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SAZETAK

Bolest Niemann-Pick tipa C (NPC) je rijetka monogenska neurodegenerativna bolest i
poremecaj nakupljanja lizosoma. Bolest NPC uzrokovana je mutacijom u genima NPCI ili
NPC?2 koji kodiraju za prijenosnike kolesterola. Zbog nedostatka ili promijenjene funkcije
proteina NPC1 ili NPC2, u kasnim endosomima i lizosomima dolazi do nakupljanja
slobodnog kolesterola, $to uzrokuje poremecaj funkcije endolizosomalnog puta, snaznu
neuroinflamaciju (aktivaciju astrocita i mikroglija) i neurodegeneraciju prvenstveno
Purkinjeovih neurona u malom mozgu. Klinicki, bolest NPC karakterizira heterogeni fenotip
koji ukljucuje brojne neurovisceralne poremecaje i ranu smrt. UnatoC etioloskoj razlici
izmedu bolesti NPC i kompleksne Alzheimerove bolesti (AB), ovi poremecaji dijele nekoliko
patoloskih znacajki, poput promijenjenog metabolizma kolesterola, neurodegeneracije,
neuroinflamacije te nakupljanja hiperfosforiliranog proteina tau i peptida amiloida-f8 u
mozgu. Povecano stvaranje amiloida-f uslijed povecanog proteolitickog cijepanja proteina
APP enzimom BACEl smatra se glavnim mehanizmom patogeneze AB. Zanimljivo,
povecana proteolitiC¢ka aktivnost enzima BACE]1 zabiljeZena je 1 u bolesti NPC. S obzirom
da je enzim BACE] potencijalna farmakoloSka meta za lijeCenje AB, cilj ovog doktorskog
rada bio je ispitati uCinak geneticke modulacije razine enzima BACEI na razinu i progresiju
neuropatoloskih znacajki bolesti NPC. Za ovo istrazivanje koriSten je misji model knock-in
koji nosi naj¢es¢u mutaciju u ljudi, NPCI-11061T, te je krizan s modelom knock-out BACEI.
Neuropatoloske znacajke (ukljucuju¢i gubitak Purkinjeovih neurona, poremecaj funkcije
endolizosomalnog puta, aktivaciju astrocita i mikroglija te hiperfosforilaciju proteina tau)
ispitane  su u malom mozgu, kori velikog mozga i1 hipokampusu metodama
imunofluorescencije i Western blot. Delecija oba alela gena BACE [ u jedinki knock-in NPC1-
[1061T (N-KI) uzrokovala je ranu smrt uz pove¢anu progresiju svih neuropatoloskih znacajki
(izuzev odumiranja Purkinjeovih neurona) ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti. Delecijom
jednog alela gena BACE1 u jedinki N-KI ublazeno je nakupljanje ranih endosoma i lizosoma,
aktivacija astrocita te odumiranje Purkinjeovih neurona u simptomatskoj fazi bolesti.
Medutim, u zavrsnoj fazi bolesti, delecijom jednog alela gena BACEI u jedinki N-KI
povecana je aktivacija mikroglija te ubrzano odumiranje Purkinjeovih neurona, §to je
uzrokovalo raniju smrt u odnosu na jedinke N-KI koje sadrze divlji tip gena BACE].
Zakljucno, geneticko smanjenje razine enzima BACEI ima i povoljne i Stetne ucinke na
neuropatoloske znacajke bolesti NPC u mis§jem modelu knock-in NPCI-11061T, ¢ime je
istaknuta vaznost uloge enzima BACEI i njegovih supstrata za funkciju mozga. Daljnja
istrazivanja trebala bi razjasniti koji supstrati enzima BACE] te koji tipovi stanica doprinose
patobiologiji bolesti NPC. Dobiveni rezultati doprinose boljem razumijevanju bolesti NPC,
kao 1 terapijskog potencijala enzima BACE1 u lijeenju bolesti NPC i drugih
neurodegenerativnih poremecaja slicnog mehanizma nastanka.

KLJUCNE RIJECI: NPC1, 11061T, BACE1, nakupljanje kolesterola, endolizosomalni put,
neurodegeneracija, neuroinflamacija, hiperfosforilacija proteina tau
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SUMMARY

Niemann-Pick type C disease (NPC) is a rare monogenic neurodegenerative disease and
lysosomal storage disorder. NPC is caused by mutation in NPCI or NPC2 genes which
code for cholesterol transporters. Upon lack or dysfunction of NPC1 or NPC2 proteins,
free cholesterol accumulates in late endosomes and lysosomes causing disruption of the
endolysosomal pathway, profound neuroinflammation (activation of astrocytes and
microglia) and neurodegeneration of primarily Purkinje cells in the cerebellum.
Clinically, NPC is characterized by heterogenous phenotype including numerous
neurovisceral pathologies and early death. Despite etiological differences between NPC
and complex Alzheimer’s disease (AD), these disorders share several pathological
features, such as altered cholesterol metabolism, neurodegeneration, neuroinflammation
and accumulation of hyperphosphorylated tau and amyloid- peptides in the brain.
Increased generation of amyloid-f due to increased BACE1-mediated proteolysis of APP
is considered a potential mechanism of AD pathogenesis. Interestingly, increased
BACEIl-cleavage is observed in NPC as well. Since BACEl is a potential
pharmacological target against AD, the goal of this doctoral thesis was to analyse the
effect of BACE1-genetic depletion on the levels and progression of neuropathological
features of NPC. Therefore, we used a knock-in murine model carrying the most common
human mutation, NPCI-I1061T, and crossed it with BACEI knock-out mice.
Neuropathological features (including Purkinje cell loss, endolysosomal dysfunction,
activation of astrocytes and microglia, and hyperphosphorylation of tau) were analysed
in the cerebellum, cortex and hippocampus using immunofluorescence and Western blot.
Deletion of both BACE alleles in NPCI-11061T knock-in (N-KI) mice caused early death
with increased progression of all neuropathological features analysed (except Purkinje
cell loss) already at the presymptomatic disease stage. Deletion of one BACE! allele in
N-KI mice attenuated early endosome and lysosome accumulation, astrocyte activation,
and Purkinje cell loss at the symptomatic disease stage. However, at the terminal disease
stage, deletion of one BACE]! allele in N-KI mice enhanced microglial activation and
Purkinje cell loss, resulting in earlier death compared to N-KI mice containing wild-type
BACEI gene. In conclusion, BACEI-genetic depletion has both beneficial and
detrimental effects on neuropathological features of NPC in NPCI-11061T knock-in
murine model, which highlights the importance of BACE1 and its substrates in brain
function. Future studies should aim to determine which BACE1 substrates and which cell
types contribute to NPC pathobiology. These findings contribute to a better understanding
of NPC disease and the potential of BACE]-targeted therapies against NPC and other
neurodegenerative disorders with similar underlying pathologies.

KEY WORDS: NPCI1, 11061T, BACEI1, cholesterol accumulation, endolysosomal
pathway, neurodegeneration, neuroinflammation, tau hyperphosphorylation
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1. UvOD
1.1. Bolest Niemann-Pick tipa C

Bolest Niemann-Pick tipa C (NPC) je rijetka neurodegenerativna bolest koja se nasljeduje
autosomno recesivno, a pogada prvenstveno novorodencad, djecu i mlade. Ucestalost
bolesti je oko 1:120000 zivorodene djece, a novije studije ukazuju da bi ucestalost zbog
neprepoznavanja bolesti uslijed heterogenog fenotipa mogla biti i znatno veca [1, 2]. U
Hrvatskoj su zabiljezena dva slucaja unutar iste obitelji [3].

U 95% slucajeva, bolest NPC uzrokovana je mutacijom u genu NPC1, dok je u preostalih
5% slu€ajeva uzrok bolesti mutacija u genu NPC2 [4]. Gen NPCI smjeSten je na
kromosomu 18 i eksprimira se u svim tkivima. Protein NPC1 je membranski protein od
13 transmembranskih i tri velike luminalne domene (Slika 1 A), a smjeSten je na
membrani kasnih endosoma i lizosoma (Slika 2 A). N-terminalna luminalna domena
proteina NPC1 sadrzi vezno mjesto za slobodni, neesterificirani kolesterol, a srednja
luminalna domena veze protein NPC2 (Slika 1 A). Gen NPC2 smjesten je na kromosomu
14 1 kodira za mali globularni topivi protein eksprimiran u vecini tkiva, a smjesten u
lumenu kasnih endosoma i lizosoma (Slika 2 A) [5].

Pretpostavljeni mehanizam kooperativnog djelovanja ovih proteina ukazuje da protein
NPC2 pospjesuje vezanje slobodnog, neesterificiranog kolesterola iz lumena na N-
terminalnu domenu proteina NPC1 [5]. Vezanje kolesterola za protein NPC1 moguce je i
bez proteina NPC2, ali je znatno sporije [6]. Protein NPC2 veze se na srednju luminalnu
domenu proteina NPC1 1 predaje kolesterol na transmembransku domenu proteina NPC1
(Slika 1 B) [5]. Kolesterol se zatim prenosi izvan endolizosomalnih vezikula, na plazma
membranu, u Golgijev aparat (GA) i/ili na membranu endoplazmatskog retikuluma (ER).
Tocan mehanizam translokacije kolesterola preko membrane kasnih endosoma 1 lizosoma
u druge stani¢ne odjeljke jos se istrazuje [7—10].
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Slika 1. Struktura proteina NPC1 i kooperativno djelovanje proteina NPC1 i NPC2 pri prijenosu
kolesterola iz kasnih endosoma i lizosoma. A Shematski prikaz strukture transmembranskog proteina
NPCI1. N-terminalna luminalna domena (NTD) sadrzi vezno mjesto za slobodni kolesterol, a sredi$nja
luminalna domena (SLD) sadrzi vezno mjesto za protein NPC2. Mutacija 11061 T dogada se u C-terminalnoj
luminalnoj domeni (CTD). B Shematski prikaz interakcije proteina NPC1 i NPC2 u prijenosu kolesterola:
1) protein NPC2 veze kolesterol u lumenu kasnih endosoma i lizosoma, 2) protein NPC2 se veze na domenu
SLD proteina NPC1 i predaje kolesterol domeni NTD proteina NPC1, 3) pretpostavljeni mehanizam
prijenosa kolesterola iz domene NTD u sterolnu domenu proteina NPC1 (engl. sterol sensing domain, SSD).
Preuzeto i prilagodeno prema izvoru [11].
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Slika 2. Prijenos kolesterola iz kasnih endosoma i lizosoma u fizioloSki normalnim uvjetima te u
bolesti Niemann-Pick tipa C. A U fizioloski normalnim uvjetima, protein NPC1 smjesten je na membrani,
a protein NPC2 u lumenu kasnih endosoma i lizosoma, gdje vrse prijenos slobodnog kolesterola iz ovih
vezikula u druge stani¢ne odjeljke. B Uslijed mutacija u genu za protein NPC1 ili NPC2, odnosno uslijed
nedostatka proteina NPC1 ili NPC2, onemogucen je prijenos slobodnog kolesterola iz kasnih endosoma i
lizosoma, kolesterol se nakuplja u ovim organelima te uzrokuje poremecaj njihove funkcije. Preuzeto i
prilagodeno prema izvoru [12].



1.2. Klinicka slika bolesti Niemann-Pick tipa C

Klini¢ka slika bolesti NPC vrlo je varijabilna [4, 13], a raspon simptoma i brzina
progresije ovise o dobi u kojoj bolest zapocinje (Slika 3). Bolest NPC karakteriziraju
neuroloSki 1 psihijatrijski, te visceralni simptomi (hepatosplenomegalija 1 pluéna
patologija) sa smrtnim ishodom [2, 4, 14]. Medutim, neuroloski i visceralni simptomi ne
ispoljavaju se istovremeno. Visceralna patologija je prisutna u oko 85% pacijenata te
uvijek prethodi neuroloskim simptomima. NajceS¢i neuroloski simptomi bolesti NPC su
ataksija, dizartrija, disfagija, progresivna demencija i vertikalna supranuklearna paraliza
pogleda, a u starijih pacijenata i katapleksija, napadaji te psihijatrijske smetnje. Smrt u
najtezim perinatalnim oblicima bolesti nastupa unutar prvih Sest mjeseci zivota, dok je u
najée$éim djedjim oblicima preZivljenje oko pet do 10 godina. Zivotni vijek pacijenata s
mladenackim oblikom bolesti NPC je 1 do 30 godina. Postoje 1 odrasli oblici bolesti NPC
koji se javljaju u starijoj Zivotnoj dobi.
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Slika 3. Klini¢ka slika razli¢itih oblika bolesti Niemann-Pick tipa C. Shematski prikaz neuroloskih i
visceralnih simptoma bolesti NPC te dobi pocetka i trajanja razlicitih oblika bolesti (rani i kasni dje¢ji oblik,
mladenacki oblik i odrasli oblik). Preuzeto i prilagodeno prema izvoru [15].



Dijagnoza bolesti NPC otezana je zbog niske ucestalosti, velike varijabilnosti te
preklapanja klinickih simptoma, kao i polimorfije gena NPCI. Bolest NPC moguce je
utvrditi primarno genetickim testovima i biopsijom fibroblasta, odnosno bojanjem
nakupljenog slobodnog kolesterola filipinom (antibiotikom iz bakterije Streptomyces
filipinensis koji veze neesterificirani kolesterol). Ipak, dijagnoza bolesti NPC
podrazumijeva Sirok raspon neuroloskih i biokemijskih testova, a istrazuju se i1 novi
klinicki biomarkeri koji bi omogucili rano i to¢no otkrivanje bolesti, prac¢enje progresije
bolesti te pracenje ucinkovitosti terapije [1, 4, 13, 16—18].

Bolest NPC zasad se tretira samo simptomatski. Ispitano je nekoliko testnih terapija,
poput transplantacije kostane srzi i jetre u svrhu unosenja funkcionalnih proteina NPCI1 1
NPC2, ali ove terapije nisu bile ucinkovite za neuroloski aspekt bolesti. U nekim
zemljama EU odobrena je terapija miglustatom (inace terapeutik za Gaucherovu bolest).
Miglustat je iminoSecer koji moze prije¢i krvno-mozdanu barijeru te selektivno,
reverzibilno inhibira enzim glikozilceramid sintazu, odnosno sintezu glikosfingolipida, i
na taj na¢in smanjuje nakupljanje lipida. U pacijenata oboljelih od bolesti NPC, miglustat
stabilizira ili odgada progresiju neuroloskih simptoma, medutim, uzrokuje
gastrointestinalne nuspojave koje znacajno utjecu na kvalitetu Zivota [4, 13, 19-21].
Novija istraZzivanja usmjerena su prema ispravljanju autofagije 1 procesa prijenosa
kolesterola [12]. U klinickim istrazivanjima je spoj 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin
(HPBCD), ciklicki oligosaharid s hidrofobnom Supljinom koji se koristi kao nosac
lijekova. U pacijenata, odnosno modela bolesti NPC, HPBCD moze prenositi
neesterificirani kolesterol iz kasnih endosoma i lizosoma u citosol (neovisno o proteinima
NPC1 1 NPC2) 1 na taj na¢in smanjiti nakupljanje kolesterola. Medutim, zbog veli¢ine
ovog spoja, kroz krvno-mozdanu barijeru prolazi svega oko 0,2% intravenski unesenog
HPBCD. Primjena HPBCD pokazala se u€inkovita u Zivotinjskim testiranjima, stoga su
trenutna klinicka istraZivanja usmjerena na ispitivanje bolje propustljivosti HPBCD kroz
krvno-mozdanu barijeru i eticki prihvatljive metode primjene (intravenski, u odnosu na
dosad koristenu intratekalnu primjenu) [1, 2, 22, 23].

1.3. Neuropatoloske znacajke bolesti Niemann-Pick tipa C

1.3.1. Nakupljanje kolesterola i poremec¢aj funkcije endolizosomalnog puta

Kolesterol se u mozgu sintetizira in situ, prvenstveno u astrocitima, a U manjoj mjeriiu
neuronima. Sistemski kolesterol ne moze prije¢i krvno-mozdanu barijeru, §to mozak ¢ini
osjetljivim na promjene u metabolizmu kolesterola i drugih lipida [24]. Normalna
funkcija endolizosomalnog puta i autofagije neophodna je za odrZzavanje proteinske
homeostaze u stanici te prijenos signala u somu neurona [12, 25, 26]. Zbog specifi¢ne
morfologije, odnosno polarnosti, neuroni su posebno osjetljivi na poremecaje u ovim
putovima. Nakupljanje vezikula i proteinskih agregata uslijed poremecaja funkcije



endolizosomalnog puta i autofagije u podlozi je mnogih neurodegenerativnih bolesti,
poput Alzheimerove bolesti (AB) i tauopatija, ali i bolesti NPC [25].

U bolesti NPC, zbog nedostatka, promijenjene funkcije i/ili neispravnog smjestaja
proteina NPC1 (ili NPC2), u kasnim endosomima i lizosomima dolazi do nakupljanja
slobodnog kolesterola i glikosfingolipida (Slika 2 B). Kasni endosomi i lizosomi pritom
viSe ne vrse svoju funkciju, njihov prijenos unutar neurona je promijenjen i usporen, a
vezikule su povecane (zbog nakupljanja proteina i poremecaja njihove razgradnje), Sto za
posljedicu na razini organizma ima niz ranije opisanih neuroloskih i visceralnih promjena
[27, 28].

Bolest NPC stoga se ubraja i u poremecaje nakupljanja lizosoma (engl. lysosomal storage
disorders, LSDs), skupinu monogenskih, autosomno recesivnih poremecéaja uzrokovanih
promjenama u lizosomalnim enzimima i proteinskim komponentama (npr. hidrolazama,
integralnim membranskim proteinima ili prijenosnicima). LSDs su vrlo heterogeni
poremecaji jer jedan genotip moze rezultirati nizom preklapajucih fenotipova [1].

1.3.2. Neurodegeneracija

U bolesti NPC, nakupljanje lipida u perifernim tkivima (jetri i slezeni) dovodi do
aktivacije makrofaga, proizvodnje proupalnih citokina i stani¢ne smrti. Medutim, tocan
mehanizam neurodegeneracije jos$ nije poznat [1, 4, 27].

U odnosu na miSeve divljeg tipa, u malom mozgu miSeva kojima nedostaje protein NPC1
(BALB/c NPCI1™") zabiljeZena je promjena u ekspresiji gena koji sudjeluju u procesima
poput biosinteze 1 prijenosa lipida, imunoloskog odgovora, stani¢ne adhezije 1
pokretljivosti [29]. Promijenjeni metabolizam kolesterola za posljedicu ima odumiranje
neurona (ali ne 1 ne-neuronalnih stanica, npr. astrocita) [30]: nakupljanje kolesterola u
endolizosomalnim vezikulama dovodi do povecanja some 1 procesa neurona u brojnim
regijama mozga (ukljucujuci koru velikog mozga, talamus, mali mozak, mozdano deblo),
formiranja meganeurita, zadebljanja 1 distrofije aksona te prekidanja dendrita [1, 12, 31].

Purkinjeovi neuroni u malom mozgu posebno su osjetljivi na gubitak proteina NPCI.
Jedno od objaSnjenja jest da Purkinjeovi neuroni imaju intrinzi¢na anatomska 1
biokemijska svojstva zbog kojih su skloniji nakupljanju proteina i vezikula [32-35]. Ovo
nakupljanje zatim uzrokuje aktivaciju autofagije 1 stanicnu smrt kao odgovor na
nedostatak kolesterola u odgovaraju¢im stanicnim odjeljcima [35]. Takoder, razina
proteina NPC1 poviSena je u malom mozgu u odnosu na preostale regije mozga neovisno
o genotipu. Jo§ jedan razlog osjetljivosti na nedostatak kolesterola mozda je ¢injenica da
se razvoj 1 sazrijevanje malog mozga (proliferacija, migracija i diferencijacija stanica)
dogada 1 postnatalno (u ljudi 1 do 20. godine) [36, 37]. Ovi procesi dodatno su otezani
zbog poremecaja funkcije autofagije [12, 24, 38, 39] i1 funkcije mitohondrija u patogenezi
bolesti NPC [40—43].



Ekspresija proteina NPC1 u Purkinjeovim neuronima miseva BALB/c NPCI”" smanjuje
nakupljanje kolesterola, sprje¢ava neurodegeneraciju, smanjuje aktivaciju glija stanica te
popravlja ukupnu fenotipsku sliku Zivotinja [12, 44]. Ovime se produljuje zivotni vijek
Purkinjeovih neurona, ali je progresija simptoma bolesti u ovom modelu dugoro¢no samo
usporena: smrt u ovih miseva nastupa zbog razvoja patologije i u drugim regijama mozga
[44, 45]. Ekspresija divljeg tipa proteina NPC1 u svim neuronima (tj. ne samo u
Purkinjeovim neuronima) misjeg modela bolesti NPC ima povoljan ucinak na
neurodegeneraciju i rani mortalitet, ¢ime je potvrdeno da su neuropatoloske znacajke
prevaga bolesti NPC u odnosu na visceralne promjene [30, 44-46].

U mozgu misjih modela, ali 1 pacijenata oboljelih od bolesti NPC, zbog poviSene razine
slobodnog kolesterola u somi neurona, zabiljeZena je i smanjena mijelinacija perifernih
dendrita 1 aksona te demijelinacija [47]. Uslijed gubitka proteina NPC1, smanjeno je
sazrijevanje oligodendrocita, §to negativno regulira mijelinaciju, posebno u kori velikog
mozga i regiji corpus callosum [48]. Hipomijelinacija u modelima bolesti NPC povezuje
se 1 s promijenjenim prijenosom kolesterola izmedu astrocita i oligodendrocita [49], kao
1 s pove¢anim nakupljanjem mijelina u aktivnim mikroglijama [50]. Patoloske promjene
aksona (sferoidi i presinapticki agregati) zabiljeZene su i u lednoj mozdini miSeva
BALB/c NPCI”", gdje su prisutne veé¢ u dobi od pet tjedana. Ove znacajke takoder su
povezane s ranom povecanom aktivacijom astrocita i mikroglija (koja nastupa ve¢ u dobi
nakon jednog tjedna), §to dugoroc¢no doprinosi i1 hiperfosforilaciji proteina tau [51].

1.3.3. Neuroinflamacija

lako se neurodegeneracija definira kao glavna znacajka bolesti NPC, neuroinflamacija,
odnosno aktivacija astrocita 1 mikroglija, predstavlja vaznu karakteristiku bolesti NPC jer
se javlja rano, vrlo progresivno, te zahvaca cijeli mozak. Neuroinflamacija (koja je
patoloSka znacajka brojnih neurodegenerativnih bolesti) smatra se odgovorom na
neurodegeneraciju, tj, sekundarnim ucinkom neurodegeneracije. Medutim, novija
istraZzivanja ukazuju da bi neuroinflamacija u bolesti NPC, kao i u drugim
neurodegenerativnim bolestima, mogla biti posljedica zasebnih patoloskih procesa u glija
stanicama, koji se odvijaju paralelno uz neurodegeraciju ili joj doprinose [1, 37, 52].

Poteskoce u koordinaciji 1 hodu te ataksija u kasnom dje¢jem obliku bolesti NPC javljaju
se prije neuroloskih simptoma, stoga se smatra da ove promjene u malom mozgu prethode
samoj neurodegeneraciji, odnosno da bi mogle biti povezane s ranom neuroinflamacijom
[37]. U miseva BALB/c NPCI” zabiljeZena je razlika u razini aktivacije astrocita i
mikroglija ovisno o regiji mozga i fazi patologije bolesti (najranija aktivacija astrocita i
mikroglija izrazena je u talamusu). Aktivaciju glija stanica prati 1 nakupljanje
presinaptickih biljega u zadebljanjima aksona, Sto ukazuje na prisutnost patoloskih
procesa ne samo u somi, ve¢ 1 u zavrSecima neurona [53]. Novo istraZivanje terapijskog
mehanizma djelovanja ciklodekstrina, tj. uklanjanja kolesterola iz neurona retine miseva
BALB/c NPCI” ukazuje na interakciju neurona i glija stanica u uklanjanju kolesterola



[54]. Primjenom ciklodekstrina, neuroni retine miseva NPCI”~ oslobadaju lamelarne
inkluzije bogate lipidima u izvanstanicni prostor, gdje ih procesiraju glija stanice. Naime,
iako je fenotip glija stanica promijenjen uslijed nedostatka proteina NPC1, primjenom
ciklodekstrina potaknuta je njihova fagocitna aktivnost te one uklanjaju suvisak lipida.

1.3.3.1. Astrociti

Tijekom razvoja, ali 1 u zrelom mozgu, astrociti imaju ulogu u regulaciji formiranja
sinapsi (recikliranjem neurotransmitera) i odrzavanju homeostaze neurona (prenosenjem
lipida i Secera iz krvi do neurona) [55]. Astrociti su i1 glavno mjesto sinteze kolesterola u
mozgu [48].

Proces starenja moze promijeniti ekspresiju upalnih biljega u astrocitima, §to povecava
aktivnost astrocita u uklanjanju sinapsi. Ovo svojstvo razlikuje se ovisno o regiji mozga,
a posebno je izrazeno u malom mozgu. Takoder, pretpostavlja se da ovakva povecana
aktivacija astrocita pospjesuje razvoj neurodegenerativnih bolesti [55]. U slucaju bolesti
NPC, in vitro ispitivanja primarnih astrocita NPCI”~ dobivenih iz mozgova miSeva su
otezana jer Cesto ne rekapituliraju znacajke astrocita in vivo [45, 48].

Protein NPC1 u astrocitima je lokaliziran unutar lizosoma uz plazma membranu
presinaptickih procesa astrocita koji su smjesteni oko dendrita i aksona neurona. Upravo
su ti zavrSeci neurona prva mjesta degeneracije u bolesti NPC (koja pocinje prije pojave
neuroloskog fenotipa). U mozgu i lednoj mozdini kolesterol se sintetizira in situ, uz niski
doprinos kolesterola iz plazme. Pritom u samim aksonima neurona nema sinteze
kolesterola, ve¢ su ovisni o kolesterolu iz drugih izvora, poput astrocita. Medutim, u
mozgu miseva BALB/c NPCI”~ promijenjen je i fenotip astrocita, npr. smanjena je
sekrecija nosaca kolesterola apolipoproteina D. Promijenjena funkcija, odnosno
nedostatak proteina NPCI1 u astrocitima stoga moZe ometati prijenos lipida izmedu
neurona i astrocita, i tako utjecati na recikliranje receptora, prijenos sinaptickih vezikula,
plasti¢nost neurona 1 razinu mijelinacije, odnosno doprinositi ukupnoj neurodegeneraciji
[48, 56-58].

U miseva BALB/c NPCI7, aktivni astrociti su u ranoj asimptomatskoj fazi (u dobi od
dva tjedna) prisutni samo u talamusu, ali su do Cetvrtog tjedna utvrdeni u svim regijama
mozga. U regijama gdje je zabiljeZena neurodegeneracija, aktivacija astrocita u korelaciji
je 1 s aktivacijom citokina [59].

Za razvoj sinapsi potreban je protein NPC1 i u neuronima i u astrocitima, neovisno o
stadiju razvoja mozga [30, 34, 57]. Istovremeni nedostatak proteina NPC1 u astrocitima
1 Purkinjeovim neuronima uzrokuje promijenjenu presinapticku signalizaciju, ali nema
ucinka na razvoj dendrita ili podraZljivost sinapsi. Poremecaj funkcije sinapsi u misjem
modelu BALB/c NPCI”~ moze se ispraviti ekspresijom proteina NPCI samo u
astrocitima, pri ¢emu se dendriti Purkinjeovih neurona normalno formiraju 1 imaju
ocuvanu sinapti¢ku aktivnost [57]. Ekspresija proteina NPC1 u astrocitima misjih modela



bolesti NPC produljuje i Zivotni vijek miSeva (trostruko u modelu BALB/c NPC 1"/

[60]), ispravlja znaCajan gubitak tjelesne mase i neplodnost [61], smanjuje nakupljanje
kolesterola i stvaranje zadebljanja aksona te povisuje razinu mijelinacije. Zanimljivo,
neurodegeneracija je usporena, ali odumiranje samih Purkinjeovih neurona nije
sprijeceno, Sto dodatno isti¢e njihova intrinzi¢na svojstva [44, 45, 48, 60].

1.3.3.2. Mikroglije

Mikroglije su endogene imunoloske stanice srediSnjeg Zivéanog sustava, a aktiviraju se
uslijed Stetnih promjena ili pojave patogena u stanicama i tkivu. Njihova uloga u mozgu
je uklanjanje apoptotskih stanica i suvisnih sinapsi (engl. synaptic pruning) u sklopu
procesa razvoja mozga te regulacije neurogeneze i plasti¢nosti sinapsi [37, 62—64].
Tijekom postnatalnog razvoja i diferencijacije neurona malog mozga odvija se i
migracija, proliferacija i1 diferencijacija mikroglija. U usporedbi s drugim regijama
mozga, mikroglije u malom mozgu imaju specifi¢nu ekspresiju gena koja ukazuje na
njihovu povecanu fagocitnu aktivnost [37, 62, 63]. Okolisni ¢imbenici poput starenja,
dijabetesa tipa II, pretilosti, kardiovaskularnih bolesti te ozljeda glave mogu doprinijeti
razvoju neurodegenerativnih bolesti [65, 66]. Zanimljivo, i sama fagocitna aktivnost
mikroglija moze biti potaknuta okoliSnim ¢imbenicima (npr. ,,zapadnjackom* prehranom
s visokim udjelom Secera, proteina i masti) [62].

Gubitak proteina NPC1 utje¢e na morfologiju i fenotip mikroglija. U mi§jem modelu
C57BL/6 NPC1™1%% (totkasta mutacija NPCI-D1005G, fenotip sli¢an modelu NPCI-
11061T), mikroglije aktivacijskog profila DAM (od engl. disease associated microglia)
smjeStene su u molekularnom sloju reznjeva malog mozga (u podrucju dendritickog
stabla Purkinjeovih neurona) [62], imaju povecano tijelo 1 krac¢e procese [52, 59, 62],
njihova migracija je smanjena, proliferacija povecana, te je sprijeCena diferencijacija
prekursora novih mikroglija. Takoder, fagocitna aktivnost ovih mikroglija je povecana pa
ometaju postnatalni razvoj sinapsi, Sto moze prethoditi, ali i doprinijeti odumiranju
Purkinjeovih neurona [37, 52, 62].

U miseva BALB/c NPCI”", porast aktivacije mikroglija u razli¢itim regijama mozga
(ukljucujuéi 1 mali mozak), osim u simptomatskoj fazi (u dobi od 7 tjedana) [63], vidljiv
je ve¢ u ranoj asimptomatskoj fazi bolesti (u dobi od jednog ili dva tjedna) [50, 59, 62].
In vitro, mikroglije NPCI”" imaju i promijenjenu razinu procesiranja mijelina koji se
nakuplja u multivezikularnim tijelima unutar kasnih endosoma. Medutim, u ovim
mikroglijama, funkcija lizosoma u razgradnji proteina nije promijenjena [50].

Uslijed gubitka proteina NPCI, transkriptomski i proteomski profil mikroglija miSeva
BALB/c NPCI”- u simptomatskoj fazi bolesti moze se klasificirati kao DAM, §to je profil
aktivacije karakteristi¢an i za AB (imaju poviSenu razinu biljega kasnih endosoma i
lizosoma, poput LAMP1, LAMP2, CD68 i CD63) [50, 63]. PoCetna aktivacija ovih
mikroglija vjerojatno ima protektivnu, imunolosku ulogu u odgovoru na patoloske



promjene, ali njihova kroni¢na aktivnost rezultira neurotoksi¢nim u¢inkom (poticanjem
apoptoze ili fagocitiranjem neurona koji imaju promijenjenu homeostazu, ali jo§ ne
odumiru) [62-64]. Geneti¢ka inaktivacija mikroglija u mieva BALB/c NPCI”~ smanjuje
neuroloske poremecaje i produljuje Zivotni vijek miseva za 15%, Sto potvrduje znacajnu
ulogu mikroglija u patogenezi bolesti NPC [52].

1.3.4. Hiperfosforilacija proteina tau

Protein tau je mikrotubulima pridruzeni protein, s primarnom ulogom u stabilizaciji
mikrotubula, a povezuje se i s procesima anterogradnog i retrogradnog prijenosa vezikula
u aksonima [67]. Uslijed hiperfosforilacije, protein tau se odvaja od mikrotubula i
uzrokuje njihovu destabilizaciju, Sto moze potaknuti stvaranje zadebljanja aksona. Ove
promjene su u patoloskoj podlozi tauopatija, a zabiljeZzene su i u kroni¢nim oblicima
bolesti NPC s kasnom pojavom (mladenacki i odrasli oblik) [12, 67-69].

