sli¢no tomu, mikroglija aktivirana visokim koncentracijama glukoze povecava
ekspresiju TREM2 i lucenje proupalnih citokina a utisavanje TREM2 gena smanjuje upalu
izazvanu visokim koncentracijama glukoze (85). Izvanstanicnu domenu TREM2 receptora
cijepaju disintegrin i metaloproteinaze ADAM10 i ADAM17 (86). Jos uvijek nije jasna uloga
topljivog oblika TREM2 (soluble TREM2, sSTREMZ2), no ¢ini se da moze poticati prezivljavanje
mikroglije i lu¢enje proupalnih citokina (87). Analizom koncentracija STREM2 u likvoru uocen je
njegov porast kod oboljelih od AD-a, no u nekim studijama taj rezultat nije ponovljen (88). U
nekolicini je istrazivanja uocena dinamika promjena koncentracija TREM2 u likvoru u ovisnosti
o stadiju bolesti: najceS¢e je zamijeCen najveéi porast u ranim simptomatskim stadijima.
Zanimljivo, porast TREM2 takoder pozitivno korelira s koncentracijama fosforiliranog i ukupnog
tau proteina, dok su uz porast pokazatelja patoloSkih promjena amiloida zabiljezene nize
koncentracije TREM2 u likvoru (21, 88-91). Veca aktivnost mikroglije mogla bi imati zastitni
ucinak na nakupljanje AB-a u AD-U jer su povisene koncentracije TREM2 u likvoru ukazivale na
slabiji AB-PET signal (79). Zbog svega navedenog, STREM2 mogao bi biti koristan kao
dijagnosticki marker stanja, ali za to je potrebno napraviti vise studija s jo$ ve¢im brojem ispitanika

i ujednacenim preanaliti¢kim i analitiCkim postupcima analize. Nasim istrazivanjem pokusat ¢emo
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dodatno razjasniti povezanost koncentracija sSTREM?2 u likvoru i plazmi s patoloskim promjenama

u AD-u.

1.4.5. Upalni medijatori u Alzheimerovoj bolesti

Mnogobrojni pregledni ¢lanci ukazuju na drugacije uloge pojedinih citokina u patogenezi AD-a
(41, 92, 93). Povecane koncentracije proupalnih citokina (IL-1, TNF-a, IL-6, IL-18) pojatavanjem
upalnog odgovora u AD-u mogu utjecati na pogorSanje patoloskih promjena i ubrzavati
napredovanje bolesti (92, 93). Isti¢e se dvojaka uloga TNF-o u patogenezi AD-a. Budu¢i da TNF-
a utjeCe na migraciju imunosnih stanica i da njegova pojacana aktivnost potice veci stupanj
nakupljanja AP, utiSavanje signalizacije TNF-o smanjilo je aktivaciju mikroglije i posljedi¢no
dovelo do poboljsanja kognitivnih sposobnosti (41). Suprotno tome, izrazaj TNF-a u hipokampusu
transgeni¢nog misjeg modela uzrokuje snaznu aktivaciju mikroglije i posljediéno smanjenje
veli¢ine i broja amiloidnih plakova (94). IL-1pB glavni je proupalni citokin koji poti¢e lucenje
kaskade ostalih citokina te promovira upalni odgovor (31). Koncentracije IL-1p povisene su u
hipokampusu i prefrontalnoj mozdanoj kori oboljelih od AD-a. Njegove poveéane koncentracije u
MCI-ju pokazuju da se upalni procesi aktiviraju vrlo rano u tijekom bolesti (41). Sli¢no kao i TNF-
a, IL-1pB pokazuje pozitivan u¢inak na uklanjanje viska AB-a u misjem modelu AD-a (92). Neke
druge studije pokazale su kontradiktorne rezultate te ukazuju na stetni u¢inak povecane ekspresije
IL-1B u AD-u (64,95). Djelovanje IL-6 u AD-u uglavnom se pokazalo Stetnim: npr. u hipokampusu
je u blizini plakova izrazaj IL-6 bio pojacan i utjecao je na hiperfosforilaciju proteina tau (93). IL-
18 citokin je takoder proupalni citokin koji svojim djelovanjem stimulira lu¢enje drugih citokina i
privlaci upalne stanice (31). Pokazano je da je njegova koncentracija pove¢ana u mozgu oboljelih
od AD-a te da je porast IL-18 u negativnoj korelaciji s narusavanjem kognitivnih sposobnosti (92).
Dodatak IL-18 u kulturi neurona diferenciranih iz SH-SY'SS5 stanica povecava nakupljanje A (96)
te uzrokuje hiperfosforilaciju proteina tau (97). Za razliku od opre¢nih rezultata oko utjecaja
pojacane upale na nastanak patoloskih promjena AP, dosadasnja istrazivanja pokazuju uglavnom
Stetan utjecaj pojacane ekspresije gotovo svih istraZivanih proupalnih citokina na razvoj patoloskih
promjena tau proteina (92). Pregledna studija istice da su u AD-u osim poviSenih koncentracija
proupalnih citokina, neka istrazivanja zabiljezila i povecanje koncentracije protuupalnih (41) kao

odgovor na pojacanu upalu. Iako utiSavanje upale moze djelovati protektivno na razvoj patoloskih
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promjena u AD-u, Cesto se isti¢e da previsoke koncentracije protuupalnih citokina mogu izazvati
suprotan uc¢inak smanjujuci fagocitnu sposobnost mikroglije (41,92,93). Sve viSe se istrazuje
biomarkerski potencijal koncentracija razli¢itih citokina u tjelesnim teku¢inama u AD-u, ali iz
dosad objavljenih rezultata koncentracije razli¢itih citokina i kemokina izmjerene uglavnom
pojedinacnim ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) kitovima u MCI i AD
pokazuju preveliku varijabilnost da bi imali veéi prognosticki znacaj (20,98). Ipak, neke
podskupine citokina (IL-1p, IL-6, TNF-a) pokazuju blagi porast s napredovanjem AD-a, dok druge
(IL-18, Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1, interferon gamma inducible protein 10, IP-
10) najviSe vrijednosti dostizu u ranim stadijima AD-a. Osim toga, brojni drugi medijatori nisu
dovoljno zastupljeni ili uopée nisu proucavani u MCI-u i AD-u (98). Jedna meta-analiza istie da
su TGF-B (Transforming growth factor [5), YKL-40 i MCP-1 znacajno poviSeni u likvoru
pacijenata s AD-om, a koncentracije IL-1f i IL-6 u krvi pokazuju moguéu povezanost s AD-om,
za razliku od koncentracija istih citokina u likvoru (20). Analize koncentracija citokina
visestrukom ELISA metodom pokazale su da su specifi¢ni profili upalnih medijatora povezani s
razli¢itim stupnjem narusavanja krvno-mozdane barijere (99). Upotrebom spomenute metode
istrazivanje 27 razli¢itih citokina pokazalo je povisene koncentracije veéine ispitanih citokina
(kako pro- tako i protuupalnih) u likvoru bolesnika s AD-om, $to ukazuje na istovremenu
prisutnost i degenerativnih i kompenzatornih regenerativnih procesa (100). Odredivanje cjelovitog
profila biomarkera upale u ovisnosti od jacine 1 stadija bolesti pomocu visestruke ELISA metode
¢e upotpuniti 1 povecati prediktivnu vrijednost dosad koristenih bioloskih biljega u likvoru. Sve
navedene studije ukazuju na poremecenu ravnotezu upalnih medijatora u AD-u, ali djelovanje
isklju¢ivo u smjeru utisavanja nije pokazalo dobre rezultate te nam govori da bi se jedino preciznim
usmjeravanjem odgovora i vracanjem ravnoteze pro- i protuupalnih medijatora mogao umanjiti
utjecaj imunoloS$kog sustava na nastanak i progresiju bolesti. Huang i suradnici sumirali su razloge
koji utjeCu na rezultate mjerenja biljega bolesti CNS-a u perifernoj krvi te ponudili moguca
rjesenja (101). Kao mane odredivanja biljega u krvi istiCu razgradnju biljega protezama u krvi,
nedovoljno poznat mehanizam transporta tvari iz mozga u perifernu krv, postojanje vece
heterogenosti vrijednosti medu pojedincima te prisutnost biljega koji su porijeklom iz perifernih
tkiva i organa. Osim toga, samo dio biljega iz CNS-a dospije u krv. Za uspostavljanje i

standardizaciju biljega iz krvi potrebno je razviti puno osjetljivije metode detekcije, ujednaciti
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grani¢ne vrijednosti te metode i vrijeme uzimanja uzoraka, a buduca istrazivanja trebala bi

ukljucivati i metode procjene stanja BBB-a (101).

1.4.6. Inflamasomi u patogenezi Alzheimerove bolesti

Jedan od nacina Stetnog utjecaja kronicno aktivne mikroglije je prekomjerna aktivacija
inflamasoma. Inflamasomi su proteinski kompleksi koji nastaju uslijed aktivacije citoplazmatskih
receptora slicnih NOD-u (nucleotide-binding oligomerization domain-like, Nod leucine-rich
repeat-containing receptors, NLR) koji pripadaju receptorima urodene imunosti i prepoznaju
PAMP-ove i DAMP-ove (31). Postoji vise od 20 razli¢itih NLR receptora, a u kontekstu ovog
istrazivanja fokusirat ¢emo se na receptore NLRP (Nucleotide-binding oligomerization domain,
Leucine rich Repeat and Pyrin domain containing) porodice koji stvaraju komplekse inflamasoma
(31). Poznato je mnogo razli¢itih inflamasoma, ali u kontekstu AD-a najbolje je istrazena uloga
NLRP3 i NLRP1 inflamasoma (102-109). Kompleksi inflamasoma sastoje se od oligomera
senzornih molekula (NLRP3, NLRP1), adaptorskog proteina te neaktivnog oblika kaspaze 1 (pro-
Casp-1) (31). Aktivacija inflamasoma zapocinje vezanjem liganada na senzorne molekule §to
rezultira oligomerizacijom vise NLRP molekula i sklapanjem kompleksa s ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase-recruitment domain) adaptorskim proteinom i
pro-Casp-1. Rezultat aktivacije inflamasoma je proteoliticko cijepanje pro-Casp-1 i otpustanje
aktivnog oblika Casp-1 koja zatim posreduje nastanak aktivnih oblika citokina porodice IL-1 (IL-
1B i IL-18) (31). Aktivna Casp-1 uzrokuje i cijepanje gazdermina D (GSDMD), koji je glavni
posrednik stani¢ne smrti uzrokovane upalom — piroptoze (104, 110, 111). Aktivacija NLRP3 i
NLRP1 inflamasoma zabiljeZena je U mozgu osoba s AD-om te se sve viSe istrazuje njihova

moguca uloga u nastanku i progresiji bolesti.

1.4.6.1. NLRP3 inflamasom u patogenezi Alzheimerove bolesti

U kontekstu AD-a, NLRP3 inflamasom se aktivira detekcijom patoloski promijenjenog AB-a i
njegovom fagocitozom, a aktivacija inflamasoma dalje doprinosi nastanku i pogorsanju patoloskih
promjena (Slika 4) (102, 105, 112-115). Nasuprot tomu, inhibicija NLRP3 inflamasoma djeluje

zaStitno u odnosu na potencijalne stetne u¢inke Ap-a (116,117). Inokulacija ASC proteina u
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hipokampus transgeni¢nog misjeg modela AD-a uzrokovala je Sirenje patoloSkih promjena AB-a,
a homogenati mozgova tih miseva nisu potakli Sirenje patoloskih promjena amiloida u mozgu
miseva koji nisu eksprimirali ASC protein (113). Taj nalaz ukazuje na Stetan utjecaj aktivacije
NLRP3 inflamasoma. Upotreba pterostilbena, derivata flavonoida reservatrola, smanjila je
citotoksi¢nost AB-a u kulturi BV2 mikroglije blokiranjem aktivacije NLRP3 inflamasoma (117).
Slican ucinak blokiranja aktivacije NLRP3 inflamasoma pokazan je i in vivo u APP/PS1
transgenicnom misjem modelu AD-a, gdje je primjena blokatora NLRP3 inflamasoma znacajno
smanjila broj amiloidnih plakova i poboljsala kognitivne sposobnosti zivotinja (116). Patoloski
promijenjen protein tau takoder utjece na aktivaciju NLRP3 inflamasoma (107). Agregirani oblici
tau proteina poticu aktivaciju NLRP3 u kulturi, a u zZivotinjskim modelima aktivacija NLRP3
doprinosi Sirenju neurofibrilarne degeneracije, dok ju nedostatak ASC proteina zaustavlja
(107,108). Aktivnost NLRP3 inflamasoma potice hiperfosforilaciju i agregaciju proteina tau (108),
kao i agregaciju i nakupljanje AB-a (113). Kao $to je ve¢ navedeno, pored transinapti¢kog Sirenja
mikroglija takoder moze posredovati Sirenje patoloskih oblika proteina tau (5,64,66,71,118).
Objavljeni rezultati upucuju na zaklju¢ak da mikroglija unosi patoloski promijenjene tau oblike i
sortira ih u lizosome. To moze izazvati lizosomsku nestabilnost te aktivaciju NLRP3 inflamasoma
(Slika 4) (107). Franklin i suradnici pokazali su da se uslijed piroptoze agregati ASC-a nakupljaju
izvan stanica gdje dalje uzrokuju porast IL-1B-a, a mogu izazvati i aktivaciju Casp-1 u susjednim
stanicama i bez dodatnih signala koji aktiviraju NLRP3 (119). 1z navedenih nalaza je predlozena

hipoteza o Sirenju upalnih promjena u tijeku AD-a.
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Slika 4. Shematski prikaz aktivacije NLRP3 inflamasoma u AD-u. Prema podacima iz Stancu i

sur. 2019. (107); preuzeto i prilagodeno iz Spanié i sur. 2019. (118)

1.4.6.2. NLRP1 inflamasom u patogenezi Alzheimerove bolesti

Uz mikrogliju, i neuroni mogu doprinijeti upalnom odgovoru. NLRP1 inflamasom je u CNS-u
poglavito izrazen u piramidnim neuronima i oligodendrogliji (120), a neki polimorfizmi gena
NLRP1 u pozitivnoj su korelaciji s nastankom AD-a (103). U zivotinjskom modelu AD-a poveéan
je izrazaj NLRP1 u mozgu, a njegov se izrazaj povecava i dodatkom Ap-a kortikalnim neuronima
u kulturi. Suprotno, utiSavanje gena za NLRP1 ima zastitni u¢inak za neurone te poboljsava
kognitivne sposobnosti u zivotinjskim modelima AD-a (106). Casp-1 takoder moze aktivirati i
Casp-6 (121) sto to je pokazano i u kulturi primarnih neurona ljudskog mozga kao posljedica
aktivacije NLRP1 inflamasoma (122). Istice se i ve¢i izrazaj NLRP1 molekule u mozgu oboljelih
od AD-a u usporedbi s kontrolama (122). Pretpostavlja se da stani¢ni stres uzrokovan razli¢itim

¢imbenicima uklju¢enima u nastanak sporadi¢nog oblika AD-a ili mutacijama gena koje dovode
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do nasljednog oblika AD-a mogu poticati aktivaciju NLRP1 inflamasoma, koji zatim pospjeSuje
procese povezane s upalom u astrocitima i mikrogliji (122). Sarasella i suradnici pokazali su da
monociti oboljelih od AD-a imaju povecanu ekspresiju gena povezanih s aktivacijom i NLRP1 i
NLRP3 inflamasoma te da se oba inflamasoma aktiviraju dodavanjem Ap-a kulturi stanica istih
monocita (123). 1z navedenog se moze zakljuciti da oba inflamasoma mogu utjecati na nastanak i
progresiju AD-a, ali to¢na narav njihove nekontrolirane aktivacije i vremenski slijed patoloSkih

promjena u AD-u i dalje nisu poznati.

1.4.6.3. Mjerenje kolicine izvanstanicnog proteina ASC

Nakupine ASC proteina otpustaju se iz stanica nakon piroptoze i poti¢u daljnje Sirenje upale (119),
a izvanstani¢ne koncentracije ASC-a mogu se mjeriti u bioloskim tekuc¢inama i pokazatelj su
aktivacije inflamasoma (19,124,125). Jedno nedavno istrazivanje pokazalo je povisene
koncentracije ASC proteina u serumu ispitanika s MCI-jem u odnosu na kontrolnu i skupinu osoba
s AD-om, pa se moze re¢i da ASC spada u skupinu obecavajuc¢ih biomarkera za razlikovanje
promjena imunoloskog odgovora u MCI-ju i AD-u (19). Koncentracije ASC proteina i IL-18
takoder su potencijalni bioloski biljezi traumatske ozljede mozga (traumatic brain injury, TBI)
(125), a sam ASC protein moguci je biomarker i za multiplu sklerozu (MS) (124). U nasem
istrazivanju htjeli smo analizirati odnose koncentracija ASC proteina u likvoru i plazmi MCI i AD
bolesnika te ih usporediti s koncentracijama drugih pokazatelja patoloskih promjena i upale u AD-

u.

