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1. UVOD

U danasnje vrijeme jo$ uvijek postoje bolesti koje zahvacaju velik dio populacije i
uzrokuju veliku stopu smrtnosti. Tako u svijetu 47,5 milijuna ljudi boluje od nekog oblika
demencije, bolesti koja dovodi do kognitivnih deficita i ¢iji nastanak, progresija i lije¢enje nije
u potpunosti poznato (HZJZ, 2017). Naj¢es¢i uzrok sindroma demencije je Alzheimerova bolest
(engl. Alzheimer's disease, AD), kroni¢na neurodegenerativna bolest koja dovodi do smrti
(Blennow i sur., 2006). U mozgu osobe oboljele od AD-a dolazi do karakteristi¢nih promjena, a
te promjene su vidljivi plakovi koji se sastoje od amiloida beta (AB) i neurofibrilarni snopici
(engl. neurofibrillary tangles, NFT) sastavljeni od hiperfosforiliranog tau proteina (Clavaguera
i sur., 2009). Medutim, postoje receptori koji ulaze izravno ili neizravno u interakcije s AP ili
tau proteinom i na taj na¢in utjecu na tijek AD-a. Jedan od takvih receptora je protein 1 povezan
s receptorom lipoproteina niske gustoce (engl. LDLR-related protein 1, LRP1) transmembranski
protein, visefunkcijski receptor koji kontrolira endocitozu raznih liganada, spaja se s drugim
receptorima ili proteinima stani¢ne povrSine ¢ime utjece na signalne putove i izravno regulira
ekspresiju gena kroz svoju unutarstani¢nu domenu (Kanekiyo i Bu, 2014). Zbog svojih brojnih
funkcija pretpostavlja se da ima ulogu u patofiziologiji mnogih bolesti pa tako i u Alzheimerovoj
bolesti. Osim $to igra ulogu u odrzavanju homeostaze mozga, utjeCe na metabolizam lipida,
signalizaciju leptina, metabolizam glukoze, inzulinsku signalizaciju i antiapoptotsku
signalizaciju pa tako njegova delecija neizravno dovodi do neuroinflamacije, motoric¢ke i
kognitivne disfunkcije (Storck i Pietrzik, 2017). LRP1 izravno sudjeluje u apsorpciji i razgradnji
ApB-a (Kanekiyo i Bu, 2014) i tau proteina (Cooper i sur., 2020) u neuronima i ostalim mozdanim
stanicama u kojima je izrazen (astrociti, mikroglija, vaskularne stanice). Medutim, jo§ uvijek
ostaje nerazja$njeno smanjuje li se ili povecava ekspresija gena LRP1 pojavom AD-a i na koji
nacin to utjece na sami tijek bolesti, a analiza i sprjecavanje Sirenja AP i tau patologije moglo bi
posluziti u razvoju lijekova koji sprjeavaju nastanak AD-a (Watts i sur., 2014). Stoga je cilj
ovog rada bio metodom dvostruke imunofluorescencije ispitati i usporediti razine LRP1 proteina
u hipokampusu osoba oboljelih od AD-a i zdravih pojedinaca te vidjeti postoji li korelacija
izmedu izrazaja LRP1 i ATS8 proteina, odnosno utjecu li hiperfosforilirani tau proteini na

ekspresiju LRP1.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ALZHEIMEROVA BOLEST

Napredovanjem tehnologija, stjecanjem znanja i vjestina doslo je do medicinske revolucije,
odnosno povecala se uspjesnost lije¢enja bolesti koje su ranije bile neizljecive $to je uzrokovalo
linearno povecanje zivotnog vijeka. S druge strane, dugovje¢nost je donijela niz problema
povezanih sa starenjem koji nisu u potpunosti istrazeni pa prema tome ni nemaju ucinkovito
lijeCenje (Olshansky i Carnes, 2019). Jedan od primjera je demencija, klini¢ki sindrom kojeg
karakterizira gubitak kognitivnih sposobnosti (Achterberg i sur., 2020). Prema Svjetskoj
zdrastvenoj organizaciji (engl. World Health Organization, WHO) 47,5 milijuna ljudi u svijetu
boluje od nekog oblika demencije, a procjenjuje se da bi do 2050. taj broj mogao narasti na vise
od 115 milijuna oboljelih (HZJZ, 2017) jer revolucija, odnosno produljenje zivotnog vijeka
donosi sve ve¢i rizik od razvoja demencije. Manje Cesti primarni uzroci sindroma demencije su
vaskularna demencija, demencija s Lewyjevim tjeleScima, frontotemporalna demencija,
Parkinsonova bolest, Creutzfeldt-Jakobova bolest, Huntingtonova bolest, a najucestaliji uzrok je
zasigurno Alzheimerova bolest (Lobo i sur., 2000) od koje trenutno u svijetu boluje 38 milijuna
ljudi (Mimica, 2018), a u Republici Hrvatskoj vise od 80 000 ljudi (Klepac, 2022). AD,
odgovorna za 70 — 80 % svih slucajeva demencije, je teSka, neizljeCiva, neurodegenerativna
bolest koja u uznapredovalom stadiju dovodi do smrti, u prosjeku za 4 — 8 godina. Glavni
simptom koji se povezuje s AD je postupan poremecaj paméenja nedavnih dogadaja. Uz gubitak
epizodiCkog pamcenja javljaju se i promjene raspolozenja, smetnje apetita, poremecaj ciklusa
budnosti i spavanja, depresija, vremenska i prostorna dezorijentacija te halucinacije.
Naposljetku, bolesnici u potpunosti postaju ovisni o skrbnicima, postaju komatozni te najcesce
uslijed nepokretnosti, poremecaja hranjenja i respiratornih infekcija umiru (Simié i sur., 2009;
Sjogren, 1950).

Njemacki psihijatar dr. Alois Alzheimer je 1906. godine prvi opisao bolest u 51-godiSnje
pacijentice Auguste Deter proucavanjem histoloskih preparata mozdanog tkiva. Pacijentica je
imala simptome koji do tada nisu odgovorali niti jednom poznatom psihijatrijskom poremecaju
(gubitak pamcenja, poteSkoce s govorom, pisanjem i Citanjem) (Graeber i sur., 1997). Daljnjim
histopatoloskim istrazivanjima dokazano je da se senilni plakovi (SP) i neurofibrilarni snopici
(NFS), koje je prvi uocio i opisao Alzheimer, nalaze u mozgovima osoba s AD-om i onih sa
senilnom demencijom, no te patoloske nakupine izrazenije su u AD-u S ranim pocetkom

(Blennow i sur., 1991). Iako je provedeno mnogo istrazivanja od prvog slucaja, jos uvijek se ne
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zna tocan slijed patofizioloskih procesa bolesti. Problem takoder predstavlja nedostatak
adekvatnih testova ili markera kojima bi se bolest mogla uociti u ranom stadiju kako bi se moglo
Sto prije krenuti s lijeCenjem i usporavanjem bolesti. 1z tog razloga, dostupne terapije (npr.
inhibitori kolinesteraze i memantin) ne mogu utjecati na patofizioloske procese koji dovode do
odumiranja ziv€anih stanica, ve¢ samo pomazu ublaziti simptome (Huber i sur., 2018).

Po jednoj od brojnih podjela, bolest se moze podijeliti na dva temeljna oblika AD-a, a to su
sporadi¢na i nasljedna (obiteljska) AD. Obiteljska AD, odnosno AD s ranim pocetkom (engl.
early-onset Alzheimer disease, EOAD), ima snaznu geneti¢ku podlogu te ¢ini sveukupno manje
od 1 % svih slu¢ajeva. Sporadi¢na AD jos se naziva i AD s kasnim pocetkom (engl. late-onset
Alzheimer disease, LOAD) jer najveéi broj slucajeva toga oblika pocinje poslije 65. godine
Zivota. Najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za nastanak sporadi¢ne AD je dob, zatim spol (zene Ce$ce
obolijevaju) (Altmann i sur., 2014) 1 geneticka podloga gdje rizik predstavlja €4 alel gena za
apolipoprotein E (ApoE). U slucaju obiteljske AD rizik predstavljaju mutacije u genima za
prekursorni protein amiloida (engl. amyloid precursor protein, APP), presenilin 1 i presenilin 2
(PSEN1iPSEN2) (Alzheimer’s Association, 2013). Medutim, studije govore da sporadi¢ni oblik
nikada nije uzrokovan jednim patofizioloskim mehanizmom, ve¢ nastaje medudjelovanjem vise
razli¢itih ¢imbenika (Iturria-Medina i sur., 2016), a neki od njih su smanjena kognitivna rezerva,
trauma glave, dijabetes, povisen krvni tlak, ateroskleroza, mozdani udar, hiperkolesterolemija,
pusenje i prekomjerna konzumacija alkohola (ladecola, 2016).

Progresivan tijek i simptomi AD-a mogu se podijeliti na pretklinicku, ranu, srednju te
kasnu fazu AD-a (Slika 1).

Pretklinickistadij Rani stadij Srednji stadij Kasni stadij
Trajanje: 7 godina Trajanje: 2 godine Trajanje: 2 godine Trajanje: 3 godine
Bolest pocinje u Sirenje bolesti na Zahvacanje ¢eonog U konacnici
medijalnom bocne sljepooéne 1 reznja zahvaca i zatiljni
sljepooc¢nom reznju tjemene reznjeve rezanj

P T
B .

Slika 1. Prikaz dijelova mozga koje zahvaca Alzheimerova bolest po fazama te njihovo

trajanje (preuzeto i prilagodeno prema Dan i sur., 2022)



2.2. TEORIJE NASTANKA AD-A

Neuropatoloske promjene u AD-U nastaju kao posljedica razlicitih patoloskih mehanizama i
obzirom na te mehanizme tijekom posljednjih desetljeca raspravljalo se o razli¢itim hipotezama
koje objaSnjavaju nastanak AD-a. Neurovaskularna disfunkcija, upalni procesi i oksidativni stres
samo su neki od njih, no dvije glavne teorije su agregacija amiloid-f peptida (AB) i njegovo
odlaganje u obliku plakova, takozvane amiloidne naslage (amiloidna hipoteza) te
hiperfosforilacija proteina tau koja dovodi do nastanka stvaranja neurofibrilarnih snopica (tau
hipoteza) (Liu i sur., 2019). Ve¢ina studija AD otkriva da sam AP nije dovoljan za razvoj
demencije (Nelson i sur., 2012). Jedan od dokaza ukazuje da A plakovi, topljivi AP oligomeri
I NFT zajedno ometaju signalizaciju sinapsa, utjeCu na normalnu neuronsku funkciju te da
njihovo nakupljanje dovodi do osSteCenja neurona te posljedicno smanjenje mase mozga i
kognitivnih funkcija (Spires-Jones i Hyman, 2014). Medutim, zbog nedostatka kvantitativnih
integrativnih modela jos§ uvijek nije razjasnjeno u kojem su to¢no odnosu navedene patoloske
nakupine u mozgu oboljelih od AD-a, pocetak bolesti (buduc¢i da se oba proteina pojavljuju u
normalnom mozgu tijekom starenja), sama progresija i, u konacnici, razvoj ucinkovitih

terapeutika (lturria-Medina i sur., 2016).