Hiperfosforilirani protein tau nakuplja se u filamente (engl. paired helical filaments,
PHFs) koji zatim formiraju neurofibrilarne snopicée (engl. neurofibrillary tangles, NFTs).
NFTs u bolesti NPC istovjetni su onima karakteristicnima za AB, ali nastaju neovisno o
amiloidnim plakovima [68, 70]. Nedostatak kolesterola u membrani neurona (uslijed
njegova nakupljanja u kasnim endosomima i lizosomima zbog nedostatka proteina NPC1)
¢ini membranu endocitickih vezikula propusnom za protein tau, §to omogucava izlazak
proteina tau u citosol, odnosno doprinosi nakupljanju toksi¢nih agregata proteina tau u
stanici [71-73]. Sirenju proteina tau doprinosi i ometanje funkcije kasnih endosoma i
retromernog kompleksa (uslijed smanjenja razine proteina RAB7, odnosno VPS35) [71].

NFTs se u pacijenata oboljelih od bolesti NPC nakupljaju najvise u hipokampusu, a manje
u kori velikog mozga. Zanimljivo, formiranje NTFs nije zabiljeZzeno u Purkinjeovim
neuronima pacijenata [68, 70], vjerojatno zbog smanjene razine proteina tau u malom
mozgu u odnosu na druge regije mozga [74]. Takoder, u mis$jim modelima bolesti NPC
ne dolazi do stvaranja NFTs, ali je poviSena razina hiperfosforiliranog proteina tau
vidljiva na endogenoj razini [27, 73].

Ispitivanjem miS§jeg modela bolesti NPC kojem nedostaju i protein NPC1 i protein tau
zabiljeZen je progresivniji sistemski fenotip (morfoloSke promjene u gradi, smanjena
masa, poremecaji u hodu) s ranijim mortalitetom (50% miseva NPCI-null/74U-null ugiba
do petog tjedna, u odnosu na jedinke NPCI-null koje Zive 10-12 tjedana). Delecija
proteina tau u stani¢nom modelu smanjuje autofagiju, stoga se smatra da je promjena u
razini fosforilacije proteina tau povezana s poremecajem funkcije razgradnje proteina u
patologiji bolesti NPC [67, 75].

Preostale neuropatoloske znacajke bolesti NPC opisane su u nastavku (u poglavlju 1.6.).



1.4. Mutacija NPC1-11061T

Iako je najve¢i dio istrazivanja bolesti NPC proveden na stani¢nim i zivotinjskim
modelima u kojima je protein NPC1 potpuno odsutan, u ljudi je takva situacija rijetkost.
Naime, vec¢ina mutacija zabiljezenih u genu NPC1 kao produkt ipak daje protein NPCl1,
ali je njegova razina, smjestaj ili funkcija promijenjena u odnosu na divlji tip proteina
[16].

Dosad je zabiljezeno vise od 500 razli¢itih mutacija u genu NPCI [1, 13, 76, 77]. Najtezi
neuroloski oblici bolesti uglavnom su povezani s nonsense ili frameshift mutacijama, kao
1 missense mutacijama u kolesterol-vezuju¢oj domeni proteina NPCI. Tre¢ina
zabiljeZenih mutacija dogada se u C-terminalnoj luminalnoj domeni bogatoj cisteinom, a
uzrokuju blazi, ali vrlo varijabilan fenotip [1, 4]. Mutacije u genu NPC2 vezane su
prvenstveno za teske klini¢ke oblike bolesti NPC [4].

NajceSca mutacija u genu NPC/ zabiljezena u ljudi (oko 20% alela) je supstitucija NPC1I-
[1061T. Ova mutacija nastaje uslijed tranzicije T31s2=>C u eksonu 21, i to u C-terminalnoj
luminalnoj domeni proteina NPC1 bogatoj cisteinom (CTD, Slika 1 A) [28, 78]. Pacijenti
homozigoti za mutaciju NPCI-11061T imaju blagi neuroloski fenotip s mladenackom
pojavom bolesti, a fenotip je klinicki i biokemijski vrlo homogen. Ova mutacija nije
pronadena u pacijenata s ranim djec¢jim oblikom bolesti NPC. Podrijetlo nositelja je
pretezno zapadno europsko [78].

Protein NPC1-11061T se sintetizira, ali se pogresno smata, zbog Cega je nestabilan i
razgraduje se u ER [28, 79, 80]. Razina proteina NPC1-11061T snizena je u odnosu na
divlji tip te uzrokuje nakupljanje neesterificiranog kolesterola u promijenjenim kasnim
endosomima 1 lizosomima fibroblasta. Pojacanom ekspresijom gena NPCI-11061T u
stanicama NPC/-null dolazi do ispravnog smjeStanja proteina NPC1-11061T u kasnim
endosomima gdje uspjesno prenosi kolesterol. Smatra se da dio proteina NPC1-11061T
ipak moze pro¢i kontrolni mehanizam UPR (od engl. unfolded protein response) u ER
(potencijalno zbog zasi¢enja ER), te da zbog ispravnog smjestaja malog udjela proteina
NPCI1-11061T dolazi do ublazavanja fenotipa. Protein NPC1-I1061T stoga se definira
kao djelomi¢no funkcionalan [28].

Jedan od mogucih tretmana ispitanih u stani¢cnom modelu NPCI-11061T su mali kemijski
Saperoni koji pospjesSuju ispravno smatanje proteina NPCI-I1061T [28, 81, 82], te
inhibitori histon deacetilaza koji doprinose sintezi ovog proteina, Sto takoder rezultira
povecanim prijenosom kolesterola iz kasnih endosoma i lizosoma [83, 84]. S obzirom da
najéesée koristeni misji modeli bolesti NPC ne sadrze protein NPC1 (BALB/c NPCI™")
ili on nije funkcionalan (knock-in NpcI?’?), Praggastis i suradnici [85] kreirali su novi
mis§ji model bolesti NPC, knock-in NPCI-11061T (na genetickoj podlozi C57BL/6) u
svrhu ispitivanja proteostatskih terapija.

Ovaj misji model rekapitulira sve dosad opisane znacajke bolesti NPC, kako u drugih
stanicnih 1 mi§jih modela [12], tako 1 u ljudi. Mutacija 11061T unesena je u misji lokus
NPCI1, a uzrokuje destabilizaciju proteina NPC1 koji zatim ne dospijeva u kasne
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endosome i lizosome. Fenotip obuhvaca progresivni gubitak Purkinjeovih neurona i
motori¢ke koordinacije, promijenjen rast, tremor u mirovanju nakon 8. tjedna, gubitak
tjelesne mase nakon 10. tjedna i skraceni zivotni vijek u odnosu na jedinke divljeg tipa.
Takoder, ovi miSevi pokazuju 1 aktivaciju astrocita, mikroglija i citokina, te nakupljanje
kolesterola 1 drugih lipida u jetri i mozgu. Medutim, fenotip je blazi, a progresija bolesti
usporena u odnosu na misji model BALB/c NPCI”". Zivotni vijek modela knock-in
NPCI-11061T je oko 18 tjedana, u odnosu na 10-12 tjedana miseva NPCI7", i to zbog
ekspresije djelomi¢no funkcionalnog proteina NPC1-11061T. U odnosnu na divlji tip
jedinki, razina proteina NPC1-11061T u jedinki knock-in je snizena unatoc¢ jednakoj razini
mRNA [85].

1.5. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) je najucestalija neurodegenerativna bolest koja zahvaca stariju
populaciju (u dobi nakon 65 godina). Procjenjuje se da u svijetu trenutno postoji vise od
55 milijuna oboljelih od AB [86]. AB jo$ uvijek je neizljeciva, a pravovremeni
dijagnosticki testovi i dalje su u razvoju.

U vise od 95% slucajeva, AB je kompleksna bolest, uzrokovana genetickim,
epigenetickim, ali 1 okoliSnim ¢imbenicima (poput kroni¢nih bolesti, prehrane, toksina,
manjka fizicke i mentalne aktivnosti). Preostali postotak otpada na rjedi, nasljedni oblik
bolesti, tzv. obiteljsku AB (engl. familial Alzheimer's disease, FAD). Obiteljska AB
uzrokovana je mutacijama u genu APP ili u genima presenilin 1 ili 2 koji kodiraju za
kataliticku podjedinicu enzima y-sekretaze. Zbog ovih mutacija dolazi do povecanog
stvaranja peptida amiloida-f 1 njegovog nakupljanja u izvanstani¢ne senilne plakove u
hipokampusu 1 kori velikog mozga, kao 1 stvaranja unutarstani¢nih NFTs, §to izaziva smrt
neurona u regijama mozga odgovornim za kogniciju i pamcenje [87]. Uzrok patologije u
kompleksnom obliku AB je smanjeno uklanjanje nakupljenih proteina, odnosno agregata,
1 to zbog poremecaja funkcije endolizosomalnog i autofagosomalnog puta [25, 88, 89].

Klini¢ki, AB karakteriziraju kognitivne promjene, gubitak intelektualne sposobnosti i
demencija [27, 90]. Zbog promjena u kvaliteti 1 trajanju zivotnog vijeka, sve je veci broj
rano dijagnosticiranih slucajeva, zbog ¢ega AB predstavlja veliki izazov u zdravstvu 1
ekonomiji drustva: predvida se da ¢e do 2050. godine u svijetu biti vise od 139 milijuna
oboljelih od AB [91]. U kompleksnom obliku AB ne postoje pouzdani geneticki biljezi
kao uzroci bolesti, ve¢ samo geneticki rizi€ni ¢imbenici, stoga su posljednjih godina
istraZivanja usmjerena prvenstveno na pronalazak rizi¢nih genskih varijanti, kao i1 ranih
biomarkera. S obzirom da patoloSke promjene mogu poceti i desecima godina prije
pojave demencije, cilj je dijagnosticirati AB u asimptomatskoj fazi bolesti ili u fazi blagog
kognitivnog poremecaja (engl. mild cognitive impairment), $to bi omogucilo uspjesnije
lijecenje [92-97].
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1.6. Bolest Niemann-Pick tipa C i Alzheimerova bolest — sli¢nosti i razlike

Bolest NPC je monogenska, pogada ve¢inom mladu populaciju, a mali mozak je patoloski
primarno pogodena regija, dok se hipokampus smatra ,,zasti¢enim®. Za razliku od bolesti
NPC, AB je kompleksna bolest koja pogada stariju populaciju, a karakteristicna
patologija (amiloidni plakovi i NFTs) prisutna je prvenstveno u hipokampusu i1 kori
velikog mozga. Ipak, ove dvije bolesti dijele velik broj zajednickih neuropatoloskih
karakteristika (ukljucujué¢i neurodegeneraciju, neuroinflamaciju i1 hiperfosforilaciju
proteina tau), kao i preklapanja u klinickoj slici (kognitivni poremecaji, demencija) [27,
98].

Zanimljivo, u AB je zabiljezena promijenjena ekspresija mRNA i proteina NPC1 [27, 99,
100], a u pacijenata s neurodegenerativnom demencijom zabiljezene su heterozigotne
mutacije u genu NPC! [101]. Krizanje transgeni¢nog misjeg modela AB (APP/PS1) s
miSevima heterozigotima za gen NPCI pokazalo je da djelomi¢no smanjenje razine
proteina NPC1 doprinosi ranijem nakupljanju peptida amiloida-p i stvaranju plakova
[102].

S pojavom AB povezan je velik broj rizi€nih gena identificiranih cijelogenomskim
studijama (engl. genome-wide association studies) [103—105]. Ve¢ina ovih gena ukazuje
na poremecaj tri procesa u AB, i to na poremecaj metabolizma kolesterola (npr.
prijenosnici kolesterola poput ApoE i ABCA7 sudjeluju u uklanjanju peptida amiloida-
B), neuroinflamaciju, tj. poremecaj imunoloSkog odgovora u mozgu (npr. fagocitni
odgovor mikroglija na stvaranje plakova), te na poremecaj funkcije endolizosomalnog
puta (gdje se odvija procesiranje proteina APP 1 prijenos peptida amiloida- kroz krvno-
mozdanu barijeru) [106]. Navedeni procesi takoder su u molekularnoj podlozi bolesti
NPC.

Neuroni dobivaju kolesterol pretezno iz astrocita, prijenosom preko apolipoproteina E
(ApoE) [4]. Najcesc¢a od tri izoforme ApoE u ljudi je ApoE €3, koja se u kontekstu
genetickog rizicnog ¢imbenika ili progresije AB 1 bolesti NPC smatra neutralnom, dok je
izoforma ApoE &2 protektivna. Izoforma ApoE €4 smanjuje neurogenezu hipokampalnih
neurona [107], kao 1 razgradnju agregata amiloida-B, te jo$ uvijek nepoznatim
mehanizmom povecava rizik za kompleksnu AB, a povezana je 1 s progresivnim oblikom
bolesti NPC s ranom pojavom [27, 108]. Ove izoforme na razli¢iti nacin reguliraju
proizvodnju 1 uklanjanje amiloida-f, §to je povezano i sa stvaranjem NFTs [27].

Normalna funkcija Ziv€anog sustava uvelike ovisi 1 o retromeru, proteinskom kompleksu
koji vrSi retrogradni prijenos proteina iz endosoma u trans-Golgijevu mrezu. Ovim
mehanizmom oslobadaju se presinapticki neurotransmiteri, regulira se gustoca
postsinaptic¢kih receptora, te se enzimi prenose do endolizosomalnog sustava. Retromer
takoder reciklira molekule iz endosoma prema plazma membrani [109]. Disfunkcija
retromera prvo je otkrivena u AB [110], a kasnije je povezana i s brojnim drugim
poremecajima, poput Parkinsonove bolesti i Downovog sindroma. U stani¢nim i
zivotinjskim modelima ovih bolesti, poviSena razina retromernih komponenti pospjesuje
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funkciju retromera, Sto ispravlja fenotip [109, 111, 112]. Poremecaj funkcije retromera
potvrden je i u stanicnim i mi$jim modelima bolesti NPC [113, 114]. Komponente
retromera (npr. protein VPS35) i retromerni receptor sorLA nakupljaju se u procesima
neurona i zadebljanjima aksona, te imaju promijenjenu raspodjelu u mozgu misjeg
modela BALB/c NPCI”- ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti NPC. SniZavanje razine
kolesterola popravlja poremecaj funkcije retromera, S§to upucuje na njegovu ulogu
dodatnog ranog ¢imbenika u patogenezi bolesti NPC [113, 114].

Poremecaj funkcije endolizosoma i autofagosoma u AB utjee na unutarstani¢no
stvaranje proteinskih agregata (amiloida-f 1 proteina tau), te na njihovo lucenje u
izvanstanicni prostor [25]. Poveéano stvaranje peptida amiloida-3 te smanjeno uklanjanje
peptida amiloida-B4> 1 dalje se smatraju glavnim uzro¢nicima AB, kao i glavhom
terapijskom metom. Peptidi amiloid-f nastaju cijepanjem proteina APP enzimom BACE1
1 enzimskim kompleksom y-sekretaza (detaljnije opisano u nastavku, u poglavlju 1.8.)
[106]. Upravo je ovaj proces jo$ jedna od zajedniCkih znacajki AB i bolesti NPC
(cijepanje proteina APP u bolesti NPC opisano je u nastavku, u poglavlju 1.12.) [115].

1.7. Enzim BACE1

Enzim BACEI1 (od engl. S-site APP cleaving enzyme I) je membranska aspartil proteaza
eksprimirana u svim tkivima, ali predominantno u mozgu, gdje je 1 najaktivnija [116].
NajviSa zabiljezena razina mRNA je u guSteraci, medutim, aktivnost enzima BACE1 u
ovom organu je vrlo niska [88, 117]. U mozgu, mRNA je primarno eksprimirana u
neuronima malog mozga, kore velikog mozga i1 hipokampusa [118, 119], 1 to posebno u
prva dva tjedna postnatalnog razvoja nakon ¢ega naglo pada [120]. U stanici, enzim
BACEI najzastupljeniji je u endosomima 1 GA (gdje postize optimalnu aktivnost pri pH
5,5)[116, 121], a manje 1 u ER te lizosomima [88].

Ekspresija enzima BACE]1 utvrdena je 1 u astrocitima in vitro, u aktivnim astrocitima u
uvjetima kroni¢ne neuroinflamacije in vivo [122, 123], te u blizini amiloidnih plakova u
odraslih jedinki transgenicnog misjeg modela AB (Tg2576) [124]. Ekspresija enzima
BACEI nije utvrdena u mirujuc¢im astrocitima [123] niti u aktivnim mikroglijama [122].

Unato¢ homologiji s enzimom BACE2 (koji prevladava u perifernim tkivima), utvrdeno
je da je enzim BACEI glavna B-sekretaza koja cijepa protein APP in vivo, 1 to u
neuronima [125, 126]. Enzim BACE2 takoder moze cijepati APP, ovisno o vrsti stanica
1z kojih potjece. Na primjer, enzim BACE?2 iz astrocita cijepa APP in vitro, ali tako nastali
odsjecci amiloida-f nisu pronadeni u amiloidnim plakovima [88, 125]. MiSevi knock-out
BACE?2 nemaju fizioloski i anatomski fenotip. IstraZivanje miSeva koji su dvostruki
knock-out za gene BACEI 1 BACE?2 ukazalo je na snazan fenotip i zna¢ajno smanjenu
stopu prezivljenja. Ipak, 40% dvostrukih knock-out miSeva prezivljava vise od 1,5 godinu
[125].
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1.8. Amiloidogeni put cijepanja proteina APP

Gen za protein APP smjesten je na kromosomu 21 te je najvise eksprimiran u neuronima
kore velikog mozga i hipokampusa. U istrazivanjima in vitro, zabiljeZena je ekspresija
proteina APP i u mikroglijama i astrocitima, ali nije potvrdena in vivo. Unutar neurona,
protein APP lokaliziran je u vezikulama u somi, dendritima i aksonima, odakle sazrijeva
kroz endolizosomalni put i dospijeva na plazma membranu [127].

Protein APP ima vaznu fizioloSku ulogu tijekom razvoja, ali i u zrelom mozgu: djeluje
kao regulator transkripcije, povrSinski receptor ili ligand, a ukljucen je 1 u procese
plasti¢nosti neurona i sinapsi, pamcenje i neuroprotekciju [127]. Mutacije u genu APP
uzrokuju mali broj sluc¢ajeva obiteljskog oblika AB, ali razumijevanje uloge ovog proteina
vazno je i zbog patologije Downovog sindroma, odnosno trisomije kromosoma 21 [108].

U fizioloski zdravoj stanici, protein APP smjesSten je na plazma membrani gdje se cijepa
neamiloidogenim putom pomocu o-sekretaze (Slika 4 A), pri ¢emu nastaje topivi
odsjecak proteina APP (engl. soluble APPa, sAPPa) i C-terminalni odsjecak a (engl. C-
terminal fragment o, CTFa ili C83) [88, 127]. Fizioloska uloga odsjecka CTFa nije
poznata, a odsjecak sAPPa ima protektivnhu ulogu u uéenju i paméenju, dugotrajnoj
potencijaciji (engl. long-term potentiation, LTP) te ispravnom grananju dendrita, a
doprinosi i neurogenezi, smanjenom stvaranju plakova te smanjenoj fosforilaciji proteina
tau [127]. Daljnjim cijepanjem odsjecka CTFa y-sekretazom, nastaju odsjecci AICD
(engl. APP intracellular domain) 1 p3 [88, 127]. FizioloSka uloga odsjecka p3 nije
poznata, ali dosad nisu zabiljeZeni njegovi patoloski u€inci. Ni uloga odsjecka AICD jo$
nije u potpunosti ispitana, ali mogao bi sudjelovati u regulaciji transkripcije u jezgri, kao
1 uzrokovati fosforilaciju proteina tau [127].

Enzim BACEI] aktiviraju ,,stresne* promjene u organizmu, poput oksidacijskog stresa,
promjena u homeostazi, upale, hipoksije i1 ishemije [128]. U AB, ali i u bolesti NPC,
dolazi do zadrZavanja proteina APP u vezikulama niskog pH (rani i reciklirajuci
endosomi) gdje se cijepa amiloidogenim putom pomocu B-sekretaze, odnosno enzima
BACEI (Slika 4 B). Pritom prvo nastaje topivi odsjecak proteina APP (sAPPJ; funkcija
nije istrazena) 1 C-terminalni odsjecak B (CTFp ili C99), a njegovim daljnjim cijepanjem
y-sekretazom, nastaje peptid amiloid-f te odsjeCak AICD [88, 127]. Cijepanje v-
sekretazom je heterogeno, pa nastali odsjecci peptida amiloida-B mogu biti razlicite
duljine (od 38 do 46 aminokiselina). Odsjecak amiloid-B4> je najviSe neurotoksican zbog
svojeg svojstva agregiranja u amiloidne plakove [88, 108], a njegovo povecano nastajanje
moze biti uzrokovano povisenom razinom kolesterola u membranama [129].
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Slika 4. Shematski prikaz cijepanja proteina APP (ne)amiloidogenim putom. A Neamiliodogeni put
cijepanja proteina APP pomocu a-sekretaze i y-sekretaze. B Amiliodogeni put cijepanja proteina APP
pomocu B-sekretaze (enzim BACEL) i y-sekretaze. Preuzeto i prilagodeno prema izvoru [108].

Inhibicija y-sekretaze, koja neposredno stvara toksi¢ni peptid amiloid-f iz odsjecka
CTFB, ne ublazava fenotipske promjene u sinapsama i paméenju u misjem modelu
demencije s amiloidnom patologijom [130]. Novija istrazivanja pokazuju da vec i
odsjecak CTFf doprinosi patologiji AB, tako Sto remeti sinapti¢ku funkciju, LTP, funkciju
lizosoma 1 autofagije, te uzrokuje neurodegeneraciju i neuroinflamaciju [127, 131].
PoviSena razina odsjecka CTFp aktivira RABS u endosomima, ¢ime poti¢e endocitozu i
fuziju endosoma, remeti aksonalni prijenos endosoma, te doprinosi odumiranju neurona
[132—-134]. U ljudskom stanicnom modelu AB (iPSC), razina proteina tau regulirana je
poviSenom razinom odsjecka CTFp [135].

U mis$jim modelima bolesti NPC, kao i u ve¢ine pacijenata oboljelih od bolesti NPC, ne
dolazi do stvaranja amiloidnih plakova u mozgu, vjerojatno zbog brze progresije bolesti
1 ¢injenice da se bolest NPC najcesce javlja u djece, za razliku od AB. Medutim, amiloid-
B se nakuplja 1 agregira unutar stanice, u vezikulama bogatima kolesterolom [27, 136]. U
pacijenata oboljelih od bolesti NPC, uslijed amiloidogenog cijepanja proteina APP,
zabiljezena je poviSena razina peptida amiloida-f42 u cerebrospinalnoj tekucini,
hipokampusu i1 frontalnom korteksu, dok je u malom mozgu zabiljeZena poviSena razina
C-terminalnih odsjecaka proteina APP (APP CTFs) [99, 137]. Uzrok izostanka amiloidnih
plakova vjerojatno je nedostatak ¢imbenika starenja u ovoj progresivnoj bolesti. Samo u
malom broju pacijenata, koji su homozigoti za ApoE &4, prisutni su difuzni plakovi [27,
138]. U vecine pacijenata oboljelih od bolesti NPC pronadene su i nakupine a-sinukleina
te Lewyjeva tjeleSca, znaCajke karakteristicne za Parkinsonovu bolest, odnosno
demenciju s Lewyjevim tjeleScima [139], Sto dodatno ukazuje na zajedni¢ke mehanizme
u podlozi brojnih neurodegenerativnih bolesti 1 LSDs [140-143].

Prije formiranja amiloidnih plakova u mozgu, enzim BACE] nakuplja se u kasnim
endosomima unutar presinaptickih distrofi¢nih neurita [144]. Peptidi amiloid-f nastali
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amiloidogenim cijepanjem proteina APP prvo se nakupljaju unutar neurona [145], a zatim
u izvanstani¢ne amiloidne plakove koji uzrokuju karakteristi¢nu patologiju AB [146].
Povecéana aktivnost enzima BACEI i povecana razina peptida amiloida- doprinose
disfunkciji sinapsi i neurodegeneraciji aksona [25, 147] te nakupljanju prekursora
lizosomalnih vezikula u zadebljanjima aksona (engl. axonal swellings), ¢ime sprjeCavaju
njihovo sazrijevanje i retrogradni prijenos [146]. U normalnim uvjetima, enzim BACE1
razgraduje se u lizosomima u somi (gdje dospijeva autofagijom), a protein APP prolazi
kroz endolizosomalni put uz pomo¢ retromernog receptora sorLA. Stoga poremecaji
funkcije retrogradnog prijenosa, endolizosomalnog puta i autofagije u bolesti NPC i AB
dodatno doprinose povecanoj razini 1 nakupljanju peptida amiloida-f te
sinaptotoksic¢nosti [25, 147—-149]. Takoder, u mi$jim modelima AB, plakovi nastali
nakupljanjem peptida amiloida-f4 izazivaju porast razine enzima BACE] i tako uzrokuju
dodatno stvaranje amiloida-f [144, 150, 151].

Enzim BACE]1 pokazao se kao potencijalna terapijska meta kada je otkriveno da odredene
mutacije u proteinu APP utjecu na njegovu ucinkovitost cijepanja amiloidogenim putom,
Sto je kljuéni korak u patogenezi AB [88]. Mutacija APP-K670N/M671L, tzv. Svedska
mutacija (koja je uzro¢nik obiteljskog oblika AB), ¢ini protein APP podlozniji cijepanju
enzimom BACE]1 [152, 153]. Suprotno, mutacija APP-A673T, tzv. islandska mutacija,
ima za$titni u¢inak jer protein APP ¢ini manje podloznim cijepanju enzimom BACEL, t;.
u ljudi koji su nositelji ove mutacije zabiljeZena je 1 do 40% niZa razina amiloida-f [108,
154]. Zanimljivo, druga mutacija na istoj poziciji, APP-A673V, povezana je s obiteljskim
oblikom AB kao i Svedska mutacija [153, 155].

1.9. Supstrati enzima BACE1

Novija istrazivanja enzima BACEI 1 njegovih supstrata pokazala su da je afinitet
cijepanja proteina APP enzimom BACE] u fizioloski zdravoj stanici vrlo nizak. Takoder,
otkriven je i niz drugih supstrata (Slika 5), ¢iji je afinitet cijepanja enzimom BACEI puno
visi. Neki od njih, npr. proteini iz obitelji Seizure 6, su gotovo iskljuc¢ivi supstrati enzima
BACEI1 [156, 157]. Takoder, s obzirom da razina enzima BACE1 pada u kasnijoj fazi
Zivota, neki od supstrata tada se cijepaju alternativnim enzimima. Za mnoge od supstrata
enzima BACEI jo§ uvijek nije poznata njihova funkcija, kao ni koja od njihovih formi
ima ulogu u stani¢nim procesima, cjeloviti proteini ili N-terminalne topive forme koje
nastaju nakon cijepanja [156].

Tocna uloga 1 molekularni mehanizmi djelovanja jo$ nisu razjasnjeni ni za obitelj proteina
Seizure 6 (engl. Seizure 6, SEZ6, 1 Seizure 6-like, SEZ6L). Geni za ove proteine dosad su
identificirani kao potencijalni rizicni ¢cimbenici za neuroloske i psihijatrijske poremecaje
(autizam, shizofreniju, epilepsiju, bipolarni poremecaj), ali i rak [157-159]. U miSeva
knock-out SEZ6(L) pokazano je da proteini SEZ6 1 SEZ6L reguliraju broj 1 plasti¢nost
sinapsi te morfologiju dendrita (uravnotezenu elongaciju i grananje), a u malom mozgu i
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umrezavanje neurona. Gubitak ovih proteina rezultira pogorSanjem kognicije, pamcenja
i motorickih funkcija [156, 158—163].

Transmembranski proteini SEZ6 1 SEZ6L lokalizirani su u vezikulama u somi i
dendritima neurona [160], dakle nemaju potpunu kolokalizaciju s enzimom BACE]1 (koji
je primarno smjeSten u aksonima) [164]. Na temelju strukture, pretpostavlja se da imaju
ulogu receptora ili liganda, ali im interakcijski partneri jo§ nisu identificirani [164].
Eksprimirani suu mozgu, i tijekom razvoja i u zreloj dobi, ali je razina promjenjiva ovisno
o dobi i regiji mozga [159, 165].

cijepanje cijepanje
enzimom BACE1 enzimima ADAM
visoki afinitet niski afinitet
—» SEZ6L
—» SEZ6
APLP1
CACHD1
GLG1
L1CAM
LRRN1
PLXDC2
NTM
CHL1
PAM
EXTL2
PCDHGA11
APLP2
ST3GAL1
LPHN1
NLGN4
SEMAGD
LAMP1
NRXN1
PCDH20
LPHN3
LPHN2
ATP1B1
DNER
IFNAR2
NLGN2
SE261.2
LRFN2
CX3CL1
CNTN2
—» APP
NLGN1
niski afinitet TMEM132A visoki afinitet

Slika 5. Supstrati enzima BACEIL. Afinitet cijepanja supstrata enzimom BACEI! ispitan je u kulturi
embrionalnih primarnih neurona miseva knock-out BACEI 1 miSeva divljeg tipa, a suprotan je afinitetu
cijepanja a-sekretazom (ADAM). Preuzeto i prilagodeno prema izvoru [153].
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1.10. Misji modeli BACE1

Brojna ranija istrazivanja zivotinjskih modela s delecijom ili inhibicijom enzima BACEI
nisu zabiljezila nuspojave, Sto je povecéalo interes za farmakolosko ciljanje enzima
BACEI. Nekoliko istrazivackih grupa kreiralo je razliCite linije miSeva knock-out BACE
te je isprva pokazano da se ove jedinke, u odnosu na divlji tip miSeva, normalno razvijaju,
da su zdrave, plodne i vijabilne. Takoder, imaju normalnu morfolosku, anatomsku,
histolosku i fizioloSku sliku te ne pokazuju znacajne promjene u ponasanju. U mozgu
ovih miSeva, kao ni u njihovim primarnim neuronima in vitro, nije zabiljeZena aktivnost
[-sekretaze, odnosno nisu utvrdeni peptidi amiloid-f niti odsje¢ci APP CTFB [117, 118].
Krizanjem miseva knock-out BACE1 (B-KO) s mi$jim modelom obiteljske AB (5xFAD)
sprijeCeno je stvaranje amiloida-f, gubitak neurona u kori velikog mozga, te je
popravljeno pamcenje miseva [166].

Medutim, novija istrazivanja pokazuju da misevi B-KO imaju slozen fenotip [167]:
zabiljezen je povecan mortalitet (opcenito, ali i prije odbijanja od majke, dakle u dobi do
30 dana) i smanjena tjelesna masa u odnosu na jedinke divljeg tipa [125, 167]. Takoder,
zabiljeZena je hiperaktivnost i povecana razina kretanja, fenotip povezan sa shizofrenijom
1 epilepsijom, promijenjena struktura i funkcija sinapsi te smanjena mijelinacija [120,
125, 162, 168]. Uocene su i promjene u neurogenezi i astrogenezi, jer enzim BACEI
regulira ove procese u sklopu signalnog puta Jagl-Notch [131, 156, 169, 170].

Delecija gena BACE nakon ranih stadija razvoja (kao model inhibicije enzima BACE1
u pacijenata s AB) potpuno uklanja nakupljanje peptida amiloida-f3, smanjuje aktivaciju
glija stanica 1 distrofiju neurita te popravlja sinapti¢ku funkciju u mi§jem modelu AB
(5xFAD). Ipak, enzim BACEI se u ovom modelu pokazao kao neophodan za optimalan
LTP [131]. Novo istrazivanje pokazalo je da je moguce spasiti ovakav sinapticki fenotip
primjenom modulatora za metabotropni glutamatni receptor 1 uz inhibiciju enzima
BACEI1 [171].

MiSevi heterozigoti za gen BACEI nemaju patoloski fenotip, Sto je potaklo ispitivanja
smanjenja razine enzima BACE1 za 50%. Delecija jednog alela gena BACE! znacajno
smanjuje razinu amiloida-B42, plakova 1 pocijepanih odsjecaka proteina APP u Zenki
misjeg modela AB (5xFAD) [172], a u mi§jem modelu Downovog sindroma smanjuje
razinu odsjeCaka APP CTFp te povoljno djeluje na poremecaj funkcije endosoma i
kolinergickih neurona [132].
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1.11. Uloga enzima BACE1

Kako uloga enzima BACE] jo$ nije u potpunosti razjasnjena, zbog visoke ekspresije
tijekom prenatalnog i ranog postnatalnog razvoja, te na temelju funkcije supstrata koje
cijepa, zaklju€eno je da je enzim BACEI ukljuc¢en u vaZzne neuroloske procese, poput
grananja 1 razvoja dendrita, mijelinacije te plasti¢nosti i podrazljivosti sinapsi [120, 173].
U mi§jem modelu AB (APP/PS1) pokazano je da farmakoloska inhibicija enzima BACE1
djelomic¢no usporava rast ve¢ postojecih plakova, ali i da moze zaustaviti nakupljanje
peptida amiloida-f u nove plakove [92]. Primjena ovakvog tretmana u ranoj fazi bolesti
mogla bi odgoditi progresiju AB. Medutim, klinicka inhibicija enzima BACE1 u
simptomatskoj fazi AB, iako pretezno ima blage nuspojave, nema povoljan ucinak na
ublazavanje kognitivnog poremecaja u pacijenata s blagim do umjerenim fenotipom AB
[167]. Razlog tome vjerojatno je primjena ovih inhibitora u ve¢ dijagnosticiranih
pacijenata, odnosno u patoloski (pre)kasnoj fazi bolesti. Takoder, doza inhibitora je
znacajna: u pojedinim klinickim ispitivanjima, naglo snizavanje aktivnosti enzima
BACE]1 uzrokovalo je pogorSanje simptoma, vjerojatno zbog djelovanja na sinapse i
druge supstrate osim proteina APP [128, 174].