1.4.7. Stecena imunost u Alzheimerovoj bolesti

Vecina istrazivanja povezanih s ulogom imunosnog sustava u patogenezi AD-a u prvi plan stavlja
aktivaciju urodene imunosti, N0 U novije vrijeme se sve intenzivnije istrazuje i uloga stanica
steCenog imunoloSkog sustava zbog otkri¢a limfnih Zila koje se nalaze uzduz gornjeg sagitalnog i
transverznog duralnog sinusa, a dreniraju se u duboke limfne ¢vorove vrata (126). Navedene se
limfne zile mogu slikovno prikazati strukturnim MRI-jem (127), a u njima je dokazana prisutnost
stanica steCene imunosti B i T limfociti, kao i stanica koje prezentiraju antigene, napose

dendritickih stanica (126). Stoga ne Cudi da se u perifernoj krvi mogu naci protutijela na
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fosforilirane tau proteine koji se nalaze samo u mozgu (128). Iako se zna da je CNS viSestrukim
barijerama odvojen od perifernih tkiva, infiltracija imunosnih stanica s periferije moze biti
pojacana tijekom procesa starenja ili razvoja bolesti CNS-a jer je u tim stanjima luCenje citokina
koji ih privla¢e mnogo vece (33). Osim toga, narusen je i integritet BBB §to povecava njezinu
permeabilnost i dodatno olakSava ulazak imunokompetentnih stanica u CNS (50). U
transgeni¢nom misjem modelu AD-a (3XTg-AD) s ubacena tri mutirana gena (APPswe, PS1misev i
taupso1L) prisutna je pojacana aktivnost B i T stanica (129), a u slicnom modelu (Rag-5xfAD)
kojem su uklonjene T, B i NK stanice zabiljezene su vece koncentracije Af-a u mozgu te amiloidni
plakovi ve¢eg volumena, pojacana upala i smanjena sposobnost fagocitoze mikroglije (130), sto
sve ukazuje na zastitnu ulogu stanica steCene imunosti u AD-u. Nasuprot tome, u perifernoj krvi i
likvoru oboljelih od AD-a pronaden je povecan broj CD8+ T limfocita te je njihov porast povezan
sa smanjenjem kognitivnih sposobnosti (131), sto ukazuje da pojacana aktivnost ste¢ene imunosti
moze utjecati na progresiju AD-a. Jedna nedavna studija pokazala je zanimljivu meduovisnost
steCene i urodene imunosti tijekom razvoja (132). Naime, u mozgu miseva i ljudi pronadena je
posebna populacija CD4+ T stanica koje uvjetuju sazrijevanje mikroglije, pa bez njih mikroglija
ne moze u potpunosti izraziti zreli fenotip koji je povezan sa sazrijevanjem sinapsi (132). lako je
mozak samo djelomi¢no imunoprivilegiran organ, sve vise se otkriva bitna uloga interakcije
stanica urodene i steCene imunosti, kako u razvoju tako i tijekom nastanka neurodegenerativnih
bolesti. Uloga steCene imunosti u AD-uU nije razjaSnjena, pa je logi¢no zakljuciti da bi bolje
razumijevanje interakcije steCene 1 urodene imunosti tijekom razlicitih stadija bolesti moglo

pomoci u otkrivanju novih potencijalnih lijekova za regulaciju imunolo$kog odgovora u AD-u.
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2. HIPOTEZA

Usporedba skupina ispitanika s Alzheimerovom bolesti (AD), blagim spoznajnim poremecajem
(MCI) i kognitivno zdravih kontrola pokazat ¢e povecane koncentracije proupalnih medijatora u
likvoru i plazmi te jace izrazenu aktivaciju mikroglija stanica, NLRP3 i NLRP1 inflamasoma u

postmortalnom tkivu hipokampalne formacije u AD-u u odnosu na kontrolnu skupinu.

20



3. CILJEVI
3.1. Opdi cilj:

Istraziti upalne procese u Alzheimerovoj bolesti analizom plazme, likvora i mozdanog tkiva

zdravih i oboljelih osoba.
3.2. Specificni ciljevi:

1. Odrediti profil pro- i protuupalnih medijatora u likvoru i plazmi te bioloskih biljega AD-a
(AP, ukupnog i fosforiliranog proteina tau) u likvoru ispitanika s AD-om, blagim
spoznajnim poremecajem i kognitivno zdravih kontrola (healthy control, HC) te utvrditi

njihovu korelaciju.

2. Odrediti koncentracije TREM2 i ASC proteina u likvoru i plazmi ispitanika s AD-om,
MCI-jem i HC, korelirati ih s vrijednostima bioloskih biljega u likvoru te utvrditi njihov

biomarkerski potencijal u dijagnostici Alzheimerove bolesti.

3. lspitati aktivnost mikroglija stanica te NLRP3 i NLRP1 inflamasoma u postmortalnim

uzorcima hipokampalne formacije ispitanika s AD-om i kontrola.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Uzorak za imunohistokemijsu analizu

Kao materijal za imunohistokemijske metode koristili su se uzorci mozdanog tkiva dobiveni
post mortem od 11 osoba s AD-om i 9 kontrolnih uzoraka iz zbirke iz zbirke Huddinge Brain Bank,
Karolinska Institute, Stockholm, Svedska. Inicijalno je planirano najmanje deset uzoraka
mozdanog tkiva po skupini, Sto je i prikupljeno ali naknadnim uvidom u podatke jednog od
kontrolnih uzoraka zakljuc¢eno je da uzorak ne odgovara kriterijima kontrolne skupine te je izuzet
iz daljnje analize. Mozdano tkivo prikupljeno je i koriSteno u skladu s propisanim etickim
pravilima i uz odobrenje etickog povjerenstva. Uzorci AD dobiveni su od osoba kojima je za zivota
klinicki dijagnosticirana Alzheimerova bolest, a neuropatoloSkom analizom post mortem,
potvrdena dijagnoza pomo¢u CERAD (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s
Disease) kriterija (133). Kao kontrolni uzorci koriSteni su rezovi mozga osoba koje za zivota nisu
bolovale od neuroloskih ili psihijatrijskih poremecaja niti je uzrok smrti bio povezan s nekim od
navedenih poremecaja ili traumom glave (Tablice 1 i 2). Navedeni uzorci tkiva dio su arhivskog
materijala ¢ija analiza je u viSe navrata prethodno ve¢ odobrena od Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta u Zagrebu (ur. br. 04-1378-2006, od 17. veljace 2007. godine; ur. br. 04-
76/2005-46 od 28. veljace 2005. godine; ur. br. 04-1213/03/2S/R09, od 12. rujna 2003. godine).

Tablica 1. Podaci o kontrolnim uzorcima

Uzorak HC
Dob Spol Uzrok smrti

HC1 59 M Prometna nesreca
HC2 62 F Prometna nesreca
HC3 68 M Prometna nesreca
HC4 71 F Infarkt miokarda
HC5 75 M Prometna nesreca
HC6 77 F Infarkt miokarda
HC?7 81 F Infarkt miokarda
HC8 84 F Pluéna embolija
HC9 85 F Kardiovaskularno zatajenje
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Tablica 2. Podaci o uzorcima AD skupine

Uzorak AD
Dob Spol Trajanje Uzrok smrti NINCDS-
bolesti ADRDA
(godine) dijagnoza
AD1 73 F 4 Bronhopneumonija AD
AD2 73 M 7 Bronhopneumonija AD
AD3 77 M 3.5 Bronhopneumonija AD
AD4 80 F Bronhopneumonija AD
AD5 80 F Infarkt miokarda AD
AD6 81 M Bronhopneumonija AD
AD7 83 F 5.5 Kardiovaskularno zatajenje vjerojatni AD
ADS 84 F 35 Kardiovaskularno zatajenje AD
AD9 84 F 35 Kardiovaskularno zatajenje AD
AD10 88 F 4.5 Karcinom vjerojatni AD
AD11 91 F 4 Bronhopneumonija vjerojatni AD

Nakon obdukcije medijalni dijelovi sljepoo¢nog reznja izrezani su u blokove u frontalnoj ravnini
na debljinu od 3 mm paralelno jedan u odnosu na drugi, a u rostrokaudalnom smjeru okomito na
septotemporalnu osovinu te su fiksirani i uklopljeni u parafinske blokove. Za daljnju analizu od
hipokampalnog tkiva napravljeni su rezovi debljine 12 um. U istrazivanju su koristeni slu¢ajni
rezovi razliitih razina hipokampusa 1 usporedivani su na istoj ili priblizno istoj razini reza

patoloSkog 1 kontrolnog tkiva.

4.2. Uzorak za analizu likvora i plazmi

Za analizu likvora i plazmi koristili su se uzorci prikupljeni u Zavodu za kognitivnu neurologiju
KBC-a Zagreb. Prikupljanje uzoraka cerebrospinalne tekuéine i krvi vrsilo se uz informirani
pristanak ispitanika ili skrbnika. Obrada i izuzimanje navedenih uzoraka bila je u skladu s
medunarodnim standardima Dobre klinicke prakse (International Conference on Harmonization,
2013), standardima Helsinske deklaracije (World Medical Association, 2013) te je odobrena od
strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (ur. br. 380-59-10106-
18-111/126, klasa 641-01/18-02/01; ur. br. 380-59-10106-19-111/251, klasa 641-01/19-02/01) 20.
lipnja 2018. godine i1 24. listopada 2019. te Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra
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Zagreb (klasa 8.1-19/201-2, broj 02/21 AG) 23. rujna 2019. godine. Uzorci su se prikupljali u
jednoj vremenskoj to¢ki (presje¢no istrazivanje, cross-sectional study) prilikom rutinske obrade,
a prikupljanje likvora vrsilo se od ozujka 2021. do ozujka 2022. godine, dok su zbog objektivnih
razloga za analizu koristeni i uzorci likvora i plazme prikupljeni ranije za potrebe projekta HRZZ-
a. Zastita podataka u skladu je s Opéom uredbom o zastiti podataka SL EU S119 (Uredba EU
2016/679 Europskog parlamenta i Vije¢a od 27. travnja 2016. o zastiti pojedinaca u vezi s obradom
osobnih podataka i o slobodnom kretanju takvih podataka). Prikupljeni podatci u potpunosti su
anonimizirani na nacin da ispitanike nije moguce izravno niti neizravno identificirati, a pristup
kodovima (Siframa) pod kojima se vode imaju samo voditelj istrazivanja i doktorand, ti kodovi ne
sadrzavaju imena, adrese niti bilo koji drugi podatak po kojemu bi se rezultati mogli povezati s
ispitanikom. Svaki je ispitanik proSao temeljit neuroloski pregled, neuropsiholosko testiranje te
rutinske krvne pretrage. TeZzina demencije se odredivala upotrebom MMSE (Mini-Mental State
Examination) ljestvice (0-30 bodova), a klini¢ka dijagnoza AD-a se temelji na NIA-AA (National
Institute on Aging-Alzheimer's Association guidelines for the neuropathologic assessment of
Alzheimer's disease) (134, 135), NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer's Disease and Related Disorders
Association) i DSM-IV-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) kriterijima.
Dijagnoza MCI odredena je prema Petersen i sur. (136) te Albert i sur. (137). Likvor se prikupljao
lumbalnom punkcijom iz L3/L4 ili L4/L5 intervertebralnog prostora. Dio volumena uzorka koji
nije bio potreban za rutinsku obradu je centrifugiran na 10,000 g 10 min pri 4°C, alikvotiran i
pohranjen na -80°C u polipropilenskim epruvetama za Zeljene analize. Iz pune krvi pacijenata
nizom centrifugiranja se izdvojila plazma bez trombocita te je bila pohranjena na -20°C za daljnju

analizu.

Na temelju broja bodova na, za hrvatsku populaciju ispitanika validiranoj MMSE ljestvici, svi
ispitanici su podijeljeni u tri skupine: skupinu osoba s Alzheimerovom boles¢u (AD, MMSE < 23
boda), skupinu osoba s MCIl-om (MMSE 24-26) te kontrolnu skupinu kognitivno zdravih
ispitanika (HC; MMSE >27). Na temelju naseg prethodnog istrazivanja (138) pomocu testa snage
odredili smo potreban broj ispitanika za ovo istrazivanje (https://rpsychologist.com/d3/nhst/). Uz
stupanj znacajnosti 0=0,05, snagu ucinka (1-p) od 0,8 te procijenjene veli¢ine ucinka (d) izmedu
skupine osoba s AD-om i kontrola od 0,67. Budu¢i da su promjene tau proteina visestruko

potvrdena 1 najkarakteristicnija promjena u AD-u u odnosu na HC, veli¢inu ucinka izracunali smo

24



iz srednjih vrijednosti koncentracije ukupnih tau proteina u likvoru za AD i kontrolnu skupinu: X
(AD) - x (HC) / SD (AD), tj. 520 pg/ml - 255,4 pg/ml / 394,4 pg/ml = 0,67. Test snage pokazao je
da je za testiranje nul-hipoteze pomoc¢u dvostranog (two-tailed) t-testa u svakoj od dviju skupina
(AD 1 HC) potrebno 17,48 ispitanika. Zbog mogucih strsala (outliers), odlucili smo da ¢e u svakoj

od navedenih skupina biti najmanje 20 ispitanika.
4.3. Metoda imunohistokemije
4.3.1. Primarna protutijela koristena za metode imunohistokemije i imunofluorescencije

e IBAL (FUJIFILM Wako Shibayagi, AB_839504)

e (D68 (Agilent, AB 2314148) (Diferencijacijski antigen mikroglija stanica; clusters of
differentiation)

e HLA-DR (Agilent, AB_2313661)

e NLRP3 (Thermo Fisher Scientific, AB_2809541)

e NLRP1 (Abcam, AB_776633)

e ASC (Invitrogen, AB_2804676)

e cGSDMD (Cell Signaling, AB_2799099)

e CASP-6 (Antibodies-online, AB_2290879)

e AT8 (Thermo Fisher, AB_223647)

4.3.2. Imunohistokemijska vizualizacija

Za vizualizaciju aktivacije mikroglije te NLRP3 i NLRP1 inflamasoma uzorci mozdanog tkiva
osoba s Alzheimerovom boles¢u 1 kontrolni uzorci podvrgnuti su imunohistokemijskom bojanju
navedenim primarnim protutijelima. Aktivacija mikroglije vizualizirana je biljezima IBA1l
(lonized calcium Binding Adaptor molecule 1), CD68 (cluster of differentiation 68) te HLA-DR
(Human Leukocyte Antigen).

Preparati su najprije deparafinizirani ksilolom i rehidrirani etanolom u nizu padajucih
koncentracija (apsolutni etanol, 96%-tni etanol, 70%-tni etanol). Nakon deparafinizacije i
rehidracije preparati su isprani PBS-om (phosphate buffered saline, pH=7,4), a otvaranje epitopa
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antigena (antigen retrieval) izvr$eno je kuhanjem u citratnom puferu (pH=6,0), najprije 5 puta oko
1 minute na 700W te zatim 20 min na 300W.

Endogene peroksidaze inaktivirane su predtretmanom metanolom i 0,02%-tnim vodikovim
peroksidom. Nakon daljnjeg ispiranja PBS-om uslijedilo je blokiranje nespecifi¢tnog vezanja
protutijela. Preparati se prije nakapavanja otopine za blokiranje okruze tankim slojem hidrofobne
tekuc¢ine (PAP pen, Sigma Aldrich) koja predstavlja barijeru za istjecanje nakapane otopine.
Preparati koji su tretirani primarnim protutijelom za biljeg IBA1, proizvedenim iz ze¢jeg seruma,
blokirani su otopinom koja sadrzi 10%-tni NGS (normal goat serum) u 0,5%-tnom Triton/PBS.
Otopina za blokiranje preparata koji su tretirani primarnim protutijelima za biljege CD68 i HLA-
DR te NLRP1, ASC, CASP-6, cGSDMD, sadrzi 5%-tnu otopinu BSA (bovine serum albumin) u
0,5%-tnom Triton/PBS. Blokiranje je provedeno kroz 60 min na sobnoj temperaturi u vlaznoj

komori.
Primarna protutijela razrijedena su u odgovarajucoj otopini za blokiranje u omjerima:

e |bal-1:250

e CD68-1:1250

e HLA-DR-1:300

e NLRP3 - pokusaj viSe razli¢itih razrijedenja i otopina boliknga > nismo uspjeli
vizualizirati navedeni biljeg

e NLRP1-1:100

e ASC-1:100

e cGSDMD - 1:500

e CASP-6-1:100

Preparati su inkubirani u otopini primarnog protutijela preko no¢i na 4°C. Za kontrolu bojanja za
svaki od navedenih biljega uzet je dodatni uzorak koji nije tretiran primarnim protutijelom,
takozvana negativna kontrola (NK), odnosno kontrola specifi¢nosti vezanja primarnog protutijela.
Nakon inkubacije primarnim protutijelom i ispiranja u PBS-u, preparati su inkubirani u

odgovarajuc¢im otopinama sekundarnih protutijela.

Sekundarno protutijela anti-mouse ili anti-rabbit (Vector Laboratories, Newark, CA, USA,

AB 2336810, AB 2336811) razrijedena su u omjeru 1:200 u dvostruko razrijedenim otopinama
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za blokiranje. Inkubacija preparata provedena je u vlaznoj komori kroz 60 min nakon cega je

uslijedilo ispiranje PBS-om a u otopini sekundarnog protutijela inkubirani su i NK rezovi .

Tercijarno protutijelo takoder se priprema u dvostruko razrijedenim otopinama za blokiranje, kao
i sekundarno. Tercijarno protutijelo (Vector Laboratories, AB_ 2336810, AB 2336811)
pripremljeno je u omjeru 10:2000. Preparati su inkubirani u vlaznoj komori 60 min nakon ¢ega je

uslijedilo ispiranje PBS-om.

Vizualizacija je provedena otopinom koja sadrzi diaminobenzidin (3,3’-Diaminobenzidin, DAB)
(SIGMAFAST™ DAB with Metal Enhancer Tablet Set, kataloski broj D0426), a pripremljena je
prema uputama proizvodaca. Preparati su nakapani otopinom za vizualizaciju i inkubirani na
sobnoj temperaturi do optimalnog obojenja. Uslijedilo je ispiranje u PBS-u i zatim u destiliranoj

vodi.

Nakon susenja, stakalca su prebacena u kadicu s Histoclear-om. Rezovi su prekriveni kapljicom

Histomounta (Poly-Mount®, kataloski broj 08381-120) i pokrovnim stakalcem.