2.2.1. Hipoteza amiloidne kaskade

Desetlje¢e nakon $to je 1968. u starijih osoba primije¢ena povezanost izmedu demencije i
senilnih plakova, otkriveno je da su ti senilni plakovi sadinjeni uglavnom od amiloid-beta, a
nastaju zbog pretjeranog stvaranja, nakupljanja (agregacije) i odlaganja AP u mozgu.
Pretpostavlja se da neravnoteza stvaranja i odstranjivanja AP u mozgu dovodi do patoloSkih
promjena, neurodegeneracije te Alzheimerove bolesti (Hardy i Selkoe, 2002).

AP je peptid koji se sastoji od 39 do 43 aminokiseline, a nastaje iz APP prekursora, velikog
transmembranskog glikoprotein neurona. Postoje dva puta cijepanja APP-a ovisno o djelovanju
razlicitih enzima, put a-sekretaze i put P-sekretaze. Put a-sekretaze ili neamiloidogeni put
prevladava u zdravih osoba jer cijepanjem APP-a a-sekretazom unutar slijeda AP ne dolazi do
stvaranja AP (nastaje kraci peptid koji nema svojstvo stvaranja plakova). Medutim, cijepanjem
B-sekretaze i y-sekretaze nastaje AP koji se sastoji od 40 ili od 42 aminokiseline (AB4o1 APa2).
Topljivi AP prolazi kroz konformacijske promjene i agregira u topljive oligomere i veca
netopljiva vlakna pri ¢emu APas2 jace poti¢e abnormalno slaganje peptida za razliku od APaso. Taj
amiloidogeni put cijepanja prevladava u AD-u. Prvobitno se pogresno smatralo da su neuroni

jedini glavni tip stanica za proizvodnju AP jer, uz glavni izvor i druge cerebralne stanice poput
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glija stanice, stanice glatkih misic¢a, endotelne stanice kao i periferne stanice, mogu znacajno
doprinijeti proizvodnji AP i njegovom taloZenju u mozgu (Storck i Pietrzik, 2017).

Amiloidna kaskada kao uzrok nasljednog oblika AD nastaje zbog mutacija u genima za
proteine ukljucene u stvaranje A kao Sto su APP, PSEN1 i PSEN2 (Alzheimer’s Association,
2013). Disfunkcijom presenilina-1 dolazi do poveéane proizvodnje APs2 Sto dovodi do
akumulacije i oligomerizacije AP (Hardy i Selkoe, 2002). Najvazniji rizi¢ni genetski ¢imbenik
sporadi¢nog oblika AD je genotip APOEe4 (Tai i sur., 2014) koji uz dodatne okoli$ne ¢imbenike
dovodi do nedostatnog odstranjivanja AP s posljedi¢nim povecanjem razine AP u mozgu. Kao i
kod obiteljskog oblika, to dovodi do nakupljanja A u topljive oligomere, a onda i netopljive
fibrile u amiloidnim plakovima (Blennow i sur., 2006).

I u nasljednom 1 sporadi¢énom obliku AD pokazalo se da poviSene razine A3 u mozgu nisu
rezultat prekomjerne proizvodnje, ve¢ nedovoljnog odstranjivanja A (Mawuenyega i sur.,
2010).

2.2.2. Tau hipoteza

Protein tau primarno se nalazi u aksonima neurona, a u manjoj mjeri u dendritima i glija
stanicama gdje osigurava povezanost i stabilnost mikrotubula (MT). Jedna od glavnih funkcija
mikrotubula je reguliranje cjelokupnog transporta duz aksona. Protein je graden od dviju
domena. Projekcijska domena veze se na neurofilamente ili druge mikrotubule dok druga
domena kopolimerizira s tubulinom u MT daju¢i mu pritom stabilnost. Bioloska aktivnost tau
proteina kontrolirana je fosforilacijom, odnosno ravnotezom aktivnosti kinaza i fosfataza.
Ukoliko dode do hiperfosforilacije tau proteina (vise od 8 do 12 mola fosfata po molu proteina
umjesto 2 — 3), mijenja se njegova konformacija §to dovodi do njegovog odvajanja od
mikrotubula, odnosno razgradnje mikrotubula. Posljedica toga je poremeceni transport unutar
aksona, smetnja u sinapti¢koj funkciji neurona te smrt ziv¢anih stanica (Igbal i sur., 2005; Buee
i sur., 2000).

Hiperfosforilirani protein tau postupno agregira u topive oligomere pa se s vremenom
nakuplja u obliku ravnih, a zatim i sparenih uzvojitih filamenata (engl. paired helical filament,
PHF) (Johnson i Stoothoff, 2004) te tako u citoplazmi neurona tvori netopive neurofibrilarne
snopi¢e (NFS) (Slika 2). Takvi stabilni agregati su otporni na autofagiju i druge endogene
stani¢ne mehanizme (Braak i Del Tredici, 2011). Isto tako abnormalno hiperfosforilirani protein
ne nalazi se samo u NFS nego i u nefibriliziranom obliku u citosolu mozdanog tkiva nakon

raspada (smrti) neurona. On kao takav ne stupa u interakciju s mikrotubulom, ve¢ mijenja



konformaciju drugih, normalnih tau proteina uzrokuju¢i njihovo odvajanje od mikrotubula
(Alonso i sur., 1994). Povezivanje abnormalno hiperfosforiliranog tau proteina s normalnim
takoder dovodi do stvaranja snopic¢a. U osoba oboljelih od AD razine proteina tau u citosolu
vece su 4 do 8 puta u usporedbi sa zdravim osobama. Ipak, takve Ziv€ane stanice mogu
,prezivjeti® taj predugi (engl. pretangle) materijal (oblici tau prije stvaranja snopica) godinama
pa je i to jedan od uzroka zbog Cega je otezano otkrivanje AD-a u ranim stadijima, odnosno
pretklini¢koj fazi (Braak i Del Tredici, 2011).
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Slika 2. Prikaz Tau agregacije (preuzeto i prilagodeno prema Dale, 2018)

Smatra se da Sirenje tau proteina prati Braak i Braak (1991) neuropatoloske stadije $to
znali da prve promjene kod AD zahvacaju podrucja transentorinalnog korteksa 1 mozdanog
debla te se dalje ire u predvidljivom smjeru (Simié i sur., 2017). Hiperfosforilirani tau moze se
vizualizirati u imunoreakcijama s protutijelom AT8 (Braak i Del Tredici, 2011) koje prepoznaje
tau protein fosforiliran na serinu (202) i treoninu (205). Ta fosforilacija dogada se rano u
patogenezi AD i stoga se moze reci kako AT8 prepoznaje rane promjene fosforiliranih tau vrsti,
odnosno hiperfosforilirane tau vrste §to ga ¢ini idealnim protutijelom za dijagnostiku AD
(Holmes i sur., 2014).

2.3. LRP1 protein

Puni naziv proteina LRP1 (LDLR-related protein (LRP)1) je protein 1 povezan s receptorom

lipoproteina niske gustoée (LDL) (Huff i sur., 2016). Clanovi obitelji LDL receptora,



lipoproteinskih receptora niske gustoce (LDLR) transmembranski su receptori na stani¢noj
povrsini, a ukljucuju 11 receptora: LDLR, LRP1, LRP1B, megalin/LRP2, LRP3, megf7/LRP4,
VLDL receptor (VLDLR), apolipoprotein E receptor 2 (apoER2)/LRP8, receptor vezan za
sortilin (SorLA/LR11), LRP5 i LRP6 (Kanekiyo i Bu, 2014) (Slika 3). Lipoprotein je
biokemijski spoj koji se sastoji od hidrofobne jezgre nepolarnih lipida kao $to su trigliceridi i
esteri kolesterola te hidrofilne membrane fosfolipida, kolesterola i proteina. Mnogi enzimi,
prijenosne molekule, strukturni proteini, antigeni, adhezini i toksini su po kemijskoj strukturi
lipoproteini. Njihova funkcija u tijelu ¢ovjeka je transport lipida, odnosno u vodi netopljivih
masnih kiselina i kolesterola krvotokom medu pojedinim tkivima (Feingold i Grunfeld, 2021).
Jedan od lipoproteina koji prenosi kolesterol je apolipoprotein E (apoE) (Bu, 2009) o kojem ¢e

biti rije¢ kasnije.
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Slika 3. Struktura ¢lanova obitelji LDL receptora. Legenda koja se nalazi u gornjem lijevom
kutu prikazuje gradevne blokove koji ¢ine proteine. Lijevo od plazma membrane (siva okomita
linija) nalaze se izvanstani¢ne domene, a desno unutarstani¢ne (preuzeto i prilagodeno prema

Schneider, 2016)

*EGFP- epidermalni ¢imbenik rasta (engl. epidermal growth factor protein)

Ti receptori imaju neke zajednicke strukturne i funkcijske slicnosti, no njihove fizioloske
uloge su razliCite zbog razlika u njihovoj stabilnosti, afinitetu prema ligandima, stupnju

endocitoze, stanicnoj lokalizaciji 1 obrascu ekspresije u tkivu. Prepoznaju izvanstani¢ne ligande



za naknadnu signalizaciju, za putove razgradnje, a neki od njih prepoznaju klju¢ne molekule u
patogenezi AD-a kao apoE i amiloidne peptide (AB) (Shinohara i sur., 2017). Od svih ¢lanova
LDLR obitelji, LRP1 je receptor koji je uklju¢en u najvise puteva povezanih s AD, stoga je kao
takav najviSe proucavan (Kanekiyo i Bu, 2014). Otkriven je i identificiran 1988. iz biblioteka
cDNA limfocita misa i jetre Covjeka (Herz i sur., 1988). LRP1 visefunkcijski je protein koji ima
sposobnost prepoznavanja Sirokog raspona strukturno i funkcijski razli¢itih liganada, to¢nije,
stupa u interakciju s viSe od 40 liganada (Liu i sur., 2020) ukljucujuéi proteine ukljucene u
metabolizam lipoproteina kao $to su apolipoprotein E (ApoE) i lipoprotein vrlo niske gustoce
(VLDL), amiloidne peptide (A), aktivirani a2-makroglobulin, aktivator tkivnog plazminogena
(tPA), aktivirani faktori koagulacije, faktori rasta, protein povezan s receptorom (RAP, engl.
Ras-related protein), proteini izvanstani¢nog matriksa, prionski protein i aprotinin, proteinaze i
inhibitore proteinaze (Potere i sur., 2019). Regulira njihovu endocitozu i transducira nekoliko
stani¢nih putova spajanjem s drugim receptorima na povrsini stanice. Prisutan je na povrS$ini vise
tipova stanica, eksprimiran u razli¢itim tkivima ukljucujuéi jetru, mozak, bubrege, pluca, krvne
zile, endotelne stanice, vaskularne glatke miSi¢ne stanice. Osim §to se LRP1 nalazi u razli¢itim
tkivima, isto tako je izrazen u razli¢itim stanicama u mozgu pa je tako obilno izrazen u
neuronima, uglavnom u entorinalnom korteksu, hipokampusu i malom mozgu, astrocitima,
mikroglija stanicama, vaskularnim stanicama (endotelne stanice mozga, glatke miSi¢ne stanice
i periciti) te u koroidnom pleksusu krvno-mozdane barijere (engl. blood-brain barrier, BBB)
(Spuch i sur., 2012).