Zbog brojnih supstrata enzima BACE]1 te implikacije u ranije spomenutim neuroloskim
procesima, postavlja se pitanje dugoro¢nih ucinaka modulacije razine i aktivnosti ovog
enzima, te u kojim je fazama razvoja neuroloskog sustava klju¢an [88]. Takoder,
odsutnost enzima BACEI kroz cijeli razvoj i Zivotni vijek moze rezultirati razvojem
kompenzacijskih mehanizama s fenotipskom slikom drugacijom u odnosu na modele
farmakoloske inhibicije. Sve viSe istrazivanja ukazuje na negativne posljedice potpune
inaktivacije enzima BACEl, ali djelomi¢na inhibicija 1 dalje se smatra
neuroprotektivnom u pacijenata oboljelih od AB. Enzim BACEI stoga je i dalje
potencijalna meta za razvoj terapija [128, 155, 163, 173, 175, 176], s fokusom na
utvrdivanje optimalne razine modulacije enzima BACEI koja bi imala protektivan u¢inak
na progresiju AB, a ne bi uzrokovala poremecaj funkcije ostalih supstrata enzima BACE].
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1.12. Dosadasnja istraZivanja u Laboratoriju za istraZivanje neurodegenerativnih
bolesti: Uloga enzima BACE1 u patogenezi bolesti Niemann-Pick tipa C

Bolest NPC pokazala se kao odlican model za ispitivanje homeostaze lipida 1 utjecaja
nakupljanja kolesterola na procesiranje proteina APP i stvaranje amiloida-f. U stani¢nom
modelu bolesti NPC (CHO NPCI-null) potvrdeno je nakupljanje kolesterola uslijed
gubitka funkcije proteina NPC1, sto dovodi do promijenjene lokalizacije proteina APP:
razina ekspresije na povrsini stanice je smanjena, a povecana je u endosomima [177], 1 to
u lipidnim splavima [178]. Takoder, protein APP se u takvim uvjetima povecano cijepa
enzimom BACE]. Smanjenje razine nakupljenog kolesterola, odnosno nadomjestanje
proteina NPC1, popravlja lokalizaciju proteina APP i znacajno snizava razinu odsjecaka
APP CTEFP te nakupljanje unutarstanicnog amiloida-f [177]. Daljnjom analizom ovog
mehanizma utvrdeno je da nakupljanje kolesterola u stani¢nom modelu bolesti NPC
dovodi do zadrzavanja proteina APP i enzima BACE1 u poveanim endosomalnim
vezikulama §to izravno doprinosi povecanom cijepanju proteina APP amiloidogenim
putom [177]. Isti fenotip utvrden je i uslijed povecanja razine kolesterola ili inhibicijom
proteina NPC1 (tretmanom reagensom U18666A) u stanicama divljeg tipa [99]. Time je
potvrden utjecaj povecane razine i nakupljanja kolesterola na funkciju ranih i kasnih
endosoma, lizosoma te recikliraju¢ih endosoma, ¢iji je poremecaj u podlozi bolesti NPC
[99], ali i kompleksne AB [179, 180].

Cijepanje proteina APP, SEZ6 1 SEZ6L (supstrata enzima BACEL1) ispitano je in vivo, u
mozgu miseva BALB/c NPCI™, u zavr$noj fazi bolesti (u dobi od 10 tjedana), kao i u
asimptomatskoj fazi bolesti (u dobi od cetiri tjedna) [181]. Povecano cijepanje svih
ispitanih supstrata zabiljezeno je u malom mozgu, kori velikog mozga 1 hipokampusu
miseva NPCI”" u odnosu na miSeve divljeg tipa. Ekspresija proteina APP i SEZ6L
zabiljeZena je u Purkinjeovim neuronima, a izgubljena je uslijed odumiranja Purkinjeovih
neurona mi$eva NPCI”" u dobi od 10 tjedana. U primarnim kortikalnim neuronima
miseva NPCI”" in vitro, utvrdeno je nakupljanje enzima BACEI te supstrata SEZ6 i
SEZ6L u povecanim endolizosomalnim vezikulama, ¢ime je potvrdeno da poremecaj
funkcije endolizosomalnog puta doprinosi povec¢anom cijepanju enzimom BACEIl u
ovom modelu bolesti NPC [181]. Daljnjim ispitivanjem kortiko-hipokampalnih
organotipskih rezova mozgova miseva NPCI”" ex vivo, utvrdeno je poveéano cijepanje
supstrata SEZ6 1 SEZ6L enzimom BACE!l uslijed njihovog nakupljanja u ranim
endosomima [182]. Farmakoloska inhibicija enzima BACEL1 in vitro 1 ex vivo imala je
djelomi¢no povoljan ucinak na neuropatoloske znacajke ovog modela, i to na smanjeno
nakupljanje supstrata enzima BACE]1 u procesima neurona, smanjeno nakupljanje ranih
endosoma i lizosoma, te nizu aktivaciju astrocita i mikroglija [182]. Istrazivanje
provedeno u sklopu ovog doktorskog rada predstavlja nastavak ispitivanja uloge enzima
BACEI] u patogenezi bolesti NPC, u mi§jem modelu bolesti NPC in vivo.
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2. CILJEVI | HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Cilj ovog doktorskog rada bio je kreirati novi misji model bolesti NPC s deletiranim
genom BACE] kako bi se ispitao u¢inak genetickog moduliranja, odnosno smanjenja
razine enzima BACE1 na patogenezu bolesti NPC in vivo. Pritom je koriSten knock-in
misji model bolesti NPC koji nosi najces¢u mutaciju u ljudi, NPCI-11061T.

Specificni ciljevi ovog doktorskog rada bili su:

1. Validirati misji model knock-in NPCI-11061T, odnosno ispitati neuropatoloske
znacCajke bolesti NPC (neurodegeneraciju, nakupljanje kolesterola, poremecaj
endolizosomalnog puta, neuroinflamaciju i hiperfosforilaciju proteina tau) u
ovom modelu;

2. Krizanjem linije miSeva NPCI-I1061T (B6.129-NpcI™!P5%/]) i linije miSeva
BACEI (B6.129-Bacel™!*V/]) kreirati novi misji model knock-in NPCI-11061T
s deletiranim jednim ili oba alela gena BACE,;

3. Karakterizirati neuropatoloske znacajke miSeva knock-in NPCI-11061T s
deletiranim jednim ili oba alela gena BACE!I (neurodegeneraciju, poremecaj
endolizosomalnog puta, neuroinflamaciju i hiperfosforilaciju proteina tau) u
odnosu na miseve knock-in NPC1-11061T i miSeve divljeg tipa, kako bi se ispitala
uloga enzima BACEI u patogenezi bolesti NPC.

Hipoteza ovog doktorskog rada je da povecano cijepanje enzimom BACE1 doprinosi
patogenezi bolesti NPC, te da ¢e geneticko smanjenje razine proteina BACE1 imati
povoljan ucinak na neuropatoloske znacajke bolesti NPC u misjem modelu knock-in
NPCI-11061T. Delecija jednog ili oba alela gena BACE! usporit ¢e neurodegeneraciju,
smanjiti poremecaj endolizosomalnog puta, neuroinflamaciju i hipefosforilaciju proteina
tau, te na taj nain usporiti progresiju bolesti NPC, odnosno doprinijeti produljenju
zivotnog vijeka miseva knock-in NPCI-11061T.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MiSji modeli i uzgoj

U ovom doktorskom radu koriStena su dva soja miSeva, soj NPCI-11061T B6.129-
NpcI™P/] (soj broj 027704) i soj BACEI B6.129-Bacel™!"*¥/J (soj broj 004714;
nabavljeni od The Jackson Laboratory, SAD). Sva istrazivanja odobrena su od strane
Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske (klasa UP/I-322-01/15-01/42 1 klasa
UP/1-322-01/17-01/15) te Bioetickog povjerenstva Instituta Ruder BoSkovi¢ (IRB).
Uzgoj miseva i svi pokusi napravljeni u sklopu ovog istrazivanja u skladu su s vaze¢im
Zakonom o zastiti zivotinja (NN 102/2017, 32/2019) i Pravilnikom o zastiti zivotinja koje
se koriste u znanstvene svrhe (NN 39/2017, 116/2019). Doktorandica je osposobljena za
rad s laboratorijskim Zivotinjama (Program osposobljavanja osoba koje rade s pokusnim
Zivotinjama 1 Zzivotinjama za proizvodnju bioloSkih pripravaka, ekvivalent tecaja
FELASA 80 satil, Potvrda o osposobljenosti: 208.3-18, HR 191/02/P, Prirodoslovno-
matematicki fakultet, Zagreb).

MiSevi su uzgajani u Pogonu laboratorijskih Zivotinja (PLZ) IRB-a s ciklusom od 12 h
svjetla/12 h tame, a temperatura prostorije odrZzavana je pri 22 °C uz 60% vlage. MiSevi
su imali neogranicen pristup vodi i standardiziranoj hrani (4RF21 peleti 12 mm;
Mucedola, Italija). Linije miSeva NPCI-11061T i BACE1 odrzavane su zasebno, parenjem
heterozigotnih parova (jer su za nastavak pokusa bili potrebni heterozigoti oba soja, te
zato §to su 1 muzjaci i zenke genotipa knock-in NPCI-11061T sterilni) [183, 184].

3.2. Uspostava mijeSane linije

Nova mijeSana linija, odnosno linija s dvostrukim genotipom, kreirana je na nacin da su
prvo krizane jedinke heterozigoti za gen NPCI-11061T s jedinkama heterozigotima za
gen BACE] kako bi se dobile jedinke heterozigotne za oba gena. Dvostruki heterozigoti
(N-HET B-HET) dalje su medusobno pareni za odrZavanje nove mijeSane linije 1 za
dobivanje jedinki potrebnih za ovo istraZivanje. KoriStene su:

— kontrolne jedinke divljeg tipa za oba gena (N-WT B-WT),

— jedinke knock-in NPCI-11061T i divlji tip za gen BACEI (N-KI B-WT),

— jedinke knock-in NPCI-11061T i heterozigoti za gen BACE1 (N-KI B-HET),

— jedinke knock-in NPCI-11061T i knock-out BACE1 (N-KI B-KO),

— te dodatne kontrole, jedinke divljeg tipa za gen NPC1 1 heterozigoti za gen BACE]
(N-WT B-HET), i

— jedinke divljeg tipa za gen NPCI 1 knock-out BACEI (N-WT B-KO).

! Kategorija B, tj. ekvivalent te¢aja FELASA C prema staroj klasifikaciji.
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Jedinke genotipova N-HET B-WT i N-HET B-KO nisu ispitivane u ovom doktorskom
radu.

3.3. Genotipizacija miSeva

Uoci Cetiri tjedna starosti, miSevi su odbijeni od majke, razdvojeni u kaveze prema spolu,
oznaceni busenjem uske te im je odrezan vrsak repa. Iz prikupljenog tkiva repa izolirana
je DNA. U mikrotubice (Sarstedt, Njemacka) s tkivom repa dodano je 100 uL 50 mM
NaOH u mqH:0. Kratkom vrtnjom u centrifugi (Eppendorf Centrifuge 5424, Eppendorf,
Njemacka) repovi su potopljeni u pufer. Mikrotubice su zatim inkubirane u termobloku
(neoLab Migge GmbH, Njemacka) pri 95 °C tijekom 15 min tri puta, izmedu ¢ega su
mikrotubice promijesane koristec¢i vortex mijesalicu (neoLab Migge GmbH, Njemacka)
te ponovno kratko centrifugirane kako bi tkivo bilo potopljeno. Nakon trec¢e inkubacije
na termobloku, u otopinu je dodano 10 pL pufera 1,5 M Tris pH 8.8 te su mikrotubice
promijeSane na vortex mijeSalici. Nakon centrifugiranja na najvecoj brzini (16000xg;
Eppendorf Centrifuge 5408R, Eppendorf, Njemacka) tijekom 5 min pri 4 °C, supernatant
je prebacen u novu mikrotubicu. Koncentracija DNA izmjerena je pomocu
spektofotometra (NanoPhotometer, Implemen GmbH, Njemacka). Uzorci DNA su za
koristenje u reakcijskoj smjesi lanCane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain
reaction, PCR) razrijedeni do finalne koncentracije 10 ng/puL u mqH»O.

Genotipizacija je napravljena prema nize opisanim protokolima prilagodenima prema
preporuci The Jackson Laboratory (protokol 28838 za gen NPC1 1 protokol 22631/24214
za gen BACE]). 1zolirana DNA umnoZena je metodom PCR pomocu uredaja Applied
Biosystems Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, SAD). KoriStene pocetnice
navedene su u Tablici 1. Reakcijske smjese pripremljene su prema sastavu u Tablici 2, a
uvjeti reakcije PCR navedeni su u Tablici 3.

Produkt reakcije PCR (20 pL) nanesen je u jazice 2,5%-tnog agaroznog (Sigma-Aldrich,
SAD) gela pripremljenog u puferu 1XxTAE (40 mM Tris baza u redestiliranoj vodi, 20 mM
ledena octena kiselina, | mM EDTA pH 8,0). U gel je dodana boja za nukleinske kiseline
Gel Red (1:20000; Biotium, SAD). Horizontalna elektroforeza (BioRad, SAD) tekla je u
puferu 1XTAE pod stalnim naponom od 90 V tijekom 55 min. UmnoZena DNA
vizualizirana je koriste¢i uredaj UVITEC (Alliance 4.7, UVITEC, UK). Ocekivani
produkti reakcije PCR zabiljeZeni su na veli¢inama 146 parova baza (alel divljeg tipa) i
210 parova baza (alel knock-in) za gen NPC1, odnosno na veli¢inama 272 para baza (alel
divljeg tipa) 1 157 parova baza (alel knock-out) za gen BACE].
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Tablica 1. Pocetnice koriStene za genotipizaciju miseva linije NPCI-11061T i linije

BACEL.
gen pocetnica
NPC1 24238
24239
BACE1 0IMR3169
0IMR3170
0IMR8162

sekvenca 5'—3'
TCAGCCCTCTCTTACTTG GTG
CTG CTG TGT GCT AGG AATCACT
AGG CAG CTT TGT GGA GAT GGT G
CGG GAAATG GAAAGGCTACTCC
TGG ATG TGG AAT GTG TGC GAG

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za PCR.

reagensi gen NPC1

mgH20 10,3 ul

5xreakcijski pufer 4 ul

5X Green GoTaq Reaction Buffer (Promega, SAD)

2,5mM dNTP 1,6 ul

Deoxynucleotide Solution Set (New England BioLabs, UK)

20 UM pocetnica 24238 1l

20 uM pocetnica 24239 1l

20 uM pocetnica 0IMR3169 /

20 uM pocetnica 0IMR3170 /

20 uM pocetnica 0lIMR8162 /

5 U/uL. DNA polimeraza 0,1 pul

GoTaq DNA Polymerase (Promega, SAD)

10 ng/uL DNA 2 ul
Tablica 3. Uvjeti reakcije PCR za genotipizaciju miSeva.

korak temperatura (°C) | vrijeme  broj ciklusa

pocetna denaturacija = 94 3 min -

denaturacija 94 30s

vezanje pocetnica 63 30s 35x%

elongacija 72 30s

zavrsna elongacija 72 2 min -

hladenje 10 o0 -
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3.4. Prikupljanje tkiva mozga

Nakon odredivanja genotipa, jedinke od interesa uzgajane su do dobi od cetiri, 9 ili 15
tjedana starosti (ove vremenske tocke predstavljaju asimptomatsku, simptomatsku i
zavrsnu fazu bolesti NPC u mi§jem modelu knock-in NPCI-11061T) [85]. Nakon
odbijanja od majke pa do dana zrtvovanja, jedinkama je jednom tjedno mjerena tjelesna
masa. Po navrSavanju zeljene dobi, jedinke su usmréene cervikalnom dislokacijom.

Izolacija mozga odvijala se na hladnoj podlozi. Velikim Skarama je odstranjena glava, a
zatim manjim Skarama razrezana dlaka i1 koza glave. Lubanja je otvorena pomocu
lateralnih rezova kroz foramen magnum, uz zigmaticne kosti prema njusci. Odrezani dio
lubanje je odignut te je pomocu zakrivljene pincete mozak izvaden na komad aluminijske
folije. Koriste¢i Spatule, razdvojene su lijeva i desna polutka mozga (mali mozak je
presjecen po pola). Lijeva polutka je uronjena u tubu (Sarstedt, Njemacka) sa svjeze
pripremljenim 4%-tnim paraformaldehiom (Sigma-Aldrich, SAD) u puferu 1xPBS (137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPOs, 1,8 mM KH>POj4). Desna polutka je disecirana
na mali mozak, koru velikog mozga te hipokampus. Prikupljen je i uzorak vrska repa (za
potrebe ponavljanja genotipizacije). Navedeni dijelovi tkiva prikupljeni su u zasebne
mikrotubice 1 brzo smrznuti uranjanjem u tekuci dusik, a zatim pohranjeni pri -80 °C
(zamrziva¢ Ultra-Low Vip Series MDF-433V, Sanyo, Japan) do daljnje obrade.

3.5. Priprema kriorezova mozgova

Nakon 24 h u 4%-tnoj otopini paraformaldehida, polutke su prebacene u 15%-tnu otopinu
saharoze u puferu 1xPBS 1 ostavljene preko no¢i, a onda u 30%-tnu otopinu saharoze u
puferu 1xPBS i ostavljene preko noc¢i. Polutke su zatim zamrznute: u kalup za uklapanje
(Peel-A-Way Embedding Mold, Polysciences, SAD) na nekoliko kapi medija za
uklapanje (Shandon M-1 Embedding Matrix, Thermo Scientific, SAD) postavljena je
polutka mozga (orijentirana sagitalnim prerezom prema dolje) te je kalup dopunjen
medijem za uklapanje tako da tkivo bude potpuno prekriveno. Kalup je uronjen u limenku
s izopentanom (VWR Chemicals, SAD) ohladenim na suhom ledu. Nakon §to se medij
za uklapanje smrznuo, cijeli kalup je potpuno potopljen u izopentan na dodatnih Sest
minuta. Kalup s tkivom je zatim pohranjen pri -80 °C do daljnje obrade.

Kriorezovi debljine 30 i 16 pm pripremljeni su pri -25 °C koriste¢i kriostat CM 1850
(Leica, Njemacka) s mikrotomskom ostricom (High Profile Disposable Microtome
Blades 818, Leica, Njemacka). Kriorezovi su prikupljeni u ploce sa Sest bunarica (Sigma-
Aldrich, SAD) ispunjenih s puferom 1xPBS, a zatim naneseni na predmetna stakla za
kriorezove (Menzel Superfrost Plus White Adhesive Microscope Slides, Thermo
Scientific, SAD). Kriorezovi su osuseni u laminaru (Klimaoprema, Hrvatska) pod strujom
zraka tijekom 1 h (ili na sobnoj temperaturi preko no¢i) i pohranjeni na -80 °C do daljnje
obrade, ili odmah koriSteni za imunohistokemijsku analizu.
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3.6. Analiza raspodjele biljega neuropatoloskih znacajki bolesti Niemann-Pick tipa
C i supstrata enzima BACE1

Metodom imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije ispitana je raspodjela biljega
od interesa u histoloskim prerezima mozgova miSeva. Smrznuti kriorezovi osuseni su u
laminaru pod strujom zraka tijekom 1 h. Kriorezovi su okruzeni hidrofobnom olovkom
(PAP Pen, Sigma-Aldrich, SAD) te su predmetna stakla smjestena u vlaznu komoru pri
sobnoj temperaturi. Kriorezovi su permeabilizirani tijekom 30 min koriste¢i pufer TBS-
T (50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,5% Triton X-100), a zatim blokirani u puferu
TBS-T s 4% magareceg ili 5% kozjeg seruma (Sigma-Aldrich, SAD) tijekom 1 h. Otopina
primarnih protutijela pripremljena je u otopini za blokiranje (popis primarnih protutijela
1 koriStenih razrjedenja naveden je u Tablici 4) te su kriorezovi inkubirani preko noci.
Idu¢i dan, kriorezovi su isprani u puferu TBS-T tri puta tijekom 10 min. Otopina
sekundarnih protutijela konjugiranih s fluoroforima pripremljena je u otopini za
blokiranje (1:200; koristena sekundarna protutijela navedena su u Tablici 5), a inkubacija
kriorezova odvijala se u mraku tijekom 3 h. Kriorezovi su isprani u puferu TBS-T tri puta
tijekom 10 min.

Stani¢ne jezgre obojene su otopinom boje Hoechst (1:2000; Thermo Scientific, SAD) u
puferu HBSS (Gibco, SAD) tijekom 20 min. Alternativno, slobodni kolesterol obiljezen
je inkubiranjem kriorezova u otopini filipina (finalna koncentracija 100 pg/mL; Sigma-
Aldrich, SAD) u otopini za blokiranje tijekom 45 min. Kriorezovi su ponovno isprani u
puferu TBS-T tri puta tijekom 10 min te dva puta kratko u mqH-0, a zatim osuSeni u
mraku, u laminaru pod strujom zraka tijekom 1 h.

Kriorezovi su uklopljeni koriste¢i medij za uklapanje Fluoromount (Sigma-Aldrich,
SAD) te staklene pokrovnice (BioGnost, Hrvatska). Imunofluorescencijska analiza
kriorezova napravljena je na konfokalnom mikroskopu Leica TCS SP8 X FLIM (Leica,
Njemacka). Dobivene snimke obradene su koriste¢i programe LAS AF Lite (Leica,
Njemacka), ImageJ i Statistica (opisano u nastavku, u poglavlju 3.9.).
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Tablica 4. Popis koristenih primarnih protutijela.

ciljani antigen protutijelo (klon)  proizvedac metoda
(kataloSki broj) IHC/IE WB

C-terminalni kraj APP (Y188) Abcam (ab32136) 1:100 1:10000

proteina APP

C-terminalni kraj APP (1127) dar dr. sc. Mirsade / 1:2000

proteina APP Causevi¢

N-terminalni kraj APP (22C11) Merck (MAB348) / 1:2000

proteina APP

BACE1 BACE1 (D10E5) Cell Signaling (#5606) @ 1:100 1:1000

Purkinjeovi neuroni | CALBINDIN SWANT (300) 1:500 1:1000

(D-28K)

mikroglije CD68 (FA-11) Bio-Rad (MCA1957) 1:750 1:1000

rani endosomi EEA1 (C45B10) Cell Signaling (#3288)  1:100 1:1000

astrociti GFAP (GAb) Cell Signaling (#3670)  1:500 1:1000

mikroglije IBA1 (EPR16588)  Abcam (ab178846) 1:100 1:1000

lizosomi LAMP1 Sigma-Aldrich (L1418) 1:100 1:1000

lizosomi LAMP1 (1D4B) Santa Cruz 1:200 /
(sc-199929)

jezgre zrelih neurona ' NEUN Sigma-Aldrich 1:250 1:1000
(ABN78)

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

kasni endosomi RAB7 (EPR7589) | Abcam (ab137029) 1:100 1:2000

protein seizure 6 SEZ6 dar dr. Stefana 1:100 1:1000
Lichtenthalera

protein seizure 6-like = SEZ6L dar dr. Stefana 1:2 1:10
Lichtenthalera

ukupni protein tau TOTAL TAU Dako (A0024) / 1:5000

fosfo-tau pTAU (PHF-1) dar dr. Petera Daviesa  / 1:500

pSer396/404

fosfo-tau pSer202 pTAU (CP13) dar dr. Petera Daviesa  / 1:500

fosfo-tau pThr231 pTAU (RZ3) dar dr. Petera Daviesa  / 1:250

fosfo-tau pTAU (ATS) Invitrogen (MN1020) / 1:1000

pSer202/Thr205
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Tablica 5. Popis koristenih sekundarnih protutijela.

sekundarna protutijela za imunofluorescenciju

domaéin  sekundarno protutijelo

magarac protu-IgG kunicéa

protu-IgG Stakora

protu-IgG misa

protu-IgG Stakora

protu-IgG kunica

koza protu-IgG kunica

protu-IgG misa

protu-IgG Stakora

fluorescentni
konjugat
AlexaFluor 488
AlexaFluor 488
AlexaFluor 594
AlexaFluor 647
AlexaFluor 680
AlexaFluor 488

AlexaFluor 594

AlexaFluor 647

sekundarna protutijela za metodu Western blot

domacéin  sekundarno protutijelo

koza protu-IgG kunica
protu-IgG misa
protu-IgG Stakora

proizvodad
(kataloSki broj)

Invitrogen, Molecular Probes
(A21206)

Invitrogen, Molecular Probes
(A21208)

Invitrogen, Molecular Probes
(A21203)

Invitrogen, Molecular Probes
(A78947)

Invitrogen, Molecular Probes
(A10043)

Invitrogen, Molecular Probes
(A11008)

Invitrogen, Molecular Probes
(A11005)

Invitrogen, Molecular Probes
(A21247)

enzimatski konjugat proizvodac (kat. br.)

peroksidaza iz hrena
(engl. horseradish
peroxidase, HRP)
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3.7. Priprema homogenata mozgova

Od pojedinacnih diseciranih regija mozga (malog mozga, kore velikog mozga i
hipokampusa) pripremljeni su homogenati tkiva, i to citosolna frakcija u puferu DEA
(0,25% dietilamin, 100 mM NaCl) te membranska frakcija u puferu TRITON (1% Triton
X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 2 mM EDTA). Neposredno prije
homogenizacije, u pufere su dodani proteazni (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail,
Roche, Svicarska) i fosfatazni inhibitori (PhosSTOP, Roche, Svicarska). Mikrotubice s
tkivom su izvagane (analiticka vaga Ohaus E02130 Explorer, SAD), a masa tkiva
odredena je oduzimanjem mase prazne mikrotubice.

Na ledu, u stakleni homogenizator Dounce dodan je volumen (pnL) pufera DEA 10 puta
veéi od mase tkiva (mg) za mali mozak 1 koru velikog mozga, odnosno 7 puta veci za
hipokampus. Tkivo je zatim prebaceno u odgovaraju¢i homogenizator i usitnjeno s 30
potisaka klipom homogenizatora. Homogenati su prikupljeni u tube za ultracentrifugu (4
mL Open-Top Thickwall Polycarbonate Tube, 13 x 64mm, Beckman Coulter, SAD).
Koristena je ultracentrifuga Optima XL-100K (Beckman Coulter, SAD) s rotorom 50.4
Ti ultra. Uzorci su centrifugirani na 100000xg tijekom 30 min pri 4 °C. Supernatant je
prebacen u novu mikrotubicu te oznacen kao citosolna frakcija homogenata.

U tubu s peletom zatim je dodan isti pocetni volumen pufera TRITON. Pelet je odvojen
sa stijenke tube pomocu Spatule te je sadrzaj preliven u homogenizator. Pelet je usitnjen
s 30 potisaka klipom homogenizatora. Homogenat je prebacen u novu mikrotubicu,
dodatno usitnjen s 10 provlacenja kroz iglu (23G; BD Microlance, SAD) te ostavljen na
ledu tijekom 30 min. Homogenati su zatim prebafeni u tube za ultracentrifugu i
centrifugirani na 100000xg tijekom 30 min pri 4 °C. Supernatant je prebacen u novu
mikrotubicu te oznacen kao membranska frakcija homogenata. Uzorci su alikvotirani i
pohranjeni pri -80 °C do daljnje obrade.

2 Zbog kvara navedene ultracentrifuge, dio uzoraka pripremljen je koristeéi centrifugu Avanti J-E
(Beckman Coulter, SAD) s rotorom JA-21. Centrifugiranje ovih uzoraka odvijalo se na 50000xg tijekom 1
h pri 4 °C u tubama za ultracentrifugu (10 mL Open-Top Thickwall Polycarbonate Tube, 16 x 76mm,
Beckman Coulter, SAD).
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3.8. Analiza razine biljega neuropatoloskih znacajki bolesti Niemann-Pick tipa C i
supstrata enzima BACE1

Metodom Western blot (WB) u homogenatima mozgova miSeva ispitana je razina
proteina od interesa. S ciljem analize iste koliCine proteina uzoraka, u svim je
homogenatima izmjerena ukupna koncentracija proteina, koriste¢i komercijalni komplet
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, SAD). Apsorbancija uzoraka izmjerena je pri
570 nm koriste¢i spekroforometar Multiskan EX (Thermo Scientific, SAD). Iz standardne
krivulje definirane pomocu uzoraka poznatih koncentracija (serijsko razrjedenje proteina
BSA pocetne koncentracije 2 mg/mL iz kompleta), izracunata je koncentracija proteina u
pojedinim homogenatima.

Otopljeni alikvoti homogenata zatim su pomijesSani s puferom za nanoSenje: koristen je
pufer 6xSample Buffer (6 mL glicerol, 1,2 g SDS, 0,31 g DTT, 1,25 mL 0,5 M Tris pH
6,8, boja bromfenol modro, destilirana voda do ukupnog volumena 10 mL) te pufer
6xNon-Reducing (bez DTT) za analizu proteina SEZ6L i CD68 u nereducirajuéim
uvjetima. Uzorci su denaturirani u termobloku pri 70 °C tijekom 10 min, a zatim
promijeSani na vortex mijesalici i1 centrifugirani na maksimalnoj brzini tijekom 1 min.

Pripremljeni homogenati naneseni su na Tris-glicin poliakrilamidne gelove (sastav gelova
naveden je u Tablici 6), i to 20 ug proteina uzoraka topive frakcije, odnosno 15 ug
proteina uzoraka membranske frakcije®. Vertikalna elektroforeza odvijala se u sustavu
Mini-PROTEAN (BioRad, SAD) u puferu za elektroforezu (25 mM Tris, 192 mM glicin,
0,1% SDS, pH 8,3), prvo pod stalnim naponom od 100 V (tijekom otprilike 20 min, do
sabijanja uzoraka), a zatim pod naponom od 120-150 V do dostizanja Zzeljenog
razdvajanja proteina, $to je pra¢eno pomocu standardnog proteinskog biljega (Cozy
Prestained Protein Ladder, highQu, Njemacka).

Tablica 6. Sastav Tris-glicin poliakrilamidnih gelova za vertikalnu elektroforezu.

gel za razdvajanje (mL) gel za sabijanje (mL)
reagensi 6% 8% 10% 12% 15% 5%
dH20 54 4,7 4,1 3,4 2,4 6,9
30% akrilamid/ 2,0 2,7 33 4,0 5,0 1,7

bisakrilamid (29:1)
15M Tris-HCIpH 8,8 25 2,5 2,5 2,5 2,5 /

1 M Tris-HCI pH 6,8 / / / / / 1,25
10% amonijev persulfat 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,008 0,006 0,004 0,004 0,004 0,01

3 Zbog malog prinosa proteina uslijed homogenizacije tkiva hipokampusa, za analizu ove regije metodom
WB na gelove je nanoSeno 20 pg proteina uzoraka topive frakcije, odnosno 7 pg proteina uzoraka
membranske frakcije.
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Po zavrSetku elektroforeze, gelovi su inkubirani u puferu za prijenos (25 mM Tris, 192
mM glicin, 20% metanol, pH 8,4) tijekom 10 min. Gelovi su zatim slozeni u kazete za
prijenos proteina, na polivinilnu membranu (PVDF Western Blotting Membranes, Roche,
Svicarska). Prijenos proteina odvijao se u sustavu Mini-PROTEAN u puferu za prijenos,
pri stalnoj jakosti struje od 100 mA tijekom 16 h pri 4 °C.

Nakon prijenosa proteina iz gela na membranu, membrana je obojana metodom AMIDO
BLACK, u svrhu provjere kvalitete prijenosa proteina te za normalizaciju kasnijih
rezultata imunodetekcije. Svi daljnji koraci odvijali su se uz njihanje (tresilica
UltraRocker Rocking Platform, BioRad, SAD). Membrana je inkubirana u 1xPBS pri
sobnoj temperaturi tijekom 10 min, a zatim u otopini boje AMIDO BLACK (0,1%
AMIDO BLACK 10B, 20% metanol, 2% octena kiselina, destilirana voda) tijekom 2 min.
Membrana je zatim isprana u otopini za odbojavanje (45% metanol, 7% octena kiselina,
destilirana voda) dva puta tijekom 30 min, te snimljena koriste¢i uredaj UVITEC Alliance
Q9 Mini (UVITEC, UK). Nakon cetiri ispiranja u redestiliranoj vodi tijekom 2 min,
membrana je isprana u puferu TBS-T (engl. Tris-Buffered Saline; 150 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCI pH 8,0, 0,1% Tween-20) tijekom 20 min.