4.3.3. Dvostruko bojanje metodom imunofluorescencije

Za metodu dvostrukog bojanja imunofluorescencijom koristena su ista primarna protutijela kao 1

za imunohistokemiju te sljedec¢a sekundarna protutijela:

e AlexaFluor AF488 goat, anti-mouse IgG, Thermo Fisher Scientific, AB_2534088
e AlexaFluor AF488 goat, anti-rabbit IgG, Thermo Fisher Scientific, AB_2576217
e AlexaFluor AF546 goat, anti-mouse IgG, Thermo Fisher Scientific, AB_2534089
e AlexaFluor AF546 goat, anti-rabbit 1gG, Thermo Fisher Scientific, AB_2534093

Deparafinizacija, rehidracija i otkrivanje antigena te inkubacije primarnih protutijela napravljeni
su isto kao i za metodu imunohistokemije kako je prethodno opisano. Za sva navedena primarna
protutijela koriStena je ista otopina za blokiranje: 1% BSA u 0,5% Triton/PBS. Nakon inkubacije
primarnim protutijelima preparati su isprani u PBS-u i inkubirani u odgovaraju¢im otopinama

fluorescentno obiljeZenih sekundarnih protutijela 2 sata na sobnoj temperaturi.
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Nakon inkubacije u otopini sekundarnih protutijela i ispiranja u PBS-u, preparati su inkubirani 45
sekundi otopinom blokatora autofluorescentnog signala (TrueBlack Autofluorescence quencher)
pripremljenom prema receptu: 5 uL TrueBlack + 100 pL 70% etanola. Nakon ispiranja u PBS-u
preparati su prekriveni medijem za pokrivanje koje sadrzi DAPI (Vectashield Antifade Mounting
Medium with DAPI).

4.3.4. Snimanje mikrofotografija

Imunohistokemijski preparati analizirani su i poslikani mikroskopom Olympus BX53 (Olympus,
Tokyo, Japan). Preparati na kojima su vizualizirani biljezi mikroglije skenirani su kamerom
Hamammatsu Nanozoomer 2.0. RS (Hamammatsu, Japan). Preparati imunofluorescencije

vizualizirani su i poslikani konfokalnim mikroskopom Olympus FVV3000 (Tokyo, Japan).

4.4. Bojanje metodom po Nisslu

Bojanje metodom po Nisslu koristi se za lakSu orijentaciju i odredivanje podrucja hipokampalne
formacije. Nakon postupka deparafinizacije koji je prethodno opisan, uzorci se tretiraju 0,5%-tnom
otopinom krezil-violeta razrijedenoj u destiliranoj vodi u omjeru 1:4. Ovisno o izgledu preparata,
uzorci se tretiraju otprilike 3-4 min. Uslijedilo je ispiranje destiliranom vodom, a nakon toga 70%-
tnim etanolom. Uzorci se zatim ispiru u kiselom alkoholu (70%-tni etanol u koji se doda nekoliko
kapi 10%-tne octene kiseline). Slijedi ispiranje u 70%-tnom i 96%-tnom etanolu te se uzorci
prociste u 100%-tnom etanolu 1 ksilolu. Nakon suSenja, rezovi se prekriju kapljicom Histomounta

i pokrovnim stakalcem.

4.5. Analiza imunohistokemijskih preparata

Prilikom semikvantitativne i kvantitativne analize preparata, Sifre uzoraka i eksperimentalne grupe

nisu bile vidljive.
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4.5.1. Analiza izrazaja biljega mikroglije

Izrazaj biljega mikroglije analiziran je semikvantitativno prema sljede¢im bodovnim skalama:
Imunoreaktivnost IBA1 i HLA-DR kvantificirana je prema skali:

0 = imunoreaktivnost nije prisutna

1 = prisutno je nekoliko imunoreaktivnih stanica, sve stanice su razgranate

2 = umjeren broj imunoreaktivnih stanica, uglavnom su razgranate, manji broj ativiranih
3 = mnogo difuzno rasporedenih imunoreaktivnih stanica, sve su aktivirane

4 = mnogo velikih nakupina aktiviranih mikroglija stanica

Imunoreaktivnost CD68 biljega kvantificirana je prema skali:

0 = imunoreaktivnost nije prisutna

1 = prisutno je nekoliko imunoreaktivnih stanica

2 = umjeren broj imunoreaktivnih stanica

3 = mnogo difuzno rasporedenih imunoreaktivnih stanica

4 = mnogo velikih nakupina imunoreaktivnih mikroglija stanica

Podru¢ja hipokampalne formacije (nazubljena vijuga (GD), hilus, CA2/3, CA1, subikulum (SUB)

i bijela tvar) odredena su prema radu Westa i Gundersena (139).

Zbog nemogucénosti preciznog i ujednacenog odredivanja granica entorinalne moZdane kore na

svakom od preparata analiza tog dijela preparata nije napravljena.

4.5.2. Analiza izrazaja biljega aktivacije inflamasoma

Vizualizacija NLRP3 biljega nije bila uspje$na niti nakon viSe pokuSaja optimizacije uvjeta

metode pa navedeni preparati nisu niti analizirani.

Kvantifikacija izrazaja ostalih biljega aktivacije inflamasoma NLRP1, CASP-6, cGSDMD i ASC

izvrSena je brojanjem svakog pozitivnog signala u neuronima hCA3, CA2/3, CAl i SUB regija.
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Konacni rezultati prikazani su kao gusto¢a imunopozitivnih signala, odnosno brojevi pozitivnih
signala podijeljeni su s povrSinom analizirane regije. PovrSina je mjerena u programu CellSens-

V0301 Imaging software (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Njemacka).

4.6. Enzimski povezana imunoapsorpcijska analiza — ELISA

Analize koncentracija STREM2 napravljene su na 98 AD, 35 MCI i 11 HC uzoraka plazme i 155
AD, 90 MCI i 50 HC uzorka likvora.

Analize koncentracija ASC proteina napravljene su na 82 AD, 33 MCI i 9 HC uzoraka plazmi te
127 AD, 78 MCI i 39 HC uzoraka likvora.

Koncentracije bioloskih biljega u likvoru i plazmi su odredene pomocu enzimski povezane
imunoapsorpcijske analize (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) prema zadanim

protokolima trzi$no dostupnih kitova:

e Ap1-42 (Innotest B-amyloid1-42, Fujirebio, Gent, Belgija)

e ukupni tau (Innotest hTau Ag, Fujirebio, Gent, Belgija)

e p-taul81 (Innotest Phospho-Tau(181P), Fujirebio, Gent, Belgija)

e ASC (Human PYCARD/ASC/TMS1 Sandwich ELISA, LSBio, Seattle, Washington,
United States)

e TREM2 (Human TREM2 ELISA Kit, Abcam, Cambridge, United Kingdom)

ELISA kitovi AB1-42, t-tau, p-taul81 i ASC ukljucuju mikrotitarske ploCice s 96 jazica presvucene
monoklonskim protutijelima na Zeljeni protein (Slika 5). Na plo¢ice se nanose standardi, prazne
probe i uzorci u odredenom razrijedenju koje se prilagodi svakom od kitova. Standardi su se
razrjedivali prema uputama proizvodaca i1z otopine dobivene otapanjem liofiliziranog
rekombinantnog proteina. Nakon dodavanja uzoraka i standarda slijedila je inkubacija na plocici,
arazrjedenja uzoraka, uvjeti i duljina inkubacije ovisili su o protokolu (Tablica 3). Nakon ispiranja
u puferu za ispiranje na aparatu za ispiranje (PW 40, Biorad Laboratories, Hercules, CA, SAD), u
plocice se dodavalo detekcijsko protutijelo. Po inkubaciji protutijela, plo¢ice su se ponovno
isprale. Dodan je kompleks streptavidina koji je obiljezen enzimom HRP (peroksidaza iz hrena,

horseradish peroxidase) (streptavidin se s visokim afinitetom veze na biotin na detekcijskom
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protutijelu) te se inkubirao prema podacima u Tablici 3, nakon ¢ega se plo¢ica ispralai dodao se
kromogen (TMB, 3,3',5,5-tetrametilbenzidin) kao supstrat za enzim HRP. Nakon inkubacije
kromogenom u mraku, dodala se otopina koja je zaustavila reakciju te se uz pomoc¢ citaca
mikroploca Glomax Explorer (Promega, Madison, WI, SAD) pri 450 nm ocitavala apsorbancija.
Koncentracije proteina su se odredivale prema krivulji dobivenoj iz koncentracija standarda uz
pomo¢ 4-parametarskog algoritma u GraphPad Prism 8.0 programu (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, SAD).

Tablica 3. ELISA protokoli za detekciju APi-42, t-tau, p-tauss: i ASC proteina

Volumen
L nanesenog Inkubacija s Volumen Volumen Volumen
Analizirani L L . .
uzorka detekcijskim streptavidin- kromogena i otopine za
protein protutijelom | HRP konjugata vrijeme zaustavljanje
i vrijeme inkubacije reakcije
inkubacije
APB1-42 25 uL 1h,25°C 100 pL, 30 min | 100 pL, 30 50 uL
min
t-tau 25 pL 1h,25°C 100 pL, 30 min | 100 pL, 30 50 pL
min
p-tauss: 75 uL 1h,4°C 100 pL, 1 h 100 pL, 30 50 uL
min
ASC 50 pL 1h,37°C 100 pL, 1 h 90 L, 16 min | 50 pL

ELISA kit za detekciju TREM2 razlikovao se od prethodno opisanih kitova jer je dno plocice bilo
presvuceno protutijelom koje je specificno za antitijelo za hvatanje zeljenog analita (capture
antibody) (Slika 5). U jazice se istovremeno nanosi 50 pL standarda, prazne probe, uzorka
razrijedenog u omjeru 1:50 s otopinom za razrjedenje uzoraka (sample diluent) te 50 pL otopine
detekcijskog i protutijela za hvatanje analita. Otopina protutijela pripremljena je dodavanjem oba
protutijela pocetne koncentracije 10x u otopinu za razrjedenje protutijela (antibody diluent) do
koncentracije 1x. detekcijsko protutijelo obiljeZeno je HRP enzimom. Uzorci su inkubirani 1 h na
tresilici pri 400 rpm na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije plocica je isprana i dodan je TMB
kromogen koji je inkubiran 10 min u mraku na tresilici pri 400 rpm. Po zavrSetku inkubacije
dodano je 100 pL otopine za zaustavljanje reakcije, plo€ica je stavljena na tresilicu na 400 rpm 30
s 1 oCitana je apsorbancija na 450 nm c¢ita¢em mikroplo¢a Glomax Explorer (Promega, Madison,

W], SAD). Koncentracije su odredene kako je opisano i za ostale ELISA kitove.
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Slika 5. Princip ELISA metode za detekciju A) APi.s2, t-tau, p-tauss: i ASC proteina (preuzeto i
prilagodeno iz: https://www.Isbio.com/elisakits/human-pycard-asc-tms1-sandwich-elisa-elisa-kit-
Is-f19843/19843#specifications-section), B) sTREM2 (preuzeto i prilagodeno iz:

https://www.abcam.com/human-trem2-elisa-kit-ab224881.html)

4.7. Visestruka ELISA metoda

Analiza koncentracija citokina i kemokina u napravljena je na 29 AD, 35 MCI i 40 HC uzorka
likvora te na 102 AD, 37 MCl i 10 HC uzoraka plazmi.

Visestrukom ELISA metodom mjerene su koncentracije sljedecih imunosnih medijatora:

e bazi¢ni FGF - bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (Fibroblast growth factor-basic)
e eotaksin
e G-CSF - stimulirajuci ¢cimbenik granulocita (Granulocyte stimulating factor)

e GM-CSF - stimuliraju¢i ¢imbenik granulocitno-makrofaznih kolonija (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

e |FN-y — interferon gama
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IL-1B — interleukin 1 8

IL-1ra — antagonist receptora za interleukin 1 (Interleukin 1 receptor antagonist)
IL-1a — interleukin 1 o

IL-2Ra - alfa lanac receptora za interleukin 2 (Interleukin -2 receptor alpha chain)
IL-3 — interleukin 3

IL-12 (p40) — interleukin 12

IL-16 — interleukin 16

IL-2 — interleukin 2

IL-4 — interleukin 4

IL-5 — interleukin 5

IL-6 — interleukin 6

IL-7 — interleukin 7

IL-8 — interleukin 8

IL-9 — interleukin 9

GRO-a - Growth-regulated alpha protein

HGF - ¢imbenik rasta hepatocita (Hepatocyte growth factor)

IFN-a2 — interferon alfa 2

LIF — ¢imbenik inhibicije leukemije (Leukemia inhibitory factor)

MCP-3 — Protein 3 kemoatraktant monocita (Monocyte chemoattractant protein 3)
IL-10 — interleukin 10

IL-12 (p70) — interleukin 12

IL-13 — interleukin 13

IL-15 — interleukin 15

IL-17A —interleukin 17 A

IP-10 - protein 10 induciran interferonom gama (Interferon gamma-induced protein 10)
MCP-1 - protein 1 kemoatraktant monocita (Monocyte chemoattractant protein 1)
MIG - monokin induciran interferonom gama (Monokine induced by gamma interferon)
B-NGF — ¢imbenik rasta neurona beta (Nerve growth factor beta)

SCF - ¢imbenik mati¢nih stanica (Stem cell factor)

SCGF-p - ¢imbenik rasta mati¢nih stanica beta (Stem cell growth factor beta)
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e SDF-1la - ¢imbenik 1 alfa stromalnih stanica (Stromal cell-derived factor 1 alpha)

e MIP-1a - upalni protein makrofaga 1 alfa (Macrophage inflammatory protein 1 alpha)

e MIP-1p - upalni protein makrofaga 1 beta (Macrophage inflammatory protein 1 beta)

e PDGF-BB - trombocitni ¢imbenik rasta BB (Platelet derived growth factor BB)

e RANTES - Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted

e TNF-a - faktor tumorske nekroze alfa (Tumor Necrosis Factor-a)

e VEGF - ¢imbenik rasta endotela krvnih zila (Vascular endothelial growth factor)

e CTACK - kozni citokin koji privlaci T stanice (Cutaneous T-cell-attracting chemokine)

e MIF - ¢imbenik inhibicije migracije makrofaga (Macrophage migration inhibitory factor)

e TRAIL - Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand

e |L-18 —interleukin 18

e M-CSF - c¢imbenik stimulacije kolonija makrofaga (Macrophage colony-stimulating
factor)

e TNF-p — faktor tumorske nekroze B (Tumor Necrosis Factor [5)

Koncentracije citokina i kemokina u likvoru i plazmi odredene su pomocu visestruke ELISA
metode kojom se istovremeno moze detektirati veci broj analita. Koristeni su komercijalno
dostupni kitovi za analizu 48 ljudskih imunsnih medijatora (Bio-Plex Pro Human Cytokine

Screening Panel, 48-Plex #12007283, BioRad, Hercules, CA, SAD) prema uputama proizvodaca.

Prije pocetka protokola potrebno je u programu Bio-Plex Manager 6.2. pripremiti protokol za
oCitavanje uzoraka i racunanje koncentracija. U program se unose vrijednosti standarda, kontrola
te koeficijent razrjedenja uzorka prema kojima program nakon ocitanja rauna dobivene
koncentracije analita u uzorcima. Potrebno je unijeti i redoslijed nanoSenja standarda, kontrole,

negativne kontrole i uzoraka.

Uzorci likvora i plazme razrijedeni su odgovaraju¢im reagensima (likvor: standard diluent;
plazma: sample diluent) u omjeru 1:4. Liofilizirani standardi i kontrole otope se prema uputama
proizvodaca dodatkom otopine za razrjedenje standarda (standard diluent), otapanje se vrsi 30
minuta na ledu. Nakon otapanja standarda, iz koncentrirane otopine prirede se serijska razrjedenja

standarda tako da se u konacnici dobije 8 standarda razli¢itih koncentracija. Nakon pripreme
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standarda priprema se otopina magnetnih kuglica. Kuglice se razrijede odgovaraju¢im diluentom

(assay diluent) do radne koncentracije.

Protokol zapocinje dodavanjem kuglica na ploCicu s 96 jazica. Magnetne kuglice ispiru se 2x
puferom za ispiranje na magnetnoj jedinici za ispiranje (Bio-Plex Pro Wash station). Na kuglice,
u svaku jazicu dodaje se 50 pL pripremljenih standarda, kontrola i uzoraka te slijedi inkubacija 30
min na tresilici pri 850 rpm i sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uzoraka, plo¢ica se ponovno
ispire na magnetnoj jedinici za ispiranje 3x nakon Cega slijedi aplikacija 25 uL detekcijskog
protutijela koje se inkubira 30 min na tresilici pri 850 rpm i sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije
plo¢ica se ponovno ispire 3x te se dodaje 50 pL fluorescentno obiljezenog streptavidina
(streptavidin-PE) koji se inkubira 10 min na tresilici pri 850 rpm i sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije ploc¢ica se ispire 3x i magnetne kuglice se resuspendiraju u 125 pL otopine za
razrjedenje (assay diluent). Kuglice se resuspendiraju 30 s na tresilici pri 850 rpm i spremne su za

ocitanje.

Za odredivanje koncentracija upalnih medijatora Koristio se Bio-Plex® 200 (Bio-Rad, Hercules,
CA, SAD) uredaj prema protokolima i uputama proizvodaca. Metoda se temelji na nacelu imuno-
detekcije analita specificnim protutijelima vezanima na magnetne kuglice. Svaka kuglica koja nosi
isto specifiéno protutijelo odasilje jedinstven spektar fluorescentne svjetlosti nakon aktivacije
laserom. Fluorescentni signal detektiran je Bio-Plex® 200 uredajem, a u Bio-Plex Manager 6.2

programu izracunate su vrijednosti koncentracija svakog analita prema standardnoj krivulji.

Kako su koncentracije nekih citokina u likvoru dosta nize u odnosu na koncentracije citokina u
plazmi, u analize smo ukljucili 1 koncentracije ¢ije su vrijednosti bile nize od vrijednosti standarda

te su aproksimacija napravljena prema standardnoj krivulji.