Pojedine studije pokazale su njegovu ulogu u razvoju i homeostazi svakog tkiva. Tako je
delecija gena LRP1 u misjim modelima u hepatocitima, makrofagima, adipocitima ili
vaskularnim glatkim miSiénim stanicama dovela do rane embrionalne letalnosti i razvoju bolesti
kao sto su ateroskleroza i tumori (Gonias i Campana, 2014; Herz i sur., 1992), dok je delecija u
neuronima izazvala nekoliko neurodegenerativnih poremecaja povezanih s AD-om kao Sto je
nakupljanje AB-a (Shinohara i sur., 2017). Takoder, LRP1 se nalazi i u sinciciotrofoblastima u
posteljici (Semenkovich i sur., 2016) gdje je potreban za rani razvoj embrija (Nakajima i sur,

2014) pa je tako delecija LRP1 u nekim tkivima nespojiva sa Zivotom.

2.3.1. Struktura LRP1 proteina

LRP1, veliki transmembranski protein, sintetizira se kao 600 kDa prekursorski protein koji
se zatim glikolizira i cijepa furinom na dvije podjedinice u Golgijevom kompleksu. Stoga se

LRP1 sastoji od dvije nekovalentno povezane podjedinice, o-lanca ili N-terminalne



izvanstani¢ne podjedinice (amino dio) veli¢ine 515 kDa te B-lanca ili C-terminalne
transmembranske podjedinice (karboksilni dio) veli¢ine 85 kDa. Transport LRP1 na stani¢nu
povrsinu zahtjeva protein povezan s receptorom RAP. RAP je molekularni chaperone (pratnja)
(molekula koja pomaze konformacijskom savijanju drugih molekula) koji djeluje kao inhibitor
LRP1 jer se veze na njega u ranom sekretornom putu ¢ime sprjecava prerano vezanje ostalih
liganada za LRP1. U kasnom sekrecijskom putu dolazi do nizeg pH zbog ¢ega LRP1 disocira
od RAP-a.

Izvanstani¢na domena sadrzi ¢etiri domene za vezanje liganda, odnosno to su cisteinom
bogata ponavljanja tipa komplementa (skupine I — V) pri ¢emu su domene 111 IV glavna vezna
podrucja za gotovo sve ligande ukljucujuéi ligande povezane s AD-om poput apolipoproteina E
(apoE) ili AB (Shinohara i sur., 2017). Sveukupno, LRP1 sadrzi 31 ponavljaju¢a mjesta vezanja
liganada i 22 ponavljanja tipa epidermalnog ¢imbenika rasta (EGF). EGF ponavljanja i tzv. B-
propelerske domene sluze za oslobadanje liganda u uvjetima niskih pH vrijednosti (Lillis, 2005).
Citoplazmatski rep LRP1 sadrzi dvije kopije NPxY motiva koji sluze kao signali za brzu

endocitozu (Slika 4).
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Slika 4. Struktura LRP1 proteina. LRP1 se sastoji od dvije nekovalentno povezane
podjedinice, a i B lanca. Izvanstani¢ni a-lanac sadrzi ponavljaju¢a mjesta vezanja liganda
(klasteri I — 1V) i ponavljanja tipa epidermalnog ¢imbenika rasta (EGF ponavljanja). B-lanac
obuhvaca transmembransku domenu i unutarstani¢nu domenu, odnosno citoplazmatski rep koji

sadrzi dvije kopije NPXY motiva (preuzeto i prilagodeno prema Storck i Pietrzik, 2017)



U studiji usporedbe stope endocitoze medu ¢lanovima LDLR obitelji, LRP1 pokazao je
najbrzu endocitozu (Li i sur., 2001). Djeluje tako da hvata i veze svoje ligande izvanstani¢nom
domenom, brzo ih internalizira kroz svoj citoplazmatski rep te dostavlja u lizosomske odjeljke
gdje se oni disociraju. Nakon disocijacije, LRP1 se reciklira natrag na povr$inu stanice (Van

Kerkhof i sur., 2005).

2.3.2. Funkcije LRP1 proteina

Kao §to smo spomenuli ranije, LRP1 Siroko je izrazen u mnogim tkivima pa tako ima
razli¢ite uloge u razli¢itim bioloskim procesima. Zasigurno, njegov najvazniji zadatak je
endocitoza Sirokog spektra liganada, no ne i njegova jedina uloga (Schneider, 2016) jer, osim
spomenute endocitoze, izvanstani¢no vezanje liganada na LRP1 moze aktivirati razne signalne
putove. Tako je LRP1 ukljucen u stani¢nu signalizaciju, metabolizam i homeostazu lipoproteina
i lipida, razgradnju proteaza, aktivaciju lizosomskih enzima, ¢is¢enje apoptotickih stanica. Moze
djelovati kao regulacijski receptor reguliraju¢i signalne putove ili funkcionalne aktivacije
spajanjem s drugim receptorima ili proteinima stani¢ne povrsine kao §to su APP, N-metil-D-
aspartat (NMDA\) receptor, integrini, faktor rasta koji potje¢e od trombocita (PDGF), receptor
aktivatora plazminogena urokinaze, receptorske tirozin kinaze i drugi (Storck i Pietrzik, 2017).
Zbog brojnih funkcija LRP1 ima ulogu u mnogim bolestima kao $to su fibroza bubrega, steatoza
jetre (masna jetra), sindrom akutnog respiratornog distresa (ARDS), ateroskleroza, akutni infarkt
miokarda (AMI), Alzheimerova bolest (AD) (Gonias i Campana, 2014).

2.3.3. LRP1uAD-u

Najvaznija uloga LRP1 u Alzheimerovoj bolesti je regulacija stani¢ne apsorpcije i
razgradnje AP u neuronima, astrocitima i mikrogliji u mozdanom parenhimu te u vaskularnim
glatkim mi$i¢nim stanicama i pericitima u cerebrovaskularnoj cirkulaciji (Kanekiyo i Bu, 2014).
LRP1 izrazen je u razli¢itim stanicama u mozgu, a ovisno o tipu stanice razine LRP1 u AD-u
mogu se razlikovati. Tako je objavljeno da su razine LRP1 smanjene u neuronima, ali povecéane
u vaskularnom sustavu ili astrocitima u blizini amiloidnih plakova u mozgu AD-u (Ruzali i sur.,
2012). Nakon AP endocitoze i transcitoze kroz endotel mozga na periferiju slijedi eliminacija
putem jetre, slezene i bubrega (Storck i Pietrzik, 2017). LRP1 ne samo da regulira metabolizam
amiloidnih peptida (AB) u mozgu i periferiji, ve¢ i odrzava homeostazu mozga, a oStecenje
mozga takoder doprinosi razvoju AD-a (Shinohara i sur., 2017).

Ulogu u ¢is¢enju AP ovisno o LRP1 takoder ima apolipoprotein E (apoE), genski ¢imbenik
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rizika za AD, jer utjeCe na agregaciju, stani¢nu apsorpciju i razgradnju Ap. Od tri alela APOE
gena Covjeka (g2, €3 i €4), najjaci genski ¢imbenik rizika za AD je alel €4 (Shinohara i sur.,
2017) i stoga bi bilo dobro odrediti na koji na¢in oni sudjeluju s LRP1 u patogenezi AD.
Eksperimenti in vitro pokazali su da apoE3 tvori kompleks apoE3-Ap ¢esce od apoE4 i stiti od
toksi¢nosti AP u primarnim neuronima (Tai i sur., 2014) te da apoE2 i apoE3, ali ne apoE4,
pospjesuju ¢is¢enje AP iz izvanstani¢nog prostora putem LRP1 (Mai sur., 2018). S druge strane,
nekoliko istrazivanja pokazalo je da LRP1 zna¢ajno pojacava apoE-posredovanu akumulaciju
AP (Gilat-Frenkel i sur., 2014; Ruzali i sur., 2013), dok jedna studija govori da se apoE natjece
s AP za interakciju i vezanje s LRP1 $to rezultira smanjenim ¢isé¢enjem AP (Verghese i sur.,
2013). Razlog ovakvih proturjenih rezultata studija mogu se objasniti time $to na rezultate
istrazivanja bitno utjeCu svojstva AP i apoE (npr. koncentracija, agregacija i status lipidacije) i
podruc¢ja mozga u kojima AP, apoE 1 LRP1 medusobno djeluju tijekom talozenja AB u AD.

Spomenuli smo da apoE (osim $to veze AP) veze i neke druge lipide medu kojima je i
kolesterol. Kolesterol je esencijalna komponenta membrane neurona i mijelinskih ovojnica.
Stoga je kao takav kljucan za funkcioniranje neurona, stabilnost lipidnih splavi te sinapti¢ki
integritet (Zhang i Liu, 2015). Kada dode do smanjene sinteze i povecane potrebe za
kolesterolom, potrebna je brza aktivacija njegovog transporta do neurona kako bi se odrzale
sinapticke funkcije i popravak (Bu, 2009). Transport i unos kolesterola u neuron provodi protein
ApoE preko LRP1 receptora na povrsini stanice. LRP1 je glavni neuronski receptor za
ApoE/lipoprotein. Stoga jedna od vaznijih funkcija LRP1 u neuronima je uloga u transportu i
metabolizmu kolesterola potrebnog za stvaranje sinapse. Ako dode do neispravnosti ovog
procesa, pojavit ¢e se greSske u unutarstani¢noj signalizaciji te skladiStenju 1 oslobadanju
hranjivih tvari i otrovnih spojeva, a sve se to smatra uzro¢nim ¢imbenikom AD-a. Nadalje,
vezanjem apoE lipoproteina na LRP1 receptor u mozgu regulira se metabolizam Kkolesterola, a
posredovanjem kolesterola i metabolizam AP Sto moze takoder imati veliki utjecaj na razvoj
patoloskih promjena u AD-u (Spuch i sur., 2012).