Membrana je zatim inkubirana u otopini za blokiranje, i to u 5%-tnoj otopini [-BLOCK
(Tropix, SAD) u puferu 1xPBS tijekom 1 h uz njihanje. Slijedila je inkubacija u otopini
primarnog protutijela (popis i razrjedenja koriStenih primarnih protutijela navedena su u
Tablici 4) pripremljenog u otopini za blokiranje, a odvijala se preko no¢i pri 4 °C uz
njihanje (tresilica ROCKER 35A, Labnet, SAD). Idu¢i dan, membrana je isprana u puferu
TBS-T pri sobnoj temperaturi tri puta tijekom 10 min uz njihanje, a zatim inkubirana
tijekom 1 h u otopini sekundarnog protutijela oznacenog s enzimom HRP (1:5000;
koriStena sekundarna protutijela navedena su u Tablici S) pripremljenog u otopini za
blokiranje. Membrana je opet isprana u puferu TBS-T tri puta tijekom 10 min, nakon ¢ega
je slijedila detekcija signala.

Membrana je ocijedena te inkubirana u otopini za kemiluminiscenciju koja sadrzi supstrat
peroksidaze hrena (SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo
Scientific, SAD) u mraku tijekom 1 min, a kemiluminiscentni signal na mjestu
proteinskih vrpci zabiljezen je koriste¢i uredaj UVITEC Alliance Q9 Mini. Nakon
detekcije, membrane su isprane u puferu TBS-T tijekom 10 min. Dobiveni rezultati
obradeni su koriste¢i programe ImageJ 1 Statistica (opisano u nastavku, u poglavlju 3.9.).
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3.9. Kvantifikacija i statisticka analiza rezultata

Snimke kriorezova dobivene konfokalnim mikroskopom kvantificirane su programom
ImageJ (NIH, SAD), prema protokolu za kvantifikaciju intenziteta [185]. Proteinske
vrpce zabiljezene metodom WB 1 ukupna koli¢ina proteina zabiljeZena bojom AMIDO
BLACK kvantificirane su pomocu programa ImageJ. Kvantificirani signal pojedinog
biljega zatim je normaliziran prema kvantitativnim vrijednostima AMIDO BLACK za
odgovarajuéu membranu. Svi rezultati graficki su prikazani kao srednja vrijednost
intenziteta biljega, odnosno koli¢ine proteina za skupinu (genotip) + standardna devijacija
(SD), relativno prema jedinkama divljeg tipa (N-WT, tj. N-WT B-WT). Statisticka analiza
podataka provedena je pomocu programa StatSoft STATISTICA 8 (TIBCO Software,
SAD). Normalna raspodjela podataka provjerena je Shapiro-Wilk testom. U prvoj skupini
rezultata usporedivane su dvije skupine uzoraka (misji mozgovi genotipa N-WT i N-KI;
poglavlje 4.1.) te je za njihovu usporedbu koriSten t-test (za podatke s normalnom
raspodjelom), odnosno Mann-Whitney U test (za podatke koji nemaju normalnu
raspodjelu). U drugoj skupini rezultata usporedivano je Sest skupina uzoraka (misji
mozgovi genotipova N-WT B-WT, N-KI B-WT, N-KI B-HET, N-KI B-KO, N-WT B-
HET i N-WT B-KO; poglavlje 4.2.) te je za njihovu usporedbu koristen jednosmjerni
ANOVA test (za podatke s normalnom raspodjelom), odnosno Kruskal-Wallis test (za
podatke koji nemaju normalnu raspodjelu). Statisticke analize napravljene su na razini
znacajnosti p<0,05.
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4. REZULTATI

Cilj ovog doktorskog rada bio je generirati novi misji model bolesti NPC s deletiranim
genom BACE], tako da se miSevima linije NPCI-11061T krizanjem s linijjom miSeva
BACE] deletira jedan ili oba alela gena BACE . Koristeno je Sest genotipova od interesa,
1 to N-WT B-WT (kontrolne jedinke divljeg tipa), N-KI B-WT, N-KI B-HET, N-KI B-
KO, te dodatne kontrole, N-WT B-HET 1 N-WT B-KO. Ovim jedinkama karakterizirane
su neuropatoloske znacCajke bolesti NPC, 1 to neurodegeneracija (odumiranje
Purkinjeovih neurona u malom mozgu), poremecaj endolizosomalnog puta (nakupljanje
endosoma 1 lizosoma), neuroinflamacija (aktivacija astrocita 1 mikroglija) i
hiperfosforilacija proteina tau. Ispitana je i razina enzima BACEI te njegova proteoliticka
aktivnost (na osnovi analize razine cijepanja supstrata APP, SEZ6 i SEZ6L; poglavlje
4.2.). Takoder, prethodno je provjereno da sama linija NPC/-11061T u naSim uvjetima
uzgoja rekapitulira iznad navedene znacajke bolesti NPC kao §to je opisano i u literaturi
[85] (poglavlje 4.1.). Uzorci (kriorezovi i homogenati mozgova miSeva) su prikupljent,
obradeni i1 analizirani metodama imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije, te
metodom WB (opisano u poglavlju 3.).

Analizirane su tri regije mozga: mali mozak (primarno pogodena regija u bolesti NPC
zbog odumiranja Purkinjeovih neurona), kora velikog mozga (regija u kojoj je patologija
prisutna, ali manje izraZzena) te hipokampus (regija koja se smatra zaSticenom).
Imunohistokemijska analiza napravljena je na kriorezovima mozgova jedinki mijeSanog
spola (n=4-6) u viSe tehnickih replikata. Analiza metodom WB napravljena je na
homogenatima mozgova jedinki mijeSanog spola (Nmali mozak=4, Nkora velikog mozga=4 ili 6%,
Nhipokampus=4). Analiza homogenata hipokampusa napravljena je u manjem obujmu zbog
male koli¢ine tkiva, odnosno posljedicno malog volumena dobivenog homogenata. Na
temelju rezultata dobivenih analizom malog mozga i kore velikog mozga, analiza
hipokampusa metodom WB usmjerena je na najrelevantnije biljege i biljege s kvalitetnom
imunodetekcijom. ZabiljeZeni signal svih biljega normaliziran je prema odgovarajucoj
ukupnoj razini proteina na membrani (utvrdeno bojom AMIDO BLACK). Zbog
jednostavnosti prikaza, u nastavku je za svaku skupinu biljega prikazana samo jedna
membrana, odnosno po jedan reprezentativni blot za svaki analizirani biljeg (prikazani
uzorci su bioloski replikati). Dobiveni rezultati su kvantificirani koriste¢i program ImageJ
te statisticki obradeni odgovarajucim statisti¢kim testovima.

4 Za validaciju miSeva linije NPC1-11061T metodom WB koristeno je Sest uzoraka po skupini (genotipu),
dok je Cetiri uzorka po skupini (genotipu) koristeno za karakterizaciju miseva dobivenih krizanjem linija
NPC1-11061T i BACEL.
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4.1. Validacija miSjeg modela knock-in NPCI1-11061T

Za validaciju modela NPCI-11061T koriStene su jedinke divljeg tipa (N-WT) i jedinke
knock-in NPC1-11061T (N-KI) starosti 15 tjedana. Sve regije mozga od interesa (mali
mozak, kora velikog mozga i hipokampus) analizirane su imunohistokemijom, dok su za
analizu metodom WB koriSteni samo homogenati kore velikog mozga. Detaljnija analiza
preostalih dobnih skupina (Cetiri 1 9 tjedana starosti), te analiza homogenata preostalih
regija (malog mozga i hipokampusa) metodom WB napravljene su i1 opisane u nastavku,
u sklopu karakterizacije nove linije dobivene krizanjem miSeva linije NPCI-11061T i
linije BACE! (poglavlje 4.2.).

4.1.1. Genotipizacija i analiza razine proteina NPC1 i BACE1 u mozgu miSeva linije
NPC1-11061T

Nakon uspostavljanja kolonije miseva linije NPCI-11061T u PLZ-u IRB-a, jedinke
divljeg tipa 1 jedinke N-KI odabrane su koriste¢i genotipizaciju metodom PCR (Slika 6
A). Genotip je dodatno potvrden u homogenatima kore velikog mozga analizom proteina
NPC1 1 BACEI metodom WB (Slika 6 B, C). Razina proteina NPC1 u jedinki N-KI
starosti 15 tjedana je znaCajno sniZena, te iznosi oko 20% razine proteina NPCI
zabiljezene u jedinki divljeg tipa. Sve analizirane jedinke sadrze divlji tip gena BACE|,
te nije zabiljezena razlika u razini proteina BACE1 izmedu usporedivanih skupina.

A uzorci kontorle
1 2 3 4 5 6 7 8 9 O F o =
7z el
—— knock-in alel (210 pb)
—— alel divljeg tipa (146 pb)
genotpza _ | +  + F | F
NPCT ¥ 2 T 2T XTI 2TZ
B G N-WT N-KI N-WT N-KI N-WT N-KI G CcC 14 p=0,0039 p=0,90

[ .. .‘ NPC1 12
“RRRRNARERRNE o o,
WT
— oN

0.6 EN-K

| AMIDO 0.4
BLACK —-

NPC1 BACE1

Slika 6. Genotipizacija i analiza razine proteina NPC1 i BACE1 u mozgu miseva linije VPCI-11061T.
A Primjer genotipizacije miseva metodom PCR za gen NPCI. H,O — negativna kontrola, WT — jedinke
divljeg tipa, KI — jedinke knock-in NPC1-11061T, HET — jedinke heterozigoti za gen NPCI-11061T, pb —
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parovi baza. B Analiza razine proteina NPC1 i BACE1 metodom WB u homogenatima kore velikog mozga
jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI. G — interna kontrola (od engl. generic brain sample). C Kvantitativni
prikaz razine proteina NPC1 i BACE! u homogenatima kore velikog mozga jedinki divljeg tipa i jedinki
N-KI starosti 15 tjedana. Na grafu su prikazane p vrijednosti dobivene odgovaraju¢om statistickom
analizom.

4.1.2. Analiza intenziteta i raspodjele enzima BACE1 u mozgu miSeva linije NPC1-
11061T

Misevi linije NPCI-11061T sadrze divlji tip gena BACE1, te nije uocena razlika u razini
proteina BACE1 izmedu jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI starosti 15 tjedana (Slika 6 B,
C). Imunohistokemijskom analizom kriorezova mozgova debljine 16 pum takoder je
pokazano da nema razlike u intenzitetu bojanja i raspodjeli enzima BACEl u
hipokampusu jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od 15 tjedana (Slika
7). Enzim BACEl ovom je metodom zabiljeZen samo u mahovinastim vlaknima

hipokampusa.

BACE1/Hoechst B 16
14 P=084

>

1.2

0.8 ON-WT
0.6 @ N-KI
0.4

0.2

BACE1

15 tjedana

N-KI

CA3 dentatni girus

Slika 7. Analiza intenziteta i raspodjele bojanja enzima BACE1 u hipokampusu miSeva linije NPCI-
I1061T. A Raspodjela enzima BACE1 u mahovinastim vlaknima hipokampusa jedinki divljeg tipa i jedinki
N-KI starosti 15 tjedana. Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). BACEI (crveno)
— biljeg enzima BACEIL. Skala 50 pm. B Kvantitativni prikaz intenziteta bojanja enzima BACEI u
hipokampusu jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI. Na grafu je prikazana p vrijednost dobivena
odgovarajucom statistickom analizom.
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4.1.3. Analiza fenotipa miSeva linije NPC1-11061T

U svrhu validacije modela NPCI-11061T u uvjetima uzgoja u PLZ-u IRB-a, odabranim
jedinkama analizirane su patoloske znacajke bolesti NPC. Potvrdeno je da u usporedbi s
jedinkama divljeg tipa, u zavr$noj fazi bolesti (u dobi od 15 tjedana), jedinke N-KI
pokazuju ocekivane patoloske promjene karakteristicne za bolest NPC, ukljucujuci
neurodegeneraciju Purkinjeovih neurona u malom mozgu, nakupljanje kolesterola,
poremecaj endolizosomalnog puta, neuroinflamaciju (aktivaciju mikroglija i astrocita) i
dr.

Jedinke N-KI imaju znacajno manju tjelesnu masu u trenutku odbijanja od majke (u dobi
od Cetiri tjedna; Slika 8) te pokazuju progresivan gubitak tjelesne mase nakon navrSenih
10 tjedana, pri ¢emu je razlika u odnosu na jedinke divljeg tipa znac¢ajna nakon 12 tjedana
starosti. Takoder, jedinke N-KI pokazuju i progresivni tremor u mirovanju s po¢etkom u

dobi od Sest do 8 tjedana. Zivotni vijek ovih jedinki u na$im uvjetima uzgoja iznosi oko
18 tjedana (127+8 dana; n=3).
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Slika 8. Analiza tjelesne mase miSeva linije NPCI-11061T. ZabiljeZen je progresivan gubitak tjelesne
mase jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa nakon 10 tjedana starosti. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost skupine (genotipa) = SD. Jedinke N-KI imaju statisti¢ki znac¢ajno manju masu u odnosu
na jedinke divljeg tipa u dobi od a) Cetiri tjedna (»p=0,0028), b) 9 tjedana (»p=0,0067), ¢) 12 tjedana
(»=0,016), d) 13 tjedana (p=0,0066), e) 14 tjedana (p=0,00084) i f) 15 tjedana (p<0,00001). Broj
analiziranih jedinki po skupini (genotipu) je n4 gedna=27, 05-9 jedana=18, N10-15 gedana=9.
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4.1.4. Neurodegeneracija u malom mozgu miseva linije NPC1-11061T

Osnovna neuropatoloska karakteristika bolesti NPC je neurodegeneracija, odnosno
odumiranje Purkinjeovih neurona u malom mozgu. Kriorezovi mozgova jedinki divljeg
tipa 1 jedinki N-KI debljine 30 um analizirani su metodom imunohistokemije, odnosno
imunofluorescencije, koriste¢i protutijelo za CALBINDIN (biljeg Purkinjeovih neurona).

U usporedbi s jedinkama divljeg tipa, jedinke N-KI starosti 15 tjedana pokazuju znacajan
gubitak Purkinjeovih neurona, i to pravocrtno, od prednjih prema straznjim reznjevima
malog mozga (Slika 9). Osim smanjenog broja tijela Purkinjeovih neurona, vidljivo je i
odumiranje njihovih procesa u molekularnom sloju malog mozga.

A CALBINDIN/Hoechst
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Slika 9. Analiza neurodegeneracije Purkinjeovih neurona u malom mozgu miseva linije NPCI-
I1061T. A Linearna neurodegeneracija Purkinjeovih neurona u malom mozgu jedinki N-KI starosti 15
tjedana u odnosu na jedinke divljeg tipa. Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo).
Calbindin (crveno) — biljeg Purkinjeovih neurona. Skala 50 um. B Kvantitativni prikaz razine Purkinjeovih
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neurona u prednjim, srednjim i straznjim reznjevima malog mozga jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI
starosti 15 tjedana. Na grafu su prikazane p vrijednosti dobivene odgovarajucom statistickom analizom.

4.1.5. Nakupljanje slobodnog kolesterola u mozgu miseva linije NPC1-11061T

Bolest NPC karakterizira nakupljanje slobodnog, neesterificiranog kolesterola (kao 1
drugih lipida, npr. sfingomijelina i gangliozida) u kasnim endosomima 1 lizosomima
uslijed disfunkcije proteina NPC1 ili NPC2. U skladu s tim, zbog prethodno utvrdene
snizene razine proteina NPCI-I1061T u jedinki N-KI (Slika 6 B, C), ispitano je
nakupljanje slobodnog kolesterola u mozgovima ovih jedinki. Kriorezovi mozgova
debljine 16 um analizirani su metodom imunohistokemije, odnosno obojeni otopinom
filipina (antibiotika iz bakterije Streptomyces filipinensis) koji veze slobodni,
neesterificirani kolesterol.

U usporedbi s jedinkama divljeg tipa, jedinke N-KI starosti 15 tjedana pokazuju povecano
bojanje filipinom u vidu poviSenog intenziteta bojanja te tockastih nakupina u malom
mozgu (Slika 10 A), ali i u kori velikog mozga (Slika 10 B) te u razli¢itim regijama
hipokampusa (CA1, CA3 i dentatnom girusu; Slika 10 C).

A Filipin A B Filipin

15 tjedana
15 tjedana

N-KI

G o

prednji reZzanj straznji reZzanj

38



c Filipin

15 tjedana
N-WT

N-KI

A
)

CA1 CA3 dentatni girus

Slika 10. Analiza nakupljanja slobodnog kolesterola u mozgu miseva linije NPC1-11061T. Nakupljanje
slobodnog kolesterola u malom mozgu (A), kori velikog mozga (B) i hipokampusu (C) jedinki N-KI starosti
15 tjedana u odnosu na jedinke divljeg tipa. Filipin (bijelo) — slobodni kolesterol, CA1 — cornu Ammonis 1,
CA3 — cornu Ammonis 3. Skala 50 pm.

4.1.6. Poremecaj endolizosomalnog puta u mozgu miseva linije NPC1-11061T

Nakupljanje slobodnog kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima dovodi do
povecanja ovih vezikula, $to uzrokuje poremecaj u njihovom prijenosu, odnosno
poremecaj funkcije endolizosomalnog puta. Kriorezovi mozgova debljine 16 um
analizirani su metodom imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije, a homogenati
kore velikog mozga metodom WB. Za detekciju vezikula endolizosomalnog puta
koriStena su protutijela EEA1 (biljeg ranih endosoma), RAB7 (biljeg kasnih endosoma)
te LAMPI (biljeg lizosoma).

U malom mozgu jedinki divljeg tipa, lizosomalni biljeg LAMP1 zabiljeZen je primarno u
sloju gdje su smjestena tijela Purkinjeovih neurona (Slika 11 A). Analiza jedinki N-KI
starosti 15 tjedana pokazuje promijenjeno bojanje biljega LAMP1, tj. nakupine lizosoma
izrazenije su u molekularnom sloju malog mozga. Ova znacajka posebno je izraZzena u
prednjim reZznjevima malog mozga, a manje izraZena u straznjim reznjevima (Slika 11
A). Kvantifikacijom dobivenih rezultata zabiljezena je i poviSena razina signala
lizosomalnog biljega LAMP1 u prednjim reZnjevima malog mozga jedinki N-KI u
odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika 11 B). Bojanje ranih endosoma u malom mozgu
rezultiralo je samo pozadinskim bojanjem, stoga nije prikazano.
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Imunohistokemijska analiza kore velikog mozga pokazala je povisen intenzitet bojanja te
nakupljanje biljega ranih endosoma (EEA1) i lizosoma (LAMP1) u jedinki N-KI starosti
15 tjedana u odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika 11 C, D). Takoder, imunohistokemijska
analiza triju regija hipokampusa pokazala je poviSeni intenzitet te nakupljanje biljega
ranih endosoma (EEA1; Slika 11 E, F) 1 lizosoma (LAMP1; Slika 11 G, H) u jedinki N-
K1 starosti 15 tjedana u odnosu na jedinke divljeg tipa. Kvantifikacija dobivenih rezultata
ukazuje na znacajno nakupljanje lizosomalnog biljega LAMP1 u regijama CA/ i CA3
hipokampusa jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa.

Analiza metodom WB pokazala je da u kori velikog mozga nema znacajne razlike u razini
biljega kasnih endosoma (RAB7) izmedu jedinki N-KI starosti 15 tjedana u odnosu na
jedinke divljeg tipa. U usporedbi s jedinkama divljeg tipa, u jedinki N-KI starosti 15
tjedana dolazi do porasta razine biljega lizosoma (LAMP1; Slika 11 I, J), ali razlika nije
statistiCki znacajna. ProSirena analiza razine ovih biljega u razli¢itim dobnim skupinama
prikazana je u nastavku (u poglavlju 4.2.). Osim promjene razine biljega LAMPI,
zabiljezena je i1 razlika u razini biljega EEA1 i/ili RAB7, ukazuju¢i na poremecaj

endolizosomalnog puta.
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Slika 11. Analiza biljega endolizosomalnog puta u mozgu miSeva linije NPCI-11061T. Nakupljanje
biljega lizosoma (LAMP1) u malom mozgu (A, B), te nakupljanje biljega ranih endosoma (EEA1) i biljega
lizosoma (LAMP1) u kori velikog mozga (C, D) i hipokampusu (E-H) jedinki N-KI u odnosu na jedinke
divljeg tipa u dobi od 15 tjedana. Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). EEA1
(tirkizno) — biljeg ranih endosoma, LAMP1 (zeleno) — biljeg lizosoma. Skala 50 pm. I, J Razina biljega
kasnih endosoma i lizosoma u homogenatima kore velikog mozga jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI starosti
15 tjedana. RAB7 — biljeg kasnih endosoma, LAMP1 — biljeg lizosoma. Na grafovima su prikazane p
vrijednosti dobivene odgovarajuc¢om statistickom analizom.
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4.1.7. Analiza neuroinflamacije u mozgu miseva linije NPC1-11061T

Uz neurodegeneraciju, znacajna karakteristika bolesti NPC je i neuroinflamacija,
odnosno aktivacija astrocita i mikroglija. Kriorezovi mozgova debljine 30 pm analizirani
su metodom imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije, a metodom WB
analizirani su homogenati kore velikog mozga. Koristena su protutijela GFAP (biljeg
astrocita), IBA1 (strukturni biljeg mikroglija) te CD68 (biljeg aktivnih mikroglija,
odnosno lizosomske aktivnosti mikroglija).

U usporedbi s malim mozgom jedinki divljeg tipa, gdje nije uocena aktivacija astrocita
(Slika 12 A, B) ni mikroglija (Slika 12 C, D), u malom mozgu jedinki N-KI starosti 15
tjedana pokazana je znacajna neuroinflamacija. Snazna aktivacija astrocita 1 mikroglija
prisutna je i u prednjim i u straZznjim reznjevima malog mozga.

U usporedbi s jedinkama divljeg tipa, u kojih nije uo€ena neuroinflamacija u kori velikog
mozga, jedinke N-KI starosti 15 tjedana pokazuju zna¢ajno povecanu aktivaciju astrocita
te povecanu aktivaciju mikroglija (Slika 12 E, F). Medutim, u kori velikog mozga jedinki
N-KI aktivacija mikroglija je manje izrazena nego u malom mozgu.

Zanimljivo, aktivacija astrocita uocena je u hipokampusu jedinki divljeg tipa (Slika 12
G, H). Medutim, njihova aktivacija jos je izraZenija u jedinki N-KI starosti 15 tjedana, 1
to znacajno povisena u regiji CA/ hipokampusa. U usporedbi s jedinkama divljeg tipa, u
kojih nije uocena aktivacija mikroglija u hipokampusu, jedinke N-KI starosti 15 tjedana
pokazuju znacajno povecanu aktivaciju mikroglija (Slika 12 1, J).

Metodom WB (Slika 12 K, L) potvrdeno je znacajno povecanje razine biljega GFAP u
homogenatima kore velikog mozga jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa, Sto
ukazuje na aktivaciju astrocita u jedinki N-KI starosti 15 tjedana. Nije uocena razlika u
razini biljega IBA1, Sto ukazuje da nema porasta samog broja stanica mikroglija u kori
velikog mozga jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od 15 tjedana.
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Slika 12. Analiza neuroinflamacije u mozgu miSeva linije NPCI-11061T. Aktivacija astrocita (A, B) i
mikroglija (C, D) u malom mozgu jedinki N-KI starosti 15 tjedana u odnosu na jedinke divljeg tipa. E, F
Aktivacija astrocita i mikroglija u kori velikog mozga jedinki N-KI starosti 15 tjedana u odnosu na jedinke
divljeg tipa. Aktivacija astrocita (G, H) i mikroglija (I, J) u hipokampusu jedinki N-KI starosti 15 tjedana
u odnosu na jedinke divljeg tipa. Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). GFAP
(crveno) — biljeg astrocita, CD68 (crveno) — biljeg aktivnih mikroglija. Skala 50 um. K, L. Analiza razine
biljega astrocita i mikroglija metodom WB u homogenatima kore velikog mozga jedinki divljeg tipa i
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jedinki N-KI starosti 15 tjedana. GFAP — biljeg astrocita, IBA1 — biljeg mikroglija. Na grafovima su
prikazane p vrijednosti dobivene odgovaraju¢om statistickom analizom.

4.1.8. Analiza hiperfosforilacije proteina tau u mozgu miseva linije NPC1-11061T

U modelima bolesti NPC, hiperfosforilaciju proteina tau moguce je utvrditi na endogenoj
razini. Metodom WB u homogenatima kore velikog mozga ispitana je ukupna razina
proteina tau (TOTAL TAU) te razina fosforiliranog proteina tau (pTAU) na Cetiri razliCita
mjesta fosforilacije (pSer 396/404, pSer202, pThr231, pSer202/Thr205).

Analiza ukupne razine proteina tau ne pokazuje razliku izmedu jedinki divljeg tipa i
jedinki N-KI starosti 15 tjedana (Slika 13 A, B). Medutim, iz kvalitativne analize vidljivo
je da dolazi do promjene profila fosforilacije koju je moguce utvrditi protutijelom za
ukupni tau: jedinke N-KI starosti 15 tjedana pokazuju znacajno povisenu razinu ukupnih
fosforiliranih vrsta (TOTAL pTAU). Analiza razine fosforiliranog proteina tau (pTAU)
pokazala je znacajno poviSenu razinu fosforilacije proteina tau za sva ispitivana mjesta
fosforilacije u kori velikog mozga jedinki N-KI starosti 15 tjedana u odnosu na jedinke
divljeg tipa. Takoder, uocena je velika varijabilnost unutar samih skupina, posebno za
pTAU vrste. Razlike u razini fosforilacije proteina tau nije bilo moguce utvrditi metodom
imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije.
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<« Slika 13. Analiza razine i fosforilacije proteina tau u mozgu miSeva linije NPCI-11061T. A Analiza
razine ukupnog proteina tau i razine fosforiliranog proteina tau na Cetiri mjesta fosforilacije metodom WB
u homogenatima kore velikog mozga jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI starosti 15 tjedana. B Kvantitativni
prikaz razine ukupnog proteina tau (TOTAL TAU), ukupnog fosforiliranog proteina tau (TOTAL pTAU),
te razine pojedinih oblika fosforiliranog proteina tau (pTAU PHF-1 — pSer 396/404, CP13 — pSer202, RZ3
— pThr231, AT8 — pSer202/Thr205). Na grafu su prikazane p vrijednosti dobivene odgovaraju¢om
statistickom analizom.

4.1.9. Analiza supstrata enzima BACE1 u mozgu miSeva linije NPC1-11061T

Analizom razine enzima BACE] tijekom validacije modela knock-in NPCI-11061T nije
uocena razlika izmedu jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI, medutim, varijabilnost razine
enzima BACE] bila je visoka. ProSirenom analizom jedinki N-KI (poglavlje 4.2.)
potvrdena je povisena razina enzima BACEI u jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg
tipa. U pacijenata oboljelih od bolesti NPC, kao i u dosad istrazivanim modelima bolesti
NPC, opisana je povecana proteoliza supstrata enzima BACE1 [115, 177, 181]. S ciljem
potvrde povecanog cijepanja enzimom BACE1 u mozgovima jedinki N-KI u odnosu na
jedinke divljeg tipa, analizirane su razine cjelovitih supstrata enzima BACEI, kao i razine
njihovih N-terminalnih i/ili C-terminalnih proteolitickih produkata. Ispitana je razina
proteina APP (Cije je cijepanje povecano u bolesti NPC i AB), te proteina SEZ6 i1 SEZ6L,
koji se cijepaju iskljuc¢ivo enzimom BACEI. Kriorezovi mozgova debljine 16 um
analizirani su metodom imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije, a homogenati
kore velikog mozga metodom WB. KoriStena su protutijela APP Y188 1 APP 1127
(protutijela za C-terminalni kraj proteina APP), APP 22C11 (protutijelo za N-terminalni
kraj proteina APP), te SEZ6 1 SEZ6L (protutijela za N-terminalni kraj proteina SEZ6 i
SEZ6L).

U malom mozgu jedinki divljeg tipa, protein APP pretezno je raspodijeljen u tijelima
Purkinjeovih neurona (Slika 14 A, B). U jedinki N-KI starosti 15 tjedana dolazi do
gubitka bojanja proteina APP, u skladu s odumiranjem Purkinjeovih neurona u prednjim,
ali 1 u straZznjim reZnjevima malog mozga. U odnosu na jedinke divljeg tipa, u kori velikog
mozga (Slika 14 C, D) i u hipokampusu (Slika 14 E, F) jedinki N-KI starosti 15 tjedana,
bojanje proteina APP je intenzivnije, vidljivo u obliku vecih tockastih nakupina u tijelima
neurona u svim analiziranim regijama. Medutim, kvantifikacijom dobivenih rezultata nije
uocena znacajna razlika u razini signala proteina APP u ovim regijama.
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Slika 14. Analiza raspodjele proteina APP u mozgu miseva linije NPCI1-11061T. Raspodjela i intenzitet
signala proteina APP u malom mozgu (A, B), kori velikog mozga (C, D) i hipokampusu (E, F) jedinki
divljeg tipa i jedinki N-KI starosti 15 tjedana. Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst
(plavo). APP Y188 (zeleno) — biljeg proteina APP. Skala 50 pm. Na grafovima su prikazane p vrijednosti
dobivene odgovaraju¢om statistiCkom analizom.
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U usporedbi s jedinkama divljeg tipa, bojanje proteina SEZ6 u kori velikog mozga (Slika
15 A) i hipokampusu (Slika 15 B) jedinki N-KI starosti 15 tjedana pokazuje nakupljanje
ovog proteina u somi neurona, dok je bojanje proteina SEZ6 u malom mozgu rezultiralo
pozadinskim signalom te stoga nije prikazano. Kvantifikacija dobivenih rezultata nije bila

moguca zbog niskog signala biljega SEZ6.
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15 tjedana

N-KI

SEZ6/Hoechst

B
| . . .
CAT1 CA3

Slika 15. Analiza raspodjele proteina SEZ6 u mozgu miSeva linije NPCI-11061T. Raspodjela proteina
SEZ6 u kori velikog mozga (A) i hipokampusu (B) jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI starosti 15 tjedana.
Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). SEZ6 (zeleno) — biljeg proteina SEZ6.

Skala 50 pm.
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Imunohistokemijskom analizom proteina SEZ6L u malom mozgu jedinki divljeg tipa,
vidljivo je njegovo bojanje u tijelima Purkinjeovih neurona, kao i zrakasto bojanje u
dendritickim procesima (Slika 16 A, B). U jedinki N-KI dolazi do gubitka bojanja
proteina SEZ6L u skladu s odumiranjem Purkinjeovih neurona, §to je posebno izrazeno
u prednjim reznjevima malog mozga. Takoder, bojanje proteina SEZ6L u tijelima
preostalih Purkinjeovih neurona jedinki N-KI starosti 15 tjedana je intenzivnije, a u
dendritickim procesima vidljivo u obliku tockastih nakupina.

Bojanje proteina SEZ6L u kori velikog mozga (Slika 16 C, D) te u hipokampusu (Slika
16 E, F) ukazalo je na nesto jace obojenje, odnosno povecane tockaste nakupine proteina
SEZ6L u somi neurona jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipau dobi od 15 tjedana.
Medutim, kvantifikacijom dobivenih rezultata nije potvrdena znacajna razlika izmedu

usporedivanih skupina.
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<« Slika 16. Analiza raspodjele proteina SEZ6L u mozgu miSeva linije NPCI-11061T. Raspodjela
proteina SEZ6L u malom mozgu (A, B), kori velikog mozga (C, D) i hipokampusu (E, F) jedinki divljeg
tipa 1 jedinki N-KI starosti 15 tjedana. Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo).
SEZ6L (zeleno) — biljeg proteina SEZ6L. Skala 50 pum. Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene
odgovarajucom statistickom analizom.