4.8. Statisticka analiza

Normalnost distribucije pojedinih skupina podataka odredena je Kolmogorov-Smirnov testom. Za
analizu razlika izmedu dviju skupina podataka koje nisu pratile normalnu distribuciju (analiza
izraZaja imunohistokemijskih markera u tkivu) koriSten je Mann-Whitneyev test. Razlike izmedu
vise skupina podataka analizirane su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) ili, u slucaju

odstupanja od normalnosti, Kruskal-Wallis testom uz Tukey ili Dunnov post hoc test za viSestruke
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usporedbe. Korelacije izmedu pojedinih skupina provedene su Pearsonovom ili Spearmanovom
korelacijom, u zavisnosti od normalnosti raspodjele podataka. Razina statisticke znacajnosti u

svim testovima bila je P < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Izrazaj biljega mikroglija stanica u hipokampalnoj formaciji

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je izrazenost triju razlicitih biljega mikroglija stanica

IBA1, CD68 i HLA-DR. Kombinacijom ta tri markera zeljeli smo analizirati mikroglija stanice u

razli¢itim stadijima aktivacije te usporediti obrasce njihove aktivnosti u hipokampalnoj formaciji

(HF) bolesnika s AD-om i HC-a. Semikvantitativna procjena izraZaja navedenih biljega mikroglije

prikazana je u Tablici 4. Zbog smjestaja na povrSini stanicne membrane, upotrebom biljega IBA1

i HLA-DR dobro je vidljiva morfologija mikroglije temeljem koje se moze procijeniti jesu li

stanice aktivne ili su u stadiju mirovanja (140, 141). CDG68 je fagocitni receptor koji je u mikrogliji

uglavnom izrazen na lizosomima, a vrlo malo na stani¢noj membrani (140). Stoga nije pogodan

za analizu morfologije stanica, ali njegova povecana ekspresija ukazuje na prisutnost aktivirane

mikroglije (142).

Tablica 4. Semikvantitativna procjena biljega mikroglije IBAL (1), HLA-DR (H), te CD68 (C).

uzorak hCA3 CA2/3 CA1l SUB Zbroj bodova
I|H|C|I|H| C |I|H|C|I|H|C]| I H| C
HC1 313(3(21{3 2 0(2(2|1|2|2| 6|10 9
HC2 (3|2 |2(3|2| 3 |2|3|1|3|2|1|112|9 |7
HC3 210(112}0 2 210(1|1{0|1| 7 0 5
HC4 (2|0|1|2|0| 1 |2|0|2|3|0|2|9 |06
HC5 212 (2(1(2 2 0(2(1|]0|2|1} 3 8 6
HC6 |2 |2 |2 |13 2 |2|2|2|2|2|2|7 |98
HC?7 oOj1(2]1}|0 2 1|{0|11(02|3]| 2 3 8
HC8 310(2(2|0 2 210(1(2(1(2)| 9 1 7
HC9 (2|0 |3|1|/0| 2 |2|0|2|2|0(|2]7 |09
AD1 0|0(3[|0]f2 2 0(1(4|j0|1|3|0 4 | 12
AD2 |2 |1|4|3|1| 3 |3|2|4|3|1|4|11| 5|15
AD3 |0|1|3|2|0| 3 |1|2|4|0]|2|3|3|5]13
AD4 |2 |1|3|3|0|na.|2|3|4|3|4|4|10| 8 |11
AD5 |3|3|3|2|3| 3 |3|3[|4|3|3|3|11|12]13
AD6 |2|2|4|3|0| 3 |3|3|4|2|2|3|10| 7 |14
AD7 |0|2|1|3|0| 3 |2|4|3|4|4|4 10 | 11
AD8 |0|4|4|1|3| 3 |1|4]|4|0|4 |4 15 | 15
AD9 |0|2|4|3|0| 3 |3|2|4]|2]|0]3 4 |14
AD10 {3 (0|2 (32| 3 [3|3(3|3|2|4]|12| 7 |12
AD11 |3 (3|2 |3|2| 2 [3|3|2]|2|3|3|11|11]| 9
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5.1.1. IBAl

IBA1 biljegom jasno smo vidjeli morfologiju mikroglije, a u analiziranim uzorcima uz ponegdje
nepravilne i stanice zadebljane some, IBAL biljegom poglavito smo vidjeli bogato razgranate
stanice (Slika 6). Tim biljegom nismo vidjeli mnogo intenzivnih signala u nakupinama kao $to je
to bio slucaj i s CD68 i HLA-DR. Izrazenost biljega IBA1 u AD skupini ispitanika bila je najvisa
u CA2/3, a najniza u hCA3 polju, dok je u HC skupini najvece vrijednosti dostigla u hCA3, a
najnize u DG, CA1 i1 WM-u. Unato¢ naizgled nesto intenzivnijoj imunoreaktivnosti u AD skupini
ispitanika, sveukupno nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u izrazenosti IBA1 biljega izmedu AD
i HC skupine ni u jednom polju HF-a, niti kada se gledala ukupna izraZzenost biljega HF-a (p =
0,32; Tablica 4, Slika 9).
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Slika 6. Izrazaj biljega IBA1 u hCA3 polju u AD (A) i HC (B) uzorku. (A) Strelice pokazuju neke
jace aktivirane mikroglija stanice. (B) Bogato razgranata mikroglija imunoreaktivna na IBA1
biljeg. Mjerilo = 100 pum.
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5.1.2. HLA-DR

HLA-DR pripada skupini receptora glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (Major
histocompatibility complex, MHC-II) te se njegov izrazaj na povrSini mikroglije povecava
prilikom aktivacije stanice. Zbog smjeStaja na membrani stanica, upotrebom HLA-DR biljega
takoder je dobro vidljiva morfologija mikroglije. Za razliku od IBA1 signala, HLA-DR biljegom
vidjeli smo stanice nepravilnih oblika, zadebljane some, te ¢esto u obliku nepravilnih nakupina
poveéane imunoreaktivnosti (Slika 7), §to je upucivalo na povecanu aktivnost stanica. Unatoc¢
opazenom pojacanom izrazaju HLA-DR biljega u AD ispitanika, razlika ukupne izraZenosti po
uzorku nije dosegla statisticku znacajnost (p = 0,08; Slika 9; Tablica 4). Znacajno veca izrazenost
HLA-DR receptora evidentirana je u CALl polju AD skupine ispitanika (p = 0,003). U HC skupini
ispitanika HLA-DR biljeg bio je najizrazeniji u WM-u, a najslabiji u poljima DG i CAl. Zarazliku
od kontrolne skupine, u AD skupini je izrazaj toga biljega bio najve¢i u CA1, a najmanji u CA2/3

polju.
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Slika 7. Izrazaj biljega HLA-DR u CAl (A, mjerilo = 300 um), SUB (B i C, mjerilo = 200 pm)
AD uzoraka te u hCA3 (D, mjerilo = 200 um) i DG (E, mjerilo = 200 um) HC uzorka. (A) i (B)
strelice pokazuju aktivirane mikroglije u nakupinama. (C) i (E) crne strelice pokazuju aktiviranu

mikrogliju i (D) bijele strelice pokazuju slabije aktivirane stanice.
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5.1.3. CD68

CD68 je fagocitni receptor koji je u mikrogliji uglavnom izraZen na lizosomima, a vrlo malo na
stani¢énoj membrani. Kao i kod HLA-DR receptora, njegova povecana ekspresija obiljezje je
aktivirane mikroglije. Za procjenu izrazenosti CD68 biljega upotrebljena je sli¢na, ali malo
promijenjena semikvantitativna skala buduc¢i da se tim biljegom ne moze jasno vidjeti morfologija
stanica. U analiziranim uzorcima CDG68 receptor je bio vidljiv kao difuzni tockasti signal ili katkad
u obliku nakupina, a tada uglavnom u AD ispitanika (Slika 8). Biljeg CD68 bio je znacajno jace
izrazen u AD skupini u svim analiziranim poljima osim u WM-u (DG p = 0,01; hCA3 p = 0,03;
CAl p <0,0001; CA2/3 p = 0,0045; SUB p < 0,0001), te kada se HF promatrala u cjelini (p <
0,0001) (Slika 9). U AD skupini najjace je CD68 bio izrazen u CAl, a najmanje u CA2/3 polju,
dok je u HC skupini izrazaj bio najve¢i u WM-u, a najmanji u CA1 polju.
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Slika 8. Izrazaj CD68 u CA1 polju odabranog uzorka HF-a jednog AD ispitanika (A, mjerilo =
300 pm i B, mjerilo = 200 um) i jednog ispitanika iz HC skupine (C, mjerilo =200 pum), te u WM-
u HF-a jednoga AD (D, mjerilo 100 um) i jednoga HC (E, mjerilo 100 um) ispitanika. Strelice na
slikama (A) i1 (B) pokazuju tockasti signal u nakupinama (grozdovima), dok je u (C) difuzni

tockasti signal imunoreaktivnosti na CD68 slabijeg intenziteta.
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semikvantitativna procjena
aktivnosti glije

IBAl CcDe68 HLA-DR

Slika 9. Semikvantitativna procjena izrazenosti biljega IBAL, HLA-DR i CD68 mikroglija stanica
u nasumicno odabranim rezovima hipokampalne formacije kontrolnih (HC) i mozgova osoba s
klinickom dijagnozom Alzheimerove bolesti (AD) koja je potvrdena detaljnom postmortalnom
neuropatoloskom analizom. Prikazane su ukupne vrijednosti semikvantitativne procjene po
svakom uzorku kako je opisano u Metodama. Biljeg CD68 znacajno je jace izrazen u HF-u AD
skupine ispitanika (p < 0,0001).

5.2. Izrazaj biljega aktivacije NLRPI1 inflamasoma

Za procjenu aktivacije NLRP1 inflamasoma u HF-u analiziran je izrazaj proteina NLRP1, ASC te
pocijepanih oblika GSDMD-a i Casp-6, a rezultati procjene izrazaja navedenih proteina prikazani
su u Tablici 5. Ukupan izrazaj proteina NLRP1 i Casp-6 po uzorku bio je znacajno ve¢i u AD
skupini u odnosu na kontrole (NLRP1 p = 0,03; Casp-6 p = 0,0007) (Slika 10), dok razlike u
intenzitetima imunoreaktivnosti ASC i ¢cGSDMD proteina nisu dosegle statistiCku znacajnost
(ASC p =0,07; cGSDMD p = 0,15). Imunoreaktivnost na NLRP1 bila je znacajno ve¢a u CA2/3

polju AD skupine (p = 0,02), dok u ostalim analiziranim poljima razlike nisu bile znacajne. Osim
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vece aktivnosti aktivirane Casp-6 ukupno promatraju¢i u cijeloj HF u AD skupini, izrazaj
aktivirane Casp-6 bio je znacajno veéi i u CA1l polju (p = 0,0005) i subikulu (p = 0,02) uzoraka
HF-a AD skupine ispitanika. Izrazaj ASC proteina bio je znac¢ajno veci samo u subikulu ispitanika
s AD-om (p = 0,04), dok razlike u izrazenosti cGSDMD proteina ni u jednom ispitivanom polju
nisu dosegle statisti¢ku znacajnost. Osim toga, opcenito gledano, izrazaj cGSDMD proteina bio je
najslabiji od svih ispitivanih proteina. Najjata cGSDMDimunoreaktivnost zabiljeZena je u CA2/3
polju, a najniza u subikulu u obje skupine ispitivanih uzoraka. Svi analizirani proteini najjace su
bili izrazeni u CA2/3 polju u obje skupine. Casp-6 je osim toga najizrazeniju imunoreaktivnost
imala u piramidnim neuronima CA1 polja AD skupine ispitanika. Nasuprot tome, izrazaj ASC
proteina u CALl polju bio je vidno slabiji. U CA1l polju HC skupine uzoraka signal
imunoreaktivnosti na aktiviranu kaspazu-6 bio je vrlo slab.
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Slika 10. Stupanj imunoreaktivnosti NLRP1 (A), cGSDMD (B), i ASC proteina (C) te kaspaze-6
(D) u analiziranim poljima HF-a. (A) Ukupan izrazaj proteina NLRP1 po slu¢ajno odabranom
uzorku bio je znacajno ve¢i u AD skupini u odnosu na kontrole (p = 0,03). NLRP1
imunoreaktivnost takoder je bila znacajno ve¢a u CA2/3 polju AD skupine (p =0,02), dok u drugim
poljima razlike nisu bile znacajne. (B) Razlike u izrazenosti cGSDMD proteina nisu dosegle
statisticku znacajnost ni u jednom analiziranom polju HF-a niti kada se analizirala HF u cjelini.
(C) Izrazenost ASC proteina bila je znacajno ve¢a u AD skupini u subikulu (p = 0,04), dok razlike
u ostalim poljima, kao niti sveukupno u HF-u nisu dosegle statisticku znacajnost. (D) Izrazaj
aktivirane kaspaze-6 bio je znacajno veéi u AD skupini kad su se analizirala sva polja zajedno (p
=0,0007), kao i u CA1 polju (p = 0,0005) i subikulu (p = 0,02).
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Slika 12. Izrazaj ASC proteina u subikulu HF-a jednog odabrano HC (A) i jednog AD (B) uzorka.
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5.3. Korelacije biljega aktivacije inflamasoma

Kako bi se analizirala meduovisnost izrazenosti pojedinih proteina uklju¢enih u proces aktivacije
NLRP1 inflamasoma, analizirana je korelacija sveukupne izrazenosti proteina u analiziranim
uzorcima, kao i po individualnim poljima HF-a. Pronadena je znacajna pozitivna korelacija
izmedu ukupnog izrazaja NLRP1 i ASC proteina (Spearman r (Rs) = 0,54; p = 0,01), izmedu
NLRP1 i Casp-6 (Rs = 0,49; p = 0,03) te izmedu Casp-6 i cGSDMD proteina (Rs = 0,57; p = 0,01)
(Slika 14). Kada se promatrao izrazaj markera po pojedinim poljima HF-a, najvise pozitivnih
korelacija bilo je u CA2/3 polju (Slika 15). U CA2/3 polju znacajno su pozitivno korelirale
izrazenosti NLRP1 i ASC (Rs = 0,65; p =0,002), ASC i cGSDMD (Rs =0,59; p =0,01), NLRP1
i Casp-6 (Rs =0,50; p =0,02), Casp-6 i ASC (Rs = 0,85; p < 0,0001) te cGSDMD i Casp-6 (Rs =
0,72; p = 0,0003). U hCA3 pronasli smo znacajne korelacije izmedu cGSDMD i Casp-6 (Rs =
0,57; p=0,01), ASC i cGSDMD (Rs = 0,48; p = 0,03) te Casp-6 i ASC proteina (Rs = 0,68; p =
0,0009). U SUB znacajno su korelirali NLRP1 i ASC (Rs = 0,65; p = 0,0019) te cGSDMD i Casp-
6 (Rs= 0,51; p =0,022) (Slika 16) a u CAl samo NLRP1 i Casp-6 (Rs = 0,54; p =0,01) (Slika
17).
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Slika 14. Prikaz korelacije ukupne izraZenosti Casp-6 i NLRP1 (A; r =0,49; p = 0,03), cGSDMD-

a i Casp-6 (B; r = 0,57; p = 0,01) te NLRP1 i ASC proteina (C; r = 0,54; p = 0,01 ) u svim

analiziranim poljima HF-a zajedno.
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Slika 15. Pozitivna korelacija cGSDMD i ASC (A, r=0,59; p =0,01), Casp-6 i ASC (B; r=0,85;

p <0,0001), NLRP1iASC (C; r=0,65; p=0,0019), cGSDMD i Casp-6 (D; r=0,72; p = 0,0003)

te NLRP1 i Casp-6 (E; r =0,50; p =0,02) u CA2/3 polju HF.
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Slika 16. Prikaz korelacije izraZzenosti Casp-6 i CGSDMD-a (A; r = 0,51; p = 0,022) te izrazenosti
NLRP1 i ASC proteina (B; r = 0,65; p = 0,0019) u subikulu.

55



NLRP1 (stanice / mm?*100)

o
L'o“o
0-
0

Casp-6 (stanice / mm? *100)

Slika 17. Prikaz korelacije Casp-6 i NLRP1 biljega u CA1 polju HF-a (r = 0,54; p = 0,01).

5.4. Korelacije biljega aktivacije mikroglije

Znacajna pozitivna korelacija pronadena je izmedu biljega CD68 i HLA-DR u dva polja HF-a:
CA1 polju (Rs = 0,46; p = 0,04) i subikulu (Rs = 0,49; p = 0,03), dok je biljeg CD68 takoder
pozitivno korelirao s IBA1 u CA2/3 (Rs = 0,55; p = 0,02). Analizirane su i korelacije biljega
mikroglije s biljezima aktivacije inflamasoma. Tako je CD68 bio u visokoj i znacajnoj pozitivnoj
korelaciji s aktiviranom Casp-6 u CA1 polju (Rs = 0,76; p = 0,0001) i subikulu (Rs = 0,65; p =
0,0018), te kada se analizirala ukupna izraZzenost navedenih markera cijelog preparata (Rs = 0,66;
p =0,0016) (Slika 14). CD68 takoder je pozitivno korelirao s izrazenosti ASC proteina u subikulu
(Rs = 0,50; p =0,03) te s NLRP1 u CAL polju (Rs = 0,45; p = 0,04) i subikulu (Rs = 0,63;p =
0,003). Biljeg HLA-DR pozitivno je korelirao s aktiviranom Casp-6 u CA1 polju (Rs = 0,62; p =
0,003). Izrazenost ASC proteina bila je u negativnoj korelaciji s IBA1 biljegom u hCA3 polju (Rs
=-0,46; p =0,04). Izrazenost NLRP1 bila je u pozitivnoj korelaciji s IBA1 u subikulu (Rs = 0,47;
p = 0,04).
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Slika 18. Prikaz korelacije izraZzenosti IBA1 biljega i NLRP1 inflamasoma (A; r = 0,47; p =0,04),
CD681i ASC (B; r= 0,50; p=0,03), CD68 i NLRP1 (C; r= 0,63; p=0,003), CD68 i Casp-6 (D;
r=0,65; p =0,0018) u subikulu.
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Slika 19. Korelacija CD68 biljega i Casp-6 (A; r= 0,76; p=0,0001), CD68 i NLRP1 (B; r = 0,45;
p = 0,04) te HLA-DR i Casp-6 (C; r =0,62; p = 0,003) u CA1 polju.