LRP1 protein sudjeluje u patogenezi AD-a i ostalim bolestima na na¢ine koji nisu direktno
ovisni o AP. Tako delecija LRP1 u neuronima utjeCe na metabolizam lipida, signalizaciju
leptina, metabolizam glukoze, inzulinsku signalizaciju i antiapoptotsku signalizaciju koja
dovodi do neuroinflamacije, motori¢ke i kognitivne disfunkcije kod miseva te posljedi¢no do
AD-a (Shinohara i sur., 2017).

Studije su pokazale da je u mnogim neurodegenerativnim bolestima (pa tako i u AD-u)

narusena krvno-mozdana barijera (engl. blood-brain barrier, BBB) te da se takve vaskularne
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promjene dogadaju ranije u tijeku bolesti, prije ostalih promjena (Iturria-Medina i sur., 2016).
Pretpostavlja se da upravo naruSavanje BBB-a moZze utjecati i ubrzati daljnji razvoj patologije.
Delecija LRP1 dovela je do malformacije vaskularne mreze s prekinutim endotelnim slojem i
krvarenjem (Nakajima i sur., 2014), dok nedostatak LRP1 u makrofagima i u vaskularnim
glatkim misi¢nim stanicama kod hiperkolesterolemi¢nih miSeva uzrokuje aterosklerozu (Gonias
i Campana, 2014). Budu¢i da se ekspresija LRP1 u cerebralnim zilama smanjuje tijekom starenja
(Osgood i sur., 2017), potencijalan na¢in prevencije vaskularne patologije povezane s dobi i
bolesti mogao bi biti odrzavanje signalnih funkcija LRP1 u endotelu (Storck i Pietrzik, 2017).

Postoje brojna istrazivanja koja govore o razini LRP1 u mozgu zdravih i osoba oboljelih od
AD. Starenjem i pojavom bolesti dolazi do smanjene ekspresije LRP1 u ukupnom mozgu i
mozdanim kapilarama (Osgood i sur., 2017; Silverberg i sur., 2010; Kang i sur., 2000), odnosno
ekspresija ovog gena opada s godinama i niza je kod pacijenata s AD-om u odnosu na kontrolne
uzorke (NCBI, 2022). Uzrok bi mogao biti inhibicija ekspresije gena uzrokovana smanjenim
protokom krvi u bolesnika s AD (Kanekiyo i sur., 2012). Proturje¢no, druge studije dokazuju da
su razine LRP1 mRNA povecéane u temporalnom korteksu i hipokampusu pacijenata s AD-om
(Akram i sur., 2012; Matsui i sur., 2007) kao i u neuronima i aktiviranim astrocitima koji
okruzuju senilne plakove bolesnika s AD-om (Arélin i sur., 2002). Donahue i suradnici (2006)
mjerili su razine LRP1 u hipokampusu AD pacijenata, a rezultati su pokazali poveéanje u
mikrovaskulaturi, no smanjenje proteina u neuronima. IstraZivanja na zivotinjskim modelima
zapravo govore da ekspresija LRP1 tijekom starenja i AD-a raste (Devraj i sur., 2016; Erickson
i sur., 2012) ili pada (Osgood i sur, 2017; Bouter i sur., 2014) ovisno o tipu stanice. Od ukupne
koli¢ine LRP1 proteina u mozgu 50 % odlazi na neuronski LRP1 (Liu i sur., 2011), stoga bi
smanjenje LRP1 u AD mozgu moglo biti objasnjeno gubitkom neurona kako bolest napreduje.
Prema svemu navedenom, ekspresija LRP1 moze biti ili pojacano regulirana u glija stanicama
zbog neuroinflamacije ili potisnuta u neuronima zbog postsinaptickih ostecenja u AD (Kanekiyo
i Bu, 2014).

2.3.4. LRP1iAB

Kao sto se ve¢ spomenulo ranije, LRP1 je kljuéni receptor u ¢is¢enju AR u cerebralnim
stanicama koji olakSava njegov transport iz mozga u krv preko BBB i u perifernim organima
uzrokuje njegovu razgradnju. LRP1 veze A s visokim afinitetom pa je tako uklanjanje Ap uz
pomo¢ LRP1 kroz BBB vrlo brzo, to¢nije Sest puta brze (Bell i sur., 2007) u usporedbi s drugim

otopljenim tvarima duz stijenki kapilara i arterija. Medutim, ostaje nejasno je li LRP1 sposoban

12



vezati N-terminalno skracene ili post-transkripcijski modificirane AP peptide sklone agregaciji.
Pretpostavlja se da je put za odstranjivanje AP dimera i oligomera poremecen ili da LRP1
opcenito nije sposoban posredovati u njihovom odstranjivanju (Ito i sur., 2007).

Otkriveno je da LRP1 zapravo ima dvostruku ulogu u stvaranju i ¢iS¢enju A jer osim §to
je kljuéni receptor stani¢ne povrSine za odstranjivanje ekstracelularnog AP, posreduje u
endocitozi APP-a koja je bitna za intracelularno stvaranje AfB. Neke studije govore da LRP1 ima
prevladavaju¢u ulogu u proizvodnji AB (Cam i sur., 2005; Davis i sur., 2004), dok je delecija
LRP1 u neuronima pokazala visoke razine AB §to potvrduje ulogu uklanjanja AP (Kanekiyo i
sur., 2013; Kanekiyo i sur., 2012). 1z navedenih istrazivanja pretpostavlja se da funkcija LRP1
ovisi o tipu stanice (Storck i Pietrzik, 2017).

Neke studije pokazale su da nositelji varijante C766T gena LRP1 imaju povecani rizik od
oboljenja, odnosno uocena je povezanost C766T s taloZzenjem amiloida kod pacijenata s AD
(Grimmer i sur., 2014), dok druge studije nisu potvrdile povezanost razina LRP1 i statusa
demencije ili polimorfizma LRP1 C766T (Causevic i sur., 2003).

IstraZivala se dinamicka ravnoteza izmedu A na periferiji i AR u mozgu. Odredene studije
su dokazale da se povecanjem LRP1 u jetri ubrzava uklanjanje perifernog AP Sto narusava
dinamicku ravnotezu i posljedi¢no dovodi do otpustanja AP iz mozga u krv kroz BBB (Sehgal i
sur., 2012). Medutim, druge studije su opovrgnule takve rezultate (Reekmans i sur., 2010) sto
moze sugerirati da takav ,,mehanizam perifernog ponora“ moze ovisiti o LRP1 mehanizmu.

Jo§ jedan mehanizam sprje¢avanja nakupljanja topljivog AP u mozgu, odnosno njegova
eliminacija iz mozga je povecanje ekspresije LRP1 na BBB pomoc¢u odredenih prirodnih spojeva
kao §to su resveratrol, fluvastatin, rifampicin, kofein i drugi. Medutim, jedna od glavnih prepreka
u lije¢enju AD-a je BBB zbog koje vise od 98 % lijekova ne ulazi u mozak. Razlog tomu je
posebna fiziologija i neurovaskularna struktura u mozgu koja ogranicava difuziju molekula kroz
paracelularni prostor (Storck i Pietrzik, 2017). Jedan od pristupa kojim se LRP1 cilja na BBB je
koristenje nanocestica. Tako se lijek za snizavanje AB1-42, flurbiprofen, ugradio u nanocestice
polilaktida i1 u€inkovito transportirao kroz endotel. Pri tome je zadrZao svoju biolosku aktivnost
bez pokazivanja toksicnosti za stanice. Nanocestica je vezala nekoliko serumskih proteina
ukljucujuéi apoE, ligand za LRP1. Ova metoda mogla bi biti potencijal za isporuku lijekova za
neurodegenerativne bolesti u mozak, no potrebno je prouciti stani¢ni transport i u¢inkovitost kod

ljudi i provesti daljnja istrazivanja (Meister i sur., 2013).
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2.3.5. LRPlitau

U nedavnim istrazivanjima smanjenje ekspresije LRP1 znacajno je smanjilo unos proteina
tau u stanice te tau propagaciju izmedu neurona $to pokazuje da LRP1, no ne i ostali ¢lanovi
obitelji LDLR, djeluje kao endocitni neuronski receptor za unos i Sirenje proteina tau (Rauch i
sur., 2020). Kao $to je ranije spomenuto, tau sadrzi dvije glavne domene: N-terminalnu
,»projekcijsku” domenu i C-terminalnu domenu sastavljenu od cetiri podrucja, svako od 18
aminokiselina koja se ponavljaju (repeat domains R1 — R4), $to se vezu na mikrotubule.
Istrazeno je da se LRP1 preko svojih klastera II, III i IV, ali ne i I veze na R2 domenu tau
proteina. U daljnjem istrazivanju, nakon medusobnog vezanja, dokazano je da LRP1 transportira
internalizirani tau u lizosomske odjeljke i u¢inkovito razgraduje u tim stanicama. Zaklju¢no,
endocitoza posredovana LRP1 receptorima rezultira lizosomskom razgradnjom tau proteina.
Medutim, postavlja se pitanje Sto u slucaju fosforilacije tau proteina buduéi da je fosforilacija
tau vjerojatno povezana s povecanom tau patologijom. Nakon provedenih eksperimenata s
rekombinantim oblicima proteina tau doslo se do zakljucka da se fosforilirani oblici vezu na
LRP1 sa znacajno nizim afinitetom, odnosno da fosforilacija smanjuje afinitet proteina tau za
LRP1 $to moze imati vazne posljedice za njihovo uklanjanje te na samu tau patologiju (Cooper
i sur., 2020). Zanimljive rezultate dalo je sljedeée istrazivanje u kojem su stanice koje
eksprimiraju LRP1 kada su bile inkubirane s homogenatima mozgova pacijenata s AD-om
poticale tau sijanje (engl. seeding) (sposobnost tau agregata da pogre$no savija naivni
monomerni tau), ali ono se nije uocilo kada su stanice bile inkubirane s homogenatima mozgova
zdravih kontrola. Ovi rezultati ukazuju da LRP1 u tau patologiji, kao i u AP patologiji, ima
dvojnu ulogu, odnosno posreduje i u tau degradaciji i u tau sijanju, a to ovisi o stanicnom
okruzenju i vrsti uklju¢ene tau (Cooper i sur., 2020).