U homogenatima kore velikog mozga nije zabiljeZena znacajna razlika u razini cijepanja
supstrata APP, SEZ6 1 SEZ6L enzimom BACE]! izmedu jedinki N-KI i jedinki divljeg
tipa u dobi od 15 tjedana (Slika 17). Naime, u jedinki N-KI ne dolazi do sniZzenja razine
cjelovitih (nepocijepanih) oblika supstrata BACE1 (fIAPP, fISEZ6 i fISEZ6L), kao ni do
povecanja razine topivih N-terminalnih odsjecaka ovih supstrata, sAPPtotal i sSEZ6
(Slika 17 B, C, D). lako je razina topive forme sSEZ6L povecana, omjer topivog i
cjelovitog oblika proteina (s/fISEZ6L) ne razlikuje se izmedu jedinki N-KI i jedinki
divljeg tipa (Slika 17 D). Razina odsjecaka APP CTFs je neSto veca u jedinki N-KI u
odnosu na jedinke divljeg tipa, ali razlika nije statisticki znacajna (Slika 17 B).
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Slika 17. Analiza razine supstrata enzima BACE1 u kori velikog mozga miSeva linije NPC1-11061T.
A Analiza razine cjelovitih proteina fILAPP, fISEZ6 i fISEZ6L te njihovih odsjecaka koji nastaju kao produkt
cijepanja enzimom BACE]1 (sAPPtotal, APP CTFs, sSEZ6 i sSSEZ6L) metodom WB. Kvantitativni prikaz
cjelovitih oblika i pocijepanih odsjecaka proteina APP (B) te SEZ6 (C) i SEZ6L (D) u homogenatima kore
velikog mozga jedinki divljeg tipa i jedinki N-KI starosti 15 tjedana. fIAPP — cjeloviti protein APP,
sAPPtotal — ukupni topivi odsjecci proteina APP, 22C11 — N-terminalni odsjecak proteina APP, APP CTFs
— C-terminalni odsjecci proteina APP, 1127 — C-terminalni odsjecak proteina APP, fISEZ6 — cjeloviti protein
SEZ6, sSEZ6 — N-terminalni topivi odsjecak proteina SEZ6, fISEZ6L — cjeloviti protein SEZ6L, sSEZ6L
— N-terminalni topivi odsjecak proteina SEZ6L. Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene
odgovarajucom statistickom analizom.
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4.2. Karakterizacija miSjeg modela knock-in NPCI-I11061T s deletiranim genom
BACEI1

Nakon krizanja jedinki heterozigota za gen NPCI-11061T s jedinkama heterozigotima za
gen BACE|, dobivene jedinke koje su heterozigoti za oba gena dalje su krizane u svrhu
dobivanja Sest genotipova od interesa. Prikupljene su jedinke knock-in NPCI-11061T s
deletiranim jednim alelom (N-KI B-HET) ili oba alela gena BACEI (N-KI B-KO) te
pripadajuce kontrole, ukljucujuéi jedinke divljeg tipa (N-WT B-WT) 1 jedinke knock-in
NPCI-11061T (N-KI B-WT), te jedinke divljeg tipa za gen NPC! s deletiranim jednim
alelom (N-WT B-HET, heterozigoti za gen BACEI), odnosno s deletirana oba alela gena
BACEI (N-WT B-KO, knock-out BACE) kao dodatne kontrole. Jedinke su Zrtvovane u
dobi od cetiri, 9 1 15 tjedana starosti, a uzorci (kriorezovi i homogenati mozgova)
analizirani su u svrhu karakterizacije neuropatoloskih znacajki uobicajenih za bolest
NPC, kako bi se utvrdio utjecaj geneticke modulacije razine enzima BACE1 na progresiju
bolesti NPC. Znacajnost ukupne statisticke analize prikazana je na grafovima, dok su
pojedinacne post-hoc analize prikazane u poglavlju 11. Privitci.
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4.2.1. Genotipizacija i razina proteina NPC1 i BACE1 u mozgu miSeva knock-in
NPC1-11061T s deletiranim genom BACE1

Jedinke od interesa (N-KI B-HET i N-KI B-KO) te pripadajuce kontrole identificirane su
genotipizacijom koriste¢i metodu PCR (Slika 18). Genotip je kasnije potvrden i1 u

homogenatima razlicitih regija mozga jedinki starosti Cetiri, 9 1 15 tjedana tijekom analize
metodom WB (Slika 19 A-L).

Razina proteina NPC1-11061T u malom mozgu jedinki genotipa N-KI, tj. u jedinki N-KI
B-WT, N-KI B-HET i N-KI B-KO je znacajno sniZena, te iznosi oko 20% razine
zabiljezene u jedinki divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 19 A-D).
U kori velikog mozga ovih jedinki uocena je neSto viSa razina proteina NPC1-11061T,
oko 40% razine zabiljeZene u jedinki divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama
(Slika 19 E-H). Razina proteina NPC1-11061T u hipokampusu ovih jedinki varira u istom
rasponu od 20 do 40%, ovisno o dobnoj skupini (Slika 19 I-L). Razina proteina BACE1
komentirana je u nastavku (poglavlje 4.2.2.).
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Slika 18. Genotipizacija miSeva knock-in NPCI-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena
BACE]I. Primjer genotipizacije metodom PCR za gene NPC! i BACEI. H,O — negativna kontrola, WT —
jedinke divljeg tipa, KI — jedinke knock-in NPC1-11061T, HET — jedinke heterozigoti za gen NPCI1-11061T
ili BACE1, KO — jedinke knock-out BACE1, pb — parovi baza.
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<« Slika 19. Razina proteina NPC1 i BACE1 u mozgu miSeva knock-in NPCI1-11061T Kkojima je
deletiran jedan ili oba alela gena BACE!. Analiza razine proteina NPC1 i BACEI metodom WB u
homogenatima malog mozga (A-D), kore velikog mozga (E-H) i hipokampusa (I-L) uz kvantitativni prikaz
koriste¢i program ImageJ. G — interna kontrola (od engl. generic brain sample). Na grafovima su prikazane
p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba
srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana u Privitku 1 (biljeg NPC1) i Privitku 2 (biljeg
BACEL!).

4.2.2. Enzim BACE1 u mozgu miseva knock-in NPC1-11061T kojima je deletiran
jedan ili oba alela gena BACE1

U jedinki knock-out BACEI, dakle u jedinki N-KI B-KO te u kontroli N-WT B-KO, nije
zabiljezen signal za protein BACEI ni u jednoj od ispitivanih regija mozga, odnosno
dobnih skupina (Slika 19 A-L). U odnosu na jedinke divljeg tipa, razina proteina BACEI
u jedinki N-KI B-WT poviSena je u malom mozgu i hipokampusu svih ispitivanih dobnih
skupina. Takoder, u jedinki heterozigotnih za gen BACE1, dakle u jedinki N-KI B-HET
te u kontroli N-WT B-HET, razina proteina BACEI iznosila je viSe od oc¢ekivanih 50%
razine zabiljezene u jedinki divljeg tipa. U malom mozgu ovih jedinki zabiljezeno je oko
80% razine proteina BACE]1 (Slika 19 A-D), a u kori velikog mozga oko 60% razine
proteina neovisno o ispitivanoj dobnoj skupini (Slika 19 E-H). U odnosu na jedinke
divljeg tipa, u hipokampusu jedinki N-KI B-HET starosti Cetiri tjedna zabiljeZena je
poviSena razina proteina BACE]L, a sniZena je u jedinki starosti 9 tjedana (Slika 19 I-L).
Sukladno literaturi [186], imunohistokemijskom analizom kriorezova mozgova debljine
16 um enzim BACEI zabiljeZen je u mahovinastim vlaknima hipokampusa (Slika 20 A-
C). U odnosu na jedinke divljeg tipa i jedinke N-KI B-WT, u jedinki N-KI B-HET te N-
WT B-HET zabiljeZen je sniZeni intenzitet biljega BACE]1. U jedinki N-KI B-KO te N-
WT B-KO nije zabiljeZen signal biljega BACEI. Ovaj rezultat ponavlja se u svim
analiziranim dobnim skupinama.
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Slika 20. Analiza raspodjele i intenziteta biljega enzima BACE1 u hipokampusu miSeva knock-in
NPCI-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. Imunohistokemijska analiza enzima
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BACEI u mahovinastim vlaknima hipokampusa miSeva u dobi od Cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Jezgre
su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). BACEI (zeleno) — enzim BACEL. Skala 50 pm.

4.2.3. Analiza fenotipa miSeva knock-in NPC1-11061T kojima je deletiran jedan ili
oba alela gena BACE1

Jedinke N-KI B-WT dobivene krizanjem dvostrukih heterozigota za gene NPCI-11061T
1 BACEI, u usporedbi s jedinkama divljeg tipa, pokazuju ocekivane fenotipske patoloske
promjene karakteristi¢ne za bolest NPC (kao $to je prethodno opisano u poglavlju 4.1.3.).
Hipoteza ovog doktorskog rada je da ¢e fenotip jedinki N-KI B-HET i N-KI B-KO biti
blazi u odnosu na fenotip jedinki N-KI B-WT, §to ¢e rezultirati produljenim Zivotnim
vijekom ovih miSeva. Nakon odbijanja od majki u dobi od Cetiri tjedna, jedinke N-KI B-
HET imaju vecu tjelesnu masu od jedinki N-KI B-WT (Slika 21). Ta razlika je vidljiva
sve do 10. tjedna starosti, kada pocinje progresivniji gubitak mase. Jedinke N-KI B-HET
takoder po€inju pokazivati tremor u mirovanju u istom periodu kao i jedinke N-KI B-WT
(izmedu Sest 1 8 tjedana starosti). Suprotno hipotezi, fenotip bolesti ovih jedinki postaje
progresivniji oko 10. tjedna starosti, te ugibaju ve¢ u dobi od oko 15 tjedana (tri tjedna
ranije u odnosu na jedinke N-KI B-WT).

Jedinke N-KI B-KO radale su se u udjelu znatno manjem od ocekivanog prema
Mendelovom zakonu segregacije. OpaZeno je i da je stopa smrtnosti mladih unutar prvih
mjesec dana od okota neSto ve¢a u novoj liniji dobivenoj krizanjem dvostrukih
heterozigota za gene NPCI-11061T i BACE]I, stoga je moguce da jedinke N-KI B-KO
ugibaju i prije genotipizacije. Prikupljene su svega Cetiri jedinke, a Zrtvovane su u starosti
od cetiri tjedna jer su fenotipski ukazivale na vrlo progresivan stadij bolesti (ukljuc¢ujuci
izrazito malu tjelesnu masu (Slika 21), snazan tremor, potencijalno hidrocefalus, te
ponasanje nalik epileptickim napadajima).

Jedinke N-WT B-HET nisu pokazivale nikakav fenotip. Jedinke N-WT B-KO imale su
smanjenu stopu preZivljenja unutar prvih mjesec dana od okota (sukladno literaturi),
medutim, preostale jedinke nisu pokazivale nikakav fenotip izuzev niZe tjelesne mase u
odnosu na jedinke divljeg tipa (zna¢ajno u dobi od 9 i 15 tjedana; Slika 21). Zivotni vijek
ovih dodatnih kontrola odgovara zivotnom vijeku jedinki divljeg tipa (130-150 tjedana).
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Slika 21. Analiza tjelesne mase miSeva knock-in NPC1-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela
gena BACE]I. Niska tjelesna masa jedinki genotipa N-KI B-WT, N-KI B-HET i N-KI B-KO te progresivan
gubitak tjelesne mase jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa nakon 10 tjedana
starosti. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost skupine (genotipa) = SD. U dobi od Cetiri tjedna,
jedinke N-KI B-KO imaju zna¢ajno manju tjelesnu masu u odnosu na jedinke a) jedinke N-WT B-WT
(»=0,0069) i b) jedinke N-WT B-HET (p=0,0056). U dobi od 9 tjedana, jedinke N-WT B-KO imaju
zna¢ajno manju tjelesnu masu u odnosu na jedinke c) jedinke N-WT B-WT (p=0,0026) i d) jedinke N-WT
B-HET (p=0,0010); jedinke N-KI B-WT imaju zna¢ajno manju tjelesnu masu u odnosu na jedinke e)
jedinke N-WT B-WT (p=0,00018) i f) jedinke N-WT B-HET (p=0,000048); jedinke N-KI B-HET imaju
znacajno manju tjelesnu masu u odnosu na jedinke g) jedinke N-WT B-WT (p=0,0075) i h) jedinke N-WT
B-HET (p=0,0028). U dobi od 14 tjedana, jedinke N-KI B-HET imaju znac¢ajno manju tjelesnu masu u
odnosu na jedinke i) jedinke N-WT B-WT (p=0,0015) i j) jedinke N-WT B-HET (p=0,0015). U dobi od 15
tjedana, jedinke N-WT B-KO imaju zna¢ajno manju tjelesnu masu u odnosu na jedinke k) jedinke N-WT
B-WT (p=0,025) i 1) jedinke N-WT B-HET (p=0,019); jedinke N-KI B-WT imaju znac¢ajno manju tjelesnu
masu u odnosu na jedinke m) jedinke N-WT B-WT (p=0,000007) i n) jedinke N-WT B-HET (p=0,000003);
jedinke N-KI B-HET imaju znacajno manju tjelesnu masu u odnosu na jedinke o) jedinke N-WT B-WT
(»=0,0018) i p) jedinke N-WT B-HET (p=0,0014). Broj analiziranih jedinki po skupini (genotipu) iznosio
je N4 tjedna:19'27 (iZUZGV genotipa N-KI B-KO, n=4), Ns-9 U-edana=12-18, Nnio-15 tjedana:7'9-

4.2.4. Analiza neurodegeneracije u mozgu miseva knock-in NPC1-11061T kojima je
deletiran jedan ili oba alela gena BACE1

Za analizu neurodegeneracije koriStena su protutijela za CALBINDIN (biljeg
Purkinjeovih neurona) i NEUN (biljeg jezgara zrelih neurona). Kriorezovi mi§jih
mozgova starosti Cetiri, 9 1 15 tjedana debljine 30 pum analizirani su metodom
imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije, a homogenati malog mozga, kore
velikog mozga i hipokampusa miSeva istih dobnih skupina analizirani su metodom WB.
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U malom mozgu jedinki nijednog od ispitivanih genotipova nije uocen gubitak
Purkinjeovih neurona u dobi od Cetiri tjedna (Slika 22 A, G, H). U jedinki N-KI B-WT u
dobi od 9 tjedana, u odnosu na jedinke divljeg tipa, kao i na dodatne kontrole (N-WT B-
HET i N-WT B-KO) iste dobi, vidljiv je gubitak Purkinjeovih neurona (Slika 22 B):
bojanje protutijelom za biljeg CALBINDIN pokazuje nedostatak tijela Purkinjeovih
neurona, kao i gubitak dendritickog stabla u molekularnom sloju. Ovo je svojstvo
posebno izrazeno u prednjim reznjevima malog mozga, a vidljivo je i u srednjim
reznjevima. Jedinke genotipa N-KI B-HET starosti 9 tjedana pokazuju viSu razinu
ocuvanosti Purkinjeovih neurona u prednjim reznjevima, dok u srednjim reznjevima nije
zabiljezen ocigledan gubitak u odnosu na jedinke N-KI B-WT, §to ukazuje na mogucéu
sporiju progresiju bolesti NPC uslijed gubitka jednog alela gena BACE1. Purkinjeovi
neuroni ocuvani su u straznjim reznjevima jedinki genotipa N-KI B-HET i N-KI B-WT
u dobi od 9 tjedana. Medutim, u dobi od 15 tjedana (Slika 22 C), vidljiv je jednak, potpuni
gubitak Purkinjeovih neurona u prednjim reznjevima jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET.
Gubitak Purkinjeovih neurona vidljiv je 1 u srednjim reznjevima ovih dviju skupina u dobi
od 15 tjedana, ali bez jasne razlike izmedu skupina. Jedinke divljeg tipa i dodatne kontrole
imaju potpuno oc¢uvane Purkinjeove neurone u svim dijelovima malog mozga u dobi od
9 1 15 tjedana (Slika 22 B, C), sto je potvrdeno i metodom WB (Slika 22 G, L, J).
Analizom WB potvrden je i znaCajan gubitak Purkinjeovih neurona u malom mozgu
jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u dobi od 9 (Slika 22 G, I) i 15 tjedana (Slika 22 G,
J). Medutim, ovom metodom nije zabiljeZena razlika u razini odumrlih, odnosno
ocuvanih Purkinjeovih neurona izmedu jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u dobi od 9
tjedana (Slika 22 G, I) kao $to je kvalitativno vidljivo na prerezima mozga (Slika 22 B).

Analize biljega NEUN nisu pokazale nikakvu razliku u raspodjeli (Slika 22 D-F),
odnosno razini zrelih neurona u malom mozgu jedinki nijednog od ispitivanih genotipova
ni dobnih skupina (Slika 22 G, H). Razlika u raspodjeli i razini biljega NEUN nije uocena
niti u kori velikog mozga jedinki nijednog od ispitivanih genotipova, odnosno dobnih
skupina (Slika 23 A-D), izuzev snizene razine biljega NEUN zabiljezene u homogenatu
jedinki N-KI B-HET u dobi od 15 tjedana (Slika 23 B, D). Imunohistokemijskom
analizom hipokampusa pokazano je da u odnosu na jedinke divljeg tipa i jedinke N-WT
B-HET, jedinke N-KI B-WT, ali i jedinke N-WT B-KO, pokazuju naznake gubitka zrelih
neurona u dentatnom girusu ve¢ u dobi od cetiri tjedna (Slika 24 A), kao i s 9 tjedana
starosti (Slika 24 B). Jedinke genotipa N-KI B-HET, a zanimljivo ni jedinke N-KI B-KO,
nisu pokazale ovo svojstvo. U dobi od 15 tjedana, gubitak zrelih neurona u dentatnom
girusu je nesto manje izraZen u jedinki N-KI B-WT, ali je uocen u jedinki N-KI B-HET,
kao 1 u kontroli N-WT B-HET (Slika 24 C). Analizom hipokampusa jedinki starosti 15
tjedana metodom WB potvrdena je znafajno sniZena razina biljega NEUN u jedinki N-
KI B-WT te N-WT B-KO u odnosu na ostale genotipove (Slika 24 D, E).
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Slika 22. Analiza biljega neurodegeneracije u malom mozgu miseva knock-in NPC1-110616T kojima
je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1. Imunohistokemijska analiza Purkinjeovih neurona u malom
mozgu miSeva u dobi od cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Imunohistokemijska analiza zrelih neurona u
malom mozgu miSeva u dobi od Cetiri (D), 9 (E) i 15 tjedana (F). Jezgre su obojene bojom za nukleinske
kiseline Hoechst (plavo). CALBINDIN (crveno) — biljeg Purkinjeovih neurona, NEUN (zeleno) — biljeg
jezgara zrelih neurona. Skala 50 um. G Analiza biljega neurodegeneracije metodom WB u malom mozgu
miseva. Kvantitativni prikaz razine biljega u malom mozgu miseva u dobi od ¢etiri (H), 9 (I) i 15 tjedana
(J). Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc
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analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana u Privitku 3 (biljeg
CALBINDIN) i Privitku 4 (biljeg NEUN).
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Slika 23. Analiza biljega neurodegeneracije u kori velikog mozga misSeva knock-in NPCI-11061T
kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1. A Imunohistokemijska analiza zrelih neurona u kori
velikog mozga miSeva u dobi od cCetiri, 9 i1 15 tjedana. Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline
Hoechst (plavo). NEUN (zeleno) — biljeg jezgara zrelih neurona. Skala 50 um. B Analiza biljega
neurodegeneracije metodom WB u kori velikog mozga miSeva. Kvantitativni prikaz razine biljega u kori
velikog mozga miseva u dobi od cetiri (C) i 15 tjedana (D). Na grafovima su prikazane p vrijednosti
dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti
pojedinacnih skupina prikazana je u Privitku 4 (biljeg NEUN).
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Slika 24. Analiza biljega neurodegeneracije u hipokampusu miSeva knock-in NPCI-11061T Kkojima je
deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. Imunohistokemijska analiza zrelih neurona u hipokampusu
miSeva u dobi od Cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Jezgre su obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst
(plavo). NEUN (zeleno) — biljeg jezgara zrelih neurona. Skala 50 pm. D Analiza biljega neurodegeneracije
metodom WB u hipokampusu miseva. E Kvantitativni prikaz razine biljega u hipokampusu miSeva u dobi
od 15 tjedana. Na grafu je prikazana p vrijednosti dobivena ukupnom statistickom analizom, dok je post-
hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana u Privitku 4 (biljeg
NEUN).
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4.2.5. Poremeéaj endolizosomalnog puta u mozgu miseva knock-in NPC1-11061T
kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1

Za analizu endolizosomalog puta koriStena su protutijela za EEA1 (biljeg ranih
endosoma), RAB7 (biljeg kasnih endosoma) i LAMP1 (biljeg lizosoma). Kriorezovi
misjih mozgova starosti Cetiri, 9 1 15 tjedana debljine 16 um analizirani su metodom
imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije, a homogenati malog mozga, kore
velikog mozga 1 hipokampusa analizirani su metodom WB.

U malom mozgu jedinki svih genotipova u dobi od cetiri tjedna, analiza lizosomalnog
biljega LAMPI1 rezultirala je ujednacenim bojanjem ovog biljega primarno u tijelima
Purkinjeovih neurona (Slika 25 A). U dobi od 9 tjedana, u jedinki N-KI B-WT u odnosu
na jedinke divljeg tipa 1 dodatne kontrole (N-WT B-HET 1 N-WT-B-KO) vidljivo je
promijenjeno, tockastije bojanje lizosomalnog biljega u prednjim i srednjim reznjevima
malog mozga (Slika 25 B). U jedinki N-KI B-WT dolazi do nakupljanja biljega LAMP1
u velike vezikule, nevezano samo za tijela Purkinjeovih neurona, ve¢ je prosireno i na
molekularni sloj reznjeva malog mozga. Ovakvo bojanje prisutno je, iako slabije, u
prednjim reznjevima jedinki N-KI B-HET, dok su u srednjim reznjevima zabiljezene
samo naznake nakupljanja lizosomalnih vezikula. U dobi od 15 tjedana, promijenjeno
bojanje prisutno je u molekularnom sloju prednjih i srednjih reznjeva malog mozga
jedinki N-KI B-WT, ali 1 jedinki N-KI B-HET (Slika 25 C). Nije zabiljeZena promjena u
bojanju straznjih reznjeva ovih skupina. Jedinke divljeg tipa i dodatne kontrole (N-WT
B-HET i N-WT-B-KO) pokazuju ujednaceno bojanje kroz sve reznjeve u dobi od 9 (Slika
25 B) 1 15 tjedana (Slika 25 C). Bojanje ranih endosoma u malom mozgu rezultiralo je
samo pozadinskim bojanjem, stoga nije prikazano.

Analizom homogenata malog mozga metodom WB nije zabiljeZena znacajna razlika u
razini biljega ranih endosoma EEA1 izmedu ispitivanih genotipova u dobi od Cetiri 1 9
tjedana (Slika 25 D-F). Razina biljega kasnih endosoma RAB7 povisena je u jedinki N-
WT B-KO u odnosu na ostale genotipove u dobi od cetiri (Slika 25 D, E) 1 15 tjedana
(Slika 25 D, G). Razina lizosomalnog biljega LAMP1 poviSena je u jedinki N-KI B-WT
u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od 9 tjedana (Slika 25 D, F). U dobi od 15 tjedana,
razina biljega LAMP1 poviSena je u jedinki N-KI B-WT, ali i N-KI B-HET (Slika 25 D,
G), §to je u skladu s rezultatima imunohistokemijske analize.
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Slika 25. Analiza biljega endolizosomalnog puta u malom mozgu miSeva knock-in NPCI-11061T
kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. Imunohistokemijska analiza biljega lizosoma
(LAMP1) u malom mozgu miSeva u dobi od Cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Jezgre su obojene bojom za
nukleinske kiseline Hoechst (plavo). LAMP1 (zeleno) — biljeg lizosoma. Skala 50 um. G Analiza biljega
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endolizosomalnog puta metodom WB u malom mozgu miSeva. EEA1 — biljeg ranih endosoma, RAB7 —
biljeg kasnih endosoma, LAMP1 — biljeg lizosoma. Kvantitativni prikaz razine biljega u malom mozgu
miSeva u dobi od cetiri (E), 9 (F) i 15 tjedana (G). Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene
ukupnom statistiCkom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti
pojedinacnih skupina prikazana je u Privitku 5 (biljeg EEA1), Privitku 6 (biljeg RAB7) i1 Privitku 7
(biljeg LAMP1).

Imunohistokemijskom analizom kore velikog mozga zabiljeZzeno je znacajno povecano
nakupljanje biljega ranih endosoma EEA1 u jedinki N-KI B-KO u dobi od ¢etiri tjedna u
usporedbi s ostalim genotipovima (Slika 26 A). Dolazi do nakupljanja ovog biljega i u
jedinki N-WT B-KO u dobi od ¢etiri tjedna, no ono se gubi u kasnijoj dobi. U dobi od 15
tjedana, jedinke N-KI B-WT i N-KI B-HET pokazuju snazno nakupljanje ovog biljega u
somi neurona (Slika 26 A). Imunohistokemijskom analizom lizosomalnog biljega
LAMP1 zabiljezeno je povecano nakupljanje vezikula, odnosno lizosomalnog biljega u
jedinki N-KI B-WT u odnosu na jedinke divljeg tipa i dodatne kontrole (N-WT B-HET i
N-WT B-KO) u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 26 B). Jedinke N-KI B-HET
takoder pokazuju nesto vece nakupljanje lizosoma u odnosu na jedinke divljeg tipa, ali je
ono u svim dobnim skupinama manje izrazeno nego u jedinki N-KI B-WT. Jedinke N-KI
B-KO u dobi od ¢etiri tjedna takoder pokazuju znacajno nakupljanje biljega lizosoma u
odnosu na jedinke divljeg tipa i dodatne kontrole.

Analizom homogenata kore velikog mozga metodom WB uocena je znacajno poviSena
razina biljega ranih endosoma EEA1 u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu na
jedinke divljeg tipa u dobi od 9 tjedana (Slika 26 C, E). Razina biljega kasnih endosoma
RABT7 povisena je u jedinki N-KI B-KO u odnosu na jedinke divljeg tipa i dodatne
kontrole (N-WT B-HET 1 N-WT-B-KO) ve¢ u dobi od ¢etiri tjedna (Slika 26 C, D). Ostali
ispitivani genotipovi nisu pokazali zna€ajnu razliku u razini ovog biljega neovisno o
dobnoj skupini (Slika 26 C-F). PoviSena razina lizosomalnog biljega LAMP1 zabiljeZena
je u homogenatima kore velikog mozga jedinki N-KI B-WT, N-KI B-KO, ali i N-WT B-
KO u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od cetiri tjedna (Slika 26 C, D). U dobi od 9
tjedana nije zabiljeZena razlika u razini ovog biljega izmedu ispitivanih genotipova (Slika
26 C, E), au dobi od 15 tjedana je razina biljega LAMP1 sniZena u jedinki N-KI B-WT
u odnosu na ostale genotipove (Slika 26 C, F).
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Slika 26. Analiza biljega endolizosomalnog puta u Kkori velikog mozga miSeva knock-in NPC1-11061T
kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1. Imunohistokemijska analiza biljega ranih endosoma
(A) 1 lizosoma (B) u kori velikog mozga miseva u dobi od Cetiri, 9 1 15 tjedana. Jezgre su obojene bojom
za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). EEA1 (tirkizno) — biljeg ranih endosoma, LAMP1 (zeleno) — biljeg
lizosoma. Skala 50 pm. C Analiza biljega endolizosomalnog puta metodom WB u kori velikog mozga
miSeva. EEA1 — biljeg ranih endosoma, RAB7 — biljeg kasnih endosoma, LAMP1 — biljeg lizosoma.
Kvantitativni prikaz razine biljega u kori velikog mozga miSeva u dobi od cetiri (D), 9 (E) i 15 tjedana (F).
Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc analiza,
odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana u Privitku 5 (biljeg EEA1),
Privitku 6 (biljeg RAB7) i Privitku 7 (biljeg LAMP1).
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Imunohistokemijska analiza hipokampusa ukazala je na poviSeno nakupljanje biljega
ranih endosoma EEA1 u jedinki N-KI B-WT svih ispitivanih dobnih skupina u odnosu na
jedinke divljeg tipa i dodatne kontrole (N-WT B-HET i N-WT B-KO), $to je posebno
izrazeno u regijama CAI i CA3 hipokampusa (Slika 27 A-C). Jedinke N-KI B-HET
pokazuju povecano nakupljanje endosomalnih vezikula samo u regiji C4/ hipokampusa
u dobi od Cetiri tjedna (Slika 27 A). Ostale regije hipokampusa, odnosno preostale dobne
skupine ovog genotipa, pokazuju bojanje sukladno onome jedinki divljeg tipa i dodatnih
kontrola (Slika 27 A-C). Jedinke N-KI B-KO u dobi od cetiri tjedna pokazuju znacajno
nakupljanje biljega ranih endosoma EEA1 u regiji CA/ hipokampusa (Slika 27 A).

Imunohistokemijska analiza lizosomalnog biljega LAMP1 u hipokampusu nije pokazala
razliku u bojanju izmedu jedinki divljeg tipa 1 dodatnih kontrola (N-WT B-HET i N-WT
B-KO) ni u jednoj od ispitivanih dobnih skupina (Slika 27 D-F). Znacajno nakupljanje
lizosomalnih vezikula uoceno je u jedinki N-KI B-WT, u odnosu na jedinke divljeg tipa,
u svim ispitivanim regijama hipokampusa u dobi od cetiri (Slika 27 D), 9 (Slika 27 E) i
15 tjedana (Slika 27 F). Nakupljanje lizosomalnog biljega LAMP1 zabiljezeno je i u
jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa u svim dobnim skupinama (Slika
27 D-F). Medutim, nakupljanje ovog biljega manje je u jedinki N-KI B-HET u odnosu
na jedinke N-KI B-WT, pogotovo u dobi od cetiri (Slika 27 D) 1 15 tjedana (Slika 27 F).
U odnosu na jedinke divljeg tipa, nakupljanje lizosomalnog biljega zabiljezeno je i u
jedinki N-KI B-KO u svim regijama hipokampusa u dobi od ¢etiri tjedna (Slika 27 D).
Analiza homogenata hipokampusa metodom WB ukazala je na zna€ajno poviSenu razinu
biljega ranih endosoma EEA1 u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu na jedinke
divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 27 G-J). Razina ovog biljega
pritom je visa u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT u dobi od ¢etiri
(Slika 27 H) 1 9 tjedana (Slika 27 I). Razina biljega kasnih endosoma RAB7 u jedinkama
genotipova N-KI B-WT 1 N-KI B-HET znacajno je poviSena u odnosu na jedinke divljeg
tipa u dobi od 9 tjedana (Slika 27 G, I). Medutim, razina ovog biljega, u odnosu na
jedinke divljeg tipa, snizena je u hipokampusu jedinki N-KI B-WT u dobi od 15 tjedana,
kao 1 u jedinki N-WT B-KO (Slika 27 G J). Razina lizosomalnog biljega LAMP1
povisena je u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi
od 9 (Slika 27 G, I) 1 15 tjedana (Slika 27 G, J). Takoder, jedinke N-WT B-HET pokazuju
znacajno povisenu razinu ovog biljega u dobi od 9 tjedana (Slika 27 G, I), a jedinke N-
WT B-KO sniZenu razinu u dobi od 15 tjedana (Slika 27 G, J) u odnosu na jedinke divljeg
tipa.
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<« Slika 27. Analiza biljega endolizosomalnog puta u hipokampusu miSeva knock-in NPCI-11061T
kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE . Imunohistokemijska analiza biljega ranih endosoma
(EEA1) u hipokampusu miseva u dobi od cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Imunohistokemijska analiza
biljega lizosoma (LAMP1) u hipokampusu miseva u dobi od &etiri (D), 9 (E) i 15 tjedana (F). Jezgre su
obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). EEA1 (tirkizno) — biljeg ranih endosoma, LAMP1
(zeleno) — biljeg lizosoma. Skala 50 um. G Analiza biljega endolizosomalnog puta metodom WB u
hipokampusu miseva. EEA1 — biljeg ranih endosoma, RAB7 — biljeg kasnih endosoma, LAMP1 — biljeg
lizosoma. Kvantitativni prikaz razine biljega u hipokampusu miseva u dobi od cetiri (H), 9 (I) i 15 tjedana
(J). Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc
analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana u Privitku 5 (biljeg
EEAL1), Privitku 6 (biljeg RAB7) i Privitku 7 (biljeg LAMP1).

4.2.6. Analiza neuroinflamacije u mozgu miseva knock-in NPC1-11061T kojima je
deletiran jedan ili oba alela gena BACE1

Za analizu neuroinflamacije koriStena su protutijela za GFAP (biljeg astrocita), IBA1
(strukturni biljeg mikroglija) 1 CD68 (biljeg aktivnih mikroglija). Kriorezovi mozgova
miSeva starosti Cetiri, 9 1 15 tjedana debljine 30 pum analizirani su metodom
imunohistokemije, odnosno imunofluorescencije, a homogenati malog mozga, kore
velikog mozga i hipokampusa analizirani su metodom WB.

