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1. UvOD

1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) je naj¢eS¢a neurodegenerativna bolest i najces¢i uzrok demencije
(u 60-70% slucajeva). Demencija zahvaca 6% ljudi starijih od 65 godina te 20% ljudi starijih
od 80 godina. Smatra se da u svijetu od demencije trenutno boluje 40 milijuna ljudi, ali taj
broj vjerojatno je puno ve¢i jer klinickim simptomima prethode prodromalne faze bolesti koje
obi¢no traju dulje od dva desetlje¢a (1). Upravo zbog nedostatka rane dijagnostike i terapije,
te zbog produljenja zivotnog vijeka smatra se da ¢e se do 2050. broj oboljelih utrostruéiti (2).
AB je svjetski zdravstveni i ekonomski problem te je potrebno bolje razumijevanje
molekularnih mehanizama za pravovremenu dijagnostiku i terapiju.

Bolest je otkrio dr. Alois Alzheimer 1901. u pacijentici Auguste D. i opisao neuropatoloska
obiljezja bolesti (3). Glavna obiljeZja AB su kognitivni simptomi i progresivni gubitak
intelektualne sposobnosti — smanjeno prosudivanje, donoSenje odluka i orijentacija, afazija
(4), apraksija (5) i agnozija (6).

Atrofija mozga zahvaca cerebralni korteks i hipokampus, zapocinje u medijalnom
temporalnom reznju Sto dovodi do smanjenja volumena hipokampusa i1 entorinalnog korteksa,
uz povecanje ventrikula. Najosjetljivije su stanice sloja II entorinalnog korteksa, regija CAl u
hipokampusu i dijelovi temporalnog, parijetalnog i frontalnog neokorteksa. Uzrok atrofije
mozga je prvenstveno gubitak neuralnih procesa (7). Uz gubitak neuralnih procesa,
neuropatoloska i neurokemijska obiljezja AB su gubitak sinapsi, selektivna smrt neurona,
smanjena razina pojedinih neurotransmitera i prisutnost proteinskih nakupina. Proteinske
nakupine u neuronima ¢ine neurofibrilarni snopici (od engl. neurofibrillary tangles — NFTs), a
u izvanstani¢nom prostoru cerebrovaskularni, difuzni i neuritski senilni plakovi prvenstveno u
medijalnom temporalnom reznju i kori velikog mozga (Slika 1.). Senilni plakovi sastoje se od
nakupina peptida amiloida B (AB) (8,9), a neurofibrilarni snopi¢i od hiperfosforiliranog

proteina tau (p-tau) (10,11).



Slika 1. NeuropatoloSske znalajke Alzheimerove bolesti — A) amiloidni plakovi i B)

neurofibrilarni snopic¢i hiperfosforiliranog proteina tau. Slike su preuzete iz (12).

S obzirom da je poznato da su AP, ApoE i tau tri kljuéne molekule koje doprinose AB,
postavljeno je nekoliko hipoteza o nastanku AB. Danas su i dalje najzastupljenije tzv.
amiloidna i tau hipoteza. Prema tau hipotezi zaCetnik patoloSkih procesa predstavlja
hiperfosforilacija topljivog mikrotubularnog proteina tau koja uzrokuje poremecaj
mikrotubula te posljedi¢no dovodi do smrti neurona i pojave demencije. Hipoteza amiloidne
kaskade pretpostavlja da je nakupljanje peptida AP, zbog neravnoteze u stvaranju i razgradnji
ovog peptida, zacetnik patoloskih procesa koji dovodi do kaskade dogadaja, ukljucujuci
hiperfosforilaciju proteina tau, oSte¢enje i prekid sinapsi, nakupljanje neurofilamenata, smrt
neurona i aktivaciju stanica glija te rezultira neurodegeneracijom i demencijom (13-17).
Nekoliko je argumenata koji govore u prilog amiloidnoj hipotezi. Jedan od njih je da je
nakupljanje peptida AP karakteristicno za AB, a nakupljanje hiperfosforiliranog proteina tau
primijeceno je i u drugim neurodegenerativnom bolestima, tj. tauopatijama (poput fronto-
temporalne demencije, FTLD) (18). Prema genetickoj osnovi, AB se moze podijeliti u dva
oblika, nasljedni oblik i kompleksni oblik AB.



1.1.1. Nasljedni oblik Alzheimerove bolesti

Nasljedni oblik AB (od engl. Familiar Alzheimer's disease, FAD) je rijetka autosomalno
dominantna bolest koja uzrokuje tzv. rani oblik AB (od engl. Early-Onset Alzheimer's
disease, EOAD). FAD oblik bolesti zahvac¢a oko 10% svih AB pacijenata, a prvi simptomi
pojavljuju se prije 65. godine, najcesc¢e izmedu 40. i 60. godine zivota (19). Najjasniji dokazi
koji govore u prilog amiloidnoj hipotezi upravo su otkriveni u FAD. Kao uzrok FAD za sada
su otkrivene mutacije u Cetiri gena.

Prve mutacije koje uzrokuju FAD otkrivene su u genu APP (20-25) za protein prekursor
amiloida  (APP), a zatim i u genima za proteine presenilin 1 (gen PSEN1) i presenilin 2 (gen
PSEN2) (26,27). Vecina oboljelih obitelji ima mutaciju u genima PSEN1 i PSEN2 koji
kodiraju kataliticke podjedinice enzima y-sekretaze koja katalizira korak izravnog nastajanja
peptida AB. Mutacije u genima PSEN1 i PSEN2 utjeGu na nastanak peptida Ap (27-31)
prvenstveno povecavajuci razinu duljeg peptida Ap — AB42 koji je skloniji agregiranju (32).
Mutacije u genu APP su ve¢inom pogresne (od engl. missense) mutacije, a nalaze se u blizini
mjesta cijepanja peptida AP enzimima a-, B- i y-sekretaza. Nekoliko je mehanizama kojim te
mutacije dovode do FAD. Prvo, utjeCu na pojacano procesiranje enzimima - i y-sekretazom
¢ime uzrokuju povecano nastajanje peptida AP (33-35). Mutacije u blizini mjesta cijepanja y-
sekretazom dovode do povecanog nastanka duljeg oblika peptida AP koji su skloniji
mutacije koje se nalaze u blizini mjesta cijepanja a-sekretazom povecavaju nastanak formi
peptida AP koje su sklonije stvaranju oligomera ili se slabije razgraduju (36). Osim toga,
duplikacija cijelog gena APP, kao u pacijenata s Downovim sindromom (trisomija 21),
dovodi do vece proizvodnje peptida AP (37).

Mutacije u tri navedena gena objaSnjavaju samo 10% svih EOAD. Zanimljivo, nedavno je
otkriven 1 Cetvrti gen ukljucen u nastanak FAD — gen SORL1. Otkriveno je pet pogresnih i
dvije besmislene (od engl. nonsense) mutacije u ovom genu. Gen SORL1 kodira za protein
sorLA, receptor retromernog kompleksa koji je uklju¢en u unutarstani¢ni prijenos APP-a i
peptida AP. Sve istrazene mutacije u genu SORL1 sprjecavaju pravilno smatanje proteina
sorLA i gubitak njegove funkcije ili gubitak njegovog vezanja s APP-om ili AB. Kao rezultat
ovih mutacija dolazi do nefunkcionalnog unutarstani¢nog prijenosa APP-a i peptida AP i time

poveéanog nakupljanja i agregiranja peptida AP u neuronima (38).



1.1.2. Kompleksni oblik Alzheimerove bolesti

Iako je rijetki nasljedni oblik AB posluzio za razumijevanje neurobiologije i molekularnih
mehanizama patoloskih procesa koji dovode do nastanka AB, uslijed povecanog stvaranja
peptida AP, jo$ uvijek nije poznat uzrok najéesceg, tzv. “sporadi¢nog” ili kasnog oblika AB
(od engl. Late-Onset Alzheimer's disease, LOAD) na koji otpada do 95% svih AB pacijenata.
Premda se dugo vremena ovaj oblik bolesti smatrao sporadi¢nim, novija istrazivanja ukazuju
da geneticki ¢imbenici imaju 80-90% ulogu u razvoju ovog kompleksnog oblika bolesti (39).
Naime, geneticki rizicni ¢imbenici kasnog oblika AB takoder reguliraju stvaranje ili
razgradnju AP, Sto govori u prilog da bi geni, tj. njihovi produkti koji reguliraju metabolizam
APP-a, mogli utjecati na rizik pojave ovog oblika AB (40).

Najznacajniji geneticki rizicni faktor razvoja kompleksnog oblika AB je polimorfizam u genu
APOE. U ljudi postoje tri varijante alela APOE, &2, €3 i &4, ovisno o smjeStaju dviju
aminokiselina na dva polozaja. Varijanta alela €4 je geneticki rizi¢ni faktor za razvoj AB (41),
a €2 se smatra protektivnom (42). Heterozigoti za alel €4 imaju tri do Cetiri puta veéi rizik
nastanka AB, a homozigoti za alel €4 ¢ak 15-20 puta (43,44). Takoder, alel €4 utjeCe na raniju
pojavu bolesti, pri ¢emu svaka kopija alela ubrzava pojavu bolesti za 10 godina (41,45).
Nakon APOE, pronadeni su i drugi geneti¢ki rizi¢ni faktori za razvoj AB koji nisu bili tako
snazni kao APOE, ali su doprinijeli otkrivanju molekularnih puteva koji sudjeluju u nastanku
AB. Naime, pronadeni rizi¢ni ¢imbenici sudjeluju u nekoliko bioloskih puteva — metabolizmu
kolesterola 1 lipida, upali i imunoloskom sustavu te endosomalnom transportnom putu. U
metabolizam kolesterola, osim APOE (Sto ¢e detaljno biti objaSnjeno u poglavlju 2.4.1)
ukljucen je i rizi¢ni ¢cimbenik gen ABCA7 ¢iji gubitak funkcije povecava rizik od nastanka AB
za tri puta (46).

Danas je poznata vaznost aktivacije mikroglija kao odgovora na nakupljanje plakova.
Mutacije u genima za proteine mikroglija koji izravno ili neizravno odgovaraju na nakupljanje
peptida AP rizi¢ni su faktori za nastanak AB. Pronadene su mutacije u tri gena — CR1 (od
engl. Complement Receptor 1) (47), CD33 (48) i TREM2 (49,50). Smatra se da gubitak
funkcije ovih proteina dovodi do nakupljanja peptida A (47-50).

Geni rizi¢ni ¢imbenici koji su ukljuéeni u endosomalni put su SORL1 (51), BIN1 (52) i
PICALM (52,53). Mutacije u genu za protein sorLA (detaljnije ¢e biti opisan u poglavlju
2.3.2.) ukljucene su i u FAD (38), kao i u kompleksni oblik AB (54). Uloga proteina sorLA je
izravno vezanje na APP i prijenos retrogradnim putem (55). Protein PICALM je ukljucen u



procesiranje APP-a u endosomima (56) kao i u prijenos AP preko krvno-mozdane barijere
(53).

Uz geneticke ¢imbenike, na razvoj kompleksnog oblika AB utje¢u i okoliSni ¢imbenici.
Najsnazniji okoli$ni ¢imbenik razvoja AB je starenje (7). Smatra se da otprilike 5% osoba ima
AB sa 65 godina zivota §to se poveéava do 50% s 80 godina (57). Osim starenja, rizi¢ni
faktori za nastanak AB su kardiovaskularne bolesti, hipertenzija, ozljeda glave, dijabetes tipa
I1, pretilost, slabije obrazovanje i puSenje. Suprotno, protektivni ¢imbenici u nastanku AB su

mentalna aktivnost, prehrana, fizicka aktivnost i kognitivna aktivnost (2,7).



1.2. Protein prekursor amiloida f — sredi$nja molekula u Alzheimerovoj bolesti

Peptid AR, €iji se povecano stvaranje i/ili nakupljanje smatra klju¢nim dogadajem u nastanku
AB, nastaje amiloidogenim putem proteolitickog cijepanja APP-a (58). Stoga su istrazivanja
mehanizama koji reguliraju biologiju, smjestaj 1 procesiranje APP-a godinama u srediStu
istrazivanja AB.

APP je transmembranski glikoprotein gradom slican receptorima. Sastoji se od velike
izvanstani¢ne domene i kratkog citoplazmatskog repa dugog 47 aminokiselina. Gen APP u
ljudi je smjeSten na kromosomu 21 (21q21.3), veli¢ine je 240 kb te sadrzi 18 egzona (59).
Tijekom prepisivanja gena alternativnim izrezivanjem mogu nastati razli¢ite izoforme APP-a
(60). Najzastupljenije izoforme su APP695, APP751 i APP770. U neuronima je prvenstveno
eksprimirana izoforma APP695 (58,61), a izoforme APP751 i APP770 eksprimirane su
ubikvitarno, u perifernim tkivima i fibroblastima (62). U mozgu je APP eksprimiran u
ekscitatornim neuronima 1 GABAergi¢nim interneuronima, a najznacajnija je ekspresija u kori
velikog mozga i hipokampusu (63). Osim u ljudima, APP je eksprimiran u sisavcima kao i u

vinskoj musici roda Drosophila (64), oblic¢u C. elegans (65) i zabama roda Xenopus (66).

1.2.1. Proteoliti¢ka razgradnja 1 funkcija APP-a

U neuronima se sintetizira velika koli¢ina proteina APP, koji se veoma brzo procesira (67).
APP se moze procesirati dvama razli¢itima putevima, kanonskim i nedavno otkrivenim
nekanonskim putem. Kanonsko procesiranje APP-a dijeli se na amiloidogeni put kojim
nastaje peptid AP i neamiloidogeni put koji sprjecava nastanak peptida AP.

Neamiloidogeno procesiranje APP-a zapocinje cijepanjem APP-a a-sekretazom unutar
sekvence AP te se oslobada topljivi odsjecak sAPPa (68). Aktivnost a-sekretaze u neuronima
obavljaju ve¢inom enzimi obitelji ADAM (engl. A Disintegrin And Mealloprotease) (69,70),
ve¢inom ADAMI10, a ukljucen je i enzim ADAM17. Preostali transmembranski C-terminalni
odsjeak (CTF), CTFa ili C83, cijepa se y-Sekretazom, multienzimskim proteinskim
kompleksom koji se sastoji od proteina presenilina 1 ili 2 (PSEN1, PSEN2), nikastrina te
APH-1 (od engl. anterior pharynx defective-1) i PEN-2 (od engl. presenilin enhancer 2) (71—
74). Enzim y-sekretaza ima sposobnost cijepanja CTFa/C83 na tri mjesta, od C- prema N-
terminalnom kraju, prvo cijepa na g-mjestu (oslobadaju¢i AICD, od engl. APP intracellular

domain), zatim (-mjestu i na kraju na y-mjestu. Ovim cijepanjem, nazvanim regulirana



unutarmembranska proteoliza (od engl. regulated intramembrane proteolysis, RIP) (75)
oslobadaju se topljivi odsjecak p3 i AICD.

Amiloidogeni put cijepanja zapocinje B-sekretazom (engl. p-site APP cleaving enzyme 1 —
BACEL) (76-79). BACE1 cijepa cjeloviti APP na N-terminalnom kraju sekvence AP i
otpustaju se topljivi odsjecci SAPPB te membranski C-terminalni odsje¢ak CTFp ili C99.
Enzim y-sekretaza cijepa CTFB/C99 u transmembranskoj domeni nakon ¢ega se oslobada AB
(Slika 2). Prvo cijepa na e-mjestu pri ¢emu nastaje odsjecak AICD, a preostali dio moze

cijepati na nekoliko mjesta Sto rezultira nastankom peptida A razlicite veliCine, od 37 do 43

-----

Upravo je taj korak agregacije AP42 u oligomere ve¢ unutar stanice prvi korak u nastanku
amiloidnih plakova i time razvitka AB. Porast omjera AB42:AB40 smatra se kljuénim u
nastanku AB, a ovisi 0 specifi¢nosti cijepanja y-sekretaze (81).

[p-sekretaza
(BACE1)

u-sekretaza

SAPPP C99/CTFpB sAPPa. C83/CTFa.
/ v-sekretaza l 7-sekretaza
- AICD i AICD
Amiloidogeniput Neamiloidogeni put

Slika 2. Amiloidogeni i neamiloidogeni put cijepanja proteina prekursora amiloida § (APP). APP
se mozZe cijepati a-sekretazom u neamiloidogenom putu ili B-sekretazom u amiloidogenom putu.
Rezultat su topljivi odjecci sAPPa ili SAPPPB te C-terminalni odsjecci CTFo/C83 ili CTFR/C99.
CTFa/C83 1 CTFB/C99 su supstrati y-sekretaze Cijim cijepanjem nastaje AICD (engl. APP
Intracelluar domain) te neamiloidogeni peptid p3 ili amiloidogeni peptid amiloid-f (Ap). Preuzeto s
(82).



Osim kanonskih puteva cijepanja APP-a, nedavno su otkrivena tri rijetka nekanonska puta
cijepanja. Sva tri puta zapo€inju cijepanjem N-terminalno od mjesta cijepanja [-sekretaze.
Enzim MTS5 ili MM24 cijepa APP na n-veznom mjestu nakon ¢ega cijepaju a- ili B-sekretaze i
nastaju peptidi dugi 108 ili 92 aminokiseline koji se nazivaju peptidi An-a ili An-f. MTPS je
cink-ovisna metaloproteaza, slicna enzimu ADAMI10, veéinom smjeStena u stani¢noj
membrani i eksprimirana u mozgu (83). Takoder, postoji i d-Cijepanje enzimom asparagin
endopeptidazom (AEP), pH-ovisnom cisteinskom proteazom koja je aktivna u lizosomima
(84). Treci nekanonski put je cijepanje enzimom Meprinf na stani¢noj membrani. Meprinf} je
cink-ovisna metaloproteaza kao ADAM10 i MTP5 koja cijepa APP (85).

lako je protein APP do danas jedan od istraZivanijih proteina, njegova prava funkcija jo$
uvijek nije poznata. APP ima gradu receptora, no nije pronaden njegov ligand. Kroz povijest
in vivo i in vitro istrazivanja APP-a pridavale su mu se razli¢ite funkcije. Delecija gena za
APP u misevima i1 nedostatak peptida AP ne uzrokuje snazni fenotip u odraslim misevima, $to
otezava istrazivanje uloge APP-a u mi§jim modelima. Na primjer, APP knockout misevi imaju
samo diskretne promjene u anatomiji, elektrofiziologiji i ponasanju, koje mogu biti
ispravljene ve¢ dodavanjem odsjeCaka sAPP (86—-89). Danas se uloge proteina iz obitelji APP
— APP, APLP1 (engl. APP-like protein 1) i APLP2, te njihovih odsjecaka, mogu se podijeliti
na transkripcijske faktore i sinapticke funkcije, ukljucujuéi migraciju neurona, rast neurita,
navodenje aksona 1 sinaptogenezu. Osim uloga tijekom razvoja plasti¢nosti, APP 1 produkti
njegove razgradnje imaju ulogu u paméenju i neuroprotekciji tijekom sazrijevanja i starenja
mozga.

Misevi koji su trostruki knockout za APP, APLP1 i APLP2 nisu vijabilni te imaju abnormalnu
migraciju kortikalnih neurona (90). Misevi koji su dvostruki knockout (dKO) za APP i APLP2
imaju pomijeSane presinapticke i postsinapti¢ke biljege na neuromuskularnim spojevima (91).
U 80 % ovih miSeva smrt nastupa u ranoj postnatalnoj fazi (unutar prvog tjedna zivota) (92),
slicno kao kod miseva dKO za APLP1 i APLP2. Za razliku od toga, miSevi dKO za APP i
APLP1 su vijabilni. Istrazivanja na miSevima KO za jedan ili viSe proteina iz obitelj APP
ukazuju da se njihove uloge medusobno preklapaju te jedan protein moze nadoknaditi
nedostatak drugog proteina. Takoder, transgeni¢ni miSevi koji imaju nadeksprimiran protein
APP imaju povecane neurone (93).

Osim u razvoju 1 neurogenezi, obitelj proteina APP ima vaznu ulogu i u odraslom
hipokampusu i diferencijalno su eksprimirani u razli¢itim regijama hipokampusa (94) gdje
reguliraju sinapticku plasticnost i pamcenje (95,96). U odraslih Zivotinja, intracerebralne

injekcije N-terminalnih odsjeCaka APP-a mogu poboljsati kognitivne funkcije i gustocu
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sinapsi (97). Za veliku aktivnost topljivih odsje¢aka APP-a odgovorne su dvije heparin-vezne
domene. Jedna heparin-vezna domena takoder je mjesto vezanje F-spondina, jedinog
potencijalnog liganda APP-a (98). Identifikacija liganda APP-a je vazna jer je grada APP-a
slicna gradi razvojne signalne molekule Notch.

Vecina in vitro istrazivanja potvrdila je da APP ima ulogu u stani¢noj homeostazi i rastu. U
prolazno transfeciranim stanicama razli¢itih stani¢nih linija, APP regulira stani¢ni rast,
pokretljivost, rast neurita i prezivljenje stanice, Sto sve moze biti uloga oslobodenih topljivih
odsjecaka (99). Izluceni odsjecak sAPPB moze biti ligand za DR6 (engl. Death Receptor 6).
Mogucée je da smanjenje faktora rasta potice cijepanje APP-a pomocu BACE]L, oslobadajuéi
sAPPB koji se veze na DR6 i aktivira kaspazu 6 i kaspazu 3 S§to uzrokuje apoptotsku
degradaciju aksona i some neurona. Ovaj mehanizam moze biti normalan dio aksonalnog
skracivanja (od engl. axonal pruning) ili primarni ¢imbenik degeneracije neurona (100).

Ovo istrazivanje ukazalo je na moguénost da odsje¢ak sAPPB ima potpuno drugacija svojstva
od odsjecka sAPPa (iako je razlika u duljini samo 16 aminokiselina na C-terminalnoj kraju).
Naime, zna se da sAPPa ima vazne uloge u ucenju i pamcenju. Razliita istrazivanja na
animalnim modelima pokazala su ulogu sAPPa u poboljsanju pamcenja (97,101,102), LTP-u
(od engl. long-term potentiation) (103,104), povecanju gusto¢i sinapsa (105,106), prostornom
(107,108) i socijalnom ucenju (109) te oporavku nakon ishemije (110). Takoder, sAPPa
inhibira amiloidogeni put, smanjuje nakupljanje plakova (111) i fosforilaciju proteina tau
(112).

Unutarstani¢ni C-terminalni odsjecak APP-a (CTF) takoder ima dvije vazne uloge — jedna je u
regulaciji transkripcije gena ukljucenih u metabolizam kolesterola (113-115) (detaljnije
objasnjeno u poglavlju 1.4.3.), a druga je u regulaciji vlastitoga unutarstanicnog smjestaja
preko aminokiselinske domene YENPTY. Domena YENPTY regulira Kklatrin-ovisnu
internalizaciju vezanjem na druge proteine. Ta domena je 100% oc¢uvana u svih zivotinja i u
ljudi. Mutacija u ovoj domeni mijenja endocitozu APP-a (116) i smanjuje nastanak Ap (89).
Iako se dugo smatralo da je sam nastanak peptida AP patoloski proces, danas se zna da je AP
normalni produkt stanice (117,118), ali je za fizioloske koncentracije AP nuZan pravilan
omjer cijepanja APP-a a- i B-sekretazom. U malim koncentracijama peptid Ap ima vaznu

ulogu u fiziologiji sinapsi, njihovoj regulaciji (119) i oslobadanju sinaptickih vezikula (120).



1.2.2. Stani¢na biologija APP-a

APP je transmembranski protein tipa I koji ima veliki izvanstani¢ni, odnosno luminalni dio 1
kratki citoplazmatski rep. Sintetizira se u endoplazmatskom retikulumu (ER), vezan je na
membranu ER-a pri ¢emu se velika N-terminalna domena nalazi u lumenu ER-a, a kratki C-
terminalni rep u citosolu. Nakon odvajanja signalnog peptida kotranslacijski se translocira
preko membrane ER-a do Golgijevog aparata (GA). U Golgijevom aparatu nalazi se najveci
udio APP-a u stanici, a u tom organelu se odvija posttranslacijska modifikacija APP-a,
ukljucuju¢i O- i N-glikozilaciju, fosforilaciju i sijalinaciju (121,122). U neuronima APP
nakon GA putuje aksonom brzim aksonalnim transportom do sinaptickih zavrsetaka (123).
Neglikozilirani APP naziva se nezrelim (od engl. immature), a potpuno posttranslacijski
modificirani APP zrelim (od engl. mature). APP iz GA odlazi sekretornim putem do stani¢ne
membrane. U stani¢noj membrani APP se ili procesira ili ulazi u stanicu Kklatrin-ovisnom
endocitozom. Nakon endocitoze, APP odlazi u rane endosome gdje se usmjerava u jedan od
tri moguca puta — recikliraju¢im putem u stani¢énu membranu, retrogradnim putem do trans-
Golgijevog aparata (TGN) preko retromernog kompleksa (124) ili degradiraju¢im putem
preko kasnih endosoma do lizosoma (125). S obzirom da su enzimi koji cijepaju APP u
kanonskim i nekanonskim putevima aktivni u razli¢itim unutarstanicnim odjeljcima,
unutarstanicni smjestaj APP-a kljuCan je korak u usmjeravanju u jedan od proteolitickih
puteva.

Enzim o-sekretaza dominantno cijepa APP u sekrecijskim vezikulama i1 na stanicnoj
membrani (68,126-130). Cijepanjem APP-a a-sekretazom nastaju velika izvanstani¢na
domena (sAPPa) 1 membranski C-terminalni odsje¢ak (CTFa ili C83). Na stani¢noj membrani
dalje CTFa/C83 cijepa y-sekretaza pri ¢emu nastaje neamiloidogeni peptid p3. Kao i a-
sekretaza, metaloproteaze koje sudjeluju u nekanonskim putevima procesiranja APP-a, enzimi
MTS5 i meprin B imaju najveci aktivnost u stani¢énoj membrani (85), a d-Cijepanje odvija se u
lizosomima (84).

Za razliku od a-sekretaze, B-sekretaza vecinom je smjeStena u endosomima i ima najvecu
aktivnost u blago kiselim odjeljcima, tj. endosomima (78). BACE1 moze cijepati APP u
endosomima nakon endocitoze (131,132). Cijepanjem [-sekretazom u ranim endosomima
nastaje veliki topljivi N-terminalni odsje¢ak SAPP i transmembranski C-terminalni odsjecak
CTFB/C99. Nastali CTFB/C99 cijepaju se y-sekretazom ve¢ u endosomima ili se prvo
recikliraju do stanicne membrane i tamo cijepaju (133-135). Cijepanjem CTFB/C99 y-

sekretazom na stani¢noj membrani rezultira peptidima AP koji se izluCuju u izvanstani¢ni
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prostor, a cijepanjem u endosomima nastaju peptidi Af u lumenu endosoma (136,137) koji se
mogu razgraditi u lizosomima ili takoder izlu¢iti u izvanstani¢ni prostor (138). Unutarstani¢ni
smjeStaj y-sekretaze ovisi o sastavu podjedinica. Ako y-sekretaza sadrzi presenilin 1,
kompleks y-sekretaze smjesten je unutar sekretornog i endocitoznog puta te se ve¢inom nalazi
na stani¢noj membrani. Za razliku od toga, kompleks koji se sastoji od presenilina 2 smjeSten
je veé¢inom u kasnim endosomima i lizosomima (126,139).

Razlika u smjestaju kompleksa y-sekretaze ovisno o gradevnim podjedinicama zanimljiva je
jer se smatra se da su upravo unutarstani¢ni peptidi AP najtoksicniji i uzrokuju osSteéenja
kljuéna u razvitku AB (81). Klju¢no mjesto u kojem se odvija te zapocinje amiloidogeno
cijepanje enzimom [-sekretazom su endosomi. U piramidalnim neuronima pacijenata
oboljelih od AB pronadeni su povec¢ani rani endosomi koji sadrZe vise lizosomalnih proteaza
(140). Promjene u endosomalno-lizosomalnom putu prisutne su nekoliko desetlje¢a prije
pojave prvih klinickih simptoma, a koreliraju s nakupljanjem AB40 i AP42 (141), ali i
CTFpB/C99 (142). Nakupljanje povecanih vezikula endosomalno-lizosomalno puta predstavlja
najranije intraneuronalno obiljezje sporadi¢nog oblika AB (143) koje moze biti posljedica, ali

i uzrok povecanog amiloidogenog cijepanja APP-a (142).
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1.3. Retromer u Alzheimerovoj bolesti

1.3.1. Uloga retromera

Iako se dugo vremena promatralo nakupljanje peptida AP kao klju¢ne molekule u nastanku
AB, danas se zna da mehanizmi nastanka AB uklju¢uju rane promjene u endosomalno-
lizosomalnom putu, poput povecanih endosoma i lizosoma (141). Jedan od kljuénih
proteinskih kompleksa unutar endosomalno-lizosomalnog puta je retromerni kompleks (ili
skraceno retromer) (144).

Retromer sudjeluje u dva od tri transportna puta iz endosoma — retrogradnom i recikliraju¢em
transportom putu, odrzavajuc¢i time kontinuirano recikliranje endosomalno-lizosomalnih
proteina/enzima i recikliranje receptora/supstrata. U retrogradnom transportnom putu,
retromer prenosi proteine iz endosoma u trans-Golgijev aparat (145,146). Ovaj put je posebno
vazan za prijenos hidrolaza i proteaza ukljucenih u lizosomalnu degradaciju. U recikliraju¢em
transportnom putu retromer prenosi molekule iz endosoma na stani¢nu membranu (147-150).
Recikliraju¢i transportni put vazan je za neurone jer sluzi za prijenos glutamatnih i ostalih
receptora tijekom sinapti¢kog remodeliranja i plasti¢nosti (151-153).

Retromer je graden od cetiri proteinske podjedinice koje se sastoje od vise proteina. Gradevne
podjedinice retromera su — podjedinica za prepoznavanje molekula (od engl. cargo
recognition core, CRC), podjedinica za “pristajanje na membranu (od engl. ,,membrane
recruiting ), podjedinica za tubulaciju (od engl. tubulation module) i kompleks WASH.
Podjedinica za prepoznavanje molekula je trimerni kompleks koji se sastoji od proteina
Vps26 (od engl. Vacuolar protein sorting-associated protein 26), Vps29 (od engl. Vacuolar
protein sorting-associated protein 29) i Vps35 (od engl. Vacuolar protein sorting-associated
protein 35) (145,146). Sredi$nja molekula podjedinice CRC, ali i cijelog retromera je Vps35
na koji se vezu Vps26 i Vps29. CRC izabire i veze transmembranske proteine u endosomalnoj
membrani i prenosi ih do ciljne membrane. Proteini iz CRC su visokoo¢uvani medu vrstama
(154).

Podjedinica za tubulaciju sluzi za stvaranje i stabilizaciju tubula koji izlaze iz endosoma i
usmjeravaju transport molekula prema ciljnom odredistu. Proteini podjedinice za tubulaciju
pripadaju obitelji proteina sortiraju¢ih neksina (od engl. sorting nexins, SNX) koji imaju
domenu BAR. Clanovi obitelji SNX koji ¢ine ovu podjedinicu su SNX1, SNX2, SNXS5 i
SNX6 (155,156). Pojedinica se sastoji od dimera u razli¢itim kombinacijama, a najces$ca

kombinacija je SNX1 i SNX5 ili SNX6 ili SNX2 s SNX5 ili SNX6 (157). Razlicite
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kombinacije SNX omogucavaju veci broj molekula koje retromer moZze prepoznati i prenositi
(158,159).

Podjedinica za “pristajanje” pomaze vezanju CRC na endosomalnu membranu i1 za
stabiliziranje podjedinice CRC nakon ,pristajanja® na membranu. Ovu podjedinicu cine
proteini SNX3, RAB7 (engl. RAS-related protein 7A) i TBC1D5 (engl. TBC1 domain family
member 5), dio TRE2-BUB2-CDC16 (TBC) obitelji RAB7 GTPaza-aktiviraju¢ih proteina
(155,160). Osim ovih proteina, pristajanju na membranu doprinosi i fosfatidilinozitol-3-fosfat
s endosomalne membrane (161).

Kompleks WASH sluzi za remodeliranje aktina (,,actin-remodelling” module). Sastoji se od
proteina WASH1 (engl. WAS protein family homologue 1), FAM21, strumpellin, CDDC53
(engl. coiled-coil domain-containig protein 53), KIAA1022, ili WASH complex subunit 7.
Uloga podjedinice WASH je brza polimerizacija aktina povezanih s endosomalnom
membranom. Podjedinica WASH veZe se na endosomalnu membranu preko proteina Vps35
(162-164) (Slika 3).

Molekule koje retromer prenosi vezu se na Vps35 putem receptora koji se izravno veze na
retromer (165). Na receptor se vezu ligandi receptora te se prenose zajedno s receptorom
(144). Svi retromerni receptori sadrze intraluminalnu domenu, transmembransku domenu i
domenu citosolnog repa. Do sada je otkriveno nekoliko retromernih receptora koji su dio
obitelji receptora koji sadrZzavaju domenu Vps10. Receptori ukljuéuju sortilin, sorLA (51,55),
SORCS1, SORCS2, SORCSS3, kation-neovisni manoza-6-fosfatni receptor (CI-M6PR)
(145,146), glutamatni receptor (151) i fagocitni receptor TREM2 (50). Najvazniji ligand
kojeg prenosi retromer je APP, koji se na endosomalnoj membrani veze na receptor sorLA
(54,55) (Slika 3.).

Prijenos proteina APP retrogradnim putem ovisan je o receptoru sorLA (166) i retromernom
kompleksu (124). Istrazivanja su pokazala da se APP izravno veZe i za retromer i za receptor
sorLA. Takoder, retromer i sorLA potpuno kolokaliziraju s Vps35 in vivo §to potvrduje da

retromer prenosi oba proteina (124,165).
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Slika 3. Uloga retromera u sortiranju proteina iz endosoma. U reciklirajuéem putu retromer
prenosi molekule ligande iz endosoma do Golgijevog aparata (poput receptora kation-neovisnog
manoza-6-fosfatnog receptora ili sortilina). Za vezanje retromera na molekule ligande potrebno je
»pristajanje* na membranu posredovano proteinima Rab7 i SNX3. Heterodimeri proteina sortirajucih
neksina (SNX) u kombinaciji SNX1 ili SNX2 s SNX5 ili SNX6 posreduju stvaranje tubula i povezuju
retromer s mikrotobulima. Podjedinica za prepoznavanje molekula liganda (Vps35-Vps26-Vps29)
vezu kompleks WASH koji posreduje u grananju aktina na povrSini endosoma. Pojedinica za
prepoznavanje molekula liganda zajedno s SNX27 i kompleksom WASH zajedno prenose f-

adrenergi¢ni receptor, ali i reguliraju receptor paratiroidnog hormona (PTHR). Preuzeto iz (167).
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1.3.2. Disfunkcija retromera u Alzheimerovoj bolesti

Disfunkcija retromera povezana je s najces¢im neurodegenerativnim bolestima, AB, PB, kao i
drugima (168). U AB disfunkcija retromera doprinosi klju¢nim patoloskim obiljezjima
bolesti. U PB studije su otkrile geneti¢ku povezanost disfunkcije retromera s nastankom
bolesti (169).

Disfunkcija retromera prvo je primijecena u AB prilikom izrade molekularnog profila regija
razli¢ito zahvacenih u AB — entorinalnog korteksa, regije najranije zahva¢ene u AB (165) i
dentatnog girusa koji je relativno nezahvacena regija (170). Od svih analiziranih molekula,
koje su neovisne o starosti, u istrazivanju je primije¢eno da entorinalni korteks pacijenata
oboljelih od AB ima smanjene razine proteina Vps26 i Vps35 (165).

Rezultati drugih genetickih studija otkrile su varijante u genima za pojedine proteine svih
podjedinica retromera koji imaju povecan rizik za nastankom AB. Te varijante nalaze se u
genima za SNX1 (iz podjedinice za tubulaciju), SNX3 i RAB7A (iz podjedinice za pristajanje
na membranu) i KIAA1033 (iz podjedinice za remodulaciju aktina) (171). Takoder, u
entorinalnom korteksu i dentatnom girusu razlicita je razina fosfadtidilinozitol-3-fosfata koji
pomaze u pristajanju retromera na membranu endosoma (161). Ukupno, sve podjedinice
retromera uklju¢ene suu AB (171).

U geneti¢kim studijama (51,172) kao i u velikim asocijacijskim studijama (od engl. Genome-
wide association studies, GWAS) (47) pronadeno je da neke varijante u genu SORL1
povecavaju rizik za nastanak kompleksnog oblika AB. Osim mutacija varijanti gena SORL1
uklju¢enih u kompleksni oblik AB, otkrivene su i mutacije u genu SORL1 koje uzrokuju
nasljedni oblik AB (38). Takoder, pronadene su varijante gena i za druge retromerne receptore
iz obitelji receptora s domenama Vps10 koji povecavaju rizik za nastanak AB (173).
Protektivna uloga retromera, kao i mehanizmi kojima je retromer ukljucen u patogenenzu AB
prouCavani su u miSevima, vinskim muSicama 1 staniénom kulturama. U miSevima je
pokazano da mutacija samo jednog alela VVps35 ubrzava patologiju AB (174). Nedostatak
retromera per se wuzrokuje povecano stvaranje AP, disfunkciju hipokampusa 1
neurodegeneraciju u geneti¢ki promijenjenim misevima (166).

Za sada su pronadena tri mehanizma disfunkcije povezanosti retromera s patologijom AB i
drugih neuroloSkih bolesti (168). Prvi mehanizam je da disfunkcija retromera uzrokuje
zastajanje molekula u endosomima koje se u normalnim uvjetima brzo prenose iz endosoma.
Sto se dulje APP zadrzava u endosomima, veéa je $ansa da je procesiran amiloidogenim

putem pomocu enzima BACEL. Naime, u primarnim neuronima hipokampusa u kojima je
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utiSan Vps35 primijeceno je nakupljanje APP i BACE1 u povecanim endosomima some, ali i
procesa neurona (175).

Osim $§to retromer prenosi APP, 1 enzim BACEI prenosi se pomocu retromera putem
receptora sortilina (176) izmedu endosoma i Golgijevog aparata i pri tome se cijepa APP.
Kada je retromer nefunkcionalan, i APP i BACE1 se povecano nakupljaju u endosomima, te
ostaju dulje vremena u endosomu nego u normalnim uvjetima. Posljedica ovog
nefunkcionalnog transporta retromerom je povecano cijepanje APP-a enzimom BACEL.
Odsjecci nastali cijepanjem enzimom BACE] recikliraju se na stani¢cnu membranu, gdje v-
sekretaza prepoznaje odsjecak i cijepa ga, $to dovodi do povecanog nastanka AP. Takoder,
istrazivanja su pokazala da smanjenje Vps35 korelira s povec¢anim nastankom A (151).
Drugi mehanizam je da disfunkcija retromera dovodi do smanjenja receptora na stanicnoj
membrani, poput fagocitnih receptora u mikroglijama. Mikroglije pacijenata oboljelih od AB
imaju smanjenu razinu Vps35 (50). Nedavno otkrivene mutacije u fagocitnom receptoru
TREM2 dovode do smanjene razine receptora na stani¢noj membrani (49,50). TREM2 na
stanicnoj membrani receptora potie razgradnju izvanstani¢nih proteinskih agregata,
ukljucujuéi amiloidne plakove te se odnedavno intenzivno istrazuje uloga TREM2 u AB
a77).