Takoder se pokazalo da ApoE4 osim $to pogorsava Af patologiju ovisno o ekspresiji LRP1
pogorsava i tau patologiju. Sveukupno to upucuje da LRP1 moZe pomoc¢i u objasnjavanju
istodobne pojave amiloidnih i tau lezija te da ga uloga regulatora Sirenja i agregacije taua u
mozgu ¢ini potencijalnom metom za lijeCenje neurodegenerativne bolesti povezane s tau

proteinom (Rauch i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci mozdanog tkiva

U istrazivanju su koriSteni postmortalni uzorci humanog tkiva medijalnog dijela
sljepoo¢nog reznja uklopljeni u parafinu uzeti iz zbirke mozgova ¢ovjeka (engl. Huddinge Brain
Bank), Karolinska institut, Stockholm, Svedska. Svako prikupljanje i kori$tenje mozdanog tkiva
bilo je u skladu s propisanim etickim pravilima i uz odobrenje etickog povjerenstva. Sveukupno
je koriSteno Sest uzoraka od Sest razli¢itih osoba, od toga tri AD uzorka dobivena od osoba
kojima je za zivota klinicki dijagnosticirana Alzheimerova bolest, a neuropatoloskom analizom
poslije obdukcije potvrdena dijagnoza pomo¢u CERAD (engl. Consortium to EstADlish a
Registry for Alzheimer’s Disease) Kriterija (Mirra i sur., 1991), a preostala tri su kontrolni uzorci
osoba koje za zivota nisu bolovale od neuroloskih ili psihijatrijskih poremecaja niti je uzrok
smrti bio povezan s nekim od navedenih poremecaja ili traumom glave (Tablica 1). Mozdano
tkivo se pripremalo na nacin da su se nakon fiksacije u 4 % paraformaldehidu medijalni dijelovi
sljepoo¢nog reznja rezali u blokove koji sadrze hipokampalnu formaciju, entorinalnu mozdanu
koru i dio sljepoo¢ne mozdane kore, a zatim se ti blokovi uklapali u parafin kako je opisano u
radu Westa i Gundersena (1990). Blokovi su izrezani u frontalnoj ravnini na debljinu od 3 mm
paralelno jedan u odnosu na drugi, a u rostrokaudalnom smjeru okomito na septotemporalnu os.
Zatim je slijedilo rezanje tkiva hipokampusa uklopljenog u parafinske blokove pomocéu
mikrotoma na rezove debljine 12 pm ¢ime su dobiveni preparati za histolosku 1
imunofluorescencijsku analizu. U istrazivanju su koriSteni slu¢ajni rezovi razli¢itih razina

hipokampusa te usporedivani na istoj ili priblizno istoj razini reza patoloskog i kontrolnog tkiva.
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Tablica 1. Podaci o koriStenim uzorcima

TRAJANJE
UZORCI OZNAKA SPOL DOB BOLESTI UZROK SMRTI
UZORKA (godine) -
(godine)
UZORCI AD081 Z 80 6 godina Infarkt miokarda
MOZGOVA OSOBA 5
S AD240 4 80 5 godina Bronhopneumonija
ALZHBECI)'\SESSVOM AD460 M 81 3 godine Bronhopneumonija
KONT165 M 68 / Prometna nesreca
KONTROLNI Y .
UZORC] KONTO003 V4 77 / Infarkt miokarda
KONTA417 V4 84 / Embolija plu¢a

3.1.2. Protutijela za imunofluorescencijsko bojanje

Primarno protutijelo
Anti-LRP1 (Rb), RRID: AB_2234877, abcam, Boston, SAD
Phospho-Tau (AT8) (m), Thermo Fisher Scientific, Oregon, SAD

Sekundarno protutijelo

AlexaFluor™ AF488 goat, anti-rabbit 1gG, Thermo Fisher Scientific, Oregon, SAD
- Koncetracija 1:1000

AlexaFluor™ AF546 goat, anti-mouse 1gG, Thermo Fisher Scientific, Oregon, SAD

- Koncentracija 1:1000

3.1.3. Kemikalije

Ksilol 1, 11, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Etanol apsolutni I, 11, Honeywell, Francuska

Etanol 96 %, Biognost, Zagreb, Hrvatska

Etanol 70 %

Destilirana voda, HIIM

Natrijev klorid, krist., Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Dinatrijev hidrogenfosfat, bezvodni, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
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Monohidrat citratne kiseline, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijev hidroksid, zrnca 2-5 mm, Kemika, Zagreb, Hrvatska

BSA (Bovine Serum Albumin), pH 7, >98 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Triton™ X-100, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

PAP pen, Daido Sangyo Co., Ltd., Tokyo, Japan

TrueBlack Lipofuscin Autofluorescence Quencher, Biotium, Fremont, CA, SAD
Vectashield® Antifade Mounting Medium with DAPI, Burlingame, CA, SAD

3.1.4. Otopine i puferi

10xPBS (od engl. phosphate buffered saline) pufer (pH=7,4)

Natrijev klorid 90g
Kalijev klorid 29
Dinatrijev hidrogenfosfat 11,39
Kalijev dihidrogenfosfat 290
Destilirana voda do 1000 mL

1xPBS pufer = 100 mL (10xPBS) + 900 mL (dH.0)

Citratni pufer (pH=6,0) (0,01 M)

Monohidrat citratne kiseline 2,19
Destilirana voda 900 mL

- Podesiti pH s 2M NaOH

Destilirana voda do 1000 mL

Blocking (1 % BSA (engl. bovine serum albumin; govedi serumski albumin) u 1xPBS

+ 0,5 % Triton)

1xPBS 25 mL
BSA 0,25¢

Triton 125 pL

TrueBlackTM
TrueBlack SuL
70 % EtOH 100 pL
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3.1.5. Oprema i uredaji

e Kadica i nosa¢ za drzanje uzoraka

e Digestor, abzug DIN 12924, Kéttermann, Njemacka

e Tresilica, Vibromix 311 EVT, Tehtnica, Slovenija

e Analiti¢ka vaga, NewClassic MF JP503G, Mettler-Toledo, Svicarska
e Vorteks, Vortex-Genie 2 G560E, Scientific Industries, SAD

e Magnetska mijeSalica, MR Hei-Mix S, Heidolph, Njemacka

e Elektroda za mjerenje pH, SevenCompact Mettler-Toledo, Svicarska
e Mikrovalna pe¢nica, Bosch, Njemacka

e Falkonice, Sarstedt AG & C. KG, Njemacka

e Pipetmani, Eppendorf, Njemacka

e Pokrovna stakalca, VitroGnost 24 x 32 mm, BioGnost, Zagreb, Hrvatska
e Hladnjak (+4 °C), CHL 700 COMF, Pol-Eko-Aparatura, Poljska

e Hladnjak (-20 °C), 7086022-01, Liebherr, Njemacka

e Svjetlosni mikroskop, Olympus BX53, Tokyo, Japan

e Konfokalni mikroskop, Olympus FV3000, Tokyo, Japan

3.2. METODE

3.2.1. Imunofluorescencijsko bojanje

Za vizualizaciju i lokalizaciju proteina LRP1 u pojedinim slojevima hipokampusa te
njegovu korelaciju s najranijim promjenama hiperfosforiliranog tau proteina uzorci mozdanog
tkiva osoba s Alzheimerovom boles¢u i kontrolni uzorci podvrgnuti su imunofluorescencijskom
bojanju biljezima LRP1 i AT8.

Imunofluorescencijsko bojanje (IF) je imunoloska metoda za precizno otkrivanje i
detektiranje zeljenih antigena u stanicama i tkivima. Temelji se na primjeni specifi¢nih
protutijela vezanih s fluoresciraju¢im spojevima koja se potom dokazuju fluorescentnim
mikroskopom. Postoji direktna i indirektna IF, a njihova razlika je u nacinu vezanja fluorofora
za protutijelo. Kod direktne IF primarno protutijelo obiljezeno fluorokromom izravno se veze
za odredeni antigen. U ovom istrazivanju koriStena je indirektna IF koja se provodi u dvije faze.
Specifi¢no neobiljezeno primarno protutijelo veze Se za Zeljeni antigen na tkivu, a na njega se

veze sekundarno protutijelo na kojem je vezan fluorofor kao signal (Im i sur., 2019).
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Nakon obiljezavanja histoloskih rezova oznakom uzorka te regije mozga iz koje je rez
zapoCinje IF postupak prema standardnom protokolu. Postupak je zapoceo procesom
deparafinizacije uzoraka buduc¢i da su isti bili uklopljeni u parafinske blokove. Proces
deparafinizacije radio se u digestoru tako da se nosa¢ s uzorcima uronio U kadicu napunjenu
Ksilolom u dvije izmjene po 10 minuta, a zatim je slijedila rehidracija etanolom u nizu padajucih
koncentracija (apsolutni etanol u dvije izmjene, 96 %, 70 %), po 5 minuta u svakom. Preparati
su se zatim ispirali u puferskoj otopini 1xPBS 10 minuta na treskalici, a u meduvremenu se
pripremao citratni pufer i podesio pH elektrodom do Zeljene pH vrijednosti (pH = 6,0). Slijedilo
je kuhanje preparata u citratnom puferu (pH = 6,0) u mikrovalnoj pe¢nici, najprije na 700 W do
kljucanja pet puta uz kontrolu tako da se dodavala dH>O kako bi se smanjilo kljucanje, a zatim
na 350 W 20 min bez hladenja. Kuhanjem dolazi do otvaranja epitopa antigena koje prepoznaje
protutijelo i na taj na¢in se olakSava njegovo prepoznavanje i vezanje (engl. antigen retrieval).
Nakon kuhanja slijedilo je hladenje na sobnoj temperaturi tijekom 30 min u digestoru te ispiranje
PBS-om 3 puta po 10 minuta.

Idu¢i korak bio je blokiranje. Blokiranje je postupak kojim se sprje¢ava pojava lazno
pozitivnog obojenja zbog nespecifiénog vezanja protutijela. Koristili su se serumi zivotinja ili
otopine proteina koji tvore tanak sloj na povrSini tkiva i1 time sprjecavaju nespecifi¢no vezanje
protutijela. Blokiranje se pripremalo tako da se najprije dodalo 125 pL Tritona u 20 mL 1xPBS-
a na magnetnoj mijesalici, a zatim se polako dodavalo 0,25 g BSA kako se ne bi stvorile grudice.
Nakon $to je smjesa postala homogena, dodavalo se 1xPBS do 25 mL te se Blocking otopina
profiltrirala zbog moguéih zaostataka kristalica BSA. Prije nakapavanja otopine za blokiranje,
stakalca se su obrisala krpicom oko uzorka, poslozila na vlaznu komoru te se napravio obrub
oko uzorka s markerom Super PAP pen. To je hidrofobna teku¢ina koja sprjecava istjecanje
nakapane tekucine preko ruba. Na uzorke je nakapano 200 uL blokinga (1 % BSA + 0,5 %
Triton u 1xPBS) te je inkubacija u blokingu trajala 60 minuta na sobnoj temperaturi. U
meduvremenu se pripremilo primarno protutijelo u blokingu. Budu¢i da su koriStena dva
primarna  protutijela, radio se double-labelling, odnosno metoda dvostrukog
imunofluorescencijskog bojanja.