5.5. Analiza kolokalizacije biljega metodom dvostrukog bojanja imunofluorescencijom

Napravljeno je dvostruko imunofluorescencijsko bojanje u sljede¢im kombinacijama biljega: ASC
i NLRP1, NLRP1i AT8, Casp-6 i AT8, Casp-6 i CD68 te Casp-6 i HLA-DR. U nekim neuronima
uocena je istovremena prisutnost NLRP1 i ASC proteina, no nije uoena imunoreaktivnost u
nakupinama (Slika 20). U nekim neuronima imunoreaktivnim na ATS8 protutijelo uocena je i
izrazena imunoreaktivnost na NLRP1 protein (Slika 21), kao i kolokalizacija AT8 i Casp-6
imunoreaktivnosti u neuronima te izvanstani¢nim nakupinama (Slika 25). Dvostruko bojanje
HLA-DR i CD68 biljega s Casp-6 pokazalo je da se markeri aktivne mikroglije (HLA-DR i CD68)

nalaze u blizini aktivne Casp-6 u nakupinama (Slike 22-24).
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Slika 20. Izrazenost NLRP1 i ASC proteina u CA1 polju HF-a u odabrano uzorku AD ispitanika.

U nekim neuronima vidljiv je istovremeni izraZaj oba proteina (bijele strelice). Mjerilo = 10 um.
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NLRP1

Slika 21. Kolokalizacija NLRP1 i AT8 imunoreaktivnosti u CALl polju jednog AD ispitanika. U
nekim neuronima u Kkojima su prisutne rane neuropatoloske promjene karakteristi¢ne za
neurofibrilarnu degeneraciju (AT8 imunoreaktivnost) vidljiv je i snazan izrazaj NLRP1 proteina.

Mjerilo = 10 pm.

Slika 22. Istovremeni izrazaj biljega CD68 i aktivirane kaspaze-6 u CAL polju AD ispitanika.
Biljeg aktivne mikroglije CD68 nalazi se u blizini aktivne Casp-6 u nakupinama u obliku grozdova
u CA1 polju HF-a. Mjerilo = 50 pm.
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Slika 23. Istovremeni izrazaj aktivirane kaspaze-6 i CD68. CD68 imunoreaktivnost je vidljiva u

obliku nakupina poput grozda u CA1 polju HF-a AD ispitanika. Mjerilo = 10 pm.
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Slika 24. Istovremeni izrazaj biljega HLA-DR i Casp-6 u AD ispitanika. Biljeg HLA-DR i Casp-
6 zajedno su prisutni u nakupinama u A) CA2/3 polju; mjerilo 50 um, B). Mjerilo = 20 um
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Slika 25. Kolokalizacija AT8 i aktivne Casp-6 u AD ispitanika. Snazna kolokalizacija aktivne
Casp-6 i AT8 signala u A) CA2/3 polju HF, mjerilo 50 um i B). Mjerilo = 20 um.

5.6. Analiza koncentracija temeljnih biomarkera za Alzheimerovu bolest u likvoru

Koncentracije APB1-42 u likvoru bile su najvise u MCI skupini te su se znacajno razlikovale u odnosu
na AD (p=0,05) 1 kontrolnu skupinu (p = 0,02). Koncentracije AB1-42 bile su najnize u AD skupini

no razlike nisu dosegle statisti¢ku zna¢ajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,83).

Koncentracije ukupnog proteina tau (h-tau) u likvoru bile su znac¢ajno vise u AD skupini u odnosu
na MCI (p < 0,0001) i kontrolnu skupinu (p < 0,0001). Koncentracije su bile vise i u MCI skupini

u odnosu na kontrolnu, ali razlike nisu dosegle statisticku znacajnost (p = 0,39).

Koncentracije fosforiliranog protein tau (p-taul81) bile su znac¢ajno vise u AD skupini u odnosu
na MCI (p <0,0001) i kontrolnu skupinu (p < 0,0001). Koncentracije su bile i znacajno vise u MCI

u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,02).
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5.7. Analiza koncentracija STREM2 u likvoru i plazmi

Koncentracije sSTREM?2 u likvoru bile su znacajno vise u AD skupini u odnosu na MCI (p = 0,01)
i HC (p < 0,0001) skupine ispitanika, te u MCI skupini u odnosu na HC (p = 0,01) (Slika 26).
Koncentracije STREM2 u plazmi nisu se znacajno razlikovale izmedu skupina. Analizirane su 1
korelacije koncentracija STREM2 u likvoru i plazmi s dobi ispitanika, brojem bodova MMSE
ljestvice, koncentracijama ASC proteina te koncentracijama likvorskih biljega AD-a.
Koncentracije STREM2 u likvoru znacajno su pozitivno korelirale s dobi ispitanika (Rs = 0,27, p
<0,0001), s koncentracijom STREM2 u plazmi (Rs = 0,20, p = 0,02), koncentracijom ASC proteina
(Rs =0,17, p = 0,004), te koncentracijama p-tauis1 (Rs = 0,26, p < 0,0001) i t-tau proteina (Rs =
0,30, p < 0,0001). Negativno su korelirale s brojem bodova na MMSE ljestvici (Rs =- 0.22, p =
0,0003, Slika 27). Koncentracija sTREM?2 u likvoru nije bila u korelaciji s koncentracijom AP1-42
(Rs = 0,06, p = 0,30). Koncentracija STREM2 u plazmi, osim sa koncentracijom STREM2 u
likvoru, pozitivno je korelirale i s dobi ispitanika (Rs = 0,26, p = 0,002). Osjetljivost STREM2
proteina kao bioloskog biljega za AD bila je 71,61%, a specificnost 76,36%, pri izlu¢noj
vrijednosti od 22344 pg/ml (AUC =0,80; p < 0,001) (Slika 28).
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Slika 26. Koncentracija sSTREM2 u likvoru znacajno je veéa u skupini ispitanika s AD-om u
odnosu na MCI (p =0,01) i HC (p < 0,0001) skupine, te u skupini ispitanika s MCI-jem u odnosu
na skupinu kontrolnih ispitanika (p = 0,01).
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Slika 27. Koncentracija STREM2 u likvoru u pozitivnoj je korelaciji s dobi ispitanika (r = 0,27, p
<0,0001) (A), koncentracijom sSTREM2 u plazmi (r = 0,20, p = 0,02) (B), koncentracijom p-tauis:
(r=0,26, p <0,0001) (C) i t-tau proteinom (r = 0,30, p < 0,0001) (D). Koncentarcija STREM2 u
negativnoj je korelaciji s brojem bodova na MMSE ljestvici (r = - 0,22, p = 0,0003) (E).
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Slika 28. Krivulja osjetljivosti dijagnosti¢kog testa vrijednosti STREM2 u likvoru (Receiver
Operating Characteristic, ROC). AUC =0,80; p < 0,0001

5.8. Analiza koncentracija ASC proteina u likvoru i plazmi

Koncentracije ASC proteina u likvoru bile su znac¢ajno vece u skupini AD ispitanika u odnosu na
MCI (p = 0,04) i HC skupinu (p = 0,02, Slika 29), no nakon primjene post hoc Dunnovog testa
znacajnost se izgubila. Koncentracije ASC proteina u plazmi nisu se znacajno razlikovale izmedu
skupina. Koncentracije ASC proteina u likvoru, osim s ve¢ spomenutom koncentracijom sTREM?2
u likvoru, pozitivno su korelirale i s dobi ispitanika (Rs = 0,22, p = 0,0005), te koncentracijama p-
tauss: (Rs = 0,24, p = 0,0003) i t-tau proteina (Rs = 0,17, p = 0,01). Koncentracije ASC proteina u
plazmi pozitivno su korelirale s koncentracijama ASC proteina u likvoru (Rs = 0,23, p = 0,02) i
dobi ispitanika (Rs = 0,20, p = 0,02, Slika 30). Rezultati analize dijagnostickog potencijala ASC
proteina pokazali su da vrijednosti ASC proteina u likvoru nisu dobar pokazatelj razlika oboljelih
od AD-a i zdravih ispitanika (AUC = 0,54; p = 0,42).
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Slika 29. Koncentracije ASC proteina u likvoru znac¢ajno su vece u skupini AD ispitanika u odnosu

na MCI (p = 0,04) i HC skupine (p = 0,02).
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Slika 30. Korelacije koncentracije ASC proteina u likvoru s njegovom koncentracijom u plazmi
(r=0,23, p =0,02) (A), dobi ispitanika (r = 0,22, p = 0,0005, B), te koncentracijama t-tau (r =
0,17, p=0,01, C) i p-tauss: (r = 0,24, p = 0,0003, D) proteina.
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5.9. Analiza koncentracija citokina i kemokina u likvoru

Analiza koncentracija citokina i kemokina u likvoru napravljena je na 29 AD, 35 MCI i 40 HC
ispitanika. Od ukupno 48 analiziranih analita u likvoru je uspjesno detektirano njih 35 (eotaxin,
G-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-10, IL-2Ra, IL-3, IL-16, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, GRO-0, HGF, LIF,
IL-10, IL-13, IL-17A, IP-10, MCP-1, MIG, SCF, SCGF-B, SDF-1a, MIP-1a, MIP-1B, RANTES,
TNF-0, CTACK, MIF, TRAIL, IL-18, M-CSF i TNF-p). Od tih 35 analiziranih analita,
koncentracije njih 15 znacajno su se razlikovale izmedu skupina (Tablica 7, Slika 31 i Slika 32).
Svi analiti ¢ije su se koncentracije znacajno razlikovale izmedu skupina najvece su vrijednosti
imali u skupini ispitanika s AD-om, osim kemokina IP-10 ¢ije su koncentracije u skupini ispitanika

s AD-om bile najnize, dok su mu najvece vrijednosti bile u skupini ispitanika s MCI-jem.
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Tablica 6. ObiljeZja imunosnih medijatora detektiranih u likvoru ispitanika. Medijatori Cije su

koncentracije bile znacajno ve¢e u AD skupini oznaceni su zeleno. Crveno su oznaceni oni

medijatori ¢ije su koncentracije bile znac¢ajno vece u MCI skupini.

Imunopoticajni
Skupina Medijator Bioloska uloga Proupalni Protuupalni | (poti¢u reakcije
citokina specifi¢ne
imunosti)
Interleukini | IL-1p, [L-1a, Ukljuéeni u IL-10, IL- IL-10, IL-13 | IL-4, IL-7, IL-
IL-3, IL-4, IL-6, | proliferaciju, 1B, IL-3, IL- 13, IL-18, IL-
IL-7, 1L-9, IL- diferencijaciju i diobu 6, IL-9, IL- 17A, IL-16
10, IL-13, IL-16 | stanica; aktivacija ili 17A, IL-18
IL-17A, IL-18 utiSavanje upalnog
odgovora
Interferoni | IFN-y Imunomodulacija, IFN-y, IP-10 IFN-y, IP-10
(IFN) IP-10 antivirusni imunosni
odgovor
Kemokini GRO-a, MIP- Kemotaksija, IL-8, MCP-
Lo, MIP-1B, angiogeneza, odgovor 1,
CTACK, steenog imunosnog MIP-1B,
EOTAXIN, sustava RANTES,
MCP-1, GRO-0,
RANTES, MIG, SDF-1a,
SDF-14, IL-8 CTACK,
EOTAXIN,
MIP-1a
Cimbenici | TNF-a, TNF-B Proupalni odgovor, TNF-a
nekroze ukljuceni u procese
tumora apoptoze
Cimbenici | G-CSF, GM- Proliferacija i G-CSF, GM-
stimulacije | CSF, M-CSF diferencijacija CSF, M-CSF
kolonija pluripotentnih
(CSF) hematopoetskih
mati¢nih stanica
Cimbenici | Bazi¢ni FGF, Stimulacija stani¢nog PDGF-BB,
rasta PDGF-BB, rasta SCF
VEGF, HGF,
SCF, SCGF-b
Drugi LIF, MIF, MIF TRAIL, LIF | IL-2Ra
medijatori | TRAIL, IL-2Ra
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Tablica 7. P vrijednosti analita &ije su se koncentracije u likvoru razlikovale izmedu skupina. Zuto

su oznacene one koje su statisticki znacajne.

Analit

CTACK
GRO-a
MIP-18
IP-10
TNF-a
IFN-y
IL-1a
IL-18
IL-2Ra
IL-3
IL-4
IL-7
IL-16
IL-17A

IL-18

p vrijednost

0,03
0,11
> 0,99
0,05
0,01
> 0,99
0,04
0,06
> 0,99
0,04
0,57
0,60
0,001
0,01
> 0,99
0,04
0,0004
0,61
0,004
0,004
> 0,99
0,003
< 0,0001
0,83
0,012
0,001
> 0,99
0,59
0,01
0,25
0,01
0,002
> 0,99
0,02
0,0003
0,76
0,004
0,01
> 0,99
0,002
0,01
> 0,99
< 0,0001
0,0003
> 0,99

AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs. MCI
AD vs. HC
MCI vs. HC
AD vs MCI
AD vs HC
MCI vs. HC
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Slika 31. Koncentracije citokina ¢ije su vrijednosti u likvoru najvise u AD skupini.
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Slika 32. Koncentracije kemokina ¢ije se vrijednosti znac¢ajno razlikuju izmedu skupina. CTACK
(A), GRO-a (B) i MIP-1B (C) najvece vrijednosti koncentracija imaju u AD skupini, dok su

koncentracije IP-10 (D) u AD skupini najnize, a u MCI najvise.

5.10. Analiza koncentracija citokina i kemokina u plazmi

Koncentracije citokina i kemokina izmjerene su na 102 AD, 37 MCl i 10 HC uzorka plazme. Od
svih 48 analiziranih analita jedino I1L-3 nismo uspjeli detektirati u plazmi. Od svih detektiranih
analita samo koncentracije njih 4 su se znacajno razlikovale izmedu grupa (Tablica 8, Slika 33).
Vrijednosti koncentracija CTACK i IL-12 (p40) bile su najvise u MCI skupini, koncentracije IL-

4 najviSe su bile u AD a najviSe vrijednosti koncentracija IL-1Ra zabiljeZene su u HC skupini.
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Tablica 8. P vrijednosti medijatora ¢ije su koncentracije u plazmi znacajno razli¢ite izmedu

analiziranih skupina ispitanika.

Analit p vrijednost
0,15 AD vs. MCI
CTACK 0,34 AD vs. HC
0,03 MCI vs. HC
0,05 AD vs. MCI
IL-12 (p40) > 0,99 AD vs. HC
0,27 MCI vs. HC
> 0,99 AD vs. MCI
IL-4 0,05 AD vs. HC
0,13 MCI vs. HC
0,02 AD vs. MCI
IL-1Ra 0,11 AD vs. HC
> 0,99 MCI vs. HC
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Slika 33. vrijednosti koncentracija IL-12 (p40) (A), IL-1Ra (B), CTACK (C) i IL-4 (D) u plazmi.

5.11. Korelacije koncentracije citokina i kemokina u likvoru s ostalim ispitivanim biljezima, dobi

i brojem bodova na MMSE ljestvici

Vrijednosti izmjerenih koncentracija citokini i kemokini detektiranih u likvoru korelirane su s

ostalim analiziranim biljezima (AP1-42, h-tau, p-tauis;, TREM2 i ASC), kao i brojem bodova na

MMSE ljestvici i dobi ispitanika. Znacajne korelacije prikazane su u Tablici 9.
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Tablica 9. Korelacija citokina i kemokina s ostalim analiziranim parametrima. Narancasto su
oznacene negativne korelacije.