Tre¢i mehanizam disfunkcije retromera povezan je s retrogradnim prijenosom receptora, kao
Sto su CI-M6PR (145,146) ili sortilin (178). Naime, nakon $to su ti receptori transportirani iz
TGN u endosome, proteaze se odvajaju od receptora 1 oslobadaju se u endosome te migriraju
u lizosome. Funkcija tih proteaza je u degradaciji proteina, oligomera proteina i/ili agregata,
unutar endosomalno-lizosomalnog puta. Uloga retromera je u prijenosu receptora iz
endosoma natrag u TGN preko retrogradnog puta kako bi se receptori obnovili za daljnji
prijenos proteaza (145,146).

Osim vazne uloge retromera u stani¢noj biologiji proteina APP i njegovih produkata,
disfunkcija retromera moze se povezati i s patologijom proteina tau. Naime, iako je tau
citosolni protein te klju¢na sastavna komponenta mikrotubula, moze se izlu€iti u izvanstani¢ni
prostor. Nakon toga endocitozom ulazi u neurone (179,180). Smatra se da patoloSko
procesiranje proteina tau zapocinje upravo u endosomima (180). Mehanizmi kojima
disfunkcija retromera moze sudjelovati u patologiji proteina tau ukljucuju smanjeni prijenos
fagocitnih receptora u mikroglijama koje mogu razgradivati izvanstani¢ni protein tau te
poremecéeni prijenos proteaza endosomalno-lizosomalnog puta, pogotovo katepsina D.

Smanjenje aktivnosti proteaze katepsina D uzrokuje toksi¢nost proteina tau (181).
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Retromerni protein Vps26 izravno se veze na retromerni receptor sorLA (182) putem kojeg
prenosi APP (55) u organele koji sprjeavaju prijenos APP-a iz TGN do staniéne membrane
(183,184). Razine proteina sorLA smanjene su u neuronima pacijenata oboljelih od AB (185).
Smanjenje razine proteina sorLA u transgeni¢nim zivotinjma dovodi do nakupljanja AB (55).

Medutim, postoji jo§ nekoliko mehanizama kojima sorLA moZze biti klju¢an u razvoju AB.
Naime, osim $to sorLA veZe cjeloviti protein APP na N-terminalnom kraju (55), veze i APP
na C-terminalnom kraju, stoga moze vezati CTFB/C99 i peptid AP (186). Vezanjem na peptid
AP, receptor sorLA ga usmjerava u lizosome za razgradnju (187). Stoga, ako je na bilo koji

nac¢in funkcija proteina sorLA smanjena, smanjuje se razgradnja i povecava razina

.....

.....

peptida AP upravo unutarstani¢ni peptidi, manji oligomeri (188). Stoga je funkcija sorLA
klju¢na jer sudjeluje upravo u prvom koraku nastanka patoloskih promjena koje uzrokuje AP.
Osim toga, sorLA je ukljucen i u transport unutarstani¢nog kolesterola, odnosno cCestica
ApoE, ¢ime je sorLA izravno ukljuen i u metabolizam kolesterola, vaznog ¢imbenika u
nastanku kompleksnog oblika AB (189). Vjerojatno postoje razli¢ite verzije i jaCina vezanja
receptora sorLA za razlicite izoforme proteina ApoE o kojima ovisi nacin i ucinkovitost
prijenosa kolesterola unutar stanice (190).

Novija istrazivanja otkrila su da se sorLA moZe regulirati unutarmembranskom proteolizom.
Redukcija aktivnosti y-sekretaze moze sprijeciti proteolizu proteina sorLA (191,192). Smatra
se da odsjecci nastali proteolizom proteina SorLA imaju ulogu u transkripciji gena, medutim
funkcija nije do kraja istrazena (191).

Proteini klju¢ni za stabilnost i funkciju retromernog kompleksa su Vps26, Vps29 i Vps35.
Stoga su Mecozzi i sur. (193) sintetizirali male molekule ,,chaperone® koji se vezu na spoju
proteina Vps29 1 Vps35 1 time stabiliziraju retromerni kompleks. KoriStenje te molekule
povecalo je neamiloidogeno procesiranje, a istovremeno smanjilo amiloidogeno procesiranje
APP-a (193). S obzirom da pravilno funkcioniranje retromera djeluje protektivno u vidu
smanjenja AP, poremecaj funkcije retromera mogao bi biti vazan Cimbenik u zacetku AB

(124,165,175).
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1.4. Kolesterol i Alzheimerova bolest

Mozak je organ s najviSe kolesterola te sadrzi oko 20-25% ukupnog kolesterola u tijelu (194—
197). U sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) kolesterol se ve¢inom nalazi u mijelinskim
ovojnicama te stanicnim membranama astrocita i neurona (197,198). Nedostatak kolesterola
dovodi do degeneracije sinapse, neuspjesne neurotransmisije 1 smanjenja plasti¢nosti sinapse.
Poremecaj razine kolesterola u membranama neurona 1i/ili poremeéaj unutarstani¢ne

raspodjele kolesterola utjee na razgradnju APP i stvaranje AP (197).

1.4.1. Unutarstani¢ni metabolizam kolesterola

Unutarstani¢ni kolesterol u stanicama potjece od sinteze ili unosa kolesterola lipoproteinima
niske gustoée (LDL, engl. low-density lipoprotein). Cestice LDL se vezu na receptor LDL
(LDLR) ili LDLR-srodan protein (LRP1) te ulaze u stanicu endocitozom. U lizosomima se
cestice LDL razgraduju, a oslobodeni kolesterol prenosi proteinima NPC1 1 NPC2 u stani¢nu
membranu ili ER (199). ER je glavno mjesto regulacije sinteze i esterifikacije kolesterola
(200).

Homeostaza unutarstani¢noga kolesterola regulirana je transkripcijskim faktorima Kkoji se
nazivaju proteinima koji vezu regulacijski element sterola (od engl. sterol regulatory element-
binding proteins, SREBP) (200). Kada je dovoljno kolesterola u stanici proteini SREBP
nalaze se u ER-u, povezani s proteinom SCAP (od engl. SREBP-cleavage-activating protein)
koji je senzor razine kolesterola (201).

Kada nema dovoljno kolesterola u stanici, proteini SREBP odlaze iz ER-a u GA gdje ih cijepa
proteaza S1P (od engl. site 1 protease) te dalje mogu biti procesirani pomocu proteaze S2P
(od engl. site 2 protease). Mehanizam regulacije temelji se na prijenosu transkripcijskog
faktora SREBP nastalog u GA do jezgre gdje aktivira gene ukljucene u sintezu endogenog
kolesterola i ulazak egzogenog kolesterola putem endocitoze ¢estica LDL (199).

Visak kolesterola smanjuje transkripcijsku aktivnost SREBP (199). Proteini SREBP reguliraju
transkripciju enzima hidroksimetil glutaril-koenzim A reduktaze (HMGCR), koji katalizira
limitiraju¢i korak u sintezi kolesterola, ali i HMG-CoA sintaze (HMGCS), receptora
lipoproteina niske gusto¢e (LDLR) i samog SREBP te mnogih drugih enzima ukljuc¢enih u
biosintezu kolesterola i masnih kiselina (201). Visak kolesterola esterificira acil:kolesterol
aciltransferaza (ACAT) (202).
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Kolesterol slabo prelazi krvno-mozdanu barijeru te se sintetizira u srediSnjem Zziv€anom
sustavu (203). U mozgu se kolesterol sintetizira u astrocitima, veze na ApoE i endocitozom
ulazi u neurone preko LDLR. U neuronima viSak kolesterola se prevodi enzimom ACATI u
estere kolesterola ili enzimom 24-hidroksilaza u 24-hidroksi-kolesterol koji se pomocu

enzima ABCA1 moze izluciti u cerebrospinalnu tekuc¢inu (202).

1.4.2. Genetic¢ki i epidemioloski ¢imbenici povezanosti kolesterola i1 Alzheimerove bolesti

Postoje mnogi dokazi o genetickim 1 epidemioloSkim cimbenicima koji povezuju
metabolizam kolesterola i AB. Rizi¢ni geneti¢ki ¢imbenici AB reguliraju klju¢ne korake u
metabolizmu kolesterola (APOE, CH25H, LDLR, SORL1, ABCA1, ABCA7, CLU itd).

Prvi 1 jo$ uvijek najsnazniji genetic¢ki ¢cimbenik koji utje¢e na kompleksni oblik AB je APOE
(41). Kod ljudi postoje tri varijante alela APOE, €2, €3 i €4. Mnoga istrazivanja pokazala su
da prisutnost dvaju alela €4 povecava rizik obolijevanja od AB 15-20 puta, dok je rizik
obolijevanja u ljudi koji imaju prisutan jedan alel €4 tri do Cetiri puta veca nego u populaciji
koja nema alel €4 (43,44). Nasuprot tome, alel €2 gena APOE djeluje protektivno te smanjuje
rizik obolijevanja od AB (42).

ApoE je glavni prijenosnik kolesterola u mozgu, iz astrocita do neurona. Otkriveno je da se
ApOE4 €4 zajedno s AP nakuplja u amiloidnim plakovima (204). Nekoliko je mehanizama
kojima se objasnjava povezanost varijante €4 proteina ApoE i AB. ApoE ima vaznu ulogu u
metabolizmu, agregiranju i uklanjanju peptida AP te je otkriveno da je ApoE4 manje
ucinkovit u razgradnji peptida Ap (205). Takoder, ApoE4 ima slabiji afinitet za peptide Ap od
najéesée varijante ApoE3 §to dovodi do smanjenog uklanjanja peptida AP iz stanica (206).
Osim izravne veze ApoE4 s AP, postoje 1 drugi mehanizmi koji mogu objasniti povezanost
ApoE4 genetickog rizicnog ¢imbenika i AB. Naime, astrociti preferencijalno razgraduju
ApoE4 u odnosu na ApoE3 te nosioci alela APOE €4 imaju manju ukupnu koli¢inu ApoE
(207). Nadalje, ApoE4 je manje efikasan u prijenosu kolesterola, potrebnog za normalnu
funkciju neurona (208).

Osim ApoE, otkriven je i utjecaj drugih gena i proteina ukljuc¢enih u metabolizam kolesterola
u mozgu. U astrocitima, ABCA1 je unutarstani¢ni prijenosnik kolesterola koji prenosi
kolesterol na protein ApoE. MiSevi koji imaju deletiran gen ABCAI imaju povecano
nakupljanje peptida AP u misjem modelu AB (209). Nasuprot tome, poveéanje razine ABCA1
smanjuje stvaranje AB u misjim stanicama neuroblastoma (210). Takoder, peptid Ap inhibira

ekspresiju proteina ABCA1 u astrocitima miSeva. Naime, AP regulira izlu¢ivanje kolesterola
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putem ABCAI te inhibicija stvaranja AP dovodi do povecanih razina unutarstani¢nog
kolesterola u neuronima i smanjenog izlu¢ivanja kolesterola u cerebrospinalnu tekuéinu (211).
Nadalje, u dvije paralelne analize GWAS otkriven je i polimorfizam gena CLU kao geneticki
rizi¢ni ¢imbenik nastanka sporadi¢nog oblika AB (47). Gen CLU kodira protein klusterin,
apolipoprotein J (ApoJ) koji ima ulogu u prijenosu i metabolizmu kolesterola u mozgu. ApoJ
sprjeCava polimerizaciju i agregaciju peptida AP (212) te pospjesuje njegovo uklanjanje
(213,214).

Opc¢enito, istrazivanja kolesterola kao ¢imbenika u nastanku AB dovela su do mnogobrojnih
otkri¢a. Hiperkolesterolemija je jedan od cimbenika u nastanku AB. Naime, razine
lipoproteina niske gusto¢e (LDL), ali ne i lipoproteina visoke gustoce (HDL), proporcionalne
su koli¢ini AB42 u mozgu pacijenata s AB, a razina kolesterola u mozgu pacijenata oboljelih
od AB visa je od one u zdravih kontrola slicne dobi (215,216). Ova otkrica omogucila su
upotrebu lijekova za snizavanje kolesterola, statina, u lijeCenju pacijenata oboljelih od AB.
Medutim, samo neke epidemioloske studije pokazuju pozitivne ucinke statina u lijeCenju AB
(217,218).

1.4.3. Kolesterol modulira razgradnju APP — in vivo i in vitro dokazi

Osim proteina ukljucenih u metabolizam kolesterola koji su geneticki rizicni ¢imbenici za
nastanak AB, mnoga in vivo i in vitro istrazivanja otkrila su vaznost kolesterola u nastanku
AB. Promjene u homeostazi kolesterola utjecu na procesiranje APP-a. Povecana razina
kolesterola uzrokuje pove¢ano nakupljanje peptida AP i odsjeCaka CTF te smanjenje razine
fragmenta sAPPa u mozgu transgeni¢nih miSeva (219). Povecanje i smanjenje razine
kolesterola u stani¢nim modelima takoder utjeCe na stvaranje peptida AP, a tretman stanica
statinima koji uzrokuje smanjenje razine membranskog kolesterola smanjuje proizvodnju
peptida AP (220-223) i stimulira cijepanje APP-a a-sekretazom u neamiloidogenom putu
(224).

Protein APP, B- 1 y-sekretaza mogu biti smjeSteni u membranskim odjeljcima bogatim
kolesterolom i sfingolipidima, tzv. lipidnim splavima (od engl. lipid rafts) (220,225).
Smanjenje razine membranskog kolesterola dovodi do smanjenja aktivnosti y-sekretaze, a
povecanje razine membranskog kolesterola dovodi do povecanja aktivnosti y-sekretaze u
staniénoj membrani (209). Takoder, poviSena razina kolesterola u stani¢noj membrani
uzrokuje priblizavanje APP i BACE] u lipidne splavi na stani¢noj membrani $to rezultira

povecanim nakupljanjem peptida AP u endosomima. Naime, povecana kolokalizacija APP i
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BACEL uzrokuje brzu internalizaciju proteina APP i BACELl (226). Protein APP se sa
staniéne membrane internalizira klatrin-ovisnom endocitozom, a njegova prisutnost u
endosomima ovisi o regulaciji endocitoze proteina APP s povrSine stanice. Kolesterol moZe
utjecati na endocitozu jer povisene koncentracije kolesterola uzrokuju smanjenje fluidnosti
membrane te povecanu endocitozu (227). Nasuprot tome, smanjenje membranskog
kolesterola rezultira smanjenom aktivnosti - i y-sekretaze te smanjenjem nastanka AP (228).
Iako su mnoga istrazivanja ukazivala da poremecen metabolizam kolesterola doprinosi
amiloidogenom procesiranju APP, to¢an mehanizam godinama je bio nepoznat. Barrett i sur.
su nuklearnom magnetskom rezonancijom analizirali strukturu peptida CTFB/C99. Pokazali
su da se slijed G7oXXXGy4 unutar C-terminalnog odsjecka APP (CTFB/C99), nastalog
cijepanjem enzimom BACEI, veZe na kolesterol (114) i regulira homeostazu kolesterola
(113).

Mogué¢i mehanizmi kako kompleks izmedu CTFB/C99 ili APP i kolesterola doprinosi
amiloidogenezi 1 AB su razli€iti. Prvo, povezanost C99/APP s kolesterolom moZe poticati
dolazak APP u membranske domene bogate proteazama amiloidogenog puta, B- 1 y-
sekretazom. Drugo, vezanje kolesterola na CTFB/C99 moze imati ulogu kofaktora koji
omogucuje prepoznavanje supstrata. Trece, mjesto na APP koje cijepa a-sekretaza je odmah
do veznog mjesta za kolesterol. Izravno vezanje kolesterola na APP moZe smanjiti
neamiloidogeno cijepanje preko a-sekretaze. Cetvrto, vezno mijesto za kolesterol se na
CTFB/C99 nalazi unutar domene B-amiloida (aminokiseline 672-711 nalaze se u AB4o). Dakle,
kompleks izmedu kolesterola i AR moze doprinijeti profibrilogenom ucinku kolesterola u
membrani (114).

Osim §to kolesterol moZe utjecati na cijepanje proteina APP i aktivnost enzima koji sudjeluju
u tom procesu, Pierrot i sur. su pokazali da APP i produkti njegovog cijepanja takoder utjecu
na metabolizam kolesterola te su predlozili model povratne sprege izmedu kolesterola 1
nastanka peptida AP. Naime, primijetili su da kod transgeni¢nih miSeva kojima nedostaje
protein APP dolazi do promjena u homeostazi lipida, te da peptid Af moze djelovati kao
inhibitor enzima HGMCR i time smanjiti de novo sintezu kolesterola (113).

Pierrot i suradnici predlozili su to¢an mehanizam djelovanja APP-a na metabolizam
kolesterola u neuronima. Pokazali su da CTFB/C99 kontrolira sintezu kolesterola preko
proteina SREBP koji kolokaliziraju u GA. Takoder, za vezanje CTFB/C99 na SREBP klju¢an
je motiv GXXXG koji je osim za vezanje na kolesterol kljucan i za regulaciju ekspresije
HMGCR. Otkri¢e klju¢nih mjesta na APP na koje se veze kolesterol omogucilo je detaljnije

istrazivanje medudjelovanja kolesterola i APP (113).
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1.5. Bolest Niemann-Pick tipa C kao model istraZivanja Alzheimerove bolesti

Bolest Niemann-Pick tipa C (NPC) i AB su progresivne neurodegenerativne bolesti razlicite
epidemiologije i etiologije (229). Za razliku od kompleksne AB na koju utjee mnogi
geneticki 1 okolisni Cimbenici, bolest NPC je rijetka autosomalna recesivna bolest. Medutim,
zanimljivo je da bolest NPC pokazuje niz slicnosti s AB, npr. poremeceni metabolizam
kolesterola i ApoE4, povecanu razinu CTFB/C99 i peptida AP, tau patologiju, kao i
disfunkciju endosoma-lizosoma i neurodegeneraciju (AB-slican fenotip) (230,231) Sto
ukazuje da bi ove dvije bolesti mogle dijeliti iste molekularne mehanizme nastanka.

Bolest NPC je heterogena neurovisceralna bolest koja se moze dijagnosticirati od infantilne
dobi do odrasle dobi, a trajanje bolesti je dulje Sto je bolest otkrivena u kasnijoj dobi pacijenta
(232,233). Visceralni organi ukljuceni u bolest su jetra, slezena i pluca, a glavni visceralni
simptom je hepatosplenomegalija uzrokovana izrazenim nakupljanjem kolesterola u jetri 1
slezeni. Osim najtezih juvenilnih oblika, svi pacijenti razvijaju progresivnu i fatalnu
neurolosku bolest koja ukljucuje demenciju i psihi¢ki poremecaj. Neuroloski simptomi
ukljucuju cerebelarnu ataksiju, disartriju, disfagiju i progresivnu demenciju, a karakteristi¢ni

simptom je vertikalna supranuklearna paraliza pogleda (234).

1.5.1. Molekularna osnova bolesti NPC

Bolest Niemann-Pick tipa C je rijetka nasljedna lizosomska bolest nakupljanja. Uzrokovana je
mutacijama u genu NPC1 (95% slucajeva) (235) ili NPC2 (236). Disfunkcija proteina
NPC1/NPC2 dovodi do nakupljanja kolesterola nakon endocitoze u kasnim endosomima i
lizosomima $to uzrokuje visceralne i neuroloske simptome (Slika 4.) (237-239). Nakupljanje
kolesterola u ovim organelima smanjuje koncentraciju kolesterola u ER gdje su smjeSteni
proteini koji ,,0sje¢aju‘ razinu kolesterola u stanici §to dovodi do povecane sinteze kolesterola
I smanjenje esterifikacije kolesterola (238) i uzrokuje daljnje nakupljanje unutarstanicnoga
kolesterola. Osim kolesterola, u kasnim endosomima i lizosomima se nakupljaju i
sfingolipidi, glikolipidi i bis(monoacilglicerol)fosfat (BMP) (240-242).

NPC1 je veliki membranski protein od 1278 aminokiselina, a NPC2 mali topljivi protein od
151 aminokiseline. Oba su ubikvitarno eksprimirana u lizosomima te sadrzavaju kolesterol-
veznu domenu (235). To¢an mehanizam djelovanja prijenosa kolesterola pomocu tih proteina

jos je nepoznat, ali se smatra da djeluju tandemski u prijenosu kolesterola (243).
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Slika 4. Nedostatak proteina NPC1 ili NPC2 uzrokuje nakupljanje kolesterola u kasnim
endosomima i lizosomima. Kolesterol ulazi u stanicu endocitozom nakon vezanja lipoproteinske
Cestice LDL/ApoE na LDL-receptor. Nakon endocitoze ulazi u endosome koji sazrijevaju do kasnih
endosoma i lizosoma u kojima se slobodni neesterificirani kolesterol nakuplja Sto uzrokuje smanjenu
razinu kolesterola u stani¢noj membrani i endoplazmatskom retikulumu. Smanjena razina kolesterola

u endoplazmatskom retikulumu uzrokuje povecanu sintezu kolesterola unutar stanice.

1.5.2. Sli¢énosti 1 razlike izmedu bolesti NPC i AB

U stani¢énom modelu bolesti NPC, kao i u mozgovima NPC1 knockout miSeva primijecen je
promijenjeni metabolizam APP-a, koji ukljuuje nakupljanje CTFB/C99 i AP
(230,231,244,245). Mnoga istrazivanja pokazala su da nakupljanje kolesterola u kasnim
endsomima i lizosomima utjece na procesiranje APP-a i nakupljanje unutarstanicnog AP u
stanicama CHO NPC1-null (231,244,246). U pacijentima oboljelima od bolesti NPC nisu
pronadeni amiloidni plakovi na $to moze utjecati prebrzi razvoj patologije i nedostatak
vremena, tj. procesa starenja za razvoj plakova, kao $to je to slucaj u AB (230). Difuzni
amiloidni plakovi opisani su u samo jednom istrazivanju i to u tri pacijenta oboljela od bolesti
NPC koji su bili APOE e4-pozitivni (247). Nedavno istrazivanje povezanosti progresije
bolesti NPC i genotipa APOE je ukazalo na brzu progresiju bolesti u APOE &4 pozitivnih
osoba (248). Disfunkcija endosoma-lizosoma takoder je primijeena u stani¢nim i misjim

modelima bolesti NPC kao i u fibroblastima pacijenata oboljelih od bolesti NPC. Pokazano je
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da se uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1, odsjecci CTFB/C99 i peptidi AP
nakupljaju u kasnim endosomima (230,244), ali i u ranim endosomima (244). Ovi rezultati
ukazuju na indirektnu vezu nakupljanja kolesterola i AP te da nakupljanje kolesterola
uzrokuje disfunkciju endosomalno-lizosomalnog puta §to je povezano s nakupljanjem
CTFB/C99 i AP (229). Takoder, povisena razina peptida AP pronadena je u likvoru pacijenata
oboljelih od NPC (249).

Jedno od patoloskih obiljezja kasnijih oblika bolesti NPC je nakupljanje neurofibrilanih
snopica proteina tau koji su morfoloski i imunoloski jednaki snopi¢ima u AB (250). Osim
toga, u APOE e4-pozitivnih NPC pacijenata tau patologija, koja ukljucuje ranije stvaranje i
ve¢i broj neurofibrilanih snopica, ranije se razvija (247). Za razliku od nositelja APOE &4,
nosioci APOE &2 kasnije su razvijali bolest NPC (248). Ovi podaci ukazuju da alel APOE &4,
osim $§to je rizi¢ni faktor za razvoj AB, utjeCe na raniju pojavu i1 brZze napredovanje bolesti
NPC.

Osim $to bolest NPC pokazuje patoloske karakteristike AB, u hipokampalnim uzorcima
oboljelih od AB primijeten je promijenjeni metabolizam proteina NPCI1. Ujedno,
promijenjena razina mRNA/proteina NPCL1 je detektirana u mozgovima pacijenata oboljelih
od AB (251). Studije na mi§jim modelima AB su pokazale da delecija jednog alela NPC1
uzrokuje povecano nakupljanje AP te ubrzava progresiju AB 1 obrnuto, da povecana
ekspresija APP-a (252) kao i uklanjanje gena APP (253) u NPC misjem modelu dovodi do
pogorSavanja patoloskih procesa NPC bolesti. Osim toga, uz neurodegeneraciju obje bolesti
karakterizira pojava neuroinflamacije. Dok se u AB pretpostavlja da je neuroinflamacija
odgovor na zapocete patoloske procese koji ukljucuju degradaciju peptida AP i aktivaciju
astrocita i mikroglija, u bolesti NPC neuroinflamacija se javlja puno prije prvih simptoma
bolesti i patoloskih znacajki, tj. odumiranja Purkinje neurona u malom mozgu (254).

Ove dvije bolesti pokazuju i jasne neuropatoloSske razlike. Za razliku od AB gdje do
neurodegeneracije dolazi primarno u hipokampusu i mozdanoj kori, a neuroni malog mozga
su, Cini se, zastiCeni (tj. najkasnije su zahvaceni), u bolesti NPC je opisana izrazita
neurodegeneracija Purkinje neurona u malom mozgu, dok nasuprot tome, u hipokampusu
neurodegeneracija nije primijeCena (255). Medutim, zbog malog broja NPC pacijenata i
nedostatka ¢imbenika starenja, jer prvenstveno obolijevaju djeca, pretpostavlja se da bi u NPC
bolesti i hipokampus mogao biti zahvacen, ali da je progresija bolesti u hipokampusu sporija.
Istrazivanja kojima je cilj utvrditi ¢imbenike osjetljivosti razli¢itih neurona i/ili razlicitih
regija mozga kao 1 protektivne Cimbenike, predstavljaju vazan aspekt danasnjih istrazivanja

ovih kao i drugih neurodegenerativnih bolesti.
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1.5.3. NaSa dosada$nja istrazivanja

NasSa istrazivanja pokazala su da povecana razina kolesterola u bolesti NPC uzrokuje
povecano cijepanje APP-a enzimom BACEL (246) kao posljedicu smanjenog izrazaja APP-a
na stani¢noj membrani te povecanog nakupljanja APP-a i BACEL u lipidnim splavima (256) i
u endosomima (257). Rezultat je povecani nastanak CTFB/C99, sAPPB i unutarstani¢nog
peptida AB40 (246). Nasuprot tome, smanjenje kolesterola u stanicama CHO NPC1-null
povecava izrazaj APP-a na stani¢noj membrani i snizava razinu A, CTFB/C99 na razinu
slicnu kao u stanicama CHOwt. Ovi rezultati ukazuju da kolesterol modulira procesiranje
APP-a neizravnim mehanizmima koji ukljuCuju izrazaj APP-a na stani¢noj membrani i
cijepanje -sekretazom (246). Takoder, u stanicama CHO NPC1-null nakupljanje kolesterola
uzrokuje povecanu kolokalizaciju APP-a i BACEI unutar poveéanih ranih i recikliraju¢ih

endosoma koji dovode do povecanog cijepanja APP-a B-sekretazom (257) (Slika 5.).
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Slika 5. Nakupljanje kolesterola u kasnim endosomima-lizosomima u bolesti NPC uzrokuje

zastoj u endosomalno-lizosomalnom transportu te nakupljanje proteina APP i BACEL unutar
endosoma i pojavu fenotipa slicnog AB. Disfunkcija proteina NPC1 uzrokuje nepravilni transport
proteina APP, BACEL1 i PS1. U normalnim uvjetima APP se ve¢inom nalazi na stani¢noj membrani, a
manje unutar endosoma. Posljedica toga je smanjeno cijepanje APP-a B-sekreazom (BACEL) i
smanjeno stvaranje peptida AP. Nakupljanje kolesterola zbog disfunkcije proteina NPCI1 uzrokuje
zastoj u endosomalno-lizosomalnom transportu te nakupljanje proteina APP i BACEL unutar
endosoma. Posljedica toga je povecana proteoliza APP-a enzimom BACEI te povecana proizvodnja i
nakupljanje APP-CTF i AP $to dovodi do patoloskih dogadaja koji dovode do neurodegeneracije.
Preuzeto iz (257).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog rada je da unutarstanicno nakupljanje kolesterola ili C-terminalnog odsjecka
proteina prekursora peptida amiloida B (CTFB/C99) karakteristi¢no za bolest Niemann-Pick
tipa C, kao i Alzheimerovu bolest, dovodi do poremecaja funkcije retromernog kompleksa.
Stoga pretpostavljamo da disfunkcija retromera moze predstavljati dodatnu zajednicku

karakteristiku ovih bolesti.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Cilj istrazivanja je ispitati medudjelovanje produkata razgradnje proteina prekursora amiloida
B (APP), stani¢ne homeostaze kolesterola i (dis)funkcije endosomalno-lizosomalnog puta i
puta retromernog kompleksa — dva stani¢na puta ukljuena u patogenezu Alzheimerove

bolesti.

3.2. Specifi¢ni ciljevi

Cilj 1. Ispitati razinu ekspresije i smjestaj proteina retromernog kompleksa u stani¢nim
modelima i misjem modelu neurodegenerativne bolesti NPC.

Cilj 2. Ispitati utjecaj nakupljanja kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima na
(dis)funkciju retromernog kompleksa.

Cilj 3. Ispitati ulogu C-terminalnih odsjecaka APP-a (CTF-APP) u funkciji endosomalno-

lizosomalnog puta, retromernog kompleksa i regulaciji stani¢ne homeostaze kolesterola.
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4. MATERIJALI | METODE

Ovaj doktorski rad dio je projekta Svicarske zaklade za znanost, Joint Research Project ,, The

molecular links between cholesterol homeostasis, membrane trafficking and Alzheimer's

disease”.

4.1. Staniéni modeli

4.1.1. Uzgoj stani¢nih linija u kulturi

U ovom doktorskom radu koriStene su sljedece stani¢ne linije:

a)

b)

stani¢na linija jajnika kineskog hrcka (engl. Chinese Hamster Ovary, CHO) kojoj je
deletiran gen NPC1 (CHO NPC1-null), te parentalna stani¢na linija CHO divljeg tipa
(CHOwt). Obje stani¢ne linije dobivene su ljubazno$¢u dr. Daniela S. Oryja
(Washington University School of Medicine, St. Louis, SAD). Stanice CHO uzgajane
Su u uvjetima in vitro u hranjivom mediju DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, SAD) uz
dodatak 10% seruma govedeg fetusa (engl. Fetal Bovine Serum, FBS; Sigma-Aldrich,
SAD), 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, SAD) te 1% otopine antibiotika i
antimikotika koja sadrzi 100 jedinica/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina i 0,25
ug/mL amfotericina B (Sigma-Aldrich, SAD).

stani¢na linija ljudskih neuroblastoma divljeg tipa (SH-SY5Ywt) te iste stanice kojima
je stabilno transfeciran APP (SH-SY5Y-APP). Obje stani¢ne linije dobivene su
ljubaznoséu dr. Stefana Lichtenthalera (German Center for Neurodegenerative
Diseases, Munchen, Njemacka). Stanice SH-SY5Ywt uzgajane su u mediju
DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, SAD) uz dodatak 15% FBS (Sigma-Aldrich, SAD), 2
mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, SAD), neesencijalnih aminokiselina (Sigma-
Aldrich, SAD) te 1% otopine antibiotika i antimikotika koja sadrzi 100 jedinica/mL
penicilina, 100 pg/mL streptomicina i 0,25 pg/mL amfotericina B (Sigma-Aldrich,
SAD), a SH-SY5Y-APP i uz dodatak 100 ug/mL antibiotika Hygromicina (Thermo
Fischer Scientific, SAD).

stani¢na linija $takorskih neuroblastoma divljeg tipa B103wt u kojoj je razina
ekspresije APP veoma smanjena te iste stanice u kojima je eksprimirana najcesca
ljudska izoforma APP koja sadrzi 695 aminokiselina (B103-hAPPggs). Obje stanine

linije dobivene su ljubaznos¢u dr. Davea R. Schuberta (Salk Institute for Biological
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Studies, La Jolla, SAD). Stanice B103wt uzgajane su u mediju DMEM (Sigma-
Aldrich, SAD) uz dodatak 10% FBS, 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, SAD), te
1% otopine antibiotika 1 antimikotika koja sadrzi 100 jedinica/mL penicilina, 100
pug/mL streptomicina i 0,25 pg/mL amfotericina B (Sigma-Aldrich, SAD), a B103-
hAPPggs uz jos dodatno 400 pg/mL antibiotika G418 (Sigma-Aldrich, SAD).
Stanice su rasle u sterilnim plastiénim T-bocama (Sigma-Aldrich, SAD) u inkubatoru (Fisher
Thermo Scientific, SAD) u vlaznoj atmosferi pri 37 °C 1 5% CO,. Stanice su odrzavane u
kulturi redovitim presadivanjem nakon odvajanja od podloge pomocu otopine 0,25% tripsina
s dodatkom 0,02% EDTA (Sigma-Aldrich, SAD). Broj stanica i njihova vijabilnost odredena
je 0,03% otopinom tripanskog modrila (Sigma-Aldrich, SAD) koja mrtve stanice boji u plavo.
Stanice su izbrojane na Neubauerovoj komorici pomocu invertnog svjetlosnog mikroskopa
(Zeiss Axiovert 25, Zeiss, Njemacka). Za pokuse su stanice razli€itih linija nasadene u

odgovarajuc¢im sterilnim plo¢ama (Sigma-Aldrich, SAD).

4.1.2. Uzgoj primarnih kultura neurona

Za pripremu primarnih kultura neurona koristeni su miSevi soja BALB/cNctr-Npc1™V* (stock
number 003092, Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, SAD) koji su detaljno opisani u
poglavlju 4.2. S obzirom da misevi NPC1” nisu fertilni, mievi genotipa NPC1** i NPC1"
dobiveni su parenjem heterozigotnih NPC1*" miSeva. Primarne kulture neurona miseva
genotipa NPC1*™* i NPC1”" dobivene su izolacijom mozgova mladunaca na postnatalni dan 0
ili 1 (PO-1).

4.1.2.1. Disekcija tkiva i odabir misSeva

Mladunci su odvojeni od majke unutar 24 h od okota i zrtvovani dekapitacijom. Odrezana je
koza na glavi kako bi bila vidljiva lubanja. Napravljen je rez od baze mozga uz bo¢ne strane
lubanje prema naprijed. Gornji, odrezani dio lubanje je odignut i mozak je odvojen od straznje
strane prema naprijed te uronjen u medij za disekciju i disocijaciju (opisan u 4.1.2.2.1.) u
plasti¢noj petrijevki promjera 30 mm (TPP, Sigma-Aldrich, SAD).

Za disekciju moZdanih regija koristen je Olympus SZ61 Stereo Microscope (Olympus, Japan).
Odvojeni su mali mozak i olfaktorni bulbus. Mali mozak je uronjen u pufer za disekciju
(opisan u 4.1.2.3.1.) u plasticnoj petrijevki promjera 30 mm. Polutke kore velikog mozga
razdvojene su sagitalnim rezom duz sredine mozga i uklonjene su meninge. Odvojen je

hipokampus. Tkivo pojedinih regija je skupljeno u zasebne eppendorf tubice (jedna za koru
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velikog mozga, jedna za hipokampus) koje sadrze medij za disekciju i disocijaciju. Postupak
je ponovljen za svakog misa zasebno.
Takoder, prikupljen je 1 uzorak repia pojedinog miSa koji je kasnije iskoriSten za

genotipizaciju (prema protokolu opisanom u 4.2.1.).

4.1.2.2. Hipokampalni i kortikalni neuroni
Za izradu kulture primarnih kortikalnih 1 hipokampalnih neurona koristen je protokol

prilagoden prema (258).

4.1.2.2.1. Priprema pribora i kemikalija

Plasticna stakalca na kojima ¢e rasti neuroni (12 mm promjera, 1.5 H, Paul Marienfeld
GmbH, Njemacka) sloZena su u porculanske drzace te ispirana u staklenoj posudi preko noci
u 65% dusicnoj kiselini (Thermo Fischer Scientific, SAD), a zatim u sterilnoj mQ-H,O pet
puta po 30 min. Porculanski drza¢i sa stakalcima premjesteni su u suhu staklenu posudu,
stakalca su suSena u peéi za suhu sterilizaciju (SE-10, Termo-medicinski aparati Bodalec &
Havoi¢, Hrvatska) na 100 °C jedan sat pa sterilizirana pri 220 °C 6 h.

Poli-L-lizin (Sigma-Aldrich, SAD) je otopljen u 0,1 M boratnom puferu (boratna kiselina,
Kemika, Hrvatska; natrijev tetraborat, Sigma Aldrich, SAD; voda, pH 8,5) konacéne
koncentracije 0,5 mg/mL. Steriliziran je filtriranjem koriste¢i 0,22 pm filter (TPP, Sigma-
Aldrich, SAD).

Za nasadivanje neurona koriStena su stakalca slozena u ploc¢e sa Sest bunarica (Nunclon,
Thermo Fischer Scientific, SAD; tri stakalca po bunari¢u) za imunocitokemijsku analizu te
plasti¢ne petrijevke promjera 6 cm (Nunclon, Thermo Fischer Scientific, SAD) za analizu
metodom Western blot. Otopina poli-L-lizina ravnomjerno je rasporedena po stakalcima i po
dnu petrijevki tako da ih u potpunosti prekrije. Ploce i petrijevke zatim su inkubirane tri sata u
inkubatoru (Thermo Fischer Scientific, SAD) na 37 °C.

Nakon inkubacije, poli-L-lizin je ispran tri puta sterilnom mQ-H,O. U bunari¢e ploce te u
plasticne petrijevke stavljen je medij za nasadivanje pa su ploce i petrijevke vracene u

inkubator do nasadivanja neurona (pri ¢emu ne smije proci vise od 24 h).

Tijekom pripreme kulture koriSteni su sljede¢i mediji:
- Medij za disekciju i disocijaciju: HBSS bez kalcijevih i magnezijevih iona (engl.
Hank's Balanced Salt Solution, Gibco, Thermo Fischer Scientific, SAD), s dodatkom 1
mM natrijevog piruvata (Gibco, Thermo Fischer Scientific, SAD), 0,1% D-(+)-
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glukoze (Gibco, Thermo Fischer Scientific, SAD), 10 mM HEPES (Sigma-Aldrich,
SAD).

- Medij za nasadivanje: BME (engl. Eagle's basal media, Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD), s dodatkom 10% konjskog seruma (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD), 0,45% D-(+)-glukoza, 1 mM natrijevog piruvata, 2 mM L-glutamina
(Gibco) i 1% penicilina/streptomicina (Gibco, Thermo Fischer Scientific, SAD).

- Medij za odrzavanje: neurobazalni medij (engl. Neurobasal media, Gibco, Thermo
Fischer Scientific, SAD) s dodatkom 2% B27 (Gibco, Thermo Fischer Scientific,
SAD), 2 mM L-glutamina i 1% otopine penicilina/streptomicina. Medij za odrzavanje
uvijek je pripremljen nekoliko sati prije koriStenja te stavljen u inkubator do

koristenja.

4.1.2.2.2. Obrada tkiva kore velikog mozga i hipokampusa

Izolirano tkivo je isprano dva puta u novom mediju za disekciju i disocijaciju. Tkivo je
resuspendirano koriste¢i novi medij za disekciju i disocijaciju, a zatim je dodana otopina
tripsina (konacne koncentracije 0,25%, Gibco, Thermo Fischer Scientific, SAD) 1 sadrza;j je
promijesan. Tkivo je inkubirano u vodenoj kupelji pri 37 °C tijekom 20 min, uz mijeSanje
svakih 5 min. Zatim je dodana sterilna DNazal (Sigma-Aldrich, SAD) te je tkivo inkubirano 5
min. Medij je uklonjen i tkivo je isprano dva puta u mediju za disekciju i disocijaciju te dva
puta u mediju za nasadivanje. Tkivo je resuspendirano u mediju za nasadivanje i triturirano
koriste¢i sterilne Pasteur pipete (Carl Roth GmbH, Njemacka) zaobljenog vrha i obloZzene
sterilnim 4%-tnim albuminom iz govedeg seruma (Sigma-Aldrich, SAD). Ovim postupkom je
tkivo usitnjeno i dobivena je homogena suspenzija stanica.