Metoda dvostrukog IF bojanja koristila se da bi se vidjelo utjecu li hiperfosforilirani tau
proteini na ekspresiju LRP1. Double-labelling moguce je provesti ukoliko su aplicirana
protutijela razvijena u razli¢itim zivotinjskim vrstama. Primjerice, jedno protutijelo razvijeno u
misu (anti-mouse), a drugo protutijelo u zecu (anti-rabbit). Postupak dvostrukog IF bojanja u

principu je jednak kao klasi¢na IF, a jedina razlika je $to se pripremaju oba protutijela razli¢itog
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domacina u otopini za blokiranje u jednu tubicu i kao takva nakapavaju na uzorak. U
eksperimentu se koristilo Anti-LRP1 protutijelo koje je razvijeno u zecu (anti-rADbit) i Fosfo-
Tau (AT8) koje je razvijeno u misu (anti-mouse) na istome preparatu mozdanog tkiva. LRP1 se
apliciralo u koncentraciji 1:100, a AT8 u koncentraciji 1:200. Obzirom na zadane koncentracije,
racunao se volumen primarnih protutijela koji se pripremao u 1 % BSA blokingu. Nakon
uklanjanja otopine za blokiranje, na preparate se nakapalo 150 pL otopine primarnih protutijela
u blokingu te stavilo na inkubaciju u hladnjak na +4 °C tijekom no¢i. Uz to, napravila se i
negativna kontrola na tkivnom uzorku koji nije tretiran primarnim protutijelima. Negativna
kontrola koristila se da bi se potvrdila specifi¢nost vezanja primarnog protutijela.

Sljede¢i dan, uzorci su se izvadili iz hladnjaka i temperirali na sobnu temperaturu nakon
Cega su bili isprani s 1xPBS 3 puta po 10 minuta. Apliciranje sekundarnih protutijela nuzno je
provesti u zamracenom prostoru 1 ne izlagati jakoj svjetlosti. Od sekundarnih protutijela
koristeni su AlexaFluor 488 anti-rADDbit IgG za primarno protutijelo LRP1 (zelena boja) i
AlexaFluor 546 anti-mouse IgG za primarno protutijelo AT8 (crvena boja). Sekundarna
protutijela takoder su se aplicirala u otopini za blokiranje u koncentraciji 1:1000 te su se
nakapavala na sve rezove ukljucujuci i negativnu kontrolu. Inkubacija preparata odvijala se u
mraku na sobnoj temperaturi na treskalici tijekom 2 sata, a nakon toga je slijedilo ponovno
ispiranje u 1xPBS 3 puta po 10 minuta. Za suzbijanje autofluorescencije preparati su se tretirali
otopinom quencher TrueBlackTM koja se pripremila mijesanjem 5 puLL TrueBlack-a u 100 puL
70 % EtOH. Preparati su se u mraku nakapali s pripremljenom otopinom koja se drzi na tkivu
30-60 s (ovisno o debljini reza), nakon Cega se preparat isprao. Nakon suzbijanja
autofluorescencije slijedilo je ponovno ispiranje u puferu 1xPBS 3 puta po 10 minuta. Zadniji
korak je pokrivanje preparata pokrivalom koje sadrzi DAPI (Vectashield with DAPI). DAPI je
reagens koji boji DNA, odnosno jezgre kako bi nam lakSe bilo raspoznati gdje su stanice. Na

DAPI su se stavila pokrovna stakalca i preparati su se pohranili u hladnjak na +4 °C.

3.2.2. Histolosko bojanje metodom po Nisslu

Za prikazivanje ziv€anog tkiva susjedni histoloski rezovi onih bojanih za
imunofluorescenciju bili su obojeni metodom po Nisslu. Metoda po Nisslu koristi se za
raspoznavanje citoarhitektonskih granica zona, slojeva i stani¢nih odjeljaka telencefalona
(stani¢no ustrojstvo ziv€anog sustava), za isticanje vaznih strukturnih znac¢ajki neurona, lakSu
orijentaciju i odredivanje podruéja hipokampalne formacije. Boji se tzv. Nisslova tvar, odnosno

nukleinske kiseline u jezgri stanice i ribosomi, stoga su jasno vide dijelovi tijela neurona, ali ne
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i cijeli neuron. Metoda se bazira na principu da se boja (Cresyl Violet) veze na negativni naboj
nukleinskih kiselina DNA i RNA u jezgri i granularnim nakupinama hrapavog ER. Rezultat
bojenja su ljubicasto obojena Nisslova tjelesca (hrapava endoplazmatska mrezica) i slobodni
ribosomi koji se nalaze u citoplazmi tijela neurona (Prophet i sur., 1992).

Uzorci mozdanog tkiva najprije su prolazili proces deparafinizacije koji je prethodno
opisan, a zatim je slijedilo bojanje 0,5 %-tnom otopinom Cresyl Violet razrijedenoj u destiliranoj
vodi u omjeru 1:4. Proces bojanja trajao je 10 minuta tijekom kojeg su se preparati konstantno
promatrali, a zatim su se ispirali u destiliranoj vodi oko 1 minute. Slijedio je postupak
diferenciranja pomocu otopine kiselog alkohola (70 %-tni etanol + nekoliko kapi 10 %-tne
octene kiseline), a vrijeme provedbe ovisilo je o tkivu. Nakon toga su se preparati ispirali u 70
%-tnom (5 minuta), 96 %-tnom (2 puta po 5 minuta) etanolu te na kraju u 100 %-tnom etanolu
(2 puta po 5 minuta). Zadnji korak bio je prosvijetljavanje preparata u otopini ksilola 5 minuta.

Nakon suSenja, rezovi su se prekrili kapljicom Histomounta i pokrovnim stakalcem.

3.3. ANALIZA | OBRADA PODATAKA

3.3.1. Konfokalna mikroskopija

Nakon dvostrukog imunofluorescencijskog bojanja uzorci su se promatrali konfokalnim
mikroskopom Olympus FV3000. Budu¢i da se radilo dvostruko obiljezavanje (double-
labelling), odnosno upotrebljavala su se dva protutijela na istom uzorku, fluorescentni detektori
su podijeljeni u dvije faze. Plava (DAPI) i crvena (AF546 za AT8) boja se na spektru manje
preklapaju, stoga su oni bili u istoj fazi, dok je zelena (AF488 za LRP1) bila u drugoj. Detaljno
su se proucavali slojevi svakog uzorka te se za svaki sloj napravilo pet fotografija na razli¢itim
mjestima. Sve slike bile su podesene na jednake parametre te fotografirane digitalnom kamerom

pri povecanju od 20x.

3.3.2. Imagel

Dodatna analiza uzoraka napravila se pomocu programa Image] koji sluzi za obradu
digitalnih fotografija te je javno dostupan. Fotografije su bile spremljene u obliku tako da je
svaka boja lasera bila zasebno pa su se za jednu sliku dobile tri fotografije, odnosno, posebno je
prikazan DAPI, AT8 i LRP1. Svaka slika svakog sloja bila je povucena u program ImageJ te na
njoj namjesten ColorBalance tako da se jasno vidi svaki signal. Slike su spremljene svaka

zasebno te preklopljeno (merge) zeleno i crveno kako bi se vidjela korelacija. Slike RGB Color
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spremljen je u tiff formatu. Nakon toga se napravila kvalitativna analiza svake fotografije za
svaki uzorak tako da se gledao broj neurona koji pokazuje signal, i zelenih i crvenih.
3.3.3. Svijetlosna mikroskopija

Rezovi obojani metodom po Nisslu kvalitetno su se analizirali mikroskopiranjem
svjetlosnim mikroskopom Olympus BX53, a fotografije preparata napravljene su digitalnom
kamerom Nikon DXM 1200 uz pomo¢ programa Nikon ACT-1.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Amiloidni plakovi i neurofibrilarni snopic¢i zajedno ometaju funkciju neurona ometajuci
sinapticku signalizaciju, a njihovo nakupljanje dovodi do oSteCenja neurona $to uzrokuje
smanjenje mase mozga i kognitivni pad. Smatra se da se djelovanjem na AP plakove i NFT moze
utjecati na tijek i progresiju Alzheimerove bolesti (Huber i sur., 2018). Sirenje neurofibrila prati
Braak i Braak (1991) karakteristi¢énu shemu u kojoj je u drugom stadiju zahvac¢ena hipokampalna
formacija. Hipokampus je bilateralna struktura medijalnog dijela sljepoo¢nog reznja te
zasigurno najistrazivaniji dio srediSnjeg Ziv€anog sustava zbog svoje klju¢ne uloge u pamcenju.
Tijekom AD-a dolazi do propadanja zivCanih stanica entorinalne mozdane kore §to znaci
prekidanje veza prema hipokampusu (Simi¢, 2019). Kao to smo spomenuli, porastao je interes
za istrazivanje LRP1 u podru¢ju medicinskih znanosti u prouc¢avanju Alzheimerove bolesti jer
utjeCe na razinu i metabolizam AB-a i NFT-a te na homeostazu mozga (Shinohara i sur., 2017).
Medutim, postoje odredena neslaganja s tim zapazanjima, odnosno dosadasnji rezultati vrlo su
proturjecni pa tako josS uvijek nema dovoljno istrazivanja o njegovoj to¢noj ulozi u AD-u. Uz to,
vecina istrazivanja bila je na stani¢nim i zivotinjskim modelima. Razumijevanje njegove uloge
u hipokampusu moglo bi pomo¢i u otkrivanju lijekova te usporavanju simptoma i tijeka bolesti.
Iz tog se razloga ovim eksperimentom istrazivala razina LRP1 proteina u hipokampalnoj
formaciji, odnosno smanjuje li se ili povecava ekspresija LRP1 u AD ispitanika u odnosu na
kontrolne uzorke. Uz protein LRP1, Kkoristili smo protein AT8 za otkrivanje progresivnog

nakupljanja hiperfosforiliranog taua u nasim ljudskim uzorcima hipokampalnog korteksa.