Imunohistokemijskom analizom malog mozga nije zabiljeZen signal biljega astrocita, tj.
aktivnih astrocita u jedinki divljeg tipa ni u jednoj od ispitivanih dobnih skupina (Slika
28 A-C). U dodatnih kontrola, jedinki N-WT B-HET 1 N-WT B-KO, takoder nije uo¢ena
aktivacija astrocita. Jedinke N-KI B-WT pokazuju znacajnu aktivaciju astrocita ve¢ u
dobi od Cetiri tjedna (Slika 28 A), §to je posebno izraZzeno u prednjim reznjevima. U dobi
od 9 (Slika 28 B) 1 15 tjedana (Slika 28 C) zabiljeZena je snazna aktivacija astrocita kroz
cijeli mali mozak jedinki N-KI B-WT, ukljucujuc¢i 1 straznji rezanj. U jedinki N-KI B-
HET u dobi od cetiri tjedna uoc€ena je niska aktivacija astrocita (Slika 28 A) u odnosu na
jedinke divljeg tipa, te je izraZeno niZa od razine aktivacije u jedinki N-KI B-WT. U dobi
od 9 1 15 tjedana jedinke N-KI B-HET, u odnosu na jedinke divljeg tipa, pokazuju
povecanu aktivaciju astrocita progresivno s dobi (Slika 28 B, C). Nije zabiljezena
aktivacija astrocita u straznjim reZnjevima ovih jedinki. U odnosu na jedinke N-KI B-
WT, jedinke N-KI B-HET pokazuju nesto nizu razinu aktivacije astrocita u prednjim
reznjevima u dobi od 9 tjedana (Slika 28 B), dok s 15 tjedana nema znacajne razlike u
aktivaciji astrocita u prednjim i srednjim reznjevima izmedu ovih genotipova (Slika 28
(). Jedinke N-KI B-KO u dobi od cCetiri tjedna pokazuju visoku razinu aktivacije astrocita
u odnosu na kontrolne jedinke u svim reznjevima malog mozga (Slika 28 A). U usporedbi
s jedinkama N-KI B-WT, aktivacija astrocita poviSena je u srednjim reZnjevima, a
prisutna je i u straznjim reZznjevima malog mozga jedinki N-KI B-KO.

Imunohistokemijskom analizom malog mozga nije zabiljeZen biljeg aktivnih mikroglija
CD68 u jedinki divljeg tipa, kao ni u dodatnim kontrolama (N-WT-B-HET i N-WT B-
KO) ni u jednoj od ispitivanih dobnih skupina (Slika 28 D-F). Slaba aktivacija mikroglija
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zabiljezena je u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET ve¢ u dobi od cetiri tjedna (Slika 28
D), ali nije uoCena jasna razlika izmedu ovih skupina. U dobi od 9 tjedana, obje skupine
pokazuju vrlo snaznu aktivaciju mikroglija u prednjim reznjevima, dok je u srednjim i
straznjim reznjevima aktivacija slabija (Slika 28 E). U dobi od 15 tjedana zabiljezena je
jos visa razina aktivacije mikroglija u prednjim i srednjim reznjevima jedinki N-KI B-
WT i N-KI B-HET (Slika 28 F). Nije uocena jasna razlika u razini aktivacije mikroglija
izmedu jedinki N-KI B-WT 1 N-KI B-HET u prednjim i srednjim reznjevima malog
mozga u dobi od 91 15 tjedana (Slika 28 E, F), medutim, jedinke N-KI B-HET pokazuju
nizu razinu aktivacije mikroglija u straznjim reznjevima u obje dobne skupine. Jedinke
N-KI B-KO u dobi od cetiri tjedna pokazuju snaznu aktivaciju mikroglija u prednjim
reznjevima malog mozga u odnosu na kontrolne jedinke (Slika 28 D). Aktivacija
mikroglija u ovih jedinki nesto je slabija u srednjim reznjevima, sli¢no jedinkama N-KI
B-WT 1 N-KI B-HET, dok u straznjim reZnjevima nema aktivacije mikroglija. Bojanje
protutijelom za strukturni biljeg mikroglija IBA1 dalo je rezultate istovjetne biljegu CD68
stoga nije prikazano.

Analizom biljega neuroinflamacije metodom WB u malom mozgu potvrdena je povisena
razina aktivacije astrocita u jedinki N-KI B-WT u odnosu na jedinke divljeg tipa u svim
ispitivanim dobnim skupinama (Slika 28 G-J). U odnosu na jedinke divljeg tipa, poviSena
je 1razina biljega GFAP, tj. aktivacija astrocita u jedinki N-KI B-HET u dobi od 9 (Slika
28 G, I) 1 15 tjedana (Slika 28 G, J), medutim nije toliko izraZzena kao u jedinki N-KI B-
WT. Razina proteina GFAP povisena je i u jedinki N-KI B-KO u odnosu na jedinke
divljeg tipa u dobi od cCetiri tjedna (Slika 28 G, H). Analiza strukturnog biljega IBAT1 i
biljega aktivacije mikroglija CD68 pokazuje njihovu poviSenu razinu u jedinki N-KI B-
WT u odnosu na jedinke divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 28 G-
J). Zanimljivo, jedinke N-KI B-HET pokazale su jo§ znacajnije viSu razinu ovih biljega
mikroglija u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 28 G-J). U dobi od cetiri tjedna,
jedinke N-KI B-KO takoder imaju znacajno poviSenu razinu strukturnog biljega
mikroglija IBA1 u odnosu na jedinke divljeg tipa, te najviSu razinu biljega aktivacije
mikroglija CD68 u odnosu na sve ispitivane genotipove (Slika 28 G, H).
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Slika 28. Analiza biljega neuroinflamacije u malom mozgu miSeva knock-in NPCI-11061T kojima je
deletiran jedan ili oba alela gena BACE1. Imunohistokemijska analiza biljega astrocita (GFAP) u malom
mozgu miseva u dobi od Cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Imunohistokemijska analiza biljega aktivnih
mikroglija (CD68) u malom mozgu miSeva u dobi od Cetiri (D), 9 (E) i 15 tjedana (F). Jezgre su obojene
bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). GFAP (crveno) — biljeg astrocita, CD68 (tirkizno) — biljeg
aktivnih mikroglija. Skala 50 um. G Analiza biljega neuroinflamacije metodom WB u malom mozgu
miSeva. GFAP — biljeg astrocita, IBA1 — strukturni biljeg mikroglija, CD68 — biljeg aktivnih mikroglija.
Kvantitativni prikaz razine biljega neuroinflamacije u malom mozgu miseva u dobi od Cetiri (H), 9 (I) i 15
tjedana (J). Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-
hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana u Privitku 8 (biljeg
GFAP), Privitku 9 (biljeg IBA1) i Privitku 10 (biljeg CD68).
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Imunohistokemijskom analizom kore velikog mozga nije zabiljeZena neuroinflamacija u
vidu aktivacije astrocita (Slika 29 A) ili mikroglija (Slika 29 B) u jedinki divljeg tipa,
kao ni u dodatnim kontrolama (N-WT B-HET i N-WT B-KO) ni u jednoj od ispitivanih
dobnih skupina. U jedinki N-KI B-WT, u odnosu na jedinke divljeg tipa, zabiljezena je
aktivacija astrocita u kori velikog mozga (Slika 29 A), a progresivna je s dobi: aktivacija
astrocita prisutna je ve¢ u dobi od cetiri tjedna, dok je izrazito poviSena u dobi od 15
tjedana. Aktivacija astrocita zabiljezena je i u jedinki N-KI B-HET (Slika 29 A): u dobi
od cCetiri 1 9 tjedana, ove jedinke pokazuju nisku razinu aktivacije astrocita u kori velikog
mozga. Aktivacija astrocita povisena je u dobi od 15 tjedana, medutim niza je u odnosu
na jedinke N-KI B-WT. Aktivacija mikroglija u kori velikog mozga jedinki N-KI B-WT
i N-KI B-HET je prisutna, ali je vrlo niska, stoga nije utvrdena razlika izmedu ovih
skupina ni u jednoj od ispitivanih dobnih skupina (Slika 29 B). Zanimljivo, jedinke N-KI
B-KO ne pokazuju znacajnu aktivaciju astrocita (Slika 29 A) niti mikroglija (Slika 29 B)
u kori velikog mozga u dobi od ¢etiri tjedna.

Analizom biljega neuroinflamacije metodom WB u kori velikog mozga potvrdena je
povisena razina biljega GFAP, tj. aktivacija astrocita u jedinki N-KI B-WT u odnosu na
jedinke divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 29 C-F). U odnosu na
jedinke divljeg tipa, poviSena je i razina aktivacije astrocita u jedinki N-KI B-HET u dobi
od Cetiri (Slika 29 C, D) i 15 tjedana (Slika 29 C, F). Medutim, nije uocena znacajna
razlika u razini aktivacije astrocita izmedu jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET. Razina
proteina GFAP poviSena je i u jedinki N-KI B-KO u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi
od cetiri tjedna (Slika 29 C, D). U dobi od cetiri tjedna, nije uocena razlika u razini
strukturnog biljega mikroglija IBA1 izmedu jedinki divljeg tipa te jedinki N-KI B-WT 1
N-KI B-HET (Slika 29 C, D). Razina ovog biljega znac¢ajno je povisena u jedinki N-KI
B-WT 1 N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od 9 tjedana (Slika 29 C,
E), dok je u dobi od 15 tjedana razina biljega znacajno poviSena samo u jedinki N-KI B-
HET (Slika 29 C, F). Razina biljega aktivacije mikroglija CD68 znacajno je poviSena u
jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu na preostale genotipove u svim ispitivanim
dobnim skupinama (Slika 29 C-F). Razlika izmedu ovih skupina nije uocena u dobi od
cetiri 19 tjedana (Slika 29 C-E), dok je, zanimljivo, razina aktivacije mikroglija u jedinki
N-KI B-HET povisena u usporedbi s jedinkama N-KI B-WT u dobi od 15 tjedana (Slika
29 C, F). U dobi od cetiri tjedna, jedinke N-KI B-KO imaju snizenu razinu strukturnog
biljega mikroglija IBA1, ali poviSenu razinu biljega aktivacije mikroglija CD68 u odnosu
na jedinke divljeg tipa (Slika 29 C, D).

109



N-WT B-HET N-KI B-KO N-KI B-HET N-KI B-WT N-WTB-WT

N-WT B-KO

GFAP/Hoechst

4 tjiedna 9 tjedana 15 tjedana

110



N-WT B-HET N-KI B-KO N-KI B-HET N-KI B-WT N-WTB-WT

N-WT B-KO

8/Hoechst

4 tjedna 9 tjedana 15 tjedana

111



C G NWT NK

N-KI' N-KI

N-WT N-WT G
B-WT B-WT B-HET B-KO B-HET B-KO

Bt
i 2

kora veliko moga,4 tiedna
G N-WT N-KI

N-KI  N-WT N-WT G
B-WT B-WT B-HET B-HET B-KO

-

,‘---——--——-

kora velikog mozga, 9 tiedana

e s —

kora velikog mozga, 15 tjiedana

D 4
3.5

3

25

2

1.5

N

0.5
0

p=0,53

GFAP

kora velikog mozga, 4 tjedna

p=0,079

T

IBA1

p=0,087

CD68

OoN-WT B-WT
| N-KI B-WT
ON-KI B-HET
@N-KI B-KO
BN-WT B-HET
mN-WT B-KO

112



E 7
6 p=0,0031
5
4 ON-WT B-WT
BN-KI B-WT
3 BN-KI B-HET
p=0,60 p=0,0034 BN-WT B-HET
2 mN-WT B-KO
1
0 1
GFAP IBA1 CcD68
kora velikog mozga, 9 tjiedana
F 55 p=0,00096
5
45
4 p=0,0046
3.5 ON-WT B-WT
3 mN-KI B-WT
2.5 @N-KI B-HET
2 p=0,033 BN-WT B-HET
15 BN-WT B-KO
1
0.5
0
GFAP IBA1 CDé68

kora velikog mozga, 15 tjedana

Slika 29. Analiza biljega neuroinflamacije u kori velikog mozga miSeva knock-in NPCI-11061T
kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE]. Imunohistokemijska analiza biljega astrocita (A) i
aktivnih mikroglija (B) u kori velikog mozga miseva u dobi od Cetiri, 9 i 15 tjedana. Jezgre su obojene
bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). GFAP (crveno) — biljeg astrocita, CD68 (tirkizno) — biljeg
aktivnih mikroglija. Skala 50 um. C Analiza biljega neuroinflamacije metodom WB u kori velikog mozga
miSeva. GFAP — biljeg astrocita, IBA1 — strukturni biljeg mikroglija, CD68 — biljeg aktivnih mikroglija.
Kvantitativni prikaz razine biljega neuroinflamacije u kori velikog mozga misSeva u dobi od cetiri (D), 9
(E) i 15 tjedana (F). Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom,
dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana u Privitku
8 (biljeg GFAP), Privitku 9 (biljeg IBA1) i Privitku 10 (biljeg CD68).
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Imunohistokemijskom analizom biljega neuroinflamacije u hipokampusu zabiljezena je
niska aktivacija astrocita u jedinki divljeg tipa svih ispitivanih dobnih skupina (Slika 30
A-C). Aktivacija astrocita, tj. signal biljega GFAP, zabiljeZen je i u dodatnih kontrola:
posebno je izrazen u jedinki N-WT B-KO u dobi od 9 tjedana (Slika 30 B), te u jedinki
N-WT B-HET 1 N-WT B-KO u dobi od 15 tjedana (Slika 30 C). Medutim, u odnosu na
jedinke divljeg tipa, zabiljezena je 1 poviSena aktivacije astrocita u jedinki N-KI B-WT u
svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 30 A-C). Aktivacija astrocita u jedinki N-KI
B-HET takoder je prisutna, ali je nesSto niza u odnosu na jedinke N-KI B-WT (Slika 30
A-C). U odnosu na ostale analizirane genotipove, jedinke genotipa N-KI B-KO imaju
najvisu razinu aktivacije astrocita u dobi od cetiri tjedna (Slika 30 A).

Imunohistokemijskom analizom biljega aktivnih mikroglija CD68 nije zabiljeZena
aktivacija mikroglija u hipokampusu jedinki divljeg tipa i dodatnih kontrola (N-WT B-
HET i N-WT B-KO) ni u jednoj od ispitivanih dobnih skupina (Slika 30 D-F). U odnosu
na jedinke divljeg tipa, u hipokampusu jedinki N-KI B-WT prisutna je niska razina
aktivacije mikroglija, tj. niska razina signala biljega CD68 u svim ispitivanim dobnim
skupinama (Slika 30 D-F). Ista razina aktivacije mikroglija zabiljezena je 1 u jedinki N-
KI B-HET u dobi od cetiri (Slika 30 D) i 9 tjedana (Slika 30 E), dok je u dobi od 15
tjedana u regiji CA/ hipokampusa zabiljeZena poviSena aktivacija mikroglija u odnosu na
jedinke N-KI B-WT (Slika 30 F). Aktivacija mikroglija najizraZenija je u jedinki N-KI
B-KO u odnosu na ostale ispitivane skupine u dobi od Cetiri tjedna (Slika 30 D).
Analiza homogenata hipokampusa metodom WB pokazala je poviSenu razinu biljega
aktivnih astrocita GFAP u jedinki N-KI B-WT i N-WT B-KO u odnosu na jedinke divljeg
tipa u dobi od Cetiri tjedna (Slika 30 G, H). Takoder, u dobi od cetiri tjedna zabiljezena
je dodatno poviSena razina biljega GFAP u jedinki N-KI B-HET (u odnosu na jedinke N-
KI B-WT), odnosno N-KI B-KO (u odnosu na jedinke N-KI B-HET). U dobi od 15
tjedana, neocekivano, uocena je sniZzena razina biljega GFAP u jedinki N-KI B-WT i N-
WT B-KO u odnosu na jedinke divljeg tipa, dok je razina ovog biljega u jedinki N-KI B-
HET znacajno povisSena (Slika 30 G, I). Razina strukturnog biljega mikroglija IBA1 1
biljega aktivnih mikroglija CD68 u homogenatima hipokampusa bila je preniska za
detekciju, stoga nije prikazana.
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Slika 30. Analiza biljega neuroinflamacije u hipokampusu miseva knock-in NPCI1-11061T kojima je
deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. Imunohistokemijska analiza biljega astrocita (GFAP) u
hipokampusu miSeva u dobi od cCetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Imunohistokemijska analiza biljega
aktivnih mikroglija (CD68) u hipokampusu miSeva u dobi od ¢etiri (D), 9 (E) i 15 tjedana (F). Jezgre su
obojene bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). GFAP (crveno) — biljeg astrocita, CD68 (tirkizno)
— biljeg aktivnih mikroglija. Skala 50 pm. G Analiza biljega neuroinflamacije, tj. aktivacije astrocita
metodom WB u hipokampusu miSeva. GFAP — biljeg astrocita. Kvantitativni prikaz razine biljega astrocita
GFAP u hipokampusu miSeva u dobi od Cetiri (H) i 15 tjedana (I). Na grafovima su prikazane p vrijednosti
dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti
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4.2.7. Analiza hiperfosforilacije proteina tau u mozgu miseva knock-in NPC1-
11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1

Metodom WB ispitana je endogena razina ukupnog fosforiliranog proteina tau (TOTAL
TAU) te razine Cetiriju razli¢itih mjesta fosforilacije (pSer 396/404, pSer202, pThr231,
pSer202/Thr205) proteina tau (pTAU) u homogenatima triju mozdanih regija jedinki svih
dobnih skupina.

Analizom homogenata malog mozga metodom WB nije zabiljezena znacajna razlika u
razini ukupnog fosforiliranog proteina tau u jedinki divljeg tipa i jedinkama N-WT B-
HET te N-WT B-KO ni u jednoj od ispitivanih dobnih skupina (Slika 31 A-D). Ukupna
razina fosforilacije proteina tau progresivno raste u jedinki N-KI B-WT, N-KI B-HET te
N-KI B-KO u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od cetiri tjedna (Slika 31 A, B).
Takoder, u dobi od 9 (Slika 31 A, C) i 15 tjedana (Slika 31 A, D) razina ukupnog
fosforiliranog proteina tau znacajno je povisena u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u
odnosu na jedinke divljeg tipa, ali znacajna razlika izmedu ove dvije skupine nije
utvrdena. U odnosu na jedinke divljeg tipa, u dobi od ¢etiri tjedna, u jedinki N-KI B-WT
1 N-KI B-HET povisena je razina fosforiliranog proteina tau samo na mjestu fosforilacije
pSer 396/404 (PHF-1; Slika 31 A, B). U dobi od 9 (Slika 31 A, C) i 15 tjedana (Slika 31
A, D), u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET, u odnosu na jedinke divljeg tipa, kao i u
odnosu na dodatne kontrole (N-WT B-HET i N-WT B-KO), poviSen je ukupni
fosforilirani tau, kao i pTAU na svim analiziranim mjestima fosforilacije. Pritom jedinke
N-KI B-HET pokazuju viSu razinu pTAU na svim ispitivanim mjestima u odnosu na
jedinke N-KI B-WT u dobi od 9 tjedana (Slika 31 A, C). U dobi od 15 tjedana, razina
pTAU na mjestima fosforilacije pSer 396/404 (PHF-1), pSer202 (CP13) 1 pThr231 (RZ3)
povisena je u jedinki N-KI B-WT u odnosu na jedinke N-KI B-HET, dok je razina pTAU
na mjestu pSer202/Thr205 (AT8) povisena u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke
N-KI B-WT (Slika 31 A, D). U jedinki N-KI B-KO poviSena je razina svih analiziranih
pTAU vrsta u odnosu na sve ostale ispitane genotipove u dobi od Cetiri tjedna (Slika 31
A, B).
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Slika 31. Analiza razine ukupnog i fosforiliranog proteina tau u malom mozgu miSeva knock-in
NPCI-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. A Analiza razine ukupnog i
fosforiliranog proteina tau metodom WB u malom mozgu miSeva u dobi od Cetiri, 9 i 15 tjedana. TOTAL
TAU — ukupni fosorilirani protein tau, PHF-1 — pTAU na mjestu fosforilacije pSer 396/404, CP13 — pTAU
na mjestu fosforilacije pSer202, RZ3 — pTAU na mjestu fosforilacije pThr231, AT8 — pTAU na mjestu
fosforilacije pSer202/Thr205. Kvantitativni prikaz razine ukupnog i fosforiliranog proteina tau u malom

mozgu miSeva u dobi od ¢etiri (B), 9 (C) i 15 tjedana (D). Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene
ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti
pojedinacnih skupina prikazana u Privitcima 11-15.
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Analizom homogenata kore velikog mozga metodom WB nije uocena razlika u razini
ukupnog fosforiliranog tau (TOTAL TAU) izmedu ispitivanih skupina u dobi od Cetiri
tjedna, izuzev znacajno poviSene razine ukupnog fosforiliranog proteina tau u jedinki N-
KI B-KO u odnosu na preostale ispitivane genotipove (Slika 32 A, B). Medutim, u dobi
od 9 (Slika 32 A, C) i1 15 tjedana (Slika 32 A, D), u odnosu na jedinke divljeg tipa 1
dodatne kontrole (N-WT B-HET i N-WT B-KO), povisena je razina ukupnog
fosforiliranog proteina tau u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET. Razlika u razini ukupnog
fosforiliranog tau izmedu ove dvije skupine pritom nije utvrdena. U odnosu na jedinke
divljeg tipa, razina fosforilacije proteina tau na svim ispitanim mjestima fosforilacije
povisena je u kori velikog mozga jedinki N-KI B-WT u svim ispitivanim dobnim
skupinama (Slika 32 A-D). U dobi od cetiri tjedna (Slika 32 A, B), razina fosforilacije
proteina tau na svim ispitanim mjestima fosforilacije u jedinki N-KI B-HET niza je u
odnosu na jedinke N-KI B-WT, odnosno odgovara razini fosforilacije u jedinki divljeg
tipa. Medutim, u dobi od 9 tjedana, razina forforilacije proteina tau na svim ispitivanim
mjestima fosforilacije povisena je u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa
(Slika 32 A, C), ali 1 u odnosu na jedinke N-KI B-WT na mjestima fosforilacije pSer202
(CP13) i pSer202/Thr205 (AT8). U dobi od 15 tjedana, razina fosforilacije proteina tau
na svim ispitivanim mjestima fosforilacije u jedinki N-KI B-HET povisSena je u odnosu
na jedinke divljeg tipa, odnosno sli¢na je razini fosforilacije u jedinki N-KI B-WT (Slika
32 A, D). Jedinke N-KI B-KO u dobi od cetiri tjedna pokazuju poviSenu razinu
fosforilacije proteina tau na svim ispitivanim mjestima fosforilacije u odnosu na jedinke
divljeg tipa, ali 1 u odnosu na ostale ispitane genotipove (Slika 32 A, B). Razina
fosforilacije proteina tau povisSena je i u jedinki N-WT B-KO u odnosu na jedinke divljeg
tipa na mjestima fosforilacije pSer 396/404 (PHF-1), pThr231 (RZ3) i1 pSer202/Thr205
(ATS8) u dobi od cetiri tjedna (Slika 32 A, B), dok takva razlika nije zabiljeZzena u
preostalim dobnim skupinama (Slika 32 A, C, D).
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Slika 32. Analiza razine ukupnog i fosforiliranog proteina tau u kori velikog mozga miSeva knock-in
NPCI-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. A Analiza razine ukupnog i
fosforiliranog proteina tau metodom WB u kori velikog mozga miSeva u dobi od Cetiri, 9 i 15 tjedana.
TOTAL TAU — ukupni fosorilirani protein tau, PHF-1 — pTAU na mjestu fosforilacije pSer 396/404, CP13
— pTAU na mjestu fosforilacije pSer202, RZ3 — pTAU na mjestu fosforilacije pThr231, AT8 — pTAU na
mjestu fosforilacije pSer202/Thr205. Kvantitativni prikaz razine ukupnog i fosforiliranog proteina tau u
kori velikog mozga miseva u dobi od cetiri (B), 9 (C) i 15 tjedana (D). Na grafovima su prikazane p
vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih
vrijednosti pojedina¢nih skupina prikazana u Privitcima 11-15.

127



Analizom homogenata hipokampusa metodom WB, u odnosu na jedinke divljeg tipa,
pokazana je znacajno povisSena razina ukupnog fosforiliranog proteina tau u jedinki N-KI
B-HET u dobi od 9 tjedana (Slika 33 A, C), odnosno znac¢ajno povisena razina ukupnog
fosforiliranog proteina tau u jedinki N-KI N-WT i N-KI B-HET u dobi od 15 tjedana
(Slika 33 A, D). U dobi od cetiri tjedna, razina fosforilacije proteina tau na mjestu
fosforilacije pSer 396/404 (PHF-1) povisena je u jedinki N-KI B-WT u odnosu jedinke
divljeg tipa 1 jedinke N-KI B-HET (Slika 33 A, B). Takoder, razina fosforilacije proteina
tau povisena je na mjestu fosforilacije pSer202 (CP13) u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-
HET u odnosu jedinke divljeg tipa. Izmedu jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET pritom
nije utvrdena razlika u razini fosforilacije proteina tau na mjestu fosforilacije pSer202
(CP13). U dobi od 9 tjedana, razina fosforilacije proteina tau na svim ispitivanim
mjestima fosforilacije povisena je u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu jedinke
divljeg tipa (Slika 33 A, C). Pritom je razina fosforilacije u jedinki N-KI B-HET visa u
odnosu na jedinke N-KI B-WT na mjestima fosforilacije pThr231 (RZ3) 1
pSer202/Thr205 (ATS8). U dobi od 15 tjedana, razina fosforilacije proteina tau na svim
ispitivanim mjestima fosforilacije povisena je u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u
odnosu jedinke divljeg tipa (Slika 33 A, D), pri ¢emu je razina fosforilacije u jedinki N-
KI B-WT visa u odnosu na jedinke N-KI B-HET na svim ispitivanim mjestima
fosforilacije. U hipokampusu jedinki N-KI B-KO u dobi od cetiri tjedna zabiljezena je
najvisa razina fosforilacije proteina tau na mjestima fosforilacije pSer 396/404 (PHF-1) i
pSer202 (CP13; Slika 33 A, B). Visoka razina fosforilacije na ovim mjestima prisutna je
1 u jedinki N-WT B-KO u dobi od cetiri tjedna (znacajno poviSena u odnosu na jedinke
divljeg tipa; Slika 33 A, B), dok je u dobi od 9 (Slika 33 A, C) i 15 tjedana (Slika 33 A,
D) niZa, odnosno sli¢na razini fosforilacije u jedinki divljeg tipa.
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Slika 33. Analiza razine ukupnog i fosforiliranog proteina tau u hipokampusu miseva knock-in NPCI-
11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. A Analiza razine ukupnog i fosforiliranog
proteina tau metodom WB u hipokampusu miseva u dobi od cetiri, 9 i 15 tjedana. TOTAL TAU — ukupni
fosorilirani protein tau, PHF-1 — pTAU na mjestu fosforilacije pSer 396/404, CP13 — pTAU na mjestu
fosforilacije pSer202, RZ3 — pTAU na mjestu fosforilacije pThr231, AT8 — pTAU na mjestu fosforilacije
pSer202/Thr205. Kvantitativni prikaz razine ukupnog i fosforiliranog proteina tau u hipokmpusu miseva u
dobi od cetiri (B), 9 (C) i 15 tjedana (D). Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom
statistiCkom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih
skupina prikazana u Privitcima 11-15.
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4.2.8. Analiza proteolize supstrata enzima BACE1 u mozgu miseva knock-in NPC1-
11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1

Imunohistokemijskom analizom kriorezova mozgova debljine 16 pm te analizom
homogenata mozgova metodom WB ispitana je raspodjela i proteoliza supstrata enzima
BACEI, i to proteina SEZ6, SEZ6L 1 APP. KorisStena su sljedeca protutijela: APP 22C11
— biljeg N-terminalnog kraja cjelovitog proteina APP (fIAPP) i pocijepanih odsjecaka
proteina APP (sAPPtotal), APP Y188 — biljeg C-terminalnog kraja cjelovitog proteina
APP, odnosno C-terminalnih odsjecaka pocijepanog proteina APP (APP CTFs), SEZ6 —
biljeg N-terminalnog kraja cjelovitog proteina SEZ6 (fISEZ6) i pocijepanog odsjecka
proteina SEZ6 (sSEZ6), SEZ6L — biljeg N-terminalnog kraja cjelovitog proteina SEZ6L
(fISEZ6L) i pocijepanog odsjecka proteina SEZ6L (sSEZ6L).

Imunohistokemijska analiza proteina SEZ6L u malom mozgu jedinki divljeg tipa
pokazala je prisutnost ovog proteina u tijelima Purkinjeovih neurona, kao i bojanje u
dendritickom stablu u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 34 A-C). U jedinki N-
KI B-WT i N-KI B-HET u dobi od cetiri tjedna nije zabiljezena razlika u raspodjeli i
kvaliteti bojanja ovog biljega u odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika 34 A). U dobi od 9
tjedana, u ovim je skupinama zabiljeZen gubitak signala bojenja proteina SEZ6L u skladu
s odumiranjem Purkinjeovih neurona u prednjim i srednjim reZznjevima malog mozga
(Slika 34 B). U dobi od 15 tjedana dolazi do potpunog gubitka signala u prednjim
reznjevima (Slika 34 C), dok Purkinjeovi neuroni preostali u srednjim reznjevima
pokazuju povecan intenzitet bojanja u somi te tockasto bojanje u dendriti¢kim procesima,
Sto ukazuje na nakupljanje proteina SEZ6L. Pritom nije utvrdena razlika u intenzitetu 1
raspodijeli biljega SEZ6L izmedu jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET. Jedinke N-KI B-
KO u dobi od cetiri tjedna pokazuju odsutnost bojanja SEZ6L u dendritickom stablu te
nesto veci intenzitet bojanja u somi Purkinjeovih neurona u odnosu na jedinke ostalih
ispitivanih genotipova (Slika 34 A). Bojanje proteina SEZ6 u malom mozgu rezultiralo
je samo pozadinskim bojanjem, stoga nije prikazano.

Imunohistokemijskom analizom proteina APP u malom mozgu moguce je utvrditi protein
APP samo u somi Purkinjeovih neurona (Slika 34 D-F). U dobi od cetiri tjedna, protein
APP zabiljezen je u Purkinjeovim neuronima jedinki svih ispitivanih genotipova (Slika
34 D). Medutim, u jedinki N-KI B-KO signal je znatno sniZzen u somi Purkinjeovih
neurona u srednjim 1 straznjim reznjevima malog mozga ve¢ u dobi od cetiri tjedna.
Sukladno odumiranju Purkinjeovih neurona, u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET dolazi
do progresivnog gubitka signala za protein APP u dobi od 9 (Slika 34 E), odnosno 15
tjedana (Slika 34 F) u odnosu na jedinke divljeg tipa. Pritom je u jedinki N-KI B-HET
zabiljeZena viSa razina signala za protein APP u srednjim reZnjevima (zbog sporijeg
gubitka Purkinjeovih neurona) u dobi od 9 tjedana (Slika 34 E).
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<« Slika 34. Analiza raspodjele supstrata enzima BACE1 u malom mozgu miSeva knock-in NPC1-
I1061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. Imunohistokemijska analiza supstrata
SEZ6L u malom mozgu miSeva u dobi od Cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Imunohistokemijska analiza
supstrata APP u malom mozgu miSeva u dobi od Cetiri (D), 9 (E) i 15 tjedana (F). Jezgre su obojene bojom
za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). SEZ6L (tirkizno) — protein SEZ6L, APP Y188 (zeleno) — protein
APP. Skala 50 pm.