Neuroni su nasadeni dodavanjem suspenzije u medij u plo¢ama s bunari¢ima i petrijevkama
promjera 6 cm, koje su zatim inkubirane pri 37 °C kroz 4 h. Stanicama je uklonjen medij za
nasadivanje, a dodan medij za odrzavanje. Stanice su zatim vrac¢ene u inkubator i uzgajane pri

37 °C15% COa.

4.1.2.2.3. Odrzavanje kulture

Dva puta tjedno uklonjeno je pola medija iz svakog bunari¢a, odnosno petrijevke, te je dodan
isti volumen novog medija za odrzavanje. Vazno je promijeniti samo pola medija jer neuroni
izluCuju faktore neophodne za rast i preZivljavanje. Rast neurona pracen jer kroz 14 dana,

nakon ¢ega su fiksirani i pripremljeni za daljnju analizu ili pohranjeni.
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4.1.2.3. Purkinje neuroni
Kultura Purkinje neurona pripremljena je prema protokolu (259). Ukoliko nije drugacije
navedeno, pribor, aparatura 1 kemikalije koriStene za kulturu primarnih Purkinje neurona isti

su kao i za kulturu primarnih kortikalnih i hipokampalnih neurona.

4.1.2.3.1. Priprema pribora i kemikalija

Plasti¢na stakalca na kojima ¢e rasti neuroni slozena su u porculanske drzace te ispirana u
staklenoj posudi preko noci u 96% etanolu (Gram-mol, Hrvatska), a zatim u sterilnoj mQ-H,O
tri puta po 30 min. Porculanski drzaci sa stakalcima premjesteni su u suhu staklenu posudu,
stakalca su osuSena u peci za suhu sterilizaciju 1 h pri 100 °C pa prebacena u staklenu
petrijevku i sterilizirana 3 h pri 180 °C.

Poli-L-lizin je otopljen u mQ-H,O (kona¢ne koncentracije iznosi 0,1 mg/mL) i steriliziran
filtriranjem. Stakalca su rasporedena u ploce sa Sest bunarica kao i1 za kortikalne i
hipokampalne neurone. Otopina poli-L-lizina ravnomjerno je rasporedena po stakalcima tako
da ih u potpunosti prekrije. Ploce su prekrivene aluminijskom folijom i ostavljene pri 4 °C
preko noci. Prije pocetka pokusa, poli-L-lizin je ispran sterilnom mQ-H,O tri puta, a suhe

ploce su zatim ostavljene u laminaru do nasadivanja stanica.

Tijekom pripreme kulture koristeni su sljede¢i puferi i mediji, sterilizirani filtriranjem:

- Pufer za disekciju: 0,6% D-(+)-glukoza (Sigma-Aldrich, SAD) u PBS-u (tablete,
Sigma-Aldrich, SAD).

- Pufer za disocijaciju: 0,6% D-(+)-glukoza i 0,1% albumin iz govedeg seruma u HBSS-
u s kalcijevim i magnezijevim ionima (Gibco, Thermo Fischer Scientific, SAD).

- Medij sa serumom: BME s dodatkom 0,48% glukoze, 10% konjskog seruma, 2 mM L-
glutamina i 1% penicilina/streptomicina.

- Medij bez seruma: BME s dodatkom 0,48% glukoze, 1% albumina iz govedeg seruma,
1% ITS-a (inzulin-transferin-natrijev selenit, pripremljen u sterilnoj mQ-H,0, Gibco,

Thermo Fischer Scientific, SAD), 2 mm L-glutaminA i 1% penicilina/streptomicina.

4.1.2.3.2. Obrada tkiva malog mozga
Nakon sto je mali mozak odvojen od ostatka mozga u pufer za disekciju, uklonjene su
meninge i usitnjen je na tri dijela. Svaki od tri dijela malog mozga prebacen je u zasebnu

eppendorf tubicu s 0,05%-tnim tripsinom (pripremljenom u puferu za disekciju i
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steriliziranom filtriranjem). Inkubacija je trajala 3 min pri sobnoj temperaturi, uz povremeno
mijesanje.

Nakon inkubacije, dodan je pufer za disocijaciju s dodatkom 10% konjskog seruma za
neutralizaciju tripsina, nakon cega je tkivo isprano jednom s hladnim puferom za disocijaciju.
Na tkivo je zatim dodan pufer za disocijaciju i sterilna DNazal (pripremljena u puferu za
disocijaciju) te je tkivo triturirano 15 do 20 puta koristeci sterilne Pasteur pipete zaobljenog
vrha.

Kada se stani¢ni debris istalozio na dno tubice, skupljen je supernatant sa stanicama i
prebacen u novu tubicu. Stanice su centrifugirane u ohladenoj centrifugi 10 min na 60xg.
Supernatant je bacen, a na stanice je stavljen novi pufer za disocijaciju. Stanice su
resuspendirane i centrifugirane. Ovaj postupak ponovljen je jo§ dva puta.

Nakon uklanjanja supernatanta, na stanice je dodan medij sa serumom. Stanice su
resuspendirane, nakon ¢ega je spojen sadrzaj triju tubica istog malog mozga.

Nakon resuspendiranja, suspenzija stanica je nakapana na stakalca. PloCe su stavljene u
inkubator na jedan sat, nakon ¢ega je pazljivo dodan medij sa serumom u svaki bunari¢ ploce.
Ploce su vracene u inkubator. Nakon 2 h, uklonjen je sav medij sa serumom i dodan medij bez

seruma.

4.1.2.3.3. OdrZavanje kulture
Stanice su uzgajane u mediju sa serumom, uz promjenu cijelog medija svaka dva ili tri dana.
Rast neurona pracen jer kroz 14 dana, nakon ¢ega su fiksirani i pripremljeni za daljnju analizu

ili pohranjeni.
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4.2. Uzgoj misjeg modela bolesti Niemann-Pick tipa C

U sklopu ovog doktorskog rada koristen je misji soj BALB/chtr-NpClmlN/+ (stock number
003092, Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, SAD) uzgajan u Pogonu za laboratorijske
zivotinje Instituta Ruder Boskovi¢ (IRB). Uzgoj zivotinja i svi pokusi provedeni su u skladu s
vaze¢im Zakonom o zastiti zivotinja (NN 102/17) i Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se
koriste u znanstvene svrhe (NN 39/17), a istrazivanje je odobreno od strane Etickog
povjerenstva IRB-a i od strane Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske (klasa UP/I-
322-01/15-01/42 i klasa UP/I-322-01/17-01/15). U pokusima za analizu razine i smjeStaja
proteina koristene su ukupno 54 Zivotinje genotipa NPC1™* i NPC1" u razli¢itim fazama
bolesti (starosti 4, 7 i 10 tjedana) (254). Za izolaciju tkiva za pripremu primarnih kultura
neurona koristeno je 60 mladunaca postnatalnog dana 0 ili 1 (P0O-P1). Pokuse na navedenim
zivotinjskima izvodila je doktorandica Dominko (kategorija LabAnim 3, FELASA cat. C
equivalent, Potvrda o osposobljenosti, broj 128.3-15, HR 191/02/P, PMF, Zagreb).

MiSevi su imali neogranicen pristup hrani i vodi. Hranjeni su standardnom hranom za miseve
1 Stakore 4RF21 (Mucedola, Italija, oblik 12 mm), koja sadrzi pSenicu, kukuruz, soju, riblji
ekstrakt, dikalcijev fosfat, kalcijev karbonat, natrijev klorid, sojino ulje, kvasac i ljuske
ljesnjaka. MiSevi su drzani u uvjetima 12 sati svjetla 1 12 sati tame pri sobnoj temperaturi od
22 °C i vlaznosti od 60%.

Za odrZavanje miSje linije i dobivanje uzoraka genotipa NPC1” kao i kontrolnih uzoraka
NPC1** koristeni su muzjaci 1 zenke heterozigotnog genotipa NPC1*" jer miSevi genotipa

NPC1™" nisu fertilni.

4.2.1. Genotipizacija miSeva

4.2.1.1. Izolacija DNA iz tkiva

Misevi starosti Cetiri tjedna odvojeni su po spolu i razvrstavani u kaveze pri cemu je svaki mis§
obiljezen oznakom na uhu (engl. ear punch) i uzet mu je uzorak tkiva repa koji je kasnije
korisSten za genotipizaciju.

Tkivo repa uronjeno je u 400 pL pufera za lizu (0,1 M Tris, pH 8,0, 0,2 M NaCl, 5 mM
EDTA i 0,4% SDS u kvarcnoj vodi (mQ-H;O) uz dodatak proteinaze K u konac¢noj
koncentraciji 0,2 mg/mL 1 inkubirano preko no¢i pri 55 °C u termobloku uz tresenje.
Sljedeceg dana uzorci su centrifugirani u centrifugi Eppendorf na 20000xg, 5 min pri sobnoj

temperaturi. Supernatant je prebacen u novu sterilnu tubicu te je dodano 500 uL propan-2-0la,
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uzorci su dobro promijeSani i inkubirani 5-10 min pri sobnoj temperaturi pri ¢emu je
precipitirana DNA postala vidljiva u tubici. Uzorci su zatim centrifugirani na 20000xg, 5 min
pri sobnoj temperaturi. Supernatant je otpipetiran, a na talog je dodano 1 mL 70% etanola i
uzorci su promijesani te jo$ jednom centrifugirani na 20000xg. Etanol je pazljivo uklonjen, a
talog posusen na zraku u otvorenoj tubici (10-20 min). Na svaki talog dodano je 200 pL
pufera IXTE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, dH,0, pH 7,6), tubice su vorteksirane (Vortex
Mixer, neoLab Migge GmbH, Njemacka) dok se talog nije odlijepio od stijenke tubice, a
zatim stavljene u termoblok pri 55 °C tijekom 10 min nakon ¢ega je temperatura spustena na
37°C sljedecih par sati. Uzorci su ostavljeni pri sobnoj temperaturi preko no¢i da se DNA
dobro otopi. Sljede¢i dan izmjerena je koncentracija DNA na spektrofotometru (Implen
NanoPhotometer, Implemen GmbH, Njemacka). Nakon mjerenja koncentracije DNA svi
uzorci su razrijedeni u sterilnoj mQ-H,O do konacne koncentracije DNA 10 ng/uL koja je

koriStena za daljnju analizu.

4.2.1.2. Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Genotip miSeva odreden je metodom lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain
reaction, PCR). Za svaki uzorak napravljene su dvije reakcijske smjese od 20 pL (prema
Tablici 1.), jedna je sadrzavala pocetnice za alel NPC1 divljeg tipa, a druga pocetnice za
mutantni alel NPC1 (prema Tablici 2.). Reakcija se odvijala u uredaju za PCR (Applied

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, SAD) pod uvjetima navedenima u Tablici 3.

Tablica 1. Sastav reakcijskih smjesa za genotipizaciju NPC1 miSeva.

PCR za alel NPC1 divljeg tipa PCR za mutantni alel NPC1

Sterilna mQ-H,0 10,2 ulL Sterilna mQ-H,0 10,2 ulL
5%PCR pufer 4 uL 5%PCR pufer 4 uL
2,5mM dNTP 1,6 uL 2,5mM dNTP 1,6 uL
20 pM pocetnica 28 1 uL 20 puM pocetnica 25 1 uL
20 uM pocetnica 29 1 pL 20 uM pocetnica 27 1 pL

10 ng/pL genomska DNA 2 uL 10 ng/pl genomska DNA 2 uL

5 U/uL Taq polimeraza 0,2 uL 5 U/ul Taq polimeraza 0,2 uL
Konacni volumen 20 pL Konacni volumen 20 pL
Veli¢ina produkta 173bp Veli¢ina produkta 475 bp
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Tablica 2. Popis sekvenci pocetnica koriStenih za genotipizaciju miseva NPC1.

Genotip NPC1 Pocetnica Sekvenca 5' - 3

Divlji tip 0IMR0928 CTG TAG CTC ATC TGC CAT CG
Divlji tip 0IMR0929 TCT CAC AGC CAC AAG CTT CC
Mutantni alel 0IMR4125 GGT GCT GGA CAG CCAAGTA

Mutantni alel 0IMR0927 TGA GCC CAAGCATAACTTCC

Tablica 3. PCR program za umnoZavanje DNA za genotipizaciju miseva NPC1.

Temperatura (°C) Trajanje
Pocetna denaturacija 94 3 min
Denaturacija 94 30s
35 ciklusa Ljepljenje pocetnica 63 45s
Produljivanje lanaca 72 45s
Zavr$na polimerizacija 72 2 min
10 00

Produkti DNA nastali u reakcijama PCR razdvojeni su horizontalnom elektroforezom u 1,5%
agaroznom gelu. Gel je pripremljen otapanjem agaroze (Sigma-Aldrich, SAD) u puferu
IXTAE (40 mM Tris baza, Sigma-Aldrich, SAD, 20 mM octena kiselina, J.T.Baker, Thermo
Fischer Scientific, SAD, 1 mM EDTA, Sigma-Aldrich, SAD, dH,0). U otopljenu agarozu
dodana je boja GelRed u razrjedenju 1:20000 (GelRed Nucleic Acid Stain, Biotium, SAD).
Nakon polimerizacije gela, u jaZice gela naneseno je 20 puL svakog uzorka dobivenog PCR
reakcijom. Elektroforeza se odvijala u puferu 1xXTAE, pod stalnim naponom od 100 V

tijekom 30 min u uredaju za horizontalnu elektroforezu (BioRad, SAD). Razdvojeni produkti

PCR reakcije vizualizirani su u aparatu UVITEC (Ujedinjeno Kraljevstvo).
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4.3. Modulacija razine kolesterola

Za pracenje utjecaja snizavanja i nakupljanja kolesterola na razinu i smjeStaj proteina
retromera u stanicnim linijama, stanice su nasadene u normalnom mediju za rast stanica (uz
10% FBS) u plasti¢nim plo¢ama s bunari¢ima odgovorajucih veli¢ina, ovisno o metodi daljnje

analize.

4.3.1. Tretmani za sniZavanje i povecanije razine kolesterola u stanicama CHOwt i NPC1-null

U svim tretmanima za snizavanje kolesterola stanice su 24 h nakon nasadivanja prvo dva puta
isprane u mediju DMEM/F12 bez FBS-a s ciljem uklanjanja tragova FBS-a koji sadrzi lipide.
Tretmani za snizavanje razine kolesterola u stanicama CHO NPC1-null (257) ukljucivali su:
a) uzgajanje stanica u mediju bez egzogenog kolesterola uz dodatak LPDS (engl. LiPid
Deficient Serum, LPDS; Cocalico Biologicals, SAD) — tretman LPDS
Nakon ispiranja stanica u mediju DMEM/F12 bez FBS-a na stanice je dodan medij
DMEM/F12 s dodatkom 10% seruma bez lipida (LPDS) te su stanice u tim uvjetima
uzgajane tijekom 48 h.

b) uzgajanje stanica u mediju sa statinom (lovastatinom) uz dodatak mevalonata (260)—
tretman statini

Tretman statinima u prisustvu niske koncentracije mevalonata inhibira biosintezu

kolesterola i snizuje razinu ukupnog kolesterola u stanicama. Nakon ispiranja stanica u

mediju DMEMY/F12 bez FBS-a stanice su uzgajane u DMEM/F12 mediju s 10% LPDS-a i

4 uM lovastatinom (Sigma-Aldrich, SAD) s dodatkom 0,25 mM mevalonata (Sigma-

Aldrich, SAD) tijekom 48h.

c) akutni i Kroni¢ni tretman stanica spojem metil-f ciklodekstrin (engl. methyl-f
cyclodextrin, MBC)

Spoj metil-B-ciklodekstrin (MBC, Sigma-Aldrich, SAD) specifiéno uklanja stani¢ni
kolesterol (261). U akutnom tretmanu stanice su inkubirane u mediju s 10% LPDS-a i 10
mM spoja MPBC tijekom 1 h. Nakon toga, stanicama je promijenjem medij i uzgajane su u
mediju s 10% seruma LPDS (bez dodatka spoja MBC) tijekom 24h.

Prilikom kroni¢nog tretmana stanica spojem MBC (261), stanice su inkubirane u mediju s
10% seruma LPDS i 1 mM spoja MBC u mediju s 10% seruma LPDS tijekom 24 h.
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Tretmani za nakupljanje kolesterola u stanicama CHOwt uklju¢ivali su:
a) tretman spojem U18666A (249)
Tretman amfifilnim spojem U18666A (3-B-[2-(dietilamino)etoksi]androst-5-en-17-on) se
u literaturi koristi za oponasanje fenotipa NPC (262). Nakon 24 h u kulturi, stanicama je
dodan medij DMEM/F12 uz 10% FBS i 3 pg/mL spoja U18666A (Sigma-Aldrich, SAD)
tijekom 48h.

b) tretman kompleksom MBC-kolesterol (263)

Kolesterol konjugiran sa spojem MBC je topljiv u vodi te nesmetano ulazi u stanicu gdje
uzrokuje povecanje razine kolesterola. Stanice su 24 h nakon nasadivanja prvo dva puta
isprane u mediju DMEM/F12 bez FBS-a. S ciljem izgladnjivanja i poticanja unosa
kolesterola, prvo su uzgajane u mediju DMEM/F12 s 10% seruma LPDS tijekom 24 sata.
Nakon toga im je dodan medij s 10% LPDS i 100 ug/mL otopine kompleksa MBC-

kolesterol tijekom zadnja 4 h pokusa.

4.3.2. Tretmani za snizavanje kolesterola u miSjem modelu NPC

Pokusi koji su ukljucivali tretmane miseva NPCI1 i pripadajuéih miSeva wt s ciljem snizavanja
kolesterola odvijali su se u suradnji s kompanijom JSW (danas QPS-Austria GmbH),
Grambach, Austrija. Tretmani su ukljuéivali tretman metil-B-ciklodekstrinom i fluvastatinom
u misevima NPC1 starosti 4, 7 i 10 tjedana. Takoder, po tri misa wt i NPC1 svake starosti
primali su placebo koji je uklju€ivao 5% DMSO u fizioloSkoj otopini. MiSevi konac¢ne starosti
4, 71 10 tjedana, Zrtvovani su pet sati nakon zadnjeg tretmana. U pokusu je ukupno koristeno
45 miseva rasporedenih u 15 skupina (n=3). Tretmani metil-B-ciklodekstrinom (Sigma S0940,
4000 mg/kg/dan) zapoc€injali su na 24., 45. ili 66. dan starosti i trajali su pet dana, tretman je
injiciran subkutanom injekcijom svaki drugi dan, ukupno tri puta.Tretmani fluvastatinom
(Tocris #3309 5 mg/kg/dan) zapocCinjali su na 22., 43. ili 64. dan starosti miSeva 1 trajali su

sedam dana. Zivotinje su primale fluvastatin kanilom jednom dnevno, ukupno sedam puta.
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4.4. Modulacija razine C-terminalnih odsje¢aka APP-a

4.4.1. Tretmani za snizavanje i nakupljanje C-terminalnih odsjecaka APP-a

Za analizu utjecaja snizavanja i nakupljanja endogenog C-terminalnig odsjecka 3 (CTFB/C99)
na homeostazu kolesterola, disfunkciju endosoma-lizosoma i retromera u stanicama koristen
je farmakoloski pristup. Nakupljanje CTFB/C99 potaknuto je tretiranjem stanica inhibitorom
y-sekretaze (DAPT) i a-sekretaze (TAPI), a snizavanje razine CTFB/C99 inhibitorom [3-
sekretaze (C3) (246).

Stanice B103wt i B103-hAPP te SH-SY5Ywt i SH-SY5Y-APP tretirane su pojedina¢nim
h. Za analizu utjecaja C-terminalnih odsje¢aka APP-a na retromer stanice SH-SY5Ywt i SH-
SYS5Y-APP tretirane su s 10 uM DAPT ((N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)], Sigma
Aldrich, SAD), 5 uM C3 (Calbiochem) i 50 uM TAPI (Calbiochem) (264,265). Takoder,
koriSteni su i tretmani spojem Ul8666A u koncentraciji 3 pg/mL spoja i amonijevim
kloridom (NH4CI) kao inhibitorom lizosoma u koncentraciji 5 mM tijekom 48 h (266). Ovi
tretmani su sluzili kao pozitivna kontrola disfunkcije lizosoma i posredno izazivali
nakupljanje odsje¢aka CTF-APP.

Za analizu utjecaja C-terminalnh odsjeCaka APP-a na ekspresiju gena ukljuenih u
metabolizam kolesterola, stanice B103wt i B103-hAPP su tretirane sljede¢im spojevima: 3
ug/mL U18666A, 1 uM DAPT te kombinacijom 100 uM Leupeptina/5 mM NH4CI (266)
tijekom 24 sata.

4.4.2. Prolazna transfekcija stanica

Osim farmakoloskog pristupa za analizu utjecaja CTFB/C99 na homeostazu kolesterola,
disfunkciju endosoma-lizosoma i retromera primijenjen je i geneticki pristup. Stanice SH-
SY5Ywt prolazno su transfecirane konstruktom APPggs (267). Za transfekciju je koriSten
transfekcijski reagens Lipofectamine 3000 (Invitrogen, SAD). Transfekcijska smjesa sastojala
se od medija bez seruma i antibiotika, te transfekcijskog reagensa i DNA plazmidnog vektora
koji kodira protein APPggswt. Transfekcija je provedena prema uputama proizvodaca, stanice
su transfecirane kada su bile oko 70% konfluentne. Medij je promijenjen nakon 6 h te su i

medij i stanicni lizat nakon 48 h prikupljeni za daljnju analizu.
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4.5. Analiza razine proteina metodom Western blot

4.5.1. Homogenizacija proteina

4.5.1.1. Priprema stani¢nog lizata

Za analizu koli¢ine retromernih proteina metodom Western blot nasadeno je 300000 stanica u
2 mL medija sa serumom u sterilne plasticne ploCe sa Sest bunari¢a. Stanice su na kraju
pokusa bile 90-100% konfluentne. Svi pokusi radeni su u bioloskim duplikatima i validirani u
minimalno tri pokusa.

Svi koraci u pripremi stanicnog lizata izvodeni su na ledu. Medij sa stanica sakupljen je u
plasti¢ne mikrotubice te centrifugiran na 720xg tijekom 10 min pri 4 °C (Eppendorf 5408R,
Njemacka) s ciljem taloZenja stanicnog debrisa. Supernatant je ispipetiran u nove mikrotubice
te analiziran ili pohranjen pri -80 °C do analize.

Stanice su tri puta isprane u hladnom puferu PBS. Nakon zadnjeg ispiranja sav pufer je
pazljivo pokupljen. Stanice su pazljivo odvojene od povrsine plasticne ploce na kojoj su rasle
pomoc¢u gumene strugalice (engl. Policeman, cell scraper; Sarstedt, Njemacka) u 300 uL
pufera RIPA (50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP40, 0,1% SDS, 0,5%
natrijev deoksilat) s dodatkom koktela inhibitora proteaza (Roche Diagnostics GmbH,
Njemacka). Stani¢ni lizat prebacen je u mikrotubice volumena 1,5 mL (Sarstedt, Njemacka) te
inkubiran 20 min na ledu uz povremeno vorteksiranje. Uzorci su zatim centrifugirani u
mikrocentrifugi (Eppendorf 5415R, Njemacka) na 16 000xg, 10 min pri 4 °C kako bi se
istalozio stani¢ni debris. Supernatant u kojemu se nalaze stani¢ni proteini ispipetiran je u nove
mikrotubice te je odmah odredena koncentracija proteina (opisano u 4.5.2.). Lizati su nakon

toga analizirani ili pohranjeni pri -80 °C do daljnje analize.

4.5.1.2. Homogenizacija proteina mozga

MiSevi su anestezirani i perfundirani pomocu 0,9% fizioloske otopine. Mozak je izoliran i
polutke su razdvojene. Lijeva polutka je koriStena za imunohistokemiju (opisano u tocki
4.6.2.). Desna polutka disecirana je na mali mozak, hipokampus, koru velikog mozga i ostatak
mozga i navedeni dijelovi su trenutno zamrznuti u teku¢em duSiku 1 pohranjeni pri -80 °C do
daljnje analize.

Prilikom pripreme za analizu razine proteina retromera u mozdanom tkivu miseva, disecirani
smrznuti dijelovi mozga izvagani su i dodan je deset puta ve¢i volumen pufera za

homogenizaciju (1:10 w/v), koji je sadrzavao 0,25% DEA (dietilamin), 100 mM NaCl i1 koktel
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inhibitora proteaza (Complete, Roche Applied Science). Tkivo je homogenizirano u
staklenom homogeniziratoru dok lizat nije postao homogen. Uzorci su centrifugirani na
100000xg pri 4 °C tijekom 30 min. Supernatant je pokupljen i prebacen u novu tubicu i
pohranjen pri -80 °C. Na ovaj nacin je dobiven uzorak topljivih proteina mozga. Za dobivanje
frakcije membranskih proteina mozga (proteini vezani ili uklopljeni u membrane), dobiveni
talog je dalje homogeniziran u staklenom homogenizatoru u istom volumenu pufera s 1%
Tritona (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 i 2 mM EDTA) s
koktelom inhibitora proteaza. Dobiveni lizati su propustani kroz iglu veli¢ine 23G koristeci
Spricu od 1 mL sve dok lizati nisu postali homogeni. Homogenati su inkubirani 30 min na
ledu i centrifugirani na 100000xg pri 4 °C tijekom 30 min. Nakon centrifugiranja supernatanti

su sakupljeni, prebaceni u Ciste tubice 1 pohranjeni pri -80 °C do daljnje analize.

4.5.2. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina u stani¢nim lizatima i homogenatima mozga koriSten je
komercijalno dostupan komplet Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fischer Scientific, SAD)
te je pracen protokol proizvodaca. Ukratko, komplet se temelji na dvije reakcije, biuretskoj
reakciji i detekciji iona bakra bicinkonini¢nom kiselinom (BCA).

Koncentracija proteina odredena je u mikrotitarskim plasticnim ploficama s 96 bunarica
(TPP). U bunari¢ je ispipetirano 25 pL standarda ili uzorka pa 200 pL otopine reagensa iz
kompleta (A:B=50:1) i inkubirano 30 min pri sobnoj temperaturi. Apsorbancija pri 570 nm
ocitana je na spektrofotometru (ThermoLab systems Multiskan EX, SAD).

4.5.3. Elektroforeza u gelu poliakrilamida

Smjesa proteina u dobivenim lizatima razdvojena je elektroforezom u gelu poliakrilamida u
denaturiraju¢im uvjetima pri kojoj su proteini razdvojeni na temelju razlike u molekularnoj
masi. Uzorci su normalizirani prema koncentraciji proteina.

Stani¢ni lizat je pomijeSan s koncentriranim puferom za nanoSenje uzoraka, PLD (od engl.
Protein Loading Dye; 6xPLD: 6 mL glicerola, 1,2 g SDS, 0,31 g DTT, 1,25 mL 0,5 M pufera
Tris pH 6,8, boja bromfenol modro, dH,O do ukupnog volumena 10 mL). Tako pripremljeni
uzorci denaturirani su pri 70 °C tijekom 10 min u termobloku, kratko centrifugirani pri sobnoj
temperaturi tijekom 1 min te je na gel naneseno 10 pug proteina stani¢nog lizata ili 20 ug

homogenata mozdanog tkiva.
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Proteini retromernog i endosomalno-lizosomalnog puta razdvojeni su elektroforezom pomocu
sustava Mini-PROTEAN za vertikalnu elektroforezu (BioRad, SAD) u Tris-glicin gelu u
denaturiraju¢im uvjetima (Tablica 4.) pri konstantnom naponu 150 V. C-terminalni odsjecci
APP-a razdvojeni su u peptidnom Tris-tricin gelu u denaturiraju¢im uvjetima (Tablica 5.) pri
konstrantnom naponu od 120 V (Schégger, 2006). Svaki gel se sastojao od gela za sabijanje s
5% smjese akrilamida i bisakrilamida te gela za razdvajanje proteina. Detaljan opis

komponenti gelova i pufera za elektroforezu nalazi se u Tablicama 4. i 5.

Tablica 4. Sastav Tris-glicin poliakrilamdinih gelova (10 mL) te pufera za elektroforezu.

Gel za sabijanje .
(mL) Gel za razdvajanje (mL)

5 % gel 6% gel 8 % gel 10 % gel | 15% gel
dH,0 6,9 54 4.7 41 2,4
30 % otopina aktilamida i 17 20 27 33 50
bisakrilamida (29:1) ’ ’ ’ ’ ’
1,5M Tris-HCI (pH 8,8) / 2,5 2,5 2,5 2,5
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 / / / /
10 % APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,01 0,008 0,006 0,004 0,004
Pufer za elektroforezu: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS, pH 8,3

Tablica 5. Sastav peptidnog Tris-tricin gela (volumen za dva 1.5 mm gela) te katodnog i anodnog

pufera za elektroforezu.

Gel za sabijanje Diskontinuirani gradijentni gel za
(mL) razdvajanje (mL)
4 % gel 10 % gel 16.5% gel

dH,0 4,2 mL 3,5mL /
Peptidni pufer (3 M Tris-HCI pH 155 mL 25mL 35mL
8,45, 0,3% SDS) ’ ’ ’
32% glicerol / / 3,5mL
49,5% otopina akrilamida i 0.5 mL 15mL 35mL
bisakrilamida (48,5 : 1,5) ’ ’ ’
10 % APS 50 uL. 35 uL 32,5 uL
TEMED S5uL 4 uL 4 pL
Katodni pufer: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M Tricin, 0,1 % SDS
Anodni pufer: 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9
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4.5.4. Prijenos proteina iz gela na membranu

Proteini razdvojeni elektroforezom u gelu preneseni su na polivinilnu membranu (PVDF,
Roche Diagnostics GmbH, Njemacka) takoder pomocu sustava Mini-PROTEAN. Prijenos
proteina na membranu odvijao se pri konstantnoj jakosti struje 100 mA, 16 h u puferu za
prijenos (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% metanol, pH 8,4) pri 4 °C.

4.5.5. Bojenje membrane metodom Amido Black

Kontrola prijenosa proteina na membranu i ujedna¢enog nanoSenja proteina na gel provjerena
je bojenjem membrane metodom Amido Black. Nakon prijenosa proteina na membranu,
membrana je isprana u PBS-u 10 min uz lagano tresenje te inkubirana u otopini za bojenje
(Merck Millipore, SAD) tijekom 1-2 min (0,1% (m/V) Amido Black 10B, 20% metanol, 2%
octena kiselina, dH,0), odbojavana u otopini za odbojavanje (45% metanol, 7% octena
kiselina, dH,0) dva puta po 30 min te isprana u reH,O. Membrana je zatim isprana u puferu
za ispiranje TBST (engl. Tris-Buffered Saline; 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, i
0,1% Tween-20).

4.5.6. Obiljezavanje primarnim i sekundarnim protutijelima

Nakon provjere prijenosa proteina na membranu, membrana je blokirana s ciljem zasi¢enja
svih praznih veznih mjesta na membrani kako bi se sprijecilo nespecifi¢no vezanje protutijela
za membranu. Membrana je inkubirana 45 min u 5% otopini reagensa I-Block (Tropix, SAD)
u PBS-u. Nakon blokiranja membrana je inkubirana u primarnom protutijelu razrjedenom u
otopini za blokiranje preko noc¢i pri 4 °C uz stalno tresenje (tresilica UltraRocker Rocking
Platform, BioRad, SAD). Koristena protutijela navedena su u Tablici 6. Sljede¢i dan
membrana je isprana tri puta po 10 min u puferu za ispiranje TBST, te inkubirana 90 min u
otopini sekundarnog protutijela konjugiranog s peroksidazom hrena (1:5000 v/v) uz stalno
tresenje pri sobnoj temperaturi. KoriStena su sekundarna protutijela proizvedena protiv IgG
misa, kunica i koze (BioRad, SAD) te Stakora (Sigma-Aldrich, SAD). Nakon toga membrana
je isprana tri puta po 10 min u puferu TBST.
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Tablica 6. Popis koriStenih protutijela i razrjedenja za pojedinu metodu.

Protutijelo Antigen / Organel WB ::Z ! Proizvoda¢ (kat. br.)

B-actin B-actin 1:10000 / Cell Signaling (8H10D10, #3700)

1127 (APP) C-terminalni kraj APP-a 1:10000 / dar dr.sc. Mirsada Caugevié

2C11 (APP) C-terminalni kraj APP-a 1:10 / dar dr.sc. Stefan Lichtenthaler

Y188 (APP) C-terminalni kraj APP-a / 1:100 EPITOMICS;  ABCAM (188,
#32136)

22C11 (APP) N-terminalni kraj APP-a 1:1000 / Merck (aa 66-81, clone 22C11,
MAB348)

CALBINDIN Purkinje neuroni / 1:500 | SWANT (D-28k (300))

EEAlL rani endosomi 1:1000 | 1:100 | Cell Signaling ( C45B10, #3288)

LAMP1 lizosomi 1:1000 | 1:100 | SANTA CRUZ (1D4B, #sc-199929

LAMP1 lizosomi 1:1000 | 1:100 | Sigma (L1418)

NPC1 NPC1 1:2000 | 1:100 | Abcam (EPR5209, ab134113)

Rab7 kasni endosomi 1:1000 | 1:100 | Abcam (EPR7589, ab137029)

SOrLA retromerni receptor za APP / 1:100 | Merck (clone 20C11, MABN1793)

sorLA (gp250; LR11) | retromerni receptor za APP | 1:500 / BD (#612633)

TGN 46 trans-Golgijev aparat / 1:500 | Abcam (ab16059)

RECEPTOR reciklirajuci LIFE TECHNOLOGIES (CD71,

TRANSFERINA endosomi 1500 1100 H68.4)

BII Tubulin neuronalni biljeg 1:100 1:100 | Abcam (ab18207)

TUJ-1 neuronalni biljeg / 1:1000 | Covance (MMS-435P)

Vps26 retromerni protein 1:1000 | 1:500 | Abcam (ab23892)

Vps35 retromerni protein 1:10000 | 1:500 | NovusBio(NB100-1397; IMG3575)

4.5.7. Prikaz signala kemiluminiscencijom

Proteinske

vrpce

koje su

obiljezene

specificnim  protutijelima

vizualizirane su

kemiluminescencijom pomocu komercijalno dostupnog kompleta koji sadrzi supstrat
peroksidaze hrena, prema uputama proizvodaca (BM Chemiluminescence Western Blotting
Substrate; Roche Diagnostics GmbH, Njemacka). Signal je analiziran aparatom za prikaz
kemiluminescencije pomo¢u CCD kamere (UVITEC, Ujedinjeno Kraljevstvo). Kvantitativna
analiza dobivenih signala kemiluminiscencije napravljena je koriStenjem racunalnog

programa ImageJ (NIH, SAD).

44



4.6. Analiza smjeStaja proteina imunofluorescencijom i konfokalnom mikroskopijom

Smjestaj proteina retromera u stanicnim modelima, mi§jim primarnim neuronima |
kriorezovima mozga misjeg modela NPC analiziran je imunofluorescencijom te konfokalnim
laserskim mikroskopom Leica SP8 X FLIM u Zavodu za molekularnu biologiju, IRB. Slike

su analizirane u racunalnom programu LAS X (Leica, Njemacka).

4.6.1. Imunocitokemijska analiza

Imunocitokemijska analiza smjeStaja retromernih proteina i njihova kolokalizacija s biljezima
stanicnih organela (prema Tablici 6.) provedena je u stanicnim modelima tretiranim
spojevima za snizavanje ili nakupljanje kolesterola ili CTFB/C99. Imunocitokemijom je

pracena i (dis)funkcija retromernog transporta u neuronima misjeg modela bolesti NPC.

4.6.1.1. Nasadivanje i priprema stani¢nih linija za analizu

Stanice za imunocitokemijsku analizu nasadene su na staklena stakalca promjera 12 mm
(VWR, SAD) smjestena u plasti¢ne plo¢e s 24 bunari¢a (Sigma-Aldrich, SAD). U sterilnom
laminaru pojedina¢no stakalce sterilizirano je provlacenjem kroz plamen te smjeSteno u
bunari¢. Ukupno je po bunari¢u nasadeno 15000 stanica CHOwt ili CHO NPC1-null, odnosno
50000 stanica SHSY5Y-APP u 500 pul. medija za nasadivanje. Svi uzorci radeni su u
bioloskim duplikatima i validirani u minimalno tri pokusa. Nakon zavrSetka pokusa stanice su
isprane tri puta u PBS-u, fiksirane u otopini 4% paraformaldehida u 4% saharozi (oboje od
Sigma-Aldrich, SAD) tijekom 20 min. Otopina 4% paraformaldehida u 4% saharozi
pripremala se svjeze od 16% otopine koja se Cuva pri -20 °C. Nakon fiksacije, stanice su

isprane tri puta u PBS-u te analizirane ili pohranjene pri 4 °C u otopini PBS-a.

45



4.6.1.2. Obiljezavanje primarnim i sekundarnim protutijelima

Fiksirane stanice permeabilizirane su u 0,2% otopini saponina (Sigma-Aldrich, SAD) u PBS-u
tijekom 10 min. Isprane su tri puta u PBS-u te blokirane na sobnoj temperaturi 1 h. Za
blokiranje je koristena 4% otopina magareceg seruma. Nakon blokiranja stanice su obiljeZene
primarnim protutijelima razrijedenima u otopini za blokiranje. ObiljeZavanje protutijelima
odvijalo se u vlaznoj komori. U ¢vrstu zatamnjenu posudu stavljen je vlazni papir (Whatman,
Sigma-Aldrich, SAD), zatim parafilm (Brand GmbH, Njemacka) na koji je ispipetirano 60 pL
otopine protutijela (razrjedenja protutijela koriStena za ovu metodu nalaze se u Tablici 6.).
Svako stakalce je pincetom izvuceno iz bunari¢a te okrenuto naopako da stanice budu
uronjene u otopinu protutijela. Stakalca su inkubirana u primarnom protutijelu preko no¢i pri
4 °C.

Sljede¢i dan stakalca su isprana tri puta u PBS-u te inkubirana u otopini sekundarnog
protutijela konjugiranog s fluorokromom razrijedenog (1:500 v/v) u otopini za blokiranje
tijekom 1 h pri sobnoj temperaturi u tamnoj vlaznoj komori. KoriStena su sekundarna
protutijela iz magarca protiv IgG kunica obiljezena AlexaFluor-488, miSa obiljeZzena
AlexaFluor-594, koze obiljezena AlexaFluor-647 i Stakora obiljezena AlexaFluor-488
(Invitrogen, SAD).

Sekundarna protutijela isprana su tri puta u PBS-u, dva puta u mQ-H,O te uklopljena na
predmetna stakalca (VWR, SAD) koriste¢i medij za uklapanje Fluoromount (Sigma-Aldrich,
SAD). Imunocitokemijsko bojenje analizirano je na konfokalnom laserskom mikroskopu
Leica SP8 X FLIM (Zavod za molekularnu biologiju, IRB).