TREM2 AB42 p-taul81 MMSE DOB ASC
HGF N X r=0,22; p=0,03 r=-0,21;p=0,04
IFN-y r=027p=001 r=026;p =002 .
IL-1p r=022;p =004 r=029; p=0,01 FEREELEI=Y r=0.20;p =005
IL-7 r=0,22; p = 0,04 r=-027,p=004
CTACK r=-0,31p=0,02
GRO-a r=0,23; p=0,03
IL-2Ra r=-0,43; p=0,001
IL-4 r=0,21;p=0,05 r=—0,35ip=0,01
IL-16 P 0,27i;k p =0,04
IL-18 r=-0,31;p=0,02 .
IL-3 = 0,24;*p =0,02
IL-6 » r=0,26; p=0,01
MCP-1 r=-033p=
oo
M-CSF = -0%%61: p= r=-0,26;p=0,01
MIF r=-0.22; p= 0.04
SCGF-b ) N N F=- 0‘27,5 p=0,01
MIG r=0,24; p=0,02 r=—0,21;*p=0,04 r=0,21;p=0,04 r=—0,24ip=0,02
EOTAXIN N r=-0,36; p=0,01 r=-0,25p=0,02
IL-9 r= 0,29;*p =0,01 — =
LIF r=022p=003 X r=-03%p=002 r=-0,25p=001
MIP-1a r=0.28;p=001 r=0,26;p=0,01 7S PRI
MIP-1b r:0'24if:0'02 " r=-032p=002
PDGF-bb = 0,32;*5 =0,001 r=0,31; p=0,003 -
TNF-b r=0,31: p=0,002 r:-O,Bi;*p=0,01 .
TRIAL r=-0,37; p= 0,005 r=-0,22;p=0,03
G-CSF X r=0,23; p=0,03
IL-10 r=-024;p=
0,03
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6. RASPRAVA

6.1. Izrazaj biljega mikroglija stanica u hipokampalnoj formaciji u kontrolnih, ispitanika s blagim

spoznajnim poremecajem i ispitanika s Alzheimerovom bolesti

U uzorcima HF-a uz ponegdje nepravilne i stanice zadebljane some, IBA1 biljegom poglavito smo
vidjeli bogato razgranate stanice. Za razliku od IBAL1 signala, HLA-DR biljegom u AD skupini
vidjeli smo vise stanica nepravilnih oblika, zadebljane some te ¢esto u obliku nepravilnih nakupina
snaznog intenziteta signala Sto upucuje na povecanu aktivnost stanica. CD68 bio je vidljiv kao
difuzni tockasti signal ili u obliku nakupina, uglavnom u AD ispitanika Sto je pokazatelj vece
aktivnosti mikroglije u AD skupini. Temeljem uocenih obrazaca imunoreaktivnosti tih biljega
zaklju€eno je da IBA1 biljeg prikazuje mikrogliju u mirovanju i pocetnoj fazi aktivacije, a tek
rijetko aktivnu mikrogliju u nakupinama. Suprotno tome, HLA-DR i CD68 biljegom ¢esto se moze
uociti, posebice u AD ispitanika, imunoreaktivnost u nakupinama koje ukazuju na jace aktivnu
mikrogliju. Nedostatak znacajne razlike u izrazenosti IBA1 biljega izmedu skupina pokazuje da
je mikroglija koju je ovim biljegom moguée detektirati podjednako prisutna u AD-u i u kognitivno
zdravih starih ljudi. Znacajno veci izrazaj HLA-DR biljega u CA1 polju u AD ispitanika te CD68
u svim poljima HF-a u AD skupini pokazuje da je prisutnost jace aktivirane mikroglije ipak veca
u mozgu oboljelih od AD-a $to je dodatna potvrda opazanja i ranijih sli¢nih studija (45,72,143).
Posebno je zanimljiva zabiljeZena distribucija jacine signala po razli¢itim poljima HF-a. Biljezi
koji su vizualizirali jace reaktivnu mikrogliju (HLA-DR i CD68) u AD-u su najjaci izrazaj imali u
CA1 polju, a najmanji u CA2/3. Nasuprot tome, u CA1 polju HC skupine oba biljega imala su
najslabiji izrazaj. Izrazenost oba biljega medusobno pozitivno korelira u CA1 polju i subikulu.
Suprotno tome, IBA1 biljeg u AD skupini najvise vrijednosti je imao u CA2/3 polju, a jedina
njegova pozitivna korelacija zabiljezena je s biljegom CD68 u CA2/3 §to bi znacilo da je u CA2/3
polju vise neaktivne i mikroglije u pocetnoj fazi aktivacije. Poznato je da je CAl polje u AD-u
najjace zahvaceno patoloskim promjenama tau proteina (144-147), dok je CA2 polje najotpornije
na neurofibrilarne promjene u AD-u, kao i tijekom normalnog starenja (148,149). Ve¢ je ranije
visestruko dokumentirano da su neurofibrilarne promjene i aktivacija mikroglije usko povezani
dogadaji u tijeku AD-a, te da promijenjeni oblici tau proteina aktiviraju mikrogliju (46,47,58,150).
Takoder, stanje pojaane upale moze poticati neurofibrilarne promjene (63,64,151). Nasa

zapaZzanja ukazuju da su razliCiti stupnjevi aktivacije mikroglije 1 pojava neurofibrilarne
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degeneracije u razliCitim dijelovama HF-a visoko meduovisni procesi, a neke od mogucih

mehanizama koji ih posreduju raspravit ¢emo kasnije u kontekstu aktivacije inflamasoma.

6.2. Izrazaj biljega aktivacije NLRPI inflamasoma

NLRP1 inflamasom u CNS-u je narocito prisutan u piramidnim neuronima i oligodendrogliji
(120), a neke varijante NLRP1 gena povezane su s povecanim rizikom za obolijevanje od AD-a
(103). Stoga sve vise raste interes za istrazivanje uloge aktivacije NLRP1 inflamasoma u AD-u.
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su i NLRP1 i ASC protein zna¢ajno jace izrazeni u HF-u
AD skupine ispitanika §to je pokazatelj jace aktivacije NLRP1 inflamasoma u AD-u. Jo§ uvijek
nije poznat razlog jace aktivacije NLRP1 u AD-u a neke od pretpostavki su da uzrok tomu moze
biti stani¢ni stres koji se javlja uslijed nastajanja patoloskih promjena u AD-u — AP (ukljucujuéi i
unutarstanicni AB i metabolite APP-a) 1 patoloskih oligomera tau proteina (106,122),
predispozicija za snazniju aktivaciju uzrokovana odredenim varijantama NLRP1 gena (103),
prethodna aktivacija NLRP3 inflamasoma u mikrogliji sa Sirenjem putem ASC proteina (,,specks*)
(108) ili pak sinergisticko djelovanje vise spomenutih moguéih uzroka. Nedavno istrazivanje
pokazalo je da virusne proteaze mogu cijepati NLRP1 1 na taj naCin poticati njegovu aktivaciju
(152). Studija procjene broja NFT-a na susjednim uzorcima pokazala je da ukupan izrazaj NLRP1
proteina pozitivno korelira s brojem NFT-a (147), $to ukazuje na mogucu povezanost pojave
neurofibrilarnih promjena 1 aktivacije NLRP1 inflamasoma. Pozitivna korelacija ukupnog izrazaja
NLRP1 i ASC-a potvrduje njihovu zajednicku ukljuCenost u proces aktivacije NLRP1
inflamasoma u analiziranim uzorcima. In vitro studije i studije na animalnim modelima takoder
potvrduju povecanu ekspresiju NLRP1 u mozgu i stanicama s patoloskim obiljezjima AD-a
(106,122,153). Sli¢no je zabiljezeno i u mozgu ¢ovjeka; naime, u SUB-u ispitanika s AD-om puno
je viSe NLRP1 imunoreaktivnih neurona u usporedbi s kontrolnim uzorcima, a razine mRNA
NLRP1 takoder su vece nego u kontrola (122). Kada je u ovom istrazivanju usporedena
imunoreaktivnost NLRP1 i ASC proteina, dalo se zamjetiti da NLRP1 ipak ima snazniji izrazaj.
Razlog tome mogli bi biti razli¢iti putevi aktivacije NLRP1 inflamasoma. Naime, NLRP1 moze
vezati CASP-1 direktno ili preko stvaranja kompleksa s ASC proteinom $to dodatno pojacava i
umnaza aktivaciju CASP-1 (154). To znac¢i da ne mora svaki aktivirani NLRP1 inflamasom

sadrzavati ASC protein, ¢ime bi se moglo objasniti uocene razlike u izrazaju tih dvaju proteina.
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Nadalje, u analiziranim uzorcima je cGSDMD protein imao najslabiju izraZzenost od svih
analiziranih biljega te nije pokazivao znacajne razlike izmedu skupina AD, MCI i HC ispitanika,
S§to bi se moglo protumaciti da je cijepanje GSDMD proteina u neuronima HF-a vjerojatnija
posljedica starenja nego patoloskih promjena u AD-u. Moguce je takoder da u AD-u kaspaza-1
ima veci afinitet za cijepanje kaspaze-6 $to posljedi¢no dovodi do slabijih interakcija s GSDMD-
om. GSDMD je umjereno eksprimiran u mozgu ¢ovjeka (155), pa bi svaka pojacana izrazenost
mogla ukazivati na odmak od stanja homeostaze. lako je GDSMD klju¢ni posrednik piroptoze,
svako formiranje GSDMD pora na membranama stanice ne mora nuzno znaciti da ¢e se ona i
dogoditi (155,156). Neuroni su trajno diferencirane stanice dugog zivotnog vijeka te je poznato da
starenjem prolaze spor proces degenerativnih promjena. 1z tog razloga malo je vjerojatno da se u
neuronima odvija proces piroptoze (155,157-160). Jedno nedavno istrazivanje pokazalo je
prisutnost mehanizma za oporavak membrane tijekom procesa piroptoze u makrofagima (156), sto
dodatno ide u prilog navedenom tumacenju. Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju razlikuju se
od ranije objavljenih zapazenja povecane ekspresije GSDMD-a u AD-u i animalnim modelima
AD-a (106,161,162). Nedostatak tih studija jest §to one nisu istrazivale cijepanje GSDMD-a u
mozgu. Takoder, iako je piroptoza dokazana u tkivu mozga, ve¢ina spomenutih istrazivanja radena
je in vitro ili indirektno mjerenjem oslobadanja upalnih i piroptotskih signala (106,155,163), Sto
nije dostatno za dokazivanje procesa piroptoze u odredenom tipu stanica ili dijelu mozga. Stoga je
potrebno napraviti dodatna istraZivanja na uzorcima tkiva mozga ¢ovjeka. Ipak, iako ne moze biti
dovoljan za potvrdu piroptoze, signal cGSDMD-a u neuronima moze znaciti pojavu nekih drugih
fizioloskih ili patofizioloSkih promjena (155). Zasigurno, to moZe biti pokazatelj pojacanog
lu€enja proupalnih medijatora, buduci da se uslijed aktivacije inflamasoma kroz GSDMD pore
otpustaju aktivni oblici citokina IL-1f i IL-18 (164). Poveéane koncentracije proupalnih citokina
mogu pak utjecati na pojavu ili napredovanje patoloskih promjena tau proteina (64). Prisutnost
cGSDMD proteina u analiziranim uzorcima u ovom istraZivanju pozitivno je korelirala s
izrazenosti ASC proteina i kaspaze-6, Sto je potvrda njegove ukljucenosti u proces aktivacije
inflamasoma u neuronima. Zaklju¢no, ulogu cGSDMD-a te njegov utjecaj na oslobadanje citokina

1 iniciranja piroptoze u neuronima potrebno je dodatno istraziti u tkivu mozga ¢ovjeka.

Od svih analiziranih biljega, imunoreaktivnost aktivirane CASP-6 bila je najjaca. Izrazaj CASP-6
znacajno je bio veci u AD skupini §to je pokazano i ranije u tkivu mozga covjeka (122,158, 165—

169). U analiziranim uzorcima uocena je izrazena imunoreaktivnost na aktiviranu kaspazu-6,
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napose u tijelima velikih piramidnih neurona HF-a. Sli¢no kao i GSDMD, izrazenost CASP-6 u
mozgu covjeka je u normalnim okolnostima niska, stoga i najmanje povecanje ekspresije ukazuje
na odmak od homeostatskog stanja (170). U uzrocima analiziranim u ovom istrazivanju ukupan je
izrazaj CASP-6 pozitivno korelirao s NLRP1 i cGSDMD proteinima, au CA2/3 polju je uz NLRP1
i ¢cGSDMD izrazenost CASP-6 bila u pozitivnoj korelaciji i s ASC proteinom. Spomenute
pozitivne korelacije u skladu su s objavljenim istrazivanjem da se aktivacija CASP-6 dogada
uslijed aktivacije inflamasoma u neuronima (122). Izrazaj svih testiranih biljega bio je najjaci u
CAZ2/3 polju, a CASP-6 je osim u CA2/3 bila snazno izrazena jo$§ i u CA1 polju HF-a. CAl je dio
hipokampusa za koji je poznato da je najjace zahvacen neurofibrilarnim promjenama (144-147)
pa bi se moglo pretpostaviti da bi, s obzirom na slabiju ekspresiju NLRP1, ASC i cGSDMD u CA1
polju u usporedbi s izrazajem CASP-6, procesi koji ukljucuju aktivaciju tih proteina mogli biti
znacajno aktivniji u ranom stadiju nastajanja patoloskih procesa unutar neurona s pocetnim
neurofibrilarnim promjenama. Za razliku od njih, CASP-6 bi mogla biti dulje aktivna i prisutna
takoder i u kasnijim stadijima AD-a te u neuronima s ve¢ formiranim NFT-ovima. Izrazena
ekspresija CASP-6 u CA1 polju takoder je potvrda ranijih spoznaja da povecana aktivnost CASP-
6 u CAL neuronima tijekom starenja korelira sa slabijim kognitivnim statusom (171).

6.3. Usporedba izrazaja biljega aktivacije inflamasoma s dobi i spolom ispitanika

lako je raspon godina analiziranih uzoraka bio od 59 do 91 godine starosti, nijedan od ispitivanih
biljega nije korelirao s dobi ispitanika Sto bi znacilo da razlike u aktivaciji inflamasoma povezane
sa samim procesom starenja (per se) nisu uocene. Jedno nedavno istrazivanje na animalnom
modelu pokazalo je, suprotno naSim rezultatima, da je aktivacija NLRPI inflamasoma usko
povezana s promjenama koje se dogadaju tijekom starenja (172). Takoder, ranije je pokazano da
je aktivacija NLRP1 inflamasoma izraZzenija u mozgu zenki APP/PS1+/- miSeva, dok nasi rezultati
nisu pokazali spolne razlike u izraZaju nijednog ispitivanog biljega. Razlozi dobivanja navedenih
opre¢nih rezultata mogu se traziti u relativno malom broju uzoraka analiziranih u nasem
istrazivanju, ali mogu lezati 1 u vjerojatnim razlikama u procesima aktivacije NLRP1 inflamasoma
u razli¢itim ispitivanim vrstama. Takoder, moze se zakljuciti da je stanje u mozgu starijih osoba
koje ne pokazuju patoloske promjene AD-a, neuropatoloski slicno (144), pa znacajnije promjene

izazvane starenjem mogu biti uocene tek ukoliko se ukljuce i mlade dobne skupine (173).
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6.4. Odnos aktivacije inflamasoma i mikroglije i neurofibrilarnih promjena

Jo§ uvijek je nejasno je li aktivacija inflamasoma u AD-u uzrok ili posljedica patoloskih procesa.
CA2/3 polje je u ovom istrazivanju konzistentno pokazivalo najvecu imunoreaktivnost svih
analiziranih biljega i u AD 1 HC skupini uzoraka. Jedno prijasSnje istrazivanje na susjednim
rezovima tkiva pokazalo je da su neuroni CA2/3 polja uglavnom postedeni neurofibrilarnih
promjena te da imaju visoku imunoreaktivnost neuronalne (konstitutivne) sintetaze duSikovog
oksida (NNOS) (148). Ta spoznaja, zajedno s rezultatima ovog istrazivanja ukazuje da bi veca
proizvodnja duSikovog oksida (NO) i aktivacija NLRP inflamasoma mogli biti usko povezani
procesi. Stoga razina ekspresije NO sintetaze moze utjecati na aktivaciju inflamasoma
posredovanu lu¢enjem NO. Kako aktivacija NLRP1 inflamasoma moze pogorsati ili uzrokovati
patoloske promjene u AD-u (106,122), navedeni rezultati upucuju na to da bi neuroni CA2/3 polja
mogli biti otporniji na neurofibrilarne promjene uzrokovane aktivacijom NLRP1 inflamasoma.
Razlog jace otpornosti CA2/3 neurona mogle bi biti razlike u interakcijama izmedu mikroglije 1
neurona te krvnih zila u tom podru¢ju (174-176). Poznato je da snazna aktivacija NLRP3
inflamasoma moze utjecati na fosforilaciju, agregaciju i Sirenje tau proteina (10,108,177) a neke
su studije pokazale kako NO moze potisnuti aktivaciju NLRP3 inflamasoma (178,179). NLRP3
inflamasom u CNS-u je pretezno eksprimiran u mikrogliji, a ako je zbog veée koncentracije NO u
CA2/3 podru¢ju njegova aktivacija suprimirana, mikroglija stanice u CA2/3 polju mogle bi
umjesto proupalnog, eksprimirati protuupalni protektivni fenotip. IstraZzivanje mozga u ishemiji
pokazalo je da je broj aktiviranih mikroglija stanica i astrocita oko oStec¢enih neurona veéi u CA2/3
nego u CAl polju, pa se pretpostavlja da bolja u€inkovitost uklanjanja oSte¢enih dijelova neurona
djeluje neuroprotektivno (180). Nadalje, u usporedbi s CA1, neuroni CA2/3 polja jaCe reagiraju
na ucinke neurotroficnih ¢imbenika koje luci glija (174). Zanimljivo, ve¢ spomenuti rezultati
naSeg istrazivanja pokazuju da je izrazaj IBA1 biljega najjaci u CA2/3, a IBA1 imunoreaktivna
mikroglija u analiziranim uzorcima jasno se moze okarakterizirati kao mikrogliju u ranijem stadiju
aktivacije, Sto bi mogla biti dodatna potvrda spomenutih pretpostavki. Medu detektiranim
korelacijama biljega aktivacije mikroglije i inflamasoma, vazno je istaknuti da je izrazaj NLRP1
bio u pozitivnoj korelaciji s biljegom CD68 u SUB-u i CAl, a izrazaj aktivirane CASP-6 s CD68
i HLA-DR u CA1 polju te s CD68 u SUB-u i kada se gledao ukupan izrazaj na razini preparata.
Takav odnos izrazenosti biljega govori nam da jaca aktivacija mikroglije moze poticati jacu

aktivaciju NLRPI inflamasoma u tim podruc¢jima te posljedi¢no ubrzati neurofibrilarne promjene.
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Ve¢ spomenuti nalaz da ukupni izrazaj NLRP1 proteina pozitivno korelira s ukupnim brojem NFT-
a po uzorku (147) dodatno potvrduje da je aktivacija NLRP1 inflamasoma vjerojatno usko
povezana s pojavom patoloskih promjena tau proteina. Ta hipoteza predlozena je i ranije kada je
pokazano da su NLRP1 i tau pocijepan djelovanjem CASP-6 (TauACasp6) prisutni u istim
neuronima (122). Sveukupno, rezultati ovog istrazivanja idu u prilog pretpostavki da je upala jedan
od primarnih, a mozda i klju¢ni uzrok neuropatoloskih promjena u AD-u, no precizan slijed
dogadaja i uloga aktivacije inflamasoma tijekom nastanka i progresije bolesti tek ¢e trebati do
kraja biti razjaSnjeni. Takoder, potrebno je dodatno istraziti interakcije i meduovisnost aktivacije

mikroglijalnih (NLRP3) i neuronalnih (NLRP1) inflamasoma.