Analiza homogenata malog mozga metodom WB pokazala je da je u jedinki N-WT B-
KO razina cijepanja svih ispitivanih supstrata enzima BACE1 smanjena u odnosu na
jedinke divljeg tipa u dobi od Cetiri tjedna (s/fISEZ6, s/fISEZ6L, sAPPtotal/fIAPP; Slika
35 A-D). U jedinki N-KI B-WT nije zabiljezena poviSena razina cijepanja proteina SEZ6
1 SEZ6L u odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika 35 A-C). Medutim, razina cijepanja
proteina SEZ6L povisena je u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa te
jedinke N-KI B-WT (Slika 35 A, C). Takoder, nije zabiljezena razlika u razini cijepanja
proteina APP u preostalim ispitivanim skupinama u odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika
35A, D). U dobi od 9 tjedana, u odnosu na jedinke divljeg tipa, uoc¢ena je povecana razina
cijepanja proteina SEZ6L 1 APP u jedinki N-KI B-WT (Slika 35 D, F, G), ali nije bilo
razlike u razini cijepanja proteina SEZ6 (Slika 35 D, E). Zanimljivo, razina cijepanja svih
ispitivanih supstrata povisena je u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa,
ali i u odnosu na jedinke N-KI B-WT (Slika 35 E-H). U dobi od 15 tjedana, uocena je
povecana razina cijepanja proteina SEZ6L u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu
na jedinke divljeg tipa (Slika 35 I, K), dok je razina cijepanja proteina SEZ6 1 APP
sniZena (Slika 35 I, J, L). U dobi od Cetiri tjedna, razina odsjeCaka APP CTFs u jedinki
N-KI B-HET poviSena je u odnosu na jedinke N-KI B-WT (Slika 35 A, D), dok u dobi
od 9 (Slika 35 E, H) 1 15 tjedana (Slika 35 I, L) nije zabiljeZena znacajna razlika u razini
ovog C-terminalnog produkta cijepanja enzimom BACE]1 izmedu ova dva genotipa, ali
je znacajno povisena u odnosu na jedinke divljeg tipa.
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Slika 35. Analiza proteolitickog cijepanja supstrata enzima BACE1 u malom mozgu miSeva knock-in
NPCI-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE 1. Analiza razine proteina SEZ6, SEZ6L
1 APP metodom WB u malom mozgu miseva u dobi od ¢etiri (A), 9 (E) i 15 tjedana (I). sSSEZ6 — topivi N-
terminalni odsjecak proteina SEZ6, fISEZ6 — cjeloviti protein SEZ6, sSEZ6L — topivi N-terminalni
odsjecak proteina SEZ6L, fISEZ6L — cjeloviti protein SEZ6L, sAPPtotal — ukupni topivi N-terminalni
odsjecci proteina APP, fIAPP — cjeloviti protein APP, APP CTFs — C-terminalni odsjecci proteina APP.
Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (B), SEZ6L (C) i APP (D) u malom mozgu miseva u dobi od
Cetiri tjedna. Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (F), SEZ6L (G) i APP (H) u malom mozgu miSeva
u dobi od 9 tjedana. Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (J), SEZ6L (K) i APP (L) u malom mozgu
miseva u dobi od 15 tjedana. Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom
analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedinacnih skupina prikazana
u Privitcima 16-25.
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Imunohistokemijskom analizom raspodjele proteina SEZ6 u kori velikog mozga
zabiljezen je povecani intenzitet bojanja i nakupljanje ovog supstrata enzima BACEI u
somi neurona jedinki N-KI B-WT u odnosu na jedinke divljeg tipa i dodatne kontrole (N-
WT B-HET i N-WT B-KO) u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 36 A). U dobi
od cetiri tjedna, nakupljanje proteina SEZ6 zabiljezeno je i u jedinki N-KI B-KO u odnosu
na jedinke divljeg tipa i jedinke N-KI B-HET. Jedinke N-KI B-HET pokazuju nesto vece
nakupljanje proteina SEZ6 u odnosu na jedinke divljeg tipa, ali je razina nakupljanja niza
u usporedbi s jedinkama N-KI B-WT. Analiza raspodjele proteina SEZ6L pokazala je
sli¢ne rezultate (Slika 36 B): jedinke N-KI B-WT u odnosu na jedinke divljeg tipa
pokazuju povecéani intenzitet bojanja i nakupljanje proteina SEZ6L u kori velikog mozga,
posebno u dobi od 9 i 15 tjedana. Snazno nakupljanje ovog supstrata zabiljezeno je i u
jedinki N-KI B-KO u dobi od ¢etiri tjedna. Razina proteina SEZ6L u jedinki N-KI B-HET
u skladu je s razinom u jedinki divljeg tipa, dakle niza nego u jedinki N-KI B-WT, $§to je
posebno izrazeno u dobi od 15 tjedana. Raspodjela i intenzitet signala proteina APP
ekvivalentan je u jedinki N-KI B-HET 1 jedinki divljeg tipa (Slika 36 C). U odnosu na
ove dvije skupine, u jedinki N-KI B-WT zabiljeZen je povecani intenzitet bojanja i
nakupljanje proteina APP u somi neurona u svim ispitivanim dobnim skupinama.
Zanimljivo, u dobi od Cetiri tjedna, razina proteina APP u kori velikog mozga jedinki N-
KI B-KO vrlo je niska, ali vidljivo je snazno nakupljanje u somi pojedinih neurona.

141



SEZ6/Hoechst

1M-gLMN

1M-8 XN

13H-9 N

OoX-g IXN

13H-9 LM°N

OX-8 LM-N

15 tjedana

edana

J

9t

4 tjedna

142



SEZ6L/Hoechst

1M-gLM-N

1M-g XN

13H-9 N

OoX-g XN

15 tjedana

9 tjedana

4 tjedna

143



C APP Y188/Hoechst

4 tjedna 9 tjedana 15 tjedana

N-WTB-WT

N-KI B-HET N-KI B-WT

N-KI B-KO

Slika 36. Analiza raspodjele supstrata enzima BACE1 u kori velikog mozga miSeva knock-in NPCI-
11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1. Imunohistokemijska analiza supstrata SEZ6
(A), SEZ6L (B) i APP (C) u kori velikog mozga miseva u dobi od Cetiri, 9 1 15 tjedana. Jezgre su obojene
bojom za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). SEZ6 (tirkizno) — protein SEZ6, SEZ6L (tirkizno) — protein
SEZ6L, APP Y188 (zeleno) — protein APP. Skala 50 um.
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Analiza homogenata kore velikog mozga metodom WB pokazala je da je u jedinki N-KI
B-KO i N-WT B-KO smanjena razina cijepanja svih ispitivanih supstrata u odnosu na
jedinke divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 37 A-L), §to je u skladu
s genotipom: jedinke B-KO ne sadrze gen BACE, odnosno enzim BACE1. U usporedbi
s jedinkama divljeg tipa, jedinke N-KI B-WT pokazuju poviSenu razinu cijepanja svih
ispitivanih supstrata u dobi od Cetiri tjedna (Slika 37 A-D) te poviSenu razinu cijepanja
proteina SEZ6 1 SEZ6L u dobi od 9 (Slika 37 E-H) i 15 tjedana (Slika 37 I-L). U svim
ispitivanim dobnim skupinama, razina cijepanja svih ispitivanih supstrata snizena je u
jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT (Slika 37 A-L). Razina cijepanja
pritom varira u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od Cetiri (Slika 37 A-D) i 9 tjedana
ovisno o supstratu (Slika 37 E-H), ali je u dobi od 15 tjedana snizena za sve ispitivane
supstrate (Slika 37 I-L). U dobi od cetiri tjedna, razina odsjecaka APP CTFs u jedinki N-
KI B-HET znacajno je poviSena u odnosu na jedinke N-KI B-WT, kao i na jedinke divljeg
tipa (Slika 37 A, D). U dobi od 9 tjedana nije zabiljeZena razlika izmedu jedinki N-WT
B-WT, N-KI B-WT i N-KI B-HET (Slika 37 E, H), dok u dobi od 15 tjedana nije
zabiljeZena razlika u razini odsjec¢aka APP CTFs izmedu jedinki N-KI B-WT i N-KI B-
HET, ali je u obje skupine znacajno povisena u odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika 37
L L).
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Slika 37. Analiza proteolitickog cijepanja supstrata enzima BACE1 u kori velikog mozga miseva
knock-in NPCI1-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACEI. Analiza razine proteina
SEZ6, SEZ6L i APP metodom WB u kori velikog mozga miSeva u dobi od Cetiri (A), 9 (E) i 15 tjedana (I).
sSEZ6 — topivi N-terminalni odsjecak proteina SEZ6, fISEZ6 — cjeloviti protein SEZ6, sSSEZ6L — topivi N-
terminalni odsjecak proteina SEZ6L, fISEZ6L — cjeloviti protein SEZ6L, sAPPtotal — ukupni topivi N-
terminalni odsjecci proteina APP, fIAPP — cjeloviti protein APP, APP CTFs — C-terminalni odsjecci proteina
APP. Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (B), SEZ6L (C) i APP (D) u kori velikog mozga miSeva u
dobi od cetiri tjedna. Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (F), SEZ6L (G) i APP (H) u kori velikog
mozga miSeva u dobi od 9 tjedana. Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (J), SEZ6L (K) i APP (L) u
kori velikog mozga miSeva u dobi od 15 tjedana. Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene
ukupnom statistickom analizom, dok je post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti
pojedinacnih skupina prikazana u Privitcima 16-25.
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Imunohistokemijskom analizom hipokampusa miSeva knock-in NPCI-11061T kojima je
deletiran jedan ili oba alela gena BACE! nije uocena znacajna razlika u intenzitetu i
raspodjeli biljega proteina SEZ6 izmedu jedinki divljeg tipa i dodatnih kontrola (N-WT
B-HET i N-WT B-KO; Slika 38 A-C). U svim ispitivanim dobnim skupinama zabiljezeno
je nakupljanje proteina SEZ6 u somi neurona jedinki N-KI B-WT u odnosu na jedinke
divljeg tipa (Slika 38 A-C), §to je posebno izrazeno u regijama CA7 i CA3 hipokampusa
u dobi od Cetiri (Slika 38 A) 1 9 tjedana (Slika 38 B), te u regiji CA/ hipokampusa u dobi
od 15 tjedana (Slika 38 C). Nakupljanje ovog supstrata u jedinki N-KI B-HET smanjeno
jeuodnosu na jedinke N-KI B-WT (Slika 38 A-C) u svim ispitivanim dobnim skupinama.
Pritom je razina biljega SEZ6 u jedinki N-KI B-HET u regiji CA/ hipokampusa sli¢na
razini u jedinki divljeg tipa, dok je u regiji CA3 hipokampusa u dobi od 9 tjedana povisena
u odnosu na jedinke divljeg tipa. U dobi od cetiri tjedna, u jedinki N-KI B-KO nije
zabiljeZena razlika u nakupljanju proteina SEZ6 u odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika
38 A).

Imunohistokemijska analiza proteina SEZ6L pokazala je poviseni intenzitet signala,
odnosno nakupljanje ovog supstrata u somi hipokampalnih neurona jedinki N-KI B-WT
u odnosu na jedinke divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 38 D-F).
Vrlo visok intenzitet bojanja, odnosno nakupljanje proteina SEZ6L uoceno je i u jedinki
N-KI B-KO u dobi od cetiri tjedna u svim ispitivanim regijama hipokampusa (Slika 38
A). Nakupljanje proteina SEZ6L u jedinki N-KI B-HET sniZeno je u odnosu na jedinke
N-KI B-WT, ali i dalje poviseno u odnosu na jedinke divljeg tipa, i to u svim ispitivanim
regijama hipokampusa, kao i u svim dobnim skupinama (Slika 38 D-F).

Istovjetne rezultate dala je 1 imunohistokemijska analiza proteina APP (Slika 38 G-I): u
odnosu na jedinke divljeg tipa, u svim ispitivanim dobnim skupinama i regijama
hipokampusa, jedinke N-KI B-WT pokazuju povecani intenzitet bojanja proteina APP i
njegovo nakupljanje u somi hipokampalnih neurona. Razina nakupljanja proteina APP u
jedinki N-KI B-HET sniZena je u odnosu na jedinke N-KI B-WT. Pritom je intenzitet
signala u regiji CAI hipokampusa sukladan razini jedinki divljeg tipa, dok je poviSen u
regiji CA3 hipokampusa. Medutim, kao 1 u kori velikog mozga, razina proteina APP
znacajno je snizena u jedinki N-KI B-KO u dobi od cetiri tjedna (Slika 38 G), ali je
izrazeno nakupljanje ovog supstrata u somi hipokampalnih neurona, posebno u regiji C43
hipokampusa.
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<« Slika 38. Analiza raspodjele supstrata enzima BACE1 u hipokampusu miSeva knock-in NPCI-
11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE 1. Imunohistokemijska analiza supstrata SEZ6
u hipokampusu miseva u dobi od Cetiri (A), 9 (B) i 15 tjedana (C). Imunohistokemijska analiza supstrata
SEZ6L u hipokampusu miSeva u dobi od cetiri (D), 9 (E) i 15 tjedana (F). Imunohistokemijska analiza
supstrata APP u hipokampusu miSeva u dobi od cetiri (G), 9 (H) 1 15 tjedana (I). Jezgre su obojene bojom
za nukleinske kiseline Hoechst (plavo). SEZ6 (tirkizno) — protein SEZ6, SEZ6L (tirkizno) — protein SEZ6L,
APP Y188 (zeleno) — protein APP. Skala 50 um.

Analiza homogenata hipokampusa metodom WB pokazala je da je u jedinki N-KI B-KO
smanjena razina cijepanja svih ispitivanih supstrata u odnosu na jedinke divljeg tipa u
dobi od cetiri tjedna (Slika 39 A-C). Zanimljivo, u dobi od Cetiri tjedna, u jedinki N-WT
B-KO razina cijepanja proteina SEZ6 povisena je (Slika 39 A, B), a razina cijepanja
proteina APP jednaka u odnosu na razinu zabiljezenu u jedinki divljeg tipa (Slika 39 A,
C). U kasnijoj dobi, s navrsenih 9 (Slika 39 D-G) ili 15 tjedana (Slika 39 H-K), razina
cijepanja svih analiziranih supstrata snizena je u jedinki N-WT B-KO u odnosu na jedinke
divljeg tipa. Smanjeno cijepanje supstrata enzima BACE1 u miSeva s deletiranim genom
BACEI (N-WT B-KO i N-KI B-KO) u skladu je s nedostatkom enzima BACE1 u ovih
jedinki. Razina cijepanja svih ispitivanih supstrata poviSena je u jedinki N-KI B-WT u
odnosu na jedinke divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim skupinama (Slika 39 A-K),
izuzev razina cijepanja proteina APP u dobi od 15 tjedana kada nije zabiljezena razlika
(Slika 39 H, K). U hipokampusu jedinki N-KI B-HET uocena je varijabilnost u razini
cijepanja ovisno o supstratu (Slika 39 A-K). U svim analiziranim dobnim skupinama,
razina cijepanja proteina SEZ6 u hipokampusu jedinki N-KI B-HET sniZena je u odnosu
na jedinke N-KI B-WT, ali i u odnosu na jedinke divljeg tipa (Slika 39 A, C-E, H, I).
Razina cijepanja proteina SEZ6L poviSena je u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke
N-KI B-WT, ali i u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od 9 tjedana (Slika 39 D, F),
dok je u dobi od 15 tjedana niza u odnosu na jedinke N-KI B-WT, te sli¢na razini cijepanja
u jedinki divljeg tipa (Slika 39 H, J). Razina cijepanja proteina APP, tj. razina N-
terminalnih odsjeCaka proteina APP, poviSena je u jedinki N-KI B-HET u odnosu na
jedinke N-KI B-WT, ali 1 u odnosu na jedinke divljeg tipa u svim ispitivanim dobnim
skupinama (Slika 39 A, C, D, G, H, K). Razina odsje¢aka APP CTFs znacajno je
povisena u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa u dobi od
9 (Slika 39 D, G) i 15 tjedana (Slika 39 H, K). Pritom nije zabiljeZena razlika izmedu
ove dvije skupine u dobi od 9 tjedana (Slika 39 D, G), dok je razina odsje¢aka APP CTFs
znacajno povisena u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT u dobi od 15
tjedana (Slika 39 H, K).
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Slika 39. Analiza proteolitickog cijepanja supstrata enzima BACE1 u hipokampusu miSeva knock-in
NPC1-11061T kojima je deletiran jedan ili oba alela gena BACE1. Analiza razine proteina SEZ6, SEZ6L
i APP metodom WB u hipokampusu miSeva u dobi od Cetiri (A), 9 (D) i 15 tjedana (H). sSSEZ6 — topivi N-
terminalni odsjecak proteina SEZ6, fISEZ6 — cjeloviti protein SEZ6, sSEZ6L — topivi N-terminalni
odsjecak proteina SEZ6L, fISEZ6L — cjeloviti protein SEZ6L, sAPPtotal — ukupni topivi N-terminalni
odsjecci proteina APP, fIAPP — cjeloviti protein APP, APP CTFs — C-terminalni odsjecci proteina APP.
Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (B) i APP (C) u hipokampusu miSeva u dobi od Cetiri tjedna.
Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (E), SEZ6L (F) i APP (G) u hipokampusu miseva u dobi od 9
tjedana. Kvantitativni prikaz razine supstrata SEZ6 (I), SEZ6L (J) i APP (K) u hipokampusu miseva u dobi
od 15 tjedana. Na grafovima su prikazane p vrijednosti dobivene ukupnom statistickom analizom, dok je
post-hoc analiza, odnosno usporedba srednjih vrijednosti pojedina¢nih skupina prikazana u Privitcima 16-
25.
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5. RASPRAVA

Prethodna istrazivanja Laboratorija za istrazivanje neurodegenerativnih bolesti pokazala
su da molekularni mehanizam sli¢an fenotipu AB, tj. pove¢ana razina peptida amiloida-3
koji se karakteristicno nakuplja u mozgu pacijenata oboljelih od AB, kao i u nekih
pacijenata oboljelih od bolesti NPC, ukljucuje povecano cijepanje proteina APP enzimom
BACE1 (enzimom klju¢nim u patogenezi AB) uslijed promijenjenog prijenosa u
endolizosomalnom putu, odnosno uslijed nakupljanja enzima BACEI i njegovih supstrata
u ranim endosomima. Istrazivanje u sklopu ovog doktorskog rada stoga je usmjereno na
ispitivanje uloge enzima BACE1 u patogenezi bolesti NPC. To¢nije, cilj ovog doktorskog
rada bio je ispitati uCinak genetickog moduliranja razine enzima BACE1 (odnosno
delecije jednog ili oba alela gena BACE]) na neuropatoloske znacajke miSjeg modela
bolesti NPC s naj¢eS¢om mutacijom u ljudi, knock-in NPCI-11061T. S obzirom da je
enzim BACE1 farmakoloska meta za razvoj potencijalnih terapija za AB, rezultati ovog
istrazivanja bi mogli ukazati na potencijalnu korist terapeutika usmjerenih na enzim
BACEI u usporavanju progresije 1/ili lijecenju bolesti NPC.

5.1. Odabir miSjeg modela knock-in NPCI-11061T

U ovom doktorskom radu koriStena su dva misja modela, linija NPCI-11061T (soj
B6.129-NpcI™P/J) te linija BACEI (soj B6.129-Bacel™/]J). Novi misji model
knock-in NPCI1-11061T izabran je prvenstveno zbog iste geneti¢ke podloge koju ima soj
BACE]I, kako bi se izbjegle dodatne geneti¢ke promjene nastale uslijed kriZzanja ova dva
soja.

Medutim, model knock-in NPCI-11061T ima jo$ dvije prednosti u kontekstu ovog
istrazivanja. Dosad je zabiljeZeno viSe od 500 razli¢itih mutacija u genu NPCI [1] §to
uvelike doprinosi varijabilnosti klini¢ke slike pacijenata. Varijabilnost fenotipa bolesti
NPC (i u ljudi i u mi§jih modela) pripisuje se nizu ¢imbenika, ukljucujuéi geneticku
podlogu bolesti (mutaciju, ali i soj misjih modela), spol, razinu funkcionalnog proteina
NPCl, epigeneticke 1 okoliSne ¢imbenike te mikrobiom [1, 187, 188]. Heterogenost je
vidljiva 1 u pacijenata iz istih obitelji (dakle u pacijenata s istim mutacijama), kao i u
misjim modelima homozigotima [75]. Mutacija NPCI-11061T najc¢es¢a je u ljudi (oko
20% ispitanih alela) [1, 78], stoga rezultati dobiveni ispitivanjem misjeg modela knock-
in NPCI-11061T mogu biti relevantniji u kontekstu translacije novih saznanja, npr. u
odnosu na dosad najéesce koristeni misji model BALB/c NPCI” (soj BALB/cNctr-
NpcI™™/T) koji nosi spontanu mutaciju i pokazuje potpuni nedostatak proteina NPC1.
Takoder, bolest NPC je vrlo progresivna (kako u ljudi, tako i u zivotinjskih modela), Sto
dodatno ukazuje na vaznost rane dijagnoze i/ili pravovremene farmakoloske intervencije.
Spomenuti najcesce koristeni misji model u istraZivanjima bolesti NPC, model BALB/c
NPCI”, predstavlja model progresivnog ranog djecjeg oblika bolesti NPC: u miseva
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NPCI”" prvi simptomi vidljivi su u dobi od 7 tjedana, a ugibaju ve¢ u dobi izmedu 10 i
12 tjedana [181]. Za razliku od modela NPCI”", model knock-in NPCI-11061T, zbog
djelomic¢no funkcionalnog proteina NPCI1-11061T [85], pokazuje usporenu progresiju
bolesti, odnosno ima produljeni zivotni vijek. Prvi simptomi vidljivi su u dobi od 9
tjedana (dva tjedna kasnije u odnosu na miseve NPCI7"), a ugibaju u dobi od 18 tjedana
(Sest-8 tjedana kasnije u odnosu na miseve NPCI™"). Sli¢na, usporena progresija opisana
je i u modelu C57BL/6 Npcl™/%% [37]. Upravo zbog usporene progresije patoloskih
znacajki bolesti NPC, u modelu knock-in NPCI-11061T koriStenom u ovom doktorskom
radu moguce je ispitati utjecaj farmakoloske ili geneticke intervencije, u ovom slucaju
utjecaj genetickog moduliranja razine enzima BACEI, na progresiju bolesti NPC.

5.2. Validacija miSjeg modela knock-in NPC1-11061T

Prvi eksperimentalni korak u ovom doktorskom radu bio je uspostaviti liniju miSeva
NPCI-11061T i liniju mieva BACEI u PLZ-u IRB-a, a zatim u miseva NPCI-I1061T
potvrditi prisutnost karakteristiénih neuropatoloskih znacajki bolesti NPC [85] s ciljem
validacije ovog miSjeg modela. Na temelju dobivenih rezultata, odabrane su
neuropatoloske znacajke koje su kasnije pracene u generiranom novom modelu knock-in
NPCI-11061T s deletiranim jednim ili oba alela gena BACE! (poglavlje 5.3.). Ispitana je
neurodegeneracija Purkinjeovih neurona, nakupljanje endosomalnih i lizosomalnih
vezikula, neuroinflamacija (aktivacija astrocita i mikroglija) te hiperfosforilacija proteina
tau. Za odredivanje proteolize enzimom BACE], ispitana je razina cijepanja tri supstrata
ovog enzima, proteina APP (koji je ukljucen u patogenezu bolesti NPC 1 AB) [99, 177] te
proteina SEZ6 1 SEZ6L (supstrata koji se cijepaju iskljucivo enzimom BACE1) [164].

Na temelju dosadasnjih saznanja o tijeku neuropatoloskih promjena u misjem modelu
knock-in NPC1-11061T [85], za istraZivanje su odabrane tri dobne skupine, miSevi starosti
cetiri, 9 1 15 tjedana. Ove vremenske tocke predstavljaju tri faze bolesti: asimptomatsku
fazu bolesti (Cetiri tjedna), kada miSevi knock-in NPCI-11061T (N-KI) ne pokazuju
fenotip, simptomatsku fazu bolesti (9 tjedana), kada poc€inje biti vidljiv tremor i1 gubitak
tjelesne mase, tj. fenotip karakteristian za bolest NPC, i zavrSnu fazu bolesti (15 tjedana),
kada miSevi imaju vrlo progresivan fenotip koji moze otezavati normalne Zivotne
funkcije. Na razini tkiva, oc¢ekivano je da neuropatoloske znacajke prate isti obrazac
pojavljivanja (da su odsutne u dobi od Cetiri tjedna, a slabe, odnosno jake u dobi od 9,
odnosno 15 tjedana). Medutim, novija istrazivanja (ukljucujuci 1 ovaj doktorski rad)
ukazuju na zacetak, odnosno prisutnost odredenih neuropatoloskih znacajki (npr.
neuroinflamacije) ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti, ali i ranije (u dobi od jednog ili dva
tjedna) [50, 59, 62, 181].

S obzirom na razli¢itu osjetljivost i/ili odgovor pojedinih regija mozga na patoloske
promjene, ispitivanje neuropatoloskih znacajki u mi§jem modelu knock-in NPCI1-11061T
provedeno je u tri regije mozga: malom mozgu, kori velikog mozga i hipokampusu. Mali
mozak odabran je kao primarno zahvacena regija u pacijenata i modela bolesti NPC, a
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karakterizira ga pravocrtno, progresivno odumiranje Purkinjeovih neurona [31, 85]. U
prilog osjetljivosti malog mozga idu intrinzi¢na svojstva Purkinjeovih neurona koja ih
¢ine posebno osjetljivima na gubitak proteina NPC1, odnosno nakupljanje kolesterola
[32-35]. Takoder, razina proteina NPC1 u fizioloski zdravom mozgu misjih modela
najvisa je upravo u malom mozgu, a njegov razvoj odvija se i postnatalno [36, 37]. Kora
velikog mozga jedno je od mjesta nakupljanja amiloidnih plakova i NFTs, proteinskih
agregata karakteristicnih za AB [106]. Pacijenti oboljeli od bolesti NPC imaju NFTs, a
samo neki difuzne nakupine/plakove peptida amiloida-B. Ovi agregati nisu prisutni u
mozgu misjih modela, ali su u cijelom mozgu povisene razine njihovih komponenti,
peptida amiloida-f i hiperfosforiliranog proteina tau [27, 136]. Kora velikog mozga stoga
je odabrana s ciljem ispitivanja prisutnosti drugih patoloskih znac¢ajki karakteristicnih za
patogenezu bolesti NPC. Hipokampus (regija primarno pogodena u AB) isprva se smatrao
»zasticenom* regijom u patogenezi bolesti NPC, jer pacijenti, kao ni razli¢iti modeli
bolesti, ne pokazuju znacajke karakteristicne za neurodegeneraciju u ovoj regiji.
Medutim, novija istrazivanja, ukljucuju¢i ovaj doktorski rad i prethodna istrazivanja
Laboratorija za istraZzivanje neurodegenerativnih bolesti, pokazuju da hipokampus nije
zaSti¢ena regija, odnosno da se i u ovoj regiji javlja niz neuropatoloskih promjena
karakteristicnih za bolest NPC (npr. nakupljanje kolesterola, poremecaj
endolizosomalnog sustava, neurodegeneracija, neuroinflamacija, hiperfosforilacija
proteina tau) [113, 114, 181, 189, 190]. Pretpostavlja se da je nedostatak fenotipskih
patoloskih promjena uobicajenih za hipokampalnu neurodegeneraciju posljedica
nedostatka ¢imbenika starenja u pacijenata 1 miSjih modela bolesti NPC. Zaista,
ekspresijom proteina NPC1 u neuronima i/ili astrocitima misjih modela NPCI”~ moguce
je ublaziti progresiju bolesti NPC i tako produljiti Zivotni vijek miSeva, a u ovim
modelima smrt ne nastupa samo uslijed odumiranja Purkinjeovih neurona u malom
mozgu, vec je uzrokovana i neuropatoloSkih promjenama u drugim regijama [30, 4446,
48, 57, 60, 61]. Takoder, Colombo 1 sur. smatraju da bi izostanak amiloidnih plakova u
patogenezi bolesti NPC mogao biti povezan sa povecanom fagocitnom aktivno$éu
mikroglija uslijed nedostatka proteina NPC1, odnosno da bi povecano uklanjanje peptida
amiloida-f3 mikroglijama moglo kompenzirati pove¢anu produkciju peptida amiloida-f3
[50], kao $to je opisano i uslijed delecije gena BACE! u mikroglijama mi§jeg modela AB
(5<FAD) [191].

Zivotni vijek mieva N-KI iznosio je 18 tjedana. S ciljem dobre laboratorijske prakse u
radu s laboratorijskim zivotinjama, vremenska tocka od 15 tjedana odabrana je kao
krajnja tocka za utvrdivanje progresije neuropatoloskih znacajki, te kao humane end-
point za ovaj mis§ji model. Gubitak tjelesne mase zabiljezen u miSeva N-KI u odnosu na
miSeve divljeg tipa pratio je oCekivane promjene: u dobi nakon 10 tjedana, misevi N-KI
progresivno gube tjelesnu masu, a razlika je znacajna od 12. tjedna. Smatra se da je ovaj
gubitak uzrokovan oteZzanom konzumacijom hrane i vode uslijed neurodegeneracije
Purkinjeovih neurona koja uzrokuje poremec¢aj u motorici, odnosno tremor (koji se
fenotipski javlja oko 8. tjedna). Medutim, novija istrazivanja ukazuju da bi 1 patoloske
promjene u asimptomatskoj fazi (poput neuroinflamacije) mogle prethoditi gubitku
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tjelesne mase 1 tremoru, tako Sto doprinose neurodegeneraciji i/ili djeluju na entericki
sustav [48]. Tijekom pracenja tjelesne mase miSeva N-KI, zabiljezen je pad u krivulji u
dobi od 9 tjedana, uzrokovan smanjenjem broja jedinki u ispitivanoj skupini (uslijed
zrtvovanja jedinki za ovu dobnu skupinu). Takoder, dio jedinki N-KI ugiba u ranijoj dobi,
vjerojatno uslijed dodatne varijabilnosti uzrokovane epigenetickim ili okoliSnim
¢imbenicima [1, 187, 188].

Karakteristika bolesti NPC je gubitak funkcije proteina NPC1 (ili u 5% slucajeva gubitak
funkcije proteina NPC2) uzrokovane mutacijom u genu koji ga kodira. U mi§jem modelu
knock-in NPC1-11061T, mutantni protein NPC1-11061T djelomic¢no je funkcionalan [85].
Mali udio ovog pogresno smotanog proteina uspijeva pro¢i kontrolu i razgradnju u ER,
nakon Cega se ispravno smjesta u kasnim endosomima i lizosomima, te u smanjenom
obujmu vrsi svoju funkciju u prijenosu kolesterola [28]. Sukladno literaturi [85], u mozgu
jedinki N-KI zabiljezena je znaCajno snizena razina proteina NPC1-11061T, a iznosi oko
20-40% razine ovog proteina u jedinki divljeg tipa. UoCena varijabilnost razine proteina
NPCI1 u razli¢itim regijama ili dobnim skupinama pritom moze biti posljedica
osjetljivosti metode WB, ali potencijalno i posljedica geneticke varijabilnosti uslijed
krizanja dva soja ili starenja linije [1]. Takoder, ekspresija proteina NPC1 razlicita je
unutar pojedinih regija mozga, ovisno o vrsti, modelu i soju. Na primjer, u miseva
BALB/c NPCI"" razina proteina NPC1 najvisa je u malom mozgu i mostu mozdanog
debla, dok je u malom mozgu majmuna i ljudi snizena u odnosu na koru velikog mozga i
hipokampus [36, 47, 100, 192].

U podlozi patogeneze bolesti NPC je nakupljanje slobodnog, neesterificiranog kolesterola
1 drugih lipida (sfingomijelina, glikosfingolipida) u kasnim endosomima i lizosomima
uslijed nedostatka ili smanjene razine prijenosnika kolesterola, proteina NPC1 (ili
proteina NPC2), u ovim vezikulama [4, 5]. Nakupljanje kolesterola u jedinki N-KI u
odnosu na jedinke divljeg tipa potvrdeno je imunohistokemijskom analizom, odnosno
bojanjem kriorezova mozgova filipinom, u zavr$noj fazi bolesti, te u svim ispitivanim
regijama mozga (malom mozgu, kori velikog mozga 1 hipokampusu). Ova znacajka u
nekih je modela bolesti NPC utvrdena ve¢ 1 u embrionalnoj fazi razvoja [47]. Sve vise
istraZzivanja povezuje razinu kolesterola 1 sa poviSenom razinom hiperfosforilacije
proteina tau i stvaranja NFTs u AB, ali 1 u bolesti NPC. Vrijedi istaknuti da je nakupljanje
kolesterola vidljivo i u ,,zasti¢enoj* regiji, hipokampusu, ¢ime je jo§ jednom potvrdeno
da ova regija nije poStedena patoloSkih promjena. Treiber-Held i sur. ¢ak su identificirali
regiju CA3 hipokampusa kao prvu koja pokazuje promjene u razini nakupljanja
kolesterola. Ovakve razlike u razini nakupljanja kolesterola u pojedinim regijama mozga
mogle bi biti povezane s razli€itom razinom ekspresije proteina NPC1, kao 1 s moguc¢om
razli¢itom funkcijom ovog proteina u razli¢itim regijama mozga, odnosno razli¢itim
tipovima stanica [36, 47].

Odumiranje Purkinjeovih neurona u malom mozgu glavna je neuropatoloska znacajka
bolesti NPC [31, 33]. Purkinjeovi neuroni imaju intrinzi¢na svojstva koja ih ¢ine posebno
osjetljivima na gubitak proteina NPC1, odnosno na nakupljanje kolesterola [32-35]. Misji
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model knock-in NPC1-11061T rekapitulira ovu znacajku [85], Sto je potvrdeno i u ovom
doktorskom radu. U asimptomatskoj fazi bolesti, u dobi od cetiri tjedna, nije zabiljezen
razlika u razini Purkinjeovih neurona izmedu jedinki N-KI i jedinki divljeg tipa. U
simptomatskoj fazi bolesti, u dobi od 9 tjedana, zapocinje odumiranje Purkinjeovih
neurona, Sto je posebno izrazeno u prednjim reZznjevima malog mozga, a u manjem
opsegu dogada se 1 u srednjim reznjevima malog mozga jedinki N-KI u odnosu na jedinke
divljeg tipa. U zavrSnoj fazi bolesti, u dobi od 15 tjedana, neurodegeneracija jo$ je
izrazenija, s (gotovo) potpunim odumiranjem Purkinjeovih neurona u prednjim
reznjevima malog mozga, pratena umjerenim odumiranjem neurona u srednjim
reznjevima. Purkinjeovi neuroni u posljednjem reznju potpuno su ocuvani i u jedinki
divljeg tipa i u jedinki N-KI u svim ispitivanim dobnim skupinama. Otpornost
posljednjeg, 10. reznja malog mozga na neurodegeneraciju nije u potpunosti razjasnjena.
Iako nova istrazivanja ukazuju na promijenjeni profil genske ekspresije u 10. reznju
[193], smatra se da je ova ,,otpornost™ ponajvise posljedica brze progresije bolesti NPC.
Naime, u 10. reznju zabiljezena je i poviSena razina kolesterola [35], a produljenjem
zivotnog vijeka miseva BALB/c NPCI”~ uslijed ekspresije proteina NPC1 u astrocitima,
zabiljezeno je odumiranje Purkinjeovih neurona i u 10. reznju [35]. Ovakvo progresivno,
pravocrtno odumiranje Purkinjeovih neurona od prednjih prema straznjim reznjevima
mozga vjerojatno je posljedica anatomskog smjestaja malog mozga, odnosno razlicite
povezanosti pojedinih reznjeva s ostalim regijama mozga [24]. Neurodegeneracija drugih
neurona analizirana je pomocu biljega jezgara zrelih neurona (NEUN), te je razlika
izmedu jedinki N-KI 1 jedinki divljeg tipa zabiljeZena samo u hipokampusu. U dentatnom
girusu jedinki N-KI zabiljezen je odredeni strukturni gubitak neurona u odnosu na jedinke
divljeg tipa, a prisutan je ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti. Hipokampus se u kontekstu
neurodegeneracije u patogenezi bolesti NPC stoga ne moze smatrati zasticenom regijom
mozga.