4.6.1.3. Imunocitokemijska analiza primarnih neurona

Za imunocitokemijsku analizu neuronalnog retromernog transporta, neuroni su rasli na
plastiénim pokrovnicama smjeStenim u plastiénim plo¢ama sa Sest bunaric¢a. Pri zavrSetku
pokusa, medij je uklonjen, stanice su odmah fiksirane u otopine 4% paraformaldehida u 4%
otopini saharoze 15 min pri sobnoj temperaturi. Neuroni su isprani tri puta u PBS-u,
inkubirani u 50 mM otopini NH4CI tijekom 10 min pri sobnoj temperaturi (engl. quenching;
ova] korak sprjeCava potencijalnu nespecificnu pozadinsku fluorescenciju fiksativa) te
permeabilizirani u 0,1% otopini Triton X-100 u PBS-u tijekom 3 min. Nakon permeabilizacije
neuroni su isprani tri puta u PBS-u te blokirani u otopini za blokiranje i inkubirani u otopini
primarnih i sekundarnih protutijela te filipina prema istom protokolu opisanom u 4.6.1.2. i
4.8.2.
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4.6.1.4 Analiza funkcije lizosoma bojom LysoTracker

LysoTracker Red DND-99 (Molecular Probes, Thermo Fischer Scientific, SAD) je crvena
boja koja se sastoji od fluorofora povezanog sa slabom bazom koja je djelomi¢no protonirana
u neutralnom pH zbog ¢ega slobodno prolazi membrane zivih stanica. Visoko je selektivna za
kisele organele. Na stanice nasadene na stakalcima dodana je boja LysoTracker u konacnoj
koncentraciji 200 nM te su stanice inkubirane pri 37 °C tijekom zadnjih 80 min pokusa.
Nakon inkubacije, uklonjen je medij, stanice su tri puta isprane u PBS-u i fiksirane u otopini
4% paraformaldehida u 4% saharozi 15 min pri sobnoj temperaturi. Stani¢ne jezgre obiljezene
su bojom Hoechst (kona¢ne koncentracije 1 pg/mL, Thermo Fischer Scientific, SAD,) u PBS-
u tijekom 10 min. Stanice su isprane tri puta u PBS-u i uklopljene na predmetna stakalca te

promatrane na konfokalnom mikroskopu pri ekscitaciji 577 nm i emisiji 590 nm.

4.6.2. Imunohistokemijska analiza proteina mozga

4.6.2.1. Krioprotekcija i odabir rezova

Nakon izolacije mozga i razdvajanja polutki, lijeva polutka mozga je fiksirana u 4%
paraformaldehidu (Sigma-Aldrich, SAD) u PBS-u tijekom 24 h. Za krioprotekciju, polutka je
inkubirana u 15% saharozi pa u 30% saharozi (Alfa Aesar, SAD) u PBS-u. Nakon
krioprotekcije polutka je zamrznuta u teku¢em 2-metilbutanu (VWR, SAD) prethodno
ohladenom pri -80 °C, koriste¢i kalupe za zamrzavanje (Sigma-Aldrich, SAD) i matriks za
uklapanje (Shandon M1-Embedding Matrix, Thermo Fischer Scientific, SAD). Uklopljene
polutke pohranjene su pri -80 °C do rezanja na kriotomu.

Krioo¢uvani uzorci rezani su na kriotomu (Leica CM 3050S cryotome) za pripremu sagitalnih
rezova debljine 10 um. Rezovi su prikupljani otprilike 0,24 mm lateralno od srediSta mozga
na nacin da se skuplja 10 uzastopnih rezova i baca sljede¢ih 20 rezova. Tako su skupljeni
rezovi kroz svih 12 razina (268) kroz cijeli neokorteks i hipokampus. Kriorezovi su
zalijepljeni na predmetna stakalca (VWR, SAD) i pohranjeni pri -80 °C do

imunohistokemijske analize.

4.6.2.2. Obiljezavanje primarnim i sekundarnim protutijelima

Za analizu smjeStaja retromernih proteina u razliitim regijama mozga, kriorezovi su odmah
nakon odmrzavanja osuseni u laminaru tijekom 1 h. Tkivo na predmetnom stakalcu okruzeno
je hidrofobnim markerom Dako Pen (Agilent, SAD) te se daljnje obiljezavanje protutijelima

odvijalo u mra¢noj i vlaznoj kutiji pri sobnoj temperaturi. Uzorci su permeabilizirani u TBST-
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u (50 mM TBS, pH 8,0, 0,5% Triton X-100, Sigma Aldrich, SAD) tijekom 30 min. Blokiranje
se odvijalo u 4% otopini magareceg seruma tijekom 1 h. Uzorci su inkubirani u primarnom
protutijelu razrjedenom u otopini za blokiranje (prema Tablici 6.) preko no¢i. Sljede¢i dan
kriorezovi su isprani tri puta u TBST-u po 10 min i inkubirani 3 h u sekundarnom protutijelu
razrjedenom u otopini za blokiranje (1:200 v/v). Uzorci su tri puta isprani u TBST-u po 10
min. Stani¢ne jezgre obiljezene su bojom Hoechst (kona¢ne koncentracije 0,6 uM) u HBSS-u
tijekom 30 min. Rezovi su ponovno isprani tri puta u TBST-u po 10 min te dva puta po
minutu u mQ-H,O s ciljem potpunog uklanjanja tragova soli iz pufera TBST, te osuseni u
mraku u laminaru tijekom 1 h. OsuSeni uzorci uklopljeni su u medij za uklapanje
(Fluoromount, Sigma Aldrich), poklopljeni pokrovnicom (Paul Marienfeld GmbH, Njemacka)
te analizirani na konfokalnom mikroskopu Leica SP8 X FLIM (Zavod za molekularnu
biologiju, IRB).
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4.7. Odredivanje koncentracije peptida Ap u stani¢cnom mediju

IzluCeni peptidi AP40 detektirani su u mediju pomoéu komercijalno dostupnog
kolorimetrijskog kompleta (Invitrogen, SAD) baziranog na metodi ELISA (od engl. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) prema uputama proizvodaca. Komplet sadrzi liofilizirani
peptid AP40 kao standard za odredivanje standardne krivulje u rasponu koncentracija 0-500
pg/mL. Iz standardne krivulje izra¢una se koncentracija peptida u uzorcima.

Stanice SHSYS5Ywt nasadene su u plasti¢ne ploce sa Sest bunarica, prolazno transfecirane s
plazmidnom DNA koja sadrzi sekvencu cDNA ljudskog gena APPggs, pomocu
transfekcijskog reagensa Lipofectamine 3000 prema protokolu proizvodaca. Nakon Sest sati
promijenjen je transfekcijski medij. Sljede¢i dan stanice su tretirane inhibitorima za
nakupljanje (DAPT, DAPT+TAPI) ili smanjenje (C3) CTFB/C99 prema protokolu opisanom
u poglavlju 4.4.1. Nakon 24 h, medij je sakupljen, a stanice lizirane (prema protokolu
opisanom u 4.5.1.1.).

Uzorci standarda i stani¢énog medija naneseni su na plo¢icu s 96 bunarica koji su presvuceni
monoklonalnim primarnim protutijelom specifiénim za N-terminalni kraj peptida AB. Na
uzorke je zatim dodano poliklonalno ze¢je primarno protutijelo specificno za C-terminus
peptida AB40 te inkubirano 3 h pri sobnoj temperaturi uz stalno tresenje. Bunari¢i su dobro
isprani Cetiri puta u puferu za ispiranje te je dodana otopina sekundarnog protuzecjeg
protutijela konjugiranog s peroksidazom iz hrena. Nakon inkubacije 30 min pri sobnoj
temperaturi, bunari¢i su isprani i dodana je otopina supstrata peroksidaze (tetrametilbenzidin).
Rezultat reakcije peroksidazom je razvitak boje ¢iji je intenzitet proporcionalan kolicini
peptida AB40 u uzorku. Reakcija je zaustavljena nakon 30 min i apsorbancija je o€itana pri
450 nm na spektrofotometru (Multiskan EX, ThermoLabsystems, SAD). Dobivena
koncentracija peptida AB40 u uzorku u pg/ml normalizirana je prema koncentraciji proteina u
uzorku i prema razini APP-fl odredenog metodom Western blot i kvantificiranog programom
ImageJ (NIH, SAD).
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4.8. Analiza razine i unutarstani¢nog nakupljanja kolesterola u stani¢cnim modelima

4.8.1. Mjerenje razine ukupnog kolesterola u stani¢nom lizatu

Za odredivanje koncentracije ukupnog slobodnog kolesterola u stanicama koriSten je
komercijalno dostupan komplet Amplex Red Cholesterol Assay (Invitrogen, SAD) (246).
Metoda se temelji na nekoliko enzimskih reakcija §to omogucava detekciju slobodnog
kolesterola, ali i estera kolesterola. U reakciji sudjeluje kolesterol esteraza koja hidrolizira
estere kolesterola do slobodnog kolesterola. Slobodni kolesterol se zatim oksidira enzimom
kolesterol oksidaza pri ¢emu se oslobada H,O,. Vodikov peroksid reagira stehiometrijski 1:1 s
reagensom Amplex Red pomocu enzima peroksidaze pri ¢emu nastaje fluorescentni spoj
resofurin koji se pobuduje i ¢ija emisija se o€itava fluorimetrijski na fluorimetru (Fluoroskan
Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, SAD). Standardna krivulja definira se iz otopine
liofiliziranog kolesterola (dostupan u kompletu) koji u rasponu koncentracija 0-10 pg/mL.

Za mjerenje razine ukupnog kolesterola u stanicnom lizatu, stanice su nasadene u sterilne
plasti¢ne ploce sa Sest bunari¢a. Nakon zavrSetka tretmana, lizirane su u puferu ColP (engl.
ColmmunoPrecipitation buffer; 50 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP40)
s dodatkom koktela inhibitora proteaza (Roche Diagnostics GmbH, Njemacka). Priprema
stani¢nog lizata detaljno je opisana u poglavlju 4.5.1.1.

U crnoj plocici s 96 bunarica, 50 pL razrijedenog stani¢nog lizata (ukupno 10 pg proteina) ili
standarda kolesterola pomijesano je s 50 uL reakcijske smjese prema uputama proizvodaca.
Plocica se inkubirala 30 min pri 37 °C te su se vrijednosti ocitale na fluorimetru (Fluoroskan
Ascent FL, Thermo Fisher Scientific). Koncentracija ukupnog kolesterola u stani¢nom lizatu
u pg/mL izraduna se pomocu standardne krivulje. Koli¢ina kolesterola u stani¢nom lizatu
definira se kao omjer koncentracije kolesterola i koncentracije proteina u pojedinom
stanicnom lizatu. Stoga je konacna koli¢ina kolesterola izrazena kao pg kolesterola/mg

proteina za pojedini uzorak.

50



4.8.2. Imunocitokemijska analiza nakupljanja slobodnog neesterificiranog kolesterola u

stanicama

Nakupljeni slobodni neesterificirani kolesterol u stanici analiziran je bojenjem otopinom
filipina, antibiotika izoliranoga iz aktinomiceta Streptomyces filipiensis (Sigma-Aldrich,
SAD) (269). Filipin se veze na slobodni kolesterol i ima svojstvo fluorescencije.
Obiljezavanje filipinom (u finalnoj koncentraciji od 100 pg/mL) odvijalo se u stanicama
paralelno s inkubacijom u otopini sekundarnog protutijela. Bojenje stanica filipinom

analizirano je na konfokalnom mikroskopu pri ekscitaciji 360 nm i emisiji 465 nm.
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4.9. Kvantitativna reakcija lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-

PCR)

Metodom kvantitativne lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (gQRT-PCR)
pracena je utjecan nakupljanja ili smanjenja razine CTF-APP-a na ekspresiju gena uklju¢enih
u metabolizam kolesterola: njegovu sintezu (SREBP1/2, HMGCR), unos (LDLR, LRP1) i
iznos iz stanice (ABCAL, NPC1) (270,271).

4.9.1. 1zolacija mRNA i priprema cDNA

Stanice B103wt i B103-hAPPggs su nasadene (50000 stanica u 500 mL medija za nasadivanje)
u plasti¢ne ploce s 24 bunaric¢a te tretirane kao $to je opisano u poglavlju 4.4.1. Ukupna RNA
pripremljena je iz netretiranih i tretiranih stanica u tri neovisna pokusa koriste¢i reagens
Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputi proizvodaca. Integritet RNA
provjeren je horizontalnom elektroforezom. RNA je tretirana s 1 U/ug DNazel bez RNaze
(engl. RNase-free DNase I, Thermo Fisher Scientific, SAD) i reverzno prepisana (RT) u
cDNA s nasumi¢nim heksamerima kao pocetnicama, koriste¢i komercijalno dostupan
komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,SAD) u
uvjetima bez RNaze, pri 25 °C tijekom 10 min, 37 °C tijekom 2 h i pri 85 °C tijekom 5 min.
cDNA pohranjena je pri -20 °C do daljnje analize.

4.9.2. Analiza ekspresije gena upotrebom kvantitativne lanane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu (QRT-PCR)

Kvantitativna reakcija lanane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (QRT-PCR)
pripremljena je pomoc¢u komercijalno dostupnog kompleta TagMan gene expression assay
(Applied Biosystems,SAD) koriste¢i komercijalno dostupne probe Assays-on-Demand Gene
Expression za odredivanje ekspresije gena. Reakcije su se odvijale u ukupnom volumenu od
20 pL koristenjem 10 pL reagensa TagMan®™ Gene Expression Master Mix reagent (Applied
Biosiystems, SAD), 2 ul (50 ng) cDNA kao kalupa, 1 pl odgovarajuéih pocetnica (Tablica 7.),
te gH,O do kona¢nog volumena. Reakcija se odvijala prema uputama proizvodaca u uredaju
ABI prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, SAD) pri 50 °C tijekom 2
min, 95 °C tijekom 10 min, te 40 ciklusa pri 95 °C po 15 s, i pri 60 °C po 1 min. Relativna

-AAC

razina ekspresije gena izracunata je koristenjem 27" 1 metode u odnosu na kontrolni uzorak

(100%).
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Tablica 7. Pocetnice koriStene za kvantitativhu reakciju lancane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu (QRT-PCR).

Gen ID (TagMan®) Veli¢ina produkta (pb)
p-actin Hs99999903_m1 171

ABCA1 Hs01059118_m1 61

HMGCR Hs00168352_m1 67

LDLR Hs00181192_m1 61

LRP1 Hs00233856_m1 64

NPC1 Hs00264835_m1 88

SREBF1 Hs01088691_m1 90
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4.10. Kvantifikacija i statisticka obrada podataka

Rezultati dobiveni imunocitokemijom i Western blot-om uredeni su u racunalnom programu
Photoshop CS2 (verzija 9.0.; Adobe, SAD). Obiljezene proteinske vrpce dobivene Western
blot-om kvantificirane su u racunalnom programu ImageJ (NIH, SAD).

Za statisticku obradu podataka koriSten je statisticki paket SPSS (v17 za Windows, IBM,
SAD). Prije pocetka obrade, Shapiro-Wilk testom je provjereno jesu li podaci normalno
distribuirani. Ako podaci nisu normalno distribuirani, provedena je odgovarajuca
transformacija podataka te su daljnje analize napravljene koriste¢i transformirane podatke.
Ako podaci nisu bili normalno distribuirani niti nakon transformacije, koriSten je
neparametrijski Kruskall-Wallis H-test koriste¢i Dunnovu proceduru s Bonferronijevom
korekcijom za viSestruke usporedbe.

Za obradu podataka koji prate normalnu distribuciju, koristeni su parametrijski testovi za
razlike izmedu grupa: za odredivanje interakcije u¢inaka izmedu dvije nezavisne varijable na
zavisnu varijablu koriStena je dvosmjerna ANOVA (ukljucujuéi i test homogenosti varijanci
za provjeru jednakosti varijanci izmedu grupa za zavisnu varijablu), te analize jednostavnih
glavnih uéinaka svake nezavisne varijable na zavisnu varijablu. Ako su jednostavni glavni
ucinci na zavisnu varijablu bili statisticki znacajni, post-hoc analizom je ustanovljeno gdje
postoje razlike izmedu grupa. Za odredivanje statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih
vrijednosti triju ili viSe grupa, koristena je jednosmjerna ANOVA s odgovaraju¢im post-hoc
analizama. Studentov t-test za nezavisne uzorke koriSten je za utvrdivanje razlika izmedu
srednjih vrijednosti dviju nezavisnih grupa na zavisnu varijablu. Statisticka znac¢ajnost testova

postavljena je na p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Razina i smjestaj proteina retromernog kompleksa u stanicnom modelu bolesti NPC

U ovom doktorskom radu pracena je razina i smjestaj retromernog kompleksa u stani¢nim i
misjim modelima bolesti Niemann-Pick tipa C (NPC). U stanicama jajnika kineskog hrcka
(CHO, od engl. Chinese hamster ovary cells) kojima je deletiran gen NPC1 (CHO NPC1-null,
u daljnjem tekstu stanice NPC1-null) analizirana je funkcija retromernog kompleksa i
usporedena sa stanicama divljeg tipa (CHOwt). Metodom Western blot pra¢ena je razina
proteina retromera Vps26 (od engl. Vacuolar protein sorting 26) i Vps35 (od engl. Vacuolar
protein sorting 35) te retromernog receptora sorLA (od engl. Sorting protein-related receptor
containing low density lipoprotein receptor class-A repeats). U stanicama NPC1-null nije
uocena promjena u razini proteina Vps26, Vps35 1 sorLA u usporedbi s kontrolnim stanicama
CHOwt (Slika 6.A'16.B).

Unutarstani¢ni smjestaj retromernih proteina Vps26 i1 Vps35 analiziran je imunocitokemijom 1
konfokalnim laserskim mikroskopom, a usporedno je analizirano i bojenje filipinom,
antibiotikom koji veze slobodni neesterificirani kolesterol. Bojenje filipinom pokazalo je
karakteristicno nakupljanje kolesterola u povecanim kasnim endosomima i lizosomima
stanica NPC1-null. lako su u stanicama CHOwt i NPC1-null proteini Vps26 i Vps35 potpuno
kolokalizirali, uoc¢ena je jasna razlika u veli¢ini i smjestaju Vps26/Vps35-pozitivnih vezikula.
Medutim, u stanicama CHOwt Vps26/Vps35-pozitivne vezikule bile su jednoliko rasprsene u
citoplazmi, a u stanicama NPC1-null su bile izrazito povecane, u velikim nakupinama i
smjeStene ve¢inom na periferiji (Slika 6.C). Imunocitokemijom nije bilo moguce pratiti
smjestaj retromernog receptora sorLA zbog nepostojanja specifi¢nog primarnog protutijela za

stanice CHO.
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Slika 6. U stani¢nom modelu bolesti NPC (NPCL1-null) retromerni proteini Vps26 i Vps35
smjeSteni su u velikim nakupinama. A) Razina retromernih proteina Vps26 i Vps35 te retromernog
receptora sorLA analizirana je metodom Western blot koriste¢i specificna protutijela. B) Rezultati
dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa u duplikatima analizirani su software-om
ImageJ i normalizirani prema koli¢ini proteina [-actina. Dobivene vrijednosti analizirane su
studentovim t-test-om i nije uocena statisti¢ki znaGajna razlika. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost £ SD. C) Za imunocitokemijsku analizu smjestaja retromernog kompleksa stanice su
fiksirane, te specificno obiljeZene s dva razlicita protutijela za proteine retromernog kompleksa (Vps26
i Vps35). Nakupljanje kolesterola u stanicama NPC1-null praceno je bojenjem filipinom. Stanice su

analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom.
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Nakon uoc¢ene promijenjene morfologije smjestaja proteina retromera u NPC1-null stanicama,
dodatno je analiziran njihov unutarstani¢ni smjeStaj prate¢i kolokolizaciju s biljezima
stani¢nih organela. S obzirom na prethodno opisanu potpunu kolokalizaciju retromernih
proteina Vps26 i Vps35, za daljnju imunocitokemijsku analizu koriSten je samo Vps35.
Kolokalizacija retromernog proteina Vps35 s biljezima trans-Golgijeve mrezice (TGN46, od
engl. trans-Golgi network protein 2, 46 kD isoform, Slika 7.A), ranih endosoma (biljeg
EEAL, od engl. early endosome antigen 1, Slika 7.B), recikliraju¢ih endosoma (receptor
transferina TfR, od engl. transferrin receptor, Slika 7.C.), kasnih endosoma (Rab7, Slika 7.D)
i lizosoma (Lampl, od engl. lysosomal associated membrane protein 1, Slika 7.E), pracena je
u stanicama CHOwt i NPC1-null. Na slikama 7.F. i 7.G prikazani su rezultati razine
proteinskih biljega metodom Western blot.

Analizom biljega stani¢nih organela primijecena je karakteristicna disfunkcija endosomalno-
lizosomalnog puta u stanicama NPC1-null ¢ija su glavna obiljezja nakupljanje povecanih
ranih (Slika 7.B), recikliraju¢ih (Slika 7.C) i kasnih (Slika 7.D) endosoma te lizosoma (Slika
7.E) kao i nakupljanje kolesterola (obojenog filipinom, Slika 7.A-E) u pove¢anim kasnim
endosomima i lizosomima. Nasuprot tome, u kontrolnim stanicama CHOwt organeli
endosomalno-lizosomalnog puta nalazili su se homogeno rasprSeni po stani¢nom citosolu, bez
jasnih nakupina, a bojenje filipinom bilo je izrazito slabog signala. U stanicama CHOwt
retromerni protein Vps35 je pokazao tek djelomi¢nu kolokalizaciju s biljegom ranih
endosoma EEAL $to je u skladu sa smjeStajem i funkcijom retromera. U stanicama NPC1-null
protein Vps35 je pokazao jasno nakupljanje unutar disfunkcionalnog endosomalno-
lizosomalnog puta, pritom je Vps35 u potpunosti kolokalizirao s vezikulama pozitivnima na
biljege EEAL i TfR, odnosno sve vezikule pozitivne na EEAL ili TfR su bile pozitivne i na
Vps35. UocCena je i djelomi¢na kolokalizacija Vps35 s povecanim Rab7-pozitivnim
vezikulama, dok je smjestaj Vps35-pozitivnih vezikula ve¢inom bio izvan podrucja smjestaja
povecéanih LAMPI1-pozitivnih lizosoma. Protein Vps35 nije kolokalizirao s biljegom
Golgijevog aparata (TGN46) u stanicama CHOwt niti u NPC1-null.

S obzirom na promijenjenu morfologiju ispitanih biljega stani¢nih organela te povecanu
lokalizaciju proteina Vps35 unutar endosomalno-lizosomalnog puta, analizirana je proteinska
razina biljega EEAL, TfR i LAMP1 (Slike 7.F i 7.G). Rezultati dobiveni metodom Western
blot potvrdili su da do poveéane kolokalizacije Vps35 unutar endosomalno-lizosomalnog puta
nije doslo zbog povecane proteinske razine biljega organela endosomalno-lizosomalnog puta
EEAL, TfR i LAMPL (Slike 7.F i 7.G). Biljezi Rab7 i TGN46 nisu analizirani jer se ova

specifi¢na primarna protutijela ne mogu koristiti za metodu Western blot.
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Slika 7. U stanicama NPC1-null retromerni kompleks nakuplja se u pove¢anim endosomima. Za
imunocitokemijsku analizu unutarstani¢noga smjestaja retromernog kompleksa stanice CHOwt i
NPC1l-null su fiksirane, te specificno obiljezene protutijelom za retromerni protein Vps35 i
protutijelima za biljege stani¢nih organela: A) protutijelo TGN46 kao biljeg trans-Golgijeve mrezice,
B) protutijelo EEAL kao biljeg ranih endosoma C) protutijelo za TfR (receptor transferina) kao biljeg
recikliraju¢ih endosoma, D) protutijelo Rab7 kao biljeg kasnih endosoma i E) LAMP1 kao biljeg
lizosoma. Bojenjem filipinom prac¢eno je nakupljanje slobodnog neesterificiranog kolesterola. Stanice
su analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom. F) Razine proteina EEA1, LAMPL i TfR u
stanicama CHOwt i NPC1-null analizirane su metodom Western blot. G) Rezultati dobiveni metodom
Western blot u tri neovisna pokusa u duplikatima analizirani su software-om ImageJ i normalizirani
prema koli¢ini proteina B-actina. Dobivene vrijednosti analizirane su studentovim t-test-om i nije

uocena statisti¢ki znacajna razlika. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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S obzirom da je retromer ukljuen u unutarstani¢ni prijenos proteina prekursora amiloida f3
(od engl. Amyloid Precursor Protein, APP), analiziran je njegov smjestaj u odnosu na Vps35.
Stanice su obiljezene protutijelima za N-terminalni (Slika 8.A) i C-terminalni kraj APP (Slika
8.b). Koristeno N-terminalno protutijelo prepoznaje epitope na cjelovitom APP (od engl. Full
lenght amyloid precorsor protein, fl-APP) kao i na topljivim N-terminalnim odsje¢cima APP-
a (engl. soluble APP, sAPP), a C-terminalno protutijelo uz epitope na cjelovitom proteinu,
prepoznaje i epitope na C-terminalnim odsjec¢cima APP-a (od engl. C-terminal fragment of
amyloid precursor protein, CTF-APP). Rezultati obiljezavanja N-terminalnim protutijelom
(APP-NT, Slika 8.A) pokazali su da je u stanicama CHOwt APP bio smjesten rasprSeno po
citoplazmi uz izraZeniji tockasti vezikularni signal na periferiji stanice te da nije bilo
kolokalizacije s Vps35. U stanicama NPC1-null signal je bio nehomogen po citosolu, uz
dijelove bez signala, najvjerojatnije ukazujuci na vezikule u kojima se nakuplja kolesterol, a u
kojima APP nije smjesten. Naime, u dijelovima bez signala za APP-NT bio je najintenzivniji
signal filipina, odnosno nakupljanja slobodnog kolesterola. Osim toga, nije uocCena
kolokalizacija izmedu APP-NT i Vps35 niti u NPC1-null stanicama. Suprotno, rezultat
obiljezavanja C-terminalnim protutijelom (APP+CTF, APP-CT, Slika 8.B) za APP dao je
drugacije rezultate, odnosno, uocCena je djelomicna kolokalizacija Vps35 i CTF-APP
odsje¢aka u NPC1-null u odnosu na stanice CHOwt. Za razliku od stanica NPC1-null u
kojima se signal za APP-CT nalazio veé¢im dijelom periferno u membranama povecanih
vezikula, stanice CHOwt su pokazale perinuklearni signal za APP-CT nalik biljegu Golgijeva
aparata te nije postojala kolokalizacija izmedu APP-CT i Vps35. Ovi rezultati ukazali su da se
u stanicama NPC1-null koje nakupljaju kolesterol u odnosu na stanice divljeg tipa CHOwt,
kompleks retromera i APP-CT nakupljaju u organelima endosomalno-lizosomalnog puta,

prvenstveno u vezikulama pozitivnim na biljege ranih i recikliraju¢ih endosoma.
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Slika 8. U stanicama NPC1-null kolokalizacija izmedu proteina retromernog kompleksa i APP-a
je povecana. Za imunocitokemijsku analizu stanice CHOwt i NPC1-null su fiksirane, te specifi¢no
obiljeZene protutijelom za retromerni protein Vps35 i A) N-terminalni odsjecak proteina APP (APP-
NT) i B) C-terminalni odsjeCak proteina APP (APP-CT, C-terminalni odsje¢ak proteina APP,
protutijelo Y188). Bojenjem filipinom praceno je nakupljanje slobodnog kolesterola. Stanice su nakon

imunocitokemijskog bojenja analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom.
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5.2. Utjecaj modulacije kolesterola na funkciju retromera u stanicnom modelu bolesti

Niemann-Pick tipa C

S obzirom na uoceni poremeceni unutarstanicni smjestaj retromernih proteina Vps26 i Vps35
u stanicama koje nemaju protein NPC1 (NPC1-null) cilj je bio analizirati utjecaj kolesterola
na razinu i smjestaj retromernih proteina. U tu svrhu primijenjena su dva pristupa. Prvi pristup
bio je snizavanje razine kolesterola u stanicama NPC1-null koje nakupljaju kolesterol u
kasnim endosomima i lizosomima. Drugi pristup bio je povecanje razine kolesterola u
kontrolnim stanicama divljeg tipa CHOwt. Svi tretmani za modulaciju razine kolesterola
detaljno su opisani u poglavlju 4.3. Ucinkovitost koriStenih tretmana za snizavanje i
povecanje razine kolesterola kao i1 utjecaj modulacije kolesterola na glavna obiljezja stanica
NPC1-null prac¢eni su pomocéu nekoliko metoda. Razina ukupnog i slobodnog kolesterola
analizirana je u stani¢nom lizatu komercijalno dostupnim kompletom ,, Amplex Red
Cholesterol Assay* (opisanoj u poglavlju 4.8.1.), a nakupljanje kolesterola imunocitokemijski
bojenjem slobodnog neesterificiranog kolesterola filipinom (Slika 9.B) te pracenjem
lizosomalne funkcije fluoroforom obiljezenom probom LysoTracker (Slika 9.C, metoda je

opisana u poglavlju 4.6.1.).

5.2.1. Utjecaj snizavanja razine kolesterola na smijestaj proteina retromernog kompleksa u

stanicama NPC1-null

Za pracenje utjecaja snizavanje kolesterola u stanicama NPC1-null ispitana su Cetiri tretmana
(detaljno opisana u 4.3.1.). Tretmani su ukljucivali uzgoj stanica u mediju sa serumom bez
egzogenih lipida LPDS (engl. Lipid Deficient Serum), u mediju sa serumom LPDS uz dodatak
statina lovastatina (uz dodatak mevalonata) koji inhibira endogenu sintezu kolesterola ili u
mediju sa serumom LPDS uz dodatak spoja metil-f ciklodekstrina (od engl. methyl-5
cyclodextrin, MBC) koji ,,izvlaci* kolesterol iz membrana i to u akutnim (1 h) ili kroni¢nim
uvjetima (24 h).

Analizom dobivenih vrijednosti razine ukupnog i slobodnog kolesterola u stanicama CHOwt i
NPC1-null nakon tretmana za smanjenje razina kolesterola, varijance nisu bile jednake
(Leven's test p<0,001), stoga je primijenjena analiza Welch's ANOVA. Post hoc testom
Games-Howell usporedene su razlike srednjih vrijednosti ukupnog i slobodnog kolesterola u
kontrolnim i tretiranim stanicama. Stanice NPC1-null imale su oko 80% veéu razinu ukupnog

1 slobodnog kolesterola od kontrolnih stanica CHOwt. Sva Cetiri tretmana za sniZavanje
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kolesterola u stanicama NPC1l-null znacajno su smanjila razinu ukupnog i slobodnog
kolesterola u stanicama NPC1-null na razinu sli¢nu ili nizu u usporedbi sa stanicama CHOwt
(Slika 9.A). Bojenje filipinom pokazalo je smanjenje nakupljanja slobodnog kolesterola u
tretiranim stanicama NPC1-null jer je doslo do gubitka karakteristi¢nog ,,grudastog® bojenja,
odnosno smanjenja nakupljanja kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima (Slika 9.B).
Fluoroforom obiljeZzena proba Lysotracker, koja obiljezava organele kiselog pH, potvrdila je
nakupljanje povecanih lizosoma u netretiranim stanicama NPC1-null u odnosu na CHOwt.
Nakon smanjenja razine kolesterola uslijed svih tretmana doslo je do smanjenja signala na

razinu kao u stanicama CHOwt (Slika 9.C).
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Slika 9. Snizavanje razine kolesterola u stanicama NPC1-null smanjuje nakupljanje kolesterola
u lizosomima. Nakupljanje kolesterola u stanicama NPC1-null smanjeno je uzgojem stanica u mediju
sa: serumom bez egzogenih lipida (tretman ,,L.PDS®), statinom lovastatinom (,,statini*), spojem metil-
B ciklodekstrinom (MBC) tijekom 1 h (,MBC-akutno®) ili 24 h (,,MBC-kroni¢no*). A) Koncentracija

ukupnog i slobodnog kolesterola nakon tretmana izmjerena je u stani¢nom lizatu komercijalno
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dostupnim kompletom Amplex Red Cholesterol Assay te izrazena kao omjer koncentracije kolesterola
i ukupnih proteina u stani¢nom lizatu. Ukupno je relativna koncentracija kolesterola izrazena kao
omjer prema kontrolnim stanicama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD. Dobivene
vrijednosti analizirane su testom ANOVA. Stanice NPC1-null imale su zna¢ajno vecu razinu ukupnog
i slobodnog kolesterola (p<0,05). B) Bojenjem filipinom analizirano je nakupljanje slobodnog
neesterificiranog kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima. C) Funkcija lizosoma u stanicama
nakon snizavanja razine kolesterola analizirana je bojenjem zivih stanica fluoroforom obiljezenom
probom LysoTracker. Nakon toga, stanice su fiksirane, jezgre su obiljeZene bojom Hoechst i stanice

su analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom.

Metodom Western blot analizirane su razine retromernih proteina Vps26, Vps35 te
retromernog receptora sorLA (Slika 10.A i B) i proteina endosomalno-lizosomalnog puta —
EEALI (biljeg ranih endosoma), TfR (receptor transferina, biljeg recikliraju¢ih endosoma),
LAMP1 (biljeg lizosoma) te retromernog liganda APP (Slika 10.C i D) u stanicama CHOwt i
NPC1-null te stanicama NPC1-null u kojima je razina kolesterola smanjena razli¢itim
tretmanima. Nakon tretmana za snizavanje kolesterola razine svih analiziranih 1
kvantificiranih proteina u stanicama NPC1-null nisu bile statisti¢ki znacajno promijenjene u
odnosu na netretirane stanice CHOwt ili NPC1-null (analizirano testom varijanci ANOVA,
Slika 10).
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Slika 10. Razine proteina retromera, endosomalno-lizosomalnog sustava kao i razina APP-a
nepromijenjene su nakon sniZavanja razine Kkolesterola u stanicama NPC1-null. A) Metodom
Western blot analizirane su razine proteina retromernih proteina Vps26, Vps35 te retromernog
receptora sorLa i C) razine proteina endosomalno-lizosomalnog puta — EEAL (biljeg ranih endosoma),
TfR (receptor transferina, biljeg recikliraju¢ih endosoma), LAMP1 (biljeg lizosoma) te retromernog
liganda APP analizirane su u stanicama CHOwt i NPC1-null te stanicama NPC1-null u kojima je
razina kolesterola smanjena: uzgajanjem u mediju sa serumom bez egzogenih lipida — tretman ,,LPDS*
(engl. LiPid Deficient Serum), u mediju s dodatkom statina lovastatina (uz dodatak mevalonata) —

tretman ,,statini“, u mediju s dodatkom metil-B ciklodekstrina i uzgajanjem 1 h — tretman ,,MBC-
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akutno® ili uzgajanjem 24 h - tretman ,,MBC-kroni¢no*. B) i D) Rezultati dobiveni metodom Western
blot u tri neovisna pokusa u duplikatima analizirani su software-om ImageJ i normalizirani prema
koli¢ini proteina (-actina. Dobivene vrijednosti analizirane su testom ANOVA 1 nije uocena statisticki

znacajna razlika. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.

Imunocitokemijskom analizom retromernih proteina Vps26 i Vps35 u stanicama NPC1-null
nakon tretmana za smanjenje kolesterola, utvrdeno je da je u svim tretmanima za snizavanje
kolesterola doslo do smanjenja veli¢ina nakupina retromernih proteina Vps26 1 Vps35, signal
je bio u manjim nakupinama i homogenije rasprsen, sli¢nije kao u CHOwt nego u NPC1-null
(Slika 11.A).

Analiza kolokalizacije retromernog proteina Vps35 s biljezima unutarstani¢nih organela
pokazala je da se uslijed smanjenja razine kolesterola u stanicama NPC1-null smanjilo
nakupljanje povecanih organela endosomalno-lizosomalnog puta, prvenstveno ranih, kasnih i
kontrolnim stanicama CHOwt. U tretiranim stanicama NPC1-null bilo je prisutno i smanjenje
kolokalizacije Vps35 s vezikulama pozitivnima na biljege EEA1 (Slika 11.C), TfR (Slika
11.D), Rab7 (Slika 11.E) i LAMP1 (Slika 11.F) te je prisutna djelomi¢na kolokalizacija s
biljezima ranih endosoma (EEA1) kao i u stanicama CHOwt. Nakon tretmana za sniZavanje
kolesterola u stanicama NPC1-null, preostale nakupine Vps35 bile su smjestene perinuklearno
te su kolokalizirale s biljegom Golgijevog aparata (TGN46, Slika 11.A) Sto nije bilo prisutno

ni u stanicama CHOwt niti u NPC1-null.
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Slika 11. Nakupljanje retromernog kompleksa u endosomima u stanicama NPC1-null ovisno je o
nakupljanju kolesterola. U stanicama NPC1-null razina kolesterola smanjena je: uzgajanjem u
mediju sa serumom bez egzogenih lipida — tretman ,,LPDS* (engl. LiPid Deficient Serum), u mediju s
dodatkom statina lovastatina (uz dodatak mevalonata) — tretman ,,statini*, u mediju s dodatkom metil-
B ciklodekstrina i uzgajanjem 1 h — tretman , MPC-akutno* ili uzgajanjem 24 h — tretman ,,MBC-
kroni¢no®. Za analizu smjeStaja retromernog kompleksa koriStena su dva razlicita protutijela za
sastavnice retromernog kompleksa Vps26 i Vps35 te je pracena kolokalizacija retromera s biljezima
razli¢itih unutarstani¢nih organela. A) Vps26 i Vps35 za retromerni kompleks, B) protutijela TGN46
kao biljeg trans-Golgijeve mrezice, C) protutijelo EEA1 kao biljeg ranih endosoma, D) TfR (receptor
transferina) kao biljeg recikliraju¢ih endosoma, E) Rab7 kao biljeg kasnih endosoma i F) LAMP1 kao
biljeg lizosoma. Nakon zavrSetka tretmana, stanice su fiksirane te imunocitokemijski obiljezene

specifi¢nim protutijelima te analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom.

Osim analize utjecaja smanjenja kolesterola na unutarstani¢ni smjestaja retromera, pracena je
i kolokalizacija Vps35 s retromernim ligandom APP (Slika 12). Za imunocitokemijsko
obiljezavanje koristeno je C-terminalno protutijelo (APP-CT). Nakon snizavanja kolesterola,
smjeStaj APP bio je homogeno rasprSen bez jasnih nakupina, uz prisutan ja¢i signal u
tretmanima LPDS i statini, Sto odgovara rezultatima dobivenim metodom Western blot, iako
bez statisticke znacajnosti. Kolokalizacija homogeno rasprSenih Vps35 i APP bila je
djelomicna kao i u stanicama CHOwt, prvenstveno u perinuklearnoj regiji koja odgovara

smjestaju u Golgijevom aparatu.
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Slika 12. SniZzavanje razine kolesterola u stanicama NPC1-null smanjuje kolokalizaciju APP-a i
retromernog kompleksa. U stanicama NPC1-null razina kolesterola smanjena je: uzgajanjem u
mediju sa serumom bez egzogenih lipida — tretman ,,LPDS* (engl. LiPid Deficient Serum), u mediju s
dodatkom statina lovastatina (uz dodatak mevalonata) — tretman ,,statini*, u mediju s dodatkom metil-
B ciklodekstrina i uzgajanjem 1 h — tretman , MPC-akutno* ili uzgajanjem 24 h — tretman ,,MBC-
kroni¢no®. Za analizu kolokalizacije retromernog kompleksa i proteina APP koriStena su protutijela

Vps35 i APP-CT (protutijelo koje prepoznaje C-terminalni odsje¢ak APP, Y188).
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5.2.2. Utjecaj poveéanja razine kolesterola na smjeStaj proteina retromernog kompleksa u

stanicama divljeq tipa CHOwt

Za povecavanje razine kolesterola u stanicama CHOwt koriStena su dva tretmana (detaljno
opisana u 4.3.1.). Tretmani su ukljucivali uzgoj stanica u mediju sa spojem U18666A koji
inhibira funkciju proteina NPC1/NPC2 i koji se koristi za oponasanje fenotipa bolesti NPC te
uzgoj stanica u mediju sa serumom bez egzogenih lipida LPDS (engl. Lipid Deficient Serum)
uz dodatak kompleksa MBC-kolesterol kojim se kolesterol ugraduje u sve staniéne membrane.
Analizom dobivenih vrijednosti razine ukupnog i slobodnog kolesterola u stanicama CHOwt i
NPC1-null nakon tretmana za povecanje razine kolesterola u stanicama CHOwt, varijance
nisu bile jednake (Leven's test p<0,001), stoga je primijenjena analiza Welch's ANOVA. Post
hoc testom Games-Howell usporedene su razlike srednjih vrijednosti ukupnog i slobodnog
kolesterola u kontrolnim i tretiranim stanicama. Oba tretmana za povecanje razine Kolesterola
u stanicama CHOwt znaajno su povecala razinu ukupnog i slobodnog kolesterola u
stanicama CHOwt na razinu sli¢nu kao u stanicama NPC1-null (Slika 13.A).