6.5. Analiza kolokalizacije biljega metodom imunofluorescencije

U analiziranim uzorcima izrazaj biljega aktivacije inflamasoma u pojedinim neuronima pokazao
je istovremenu prisutnost i ASC 1 NLRP1 proteina, no u nekim neuronima to nije bio slucaj.
Naime, neki neuroni koji pokazuju neurofibrilarne promjene (AT8 imunoreaktivnost) pokazivali
su snazan izrazaj NLRP1 proteina. Detaljna analiza nije napravljena na svim dostupnim uzorcima
te bi svakako trebalo dodatno ispitati 1 spomenute interakcije. Najznacajniji rezultati dobiveni
ovom analizom su snazna i gotovo stopostotna kolokalizacija aktivne CASP-6 i AT8 signala u
neuronima, ali i izvanstani¢énim nakupinama. Takav nalaz potvrdio je ranije objavljene rezultate o
interakcijama CASP-6 i tau proteina (122,169) te dodatno naglasio potencijalnu ulogu aktivacije
NLRP1 inflamasoma u nastajanju neurofibrilarnih promjena u tkivu mozga covjeka. Dvostruko
bojanje HLA-DR i CD68 markera s CASP-6 pokazalo je da se aktivha mikroglija nalazi u
izvanstani¢nim nakupinama zajedno s aktivnhom CASP-6, §to je takoder potvrda pretpostavke o

meduovisnosti aktivacije mikroglije 1 NLRP1 inflamasoma.

6.6. Vrijednosti koncentracija TREM2 u likvoru i plazmi

TREM2 je receptor na stani¢noj membrani mikroglije ukljucen u regulaciju broja mijeloidnih
stanica, interakciju s apolipoproteinima, Af3-om, fagocitozu i upalni odgovor, a poznato je da neke
varijante TREM2 gena povecavaju relativni rizik za obolijevanje od AD-a za dva do tri puta

(21,77, 88). Neke studije ukazuju na to da topljivi oblik TREM2 nakon proteolitickog cijepanja
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moze poticati prezivljavanje mikroglije i luenje proupalnih citokina (87). Njegove koncentracije
povisene su u osoba oboljelih od AD-a, ali u nekim studijama takav nalaz nije ponovljen (88,181).
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su izmjerene koncentracije sSTREM2 u likvoru znacajno
veée u AD skupini ispitanika u odnosu na MCI i HC skupine, te u MCI u odnosu na HC skupinu,
dok analiza koncentracija STREM2 u plazmi nije pokazala statisticki znacajne razlike. To nam
govori da mjerenje koncentracija u plazmi i u ovom slucaju o¢ekivano nije pokazalo razlike
aktivnosti mikroglije izmedu analiziranih skupina ispitanika. Mjerenjima koncentracija u likvoru
pokazano da je odgovor urodene imunosti u mozgu ipak znacajno jaci u AD-u, te da se mikroglija
aktivira jace ve¢ 1 u MCI-u u odnosu na normalno ,,zdravo* starenje. Ranije je zabiljeZena
dinamika promjena koncentracija STREM2 u likvoru u ovisnosti o stadiju bolesti. Jedna studija
pokazala je da su koncentracije STREM?2 bile najvise u MCI u odnosnu na AD i kontrolnu skupinu,
Sto bi moglo znaciti da su razine STREM2 u likvoru odraz odgovora mikroglije na ranu stani¢nu
smrt neurona (89). Drugi autori su pokazali da koncentracije STREM2 u likvoru uvelike ovise 0
pojavi patoloskih procesa tijekom nastanka i progresije bolesti (90,91). ZabiljeZzene su nize
koncentracije STREM2 u ranim asimptomatskim stadijima bolesti u kojima su prisutne samo nize
razine AB-au likvoru, dok su pokazatelji patoloskih promjena tau proteina i dalje unutar normalnih
vrijednosti, a tek nesto kasnije u tijeku bolesti porastom koncentracija ukupnog i fosforiliranog tau
proteina u likvoru rastu i koncentracije STREM2 (90,91). Poznato je da TREM2 receptor stupa u
interakcije s AB-om, poti¢e njegovu fagocitozu (86), a Ewers i suradnici pokazali su i da vecée
koncentracije sSTREM2 u likvoru imaju zastitni uc¢inak na nakupljanje Ap-a u AD-u (79). lako
uloga TREM2 u patogenezi AD-a jo§ uvijek nije do kraja razja$njena postoje naznake da bi u
ranim stadijima bolesti TREM2 receptor mogao imati protektivnu ulogu dok bi s napredovanjem
bolesti i uklju¢ivanjem ste¢enog imunoloskog odgovora mogao imati $tetne ucinke (86). Nazalost,
ovdje nismo bili u mogucénosti napraviti longitudinalnu studiju, te su vrijednosti likvorskih markera
izmjerene za svakog ispitanika samo u jednoj vremenskoj tocki. Ipak, analiza korelacija vrijednosti
sTREM2 i koncentracija AP1-42, t-tau i p-taul81 pokazala je meduovisnost aktivnosti glije i
patoloSkih promjena tau proteina. Nije pronadena znacajna korelacija koncentracija sSTREM?2 i
APB1-42 u likvoru, ali su zato koncentracije STREMZ2 bile u pozitivnoj korelaciji s koncentracijama
t-tau i p-taul81 proteina. Meduovisnost STREM2 koncentracija i pokazatelja patoloskih promjena
tau proteina zabiljeZena je 1 ranije, Sto iznova potvrduje da TREM2 receptor ima vaznu ulogu u

patogenezi tauopatija iako bi tu ulogu trebalo detaljnije razjasniti (86). Pozitivha korelacija
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vrijednosti sSTREM?2 1 dobi ispitanika ukazuje na vecu aktivaciju mikroglije tijekom starenja, a
negativna korelacija s brojem MMSE bodova pokazuje da bi STREM2 mogao biti dobar pokazatelj
kognitivnih deficita u AD-u, te da su procesi aktivacije glije i neurodegenerativnih promjena usko
povezani. Osim toga, koncentracije STREM2 u likvoru u pozitivnoj su korelaciji i s
koncentracijama ASC proteina u likvoru $to ukazuje na mogucéu povezanost oslobadanja topljivog
oblika TREMZ2 i aktivacije inflamasoma. Nekoliko dosadasnjih istrazivanja takoder ukazuje na
uzajaman odnosu TREMZ2 receptora i aktivacije inflamasoma (81-83, 85). Mikroglija s
eksprimiranom R47H varijantom TREM?2 gena, ¢iji nositelji imaju povecani rizik za obolijevanje
od AD-a, ima smanjenu moguc¢nost aktivacije NLRP3 inflamasoma uslijed vezanja liganda na
TREMZ2 receptor (81). Prekomjerna ekspresija TREM2 u makrofaga inhibira aktivaciju NLRP3
inflamasoma (82), dok nedostatak TREM2 znaajno pojacava piroptozu makrofaga (83).
Spomenute studije ukazuju na protuupalnu i zastitnu ulogu ekspresije TREM2 receptora. U
kontekstu AD-a takva uloga TREM2 receptora znacila bi bolju kontrolu upalnog odgovora i zastitu
od prekomjerne aktivacije inflamasoma, no to ne znaci da je u svakom trenutku utiSavanje upalnih
procesa pozeljno. PatolosSke promjene u AD-u ocito interakciju navedenih receptora odvode u
drugom smjeru te je za primjeren imunosni odgovor vremenski okvir i redoslijed dogadaja od
velike vaznosti. U interpretaciji rezultata svakako treba uzeti u obzir i ¢injenicu da je jedno vece
nedavno istrazivanje pokazalo da je povecana razina STREM2 bila znacajno povezana s
patoloskim promjenama bijele tvari, napose zbog bolesti malih krvnih Zila (small vessels disease)
i amiloidne angiopatije, neovisno od stupnja drugih patoloskih promjena poput ukupne koli¢ine
amiloida i tau proteina vizualiziranih PET-om (182). Vrijednosti STREM2 u likvoru u ovom
istrazivanju pokazale su se dobrim za razlikovanje zdravih ispitanika od oboljelih od AD-a.
Osjetljivost STREM2 proteina kao bioloSkog biljega za AD bila je 71,61%, a specifi¢nost 76,36%,
pri izlu€noj vrijednosti od 22344 pg/ml.

Jedna od karakteristika AD-a je i poremecaj metabolizma glukoze (183-185), a jedna novija
studija je pokazala da upala izazvana visokim koncentracijama glukoze u BV2 stani¢noj liniji
mikroglije rezultira povecanom ekspresijom TREM?2 receptora i jacom aktivacijom NLRP3
inflamasoma (85). Dodatnim eksperimentima pokazano je da TREMZ2 receptor modulira upalni
odgovor mikroglije izazvan visokim koncentracijama glukoze putem aktivacije NLRP3
inflamasoma (85). Choi i suradnici pokazali su da stanice mikroglije u hipokampusu 5XxFAD misa

unose znacajno vise glukoze u odnosu na divlji tip Zivotinja, te da s progresijom bolesti mikroglija
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eksprimira veéi broj glukoznih transportera (GLUT1 i GLUT2), ima poremecenu glikolizu i
povecéan stupanj oksidacijske fosforilacije (186). Pored toga, pronasli su i pozitivhu korelaciju
izmedu koncentracija sSTREM2 u likvoru i unosa glukoze u stanice hipokampusa kod ljudi (186),
Sto bi s obzirom na spomenutu aktivaciju inflamasoma u gliji uslijed visokih koncentracija glukoze
mogla biti poveznica izmedu koncentracija STREM2 i procesa aktivacije inflamasoma u AD-u. U
svakom slucéaju, ocCigledno je da su TREM2 signalni put i put aktivacije inflamasoma usko
povezani, no i dalje nije dovoljno precizno opisana uloga i meduovisnost topljivog oblika TREM?2
receptora i aktivacije inflamasoma. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da postoji i pozitivna
korelacija koncentracija STREM2 u likvoru i plazmi §to nam govori da stanje na periferiji donekle
moze ukazivati na stanje u mozgu, iako i druge stanice monocitne linije eksprimiraju TREM?2
receptor, te mogu otpustati STREM2 u perifernu krv (86). Navedenom bi se ¢injenicom mogao
objasniti ve¢ ranije spomenuti nedostatak znacajnih razlika u koncentracijama TREM2 u plazmi
unato¢ ocitim razlikama u koncentracijama sTREM2 u likvoru analiziranih skupina ispitanika.
Osim toga, takvom nalazu uzrok mogu biti i ranije spomenute prepreke za pouzdanu analizu

biljega iz krvi (101), razgradnja proteazama te djelomican transport biljega iz CNS-a u krv.

6.7. Vrijednosti koncentracija ASC proteina u likvoru i plazmi

Jedan od nacina Stetnog utjecaja kroni¢no aktivne mikroglije je prekomjerna aktivacija
inflamasoma. Franklin i suradnici pokazali su da se uslijed piroptoze agregati ASC proteina
nakupljaju izvan stanica gdje dalje mogu uzrokovati porast IL-1p, a mogu izazvati i aktivaciju
kaspaze-1 u susjednim stanicama ¢ime posreduju Sirenje upale (119). 1z tog se razloga sve vise
istrazuje potencijal upalnih medijatora i izvanstanicnog ASC proteina u patogenezi 1 dijagnostici
razli¢itih neuroloskih bolesti i stanja (19,124,125,187,188). Nase istrazivanje pokazalo je poviSene
koncentracije ASC proteina u likvoru u AD skupini ispitanika u odnosu na MCI i HC skupinu, dok
razlike koncentracija u plazmi nisu bile znaCajne. Takoder, nije bilo znacajne razlike u
koncentracijama ASC proteina u likvoru izmedu MCI 1 HC skupina. To je pokazatelj da je
aktivnost inflamasoma u AD-u jaca te da u MCI-u jo$ uvijek ne nastupa znacajnija aktivacija
inflamasoma i otpustanje ASC proteina izvan stanica. lako su koncentracije ASC-a u likvoru
znacajno viSe u AD skupini, rezultati analize dijagnostickog potencijala ASC proteina pokazali su

davrijednosti ASC proteina u likvoru nisu dobar diferencijalno dijagnosticki biljeg za razlikovanje
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obljelih od AD-a u odnosu na kognitivno zdrave ispitanike, kao $§to se to ranije pokazalo npr. za
razlikovanje MS i TBI skupina (124, 125). Znamo da osim mikroglije i neuroni takoder
eksprimiraju inflamasome. U neuronima je posebice aktivan NLRP1 inflamasom (120), pa vece
koncentracije izvanstanicnog ASC-a u AD-u mogu biti i posljedica snaznijeg odumiranja neurona
uslijed degenerativnih procesa. Suprotno nasim nalazima, jedno nedavno istrazivanje pokazalo je
poviSene koncentracije ASC proteina u serumu ispitanika MCI skupine u odnosu na kontrolnu i
AD skupinu (19). Razlog opre¢nih rezultata moglo bi biti dulje razdoblje skladiStenja uzoraka
plazmi u nasem istrazivanju, kao i relativno mali broj ispitanika u kontrolnoj skupini. Osim toga,
prisutnost ASC proteina u perifernoj krvi nije iskljucivo odraz aktivacije inflamasoma u mozgu,
ve¢ moze biti 1 pokazatelj upalnih procesa u perifernim tkivima. Osim s ve¢ spomenutim
koncentracijama STREM2 u likvoru, koncentracije ASC proteina u likvoru u naSem su istrazivanju
pozitivno korelirale s koncentracijama ASC-a u plazmi te s dobi ispitanika $to bi bi se moglo
protumaciti na na¢in da sa starenjem aktivacija inflamasoma postaje jaca. Sli¢no kao i STREM2,
koncentracije ASC proteina u likvoru naSeg uzorka u pozitivnoj su korelaciji s koncentracijama t-
tau i p-taul81 S$to takoder potvrduje meduovisnost aktivacije upalnih procesa i patoloskih
promjena tau proteina. Poznato je da se mikroglija u AD-u aktivira uslijed pojave patoloski
promijenjenog tau proteina te da patoloski oblici tau proteina u neurodegenerativnim bolestima
utjeCu na tijek upale (46,47,58,150), te da takoder aktivacija mikroglije i upala mogu prethoditi
pojavi tau patoloskih promjena (63, 64, 151). Dodatno, pokazano je da agregirani oblici tau
proteina aktiviraju NLRP3 inflamasom (107). Aktivacija inflamasoma dogada se kao posljedica
fagocitoze agregiranih oblika tau proteina i nemogucénosti njihove razgradnje u mikrogliji, a
predlozeno je da na taj nacin mikroglija sudjeluje i u daljnjem Sirenju neurofibrilarnih promjena
(107). Spomenuta saznanja ukazuju da inflamasom u prostorno bliskim stanicama moze biti
aktiviran i uslijed unosa agregiranih ASC (119) i promijenjenih tau proteina (107). To dovodi do
zaCaranog kruga Sirenja upale, kao i Sirenja patoloskih promijena tau proteina putem tau klica (tau
seeds) za koje se pretpostavlja da djeluju kao Sablone (tau templates) za patolosko smatanje
normalnih tau monomera kroz zahvacena podru¢ja mozga. Sazeto, toCan slijed te uzro¢no-
posljedi¢ni odnosi patoloskih promjena aktivacije inflamasoma i tau proteina jo§ uvijek nisu do
kraja razjaSnjeni, no navedene spoznaje dodatno potvrduju da su daljnja istrazivanja u tom smjeru

od velike vaznosti.
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6.8. Vrijednosti koncentracija imunosnih medijatora u likvoru i plazmi

Poznato je da se imunosni odgovor u mozgu oboljelih od AD-a razlikuje od kognitivno zdravih
osoba te se¢ AD stoga takoder smatra i kroni¢nom upalnom bolesti (143). Neke promjene
imunosnog odgovora moguce je pratiti mjerenjem upalnih medijatora u bioloskim tekuc¢inama.
Stoga smo ovim istrazivanjem htjeli vidjeti koji su od imunosnih medijatora karakteristi¢ni za
svaku od analiziranih skupina ispitanika (AD, MCI i HC). Za razliku od izmjerenih koncentracija
u likvoru, u plazmi smo uspjeli izmjeriti koncentracije svih medijatora osim IL-3, ali su se
vrijednosti samo za Cetiri znacajno razlikovale izmedu skupina, $to nam govori da u nasem slucaju
mjerenje koncentracija imunosnih medijatora u plazmi nije pokazalo razlike imunosnog odgovora
u osoba s AD ili MCI dijagnozom u odnosu na zdrave kontrole, te da nam koncentracije upalnih
medijatora u likvoru daju bolji uvid u imunosna zbivanja u mozgu. Treba napomenuti da je jedan
od nedostataka istraZivanja taj da za ovaj dio analize nismo imali likvore i plazme istih ispitanika,
a takoder, plazme koje smo uspjeli sakupiti bile su pohranjene nesto dulje razdoblje, dok
analizirani likvori nisu bili stariji od tri godine. Dulje vrijeme skladiStenja analiziranih plazmi

moglo je utjecati na ishod mjerenja.

Analizom likvora uspjeli smo detektirati ve¢ spomenutih 35 imunosnih medijatora, no samo se
njih 15 znacajno razlikovalo izmedu skupina. Cetrnaest analita bilo je znadajno poviseno u AD
skupini. Ako ih u grubo podijelimo na proupalne (CTACK, GRO-a, MIP-1p, TNF-a, IFN-y, IL-
lo, IL-1B, IL-2Ra, IL-3, IL-7, IL-16, IL-17A, 1L-18) i protuupalne (IL-4) (31) mozemo zakljuciti
da imunosni odgovor u AD-u ide viSe u smjeru proupalnih procesa, te da bi nedovoljno lucenje
protuupalnih medijatora moglo pridonijeti snaznijem 1 slabije kontroliranom upalnom odgovoru.
Dosadasnja istrazivanja koncentracija upalnih medijatora u AD-u pokazala su heterogene i
kontradiktorne rezultate (20,98). Razlog tomu bi mogle biti neujednacene metode analiza i
rukovanja uzorcima (98). Unato¢ tome, dosadasnje studije pokazuju da neke skupine medijatora u
likvoru prate slican trend tijekom progresije AD-a. Naime, IL-1p, IL-6 i TNF-a pokazuju blagi,
ali kontinuirani porast s napredovanjem bolesti, IL-18, MCP-1 i IP-10 najvise vrijednosti dostizu
u ranim stadijima AD-a ili na prijelazu MCI u AD, dok neki Eesto istrazivani medijatori poput IL-
la i IL-2, uopée ne pokazuju promjene s napredovanjem bolesti. Jedna meta-analiza jos iz 2010.
godine pokazala je da je jedino TGF- bio zna¢ajno poviSen u likvoru pacijenata s AD-om, dok su
vrijednosti koncentracija IL-6, TNF-a, IL-1B, TGF-p, IL-12 i IL-18 u perifernoj krvi bile znac¢ajno

86



vece u AD ispitanika u odnosu na kontrole (189). Jedna novija meta-analiza iz 2018. godine istice
da su TGF-B, YKL-40 i MCP-1 znacajno poviSeni u likvoru pacijenata s AD-om, dok
koncentracije IL-1p i IL-6 u krvi pokazuju moguéu povezanost s AD-om (20).