Na uzorcima su prac¢ena dva tipa neurona koji se razlikuju prema mjestu i obliku: piramidni
neuroni i granularne stanice. Piramidni neuroni se nalaze u prefrontalnom korteksu, kori velikog
mozga, hipokampusu i tijelu tonzila. Imaju trokutasti oblik piramide po kojem su dobili ime. U
uzorcima prereza hipokampusa ljudskog mozga prac¢ene su piramidne stanice u regiji CA2/3 i
CA1L. CA3 regija predstavlja Siri sloj rijetko smjestenih velikih piramidnih stanica, CA2 uski
sloj gusto smjestenih velikih piramidnih stanica, dok su u CA1l sloju male piramidne stanice u
debljem, ali rahlije pakiranom sloju (Slika 5). Podruc¢ja hipokampalne formacije (nazubljena
vijuga (gyrus dentatus, GD)), hilus (CA4), CA2/3, CAL, subikulum (SUB) i bijela tvar odredena
su prema radu Westa i Gundersena (1990). Granularne stanice predstavljaju ve¢inu neurona u
ljudskom mozgu. Te zrnate stanice nalaze se u granularnom sloju malog mozga, nazubljenoj

vijugi hipokampusa i mirisne lukovice, a karakteriziraju ih vrlo mala gusta pakirana tijela

23



neurona (tipa Golgi I1). Na slici GD predstavlja gyrus dentatus gdje se nalazi sloj zrnatih stanica
(Judas 1 Kostovi¢, 1997).

Slika 5. Amonov rog, frontalni presjek kroz hipokampus. Presjek prikazuje CAl, CA2, CA3
sloj piramidnih stanica, hilus ili CA4 sloj, sloj gyrus dentatus (GD) te granularne stanice

podrugja gyrus dentatus oznacene crvenom strelicom (preuzeto i prilagodeno prema Kahle i

Frotscher, 2003)

Nakon eksperimentalno odradenog dijela, metode imunofluorescencije double-labelling,
uzorci su bili proucavani pod konfokalnim mikroskopom te analizirani. Od svakog uzorka sa
svake regije fotografirano je 5 nasumicnih podrucja, odnosno 15 slika po uzorku (5 slika puta 3
regije). Broj neurona je zbroj svih vidljivih neurona sa svih 5 slika po svakom uzorku. Analiza
uzoraka bazirala se na preliminarnom opazanju §to znaci da brojevi iz Tablice 2 i Tablice 3 sluze
kao orijentacija, no ne prikazuju stvaran broj neurona koji prikazuju signal. Proucavane su
sli¢nosti 1 razlike signala po pojedinim uzorcima izmedu osoba oboljelih od Alzheimerove
bolesti te izmedu kontrolnih uzoraka. Uz to, gledani su rezultati po regijama izmedu svih uzoraka
ne bi li se uocile odredene slicnosti. Takoder, gledana je korelacija izraZzenosti LRP1 s ATS8
signalima, odnosno pojavljuju li se ti signali na istim neuronima i s kojim intenzitetom. Osim

zelenog (LRP1) i crvenog (AT8) signala, na uzorcima se nalazi i plavi signal koji predstavlja

24



DAPI, otopina s kojom su se tretirali preparati kako bi se vidjele stanice (DAPI boji DNA-

jezgre).

Tablica 2. Prikaz rezultata AD uzoraka, osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti

Broj i intenzitet

Broj pozitivnih

Uzorak Sloj S
pozitivnih LRP1 ATS8
Granularne Puno, jako izraZeni 12 jak signal
ADO081 CA2/3 Oko 200, jako izrazeni 34 jak signal
CAl Oko 140, jako izrazeni 32 jak signal
Granularne Puno, ali slabo vidljivi 0
AD?240 CA2/3 Oko 145, slabi signali 31 jak signal
CAl Oko 75, slabi signali 62 jak signal
Puno, ali jako slabi 26 umjereno jak
Granularne L ]
signali signal
Oko 120, jako slabi 14 umjereno jak
ADA460 CA2/3 o ]
signali signal
Oko 50, jako slabi 45 umjereno jak
CA1l T ]
signali signal

U sva tri uzorka osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti (Tablica 2), uzorak AD081

pokazivao je najbolju vidljivost i razlu¢ivost neurona, ujedno i najjace signale. Radi se o zenskoj
osobi starosti 80 godina ¢ija je AD trajala 6 godina. U uzorku su se vidjeli vrlo izrazeni signali
te velik broj pozitivnih LRP1 neurona, pogotovo u sloju CA2/3. Sloj CA1 imao je takoder veci
broj pozitivnih LRP1 neurona, medutim ti signali su nesto slabijeg intenziteta i ima ih izgledno
manje nego u sloju CA2/3. Uzorci AD240 i AD460 pokazivali su sli¢ne karakteristike iz razloga
Sto je tkivo u loSem stanju te sadrzi puno lezija. Osim §to sadrze zna¢ajno manje neurona od
ADO081, ti neuroni su izrazito slabijeg intenziteta, pogotovo AD460 koji ima jedva vidljive
neurone. Radi se 0 muskoj osobi starosti 81 godina ¢ija je bolest trajala 3 godine. Medutim, kao
Sto je receno, histoloSka kvaliteta uzorka mozga AD240 i AD460 nije dovoljno dobra da bi se

jasno razlu¢ili navedeni signali (Slika 6).
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ADOSI1 AD240 AD460

granularne
stanice

CAl

Slika 6. LRP1 signal (zeleno) u neuronima osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti (AD
uzorci) u razli¢itim podrucjima hipokampusa (piramidne stanice u regiji CA2/3 i CAl
hipokampusa te granularne stanice) promatrani konfokalnim mikroskopom nakon metode

imunofluorescencije. DAPI (plavo) prikazuje jezgre neurona.

Pri promatranju AT8 signala (Tablica 2), kao §to se moze pretpostaviti, SVi uzorci su
sadrzavali velik broj neurona pozitivnih na AT8 koji je pokazatelj prvih i najranijih promjena
tau proteina u Alzheimerovoj bolesti jer se veze na odredene epitope tau proteina ¢ija se
fosforilacija dogada rano u patogenezi (Slika 7). Cini se da su signali izrazito jaki, a najja¢i AT8
signali bili su u LRP1 pozitivnim neuronima koji su slabijeg intenziteta ili ¢ak u LRP1
negativnim neuronima (Slika 8). Ako se usporede signali izmedu slojeva svakog uzorka, moze

se primijetiti da sloj zrnatih stanica nazubljene vijuge (granularne stanice) ne sadrzi velik broj
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ATS pozitivnih neurona dok sloj CA1 sadrzi puno vise pozitivnih AT8 neurona nego u ostalim
slojevima. Otprije je poznato da je CA1 sloj viSe zahvaéen s hiperfosforiliranim tau proteinom
(Cherry i sur., 2021). Naravno, puno viSe je bilo zdravih neurona, odnosno neurona koji su

pozitivni na LRP1, a negativni na AT8.

ADOS1 AD240 AD460

granularne
stanice

CAl

Slika 7. Signal LRP1 (zeleno) i AT8 (crveno) u neuronima osoba oboljelih od Alzheimerove
bolesti (AD uzorci) u razli¢itim podruc¢jima hipokampusa (piramidne stanice u regiji CA2/3 i
CA1 hipokampusa te granularne stanice) promatrani konfokalnim mikroskopom nakon

metode imunofluorescencije. DAPI (plavo) prikazuje jezgre neuronskih stanica.
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Slika 8. AT8 i LRP1 signali na neuronima CAL sloja hipokampusa osobe oboljele od AD
(uzorak ADO081). Lijeva slika prikazuje samo LRP1 (zeleno) signale, desnai LRP1i AT8

(crveno) signale. DAPI (plavo) prikazuje jezgre neuronskih stanica.

Deblja bijela strelica prikazuje dva jo$ uvijek ziva neurona (vide se plavo oznacene jezgre)
koji su istovremeno LRP1 imunoreaktivni, ali je u njima izraZzena neurofibrilarna degeneracija
(ATS8 crveni signal). Tanja bijela strelica prikazuje jedan neuron jaceg AT8 signala u kojem
nema LRP1 ekspresije. Tanja zuta strelica prikazuje LRP1 imunoreaktivan neuron u kojem

nedostaje AT8 signal.

Budu¢i da je uzorak ADO081 osobe kojoj je AD trajala 6 godina imao zna¢ajno vise neurona
koji su pokazivali najjaci imunofluorescentni signal, moZe se pretpostaviti da se s pove¢anjem
trajanja bolesti ekspresija LRP1 povecava. To je mozda posljedica oSteenja stani¢nih
membrana pa na taj nacin stanice pokuSavaju kompenzatorno povecati unos kolesterola
(kolesterol je neophodan sastojak stani¢nih membrana, posebice ziv¢anih stanica te im osigurava
cjelovitost i istovremenu fluidnost; na lipidnim raftovima stani¢nih membrana se odvijaju
klju¢ni procesi medustani¢ne signalizacije i transporta). Odredene studije su takoder pokazale
da su razine LRP1 mRNA povecane u temporalnom korteksu i hipokampusu pacijenata s AD
(Akram i sur., 2012; Matsui i sur., 2007) kao i u neuronima i aktiviranim astrocitima koji
okruzuju senilne plakove bolesnika s AD (Arélin i sur., 2002) Proturje¢no, Kang i sur. (2000)
dokazuju smanjenje LRP1 u osoba s AD dok su Donahue 1 suradnici (2006), mjere¢i razine
LRP1 u hipokampusu AD pacijenata, zapazili pove¢anje u mikrovaskulaturi te smanjenje

proteina u neuronima. Kada gledamo spolne razlike, uzorak AD460 pokazivao je najslabije
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signale, no nije sigurno je li to zbog toga Sto se radi o muskoj osobi ili je to potvrda ranije
pretpostavke da je ekspresija LRP1 niska ako je bolest trajala tek 3 godine i nije jako
uznapredovala. Ostale razlike u spolu nisu uocene.