Bojenje filipinom potvrdilo je nakupljanje slobodnog kolesterola u tretiranim stanicama
CHOwt koje se ocitovalo izrazenim karakteristicnim ,,grudastim® obojenjem uz tretman
Ul18666A te neSto slabiji ucinak tretmana MpC-kolesterol (Slika 13.B). Fluoroforom
obiljezena proba LysoTracker potvrdila je nakupljanje povecanih lizosoma u stanicama
CHOwWt tretiranim spojem U18666A, dok je utjecaj povecanja kolesterola u tretmanu MBC-
kolesterol na funkciju lizosoma slabiji, ali je signal ja¢i od kontrolnih stanica CHOwt (Slika
13.0).
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Slika 13. Poveéanje razine kolesterola u stanicama CHOwt uzrokuje nakupljanje kolesterola i
povecanje organela lizosoma. U stanicama CHOwt razina kolesterola povecana je: uzgajanjem u
mediju sa spojem U18666A koji se koristi za oponasanja fenotipa bolesti NPC te u mediju bez
egzogenih lipida (engl. LiPid Deficient Serum) s dodatkom kompleksa MpBC-kolesterol. A)
Koncentracija ukupnog i slobodnog kolesterola nakon tretmana izmjerena je u stani¢nom lizatu
komercijalno dostupnim kompletom Amplex Red Cholesterol Assay te izrazena kao omjer
koncentracije kolesterola i ukupnih proteina u stani¢nom lizatu. Ukupno je relativna koncentracija
kolesterola izrazena kao omjer prema kontrolnim stanicama, a rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + SD. Dobivene vrijednosti analizirane su analizom ANOVA. Stanice CHOwt imale su
znacajno manju razinu ukupnog i slobodnog kolesterola (p<0,05). B) Bojenje kolesterola slobodnog
neesterificiranog kolesterola prac¢eno je filipinom. C) Funkcija lizosoma u stanicama nakon povecanja

razine kolesterola analizirana je bojenjem zivih stanica fluoroforom obiljezenom probom LysoTracker.
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Nakon toga, stanice su fiksirane, jezgre su obiljezene bojom Hoechst i stanice su analizirane

konfokalnim laserskim mikroskopom.

U stanicama CHOwt kojima je povisena razina kolesterola analizirane su razine retromernih
proteina te proteina endosomalno-lizosomalnog puta kao i retromernog liganda APP (Slika
14.). Razine retromernih proteina Vps26 i VVps35 te retromernog receptora sorLA nisu bile
promijenjene u stanicama CHOwt nakon povecanja razine kolesterola (Slika 14.A i B).
Takoder, razine endosomalno-lizosomalnih proteina EEAL, TfR i LAMP1, kao i retromernog

liganda APP nisu bile statisticki znacajno promijenjene (Slika 14.C i D).
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Slika 14. Razine proteina retromera, endosomalno-lizosomalnog puta kao i razina APP-a,
nepromijenjene su nakon poveéanja razine kolesterola u stanicama CHOwt. U stanicama CHOwt
razina kolesterola povecana je: uzgajanjem u mediju sa spojem U18666A koji se koristi za oponaSanja
fenotipa bolesti NPC te u mediju bez egzogenih lipida (engl. LiPid Deficient Serum) s dodatkom
kompleksa MBC-kolesterol. A) Metodom Western blot analizirane su razine proteina retromernih
proteina Vps26, Vps35 te retromernog receptora sorLa i C) razine proteina endosomalno-lizosomalnog
puta — EEA1 (biljeg ranih endosoma), TfR (receptort transferina, biljeg recikliraju¢ih endosoma),
LAMP1 (biljeg lizosoma) te retromernog liganda APP. B) i D) Rezultati dobiveni metodom Western
blot u tri neovisna pokusa u duplikatima analizirani su software-om ImageJ i normalizirani prema
koli¢ini proteina B-actina. Dobivene vrijednosti analizirane su testom ANOVA i nije zabiljeZzena

statistiCka znacajnost. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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Nakon povecanja razine kolesterola u stanicama CHOwt analiziran je smjeStaj retromernih
proteina i njihova kolokalizacija s biljezima endosomalno-lizosomalnog puta te s ligandom
APP. Imunocitokemijskom analizom retromernih proteina Vps26 i Vps35 u stanicama
CHOwt nakon tretmana povecanja kolesterola u prisustvu U18666A i kompleksom MBC-
kolesterol, utvrdeno je da je doSlo do grupiranja retromernih proteina Vps26 i Vps35 u
nakupine u perifernom dijelu stanice, sli¢no kao u stanicama NPC1-null (Slika 15.A).

Analiza kolokalizacije retromernog proteina Vps35 s biljezima unutarstani¢nih organela
pokazala je da je povecanje razine kolesterola u stanicama CHOwt uzrokovalo nakupljanje
povecanih vezikula endosomalno-lizosomalnog puta, najvise kasnih endosoma (Slika 15.E),
ali i ranih endosoma (Slika 15.C) te lizosoma (Slika 15.F), morfoloski sli¢no kao u stanicama
NPC1-null. Uogeno je grupiranje vezikula pozitivnih na T{R, biljega recikliraju¢ih endosoma,
kao i proteina Vps35 u istim dijelovima stanice te je prisutna njihova djelomic¢na
kolokalizacija (Slika 15.D). Uslijed povecane razine kolesterola u tretiranim stanicama
CHOwt doslo je 1 potpune kolokalizacije Vps35 s povecanim vezikulama pozitivnima na
biljeg EEA1 (Slika 15.C), ali i djelomi¢ne kolokalizacije s vezikulama pozitivhima na Rab7
(Slika 15.E). Iako nije uocena kolokalizacija Vps35 s biljegom Golgijevog aparata (TGN46) u
netretiranim 1 tretiranim uvjetima u stanicama CHOwt, u tretiranim stanicama zamijeéena je
promijenjena morfologija GA koja je nalikovala onoj u stanicama NPC1-null, tj.
fragmentiranog GA (Slika 15.B).
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Slika 15. Povecanje razine kolesterola u stanicama divljeg tipa, CHOwt, uzrokuje povecano
nakupljanje retromernog kompleksa u ranim endosomima. U stanicama CHOwt razina kolesterola
povecana je: uzgajanjem u mediju sa spojem U18666A koji se koristi za oponaSanja fenotipa bolesti
NPC te u mediju bez egzogenih lipida (engl. LiPid Deficient Serum) s dodatkom kompleksa MBC-
kolesterol. Za analizu smjeStaja retromernog kompleksa koriStena su dva razlicita protutijela za
komponentne retromernog kompleksa Vps26 i Vps35 te je pracena kolokalizacija retromera S
biljezima razli¢itih unutarstani¢nih organela. A) Vps26 i Vps35 za retromerni kompleks, B) protutijela
TGN46 kao biljeg trans-Golgijeve mrezice, C) protutijelo EEA1 kao biljeg ranih endosoma, D) TfR
(receptor transferina) kao biljeg recikliraju¢ih endosoma, E) Rab7 kao biljeg kasnih endosoma i F)
LAMPI1 kao biljeg lizosoma. Nakon zavrsetka tretmana, stanice su fiksirane te imunocitokemijski

obiljezene specifi¢nim protutijelima te analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom.
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Kolokalizacija Vps35 s retromernim ligandom APP analizirana je u stanicama CHOwt nakon
tretmana za povecanje kolesterola (Slika 16). Za imunocitokemijsko obiljezavanje koristeno
je C-terminalno protutijelo (APP-CT). Nakon povecanja kolesterola, smjestaj APP bio je
slican kao u netretiranim stanicama CHOwt, bez jasnih perifernih nakupina koje su jasno
vidljive u stanicama NPC1-null, medutim u ponekim stanicama signal je bio manje rasprsen
te se grupirao u jednu veliku nakupinu. U stanicama CHOwt tretiranim U18666A nakupine
Vps35 bile su izrazenije smjestene tocno u dijelovima na kojima se nalazio signal za APP te
je stoga i kolokalizacija Vps35 i APP bila djelomi¢no povecana u ovim stanicama u odnosu
na netretirane stanice CHOwt.
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Slika 16. Povecanje razine kolesterola u stanicama CHOwt uzrokuje poveéanu kolokalizaciju
retromernog kompleksa i proteina APP. U stanicama CHOwt razina kolesterola povecana je:
uzgajanjem u mediju sa spojem U18666A koji se koristi za oponaSanja fenotipa bolesti NPC te u
mediju bez egzogenih lipida (engl. LiPid Deficient Serum) s dodatkom kompleksa MBC-kolesterol.
Nakon zavrSetka tretmana, stanice su fiksirane te imunocitokemijski obiljeZzene specificnim
protutijelima za Vps35 i APP-CT (protutijelo koje prepoznaje C-terminalni odsje¢ak APP, Y188).

Stanice su analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom.
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5.3. Analiza razine i smjeStaja proteina retromernog kompleksa u mozgovima misjeg

modela bolesti NPC

Osim u stanicnom modelu bolesti NPC, razina i smjestaj retromernog kompleksa analizirani
su 1 u mi§jem modelu BALB/c. Za analizu su koriSteni misevi divljeg tipa (engl. wild-type, u
daljnjem tekstu wt) te miSevi kojima je deletiran gen za protein NPC1 (NPCl"", u daljnjem
tekstu misevi NPC1). S obzirom da su misevi NPC1 sterilni, misevi wt i NPC1 dobiveni su
parenjem heterozigotnih roditelja (NPC1*"). Nakon &etiri tjedna miSevi su odvojeni od majke
te genotipizirani metodom lan¢ane reakcije polimeraze (PCR, Slika 17.A).

Osim provjere genotipa na razini DNA, metodom Western blot provjerena je i razina proteina
NPC1 u tim misevima. U skladu s modelom, u miSevima NPC1 nije bilo moguce detektirati
protein NPC1 (Slika 17.B). Jedna od klju¢nih patoloskih znacajki ovog misjeg modela je
neurodegeneracija Purkinje neurona u malom mozgu koja se razvija nakon cetvrtog tjedna
starosti, djelomi¢no je prisutna sa sedam tjedana starosti, a u desetom tjednu primijecen je
skoro potpuni gubitak Purkinje neurona (Slika 17.C). Stoga su u ovom doktorskom radu
koriSteni miSevi wt i NPC1 razlicite starosti: 4 tjedna (prije pojave prvih simptoma bolesti), 7
tjedana (nakon pojave prvih simptoma bolesti) i 10 tjedana starosti (terminalna faza bolesti).
Razine i smjestaj retromernog kompleksa analizirane su u trima regijama mozga koje su
razli¢ito podlozne i razli¢ito pogodene u bolesti NPC — u malom mozgu u kojem dolazi do
specificnog i ranog odumiranja Purkinje neurona i posljedi¢no karakteristine pojave tremora,
u kori velikog mozga u kojoj dolazi do naknadnog odumiranja neurona, te u hipokampusu
koji se smatra najmanje pogodenim, odnosno kod kojeg nije uocena degeneracija neurona u

bolesti NPC.
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Slika 17. Karakteristika mi§eva NPC1 (NPC1™) soja BALB/c je degeneracija Purkinje neurona

u malom mozgu koja je izraZena nakon cetvrtog tjedna starosti. A) Genotip miSeva odreden je
umnazanjem gena NPC1 metodom PCR i vizualizacijom dobivenih DNA vrpci elektroforezom u gelu.
B) Razina, odnosno nedostatak proteina NPC1, provjeren je u kori velikog mozga metodom Western

blot. C) Kriorezovi miseva NPC1 starih 4, 7 i 10 tjedana imunohistokemijski su obojeni calbindinom,

biljegom Purkinje neurona, te analizirani epifluorescentnim mikroskopom. S — standardni uzorak.
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5.3.1. Analiza utjecaja genotipa NPC1 i regije mozga (mali mozak, kora velikog mozga,

hipokampus) na razinu retromernog kompleksa u miSeva razliite starosti

Analizirana je razina proteina retromernog kompleksa Vps26, Vps35 i retromernog receptora
sorLA u miSevima wt i NPC1 starosti 4 i 10 tjedana. Analizirane su tri regije (kora velikog
mozga, hipokampus i mali mozak), koje su razli¢ito zahvacene u bolesti NPC. Metoda
izolacije mozga kao i homogenizacije proteina iz miSjeg mozga detaljno je opisana u
poglavlju 4.5.1.2. Rezultati dobiveni metodom Western blot kvantificirani su programom
Imagel, te su statisticki obradeni. Rezultati statistiCke obrade za pojedini protein prikazani su

u posebnim poglavljima 5.3.1.1. - 5.3.1.6.
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Slika 18. Analiza razine retromernih proteina u razlifitim regijama mozga miSeva wt i NPC1

ovisno o starosti. Metodom Western blot analizirane su razine proteina retromera (Vps26 i Vps35) te

retromernog receptora sorLA u sljede¢im regijama — kori velikog mozga starosti A) 4 tjedna, B) 10

tjedana, hipokampusu starosti C) 4 tjedna, D) 10 tjedana, malom mozgu starosti E) 4 tjedna, F) 10

tjedana. Rezultati dobiveni metodom Western blot kvantificirani su u programu ImageJ (NIH, SAD) te

statisticki obradeni (prikazano na Slikama 19.-21.). S — standardni uzorak.
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5.3.1.1. Utjecaj genotipa NPCL1 i regije mozga na ekspresiju retromernog proteina Vps26 u
miseva starih 4 tjedna

Analizom razine proteina Vps26 u mozgovima miSeva starosti 4 tjedna nije pronadena
statisticki znacajna interakcija izmedu genotipa NPC1 i regije mozga (kora velikog mozga,
hipokampus i mali mozak) na ekspresiju proteina Vps26 (F(2,30) = 0,526, p=0,596, partial n2
=0,034).

S obzirom da test interakcije nije dao statistiCku znacajnost, analiziran je pojedinacni utjecaj
genotipa NPC1 i regije mozga na ekspresiju proteina Vps26. Utvrden je statisticki znacajan
utjecaj genotipa NPC1 na ekspresiju Vps26 (F(1,30)=9,945, p=0,004, partial n2=0,249). Post
hoc-testom uz Bonferronijevu korekciju utvrdeno je da su 4 tjedna stari misevi NPC1 imali
znacajno viSu ekspresiju proteina Vps26 (razlika srednjih vrijednosti 0,189 uz 95% CI, od
0,067 do 0,311) od 4 tjedna starih miSeva wt uz razinu statisticke znacajnosti p=0,004.
Takoder, u 4 tjedna starih miSeva primijecena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji
proteina Vps26 ovisno o regiji mozga (F(2,30)=48,130, p<0,001, partial n2=0,762).
Usporedbom razlika srednjih vrijednosti izmedu skupina post-hoc testom uz Bonferronijevu
korekciju utvrdeno je da je ekspresija Vps26 u malom mozgu bila statisticki znacajno
smanjena u odnosu na ekspresiju Vps26 u kori velikog mozga (razlika srednjih vrijednosti -
0,622 uz 95% CI, od -0,808 do -0,436; p<0,001) kao i u odnosu na hipokampus (razlika
srednjih vrijednosti -0,624 uz 95% CI, od -0,810 do -0,438; p<0,001). Nije bilo razlike u
ekspresiji Vps26 u hipokampusu u odnosu na koru velikog mozga (Slika 19.A).

5.3.1.2. Utjecaj genotipa NPC1 i regije mozga na ekspresiju retromernog proteina Vps26 u
miSeva starih 10 tjedna

Osim u miSevima starima 4 tjedna, analizirana je razina proteina Vps26 u mozgu miseva
NPC1 i wt starih 10 tjedana. Utvrdeno je da nema statisticki znacajne interakcije izmedu
genotipa i regije mozga (F(2,30)=0,114, p=0,051, partial n2=0,180).

S obzirom da test interakcije nije dao statisticku znacajnost, analiziran je pojedinacni utjecaj
genotipa NPCL1 i regije mozga na ekspresiju proteina Vps26. Ekspresija proteina Vps26 se
znacajno razlikovala ovisno o genotipu NPC1 (F(1,30)=20,078, p<0,001, partial n2=0,401).
Post hoc testom uz Bonferronijevu korekciju utvrdeno je da su 10 tjedana stari mozgovi
miSeva NPC1 (u odnosu na wt) imali viSu ekspresiju proteina Vps26 (prosjek 0,278 uz 95%
Cl, od 0,151 do 0,405) s razinom statisticke znacajnosti p=0,004. Ekspresija proteina Vps26 u
10 tjedana starih miSeva NPC1 u odnosu na wt nije se statisticki znacajno razlikovala ovisno o

regiji mozga (F(1,30)=0,208, p=0,814, partial n2=0,014) (Slika 19.B).
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Slika 19. Razina retromernog proteina Vps26 poveéana je u mozgu miSeva NPC1 i u ranoj (4
tjedna) i u krajnjoj fazi bolesti (10 tjedana). Rezultati dobiveni metodom Western blot analizirani
su software-om ImageJ i normalizirani prema razini bojenja AmidoBlack. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + SD. Dobivene vrijednosti analizirane su dvosmjernim testom ANOVA. Razina
retromernog proteina Vps26 povecana je u sve tri analizirane regije mozga (kora velikog mozga,
hipokampus i mali mozak) u misevima NPCI1 starosti A) 4 tjedna i B) 10 tjedana u odnosu na miseve
divljeg tipa (wt). U miSevima starima 4 tjedna uoCena je znacajno manja razina proteina Vps26 u

malom mozgu (p<0,001) u odnosu na a) koru velikog mozga i b) hipokampus.
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5.3.1.3. Utjecaj genotipa NPCL1 i regije mozga na ekspresiju retromernog proteina Vps35 u
miseva starih 4 tjedna

Analizom razine proteina Vps35 u mozgovima misSeva starih 4 tjedna utvrdeno je da nema
interakcije izmedu genotipa NPC1 i regija mozga (F(2,30)=0,756, p=0,478, partial n2=0,048).
S obzirom da test interakcije nije dao statisticku znac¢ajnost, analiziran je pojedinacni utjecaj
genotipa NPC1 i regije mozga na ekspresiju proteina, gdje je utvrdeno da u 4 tjedna starih
miSeva genotip NPC1 nema znacajan utjecaj na ekspresiju Vps35 (F(1,30)=2,095, p=0,158,
partial 12=0,065). No, utjecaj regije mozga na ekspresiju proteina Vps35 izmedu 4 tjedna
starih miSeva NPC1 i wt bio je statisticki znacajan (F(2,30)=8,805, p<0,001, partial
1n2=0,370). Usporedbom razlika srednjih vrijednosti izmedu skupina post-hoc testom uz
Bonferronijevu korekciju utvrdeno je da je hipokampus 4 tjedna starith miSeva imao vecu
ekspresiju proteina Vps35 od kore velikog mozga (prosjek 0,400 uz 95% CI, od 0,091 do
0,710; p=0,008). Takoder, hipokampus je imao statisticki znacajno veéu razinu proteina

Vps35 od malog mozga (prosjek 0,476 uz 95% ClI, od 0,167 do 0,786; p=0,001.) (Slika 20.A).

5.3.1.4. Utjecaj genotipa NPC1 i regije mozga na ekspresiju retromernog proteina Vps35 u
miSeva starosti 10 tjedana

U miSevima starima 10 tjedana nije bilo statisticki znacajne interakcije genotipa NPC1 i regije
mozga na razinu proteina Vps35 F(2,30)=2,782, p=0,078, partial n2=0,156. S obzirom da test
interakcije nije dao statistiCku znacajnost, analiziran je pojedinacni utjecaj genotipa NPC1 i
regije mozga na ekspresiju proteina, gdje se utvrdilo da u 10 tjedana starih miSeva genotip
NPC1l nema =znaCajan utjecaj na ekspresiju Vps35 (F(1,30)=1,510, p=0,229, partial
n2=0,048.). Takoder, ekspresija proteina Vps35 nije bila znac¢ajno promijenjena u razli¢itim
regijama mozga miseva starih 10 tjedana (F(1,30)=3,149, p=0,057, partial n2=0,174) (Slika
20.B).

103



A)

Vps35 - 4 tjedna

Okora velikog mozga ®hipokampus B mali mozak

N
(63}
)

=

0,5 -

relativha koncentracija proteina

NPC1

B)

Vps35 - 10 tjedana

Okoravelikog mozga @hipokampus ®mali mozak
2,5 1

1,5 1

—t

relativha koncentracija proteina

wit NPC1

Slika 20. Razina retromernog proteina Vps35 nije promijenjena u miSevima NPC1. Rezultati
dobiveni metodom Western blot analizirani su software-om ImageJ i normalizirani prema razini
bojenja AmidoBlack. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. Dobivene vrijednosti
analizirane su dvosmjernim testom ANOVA. Razina retromernog proteina Vps35 nije promijenjena ni
u jednoj od tri analizirane regije mozga (kora velikog mozga, hipokampus i mali mozak) u misevima
NPCI1 starosti A) 4 tjedna i B) 10 tjedana u odnosu na miSeve divljeg tipa (wt). U miSevima starima 4

tjedna uocena je znaCajno veca razina proteina Vps35 u hipokampusu u odnosu na a) koru velikog

mozga (p=0,008) i b) mali mozak (p=0,001).
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5.3.1.5. Utjecaj genotipa NPCL1 i regije mozga na ekspresiju retromernog receptora sorLA u
miseva starih 4 tjedna

Analizom razine proteina sorLA u mozgovima miseva wt i NPCL1 starosti 4 tjedna utvrdeno je
da nije postojala statisticki znacajna interakcija izmedu genotipa NPC1 i regije mozga na
ekspresiju proteina sorLA (F(2,30)=0,573, p=0,570, partial n2=0,038). S obzirom da test
interakcije nije dao statisticku znacajnost, analiziran je pojedinacni utjecaj genotipa NPCL i
regije mozga na ekspresiju proteina, te je utvrdeno da se ekspresija proteina sorLA nije
statistiCki znacajno razlikovala izmedu 4 tjedna starih miseva wt i NPC1 (F(1,30)=1,156,
p=0,291, partial n2=0,038).

Medutim, razina proteina sorLA u razliCitim regijama mozga statisticki se znacajno
razlikovala u 4 tjedna starih miseva (F(2,30)=49,115, p<0,001, partial n2=0,772). Mali mozak
je imao statisticki znacajno vec¢u razinu ekspresije proteina sorLA od kore velikog mozga
(razlika srednjih vrijednosti 0,508, uz 95% CI, od 0,349 do 0,666; p<0,001) kao i od
hipokampusa (razlika srednjih vrijednosti 0,570, uz 95% CI, od 0,408 do 0,733; p<0,001)
(Slika 21.A).

5.3.1.6. Utjecaj genotipa NPC1 i regije mozga na ekspresiju retromernog receptora sorLA u
miSeva starih 10 tjedana

Utvrdeno je da nije bilo statisticki znacajne interakcije genotipa NPC1 i regije mozga na
ekspresiju proteina sorLA u mozgovima miSeva wt i NPC1l starosti 10 tjedana
(F(2,30)=3,250, p=0,053, partial n2=0,178). S obzirom da test interakcije nije dao statistiCku
znacajnost, analiziran je pojedinacni utjecaj genotipa NPC1 i regije mozga na ekspresiju
proteina, te je utvrdeno da se ekspresija proteina sorLA u 10 tjedana starih miSeva nije
statistiCki znac¢ajno razlikovala s obzirom na genotip NPC1 (F(1,30)=2,511, p=0,124, partial
n2=0,077), dok je ekspresija proteina sorLA ovisno o regiji mozga bila statisticki znacajno
promijenjena (F(2,30)=65,986, p<0,001, partial 12=0,815). Usporedbom razlika srednjih
vrijednosti izmedu skupina post-hoc testom uz Bonferronijevu korekciju utvrdeno je da je
razina proteina sorLA u malom mozgu bila statisticki zna¢ajno vec¢a u odnosu na koru velikog
mozga (razlika srednjih vrijednosti 2,186 uz 95% ClI, od 1,636 do 2,736; p<0,001). Ekspresija
proteina sorLA u malom mozgu znacéajno je bila veca i od ekspresije u hipokampusu (razlika

srednjih vrijednosti 2,126 uz 95% CI od 1,577 do 2,676; p<0,001) (Slika 21.B).
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Slika 21. Razina retromernog receptora sorLA nije promijenjena u miSevima NPC1. Rezultati
dobiveni metodom Western blot analizirani su software-om ImageJ i normalizirani prema razini
bojenja AmidoBlack. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD. Dobivene vrijednosti
analizirane su dvosmjernim testom ANOVA. Razina retromernog receptora nije promijenjena ni u
jednoj analiziranoj regiji mozga (kora velikog mozga, hipokampus i mali mozak) u misevima NPCl1
starosti A) 4 tjedna i B) 10 tjedana u odnosu na miseve divljeg tipa (wt). U miSevima starima A) 4
tjedna i B) 10 tjedana uocdena je statisti¢ki zna¢ajno veca razina proteina sorLA u malom mozgu

(p<0,001) u odnosu na a) koru velikog mozga i b) hipokampus.
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5.3.2. Analiza rasprostranjenosti retromernog proteina VVps35 i retromernoq receptora sorLA u

razli¢itim regijama mozga

Rasprostranjenost retromernog proteina Vps35 (Slika 22.) te retromernog receptora sorLA
(Slika 23.) analizirana je u malom mozgu, kori velikog mozga i hipokampusu miseva NPCI1 i
wt starih 10 tjedana. Njihov smjesStaj analiziran je u odnosu na jezgre obiljezene bojom
Hoechst.

U malom mozgu metodom imunohistokemije pracena je kolokalizacija proteina Vps35 i boje
Hoechst kojom su obiljeZene jezgre stanica. S obzirom da odumiranje Purkinje neurona
zapocinje od frontalnih prema kaudalnim reZnjevima, pri ¢emu su 9. 1 10. reZanj najocuvaniji
(Purkinje neuroni u ovim reznjevima su u 10. tjednu starosti NPC1 miSeva jo$ uvijek
,,otporni na degeneraciju), u svim analizama na konfokalnom mikroskopu slikan je uvijek 9.
ili 10. rezanj. Protein Vps35 smjeSten je u malom mozgu u somi Purkinje neurona i u
molekularnom sloju. Medutim, dok je u somi Purkinje neurona miSeva wt protein Vps35
rasporeden jednoliko unutar some, u misevima NPC1 bilo je prisutno nakupljanje proteina
Vps35 u somi preostalih Purkinje neurona (Slika 22.A).

U hipokampusu pracen je smjeStaj retromernog proteina Vps35 u razli¢itim regijama.
Smjestaj proteina Vps35 nije primije¢en u regijama CAl (Slika 22.B) i CA2 nego samo u
regiji CA3 (Slika 22.C) hipokampusa te u neuronima hilusa dentatnog girusa u misevima wt i
NPC1 (Slika 22.D). Uoceno je da je u wt miSevima najjaci signal proteina Vps35 prisutan u
mahovinastim vlaknima (Slika 22.C), dok signal Vps35 nije detektiran u piramidalnim
neuronima regije CA3. Za razliku od toga, u miSevima NPC1 primijecen je gubitak signala
proteina Vps35 u mahovinastim vlaknima, a porast njegovog signala u piramidalnim
neuronima regije CA3. Takoder, u miSevima NPC1 Vps35 nakupljao se u hilusu neurona
dentatnog girusa (Slika 22.D)

U miSevima NPC1 primije¢eno je nakupljanje Vps35 u somi neurona kore velikog mozga.
Nasuprot tome, u miSevima wt signal za protein Vps35 bio je slab, rasprSen, bez prisutnog

nakupljanja, nalik pozadinskom bojenju (Slika 22.E).
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Slika 22. Retromerni protein Vps35 nakuplja se u somama neurona u svim regijama mozga

wt

NPC1

miSeva NPC1 starih 10 tjedana. Izolirane polutke mozgova fiksirane su, krioo¢uvane u otopini
saharoze i zamrznute pri -80 °C do rezanja na kriotomu. Kriorezovi su imunohistokemijski bojeni sa
specificnim primarnim protutijelom za protein Vps35 i biljegom stani¢nih jezgara Hoechst te
analizirani konfokalnim laserskim mikroskopom. Prikazane su regije A) mali mozak, B) CA1 regija

hipokampusa, C) CAS3 regija hipokampusa, D) dentatni girus u hipokampusu, E) kora velikog mozga.
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Smyjestaj retromernog receptora sorLA u malom mozgu pracen je u odnosu na biljeg stani¢nih
jezgri Hoechst. Nije bilo moguce pratiti kolokalizaciju proteina sorLA i calbindina jer su oba
primarna protutijela iz iste Zivotinje, miSa. U malom mozgu wt miSeva receptor sorLA bio je
smjesten unutar some Purkinje neurona kao i unutar some neurona u molekularnom sloju. U
malom mozgu miseva NPC1 signal za receptor sorLA bio je veoma smanjem u odnosu na
miSeve wt (Slika 23.A).

Za razliku od retromernog proteina Vps35 kojega je metodom imunohistokemije u
hipokampusu miseva wt i NPC1 bilo moguce detektirati samo u regijama CA3 i u hilusu,
signal za receptor sorLA bio je najjaci u svim regijama hipokampusa u odnosu na koru
velikog mozga 1 mali mozak. Takoder, od svih regija hipokampusa, najjaci signal za receptor
sorLA bio je u regiji CAl (Slika 23.B). Receptor sorLA bio je smjeSten perinuklearno u
piramidalnim stanicama regije CA1 (Slika 23.B), CA2 i CA3 (Slika 23.C) te hilusa dentatnog
girusa, kao i u granularnim stanicama dentatnog girusa (Slika 23.D). Kao i u drugim
analiziranim dijelovima mozga, signal za receptor sorLA bio je puno slabiji u svim regijama
hipokampusa miseva NPC1 u odnosu na wt (Slika 21).

U kori velikog mozga miseva wt receptor sorLA je bio smjeSten u somi neurona u
karakteristicnom prstenastom obliku. U miSevima NPC1 signal za protein sorLA bio je u

vecini neurona puno slabiji nego u korteksu miseva wt (Slika 23.E).
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Slika 23. Retromerni receptor sorLA smjeSten je u somama neurona u svim dijelovima mozga i
smanjen je u mozgu miSeva NPC1 starih 10 tjedana. Izolirane polutke mozgova miSeva fiksirane
su, kriooCuvane u otopini saharoze i zamrznute pri -80 °C do rezanja na kriotomu. Kriorezovi su
imunohistokemijski bojeni sa specificnim primarnim protutijelom za protein sorLA i biljegom

stani¢nih jezgara Hoechst te analizirani konfokalnim laserskim mikroskopom. Prikazane su regije A)
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mali mozak, B) CA1 regija hipokampusa, C) CA3 regija hipokampusa, D) dentatni girus u
hipokampusu, E) kora velikog mozga.

5.3.3. Analiza razine i kolokalizacije retromernog proteina VVps35 i retromernog receptora

sorLA u mozgu miSeva NPC1 ovisno o starosti

Nakon uocene razli¢ite distribucije retromernog proteina Vps35 i receptora sorLA u mozgu
misSeva, kao i promijenjenog smjestaja tih proteina u miSevima NPC1 u odnosu na miseve wt
starosti 10 tjedana, analizirana je promjena smjeStaja proteina Vps35 1 sorLA kao i
kolokalizacija ovih proteina u odnosu na progresiju bolesti, tj. u mozgovima 4, 7 i 10 tjedana
starih miseva wt i NPC1.

U malom mozgu miSeva NPC1 starosti 4, 7 1 10 tjedana pracen je smjestaj proteina Vps35 i
sorLA 1 usporeden sa smjestajem u miSevima wt. Analiziran je i smjesStaj proteina Vps35 i
sorLA u miSevima wt ovisno o starosti. Uoceno je da misevi wt starosti 4, 7 i 10 tjedana ne
pokazuju promjene smjestaja niti ja¢ine signala za ove proteine. Stoga je u daljnjim pokusima
i prikazima rezultata koristena samo jedna kontrola, tj. miSevi wt starosti 10 tjedana. U
miSevima NPC1 razliCite starosti smjestaj proteina Vps35 i sorLA se nije mijenjao, ali je
jacina njihovog signala bila razli¢ita. S obzirom da nije bilo moguce uzorke usporedno bojiti s
biljegom Purkinje neurona, uzorci su bojeni bojom za jezgru neurona Hoechst koja dodatno
potvrduje broj i smjestaj Purkinje neurona. Prema signalima za Hoechst, ali i Vps35 i SorLA,
odumiranje Purkinje neurona uoceno je ve¢ u miSeva NPC1 starosti 4 tjedana. Ova patoloska
karakteristika se pogorSava sa starenjem te je u miSevima starima 10 tjedana prisutan jos mali
broj Purkinje neurona u 9. 1 10. reZznju. U Purkinje neuronima malog mozga ve¢ u 4 tjedna
starih miSeva NPC1 uocen je smanjen signal za receptor sorLA. Nasuprot tome, u somi
Purkinje neurona ve¢ u 4 tjedna starih miSeva NPC1 nakupljao se protein Vps35, a
nakupljanje je bilo izrazenije sa starenjem. U Purkinje neuronima starim 7 tjedana Vps35 se
nakuplja po ¢itavoj somi, a nakupljanje se nastavilo i dalje u svim prezivjelim Purkinje

neuronima starima 10 tjedana (Slika 24.).
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Slika 24. Ekspresija retromernog receptora sorLA u Purkinje neuronima miseva NPC1
smanjuje se ovisno o starosti. U prezivjelim Purkinje neuronima paralelno sa sniZenjem
ekspresije receptora sorLA dolazi do nakupljanja retromernog proteina Vps35 u somi neurona.
Izolirane polutke mozgova miSeva fiksirane su, krioo¢uvane u otopini saharoze i zamrznute pri -80 °C
do rezanja na kriotomu. Kriorezovi su imunohistokemijski bojeni specifi¢nim primarnim protutijelom
za protein Vps35 i retromerni receptor sorLA te biljegom stani¢nih jezgara Hoechst te analizirani

konfokalnim laserskim mikroskopom.

S obzirom da je prethodnom analizom detektiran signal proteina Vps35 samo u regiji CA3
hipokampusa miseva NPC1, kolokalizacija proteina Vps35 i sorLA prikazana je samo u toj
regiji hipokampusa. Ve¢ u 4 tjedna starih miSeva NPC1 uoceno je smanjenje signala za
protein sorLA u somama piramidalnih neurona te je primije¢eno daljnje snizavanje signala sa
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starenjem ovih miSeva u odnosu na miseve wt. Dok je protein Vps35 u miSevima wt smjeSten
u mahovinastim vlaknima, te nema signala u piramidalnim stanicama regije CA3, u miSevima
NPC1 ve¢ sa 4 tjedna starosti signal Vps35 slabi u mahovinastim vlaknima, a povecava se u
somama piramidalnih neurona regije CA3. Taj se ucinak nastavlja i povecava sa starenjem
miseva NPC1, tj. nakupljanje signala VVps35 u somama piramidalnih neurona jasno je uoc¢eno
u 71 10 tjedana starih miSeva NPC1 (Slika 25.).
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Slika 25. Smanjenje ekspresije retromernog receptora sorLA u neuronima regije cornu
ammonis 3 (CA3) hipokampusa miSeva NPC1 ovisno o starosti dovodi do nakupljanja
retromernog proteina Vps35. Izolirane polutke mozgova miseva fiksirane su, krioocuvane u otopini
saharoze i zamrznute pri -80 °C do rezanja na kriotomu. Kriorezovi su imunohistokemijski bojeni sa
specifi¢cnim primarnim protutijelom za protein Vps35 i retromerni receptor sorLA te biljegom

stani¢nih jezgara Hoechst te analizirani konfokalnim laserskim mikroskopom.
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Kao i u malom mozgu i1 hipokampusu, u kori velikog mozga primijeceno je slabljenje signala
za receptor sorLA ve¢ u miSevima NPCL1 starosti 4 tjedna. Paralelno s time, ve¢ sa 4 tjedna
primije¢eno je nakupljanje proteina Vps35 unutar some neurona u kori velikog mozga.
Nakupljanje Vps35 sa starenjem miSeva NPC1 se dodatno povecavalo. Najvise nakupljanje
proteina Vps35 uoceno je u neuronima s najmanjom razinom receptora sorLA. Ucinak je bio i
obrnut, tj. u somama neurona u kojima je bio najjaci signal za receptor sorLA, uoceno je

najmanje nakupljanje proteina Vps35 u odnosu na okolne stanice (Slika 26.).
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Slika 26. Ekspresija retromernog receptora sorLA u neuronima kore velikog mozga miSeva
NPCL1 smanjuje se ovisno o starosti. Paralelno sa smanjenjem ekspresije receptora sorLA dolazi
do nakupljanja retromernog proteina Vps35, i obrnuto. Izolirane polutke mozgova miSeva
fiksirane su, krioo¢uvane u otopini saharoze i zamrznute pri -80 °C do rezanja na kriotomu. Kriorezovi
su imunohistokemijski bojeni specifi¢cnim primarnim protutijelom za protein Vps35 i retromerni
receptor sorLA te biljegom stanicnih jezgara Hoechst te analizirani konfokalnim laserskim

mikroskopom.

5.3.4. Utjecaj smanjenja razine kolesterola na ekspresiju i rasprostranjenost retromernih

proteina i retromernog receptora sorLA u miSevima NPC1

Na temelju prethodno detektiranog promijenjenog smjestaja i ekspresije retromenog proteina
Vps35 i receptora sorLA u mozgovima miSeva NPC1, praden je utjecaj smanjenja razine
kolesterola u miSevima NPC1 na smjeStaj ova dva proteina, tj. moze li smanjenje razine
kolesterola ,,popraviti“ transport retromera, proteina Vps35 i sorLA, te ,,popraviti® smjestaj
ovih proteina kao u miSevima wt. Metodologija ovih tretmana opisana je u poglavlju 4.3.2.