Rezultati analize likvora u nasem istrazivanju nisu u potpunosti u skladu s dosad spomenutim
rezultatima, te pokazuju da primjena visestruke ELISA metode za mjerenje koncentracija upalnih
medijatora u likvoru ipak moze dati jasniji uvid u imunosna zbivanja u mozgu. Pojednostavljeno
govoreci, koncentracije medijatora mjerene istovremeno u istom uzorku i istom metodom daju
ve¢u pouzdanost interpretacije rezultata, kao i moguénost odredivanja profila imunosnih
medijatora karakteristicnih za pojedinu skupinu ispitanika. U naSem slucaju analiza likvora je
pokazala da izmedu HC i MCI skupine nije bilo znacajne razlike u koncentracijama detektiranih
molekula. Gotovo svi medijatori ¢ije su koncentracije bile znacajno vece u AD u odnosu na HC
skupinu bili su proupalnog karaktera. Ako poblize pogledamo njihove funkcije IL-1a, IL-1, IL-
3, TNF-a, IL-18 i IFN-y tipi¢ni su proupalni medijatori, poti¢u reakcije urodene imunosti, lu¢enje
proteina akutne faze, ali i aktivaciju stanica steCene imunosti (31). CTACK, GRO-a i MIP-18
pripadaju skupini kemokina $to znac¢i da im je glavna uloga privlacenje imunosnih stanica na
mjesto upale (31). CTACK privlaci limfocite T te djeluje kao promotor Th1l odgovora. GRO-a
privla¢i neutrofile i leukocite, a MIP-1p T-limfocite, monocite i NK stanice (31).

Povec¢ane koncentracije IL-2Ra, IL-4, IL-7, IL-16, IL-17A svjedoce o velikoj ukljucenosti stanica
ste¢ene imunosti u imunoloske procese u AD-u (31). Svi oni, osim IL-4, takoder djeluju proupalno
(31). Pored proupalnog djelovanja, IL-7 utjece i na diferencijaciju i sazrijevanje T i B limfocita te
potice Thl i Th17 odgovor (190). Od svih spomenutih medijatora, jedino IL-4 ima protuupalno
djelovanje, inhibira makrofagima posredovanu upalnu reakciju te poti¢e diferencijaciju Th2
stanica (31). Nadalje, iako razlike nisu bile statisticki znacajne, valja napomenuti da su vrijednosti
koncentracija najznacéajnijih protuupalnih citokina IL-10 i IL-13 bile najnize u AD skupini.
Koncentracije ve¢ine spomenutih citokina bile su znacajno vise u AD skupini i u odnosu na MCI
skupinu. Jedino se koncentracije IL-3 i kemokina GRO-a nisu znacajno razlikovale izmedu AD i
MCI skupina §to znaci da se upalni procesi u oba stanja dosta razlikuju te da s napredovanjem
bolesti jaca odgovor imunosni sustava. Ipak, u MCI skupini posebno se isti¢e IP-10, ¢ije su
izmjerene koncentracije znacajno vece u odnosu na AD skupinu koja je od tri ispitivane grupe
imala najniZe vrijednosti. Isti trend zabiljeZen je i ranije gdje su izmjerene koncentracije IP-10

najvece vrijednosti imale u MCI-ju te AD-u s blazim simptomima (ve¢im brojem MMSE bodova),
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dok su njegove koncentracije u tezim slu¢ajevima AD-a bile niske (191). IP-10 je kemoatraktant
za makrofage, NK, ali i T-stanice. Pokazano je da je IP-10 izuzetno vazan za generiranje odgovora
efektorskih T stanica (192).

Izmjerene koncentracije IL-2Ra, 1L-4, IL-16, IL-18, TNF-0, CTACK i MIP-18 u MCI skupini
imale su najniZe vrijednosti (iako za vecinu navedenih medijatora nije bilo statisticki znaCajne
razlike izmedu MCI i HC skupine), §to nam s obzirom na spomenute funkcije medijatora govori o
mogucoj slabijoj ukljucenosti stanica ste¢ene imunosti u MCI-ju. No, s obzirom da je IP-10 ipak
povisen, to moze znaciti da se u tom stadiju odgovor steCene imunosti tek pocinje stvarati, dok je
u AD-u ve¢ visoko uznapredovao. 1z svega navedenog, moze se zakljuciti da je imunosni odgovor
u AD-u znacajno pomaknut na stranu upalnih medijatora, te je narusena ravnoteza upalnih i
kompenzatornih procesa. Nedavno istrazivanje 27 razli¢itih imunosnih medijatora u likvoru imalo
je nesto drugaciji ishod. Koncentracije veéine ispitivanih analita bile su znacajno povisene u osoba
s AD-om, ukljucujuci podjednak broj i pro- i protuupalnih (100). Osim toga, jedina je studija koja
ukazuje na mogu¢ zastitni u€inak povecane koncentracije pojedinih proupalnih citokina budu¢i da
su koncentracije tih citokina negativno korelirale s napredovanjem bolesti (100). U svakom
slu¢aju, imunosni odgovor u AD-u ne ide isklju¢ivo u jednom smjeru $to znaci da bi se jedino
preciznim usmjeravanjem odgovora i vracanjem ravnoteze cijeloga profila koncentracija pro- i
protuupalnih medijatora mogao umanjiti utjecaj imunoloSkog sustava na nastanak i/ili progresiju
bolesti te da se navedeno ne moze postici isklju¢ivim utiSavanjem pojedinih upalnih procesa.
Napravili smo i analize korelacija detektiranih citokina i kemokina s ostalim izmjerenim
markerima u likvoru, brojem MMSE bodova i dobi ispitanika. Koncentracije STREM2 u likvoru
u pozitivnoj su korelaciji s koncentracijama IFN-y, MIG, IL-4, IL-9, MIP-1a, MIP-1p3, PDGF-bb,
TNF-B Sto nam govori da je dinamika cijepanja TREM?2 receptora 1 aktivnost glije povezana s
otpustanjem proupalnih, ali i nekih protuupalnih medijatora. Zanimljivo je da su koncentracije
AP1-42 bile u pozitivnoj korelaciji s IL-1B, GRO-o, PDGF-bb i MIP-1a. To ukazuje na moguéu
uzro¢nu povezanost na nacin da je veéa koncentracija spomenutih citokina bila povezana sa
slabijim nakupljanjem AB-a u mozgu. Navedeni medijatori pretezno su proupalnog karaktera §to
ukazuje na njihovu mogucu zaStitnu ulogu u odnosu na patoloske promjene AB-a poput
oligomerizacije, agregacije i nakupljanja u obliku izvanstani¢nih plakova. S druge strane, s
koncentracijama AB1-42 u negativnoj su korelaciji bile koncentracije MCP-1, M-CSF, MIF i IL-

10. Utvrdena je i pozitivna korelacija koncentracija p-taul81 s koncentracijama proupalnih
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citokina IFN-y, IL-1p i IL-7 $to potvrduje ranija saznanja o utjecaju upalnih procesa na patoloske
promjene tau proteina (46,47,55,150). U nasem slucaju poviSene koncentracije navedenih citokina
bile su povezane s ve¢im stupnjem neurodegeneracije i uznapredovalijim patoloskim promjenama
tau proteina. Na isti zakljucak ukazuje i nalaz da su broj bodova MMSE ljestvice i koncentracije
uglavnom proupalnih medijatora uz poneki medijator protuupalnog karaktera (IL-1p, IL-7, IL-
2Ra, IL-4, IL-16, IL-18, MIG, EOTAXIN, LIF, MIP-1a, MIP-1B, TNF-, TRIAL) bili u
negativnoj korelaciji, iz ¢ega se moze zakljuciti da su povecane koncentracije uglavnom upalnih
medijatora povezane s kognitivnim deficitom. Cini se da upalni odgovor u AD-u u nekim stadijima
bolesti i na jedan dio patoloskih promjena moze djelovati zastitno, dok u drugima djeluje Stetno i
postaje okida¢ za daljnje napredovanje bolesti. Stoga je za bolje i preciznije mehanicisticko
razumijevanje kompleksnog imunosnog odgovora u razli¢itim stadijima bolesti potrebno provesti
opseznije i dugoro¢nije longitudinalne studije, budu¢i da bi se takvim istrazivanjima moglo
pronaci kriticne tocke u kojima bi se moduliranjem imunokompetentnih stanica moglo utjecati na
tijek bolesti.

Koncentracije ASC proteina u pozitivnoj su korelaciji jedino s koncentracijama IL-3 i IL-6 S§to
potvrduje da aktivacija inflamasoma potice luenje proupalnih citokina. Pomalo je iznenadujuci
rezultat da ASC koncentracije nisu bile u pozitivnoj korelaciji s razinama IL-1p i IL-18, no taj se
nalaz moze protumaciti na na¢in da izvanstani¢ne koncentracije ASC-a ne moraju biti iskljucivo
pokazatelj aktivacije inflamasoma. Ve¢ smo ranije spomenuli da zbog prisutnosti u neuronima,
povecéana razina ASC proteina moze ukazivati i na neurodegenerativne promjene neurona, $to je u

skladu s nalazom pozitivne korelacije koncentracije ASC proteina i ukupnog tau proteina.
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7. ZAKLJUCCI

1. Zarazliku od biljega IBAL, biljezi CD68 i HLA-DR bolje prikazuju jace aktiviranu
mikrogliju u tkivu mozga ¢ovjeka. Hipokampalna formacija osoba oboljelih od AD-a
jace je zahvacena upalnim promjena $to se o¢itovalo kao snaznija aktivacija mikroglije

posebice u CA1 polju dok je u CA2/3 polju aktivacija bila najniza.

2. Aktivacija NLRP1 inflamasoma nije povezana sa spolom i dobi u kontrolnih niti
ispitanika s AD-om, ali je bila jace izrazena u HF-u osoba s AD-om u odnosu na
kontrole. Neuroni CA2/3 polja pokazuju najjacu aktivaciju NLRP1 inflamasoma, kako

u ispitanika s AD-om, tako i u kontrola.

3. Od svih ispitanih biljega povezanih s aktivacijom NLRP1 inflamasoma, izraZaj aktivne
kaspaze 6 bio je najjaci. Aktivacija kaspaze 6 bila je snaznija u AD skupini i najjace
izrazena u CA2/3 i CAl polju HF-a. Aktivacija kaspaze 6 u HF-u AD bolesnika
povezana je s aktivacijom mikroglije te neurofibrilarnim promjenama S$to je bilo
vidljivo kao prisutnost aktivne mikroglije u nakupinama u obliku grozdova u blizini
stanica s aktivnom kaspazom 6 te kao snazna kolokalizacija kaspaze 6 i neurofibrilarnih

promjena u neuronima i izvanstani¢nim nakupinama.

4. Koncentracije STREM?2 u likvoru bile su zna¢ajno vece u bolesnika s AD-om u odnosu
na MCI i HC skupinu te su pokazale dobar biomarkerski potencijal za razlu¢ivanje
oboljelih od AD-a od zdravih ispitanika. Koncentracije STREM2 u plazmi nisu se

razlikovale izmedu ispitivanih skupina HC, MCI 1 AD ispitanika.

5. Koncentracije ASC proteina u likvoru bile su znacajno vece u bolesnika s AD-om u
odnosu na MCI i HC skupinu ispitanika, a koncentracije ASC-a u plazmi nisu se

razlikovale izmedu skupina.

6. Koncentracije STREM2 i ASC proteina u likvoru bile su medusobno u pozitivnoj
korelaciji te su vrijednosti oba proteina u likvoru negativno korelirale s brojem MMSE
bodova. Koncentracije oba biljega bile su dobar pokazatelj neurodegenerativnih i
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neurofibrilarnih promjena jer su pozitivno korelirale s koncentracijama ukupnog i

fosforiliranog proteina tau u likvoru.

7. Koncentracije imunosnih medijatora u likvoru pokazuju snazniju upalu te aktivaciju
stanica steCene imunosti u AD bolesnika jer su medijatori ¢ije su vrijednosti bile
znafajno vece u AD bolesnika bili najve¢im dijelom proupalnog karaktera, a
koncentracije medijatora steCene imunosti takoder su bile znacajno vece u AD-u U
odnosu na MCI i HC skupinu. U MCI skupini isti¢e se povecana vrijednost kemokina
IP-10 $to moze upucivati na pocetnu fazu aktivacije stanica steCene imunosti. Vecée
koncentracije pretezno proupalnih citokina bile su statisticki znacajno povezane s

veéim stupnjem kognitivnih deficita.

Temeljem analize indikatora upale u postmortalnom tkivu mozga, likvoru i plazmi zakljuceno je
da je u AD-u aktivacija mikroglije i inflamasoma snaznija u odnosu na MCI i HC skupinu
ispitanika te je bolest karakterizirana opcenito ja¢im upalnim odgovorom. Analizom profila
citokina ustanovljeno je takoder da je u AD-u bio prisutan jac¢i odgovor steCene imunosti dok u
MCI stadiju jo$ uvijek nije bio toliko zastupljen. Ustanovljeno je da su procesi aktivacije
inflamasoma i mikroglije usko povezani s nastankom neurofibrilarnin promjena te da
koncentracije STREM2 proteina u likvoru imaju dobar biomarkerski potencijal za razlu¢ivanje

oboljelih od AD-a u odnosu na MCI i HC skupinu ispitanika.
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8. SAZETAK

Neprimjerena aktivacija mikroglije implicirana je u patogenezi Alzheimerove bolesti (AD), ali
nije poznato kako dovodi do disfunkcije neurona i spoznajnog urusavanja. Da bismo bolje
razjasnili ulogu upalnih procesa u nastanku i progresiji AD-a, pomo¢u ELISA i multipleks ELISA
metode mjerili smo koncentracije imunosnih medijatora i biljega aktivacije mikroglije (STREM2)
i inflamasoma (ASC) u cerebrospinalnoj tekucini (CSF) i plazmi uzoraka izuzetih od osoba s AD-
om, blagim spoznajnim poremecajem (MCI) i1 kognitivno zdravih kontrolnih ispitanika (HC).
Dodatno, korisStenjem metoda imunohistokemijskog bojenja postmortalnog tkiva mozgova osoba
s AD-om i HC-a analizirali smo aktivaciju mikroglije i izrazenost inflamasoma. Rezultati su
pokazali jacu aktivaciju mikroglije i NLRP1 inflamasoma u hipokampalnoj formaciji osoba s AD-
om. Analizom likvorskih biljega utvrdene su vec¢e koncentracije STREM?2 i1 ASC u bolesnika s
AD-om, ako i njihova pozitivna korelacija s biljezima neurodegenerativnih i neurofibrilarnih
promjena. Likvor bolesnika s AD-om imao je jasan proupalni profil i povecane koncentracije
medijatora steCene imunosti. Zaklju¢no, ova je studija pokazala snazniji imunosni odgovor u
bolesnika s AD-om, vecu ukljuc¢enost mehanizama ste¢ene imunosti i visoku korelaciju izmedu

aktivacije imunoloSkog sustava i razvoja neurofibrilarnih promjena.
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9. SUMMARY

Association of biomarkers of Alzheimer’s disease with inflammatory mediators and

activation of microglia and inflammasome
Ena Spanié Popovacki, mag. biol. exp., 2023

Aberrant microglial activation has been implicated in the pathogenesis of Alzheimer’s disease
(AD), but how it leads to neuronal dysfunction and cognitive decline is not known. To better
clarify the role of inflammatory processes in the development and progression of AD, using
ELISA and multiplex ELISA method we measured concentrations of the immune mediators and
markers of microglial (STREM2) and inflammasome (ASC) activation in cerebrospinal fluid
(CSF) and plasma samples of AD, mild cognitive impairment, and cognitively healthy control
subjects (HC). We also analysed microglial and inflammasome activation using
immunohistochemical staining methods in postmortal human brain tissue of the AD and HC
subjects. The results have shown stronger microglial and NLRP1 inflammasome activation in the
hippocampal formation of the AD subjects. Analysis of the CSF markers has shown higher
concentrations of STREM2 and ASC in patients with AD and their positive correlations with
markers of neurodegenerative and tau pathological changes. The CSF of AD patients has a pro-
inflammatory profile and increased concentrations of mediators of adaptive immunity. Taken
together, this study has shown a stronger immune response in AD patients, higher involvement of
adaptive immunity mechanisms, and a high correlation between the activation of the immune

system and the development of neurofibrillary changes.
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11. ZIVOTOPIS

Ena Spani¢ Popovadki rodena je 21. ozujka 1994. godine u Karlovcu gdje je zavrsila opéi smjer
Gimnazije Karlovac 2013. godine. Diplomirala je 2018. godine na Prirodoslovno-matemati¢kom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu te stekla naziv magistre eksperimentalne biologije. Iste godine
dobila je pohvalnicu Prirodoslovno-matematickog fakulteta za izuzetan uspjeh u studiju.
Poslijediplomski doktorski studij Neuroznanost upisuje 2019. godine na Medicinskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu te pocinje s izradom disertacije pod mentorstvom prof. dr. sc. Gorana
Simiéa. Od iste godine zaposlena je na Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu temeljem projekta HRZZ-a "Razvoj karijera mladih istrazivaca".
Polozila je LabAnim tecaj za osposobljavanje za rad s laboratorijskim Zivotinjama 2019. godine.
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