U nedavnim istrazivanjim dokazano je da LRP1 djeluje kao neuronski receptor za unos i
Sirenje taua te da nakon endocitoze slijedi lizosomska degradacija tau (Rauch i sur., 2020). S
druge strane, LRP1 je poticao tau sijanje u uzorcima AD osoba, no ne i u kontrolama $to bi
potvrdivalo njegovu vecu ekspresiju u patologiji (Cooper i sur., 2020). Medutim fosforilirani
oblici tau vezu se na LRP1 sa znacajno nizim afinitetom. Usporedujuci rezultate LRP1 1 ATS,
vidljivo je da se najjac¢i AT8 signali nalaze u neuronima koji imaju slabu pozitivnost LRP1
signala ili on u potpunosti nedostaje. Moguce je da u tim neuronima LRP1 nije u¢inkovito vezao
hiperfosforilirani tau, no opet smanjenje LRP1 u tim neuronima u AD mozgu moglo biti

objasnjeno gubitkom neurona kako bolest napreduje.
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Tablica 3. Prikaz rezultata kontrolnih uzoraka

Broj i intenzitet

Broj pozitivnih

Uzorak Sloj S
pozitivnih LRP1 ATS
Granularne Jako puno, jako izrazeni 0, signal u jezgrama
Oko 95 vidljivih, ostali _ ]
CA2/3 ] 0, signal u jezgrama
KONT165 signal vrlo slab
Oko 80 vidljivih, ostali ) )
CAl ) 0, signal u jezgrama
signal vrlo slab
Granularne Jako puno, jako izrazeni 7

Oko 95 vidljivih, ostali
CA2/3 ) 0
signal vrlo slab

Oko 90 vidljivih, ostali
CAl ) 20
signal vrlo slab

KONTO003

Nema jasno izrazenih

Granularne neurona, ostali signal 0

vrlo slab

Oko 100 vidljivih,
CA2/3 o 0
ostali signal vrlo slab

Oko 85 vidljivih, ostali
CAl ) 15
signal vrlo slab

KONT417

Kontrolni uzorci su se razlikovali od AD uzoraka, a medusobno su pokazivali slicnosti
(Tablica 3). Treba napomenuti da histoloska kvaliteta u svim kontrolnim uzorcima mozga nije
bila dovoljno dobra da bi se jasno razlucili navedeni signali. Medutim pri opaZanju je kod svih
uzoraka bio vidljiv manji broj LRP1 pozitivnih neurona. U kontrolnom uzorku KONTO003
granularnih stanica vidi se imunofluorescentni signal najjaceg intenziteta (jaci 1 od ADOSI
uzorka), no taj intenzitet slabi po regijama. U regijama CA2/3 i CAl svega je 40-tak jacih signala
dobro vidljivih neurona dok su ostali LRP1 pozitivni neuroni puno slabijeg intenziteta signala.
Kontrolni uzorak KONT165 ima priblizan broj LRP1 pozitivnih neurona kao KONTO003 od
kojih 50-tak pokazuje jaci signal, a ostali su slabijeg intenziteta. Zasigurno najslabiji signali su
uoceni u KONT417 uzorku mozga gdje u granularnim stanicama skoro pa i nema LRP1
pozitivnih neurona, a u ostalim regijama signali su vrlo slabog intenziteta, nema jasno vidljivih

neurona te tkivo sadrzi puno rupa (Slika 9).
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KONT165 KONTO003 KONT417

granularne
stanice

CA2/3

CAl

Slika 9. LRP1 signal (zeleno) u kontrolnim uzorcima (osobe koje nisu imale Alzheimerovu
bolest) u razli¢itim podru¢jima hipokampusa (piramidne stanice u regiji CA2/3 i CAl
hipokampusa te granularne stanice) promatrani konfokalnim mikroskopom nakon metode

imunofluorescencije. DAPI (plavo) prikazuje jezgre neuronskih stanica.

Budu¢i da se radi o zdravim ispitanicima, odnosno osobama kojima za Zivota nije
dijagnosticirana AD, moglo se pretpostaviti da AT8 signal potpuno izostaje ili je mali broj
pozitivnih AT8 neurona (Tablica 3). Takoder kao i u AD uzorcima dobili Smo dojam da su
najjaci AT8 signali bili u LRP1 pozitivnim neuronima koji su slabijeg intenziteta ili ¢ak u LRP1
negativnim neuronima (Slika 11). Kod KONT165 nisu nadeni AT8 signali ni u jednoj regiji,

medutim uoceni su crveni signali u jezgrama neurona (Slika 10). Tau protein moze se naci i u
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jezgri stanica, no tamo njegova funkcija nije tocno poznata. Pretpostavlja se da tau moze
djelovati kao epigeneticki signal na deacetilaze histona s ¢ime se pokusava objasniti njegova

moguca uklju¢enost u mehanizme hibernacije (Trujillo-Estrada i sur., 2021).

KONTI16S KONT003 IKONT417
:b-}. el
~
-l
¢
; .

Slika 10. Signal LRP1 (zeleno) i AT8 (crveno) u kontrolnim uzorcima u razli¢itim
podruc¢jima hipokampusa (piramidne stanice u regiji CA2/3 i CA1 hipokampusa te granularne
stanice) promatrani konfokalnim mikroskopom nakon metode imunofluorescencije. DAPI

(plavo) prikazuje jezgre neuronskih stanica.



Slika 11. AT8 i LRP1 signali na neuronima CA1 sloja hipokampusa kontrolnog uzorka
(KONTO03). Lijeva slika prikazuje samo LRP1 (zeleno) signale, desna i LRP1 i AT8 (crveno)

signale. DAPI (plavo) prikazuje jezgre neuronskih stanica.

Strelica prikazuje jedan rijedak AT8 imunoreaktivan neuron u kontrolnom uzorku.

Budu¢i da je uzorak KONT417 pokazivao najslabije signale, a radi se o zZenskoj osobi
najstarijoj (84 godine) od preostala dva kontrolna uzorka, mozemo pretpostaviti da se kod
zdravih ljudi ekspresija LRP1 godinama smanjuje. Spolne razlike nisu uo¢ene. Kang i suradnici
(2000) takoder su otkrili da u frontalnom korteksu razina LRP1 opada u starijoj dobi u osoba
koje nisu imale AD (kontrolni uzorci), odnosno da se dob 1 ekspresija LRP1 ¢ini obrnuto
koreliranima.

LRP1 pozitivnih neurona koji paralelno nemaju pozitivan signal na AT8 ima jako puno te
jeunjima LRP1 signal jako izrazen, osim KONT417 u kojega nije uo€ena jasna izraZzenost LRP1
u neuronima, a tamo gdje je bila prisutna, imunofluorescentni signal je bio slab i neoStro

ogranicen.

U ovom istrazivanju odredivana je razina LRP1 u hipokampusu mozga starijih osobama
oboljelih od AD i u zdravih osoba bez kognitivnih smetnji, takoder starije dobi. Postoje opre¢na
istrazivanja o razinama proucavanog proteina. Mnoge studije govore da povecanje ekspresije
LRP1 ili odrzavanje njegove funkcije kao receptora pozitivno utjece na funkciju mozga (Akram
i sur., 2012; Matsui i sur., 2007) dok druge dokazuju suprotno (Osgood i sur., 2017; Silverberg

i sur., 2010). Istrazivanja na zivotinjskim modelima zapravo govore da povecanje (Devraj i sur.,
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2016), odnosno smanjenje (Bouter i sur., 2014) ekspresije LRP1 proteina tijekom starenja i AD
ovisi o tipu stanice. Smatra se takoder da u odnosu LRP1 i AP te LRP1 i tau postoji dvojna
uloga, odnosno da, ovisno o stani¢cnom okruzenju te vrsti ukljucene stanice, LRP1 posreduje ili
u degradaciji i ¢is¢enju ili u stvaranju, Sirenju i akumulaciji neuropatoloskih lezija povezanih s
AD (Cooper i sur., 2020; Storck i Pietrzik, 2017). Medutim, jo$ u potpunosti nije razjasnjena
funkcija LRP1 tijekom patogeneze AD, ima li ulogu zastite ili poticanja stani¢ne toksi¢nosti i
smrtnosti, odnosno je li njegova uloga promicanje patogeneze ili sprjeCavanje. OVO istrazivanje
pokazalo je viSe razine LRP1 proteina u AD uzorcima za razliku od kontrolnih, $to bi moglo
znaciti ve¢u ulogu u Sirenju patologije. Problem ovog istraZivanja je nedovoljan broj ispitanika
koji bi potvrdivali navedene pretpostavke, stoga je potrebno daljnje istrazivanje s ve¢im brojem
ispitanika, odnosno uzoraka. Osim veceg broja uzoraka trebalo bi se takoder usredoto¢iti na veci
raspon dobi i razli¢itih stadija bolesti.

U konacnici, protein LRP1 zbog svojih mnogobrojnih i vaznih funkcija ne samo u mozgu,
ve¢ u cijelom organizmu, predmet je opseznog istrazivanja. Uz istrazivanja utjecaja na ¢iS¢enje
amiloidnih peptida i tau proteina, promjena razina LRP1 u specifi¢nim stadijima AD-a, potrebno
je istraziti njegove uloge ovisno o tipu stanice, dobi, fazi bolesti te koncentrirati se i dodatno
istraziti ostale funkcije receptora i regulacijskih puteva buduéi da nikada uzrok ne predstavlja
jedan aspekt, ve¢ niz ¢imbenika koji djeluju zajedno. Pojasnjavanje ovih aspekata u budu¢im
studijima trebalo bi upotpuniti nase razumijevanje o LRP1 proteinu, pruziti nove uvide kako
bismo u potpunosti iskoristili njegov potencijal za razvijanjem ucinkovitih ciljnjih terapija za

poboljsanje lijecenja 1 prevenciju neuropatoloskih bolesti kao $to je Alzheimerova bolest.
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. ZAKLJUCCI

Stupanj izraZzenosti LRP1 receptora bio je znacajno veci u uzorcima hipokampusa osoba
s AD-om u odnosu na kontrolne uzorke osoba umrlih od ne-neuroloskih uzroka, stoga bi
se moglo zakljuciti da je ekspresija LRP1 proteina u mozgu osoba oboljelih od AD-a
povecéana, ali za potvrdu te tvrdnja bi trebalo analizirati puno veci broj uzoraka iz
razlicitih stadija AD-a.

Uzorak KONT417 (osoba najstarije dobi) pokazivao je najslabiju LRP1
imunoreaktivnost pa je pretpostavljeno da se kod zdravih ljudi ekspresija LRP1 smanjuje
u starijoj zivotnoj dobi.

Uzorak AD081 osobe kod koje je bolest trajala 6 godina nakon postavljanja dijagnoze
imao je znacajno veci broj neurona imunoreaktivnih na LRP1 pa je pretpostavljeno da se
kao rezultat kompenzacijskih procesa s duljim trajanjem bolesti u preostalim zivéanim
stanicama ekspresija LRP1 proteina povecava.

Neuroni Kkoji su bili najjace zahvaceni patoloSkim promjenama tau proteina (oni s
najjaCom imunoreaktivno$¢u na AT8 protutijelo) imali su slabiji izrazaj LRP1 receptora
u usporedbi s neuronima koji su bili slabije AT8 imunoreaktivni. Taj rezultat nije moguce
jednoznaéno interpretirati (u smislu $to je uzrok, a Sto posljedica), ali on upucuje na

mogucu povezanost LRP1 receptora i neurofibrilarne degeneracije u AD-u.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Emma Stampar izjavljujem da je ovaj zavréni rad izvorni rezultat mojeg rada te dase u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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