Nakon tretmana MBC i statinom fluvastatinom, u miSevima NPC1 starima 10 tjedana pra¢ena
je kolokalizacija proteina Vps35 i sorLA u svim dijelovima mozga. U kori velikog mozga
miSeva NPC1 uoceno je povecanje razine receptora sorLA skoro na razinu miseva wt, a
nakupljanje proteina Vps35 znatno se smanjilo (Slika 27.). Ti rezultati ukazali su da je
promijenjen smjestaj i ekspresija retromernog proteina Vps35 1 receptora sorLA izravno
ovisna o nakupljanju kolesterola u kasnim endosomima-lizosomima stanica neurona te da je u
miSevima NPC1 starima 10 tjedana, koji imaju prisutne simptome bolesti, moguce djelovati
na retromer i njegov receptor i povratiti smjestaj, a time i funkciju retromernog kompleksa

sli¢no onoj kao u miSevima wt.
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Slika 27. Tretmani sniZavanja razine kolesterola u mozgovima miSeva NPC1 starih 10 tjedana
uzrokuju porast razine sorLA u pojedinim neuronima te u skladu s time manje izrazeno
nakupljanje retromernog proteina Vps35. Kriorezovi su imunohistokemijski bojeni specifi¢nim
primarnim protutijelom za protein Vps35 i retromerni receptor sorLA te biljegom stani¢nih jezgara

Hoechst te analizirani konfokalnim laserskim mikroskopom.
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5.4. Analiza razine i smjeStaja proteina retromernog kompleksa u primarnim kulturama

neurona misjeg modela bolesti NPC

Rezultati dobiveni analizom kriorezova mozgova miseva wt i NPC1 pokazali su da dolazi do
promjene u razini 1/ili nakupljanju proteina Vps35 1 sorLA ve¢ u najranijoj fazi NPC bolesti
(4-tjedna starosti). Takoder, ove su promjene za proteine Vps35 i sorLA detektirane u svim
analiziranim regijama mozga, bez obzira na razli¢itu osjetljivost neurona u ovim regijama — u
Purkinje neuronima malog mozga, u piramidalnim i granularnim stanicama hipokampusa te u
neuronima kore velikog mozga. Kako bi se detaljnije ispitala razina i transport retromernih
proteina i retromernog receptora u neuronima (u odnosu na prethodno opisanu njihovu analizu
u homogenatu razlicitih stanica u razli¢itim regijama mozga i njihovim rezovima) u daljnjem
su doktorskom radu uzgojeni Purkinje, hipokampalni i kortikalni neuroni izolirani iz
mladunaca NPC1 i wt postnatalnog dana 0-1 (PO-P1) te je pracena razlika u razini i smjestaju
proteina Vps26, Vps35 i sorLA metodama Western blot i imunocitokemije. Za pripremu
primarnih kultura iz svakog pojedina¢nog mladunca P0-P1 izolirani su istovremeno Purkinje
neuroni, hipokampalni i kortikalni neuroni. Mladunci su genotipizirani kao §to je opisano u

poglavlju 4.2.1. i za analizu su koriSteni samo misevi wt (N PC1"")i NPC1 (NPC17).

5.4.1. Analiza razine retromernih proteina VVps26 i Vps35 te retromernoq receptora sorLA u

kortikalnim neuronima

Za analizu razine retromernih proteina Vps26 i Vps35 te retromernog receptora sorLA
metodom Western blot koristeni su kortikalni neuroni jer koli¢ina Purkinje i hipokampalnih
neurona u primarnoj kulturi dobivena iz jednog mladunca starosti PO-P1 nije bila dovoljna za
analizu razine proteina metodom Western blot. Stoga su Purkinje i hipokampalni neuroni
analizirani samo metodom imunocitokemije. Analiza proteina Vps26, Vps35 i sorLA iz
stani¢nih lizata kortikalnih neurona miSeva NPC1 i wt uzgajanih 14 dana u kulturi (opisano u
poglavlju 4.1.2.) pokazali su da je razina sva tri proteina nepromijenjena u primarnim

kortikalnim neuronima miSeva NPC1 u odnosu na wt (Slika 28.).

120



A)
wt NPC1 wt NPCH

sorLA
X L R R R ¢

Vps35

B S S e e e e e | Vps26

—— —— — — — — | B-aCtin

B)
Owt ENPCL

1,2 1

0,8 -

0,6 1

0,2 1

relativha koncentracija proteina

Vps26 Vps35 SorLA

Slika 28. Razina retromernih proteina Vps26/35 i retromernog receptora sorLA nije
promijenjena u primarnim kortikalnim neuronima miseva NPC1l u odnosu na miSeve wt.
Neuroni su izolirani iz mladunaca postnatalnog dan PO-P1 i uzgajani u kulturi 14 dana. Nakon toga
pripremljeni su stani¢ni lizati i analizirani metodom Western blot. A) Razina retromernih proteina
Vps26 1 Vps35 te retromernog receptora sorLA analizirana je metodom Western blot koristeéi
specificna protutijela. B) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa u
duplikatima analizirani su software-om ImageJ i normalizirani prema koli¢ini proteina [B-actina.
Dobivene vrijednosti analizirane su studentovim t-test-om i nije zabiljeZzena statisticka znacajnost.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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5.4.2. Analiza smje$taja retromernog proteina Vps35 i/ili retromernog receptora sorLA u

primarnim kulturama neurona miseva NPC1 i wt

5.4.2.1. Smjestaj retromernog proteina Vps35 u primarnoj kulturi Purkinje neurona miSeva
NPC1 i wt

S obzirom da odumiranje Purkinje neurona predstavlja jednu od najranijih i karakteristi¢nih
patoloSkih karakteristika bolesti NPC, prvo je analiziran transport retromernog proteina
Vps35 u primarnoj kulturi ovih neurona. Nakon 14 dana uzgoja u kulturi Purkinje neuroni su
bili obiljezeni biljegom calbindinom. Nije uoceno razliCito prezivljenje primarnih Purkinje
neurona NPC1 u odnosu na neurone wt. Medutim, prezivljenje Purkinje neurona je ukupno
bilo jako slabo. Takoder, u skladu s literaturom, uoceno je da Purkinje neuroni uzgojeni u
kulturi ne razvijaju karakteristicno razgranato dendriticko stablo, nego je stablo puno manje
razgranato (Slika 29.)

S obzirom da su primarna protutijela za calbindin i protein sorLA iz iste zivotinje, miSa, nije
bilo moguée analizirati smjestaj receptora sorLA te smo u kulturi Purkinje neurona pratili
samo smjestaj retromernog proteina Vps35. Obiljezje rasta Purkinje neurona je da su uvijek
rasli na sloju granularnih stanica unutar kojeg bi se smjestilo razgranato dendriticko stablo. S
obzirom na ova obiljezja rasta Purkinje neurona bilo je tesko pratiti smjestaj proteina Vps35
samo unutar some i dendritickog stabla Purkinje neurona (Slika 29.), jer je Vps35 prisutan i u
viSeslojevitim granularnim stanicama. Medutim, analizom se moglo uociti razli¢ito
imunobojenje proteina Vps35 izmedu primarne kulture Purkinje neurona NPC1 u usporedbi s
wt (Slika 30.). Dok je u neuronima wt signal Vps35 dao jasno tockasto obojenje, u neuronima
NPC1 bojenje Vps35 je bilo difuznije s manje izrazenim i sitnijim tockastim signalom.
Imunobojenjem calbindinom uoceno je da Purkinje neuroni iz miseva NPC1 imaju mnoga
zadebljanja unutar aksona. Analizom kolokalizacije proteina Vps35 i zadebljanja primije¢eno

je da se Vps35 nakuplja unutar ovih aksonalnih zadebljanja (Slika 31.).
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Slika 29. Purkinje neuron izoliran iz miSeva NPC1 uzgojen u primarnoj kulturi. Nakon izolacije
tkiva malog mozga iz PO mladunaca i uzgoja neurona 14 dana u kulturi, Purkinje neuroni
imunocitokemijski su obojeni biljegom calbindinom, te promatrani konfokalnim laserskim

mikroskopom.

calbindin Vps35/calbindin

Slika 30. Purkinje neuroni miSeva NPC1 imaju smanjenu ekspresiju retromernog proteina

. ,\..
$. oy

wt

NPC1

Vps35 u dentritickom stablu neurona u odnosu na Purkinje neurone iz miSeva wt. Uzrok
pozadinskog bojenja Vps35 je sloj granularnih neurona koji rastu oko Purkinje neurona. Purkinje
neuroni su izolirani iz miseva postnatalnog dana PO, uzgajani 14 dana u kulturi. Nakon toga neuroni su
fiksirani te obiljezeni specificnim protutijelima za biljeg Purkinje neurona — calbindin te za protein

Vps35 i promatrani konfokalnim laserskim mikroskopom.

123



calbindin /ps35/calbindin
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Slika 31. Purkinje neuroni izolirani iz miSeva NPC1l imaju Kkarakteristi‘na aksonalna
zadebljanja u kojima se nakuplja retromerni protein Vps35. Uzrok pozadinskog bojenja Vps35 je
sloj granularnih neurona koji rastu oko Purkinje neurona. Purkinje neuroni su izolirani iz mladunaca
postnatalnog dana PO, uzgajani 14 DIV. Nakon toga neuroni su fiksirani te obiljezeni specificnim
protutijelima za biljeg Purkinje neurona — calbindin te za protein Vps35 i promatrani konfokalnim

laserskim mikroskopom.

5.4.2.2. Smijestaj retromernih proteina u primarnoj Kulturi hipokampalnih neurona miseva
NPC1 i wt

S obzirom da hipokampalni neuroni pokazuju drugaciju vulnerabilnost od Purkinje neurona u
bolesti NPC, ispitan je transport retromernog kompleksa u primarnoj kulturi ovih neurona
izoliranih iz mladunaca wt i NPC1 prvog postnatalnog dana (P0). Ako disfunkcija retromera
predstavlja okida¢ procesa neurodegeneracije, pretpostavljeno je da bi s obzirom na o¢uvanost
hipokampalnih neurona u bolesti NPC, tj. njihovu najslabiju vulnerabilnost, poremecaj
transporta retromernog kompleksa bio najblazi ili ne bi bio prisutan u ovim neuronima. U
kulturi hipokampalnih neurona analiziran je smjestaj proteina Vps35 i sorLA. Uoceno je da je
protein sorLA ve¢inom smjes$ten u somi neurona, oko jezgre u neuronima i wt i NPC1, pri
¢emu je signal u neuronima NPC1 bio izrazeniji 1 dao bojenje sorLA receptora u vecim
toCckama (Slika 32.). Smjestaj receptora sorLA u somi neurona u skladu je s njegovim
imunohistokemijskim bojenjem u mozdanim kriorezovima. U neuronima wt je protein Vps35
bio smjeSten perinuklearno u somi i u izdancima neurona. U neuronima NPC1 signal za
protein Vps35 bio je puno jaci u aksonima, i u ve¢im nakupinama, dok je u somi ovaj signal
bio rasprsSeniji, viSe na periferiji some, u odnosu na neurone Wt. Primijeceni poremecaj u

transportu proteina Vps35 i1 sorLA u primarnoj kulturi hipokampalnih neurona miseva NPC1
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u odnosu na wt, rezultirao je njthovom povecanom kolokalizacijom u ve¢im nakupinama i u

somi i u aksonima ovih neurona (Slika 32.).
sorLA /sorLA

wt

NPCA1

sorLA /sorLA

sorLA /sorLA

ZOOm soma neurona
wt

NPC1

wt

zoom aksoni

NPC1
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Slika 32. Analiza smjeStaja retromernog proteina Vps35 i retromernog receptor sorLA u
hipokampalnim neuronima miseva NPC1 i wt. Protein Vps35 smjeSten je u somi i aksonima
neurona, a receptor sorLA prvenstveno u somi neurona. Hipokampalni neuroni su izolirani iz
mladunaca NPC1 i wt postnatalnog dana PO, uzgajani 14 DIV. Nakon toga neuroni su fiksirani te
obiljeZzeni specificnim protutijelima za retromerni protein Vps35 i retromerni receptor sorLA te

promatrani konfokalnim laserskim mikroskopom.

S obzirom da su ovi rezultati ukazali na promijenjeni transport proteina Vps35 u
hipokampalnim neuronima NPC1, pogotovo u aksonima, analiziran je smjestaj proteina
Vps35 unutar endosomalno-lizosomalnog puta u wt i NPC1. Stoga je pracena kolokalizacija
proteina Vps35 s biljegom ranih endosoma — EEA1 (Slika 33.A), biljegom recikliraju¢ih
endosoma — TfR (Slika 33.B) i biljegom lizosoma — LAMP1 (Slika 33.C). Paralelno je
praceno i nakupljanje slobodnog neesterificiranog kolesterola bojenjem filipinom (Slika 33.A-
C). Bojenje biljegom LAMP1 pokazalo je prisutnost povecanih lizosoma u somi
hipokampalnih neurona NPC1 u odnosu na neurone wt, u kojima se nakuplja slobodni
kolesterol (Slika 33.C). Ovaj rezultat je pokazao da hipokampalni neuroni u primarnoj kulturi
izolirani iz miSeva NPC1, iako ne pokazaju znacajnu vulnerabilnost u bolesti NPC, pokazuju
nakupljanje kolesterola i povecane lizosome — dvije karakteristicne patoloske odlike bolesti
NPC.

U somi hipokampalnih neurona wt i NPC1 protein Vps35 je djelomi¢no bio smjesten u
vezikulama pozitivnima na EEAL, TfR i LAMP1 (Slika 33.). Dok je kolokalizacija Vps35 s
biljezima EEA1 i TfR u somi neurona NPC1 bila smanjena u odnosu na neurone wit,
primijeceno je nakupljanje veéeg broja i ve¢ih vezikula pozitivnih na Vps35 i EEAI1, TfR ili
LAMP1 u aksonima neurona NPC1 u odnosu na neurone wt. Osim toga, u aksonima NPC1,
za razliku od aksona wt, detektirana je potpuna kolokalizacija proteina Vps35 s vezikulama
pozitivnima na T{R (Slika 33.B) ili LAMP1 (Slika 33.C) i djelomicno EEAT (Slika 33.A).
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Slika 33. Hipokampalni neuroni izolirani iz miSeva NPC1 u odnosu na neurone miSeva wt
pokazuju povecanu kolokalizaciju retromernog proteina Vps35 s biljezima reciklirajucih
endosoma i lizosoma (TfR i LAMP1) u aksonima. Hipokampalni neuroni su izolirani iz mladunaca
postnatalnog dana PO, uzgajani 14 dana u kulturi. Neuroni su fiksirani te obiljezeni specifi¢nim

protutijelima za retromerni protein Vps35 i A) za biljeg ranih endosoma EEAL, B) za biljeg
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recikliraju¢ih endosoma — receptor transferina (TfR), C) za biljeg lizosoma LAMPL. Bojenje filipinom
je detektiralo nakupljanje slobodnog neesterificiranog koelsterola u somi neurona NPC1 za razliku od

neurona wt. Neuroni su promatrani konfokalnim laserskim mikroskopom.

Nakupljanje proteina Vps35 u aksonima hipokampalnih neurona NPC1 zajedno s biljezima
ostalih vezikula endosomalno-lizosomalnog puta, ukazalo je na postojanje nefunkcionalnog
aksonalnog transporta. S ciljem analize postoje li aksonalna zadebljanja i u hipokampalnim
neuronima NPCL1, neuroni su obiljeZzeni neuralnim biljegom Tuj-1. Rezultati su pokazali da
hipokampalni neuroni NPC1, kao i Purkinje neuroni, pokazuju aksonalna zadebljanja te da se
u aksonalnim zadebljanjima hipokampalnih neurona NPC1 (obiljeZenih s Tuj-1) nakupljaju
povecane vezikule pozitivne na Vps35 i LAMP1 (Slika 34.). Ovi rezultati ukazuju da se
promjene u endosomalno-lizosomalnom transportu, pogotovo unutar aksona, uocavaju i u

hipokampalnim neuronima miseva NPCl.

LAMP1 TUJ-1 35/LAMP1/TUJ-1

NPC1

Zoom

Slika 34. Hipokampalni neuroni miseva NPC1 imaju aksonalna zadebljanja u kojima se
nakupljaju retromerni proteini i proteini endosomalno-lizosomalnog puta. Hipokampalni neuroni
su izolirani iz mladunaca NPC1 postnatalnog dana PO, uzgajani 14 dana u kulturi. Neuroni su fiksirani
te obiljezeni specificnim protutijelima za retromerni protein Vps35, biljeg lizosoma LAMP1 te

neuronalni biljeg (Tuj-1). Neuroni su promatrani konfokalnim laserskim mikroskopom.
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S obzirom da su kortikalni neuroni u bolesti NPC vulnerabilniji od hipokampalnih neurona, tj.
pokazuju degeneraciju kao i Purkinje neuroni (za razliku od neurona hipokampusa), ali nesto
kasnije u patogenezi bolesti, analizirano je i postojanje aksonalnih zadebljanja u primarnoj
kulturi kortikalnih neurona NPC1. Imunobojenjem s Tuj-1 primije¢eno je da kortikalni
neuroni NPC1 imaju puno vise prekinutih aksona te vise aksonalnih zadebljanja od
hipokampalnih neurona NPC1. Analiza smjestaja proteina Vps35 i LAMP1 pokazala je da je
u svim aksonalnim zadebljanjima (i u onima koja su prethodno ve¢ puknula) doslo do

nakupljanja velikih vezikula pozitivnih na Vps35 i LAMP1 (Slika 35).

LAMP1 TUJ-1 35/LAMP1/TUJ-1

NPC1

Zoom

Slika 35. Kortikalni neuroni izolirani iz miSeva NPC1 pokazuju znacajna aksonalna zadebljanja
u kojima se nakupljaju proteini endosomalno-lizosomalnog puta, uklju¢ujuéi retromerni
kompleks. Kortikalni neuroni su izolirani iz mladunaca NPC1 postnatalnog dana PO, uzgajani 14 dana
u kulturi. Neuroni su fiksirani te obiljeZeni specifi¢nim protutijelima za retromerni protein Vps35,
biljeg lizosoma LAMP1 te neuronalni biljeg (Tuj-1). Neuroni su promatrani konfokalnim laserskim

mikroskopom.

Rezultati dobiveni analizom primarnih kultura hipokampalnih, kortikalnih i Purkinje neurona
miseva wt i NPC1 pokazali su nakupljanje proteina ukljucenih u endosomalno-lizosomalni i
retrogradni transport unutar aksona neurona NPC1 i time poremecenu funkciju tih

transportnih puteva i poremecen prijenos signala unutar stanica.
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5.5. Utjecaj C-terminalnih odsje¢aka proteina prekursora amiloida p na (dis)funkciju

retromernog kompleksa

Osim uloge peptida AP u patogenezi Alzheimerove bolesti, nedavna istrazivanja su pokazala
da bi unutarstani¢no nakupljanje C-terminalnih odsjeCaka APP-a (CTF-APP) takoder moglo
imati vaznu ulogu na nastanak AB. Naime, nakupljanje odsje¢aka CTF-APP uzrokuje
povecanje ranih endosoma, tj. disfunkciju endosomalno-lizosomalnog transporta koji
predstavlja jednu od najranijih patoloskih karakteristika bolesti (140,141,272). Stoga je uz
pradenje utjecaja kolesterola na funkciju retromernog kompleksa, cilj bio istraziti i utjecaj
CTF-APP-a na razinu i smjestaj retromernog kompleksa. U tu svrhu koristili smo neuralni
stani¢ni model ljudskih stanica neuroblastoma SH-SY5Y divljeg tipa (SH-SY5Ywt) te stanice
kojima je stabilno eksprimiran protein APP (SH-SY5Y-APP). Za analizu utjecaja CTF-APP-a
na razinu i smjestaj retromenih proteina koristene su stanice SH-SY5Y koje su bile tretirane
razli¢itim inhibitorima ili kombinacijama inhibitora koji su smanjivali ili povecavali
nakupljanje CTF-APP-a a i B (CTFa/C83 i CTFB/C99). Koristeni su inhibitori a-sekretaze —
TAPI, B-sekretaze — C3 i inhibitor y-sekretaze — DAPT.

Prvo su optimizirane koncentracije inhibitora 1 ucinkovitost pojedinih tretmana na
proteoliti¢ku razgradnju APP-a, tj. na razinu proteina APP (fl-APP), CTF-APP-a — CTFa/C83
i CTFB/C99 te izluCivanje peptida AP (AP40). Ucinkovitost tretmana prvo je ispitana u
stanicama SH-SY5Ywt i SH-SY5Y-APP. Nazalost, nije bilo moguce izmjeriti razinu peptida
AP u ovim stanicama zbog preniske razine izluenih peptida u stanicama s endogenom
razinom APP-a (SH-SY5Ywt) ili sa stabilno izrazenim APP-om (SH-SY5Y-APP). Stoga su
stanice SH-SY5Ywt prolazno transfecirane s plazmidnom DNA koja je sadrzavala sekvencu
ljudskog APP-a (izoforme APPggs, koja je najzastupljenija u ljudskom mozgu) koristeci
transfekcijski reagens Lipofectamine. Prema uputama proizvodaca, stanicama je promijenjen
medij 6 h nakon transfekcije, a nakon 18 h stanice su tretirane spojevima — DAPT u
koncentraciji 10 pM, C3 u koncentraciji 5 uM te TAPI u koncentraciji 50 uM. Nakon 24 h
tretmana sakupljen je medij i stani¢ni lizat. Metodom WB je analizirana ekspresija prolazno
transfeciranog proteina APP-fl i C-terminalnih odsjeCaka u stani¢nom lizatu te izlucenih,
topljivih odsjecaka sAPPa i SAPPB u stanicnom mediju. U prisutstvu inhibitora a-sekretaze,
TAPI, nije bilo moguée detektirati produkt cijepanja a-sekretaze, SAPPa. Razina CTF-APP-a
analizirana metodom WB pokazala je znaCajno nakupljanje CTF-APP-a u stanicama
tretiranim s inhibitorom y-sekretaze, DAPT. Za razliku od toga, nije bilo moguce detektirati

CTF-APP-a u kontrolnim stanicama kao ni u tretmanima C3 i TAPI. Utvrdeno je znacajno
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smanjenje omjera sAPPo/APP-fl u tretmanu s inhibitorom DAPT i TAPI u odnosu na
kontrolne netretirane stanice, kao i znacajno smanjenje u tretmanu TAPI u odnosu na
tretmane DAPT i C3 te u tretmanu DAPT u odnosu na tretman C3 (Slika 36.A i B).

Razina izlu¢enog peptida AB40 u mediju izmjerena je metodom ELISA. Nazalost, zbog niske
koncentracije i/ili neosjetljivog protutijela, bilo je nemogucée detektirati razinu topljivog
sAPPB. Razina peptida AB40 izrazena je prema ukupnoj razini transfeciranog proteina APP-
fl. Omjer AB40/APP-fl bio je znacajno smanjen u tretmanu DAPT u odnosu na kontrolne
netretirane stanice i tretman TAPI, a u tretmanu C3 u odnosu na kontrolu i tretman TAPI
(Slika 36.C).
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Slika 36. Utjecaj inhibicije a-, B- i y-sekretaze na proteoliticku razgradnju APP-a u stanicama
SH-SY5Y prolazno transfeciranima proteinom APPggs. Tretman inhibitorom y-sekretaze (DAPT)
uzrokuje nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka APP-a, a smanjuje nastanak AP40, a inhibitori o-
(TAPI) i B-sekretaze (C3) smanjuju nakupljanje CTF-APP-a. Stanice SH-SY5Y su prolazno
transfecirane plazmidnim konstruktom APPgsgs. Nakon toga su tretirane inhibitorima DAPT (10 uM),
C3 (5 uM) i TAPI (50 uM) tijekom 24 h. Medij je prikupljen, a stanice lizirane za analizu. A)
Metodom Western blot analizirani su proteini APP-fl (cjeloviti protein APP) i C-terminalni odsjeéci
nastali cijepanjem a-sekretaze (CTFo/C83) ili B-sekretaze (CTFB/C99) u stani¢nom lizatu, te izluceni
topljivi N-terminalni odsjec¢ak nastao cijepanjem APP-a a-sekretazom (sAPPa) u mediju. B) Rezultati
dobiveni metodom Western blot su kvantificirani te prikazani kao srednja vrijednost = SD.
Usporedbom razlika srednjih vrijednosti izmedu skupina post-hoc testom uoceno je da je omjer
SAPPa/APP-fl bio smanjen u tretmanu DAPT bila smanjena u odnosu na a) kontrolu (p=0,016) i b)
tretman C3 (p=0,013). U tretmanu TAPI statisticki je znaajno bila smanjena razina omjera
sAPPo/APP-fl u odnosu na c) kontrolu (p<0,001) i u odnosu na d) tretman DAPT (p=0,039) te e)
tretman C3 (p=0,001). C) Rezultati mjerenja izluc¢enog peptida AP40 dobiveni metodom ELISA,
normalizirani prema razini APP-fl, prikazani su kao srednja vrijednost + SD. Utvrdeno je da je razina
APB40/APP-fl u tretmanu DAPT bila statisti¢ki znaajno smanjena u odnosu na a) kontrolu (p=0,02) i
b) tretman TAPI (p<0,001). Razina AB40/APP-fl u tretmanu C3 bila je statisticki znacajno smanjena u
odnosu na c¢) kontrolu (p=0,034) i d) tretman TAPI (p=0,02).
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5.5.1. Utjecaj razine C-terminalnih odsjeaka APP-a na razinu proteina retromernog

kompleksa

Nakon optimiziranja i provjeravanja udinka tretmana inhibitorima a-, B- i y-Sekretaze na
procesiranje proteina APP, stanice su tretirane pojedina¢nim inhibitorom ili kombinacijom
inhibitora s ciljem snizavanja ili poveéanja razine CTFa/C83 i/ili CTFB/C99 te pracenja
utjecaja nakupljanja odjecaka CTF-APP na razinu proteina retromernog kompleksa. Stanice
su tretirane pojedina¢nim inhibitorom: DAPT 5 pM 1 10 pM, C3 5 uM, TAPI 50 puM ili
kombinacijom inhibitora TAPI+DAPT, C3+DAPT, C3+TAPI, C3+TAPI+DAPT (pri cemu je
koncentracija DAPT bila 10 uM, a inhibitora TAPI i C3 u koncentraciji istoj kao i pri
pojedinacnoj inhibiciji) te jo$ dodatno spojem U18666A koji se koristi za oponasanje fenotipa
NPC (koncentracija 3 pg/mL) i inhibitorom lizosoma NH4CIl (5 mM). Za oba ova spoja je u
prethodnim istrazivanjima utvrdeno da uzrokuju nakupljanje CTF-APP-a. Analizirana je
razina retromernih proteina Vps26 i Vps35 te retromernog receptora sorLA (Slika 37.B) u
odnosu na nakupljanje ili smanjenje razine cjelovitog APP-fl ili CTF-APP-a (Slika 37.A i 38.,
Tablica 8.). Kvantifikacije pojedinih proteina prikazane su pojedina¢no (Slike 38.-41. i
Tablice 8.-11.).
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Slika 37. Utjecaj nakupljanja ili smanjenja razine CTF-APP-a na razinu retromernog
kompleksa. B) Analiza razine retromernih proteina Vps26, Vps35 te retromernog receptora sorLA u
odnosu na A) razinu APP-fl i CTF-APP-a u stanicama SH-SYS5Y koje stabilno eksprimiraju APP (SH-
SY5Y-APP) i koje su tretirane pojedinaénim inhibitorom (DAPT, TAPI ili C3) ili kombinacijom
inhibitora (TAPI+DAPT, C3+DAPT, C3+TAPI, C3+TAPI+DAPT) te jo§ dodatno spojem U18666A i
inhibitorom lizosoma NH,Cl s ciljem snizavanja ili povecanja razine CTF-APP. Nakon tretmana
stanice su skupljene, lizirane i razina proteina retromernog kompleksa analizirana je metodom WB.
Kvantifikacije pojedinih proteina i statisticka obrada prikazani su pojedina¢no (Slike 38.-41. i Tablice
8.-11.).

Vrijednosti za razinu APP-fl u kontroli i tretmanima (Slika 37.) kvantificirane su u cetiri
nezavisna pokusa (Slika 38.). Analizom vrijednosti za razinu APP-fl u stanicama SH-SY5Y-
APP nakon tretmana za nakupljanje i smanjenje razina CTF-APP-a, pokazano je da varijance
nisu bile jednake (Leven's test p=0,011), stoga je primijenjena analiza Welch's ANOVA.
Utvrdeno je da se razina APP-fl razlikovala izmedu analiziranih  grupa
(F(10,12,043)=69,602, p<0,001). Stoga su post hoc testom Games-Howell usporedene razlike
srednjih vrijednosti izmedu kontrole i skupina te unutar skupina. Dobivena je statisticki
znacajna razlika izmedu kontrole i svih tretiranih skupina, kao i unutar nekih skupina. S
obzirom na veliki broj analiziranih skupina, p-vrijednosti prikazane su tabli¢no (Tablica 8.), a

statisticki znaGajne p-vrijednosti istaknute su podebljano.

136



APP-fl

3 -
©
c
‘D 2.5 1
6 ‘{
S
o T T
£ 2] N m
0
@ T
= L f Il
T I
Q T
S T
° T T
X 1 -
© 1 I N
c
=
T 05 1
g
S
0
kontrola DAPT/ DAPT/ TAPI+ C3+ C3+ TAPI/ C3/5uM C3+ U18666A NHA4CI
5uM  10uM  DAPT DAPT TAPI+ 50uM TAPI
DAPT

Slika 38. Utjecaj inhibicije a-, B- i y-sekretaze na proteoliticku razgradnju APP-a u stanicama
SH-SY5Y stabilno transfeciranima proteinom APPgs (SH-SY5Y-APP). Na slici su prikazane
dobivene srednje vrijednosti = SD nakon kvantifikacije rezultata dobivenih metodom Western blot u

Cetiri nezavisna pokusa u jednoplikatima. Statisticki znacajne p-vrijednosti prikazane su u Tablici 8.

Tablica 8. Prikaz p-vrijednosti dobivenih kvantifikacijom rezultata dobivenih analizom Western
blot za APP-fl. Rezultati dobiveni metodom Western blot u ¢etiri nezavisna pokusa u jednoplikatima
su kvantificirani te statisticki obradeni. Statisticki znacajne p-vrijednosti (p<0,05) istaknute su

podebljanim slovima.

p* kontrola D;ll;}/ I:“:‘:BT,I/ TAEIT/DA C3/DAPT C‘;’)/Zl’?;[/ TAPI C3 | C3/TAPI | U18666A | NH4CI
kontrola / 0,627 | 0662 | 0784 | 0027 0,12 0903 | 0165 | 0091 0,007 | 0122
DAPT/5uM | 0,627 / 1 0,056 032 0,01 1 0975 | 0779 | 0166 | 0727
DAPT/ 10uM | 0,662 1 / 0,092 | 0455 0,02 1 0994 | 0,894 0,18 0,807
TAPUDAPT | 0,784 | 0056 | 0,092 / 0,002 | 0296 | 0208 | 0,002 | 0004 | 0001 | 0,033
C3/DAPT 0,027 | 032 0455 | 0,002 / 0,004 | 0391 | 0089 | 0028 | 0017 1
C3/TAPUDAPT| 0,12 0,01 0,02 0296 | 0,004 / 0,051 | 0004 | 0006 | 0003 | 0,008

TAPI 0,903 1 1 0208 | 0391 0,051 / 0928 | 0,756 | 0176 | 0666

c3 0,165 | 0975 | 0994 | 0002 | 0089 | 0004 | 0928 / 0,763 | 0,027 | 0879
C3/TAPI 0,091 | 0779 | 0894 | 0004 | 0028 | 0006 | 0756 | 0763 / 0,001 | 0979
U18666A 0,007 | 0,116 0,18 0,001 | 0017 | 0003 | 0176 | 0027 | 0,001 / 0,84
NH4Cl 0,122 | 0727 | 0807 | 0033 1 0,008 | 0666 | 0879 | 0979 0,84 /
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5.5.1.1. Utjecaj nakupljanja ili smanjenja C-terminalnih odsje¢aka APP-a na razinu proteina
SorLA

Vrijednosti za razinu proteina sorLA u kontroli i tretmanima (Slika 37.) kvantificirane su u
Cetiri nezavisna pokusa (Slika 39.). Analizom vrijednosti za razinu proteina sorLA u
stanicama SH-SY5Y nakon tretmana za nakupljanje i smanjenje razina CTF-APP-a, pokazano
je da varijance nisu bile jednake (Leven's test p=0,032), stoga je primijenjena analiza Welch's
ANOVA. Utvrdeno je da se razina proteina sorLA razlikovala izmedu analiziranih grupa
(F(10,12.962)=347,797, p<0,001). Stoga su post hoc testom Games-Howell usporedene
razlike srednjih vrijednosti izmedu kontrole i skupina te unutar skupina. Dobivena je
statisticki znaCajna razlika izmedu kontrole i svih tretiranih skupina, kao 1 unutar nekih
skupina. S obzirom na veliki broj analiziranih skupina, p-vrijednosti prikazane su tabli¢no

(Tablica 9.), a statisticki zna¢ajne p-vrijednosti istaknute su podebljano.
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Slika 39. Nakupljanje ili smanjenje C-terminalnih odsje¢aka APP-a uzrokuje poveéanje razine
proteina sorLA. Na slici su prikazane dobivene srednje vrijednosti =+ SD nakon kvantifikacije
rezultata dobivenih metodom Western blot u Cetiri nezavisna pokusa u jednoplikatima. Statisticki

znacajne p-vrijednosti prikazane su u Tablici 9.
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Tablica 9. Prikaz p-vrijednosti dobivenih kvantifikacijom rezultata dobivenih analizom WB
proteina sorLA. Rezultati dobiveni metodom Western blot u etiri nezavisna pokusa u jednoplikatima
su kvantificirani te statisticki obradeni. Statisticki znaéajne p-vrijednosti (p<0,05) istaknute su

podebljanim slovima.

p* kontrola D:;‘;I/ ?‘;‘E\T/I/ TA§¥DA C3/DAPT ng‘fl/ TAPI C3 | C3/TAPI | U18666A | NH4CI
kontrola / 0,002 0,01 0,009 | 0001 | 0012 | 0001 | 0002 | 0002 | <0,001 | <0,001
DAPT/5uM | 0,002 / 0,051 | 0021 | 0001 | 0031 | 0001 | 0004 | 0003 | <0,001 | 0,124
DAPT/10uM | 0,01 0,051 / 0244 | 0043 | 0481 0,11 022 0,004 | 0,144 | 0,031
TAPUDAPT | 0,009 | 0,021 | 0244 / 0,999 1 0,588 | 0757 | 0049 | 0999 | 0,018
C3/DAPT 0,001 | 0,001 | 0043 | 0999 / 0,883 | 0695 | 089 | 0058 | 0585 | 0,003
C3/TAPUDAPT| 0012 | 0,031 | 0481 1 0,883 / 0313 | 0445 | 0,028 1 0,024
TAPI 0,001 | 0001 | 0011 | 0588 | 0695 | 0313 / 1 0206 | 0,135 | 0,003
c3 0,002 | 0,004 | 0022 | 0757 | 089 | 0445 1 / 0,189 | 0263 | 0,005
C3/TAPI 0,002 | 0,003 | 0004 | 0049 | 0058 | 0,028 | 0206 | 0,189 / 0,044 | 0,004
UI18666A | <0,001 | <0,001 | 0,144 | 0999 | 0585 1 0,135 | 0263 | 0,044 / <0,001
NH4Cl <0,001 | 0124 | 0,031 | 0018 | 0003 | 0024 | 0,003 | 0005 | 0004 | <0,001 /

5.5.1.2. Utjecaj nakupljanja ili smanjenja C-terminalnih odsjecaka APP-a na razinu proteina
Vps26

Vrijednosti za razinu proteina Vps26 u kontroli i tretmanima (Slika 37.) kvantificirane su u
Cetiri nezavisna pokusa (Slika 40.). Analizom dobivenih vrijednosti za razinu proteina Vps26
u stanicama SH-SY5Y nakon tretmana za nakupljanje i smanjenje razina CTF-APP-a,
varijance nisu bile jednake (Leven's test p=0,002), stoga je primijenjena analiza Welch's
ANOVA. Utvrdeno je da se razina proteina Vps26 razlikovala izmedu analiziranih grupa
(F(10,13.746)=21,414, p<0,001). Post hoc testom Games-Howellu usporedene su razlike
srednjih vrijednosti izmedu kontrole i skupina te unutar skupina. Dobivena je statisticki
znacajna razlika izmedu kontrole 1 svih tretiranih skupina, kao i unutar nekih skupina. S
obzirom na veliki broj analiziranih skupina, p-vrijednosti prikazane su tabli¢no (Tablica 10.),

a statisticki znacajne p-vrijednosti istaknute su podebljano.
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Slika 40. Nakupljanje ili smanjenje C-terminalnih odsje¢aka APP-a povefava razinu proteina
Vps26. Na slici su prikazane dobivene srednje vrijednosti = SD nakon kvantifikacije rezultata
dobivenih metodom Western blot u éetiri nezavisna pokusa u jednoplikatima. Statisticki znacajne p-

vrijednosti prikazane su u Tablici 9.

Tablica 10. Prikaz p-vrijednosti dobivenih kvantifikacijom rezultata dobivenih analizom WB
proteina Vps26. Rezultati dobiveni metodom Western blot u Cetiri nezavisna pokusa u jednoplikatima
su kvantificirani te statisticki obradeni. Statisticki znacajne p-vrijednosti (p<0,05) istaknute su

podebljanim slovima.

p* Kontrola D;‘:;I’ ?’3:;[/ TA]:T/DA C3/DAPT C"]')/I}ﬁ]/ TAPI C3 | C3/TAPI | U18666A | NH4CI
kontrola / <0,001 | <0001 | 0022 | 0001 | 0,005 | 0008 | 0024 | 0038 | 0017 0,14
DAPT/5uM | <0,001 / 0369 | 0008 | 0525 097 0204 | 0,137 0,62 0343 | 0988
DAPT/ 10uM | <0,001 | 0,369 / 0,003 1 0998 | 0583 | 0232 | 0142 | 0799 | 059%
TAPUDAPT | 0,022 | 0,008 | 0,003 / 0014 | 0054 | 0032 | 0051 | 0584 | 0058 | 0674
C3/DAPT 0,001 | 0,525 1 0,014 / 0997 | 0688 | 0244 0,16 0,875 0,06
C3/TAPUDAPT| 0,005 | 097 0998 | 0054 | 0997 / 0463 | 0,181 0425 | 0671 | 0879
TAPI 0,008 | 0204 | 0583 | 0,032 | 0688 | 0463 / 0,681 | 0,069 1 0,194
c3 0,024 | 0,137 | 0232 | 0051 | 0244 | 0,181 | 0681 / 0,069 | 0629 | 0,084
C3/TAPI 0,038 | 062 0,142 | 0,584 0,16 0425 | 0069 | 0,069 / 0,132 1
U18666A 0017 | 0343 | 0799 | 0058 | 0875 | 0671 1 0,629 | 0,132 / 0,294
NH4Cl 0,14 | 0988 | 059 | 0674 0,6 0879 | 0194 | 0,084 1 0,294 /
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5.5.1.3. Utjecaj nakupljanja ili smanjenja C-terminalnih odsje¢aka APP-a na razinu proteina
Vps35

Vrijednosti za razinu proteina Vps35 u kontroli i tretmanima (Slika 37.) kvantificirane su u
Cetiri nezavisna pokusa (Slika 41.). S obzirom da su usporedbom dobivenih vrijednosti za
razinu proteina Vps35 u stanicama SH-SY5Y-APP nakon tretmana za nakupljanje i smanjenje
razina CTF-APP-a, varijance bile jednake (Leven's test p=0,548), koriStena je analiza
ANOVA. Utvrdeno je da se razina proteina Vps26 razlikovala izmedu analiziranih grupa
(F(10,37)=119,33, p<0,001). Post hoc testom utvrdene su razlike srednjih vrijednosti izmedu
kontrole i skupina te unutar skupina. Dobivena je statisticki znacajna razlika izmedu kontrole
i svih tretiranih skupina, kao i unutar ve¢ine skupina. S obzirom na veliki broj analiziranih
skupina, p-vrijednosti prikazane su tabli¢no (Tablica 11.), a statisticki znacajne p-vrijednosti

istaknute su podebljano.
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Slika 41. Smanjenje C-terminalnih odsje¢aka APP-a najviSe povecava razinu proteina Vps35.
Na slici su prikazane dobivene srednje vrijednosti + SD nakon kvantifikacije rezultata dobivenih
metodom Western blot u Cetiri nezavisna pokusa u jednoplikatima. Statisticki znacajne p-vrijednosti

prikazane su u Tablici 11.
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Tablica 11. Prikaz p-vrijednosti dobivenih kvantifikacijom rezultata dobivenih WB proteina
Vps35. Rezultati dobiveni metodom Western blot u Cetiri nezavisna pokusa u jednoplikatima su
kvantificirani te statisticki obradeni. Statisti¢ki znacajne p-vrijednosti (p<0,05) istaknute su

podebljanim slovima.

p* kontrola D;‘:;I/ ?3::4/ TAEIT/DA C3/DAPT Czll’ﬁ" TAPI C3 | C3/TAPI | U18666A | NH4CI
kontrola / 1 <0,001 | <0001 | <0,001 | 0001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
DAPT/ 5uM 1 / <0,001 | <0001 | <0001 | 0006 | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | <0,001
DAPT/ 10uM | <0,001 | <0,001 / 0,193 | <0001 | 0569 | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | <0001
TAPIDAPT | <0,001 | <0,001 | 0,193 / <0,001 | 0001 | 0246 | 0077 | <0001 | <0001 | <0,001
C3/DAPT | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 / <0,001 | <0001 | <0,001 1 0275 0,04
C3/TAPUDAPT| 0001 | 0006 | 0569 | 0001 | <0,001 / <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
TAPI <0,001 | <0001 | <0,001 | 0264 | <0001 | <0,001 / 1 <0001 | 0,001 | 0009
c3 <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0077 | <0,001 | <0,001 1 / <0,001 | 0,004 | 0,043
C3/TAPI | <0001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1 <0,001 | <0,001 | <0,001 / 0,666 | 0172
UI8666A | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0001 | 0275 | <0001 | 0,001 | 0004 | 0,666 / 0,998
NH4Cl <0,001 | <0001 | <0,001 | <0001 | 004 | <0001 | 0000 | 0043 | 0172 | 0998 /

5.5.2. Utjecaj razine C-terminalnih odsjec¢aka APP-a na smje$taj retromernih proteina

Nakon $§to je pokazano kako inhibitori enzima uklju€enih u procesiranje proteina APP —a, i
y-sekretaze uzrokuju promjenu razine proteina retromernog kompleksa sorLA, Vps35 i Vps26
uslijed nakupljanja ili smanjenja razine odsje¢aka CTF-APP-a, analiziran je utjecaj tretmana
inhibitorima na smjestaj retromernih proteina Vps26 i Vps35 u stanicama SH-SYS5Y-APP.
Radi jednostavnosti, koristeni su samo pojedinacni inhibitori, bez kombinacija inhibitora.
Takoder, dodatno su kao tretmani koriSteni U18666A i NH4CI.

Stanice SH-SY5Y-APP nasadene su na stakalca, tretirane inhibitorima DAPT (koncentracija
10 uM), C3 (5 uM) i TAPI (50 uM) te spojevima U18666A (3 ng/mL) te NH,CI (5 mM). Svi
tretmani trajali su 48 sati. Nakon 48 sati, stanice su fiksirane, te imunocitokemijski obiljezene
specificnim primarnim protutijelima.

Bojenje stanica protutijelima za Vps26 i Vps35 u kontrolnim stanicama pokazalo je da
retromerni proteini u potpunosti kolokaliziraju ve¢inom perinuklearno i da se nalaze smjeSteni
u malim vezikulama (Slika 42.). Najveca razlika u usporedbi s kontrolnim stanicama je pri
tretmanu U18666A gdje je signal za retromerne proteine bio puno snazniji, a Vps26 i Vps35
su se nakupljali periferno u velikim nakupinama.

U tretmanu DAPT retromerni proteini grupirali su se u odredenim dijelovima stanica te su se
nakupljali u veé¢im nakupinama. U tretmanu TAPI signal za retromerne proteine bio je
najslabiji, a Vps26 i Vps35 nalazili su se u samo nekoliko nakupina. U tretmanima C3 i
NH4Cl Vps26 i Vps35 nalazili su se slicno kao u kontrolnim stanicama, u malim sitnim

nakupinama jednoliko rasprSenim po periferiji stanice (Slika 42.).
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Slika 42. Nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka APP-a uzrokuje grupiranje retromernih
proteina u poveéanim retromernim vezikulama u stanicama SH-SYS5Y-APP. Stanice su nasadene
na stakalca, tretirane inhibitorom a-sekretaze (TAPI), B-sekretaze (C3) i y-sekretaze (DAPT) te
spojevima U18666A i NH,CI tijekom 48 h. Stanice su fiksirane, imunocitokemijski obiljezene
protutijelima za retromerne proteina Vps26 i Vps35. Smjestaj retromernog kompleksa analiziran je

konfokalnim laserskim mikroskopom.

Nakon S$to je primijecen razliCit smjestaj i grupiranje proteina retromernog kompleksa u
tretiranim stanicama u usporedbi s kontrolnim stanicama, pracen je stani¢ni smjestaj
retromernih proteina. S obzirom da Vps26 1 Vps35 u potpunosti kolokaliziraju, koristeno je
samo primarno protutijelo za protein Vps35. Vps35 je kolokaliziran s biljezima stani¢nih
organela ukljucenih u endosomalno-lizosomalni puta — biljegom ranih endosoma (EEAL,
Slika 43.A), kasnih endosoma (Rab7, Slika 43.B) i lizosoma (LAMP1, Slika 43.C). Nazalost,
primarna protutijela za biljege Golgijevog aparata (TGN46) i kasnih endosoma (TfR)
koriStena u ovom radu nije moguce koristiti u stanicama ljudskog podrijetla poput SH-SY5Y.

Imunocitokemijsko bojenje pokazalo je promjene u smjeStaju biljega endosomalno-
lizosomalnog puta (Slika 43.). U odnosu na kontrolne stanice, u svim tretmanima doslo je do
povecanja signala i/ili nakupljanja endosoma. Pri tome je naslabiji u¢inak tretmana na biljeg
EEAI bio u tretmanu C3, gdje je signal bio jaci nego u kontrolnim stanicama, ali i dalje
homogeno rasprSen u stanicama. U tretmanu NH4Cl signal je bio jaci, a i endosomi su bili
veci 1 grupirani. Medutim, najveca razlika u biljegu EEAI uocena je u tretmanima DAPT,
TAPI i U18666A u odnosu na kontrolne stanice. U tim stanicama vezikule pozitivne na biljeg
EEA1 bile su puno vece i grupirane (Slika 43.A).

Takoder, utvrdene su promjene u vezikulama pozitivnima na biljeg Rab7 (Slika 43.B). U
kontrolnim stanicama biljeg Rab7 bio je jednoliko rasporedene po stanici. Slicno kontroli
izgledale su stanice tretirane inhibitorom C3. Medutim, u ostalim tretmanima uocene Su
razlike. Najsnazniji signal po cijeloj stanici bio je u tretmanu NH4CI. U tretmanima DAPT |
U18666A signal za Rab7 nije viSe bio jednoliko rasprSen po stanici nego se grupirao u
odredene dijelove stanice, a u ostalim dijelovima stanica nije bilo bojenja. Najznacajnija
razlika bila je u tretmanu TAPI, u kojemu je bojenje za Rab7 u nekim stanicama bilo nalik
bojenju u tretmanima DAPT i NH,Cl, a u vecini ostalih stanica oblik velikih vezikula, jako
razli¢ito od kontrolnih stanica i bilo kojeg drugog tretmana (Slika 43.B). Biljeg lizosoma,
LAMPI, bio je povecan otprilike isto u svim tretmanima u odnosu na kontrolne stanice (Slika

43.C).
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Pra¢enjem kolokalizacije retromernog proteina Vps35 s EEA1, uoceno je da u kontrolnim
stanicama Vps35 i EEA1 djelomi¢no kolokaliziraju (Slika 43.A). Osim kontrolnih stanicama,
djelomicna kolokalizacija Vps35 1 EEA1 uocena je i u tretmanima C3 1 NH4Cl gdje je uoCena
kolokalizacija Vps35 s veéim EEAIl-pozitivnim vezikulama, dok poneke manje EEAL-
pozitivne ili Vps35-pozitivne vezikule nisu kolokalizirale. Takoder, u tretmanu U18666A
uocena je kolokalizacija Vps35 u EEAl-pozitivnim vezikulama, pri ¢emu je sav Vps35
kolokaliziran s velikim EEAl-pozitivnim vezikulama, medutim neke EEA1-pozitivne
vezikule bile su bez Vps35. U tretmanima TAPI i DAPT uoCena je gotovo potpuna
kolokalizacija velikih Vps35- i EEAl-pozitivnih vezikula (Slika 43.A).

Kolokalizacija Vps35 s biljegom kasnih endosoma u kontrolnim stanicama pokazala je
djelomicnu kolokalizaciju (Slika 43.B). Sli¢an signal za Rab7 i Vps35, pa tako i njihova
kolokalizacija bila je uofena u tretmanu C3. U tretmanu NH4Cl uocena je slaba
kolokalizacija. Iako je signal za Rab7 rasporeden po cijeloj stanici, a vezikule pozitivne na
Vps35 male i slabog intenziteta, moguce je uociti signal za samo Vps35, bez kolokalizacije S
Rab7. U tretmanima DAPT i U18666A grupirani signal za Rab7 i velike nakupine proteina
Vps35 nalazile su se u istim dijelovima stanice te su potpuno kolokalizirale u oba tretmana,
odnosno bili su dio iste velike nakupine unutar stanice. Bojenje Vps35 i biljega Rab7 u
tretmanu TAPI imalo je istu morfologiju u svim stanicama. U nekim stanicama to je
odgovaralo nakupljanju u jednom dijelu stanice, a u drugim stanicama je bilo velikim
okruglim toCkama, stoga je bila uocena potpuna kolokalizacija Vps35 1 Rab7 u tretmanu
TAPI (Slika 43.B).

Kolokalizacije retomernog proteina Vps35 s biljegom lizosoma u kontrolnim stanicama nije
bilo. U svim tretmanima bilo je prisutno grupiranje signala za Vps35 u dijelovima stanice gdje
se nakupljao biljeg LAMP1 (Slika 43.C). Medutim, s obzirom na raSirenost signala za
LAMP1, teSke je uociti jesu li Vps35 1 LAMPI bili dio iste membrane. Moglo se uociti da je
kolokalizacija Vps35 s biljegom LAMP1 puno slabija u usporedbi s kolokalizacijom s
biljezima EEA1 i Rab7 (Slika 43.A i B).
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Slika 43. Uslijed nakupljanja C-terminalnih odsjetaka APP-a povecava se kolokalizacija
retromera i s biljezima ranih i kasnih endosoma. Stanice su nasadene na stakalca, tretirane
inhibitorom a-sekretaze (TAPI), B-sekretaze (C3) i y-sekretaze (DAPT) te spojevima U18666A i
NH,CI tijekom 48 h. Stanice su fiksirane, imunocitokemijski obiljezene protutijelima za retromerni
proteina Vps35 i A) biljeg ranih endosoma, EEAL, B) biljeg kasnih endosoma Rab7 i C) biljeg
lizosoma LAMPI. SmjeStaj retromermog kompleksa analiziran je konfokalnim laserskim

mikroskopom.

Nakon $to je utvrden smjeStaj retromernog proteina Vps35 unutar ranih endosoma u
stanicama koje nakupljaju CTF-APP-a, analizirana je kolokalizacija proteina Vps35 s APP.
Koristeno je specificno C-terminalno protutijelo (APP-CT) koje moze detektirati APP-fl, ali
CTF-APP-a. Primijeceno je da se signal APP-CT mijenja u tretmanima. Naime, u kontroli je
primijec¢eno prstenasto bojenje APP-a blizu jezgre. U tretmanima inhibitorima sekretaze, uz
postojece prstenasto bojenje, pojavljuje se 1 tockasto bojenje. Pojava tockastog bojenja uoceno
je u svim tretmanima, a najsnaznije i prstenasto i to¢kasto bojenje bilo je u tretmanima DAPT,
zatim U18666A, TAPI i C3, a najslabije u tretmanu NH,CI (Slika 44.).

Pra¢enjem kolokalizacije proteina Vps35 protutijelom APP-CT jo§ jednom je uoceno da je
rasprSeni signal za protein Vps35 prisutan samo u kontrolnim stanicama i u tretmanu C3. U
svim ostalim stanicama primijeceno je krupnije tockasto obojenje ili grupiranje nakupina u
odredenim dijelovima stanica. Takoder, u kontrolnim stanicama prisutna je samo djelomi¢na
kolokalizacija Vps35 i APP-CT, a u tretmanu C3 nema kolokalizacije Vps35 s tockastim
obojenjem APP-CT. U svim ostalim tretmanima (DAPT, TAPI, U18666A i NH,CI) velika
toc¢kasta podrucja obiljezena protutijelima za APP-CT i Vps35 u potpunosti kolokaliziraju
(Slika 44.).
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Slika 44. Uslijed nakupljanja C-terminalnih odsje¢aka APP-a, povecava se kolokalizacija
retromera i APP-a (obiljeZenog C-terminalnim primarnim protutijelom). Stanice su nasadene na
stakalca, tretirane inhibitorom a-sekretaze (TAPI), B-sekretaze (C3) i vy-sekretaze (DAPT) te
spojevima U18666A i NH,CI tijekom 48 h. Stanice su fiksirane, imunocitokemijski obiljezene
protutijelima za retromerni proteina Vps35 i APP-CT (C-terminalno protutijelo, Y188). Smjestaj

retromernog kompleksa analiziran je konfokalnim laserskim mikroskopom.

151



5.6. Utjecaj nakupljanja ili smanjenja razine C-terminalnih odsje¢aka APP-a na

metabolizam kolesterola

5.6.1. Utjecaj C-terminalnih odsje¢aka APP-a na razinu ukupnog kolesterola i smjestaj

slobodnog kolesterola

S obzirom na nedavno objavljenu povezanost funkcije retromernog kompleksa i
unutarstani¢nog transporta slobodnog kolesterola (226), analiziran je utjecaj C-terminalnih
odsjecaka APP-a (CTF-APP) na metabolizam kolesterola u stanicama SH-SY5Y-APP koje su
tretirane istim tretmanima ili kombinacijom tretmana za nakupljanje ili smanjenje CTF-APP-a
kao u 5.5. Izmjerena je razina ukupnog kolesterola metodom Amplex Red Cholesterol Assay
(opisana u poglavlju 4.8.1). Statistickom analizom utvrdeno je da nije bilo znacajnih razlika
izmedu kontrolne skupine i tretmana, ali u tretmanima TAPI+DAPT, C3, C3+TAPI i
U18666A postoji trend povecanja razine ukupnog kolesterola. Medutim, postojala je znacajna
razlika izmedu tretmana. Razina kolesterola u tretmanu DAPT (5 uM) bila je znacajno
smanjena u odnosu na tretman TAPI+DAPT, tretman C3 i C3+TAPI. U tretmanu TAPI razina
kolesterola bila je znacajno smanjena u odnosu na tretmane TAPI+DAPT, C3 i C3+TAPI
(Slika 45.).
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Slika 45. Nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka mijenja razinu ukupnog kolesterola u stanicama
SH-SY5Y-APP. Stanice su nasadene, tretirane s navedenim inhibitorima za smanjenje ili nakupljanje
C-terminalnih odjecaka APP-a. Nakon zavrSetka tretmana, stanice su lizirane, a ukupni kolesterol

izmjeren je metodom Amplex Red Cholesterol Assay. Koncentracija ukupnog kolesterola izrazena je
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kao omjer prema koncentraciji proteina u svakom uzorku. Relativna koncentracija proteina izrazena je
kao omjer prema kontrolnom uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. Ukupni
kolesterol znacajno se smanjuje u tretmanu DAPT (5 pM) u odnosu na a) razinu kolesterola u
tretmanu TAPI+DAPT (p=0,006) te u odnosu na b) C3 (p=0,016) i u odnosu na c) C3+TAPI
(p=0,043). U tretmanu TAPI razina kolesterola bila je znacajno smanjena u odnosu na d) TAPI+DAPT
(p=0,04), e) C3 (p=0,034) i f) C3+TAPI (p=0,024).

U stanicama SH-SY5Y-APP koje su tretirane pojedinacnim inhibitorima DAPT, C3 i TAPI
praceno je nakupljanje slobodnog neesterificiranog kolesterola pomocu filipina. Stanice su
nasadene na stakalca (metoda opisana u 4.8.2.), tretirane i nakon 48 h, fiksirane i obiljezene
filipinom te analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom. U svim tretmanim za
nakupljanje CTF-APP-a ili smanjenje CTFa/C83 ili CTFB/C99 posebno doslo je do
nakupljanja slobodnog kolesterola. Kao pozitivna kontrola koriSten je tretman Ul8666A.
Tretman U18666A pokazivao je najznacajnije nakupljanje slobodnog kolesterola. Medutim,
nakupljanje kolesterola i tockasto bojenje filipinom uoceno je u svim tretmanima (Slika 46.).
Ovi rezultati ukazuju da nakupljanje CTF-APP-a djeluje na unutarstani¢éno nakupljanje

kolesterola.
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Slika 46. Tretmani inhibitorima a-, B- i y-sekretaze uzrokuju unutarstani¢no nakupljanje
slobodnog kolesterola u stanicama SH-SY5Y-APP. Nakupljanje kolesterola u tretiranim stanicama
SH-SYS5Y-APP praceno je bojenjem filipinom. Nakon nasadivanja, stanice su fiskirane i obojene

filipinom. Stanice su analizirane konfokalnim laserskim mikroskopom.
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5.6.2. Utjecaj razine C-terminalnih odsjedaka APP-a na razinu proteina NPC1

U stanicama SH-SY5Y-APP tretiranih inhibitorima DAPT, C3 ili TAPI ili razli¢itom
kombinacijom ovih inhibitora analizirana je razina proteina NPC1. Dobivene vrijednosti za
razinu proteina NPC1 u kontroli i tretmanima (Slika 47.) kvantificirane su u Cetiri nezavisna
pokusa.

S obzirom da su usporedbom dobivenih vrijednosti za razinu proteina NPC1 u stanicama SH-
SY5Y-APP nakon tretmana za nakupljanje i smanjenje razina CTF-APP-a, varijance bile
jednake (Leven's test p=0,122), koristena je analiza ANOVA. Utvrdeno je da se razina
proteina NPC1 razlikovala izmedu analiziranih grupa (F(10,37)=16,723, p<0,001). Post hoc
testom utvrdene su razlike srednjih vrijednosti izmedu kontrole i skupina te unutar skupina.
Dobivena je znacajna razlika izmedu kontrole i nekih tretiranih skupina, kao i unutar vecine
skupina (Slika 47.). S obzirom na veliki broj analiziranih skupina, p-vrijednosti prikazane su

tabli¢no (Tablica 12.), a statisticki znacajne p-vrijednosti istaknute su podebljano.
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Slika 47. Nakupljanje C-terminalnog odsjecka CTFB/C99 (uz tretmane TAPI+DAPT) najvise
povecava razinu proteina NPC1. Analiza proteina NPC1 u stanicama SH-SY5Y koje stabilno
eksprimiraju APP (SH-SY5Y-APP) i koje su tretirane pojedina¢nim inhibitorom (DAPT, TAPI ili C3)
ili kombinacijom inhibitora (TAPI+DAPT, C3+DAPT, C3+TAPI, C3+TAPI+DAPT) te jo§ dodatno
spojem U18666A i inhibitorom lizosoma NH4Cl s ciljem sniZzavanja ili povecanja razine CTF-APP. A)
Nakon zavrSetka pokusa stanice su skupljene, stanice lizirane i razina proteina NPC1 analizirana je
metodom WB. B) Na slici su prikazane dobivene srednje vrijednosti + SD nakon kvantifikacije
rezultata dobivenih metodom Western blot u Cetiri nezavisna pokusa u jednoplikatima. Statisticki

znacajne p-vrijednosti prikazane su u Tablici 12.
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Tablica 12. Prikaz p-vrijednosti dobivenih kvantifikacijom rezultata dobivenih analizom WB za
protein NPC1. Rezultati dobiveni metodom Western blot u ¢etiri nezavisna pokusa u jednoplikatima
su kvantificirani te statisticki obradeni. Statisticki znadajne p-vrijednosti (p<0,05) istaknute su

podebljanim slovima.

p* Kontrola D::;I/ ?/3:;4/ TA;IT/DA C3/DAPT C‘;’)/Il’:‘;” TAPI C3 | c3/TAPI | U18666A | NH4CI
kontrola / 0874 | 0024 | <0001 1 0,792 1 0411 | 0947 | 0,001 | <0,001
DAPT/5uM | 0,874 / 0,75 0,002 | 0917 1 0,687 | 0,049 1 0,132 | <0001
DAPT/10uM | 0024 | 075 / 0,19 0,064 0,83 0,02 | <0001 | 0631 | 0983 | 0,028
TAPUDAPT | <0001 | 0,002 0,19 / <0,001 | 0,003 | <0,001 | <0001 | 0,001 | 0845 | 0,999
C3/DAPT 1 0917 | 0064 | <0001 / 0,86 1 0,679 | 0965 | 0,003 | <0,001
C3/TAPUDAPT| 0,792 1 0,83 0,003 0,86 / 0,593 | 0,034 1 0,178 | <0,001
TAPI 1 0,687 02 <0,001 1 0,593 / 0912 0,8 0,001 | <0,001
c3 0411 | 0,049 | <0001 | <0,001 | 0679 | 0034 | 0912 / 0,077 | <0,001 | <0,001
C3/TAPI 0,947 1 0,631 | 0001 | 0965 1 0.8 0,077 / 0,087 | <0,001
U18666A 0,001 | 0132 | 0983 | 0845 | 0003 | 0178 | 0001 | <0001 | 0087 / 0338
NH4Cl <0,001 | <0001 | 0028 | 0999 | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | 0338 /
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5.6.3. Utjecaj razine C-terminalnih odsje¢aka APP-a na ekspresiju gena ukljuéenih u

metabolizam kolesterola

Osim analize utjecaja razine CTF-APP-a na razinu proteina NPC1, koji je odgovoran za
unutarstanicni transport slobodnog kolesterola iz organela kasnih endosoma-lizosoma u druge
stani¢ne odjeljke, pratili smo 1 utjecaj na eskpresiju gena uklju¢enih u metabolizam
kolesterola, pri tome su analizirani geni ukljuceni u sintezu kolesterola (HMGCR i SREBF1),
u unos kolesterola u stanicu (LRP1 i LDLR) te iznos kolesterola iz stanice (NPC1 i ABCAL).
U tu svrhu koristili smo stanice Stakorskih neuroblastoma (B103wt) koji imaju jako nisku
razinu endogenog APP-a i stanice B103-APP koje su stabilno transfecirane ljudskim genom
APPggs (Slika 48.).

B103wt B103-hAPP,,
mAPP
- n imAPP

S R B-actin

Slika 48. Stakorske neuroblastoma stanice divljeg tipa (B103wt) endogeno eksprimiraju nisku
razinu APP-a. Stanice B103wt stabilno su transfecirane s plazmidnom DNA koja sadrzi sekvencu
cDNA ljudskog gena APPggs. Razina APP-a u stanicama B103wt i B103-APP potvrdena je metodom
Western blot.

Stanice B103wt i B103-APP tretirane su razliitim spojevima za koje je pokazano da
povecavaju razinu CTF-APP-a. Osim inhibitora DAPT, koji izravno uzrokuje nakupljanje
CTF-APP-a inhibiraju¢i enzim y-sekretazu koji direktno sudjeluje u njegovoj proteolizi
koriSteni su i drugi tretmani (U18666A i kombinacija Leu/NH4CI) pri kojima dolazi do
neizravnog nakupljanja CTF-APP-a uslijed poremecaja njihove razgradnje. S obzirom da se
stanice B103wt i B103-APP razlikuju samo u proteinu APP, cilj je bio istraziti koji geni su
promijenjeni u stanicama B103-APP u uvjetima izravnog ili neizravnog nakupljanja CTF-
APP-a, a nisu promijenjeni ili su razli¢ito promijenjeni u stanicama B103wt pod istim
uvjetima. Stanice su nasadene, tretirane 1 pripremljene za analizu lan¢anom reakcijom
polimeraze u stvarnom vremenu (RT-PCR). Stanice su analizirane kao §to je opisano u
poglavlju 4.9. Rezultati dobiveni RT-PCR-om su kvantificirani te statistiCki obradeni. S
obzirom na cilj ovih pokusa i radi preglednosti, svaki tretman usporeden je s kontrolnim

stanicama koristeé¢i studentov t-test.
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5.6.3.1. Utjecaj razine C-terminalnih odsjecaka APP-a na ekpresiju gena ukljucenih u sintezu

kolesterola

Od gena koji su ukljuceni u sintezu kolesterola analizirana je ekspresija gena HMGCR,
klju¢ni enzim u sintezi kolesterola te SREBF1, gen uklju¢en u regulaciju sinteze kolesterola.
Rezultati su pokazali da je ekspresija gena HMGCR u stanicama B103-APP u odnosu na
B103wt znacajno povec¢ana u DAPT-tretiranim stanicama. Statisticki znacajno povecana
ekspresija gena SREBF1 u stanicama B103-APP u odnosu na B103wt uocena je u tretmanima
DAPT i U18666A (Slika 49.). Dakle, ovi rezultati ukazuju da je ekspresija ova dva gena
ukljuéena u sintezu kolesterola pod utjecajem izravnog (HMGCR i SREBF1) i/ili neizravnog
(SREBF1) nakupljanja CTF-APP-a.
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Slika 49. Nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka APP-a povecava ekspresiju gena ukljuc¢enih u
sintezu Kkolesterola - HMGCR i SREBFL. Stanice su nasadene za analizu ekspresije gena
kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (prema opisu u poglavlju
4.9.). Rezultati su izrazeni kao relativna ekspresija gena u odnosu na kontrolne netretirane stanice te

prikazani kao srednja vrijednost + SD. Razina statisticke zna¢ajnosti postavljena je na p<0,05.
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5.6.3.2. Utjecaj razine C-terminalnih odsjecaka na ekpresiju gena ukljucenih unos kolesterola

u stanicu

Pracen je utjecaj izravnog (DAPT) i neizravnog (U18666A, i Leu/NH,CI) nakupljanja CTF-
APP na ekspresiju gena ukljucenih u unos kolesterola u stanicu — LDLR i LRP. Pri tome su,
kao Sto je gore opisano, pra¢ene promjene u ekspresiji gena koje su nadene samo u stanicama
koje eksprimiraju APP (B103-APP), a da pri istim uvjetima nisu detektirane u stanicama
B103wt koje ne eksprimiraju APP (ili je razina APP vrlo niska). Statisticki zna€ajno
povecanje ekspresije gena LDLR u stanicama B103-APP u odnosu na stanice B103wt uo¢eno
je u tretmanima DAPT i U18666A, dok je povecana ekspresija gena LRP u stanicama B103-
APP u odnosu na stanice B103wt detektirana samo u tretmanu U18666A (Slika 50.). Ovi
rezultati ukazuju da je ekspresija ova dva gena uklju¢ena u unos kolesterola pod utjecajem

izravnog (LDLR) i/ili neizravnog (LDLR i LRP) nakupljanja CTF-APP-a.
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Slika 50. Nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka APP-a utjeCe na povecanje ekspresije gena
LDLR, uklju¢enog u unos kolesterola u stanicu. Stanice su nasadene za analizu ekspresije gena

kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (prema opisu u poglavlju
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4.9.). Rezultati su izrazeni kao relativna ekspresija gena u odnosu na kontrolne netretirane stanice te

prikazani kao srednja vrijednost + SD. Razina statisticke zna¢ajnosti postavljena je na p<0,05.

5.6.3.3. Utjecaj razine C-terminalnih odsjeCaka na ekspresiju gena ukljuenih u iznos
kolesterola

Pracen je utjecaj nakupljanja CTF-APP-a na ekspresiju gena ukljuéenih u iznos kolesterola iz
stanica, ABCA1 i NPC1. U stanicama B103-APP nije uocena statisticki znac¢ajno promijenjena
ekspresija gena ABCA1 i gena NPC1 u odnosu na B103wt stanice pri svim analiziranim
tretmanima (Slika 51.). Za razliku prethodnih rezultata analize ekspresije gena koji sudjeluju
u sintezi kolesterola i unosu kolesterola u stanicu, nakupljanje CTF-APP-a ne utjeCe na

ekspresiju gena koji sudjeluju u iznosu kolesterola iz stanice.
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Slika 51. Nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka APP-a ne utjefe na ekspresiju gena ukljucenih u
iznos kolesterola iz stanice - ABCALl i NPC1. Stanice su nasadene za analizu ekspresije gena
kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (prema opisu u poglavlju
4.9.). Rezultati su izrazeni kao relativna ekspresija gena u odnosu na kontrolne netretirane stanice te

prikazani kao srednja vrijednost + SD. Razina statisticke zna¢ajnosti postavljena je na p<0,05.
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6. RASPRAVA

Zanimljivo je da rijetka nasljedna monogenska bolest Niemann-Pick tipa C (NPC) dijeli
mnoga zajedni¢ka obiljezja s kompleksnom Alzheimerovom bolesti (AB) koja nastaje kao
posljedica genetickih i okolisnih ¢imbenika $to ukazuje da bi te dvije bolesti mogle dijeliti iste
molekularne mehanizme nastanka.

Prije dvadesetak godina otkriven je retromerni kompleks, klju¢ni kompleks u endosomalnom
putu (144). Od tada, retromer se intenzivno istrazuje jer je otkrivena njegova protektivna
uloga u AB. Naime, retromer sudjeluje u prijenosu klju¢nih proteina AB, APP i BACE], iz
endosoma do Golgijeva aparata i stanicne membrane (145,146,176). Time retromer sprjecava
zadrzavanje APP i BACE] u endosomima, klju¢nim organelima gdje enzim BACEI ima
najvecu aktivnost i gdje zapocinje amiloidogeni put cijepanja proteina APP (166,175). Protein
APP se indirektno veze na retromer, preko retromernog receptora sorLA, koji je povezan s
nastankom nasljednog oblika (38), kao i kompleksnog oblika AB (51,55).

S obzirom da je disfunkcija retromernog kompleksa povezana s nastankom najcescih
neurodegenerativnih bolesti, AB i Parkinsonove bolesti (PB), u ovom doktoratu je po prvi
puta ispitano je li (dis)funkcija retromernog kompleksa prisutna i u rijetkoj
neurodegenerativnoj bolesti NPC. Disfunkcija retromera mogla bi predstavljati zajednicki
molekularni put nastanka rijetkih i kompleksnih neurodegenerativnih bolesti.

Nasa prethodna istrazivanja pokazala su da u stanicama jajnika kineskog hrcka kojima je
deletiran gen NPC1 (CHO NPC1l-null), uslijed unutarstani¢cnog nakupljanja kolesterola u
kasnim endosomima-lizosomima dolazi do povecanog amiloidogenog cijepanja APP-a
enzimom [-sekretaza (BACE1). To je posljedica nakupljanja APP i BACEI u povecanim
vezikulama endosoma (246,257).

S obzirom na opisanu funkciju retromera u transportu proteina APP i BACE1, cilj ovoga rada
bio je istraziti je li disfunkcija retromernog transporta uzrok pove¢anom nakupljanju APP-a i
BACEI unutar endosoma. Takoder, istrazena je uloga nakupljanja kolesterola u bolesti NPC
na funkciju retromernih proteina. S obzirom da su u mi§jim modelima AB kao i u mozgu AB
pacijenata detektirane smanjene razine retromernih proteina, analizirana je njihova razina, kao
1 smjestaj u razliCitim regijama mozga i u razli¢itim fazama bolesti u mi§jem modelu bolesti
NPC (254). Funkcionalni endosomalno-lizosomalni transportni put veoma je bitan za pravilno
funkcioniranje aksonalnog transporta u neuronima stoga je analizirana i funkcija retromera u

primarnim kulturama neurona miseva NPC1 (166,175).
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6.1. Disfunkcija retromera in vitro u stani¢nom modelu bolesti NPC

Ovaj doktorski rad prvi je pokazao disfunkciju retromera u bolesti NPC in vitro u stanicama
jajnika kineskog hrc¢ka (od engl. Chinese hamster ovary cells) kojima je deletiran gen za
NPC1 (NPC1-null) kao i u primarnim kulturama neurona izoliranim iz mozga NPC1" miseva

+/+

u odnosu na wt (NPC1™") neurone. S obzirom da nije bilo promjene u razini retromernih
proteina, nakupljanje retromernog proteina Vps35 u endosomima stanica NPC1-null i u
neuronima NPC1™ posljedica je pore¢emenog transporta retromera.

U naSim prijasnjim istrazivanjima, kao i u istrazivanjima drugih grupa, primije¢eno je
povecano nakupljanje APP-a i BACEL unutar endosoma (257) te povecano cijepanje APP-a
amiloidogenim putem u bolesti NPC (230,231,246). U ovom doktoratu je pokazano da
nakupljanje APP i BACEL u endosomima pa tako i pojava Alzheimeru-slicnog fenotipa u
bolesti NPC moze biti posljedica disfunkcije retromernog kompleksa. Po prvi puta je pokazan
promijenjen smjestaj retromernih proteina Vps26 i Vps35 u stanicama NPCL-null kao i
nakupljanje retromera i APP unutar endosoma. To znaci da bi dulje zadrZzavanje APP-a unutar
endosoma te dulji pristup enzimu BACEI i povecano cijepanje APP-a amiloidogenim putem
u bolesti NPC, moglo biti posljedica nefunkcionalnog retromera.

Vrijeme zadrZzavanja APP-a 1 BACE1 unutar ranih endosoma klju¢no je za procesiranje APP-
a te je povezano s razinama peptida AP i patologijom bolesti AB (273). Nakupljanje i dulje
zadrzavanje APP-a i BACEL unutar ranih endosoma, uslijed smanjene razine ili funkcije
retromera, ve¢ je prije pokazano na neneuralnim stani¢nim linijama (124,273-275).
UtiSavanje retromernog proteina Vps35 u stanicama HEK-293 povecava omjer AB42:Ap40
(276), a u stanicama HelLa povecava razinu peptida AB40 za 37%, dok nadekspresija Vps35
smanjuje nakupljanje peptida AB40 za 40% (273). Ovi rezultati potvrduju protektivnu ulogu
retromernog kompleksa u AB na nacin da transportom proteina APP i BACE1 iz endosoma

smanjuje amiloidogeno procesiranje proteina APP i nastanak peptida AB40.
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6.2. Disfunkcija retromera u stanicnom modelu bolesti NPC ovisi o razini kolesterola

Nakon sto je pokazana disfunkcija retromera u stanicama NPC1-null, sljede¢i cilj bio je otkriti
mehanizam koji uzrokuje disfunkciju retromera i njegovo nakupljanje u endosomima u ovim
stanicama. Smanjenje kolesterola u stanicama NPC1-null tretmanima s MBCD te statinima
(257) smanjuje nakupljanje retromera unutar endosomalno-lizosomalnih vezikula i smanjuje
nakupljanje APP-a unutar endosoma. U stanicama divljeg tipa CHOwt farmakoloski tretman
za izazivanje fenotipa NPC (U18666A) uzrokuje nakupljanje retromera unutar endosoma i
povecanu kolokalizaciju s APP, sli¢no kao i u NPCL-null stanicama. Ovim pokusima
pokazano je da je poveéana razina kolesterola, bez obzira na prisutnost proteina NPC1, uzrok
nakupljanju povecéanih vezikula endosomalno-lizosomalnog puta i nakupljanju retromera.
Snizavanje kolesterola u stanicama, dovoljno je za popravljanje funkcije retromera i pravilnog
transporta APP-a.

Ovo je prvo istrazivanje koje analizira ulogu kolesterola u funkciji retromera. Marquer i
suradnici (226) pokazali su da utiSavanje funkcije retromera izaziva nakupljanje kolesterola
Sto potvrduje da su metabolizam kolesterola i1 retromerni put medusobno povezani. S obzirom
da u AB bitnu ulogu ima i povecana razina kolesterola (215,216), kao i smanjena funkcija
retromera unutar poremecenog endosomalno-lizosomalnog puta (140,141,251,272), daljnja
istrazivanja su potrebna za otkrivanje molekularnih mehanizama koji povezuju metabolizam
kolesterola i retromernu funkciju.

Poznato je da smanjenje razine kolesterola smanjuje nastanak peptida Ap (216,219,222-225).
Smanjenje razine kolesterola je uzvodni efekt koji ne djeluje na cijepanje y-sekretazom,
izravni korak u nastanku peptida AP, ve¢ smanjuje nastanak peptida AP djeluju¢i na transport
APP-a i smanjenje nastanka CTF-APP (223). Stoga bi utjecaj razine kolesterola na transport
APP-a mogao djelovati upravo preko funkcije retromera. S obzirom na protektivnhu ulogu
retromera u transportu APP-a i smanjenju njegovog amiloidogenog procesiranja, detaljna
istrazivanja mehanizma djelovanja retromera vode ka koriStenju retromera kao potencijalne
ciljne molekule u terapiji bolesti NPC, AB, PB, kao i drugih neurodegenerativnih bolesti
(277).

Za sada su otkrivene molekule koje stabiliziraju retromer te time povecavanju njegovu
funkciju (193). Za razliku od testiranih inhibitora - i y-Sekretaze u terapiji AB, koji imaju
mnoge nepoZzeljne nuspojave zbog uloge ovih enzima u proteolizi 1 drugih supstrata osim
APP-a, povecanje funkcije retromera smatra se relativno sigurnim pristupom razvoja terapije

protiv neurodegenerativnih bolesti, jer samo odrzava normalni protok molekula u
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endosomalno-lizosomalnom putu (193). S obzirom da ovo istrazivanje pokazuje da je
povecano nakupljanje kolesterola uzrok disfunkcije retromera, molekule za snizavanje razine

kolesterola mogle bi se potencijalno koristiti za poboljSanje funkcije retromera.
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6.3. Disfunkcija retromera in vivo u misjem modelu bolesti NPC

Funkcija retromera i retromernog receptora sorLA u mozgu mi$jeg modela bolesti NPC
(miSevi NPC1) analizirana je u malom mozgu, hipokampusu i kori velikog mozga miSeva
starih 4, 7 i 10 tjedana. U bolesti NPC najranije je pogoden mali mozak (odumiru Purkinje
neuroni), slijedi kora velikog mozga, a hipokampus se smatra relativno oCuvanim (278).
Analizirani su miSevi starosti 4 tjedna jer predstavlju ranu fazu bolesti prije pojave patoloskih
karakteristika, te starosti 7 i 10 tjedana u sredi$njoj i zavr$noj fazi bolesti (254).
Imunohistokemijskom analizom mozdanih rezova pokazano je da je protein sorLA smjesten
perinuklearno u somama neurona - u malom mozgu u somama Purkinje neurona te somama
neurona unutar molekularnog sloja, u hipokampusu u somama granularnih neurona dentatnog
girusa te piramidalnim stanicama regija CA miSeva divljeg tipa. Morfologija smjeStaja
proteina sorLA u somama neurona poklapa se s rezultatima prijasnjih istrazivanja
(54,55,183). Medutim, u neuronima svih analiziranih mozdanih regija miSeva NPCI1
imunobojenje receptora sorLA smanjeno je ve¢ u miSevima starih 4 tjedna Sto se ne poklapa s
nepromijenjenom razinom proteina sorLA u ovim mozdanim regijama miSeva NPC1 u
odnosu na wt miSeve analiziranom metodom WB.

Podaci o razini proteina sorLA u mozgovima mi§jih transgeni¢nih modela AB, kao 1 u ljudi
oboljelima od AB, kontradiktorni su. U mozgovima misjeg modela APP/PS1 razliCite starosti
(3, 9 and 18 mjeseci) razina sorLA nepromijenjena je u usporedbi s kontrolama (279), dok je
u modelu Tg2576 razina sorLA zna¢ajno smanjena u korteksu (280). IstraZivanja na ljudskom
mozdanom tkivu pokazuju smanjenje razine sorLA u sporadi¢nom obliku AB, kao i u
pacijenata s blagim kognitivnim poremec¢ajem (0d engl. mild-cognitive impairment, MCI), ali
ne i u obiteljskom obliku AB (54,185,281). Medutim, u novijem istrazivanju pokazana je
nepromijenjena razina sorLA izmedu pacijenata oboljelih od AB i zdravih kontrola (281).
Rezultati nepromijenjene razine sorLA u mozgovima misjeg modela bolesti NPC u odnosu na
kontrolne uzorke razliCite starosti poklapa se s dijelom drugih istrazivanja dobivenih na
transgenicnim misjim modelima bolesti AB. Mnoga istrazivanja ukazuju na problem
koriStenja metode WB u pracenju razine proteina sorLA u samom tkivu, zbog ekspresije
proteina sorLA u neuronima, ali i u astrocitima (282). S obzirom da je u bolesti NPC
astroglioza jedna od prvih patoloSkih promjena, moguce je da uslijed povecane reaktivnosti
astrocita dolazi do maskiranja mogucih promjena u razini proteina sorLA u neuronima, ali

koje su detektirane imunobojenjem.
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Smjestaj retromernog proteina Vps35 razlikuje se u razli¢itim tipovima neurona, ali je u
skladu s dostupnim podacima iz literature (283). lako je u malom mozgu protein Vps35
smjeSten rasprSeno unutar soma Purkinje neurona, ali 1 u dendritickom stablu Purkinje
neurona miseva divljeg tipa, u hipokampusu miseva nalazi se samo u mahovinastim vlaknima.
U misevima NPCI protein Vps35 postupno se nakuplja unutar some neurona u svim
mozdanim regijama, prvenstveno unutar Purkinje neurona, kortikalnih neurona, ali i
hipokampalnih neurona regije CA3 ve¢ u miSevima starosti 4 tjedna. Nakupljanje Vps35 u
somama neurona se povecava sa starosti misSeva, tj. prati patogenezu bolesti NPC te je
najznacajnije u 10 tjedana starih miSeva NPC1. Nakupljanje proteina Vps35 u miSevima
NPCI1 sli¢no je imunobojenjima u transgeni¢énim misevima hAPP (283).

Za razliku od imunobojenja, razina proteina Vps35 analizirana metodom WB u mozgovima
miSeva NPCI1 starima 4 ili 10 tjedana je nepromijenjena, s time da je u hipokampusu
detektirana najvecéa razina proteina Vps35 u odnosu na korteks i mali mozak $to je u skladu s
podacima iz prijasnjih istrazivanja (165). Suprotno od nepromijenjene razine proteina Vps35 i
sorLA u mozgovima miseva NPC1, razina proteina Vps26 statisticki je znacajno povecana u
odnosu na miSeve divljeg tipa. Razina proteina Vps26 podjednaka je u razli¢itim regijama
mozga, §to je u skladu s drugim istrazivanjima (165).

Razina proteina Vps26 i Vps35 smanjena je u hipokampusu pacijenata oboljelih od AB (165)
kao i korteksu, ali ne i u malom mozgu transgeni¢nog misjeg modela AB Tg2576 (280).
Dapace, mutacija jednog alela Vps35 u miSevima Tg2576 ubrzava patologiju AB (284). Osim
promjene razine retromernih proteina u transgenicnim modelima AB, u miSevima je
retromerna disfunkcija (zbog samo jednog funkcionalnog alela VVps26) per se dovoljna za
kognitivne poremecaje, sinapticku disfunkciju, neurodegeneraciju, kao i povecanu razinu
peptida AP (166).

lako su razine retromernih proteina u razli¢itim regijama u skladu s razinama u drugim misjim
modelima, rezultati dobiveni na miSevima NPCI1 razlikuju se od rezultata dobivenih na
pacijentima oboljelima od AB, kao i mi§jim modelima, Sto moZe biti zbog ekspresije
retromernih proteina u astrocitima i mikroglijama (285), ali i kraceg trajanja bolesti.
Smanjenje imunobojenja proteina sorLA u neuronima dogada se ve¢ u miSevima NPCI1
starima 4 tjedna (254). U skladu s ovim rezultatima, nekoliko je dokaza koji potvrduju da je
smanjenje imunobojenja proteina sorLA jedno od prvih patoloSkih dogadaja i u AB.
Smanjenje razine proteina sorLA potvrdeno je samo u kompleksnom obliku AB, ali ne i u
nasljednom obliku AB (54) S§to zna¢i da smanjenje razine sorLA nije posljedica FAD

uzrokovane mutacijama u genima APP ili PS1/2. Smanjenje razine proteina sorLA dogada se

167



ve¢ 1 u MCI, dakle na samom zacetku pojave kognitivnih poremecaja karakteristinih za AB
(281). Takoder, genetickim studijama otkrivene su mutacije u genu SORLA (49,51) koje su
rizi¢ni faktori za razvoj AB, kao 1 mutacije u genu koje uzrokuju obiteljski oblik AB §to znaci
da je mutacija samo u genu SORLA dovoljna za razvoj AB (38).

U mozgovima miseva NPC1 smanjenje imunobojenja receptora sorLA unutar some neurona
praceno je nakupljanjem proteina Vps35 unutar tih neurona S$to je najizrazenije u kortikalnim
neuronima, neuroni s najmanjom razinom proteina sorLA najvise su nakupljali Vps35, kao i
obrnuto. Nakupljanje retromera moze se smatrati kompenzacijskim mehanizmom, tj.
odgovorom stanica neurona na smanjenje razine sorLA. Mehanisticki se to moze objasniti da
je uslijed smanjenja razine proteina sorLA smanjen retrogradni prijenos proteina APP iz
endosoma, §to je u skladu s prijasnjim rezultatima na NPC modelima (230,257,286) i §to
dovodi do povecane unutarstani¢ne razine peptida Ap u modelima AB (273) i u modelima
bolesti NPC (230,246).

Kompenzacijski mehanizam na smanjeni prijenos APP-a je povecani prijenos enzima BACE1
iz ranih endosoma. U transport enzima BACEI takoder je ukljucen retromer (176,274), ali
vezanjem putem drugog retromernog receptora, sortilina (178). Ve¢ je prije pokazano da
uslijed smanjene funkcije sorLA u pacijentima oboljelima od kompleksnog oblika, dolazi do
nakupljanja receptora sortilina u mozgovima tih pacijenata (54). S obzirom da u ovom radu
nije praceno nakupljanje sortilina, pretpostavka je da bi nakupljanje retromernih proteina
Vps26 i Vps35 u mozgovima NPC1 moglo biti paralelno s nakupljanjem sortilina.

S obzirom na razli¢ite promjene retromernih proteina, kao i retromernog receptora SorLA,
potrebna su dodatna istrazivanja za otkrivanje je li moguce ove promjene pripisati i drugim
molekularnim putevima, a ne izravno samo prijenosu APP-a. Dostupni podaci o razli¢itoj
ekspresiji retromernih proteina i receptora sorLA u razli¢itim dijelovima mozga zanimljivi su
jer ukazuju na potencijalnu razlicitu osjetljivost razli¢itih regija na promjene u funkciji
retromera ili retromernog receptora sorLA.

Mali mozak ima najvecu razinu proteina sorLA u odnosu na hipokampus i koru velikog
mozga $to je u skladu s dostupnim podacima (287). U malom mozgu oboljelih od AB nema
smanjenja razine sorLA S§to se smatra jednim od mogucih mehanizama zaSto je mali mozak
relativno posteden patologije u AB (183,280).

kraja poznati. Jedno od mogucih objasnjenja ukljuCuje intrizicna svojstva tih neurona i
neurodegeneraciju posredovanu mehanizmima uklju¢enima u autofagiju uslijed nedostatka

proteina NPC1 (255). Zanimljivo, nova istrazivanja ukazuju da bi receptor sorLA, uz
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navedene uloge, mogao imati i ulogu u autofagiji (288). S obzirom na sve navedeno, moguce
je da je receptor sorLA, osim ve¢ poznatih uloga u transportu APP-a, uklju¢en i u mehanizme
koji kontroliraju degeneraciju Purkinje neurona miSeva NPC1.

Iako se u bolesti NPC hipokampus smatra relativno o¢uvanom regijom (278), rezultati na
mozdanim rezovima, ali i primarnim neuronima, pokazuju da se patoloske promjene koje
ukljucuju disfunkcionalni retromerni kompleks dogadaju i u hipokampusu miSeva NPC1.
Medutim, progresija bolesti NPC u hipokampusu je sporija nego u ostalim regijama mozga,
poput malog mozga i kore velikog mozga.

Takoder, s obzirom da je u hipokampusu miSeva wt protein Vps35 bilo moguce detektirati
samo u mahovinastim vlaknima, a u miSevima NPC1 nakupljanje Vps35 u piramidalnim
neuronima regije CA3, moguce je da je u mozgovima NPC1 prisutan i sinapticki defekt
uzrokovan nefunkcionalnim retromernim kompleksom. Retromer je smjesSten i presinaptic¢ki u
aksonima, ali 1 postsinapti¢ki u dendritima. Za razliku od postsinapticke uloge retromera u
lokalnom transportu molekula, aksonalni transport vazan je u retrogradnom prijenosu
receptora i enzima te njihovom recikliranju (283). Disfunkcija retromera u mozgovima
miSeva NPC1 mogla bi biti povezana sa sinaptickom disfunkcijom pronadenom ve¢ u AB, ali
iuPB (174,289).

Nadalje, kao §to je pokazano in vitro na stanicama NPCI1, i in vivo utjecaj smanjenja
kolesterola u miSevima NPC1 potvrduje da je povecana razina kolesterola primarni uzrok
promjena razine imunobojenja proteina sorLA i retromera te da je smanjenjem kolesterola
moguce poboljsati funkciju retromera ¢ak i u kasnoj fazi bolesti (10 tjedana).

Potrebna su daljnja istrazivanja za otkrivanje razli¢itog napredovanja patologije u razli¢itim
regijama mozgova NPC1. Poremec¢aj u razini i funkciji proteina sorLA kao jednog od
najranijih patoloskih dogadaja, ali i samog retromernog kompleksa, potencijalno je novo

patolosko obiljezje zajednicko bolestima NPC 1 AB.
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6.4. Disfunkcija retromera u aksonalnom transportu u neuronima NPC1

lako su rezultati in vitro na staniénom modelu CHO NPC1-null i in vivo na mozgovima
misjeg modela NPC pokazali retromernu disfunkciju, nekoliko je nedostataka tih modela.
Stanice CHO NPC1-null su neneuralnog podrijetla, a na mi§jem tkivu pokazan je smjestaj
retromera i u aksonima i dendritima neurona. Nasuprot tome, razina proteina retromera u
miSjem mozgu analizirana je u cijelom mozgu, $to uz neurone ukljucuje i ostale stanice, poput
stanica glija. Takoder, unutarstani¢ne strukture, poput vezikula endosomalno-lizosomalnog
puta nije moguce analizirati u tkivima. Stoga je unutarstani¢ni retromerni transport analiziran
u primarnim kulturama neurona izoliranima iz hipokampusa, korteksa i malog mozga
(Purkinje neuroni) miseva NPC1 u odnosu na iste neurone iz wt miSeva.

Receptor sorLA smjesten je perinuklearno u somama hipokampalnih neurona $to se podudara
s rezultatima dobivenima na moZzdanim rezovima, kao i s poznatim podacima o smjestaju
proteina sorLA unutar some neurona, a ne i u procesima (54). lako je nepromijenjena razina
proteina sorLA, rezultat imunocitokemijskog bojenja je nakupljanje retromernog receptora
sorLA u somi hipokampalnih neurona NPC1.

Vps35 nalazi se u somi te aksonima i dendritima hipokampalnih neurona, prvenstveno u
ranim endosomima i TGN, $to je u skladu s drugim istrazivanjima (151,175), a smjestaj se
poklapa i u drugim neneuralnim stanicama (290,291). U neuronima, dodatna uloga retromera
je i u aksonalnom transportu, odnosno prijenosu liganda u dendritima te iz aksona do some
neurona (151,175). Poznato je da se u neuronima APP prenosi i anterogradnim i retrogradnim
transportom u aksonima (123) te da je posljedica nepravilnog transporta APP-a povecano
amiloidogeno procesiranje.

Smjestaj retromernog kompleksa promijenjen je i u somi, ali i u aksonima i u dendritima
neurona NPCI1 koji karakteristicno nakupljaju kolesterol. Retromer se nakuplja unutar
povecanih ranih 1 recikliraju¢ih endosoma te lizosoma S$to ukazuje na disfunkcionalni
endosomalno-lizosomalni transport u neuronima NPC1.

Prijasnja istraZivanja su pokazala da utiSavanje Vps35 u neuronima dovodi do nakupljanja
APP-a unutar ranih endosoma u aksonima i dendritima i povec¢ane kolokalizacije s BACE1 te
poveéanog nastanka peptida AP (175). U neuronima izoliranima iz miSeva koji su
heterozigotni za Vps35, osim APP, nakuplja se i BACEI i povecava amiloidogeno cijepanje
APP-a (284).

Nadalje, aksoni Purkinje, kortikalnih i hipokampalnih neurona NPC1 imaju zadebljanja koja

nisu primije¢ena u neuronima wt (292). Aksonalna zadebljanja karakteristi¢na su za usporeni i
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nefunkcionalni aksonalni transport i dovode do degeneracije aksona i nefunkcionalnih sinapsi
(293,294). Aksonalna zadebljanja primije¢ena su i u AB, ali se smatra da nastaju sekundarno,
nakon gubitka neurona (295).

U ovom istrazivanju potvrdeno je da se u aksonalnim zadebljanjima proksimalno nakuplja
retromer unutar recikliraju¢ih endosoma i lizosoma. Ti rezultati ukazuju na nefunkcionalan
aksonalni transport molekula. Aksonalna zadebljanja u neuronima NPCL1 prisutna su u svim
analiziranim neuronima. S obzirom da se mogu detektirati i u najocuvanijim neuronima,
hipokampalnim neuronima (278), aksonalna zadebljanja mogla bi predstavljati rani korak u
patologiji bolesti NPC. Prisutnost izrazenijih i mnogorojnijih aksonalnih zadebljanja u
kortikalnim neuronima NPC1 moze objasniti raniji razvoj patologije u kortikalnim neuronima
u usporedbi s hipokampalnim neuronima.

lako se hipokampus smatra relativno zasti¢enim 1 najmanje ,,pogodenim® u bolesti NPC, ovim
rezultatima dokazana je prisutnost patoloskih promjena i u hipokampalnim neuronima NPC1.
Disfunkcionalni retrogradni transport retromerom unutar endosomalno-lizosomalnog
transporta, mogao bi biti jedno od prvih patoloSkih pojava u bolesti NPC. Receptor sorLA,
kao 1 retromerni protein Vps35, kljuéni su u pravilnom funkcioniranju endosomalno-
lizosomalnog puta koji je u neuronima posebno vazan za pravilan rad sinapsi (174,289).
Degeneracija i gubitak sinapsi smatra se jednim od najranijih patoloskih obiljezja PB, ali i AB
te ukljucuje i AP i tau patologiju (296).

Retromer je smjesten 1 presinapticki 1 postsinapticki, a smjestaj i uloga retromera mogu ovisiti
i 0 tipu neurona. Na temelju rezultata dobivenih na pacijentima i misjim modelima, smatra se
da u PB odumiranje dopaminergi¢nih neurona u regiji substantia nigra zapocinje u procesima
u strijatumu, a ne u somi neurona (297). Mutacija D620N u proteinu Vps35, koja uzrokuje
nasljedni oblik PB, utjeCe na metabolizam dopamina u strijatumu (298), Sto isti¢e nuznost
pravilne funkcije retromera u funkciji sinapse.

S obzirom na nedostatak proteina NPC1, nakupljanje kolesterola u kasnim endosomima i
lizosomima zapocinje ve¢ od najranijih embrionalnih faza Sto dovodi do povecane sinteze
kolesterola te do zacaranog kruga koji rezultira sve ve¢im nakupljanjem kolesterola i kao
posljedice razvoja patologije bolesti NPC. lako je nakupljanje kolesterola prisutno u svim
stanicama organizma, nije poznato za$t0 SU Stanice mozga, a posebno Purkinje neuroni
najosjetljivije na povecanu razinu kolesterola.

Kolesterol je nuZan za rast i razgranatost dendrita i aksona te stvaranje polarnosti stanice u
kulturi te je nejasno zaSto su pojedini tipovi neurona osjetljiviji na razinu kolesterola od

drugih tipova. Kortikalni neuroni imaju manju razinu kolesterola od hipokampalnih neurona
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zbog Cega rast njihovih aksona i dendrita zapocinje ranije. Tretmani za smanjenje kolesterola
(MBC) u hipokampalnim neuronima ubrzavaju rast aksona i dendrita, ali tretman za
nakupljanje kolesterola ne utjeCe na ta svojstva hipokampalnih neurona (299). Ovo
istrazivanje pokazuje da bi hipokampalni neuroni mogli imati intrizicna svojstva zbog kojih
su otporni na vece razine kolesterola, odnosno, mogu to tolerirati razlic¢itim mehanizmima
kroz dulje vrijeme od drugih tipova neurona. To bi moglo objasniti prisutnost, ali i najsporiji

napredak patologije bolesti NPC u hipokampusu.
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6.5. Nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka proteina prekursora amiloida f uzrokuje

nakupljanje retromera unutar endosoma

U ovom doktorskom radu dokazana je disfunkcija retromera u bolesti NPC, kao posljedica
nakupljanja kolesterola. Sljedeci cilj bio je pronaci potencijalni molekularni mehanizam koji
povezuje nakupljanje kolesterola i retromernu disfunkciju. Stoga je ispitana uloga nakupljanja
C-terminalnih odsjecaka APP-a (CTF-APP) u povezivanju ova dva puta.

Naime, CTFB/C99, nastao cijepanjem APP-a enzimom BACE]1, mogao bi biti spona izmedu
promijenjenog metabolizma kolesterola 1 patogeneze AB. S obzirom da su prijasnja
istrazivanja pokazala da je nakupljanje CTFB/C99 odgovorno za disfunkciju endosoma
(300,301), najranije patolosko obiljezje AB, te za poremecaj memorije i neurotoksi¢nost,
nakupljanje CTFB/C99 bi, uz nakupljanje AP, moglo imati vaznu ulogu u patogenezi AB.
CTFB/C99 bi mogao djelovati kao signalna molekula koja kontrolira membranski transport i
homeostazu kolesterola u ovom procesu.

Kako bi se postiglo nakupljanje razli¢itih C-terminalnih odsjecaka proteina APP, neuralne
ljudske stanice neuroblastoma koje imaju nadeksprimiran protein APPggs (SH-SY5Y-APP)
tretirane su razli¢itim inhibitorima sekretaza uklju¢enih u procesiranje APP-a. Stanice su
tretirane inhibitorom a-sekretaze (TAPI) za nakupljanje sAPPB, CTFB/C99 1 AP, inhibitorom
B-sekretaze BACEL (inhibitor C3) za nakupljanje sAPP-a i CTFa/C83. Za nakupljanje i
CTFB/C99 i CTFo/C83 koristen je inhibitor y-sekretaze (DAPT). Uz ove tretmane, paralelno
je koristen i tretman U18666A za oponasSanje fenotipa bolesti NPC te NH,4CI, inhibitor
lizosomalne funkcije, koji neizravno dovode do nakupljanja CTF-APP-a.

Razina cjelovitog proteina sorLA u stanicama SH-SY5Y-APP povecana je u svim tretmanima
s inhibitorima ili kombinacijom inhibitora a-, B- i y-Sekretaze. S obzirom da receptor sorLA
dijeli iste puteve cijepanja kao APP (191) te da je supstrat a-, B- i y-sekretaze (192), inhibitori
tih enzima povecavaju razinu cjelovitog proteina sorLA.

Nakupljanje proteina sorLA u tretmanima koji inhibiraju a- (TAPI) ili B- (C3) sekretazu je
priblizno sli¢no. Takoder, najsnaznije nakupljanje proteina sorLA prisutno je u kombinaciji
tretmana TAPI i C3 kada se najvise nakuplja APP-fl. Nakupljanje proteina sorLA uslijed
tretmana TAPI i C3 moZe biti posljedica smanjenog cijepanja proteina sorLA a- i B-
sekretazom, kao i nakupljanja APP-fl zbog inhibicija tih dvaju enzima.

Inhibicija a- i/ili B-sekretaze dovodi do smanjenog cijepanja receptora sorLA te njegovog
nakupljanja (192), ali i nakupljanja APP-fl. Jedno objasnjenje je da su APP i sorLA
kompetitivni za a-sekretazu ADAM10 (191), a drugo objasnjenje da je porast nakupljanja
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sorLA proporcionalan s nakupljanjem APP-a. Naime, sorLA djeluje protektivno jer veze APP
1 retrogradnim transportom iznosi ga iz ranih endosoma gdje zapocinje amiloidogeno
cijepanje APP, prvi korak u nastanku A (55).

Porast nakupljanja receptora sorLA u stanicama SH-SY5Y-APP nakon tretmana DAPT
proporcionalan je s koncentracijom (5 uM vs. 10 uM), kao i u tretmanima U18666A i NH4CI
ukazuje da izravno ili neizravno nakupljanje CTF-APP-a utjeCe na porast razine proteina
sorLA. Naime, sorLA osim veznog mjesta na N-terminalnom kraju cjelovitog APP-a (55),
ima i drugo vezno mjesto na C-terminalnom kraju APP-a, u sekvenci za CTFB/C99, odnosno
AP (186). Poznato je da sorLA veze AP i prenosi ga do lizosoma gdje se AP razgraduje (187).
Ta uloga sorLA veoma je vazna jer se u kompleksnom obliku AB smanjena razgradnja Af, a
ne povecani nastanak, smatra klju¢nim mehanizmom nastanka AB (187). Ovo je prvi rad u
kojem se promatrao utjecaj nakupljanja CTF-APP-a na razinu proteina sorLA, te rezultati
ovog istrazivanja ukazuju da u stanicama SH-SY5Y-APP sorLA ima ulogu i u prijenosu CTF-
APP-a.

Retromerni proteini Vps26 i Vps35 nakupljaju se u stanicama SH-SY5Y-APP u svim
tretmanima inhibitorima ili kombinacijom inhibitora a-, B- i y-sekretaze kao posljedica
nakupljanja cjelovitih proteina APP i sorLA, ali i CTFa/C83 i CTFB/C99 te AB. S obzirom da
tretmani inhibitorima sekretaza imaju slicne ucinke na razinu proteina, ali i smjestaj
retromernog kompleksa kao i farmakoloski model bolesti NPC (U18666A), to govori da samo
nakupljanje CTF-APP-a ima slian ucinak na retromerni kompleks kao i nakupljanje
kolesterola u bolesti NPC.

Nakupljanje CTF-APP-a u stanicama SH-SYS5Y-APP wuzrokuje poremecenu funkciju
retromera i1 nakupljanje unutar povecanih vezikula endosomalno-lizosomalnog puta. Utjecaj
CTF-APP-a na endosomalno-lizosomalni put ve¢ je poznat jer je nakupljanje CTF-APP-a u
povecanim ranim endosomima (140,141,272) jedno od najranijih patoloskih obiljezja AB.
Farmakoloski tretman za oponaSanje fenotipa bolesti NPC (U18666A) uzrokuje najizraZenije
nakupljanje velikih vezikula endosomalno-lizosomalnog puta. Osim toga, najizraZenija
disfunkcija u smjestaju retromera je uslijed nakupljanja CTFa/C83 1 CTFB/C99 (tretman
DAPT) ili samo CTFB/C99 (tretman C3). Stoga se moze zakljuciti da je nakupljanje
CTFB/C99 kljuéno za disfunkciju retromernog kompleksa unutar poveéanih vezikula
endosomalno-lizosomalnog sustava. Takoder, kolokalizacija retromera s CTFB/C99, ali ne i
CTFo/C83 potvrduje ulogu CTFB/C99 u nefunkcionalnom transportu retromera.

Ovo je prvi rad koji je istrazivao promjenu retromera zbog nakupljanja CTF-APP-a. Nekoliko

je radova istrazivalo utjecaj mutacije ili utiSavanja gena Vps35 na stvaranje CTFa/C83,
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CTFB/C99 i AB. Utisavanje proteina Vps35 dovodi do nakupljanja CTF-APP-a, a smanjenja
AB40 u egzosomima stanica HEK-293 (276). Utisavanje SNX6, druge sastavnice retromera, u
stanicama SH-SY5Y, takoder uzrokuje nakupljanje CTFB/C99, ali ne utjeée na nakupljanje
CTFa/C83 (302). U mi§jem transgeni¢cnom modelu AB, Tg2576, razine sAPPP i CTFB/C99
povecane su u hipokampusu misSeva heterozigotnih za Vps35. Za razliku od toga, razina
CTFa/C83 se ne mijenja (284).

Svi navedeni rezultati pokazuju da retromer ne utjeCe na aktivnost i procesiranje o-
sekretazom, nego da gubitak Vps35 povecava procesiranje APP-a enzimom BACEL, a
rezultati o promjeni retromera uslijed nakupljanja prvenstveno CTFB/C99, dodatno potvrduju

povezanost retromera i amiloidogenog procesiranja APP-a.
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6.6. Nakupljanje C-terminalnih odsje¢aka proteina prekursora amiloida f§ djeluje na

ekspresiju gena i proteina ukljuéenih u unutarstani¢ni metabolizam kolesterola

Povezanost metabolizam lipida i proteoliti¢ke razgradnje proteina APP odavno je poznata, a
produkti cijepanja APP-a, AICD i AB posreduju u metabolizmu lipida i time mogu doprinijeti
AB. Medutim, tek nedavna istrazivanja pokazala su izravno vezanje kolesterola na APP,
odnosno na dio APP-a koji odgovara CTFB/C99 (114) te na regulaciju biosinteze kolesterola
(113). Moguce je da je CTFB/C99 spona izmedu poremeéenog metabolizma kolesterola i
retromernog kompleksa unutar endosomalno-lizosomalnog puta, te je praden utjecaj
CTFB/C99 na razinu i metabolizam kolesterola.

Koncentracija kolesterola poveéana je u stanicama SH-SY5Y-APP u tretmanima
TAPI+DAPT (nakupljanje C99), C3 (nakupljanje CTFa/C83 i produkata razgradnje C83) i
C3+TAPI (nakupljanje APP-fl) te je bila na razini tretmana U18666A za koji je poznato da
izaziva nakupljanje kolesterola. Ve¢ prije je pokazana povezanost razine kolesterola i
aktivnosti [-sekretaze u stanicama SH-SY5Y. Naime, povecana razina kolesterola povecava
aktivnost $-sekretaze, a farmakoloska inhibicija $-sekretaze u stanicama SH-SYSY povecava
razinu membranskog kolesterola (303).

U mehanizam kojim je procesiranje APP-a ukljuceno u regulaciju razine kolesterola uklju¢eni
su AICD i AP, koji nastaju cijepanjem y-Sekretazom. Peptid AB i AICD zauzvrat smanjuju
biosintezu kolesterola i unos kolesterola u stanicu (115). Peptid Ap snizava de novo sintezu
kolesterola inhibiraju¢i aktivnost HMGCR (228). Smanjenje razine AP smanjuje razinu
kolesterola u lipidnim splavima, gdje se APP preferencijalno cijepa B-sekretazom (304).
Fibroblasti bez APP ili APLP2 ili bez funkcionalne y-sekretaze (bez PS1/PS2) imaju
povecane razine unutarstani¢nog kolesterola in vitro i in vivo, a taj u¢inak se moze povratiti
uz tretman s Ap40 (228).

AICD se oslobada unutarstani¢no 1 u amiloidogenom i u neamiloidogenom putu, medutim,
moguce je da AICD nastao cijepanjem u amiloidogenom putu ima vecu transkripcijsku
aktivnost (305). AICD ima vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena jer potie transkripciju
enzima BACEL i regulira transkripciju APP-a, odnosno, regulira vlastito stvaranje (306).
Peptid AP ima suprotan ucinak, smanjuje ekspresiju APP-a u primarnim kulturama neurona
smanjuju¢i nastanak AICD i njegov transport u jezgru (307). Rezultati ovog istrazivanja u
skladu su s drugima, te uz ve¢ poznate uloge AICD i A u regulaciji homeostaze kolesterola,
potvrduju i utjecaj CTF-APP-a, ali i dodatnih mehanizama, na razini transkripcije ili smjestaja

koji povezuju procesiranje APP-a i metabolizam kolesterola.
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Osim razine kolesterola, cilj je bio analizirati i utjecaj nakupljanja CTF-APP-a na proteine
ukljucene u metabolizam kolesterola prate¢i proteinsku razinu ili ekspresiju gena ukljucenih u
sintezu te unos i iznos kolesterola iz stanice. Razina proteina NPC1 povecala se u stanicama
SHSY5Y-APP tretiranima s DAPT (10 uM), TAPI+DAPT, U18666A i NH4CI §to pokazuje
da ovi tretmani izazivaju poremecaje u lizosomalnoj funkciji i prijenosu kolesterola.
Nakupljanje proteina NPC1 u korteksu i regiji CA1l u hipokampusu jedno je od
karakteristi¢nih obiljezja u pacijentima, kao 1 u mi§jem transgeni¢nom modelu AB. S obzirom
da ove promjene nisu uocene u malom mozgu miSeva, smatraju se povezane s patoloskim
procesima u AB (308). Moguce je da ovim promjenama doprinosi nakupljanje CTF-APP-a,
posebno CTFB/C99, u vezikulama endosomalno-lizosomalnog puta u ranoj fazi AB
(300,301).

Za analizu utjecaja CTF-APP-a na ekspresiju gena ukljuenih u metabolizam kolesterola
Stakorske neuroblastoma stanice divljeg tipa B103wt (slaba ekspresija APP-a) te stanice
B103-APP i tretirane spojevima koji uzrokuju nakupljanje odsjecaka CTF-APP-a neizravnim
mehanizmima, poput U18666A i Leu/NH4CI te inhitorom y-sekretaze (DAPT) koji uzrokuje
izravno nakupljanje CTF-APP-a. Nakupljanje CTF-APP-a potice ekspresiju gena uklju¢enih u
sintezu, HMGCR, glavnog enzima ukljucenog u sintezu kolesterola t¢ SREBF1, regulatornog
proteina u sintezi kolesterola te LDLR, gena za receptor kojim kolesterol ulazi u stanicu.
Rezultati ovog rada djelomi¢no su u skladu s poznatim podacima. Peptid AB snizava de novo
sintezu kolesterola inhibiraju¢i aktivnost HMGCR (228), stoga povecana ekspresija gena
HMGCR uslijed inhibicije y-sekretaze moze biti zbog nedostatka peptida AP. Medutim,
koriStenje inhibitora DAPT (309) koji inducira nakupljanje CTF-APP-a i inhibira nastanak
AICD pokazalo je da promjena u ekspresiji gena HMGCR nije pod utjecajem samo AICD
nego postoje i neki drugi molekularni mehanizmi (113).

Suprotno dobivenim rezultatima, pokazano je i da nadeksprimirani APP i AP povecavaju
razinu mRNA LDLR i razinu proteina LDLR, smanjuju njegovu razinu na stanicnoj
membrani, povecavaju endocitozu i nakupljanje u perinuklearnoj regiji u stanici (310).
Nepromijenjena ekspresija gena LRP1 uslijed nakupljanja CTF-APP-a u skladu je s
istrazivanjima jer je time inhibiran nastanak AICD, koji smanjuje ekspresiju LRP1, direktno
se vezuci na promotor i time smanjuje uzimanje kolesterola (311).

Ovo istrazivanje, kao i mnoga druga, potvrduje medudjelovanje kolesterola i APP-a, odnosno
njegovih odsjeaka. S obzirom na suprotne rezultate u mnogim istrazivanjima, koji mogu

ovisiti o mnogo faktora (izbor stani¢nog modela, vrsta i duljina tretmana itd), potrebna su
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daljnja istrazivanja za pronalaZenje tocnog mehanizma povezanosti metabolizma kolesterola i
APP-a.

Zanimljivo, inhibicija HMGCR, kljuénog enzima u de novo sintezi kolesterola, smanjuje
razine unutarstanicnog i izvanstani¢nog peptida AP (222). Takoder, smanjenje razine
kolesterola smanjuje aktivnost -sekretaze, ali djeluje i na y-sekretazu (312). Dakle, ako
nastaje u fizioloSkim koncentracijama, uloga peptida AP je negativna regulacija sinteze
kolesterola smanjujuéi biosintezu kolesterola i unos kolesterola u stanicu (115), a smanjenje
razine kolesterola dodatno smanjuje amiloidogeno procesiranje APP-a (312).

S obzirom na nove podatke o vezanju kolesterola na CTFB/C99, moguce je da uslijed
povecanog membranskog kolesterola, CTFB/C99 (ili APP) i kolesterol stvaranju kompleks
koji poti¢e smjestaj APP-a u lipidne splavi na membranama i povecava amiloidogeno
procesiranje $to doprinosi patoloSkim promjenama u bolesti NPC, AB, ali i drugim

neurodegenerativnim bolestima.
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7. ZAKLJUCCI

7.1. Opéi zakljucak

Disfunkcija retromera predstavlja dodatno patolosko obiljezje bolesti Niemann-Pick tipa C

(NPC). S obzirom da je disfunkcija retromera ukljuena i u patoloske procese Cestih

neurodegenerativnih bolesti, Alzheimerove i Parkinsonove bolesti, poremecaj retromera moze

predstavljati zajedniC¢ki mehanizam neurodegeneracije u ovim bolestima. Stoga bi

popravljanje funkcije retromera potencijalno moglo biti dio novog pristupa lije¢enju jos

uvijek neizljecive bolesti NPC kao i1 drugih neurodegenerativnih poremecaja.

7.2. Specifi¢ni zakljucéci

VI.

Nakupljanje kolesterola uslijed nedostatka proteina NPC1 u stanicnim modelima
bolesti NPC (stanice CHO NPC1-null i neuroni NPC1 knockout miSeva) uzrokuje
disfunkciju retromera.

Tretmani za modulaciju razine kolesterola u stani¢nim modelima bolesti NPC
pokazuju da je nakupljanje retromera i APP-a u endosomima ovisno 0 razini
unutarstani¢nog kolesterola.

Retromerni proteini nakupljaju se u aksonalnim zadebljanima u primarnim
hipokampalnim neuronima NPC1 knockout miseva §to upucéuje na ulogu retromera u
degeneraciji aksona i propadanju neurona u bolesti NPC.

Promjene u unutarstanicnom smjeStaju retromera i retromernog receptora sorLA u
mozgu miseva u razli¢itim stadijima bolesti NPC (4, 7 i 10 tjedana) ukazuju da bi
smanjenje razine receptora sorLA moglo biti jedno od najranijih ¢imbenika u razvoju
bolesti NPC.

Nakupljanje C-terminalnih odsjec¢aka APP-a uzrokuje disfunkciju retromera unutar
endosomalno-lizosomalnog puta §to upucuje na povezanost retromera i amiloidogenog
cijepanja APP-a.

Nakupljanje C-terminalnih odsjeCaka APP-a uzrokuje povecanu ekspresiju gena
uklju¢enih u unutarstaniéni metabolizam kolesterola S$to potvrduje dvosmjernu

povezanost procesiranja APP-a i metabolizma kolesterola.

179



8. SAZETAK

Naslov: Utjecaj unutarstanicnoga kolesterola i C-terminalnoga odsjecka proteina prekursora

amiloida B na funkciju retromera u modelima Alzheimerove bolesti
Student: Kristina Dominko, mag. biol. mol.

Godina: 2020.

Bolest Niemann-Pick tipa C (NPC), rijetka nasljedna bolest u kojoj se nakuplja kolesterol u
kasnim endosomima i lizosomima, dijeli mnoga patoloska obiljezja s Alzheimerovom bolesti.
Hipoteza ovog rada je da unutarstani¢no nakupljanje kolesterola ili C-termaninalnog odsjecka
proteina prekursora amiloida f (CTFB/C99) u bolesti NPC dovodi do poremecaja funkcije
retromera, kljuénog proteinskog kompleksa endosomalno-lizosomalnog puta uklju¢enog u
prijenos proteina APP i BACEL. Ispitana je funkcija retromera in vitro i ex vivo u razli¢itim
regijama mozga misjeg modela bolesti NPC. Istrazen je i utjecaj nakupljanja ili smanjenja
unutarstani¢nog kolesterola i CTFB/C99 na funkciju retromera. U ovom doktorskom radu
pokazano je nakupljanje proteina retromera u poveéanim endosomima stanica kojima
nedostaje protein NPC1 (stanice CHO NPC1-null i neuroni NPC1 knockout miSeva) te da je
funkcija retromera ovisna o razini kolesterola. U mozgu NPC1 knockout miseva razina i
smjestaj retromera i retromernog receptora sorLA promijenjeni su ve¢ U najranijim stadijima
bolesti. Disfunkcija retromera ukljucena je u promijenjeni aksonalni transport u neuronima
NPC1 knockout miseva. Nakupljanje CTF-APP-a uzrokuje nakupljanje retromera unutar
endosomalno-lizosomalng puta te mijenja ekspresiju gena uklju¢enih u metabolizam
kolesterola. Rezultati ove doktorske disertacije potvrduju da je disfunkcija retromera
ukljucena u neurodegenerativne procese u bolesti NPC. Stoga bi popravljanje funkcije
retromera potencijalno moglo biti dio novog pristupa lijeCenja ovog neizljecivog

neurodegenerativnog poremecaja.
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9. SUMMARY

Title: The effect of intracellular cholesterol and C-terminal fragment of amyloid [ precursor

protein on retromer function in Alzheimer’s disease models
PhD Student: Kristina Dominko, MSc in Molecular Biology

Year: 2020

Niemann-Pick type C (NPC), a rare inherited disease in which cholesterol accumulates in late
endosomes and lysosomes, shares several pathological features with Alzheimer’s disease. We
tested the hypothesis that intracellular accumulation of cholesterol or CTFB/C99 in NPC
disease causes dysfunction of retromer, the key protein complex within the endosomal-
lysosomal pathway involved in the transport of APP and BACE1L. The function of retromer
was analysed in vitro and ex vivo. The role of cholesterol or CTFB/C99 accumulation and
depletion on retromer function was also tested. This doctoral dissertation shows retromer
accumulation in enlarged endosomes in cells that lack NPC1 protein (CHO NPC1-null cells
and neurons from NPC1 knockout mice) and that retromer function is dependent on
cholesterol levels. In the brains of NPC1 knockout mice, levels and distribution of retromer
proteins and retromer receptor sorLA were altered even in the earliest stages of the disease.
Retromer dysfunction is involved in altered axonal transport in neurons from NPC1 knockout
mice. The accumulation of CTFs causes accumulation of retromer in the endosomal-
lysosomal pathway and affects the expression of genes involved in cholesterol metabolism.
These results show that retromer dysfunction is involved in neurodegenerative processes in
NPC disease. Thus, retrieval of retromer function may potentially represent a novel

therapeutic approach against this untreateble neurodegenerative disorder.
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