Uslijed disfunkcije proteina NPCI1, kolesterol se nakuplja u kasnim endosomima i
lizosomima, $to predstavlja vaznu patoloSku znacajku bolesti NPC. Ove vezikule stoga
su povecane 1 njihov prijenos kroz stanicu je usporen, §to doprinosi promjeni proteostaze
u stanici, nakupljanju makromolekula 1 drugih toksi¢nih tvari u lizosomima te dugoro¢no
doprinosi neurodegeneraciji [12, 25, 26]. Purkinjeovi neuroni su zbog svoje specifi¢ne
strukture 1 veli¢ine posebno osjetljivi na disfunkciju anterogradnog 1 retrogradnog
prijenosa vezikula kroz duge aksone izmedu sinapsi i some neurona [32-35]. U sklopu
ovog doktorskog rada, poremecaj endolizosomalnog puta prvi puta je zabiljeZen u mozgu
mis§jeg modela knock-in NPCI1-11061T in vivo. U simptomatskoj i zavr$noj fazi bolesti,
vidljivo je snazno nakupljanje lizosomalnog biljega LAMP1 u molekularnom sloju
prednjih i srednjih reZnjeva jedinki N-KI, dok je u jedinki divljeg tipa ovaj biljeg smjesten
samo u podru¢ju soma Purkinjeovih neurona. Na proteinskoj razini, u malom mozgu
miSeva N-KI zabiljeZena je poviSena razina biljega ranih endosoma (EEA1) 1 lizosoma
(LAMP1), sto dodatno ukazuje na poremecaj endolizosomalnog puta te nakupljanje ovih
vezikula. Signal lizosomalnih vezikula zabiljezen u molekularnom sloju malog mozga
povezan je s povecanom infiltracijom mikroglija koje u modelima bolesti NPC imaju
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profil ekspresije gena DAM, karakteristiCan za povecanu fagocitnu aktivnost [50]. U
misjem modelu C57BL/6 NPCI"™"%* pokazana je kolokalizacija ovakvih fagocitno
aktivnih mikroglija s distroficnim dendritima Purkinjeovih neurona upravo u
molekularnom sloju reznjeva malog mozga [62]. Nakupljanje vezikula endolizosomalnog
puta u jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa zabiljezeno je i u ostalim ispitivanim
regijama, te je prisutno veé¢ u asimptomatskoj fazi bolesti. Cinjenica da su uoéene i
promjene u razini, odnosno raspodjeli biljega ranih endosoma (EEA1), koji izravno nisu
myjesto ekspresije proteina NPC1 [5], dodatno ukazuje na poremecaj u tijeku sazrijevanja
1 stapanja vezikula endolizosomalnog puta uslijed nakupljanja kolesterola, odnosno
nedostatka proteina NPC1 u patogenezi bolesti NPC [88, 127]. Rani endosomi mjesto su
kolokalizacije proteina APP i enzima BACEI, stoga nakupljanje i/ili stapanje ovih
vezikula dovodi do povecane kolokalizacije navedenih proteina, odnosno do poveéanog
cijepanja proteina APP enzimom BACE]1 [88, 127].

U patogenezi neurodegenerativnih bolesti, neuroinflamacija (aktivacija astrocita i
mikroglija) isprva se smatrala samo odgovorom na neurodegeneraciju, tj. sekundarnim
u¢inkom odumiranja neurona. Medutim, novija istrazivanja ukazuju da bi
neuroinflamacija mogla prethoditi neurodegeneraciji i/ili biti okida¢ neurodegeneracije
[50]. Neuroinflamacija, kao i neurodegeneracija, zabiljezena je u brojnim modelima
bolesti NPC. U jedinki N-KI, u odnosu na jedinke divljeg tipa, aktivacija astrocita i
mikroglija potvrdena je (iako u razli¢itom intenzitetu) u svim ispitivanim regijama
mozga. U malom mozgu miseva N-KI, aktivacija astrocita zabiljezena je veé¢ u
asimptomatskoj fazi bolesti, u dobi od cetiri tjedna, a posebno je izrazena u prednjim
reznjevima malog mozga, gdje ¢e u kasnijoj fazi bolesti zapoceti odumiranje Purkinjeovih
neurona. U asimptomatskoj fazi bolesti NPC gubitak Purkinjeovih neurona nije
zabiljeZen, stoga je potvrdeno da neuroinflamacija (u vidu aktivacija astrocita) prethodi
neurodegeneraciji (odumiranju Purkinjeovih neurona) u malom mozgu miseva N-KI. U
simptomatskoj 1 zavr§noj fazi bolesti zabiljeZena je snaZna aktivacija astrocita kroz cijeli
mali mozak, dakle i u prednjim reznjevima gdje pocinje gubitak Purkinjeovih neurona,
aliiu ,,o€uvanom* 10. reznju. Ovime je dodatno potvrdeno da zadnji rezanj nije otporan
na patogenezu bolesti NPC.

Aktivacija astrocita nije zabiljezena u malom mozgu i kori velikog mozga jedinki divljeg
tipa, ali, zanimljivo, prisutna je u svim ispitivanim regijama hipokampusa (CA1, CA3,
dentatni girus) ovih jedinki, 1 to u svim ispitivanim dobnim skupinama. Astrociti su
heterogena populacija stanica, s razliitim profilom ekspresije gena, morfologijom,
funkcijom 1 lokalizacijom u mozgu. OpaZena razlika u razini aktivacije astrocita u
hipokampusu jedinki divljeg tipa, ali 1 razlika u razini aktivacije izmedu pojedinih regija
mozga ispitivanih jedinki stoga moze biti posljedica aktivacije razli¢itih podvrsta
astrocita, odnosno njihovog odgovora na razli¢ite promjene u pojedinim regijama mozga
[194-198]. U ovom doktorskom radu ispitan je najceS¢e koriSteni biljeg zrelih astrocita
(GFAP) koji je povezan s morfoloskom promjenom astrocita uslijed odgovora na ozlijede,
patoloske promjene ili starenje, ali on nije eksprimiran u svim astrocitima fizioloski
zdravog srediSnjeg ziv€anog sustava [196, 197]. U svrhu boljeg razumijevanja prostorno
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razli¢ite aktivacije astrocita potrebna su ispitivanja dodatnih biljega astrocita u misjem
modelu knock-in NPCI-11061T. Takoder, analizama transkriptoma i/ili proteoma na
razini pojedinacnih stanica astrocita (engl. single-cell transcriptomics/proteomics) mogla
bi se utvrditi heterogenost populacija astrocita u razliCitim regijama mozga, posebno
izmedu hipokampusa i1 kore velikog mozga i/ili malog mozga. Povecana aktivacija
astrocita u hipokampusu jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa joS je jednom
istaknula da ova regija mozga nije zasticena u bolesti NPC. Pretpostavljamo da bi rana
neuroinflamacija, tj. aktivacija astrocita u hipokampusu mogla biti odgovor na
zabiljezeno povecano nakupljanje endolizosomalnih vezikula i/ili promjenu u razini
biljega zrelih neurona.

U odnosu na jedinke divljeg tipa, aktivacija mikroglija u jedinki N-KI takoder je prisutna
u svim reznjevima malog mozga ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti. Aktivacija mikroglija
u malom mozgu jedinki N-KI dodatno je povisena u simptomatskoj fazi bolesti (posebno
u prednjim reznjevima), a posebno je izrazena u zavrs$noj fazi bolesti (i to u prednjim i
srednjim reznjevima malog mozga). Razina biljega aktivnih mikroglija (CD68) poviSena
je na razini cijelog malog mozga, §to potvrduje povecanu fagocitnu aktivnost ovih
mikroglija [50]. Zanimljivo, proSirenom analizom zabiljeZzena je 1 poviSena razina
strukturnog biljega mikroglija (IBA1) Sto bi moglo ukazivati na porast broja, odnosno
infiltraciju mikroglija u mali mozak jedinki N-KI. Na temelju ovih rezultata vidljivo je
da pojava fagocitno aktivnih mikroglija prati proces odumiranja Purkinjeovih neurona u
malom mozgu jedinki N-KI, §to upuéuje na njihovu ulogu u neurodegeneraciji [35, 50].
Aktivnost mikroglija u znatno manjem opsegu zabiljeZena je i u ostalim ispitivanim
regijama mozga jedinki N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa, Sto ukazuje da razina
fagocitne aktivnosti mikroglija prati procese neurodegeneracije koji se primarno odvija u
malom mozgu. Ovi rezultati takoder ukazuju da se u kori velikog mozga 1 u hipokampusu
ne dogada progresivna neurodegeneracija koja bi znac¢ajno doprinijela patogenezi bolesti
NPC u modelu knock-in NPCI-11061T.

Za preciznije definiranje vremena pojave neuroinflamacije 1 neurodegeneracije, potrebno
je precizirati terminologiju. Neuroinflamacija se moze definirati kao odgovor glija stanica
na neurodegeneraciju s ciljem njenog zaustavljanja [44], ali ne treba zanemariti ¢injenicu
da starenje te stresne i patoloske promjene u organizmu ne utje€u samo na neurone, vec¢
mogu utjecati i na glija stanice i potaknuti njihovu (de)aktivaciju nevezano za odumiranje
neurona [50, 55]. U kontekstu bolesti NPC, Purkinjeovi neuroni odumiru zbog svojih
intrinzi¢nih svojstava, a astrociti i mikroglije imaju promijenjen fenotip ve¢ uslijed samog
nedostatka proteina NPC1 [50, 56, 57, 59, 62]. 1z rezultata ovog doktorskog rada stoga je
vidljivo da je neuroinflamacija u malom mozgu prisutna prije pocetka odumiranja
Purkinjeovih neurona, tj. prije neurodegeneracije. U skladu s ovim rezultatima, Baudry i
sur. su na temelju istraZivanja u mi§jem modelu BALB/c NPCI”" zakljuéili da aktivacija
mikroglija prethodi neurodegeneraciji i mozda je povezana s njom, a da aktivacija
astrocita moze biti posljedica neurodegeneracije [59].
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U podlozi patogeneze bolesti NPC je i nakupljanje mikrotubulima pridruZzenog proteina
tau. [ako u misjih modela bolesti NPC ne dolazi do stvaranja NFTs, povecana je razina
hiperfosforilacije proteina tau [27, 68, 70, 73], Sto se povezuje s tezinom simptoma i
brzinom progresije bolesti NPC [199]. Zanimljivo, mjesta fosforilacije proteina tau u
bolesti NPC ista su kao ona u AB [68, 74]. U kontekstu AB, nakupljanje
hiperfosforiliranog proteina tau povezano je s poviSenom razinom cijepanja proteina APP
amiloidogenim putom i nakupljanjem peptida amiloida-p u mozgu, ali najrelevantnije je
u kontekstu destabilizacije mikrotubula, Sto otezava prijenos vezikula kroz procese
neurona [12, 67-69]. U ovom doktorskom radu prvi je puta ispitan profil fosforilacije
proteina tau u mi§jem modelu knock-in NPC1-11061T, i to prate¢i ukupnu razinu proteina
tau, ukupnu razinu fosforiliranog proteina tau, te razine Cetiri razli¢ita mjesta fosforilacije,
pSer396/404 (biljeg PHF-1), pSer202 (biljeg CP13), pThr231 (biljeg RZ3) i
pSer202/Thr205 (biljeg AT8). U odnosu na jedinke divljeg tipa, u jedinki N-KI nije
zabiljezena znacajna razlika u ukupnoj razini proteina tau. Medutim, poviSena je ukupna
razina fosforiliranog proteina tau, odnosno razina fosforilacije na svim ispitivanim
mjestima (povisena je razina biljega PHF-1, CP13, RZ3 1 AT8), §to je posebno izrazeno
u simptomatskoj i zavr$noj fazi bolesti. Ovakvi rezultati u skladu su s dosadasnjim
saznanjima za druge misje modele bolesti NPC [67, 73, 74, 200, 201]. Biljeg RZ3
predstavlja prvo mjesto hiperfosforilacije proteina tau koje poti¢e promjenu njegove
konformacije [202], a biljezi PHF-1 i AT8 su biljezi rane hiperfosforilacije [203], stoga
promjena njihove razine potvrduje prisustvo rane hiperfosforilacije proteina tau u
patogenezi bolesti NPC u modelu knock-in NPCI-11061T.

NasSa prethodna istrazivanja pokazala su da je proteoliticka aktivnost enzima BACEI
povecana u modelima bolesti NPC, 1 to u stanicama CHO NPCI/-null te u mozgovima
miseva BALB/c NPCI”- [177, 181]. Sva komercijalno dostupna primarna protutijela za
enzim BACEI histoloSki ga detektiraju isklju¢ivo u mahovinastim vlaknima
hipokampusa, $to je potvrdeno i u ovom doktorskom radu; detekcija u malom mozgu i
kori velikog mozga nije bila moguca (rezultati nisu prikazani). U hipokampusu jedinki
N-KI u odnosu na jedinke divljeg tipa nije zabiljeZena razlika u intenzitetu i raspodjeli
enzima BACE]. Tijekom proSirene analize modela knock-in NPCI-11061T, u pojedinim
regijama mozga, odnosno pojedinim dobnim skupinama jedinki N-KI zabiljezena je
poviSena razina enzima BACEI za oko 30% u odnosu na jedinke divljeg tipa. Naime,
enzim BACEIl podlozan je brojnim (post)transkripcijskim 1 (post)translacijskim
modifikacijama koje mogu modulirati njegovu razinu i proteoliti¢ku aktivnost [204-208].
Ovi mehanizmi potaknuti su starenjem 1 stresnim promjenama u stanici, stoga prisutnost
brojnih i razli¢itih patoloskih procesa u pojedinim regijama mozga misjeg modela knock-
in NPCI-11061T mozZe biti okida¢ za povecanje razine i nakupljanje proteina BACEI
[204]. U skladu s time, prethodna istraZivanja su pokazala da je nakupljanje enzima
BACEI1 povezano s poremecajem funkcije lizosoma [209], Sto je jedna od kljucnih
patoloskih karakteristika bolesti NPC.

U normalnim fizioloSkim uvjetima, enzim BACE] cijepa brojne supstrate, od kojih za
protein APP ima vrlo nizak afinitet, dok za proteine SEZ6 1 SEZ6L pokazuje visok afinitet
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[153]. U svrhu pracenja proteoliticke aktivnosti enzima BACE1 u mozgu misjeg modela
knock-in NPCI-11061T analizirana je razina produkata cijepanja njegovih iskljucivih
supstrata, proteina SEZ6 1 SEZ6L [156, 157]. NaSe prethodno istrazivanje u misjem
modelu BALB/c NPCI”- pokazalo je povecano cijepanje svih navedenih supstrata u
mozgu miseva NPCI”~ u odnosu na jedinke divljeg tipa u asimptomatskoj, kao i u
zavrsnoj fazi bolesti [181]. U ovom doktorskom radu takoder je zabiljezeno povecano
cijepanje proteina APP, SEZ6 1 SEZ6L u mozgu misjeg modela knock-in NPCI1-11061T u
odnosu na jedinke divljeg tipa. Cijepanje proteina APP enzimom BACEI znacajno je za
patogenezu bolesti NPC, jer neposredni produkt ovog cijepanja, odsjecak CTFp, osim $to
je supstrat za generiranje peptida amiloida-f [88, 127], izravno doprinosi disfunkciji
stani¢nih procesa, tako Sto poti¢e fosforilaciju proteina tau [135], dok aktivacijom
endosomalnog biljega RABS doprinosi poremecaju funkcije ranih endosoma [133, 134].

Iznimno, te suprotno ocekivanom rezultatu, u malom mozgu jedinki N-KI razina
cijepanja proteina SEZ6 smanjena je u odnosu na jedinke divljeg tipa u svim ispitivanim
dobnim skupinama. Drugacija razina cijepanja ovog proteina u malom mozgu moze biti
posljedica drugacije razine ekspresije proteina SEZ6 u razli¢itim regijama mozga [159,
165]. U jedinki N-KI u dobi od 9 i 15 tjedana, paralelno s odumiranjem Purkinjeovih
neurona, gubi se i1 detekcija signala za protein SEZ6L. Pritom je u preostalim
Purkinjeovim neuronima jedinki N-KI moguce je utvrditi promjene u raspodjeli proteina
SEZ6L: u odnosu na jedinke divljeg tipa, protein SEZ6L se u jedinki N-KI nakuplja u
somi neurona, a u dendriti¢kim proscesima smjesSten je u povecéanim vezikulama. Ovaj
nalaz u skladu je s rezultatima istrazivanja primarnih neurona misjeg modela BALB/c
NPCI” [181]: uslijed nedostatka proteina NPC1 i poremeéaja endolizosomalnog puta,
supstrati enzima BACE1 (proteini SEZ6 1 SEZ6L) nakupljaju se u endosomalnim
vezikulama, gdje kolokaliziraju s enzimom BACEI, §to moze izravno doprinijeti
njihovom povecanom cijepanju. Povecana razina cijepanja proteina SEZ6 1 SEZ6L, kao
iskljucivih supstrata enzima BACE1 [164], ukazuje na povecanu proteoliticku aktivnost
enzima BACE1 u mozgu jedinki N-KI. Tako to¢na uloga proteina SEZ6 1 SEZ6L jos nije
poznata, povezani su s procesima poput razvoja dendrita 1 plasti¢nosti sinapsi, stoga
promjena u proteolizi ovih proteina moze imati negativne posljedice na kognitivne 1
motoricke sposobnosti ovih jedinki [156, 158—161, 163, 210].
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5.3. Karakterizacija novoga miSjeg modela knock-in NPCI-11061T s deletiranim
genom BACEI]

5.3.1. Karakterizacija miSeva knock-in NPC1-11061T s deletirana oba alela gena
BACE1

U ovom doktorskom radu prvi je puta ispitan ucinak geneticke modulacije razine enzima
BACE] (enzima klju¢nog u patogenezi AB) u mi§jem modelu bolesti NPC. Delecija oba
alela gena BACE1 u misjem modelu knock-in NPCI1-11061T (N-KI B-KO) rezultirala je
vrlo snaznim fenotipom, koji je utjecao na stopu radanja, odnosno prezivljenje jedinki N-
KI B-KO u odnosu na jedinke drugih ispitivanih genotipova. Tijekom ovog visegodi$njeg
doktorskog istrazivanja, prikupljene su samo cetiri jedinke genotipa N-KI B-KO, a zbog
lose morfoloske slike Zrtvovane su odmah po odbijanju od majki, u dobi od cetiri tjedna.
Samo jedna jedinka imala je neSto blazu morfolosku sliku: tjelesna masa bila je veca u
odnosu na preostale tri jedinke N-KI B-KO, ali je i dalje bila sniZzena u odnosu na jedinke
svih drugih genotipova, anatomski nije bilo vidljivih patoloskih promjena (poput
hidrocefalusa), te se normalno kretala (nije pokazivala tremor ni ponasSanje nalik
epileptickim napadajima).

Kao i u jedinki N-KI B-WT i N-KI B-HET, u jedinki N-KI B-KO zabiljezena je
varijabilna razina proteina NPC1, a iznosi 20-40% razine ovog proteina u jedinki divljeg
tipa. Sukladno genotipu knock-out BACE 1, enzim BACE] nije zabiljeZzen u mahovinastim
vlaknima hipokampusa niti u homogenatima mozga jedinki N-KI B-KO. Zbog nedostatka
enzima BACEI, u jedinki N-KI B-KO zabiljeZeno je sniZzeno cijepanje proteina APP i
SEZ6 u odnosu na jedinke divljeg tipa te jedinke N-KI B-WT i N-KI B-HET, u svim
ispitivanim regijama mozga. Medutim, razina cijepanja proteina SEZ6L u malom mozgu
jedinki N-KI B-KO nije sniZena, $to ukazuje na mogu¢i kompenzacijski mehanizam
cijepanja ovog proteina nekim drugim enzimom (potencijalno enzimom BACE2).
Ekspresija i raspodjela proteina APP, SEZ6 1 SEZ6L takoder je promijenjena u jedinki N-
KI B-KO u odnosu na jedinke divljeg tipa te jedinke N-KI B-WT i N-KI B-HET. Pritom
se ponovno istice protein SEZ6L, koji se povecano nakuplja u somi neurona kore velikog
mozga 1 hipokampusa jedinki N-KI B-KO, dok je u malom mozgu smjesten u somi
Purkinjeovih neurona, bez signala u procesima karakteristicnog za jedinke svih drugih
genotipova. UocCene razlike u razini i raspodjeli supstrata mogu biti posljedica njihove
promijenjene lokalizacije uslijed nedostatka enzima BACE] 1/ili potencijalnog cijepanja
ovih supstrata nekim drugim enzimima.

Analizom biljega neurodegeneracije u dobi od Cetiri tjedna, tj. u asimptomatskoj fazi
bolesti, u jedinki N-KI B-KO nije uoceno odumiranje Purkinjeovih neurona u malom
mozgu, niti gubitak zrelih neurona ni u jednoj od ispitivanih regija mozga, bas kao ni u
jedinki drugih genotipova. Neurodegeneracija stoga nije uzrok ranog mortaliteta jedinki
N-KI B-KO. Ipak, ve¢ u dobi od cetiri tjedna, u jedinki N-KI B-KO prisutne su ostale
neuropatoloske znacajke karakteristicne za bolest NPC. U jedinki N-KI B-KO
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zabiljezeno je povecano nakupljanje ranih endosoma i lizosoma u somi neurona kore
velikog mozga i1 hipokampusa u odnosu na jedinke divljeg tipa. Pritom je razina
nakupljanja ranih endosoma (ali ne i lizosoma) u svim ispitivanim regijama mozga
povecana 1 u odnosu na jedinke N-KI B-WT, $§to moze biti posljedica poremecaja
sazrijevanja vezikula unutar endolizosomalnog puta u ovom modelu, odnosno u
patogenezi bolesti NPC [146, 211, 212]. Medutim, smjestaj lizosoma u sloju soma
Purkinjeovih neurona u malom mozgu jedinki N-KI B-KO nije promijenjen u odnosu na
jedinke drugih genotipova, Sto takoder potvrduje da u ovih jedinki nema gubitka
Purkinjeovih neurona.

Ipak, aktivacija astrocita posebno je izrazena u malom mozgu jedinki N-KI B-KO (kao 1
u jedinki N-KI B-WT) u odnosu na jedinke divljeg tipa i jedinke N-KI B-HET, a prisutna
je u svim reznjevima malog mozga (dakle izraZenija nego u jedinki N-KI B-WT, u kojih
je aktivacija astrocita najsnaznija u prednjim reznjevima). lako je razina biljega aktivacije
astrocita u homogenatima kore velikog mozga i hipokampusa povisena u jedinki N-KI B-
KO u odnosu na jedinke divljeg tipa, ali i jedinke N-KI B-WT, infiltracija astrocita
vidljiva je samo u hipokampusu. Sli¢ni rezultati uoceni su i za aktivaciju mikroglija:
razina biljega mikroglija poviSena je u svim ispitivanim regijama jedinki N-KI B-KO u
odnosu na jedinke divljeg tipa te jedinke N-KI B-WT i N-KI B-HET, ali je infiltracija
mikroglija u koru velikog mozga i1 hipokampus jedinki N-KI B-KO slabija u odnosu na
mali mozak. Ovi rezultati jo§ jednom potvrduju da neuroinflamacija prethodi
neurodegeneraciji u kontekstu odgovora astrocita i mikroglija na stani¢ne promjene koje
prethode odumiranju Purkinjeovih neurona, ali i uslijed same promjene fenotipa glija
stanica zbog nedostatka proteina NPC1 i/ili enzima BACEI [59, 196].

U jedinki N-KI B-KO zabiljeZena je poviSena ukupna razina fosforilacije proteina tau,
kao 1 poviSena razina fosforilacije svih ispitivanih biljega pTAU, i to u odnosu na jedinke
divljeg tipa, ali 1 u odnosu na jedinke N-KI B-WT i N-KI B-HET. Ovakav profil
hiperfosforilacije proteina tau sliCan je fenotipu jedinki N-WT B-KO koje pokazuju
poviSenu razinu fosforilacije u odnosu na jedinke divljeg tipa (iako samo za odredene
biljege). Medutim, poviSena razina fosforilacije proteina tau u jedinki N-WT B-KO
zabiljeZena je samo u asimptomatskoj fazi bolesti (u dobi od Cetiri tjedna), ne 1 u kasnijoj
dobi. Ova znacajka upucuje na moguéi doprinos hiperfosforilacije proteina tau
karakteristicnom povecanom mortalitetu jedinki N-WT B-KO i N-KI B-KO u ranom
postnatalnom periodu (unutar prvih 30 dana) [167].

Hiperfosforilacija proteina tau mogla bi biti povezana i s nedostatkom enzima BACEI,
odnosno s promijenjenom razinom njegovih supstrata, konkretno proteina APP.
Istrazivanje provedeno na miSevima soja BALB/c NPCI’ pokazalo je poveéanu
hiperfosforilaciju proteina tau u kori velikog mozga i malom mozgu uslijed delecije gena
APP (NPCI” /knock-out APP) [200], dok je uslijed povecane ekspresije ljudskog
mutantnog gena APP (NPCI1”/APPsw/APP-V717F) zabiljezena promijenjena funkcija
proteina tau [213, 214]. Kumulativno, utvrden je 1 progresivniji fenotip ovih hibridnih
jedinki: smanjeno prezivljenje, manja tjelesna masa pri rodenju, aktivacija astrocita,
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povecano nakupljanje kolesterola, demijelinacija i ubrzana neurodegeneracija u malom
mozgu te poremeéaji u motorici i paméenju u usporedbi s miSevima NPCI”. Ove
znacajke ukazuju da promjene u razini proteina tau u patogenezi bolesti NPC mozda nisu
povezane s razinom stvaranja peptida amiloida-f (Sto je karakteristiéno za amiloidnu
hipotezu AB), ve¢ da potencijalno ovise o promijenjenom cijepanju proteina APP, tj.
razini njegovog cjelovitog oblika i/ili razini odsjecka CTFp, za koje je prethodno
pokazano da sudjeluju u regulaciji metabolizma kolesterola [27].

Povecani mortalitet jedinki N-KI B-KO u odnosu na jedinke N-KI B-WT mogao bi biti
povezan s Cinjenicom da sam misji model knock-out BACEI (B-KO) pokazuje veci
mortalitet u odnosu na jedinke divljeg tipa za gen BACE 1. Povecani mortalitet jedinki B-
KO moze biti uzrokovan djelovanjem razli¢itih okoliSnih ¢imbenika na modificirajuce
gene povezane s proteinom BACEIL. Naime, neki od mnogobrojnih supstrata enzima
BACEI] su proteini ukljuceni u imunoloski odgovor, pa rana smrt jedinki B-KO moze biti
posljedica promijenjenog imunoloskog sustava u odgovoru na patogene iz okolisa [125].
Takoder, u kontekstu modela B-KO, isklju¢en je ¢imbenik nebrige majki i komplikacija
uslijed hranjenja [125], ali ovaj rizik za poveéani mortalitet nije relevantan u slucaju
jedinki N-KI B-KO s obzirom da su njihove majke heterozigoti za gene NPCI-11061T i
BACEL.

Jedinke N-KI B-KO dakle imaju fenotip koji je kombinacija zasebnih i preklapajucih
neuropatoloskih znacajki miseva knock-in NPCI-11061T i knock-out BACE1. 1zostanak
neurodegeneracije Purkinjeovih neurona u asimptomatskoj fazi bolesti u ovom vrlo
progresivnom modelu dodatno ide u prilog intrinzicnim mehanizmima odumiranja
Purkinjeovih neurona [32-35], a povecani mortalitet jedinki N-KI B-KO u odnosu na
jedinke N-KI B-WT moze biti uzrokovan nedostatkom enzima BACE]1 i/ili uocenim
dodatnim poremecajima u procesima endolizosomalnog sustava, neuroinflamacije i/ili
hiperfosforilacije proteina tau.
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5.3.2. Karakterizacija miSeva knock-in NPC1-11061T s deletiranim jednim alelom
gena BACE1

S obzirom na snazan fenotip i rani mortalitet jedinki N-KI B-KO, od posebnog interesa
bilo je ispitivanje jedinki knock-in NPCI-11061T kojima je deletiran samo jedan alel gena
BACE1 (N-KI B-HET). Naime, prethodna istrazivanja u misjem modelu AB (5xXFAD)
pokazala su da ve¢ delecija samo jednog alela gena BACEI moze doprinijeti smanjenoj
progresiji AB, tj. smanjenju kognitivnih poremecaja uslijed smanjenog nakupljanja
peptida amiloida-f [172]. Jedinke N-KI B-HET rodene su u o¢ekivanom udjelu, te su u
trenutku odbijanja od majki, u dobi od cetiri tjedna, imale ¢ak bolju morfolosku sliku u
odnosu na jedinke N-KI B-WT (vecu tjelesnu masu), sto je trajalo do simptomatske faze
bolesti (do dobi od 9 tjedana). Ovakav rezultat isprva nije bio iznenadujué, s obzirom da
se miSevi heterozigoti za gen BACE smatraju zdravima (kao 1 jedinke divljeg tipa za gen
BACEI) [167]. Medutim, daljnjim ispitivanjem jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke
N-KI B-WT, zabiljeZen je i povoljan i Stetan u€inak delecije jednog alela gena BACEI na
pojavu i progresiju neuropatoloskih znacajki bolesti NPC. Ukupne zabiljeZene promjene
ovih znacajki u jedinki N-KI B-HET rezultirale su njihovim ranijim mortalitetom u dobi
od 15 tjedana, u odnosu na 18 tjedana karakteristi¢nih za jedinke N-KI B-WT.

U mozgu jedinki N-KI B-HET zabiljeZena je razina proteina NPC1 u skladu s genotipom:
kao 1 u jedinki N-KI B-WT 1 N-KI B-KO, razina proteina NPC1 iznosila je 20-40% razine
ovog proteina u jedinki divljeg tipa. Razina zabiljezenog signala enzima BACE1 u
mahovinastim vlaknima jedinki N-KI B-HET snizena je u odnosu na jedinke divljeg tipa
1 jedinke N-KI B-WT, te sukladno genotipu odgovara razini signala u jedinki N-WT B-
HET. Medutim, analizom razine proteina BACE1 u homogenatima mozga jedinki N-KI
B-HET nije zabiljezeno oc¢ekivano smanjenje razine od 50%, ve¢ je razina varirala ovisno
o regiji i dobnoj skupini, uglavnom izmedu 60 i 80% razine proteina BACEI u jedinki
divljeg tipa i jedinki N-KI B-WT. Ukoliko ovaj rezultat nije samo posljedica osjetljivosti
metode WB, zabiljeZena razina enzima BACE] u jedinki N-KI B-HET viSa od o€ekivanih
50% mozZe upucivati na neophodnu ulogu enzima BACEI u postnatalnoj fazi razvoja
mozga te njegovo nakupljanje uslijed poremecaja funkcije lizosoma uzrokovane
nedostatkom proteina NPC1 [118—120]. Takoder, s obzirom da je razina enzima BACEI1
ispitana u homogenatu ukupnog tkiva, postavlja se pitanje doprinosa pojedinih tipova
stanica, odnosno ekspresije ovog proteina u razliitim stanicama mozga, ukljucujuci
neurone, glija stanica (astrocite i mikroglije), oligodendrocite i dr. Buduca istrazivanja
stoga bi trebala ispitati i mogucu razliku u ekspresiji gena i/ili proteina BACEI u
pojedinim tipovima stanica. Kao §to je spomenuto u poglavlju 5.2., promjena u razini i/ili
aktivnosti enzima BACEl moze biti uzrokovana 1 (post)transkripcijskim i
(post)translacijskim mehanizmima uslijed stresnih promjena [204] u mozgu jedinki N-KI
B-HET. Istrazivanja mi§jeg modela AB (5xFAD), kao 1 uzoraka mozgova pacijenata
oboljelih od AB, ukazala su na povecanu razinu, tj. nakupljanje enzima BACE1 u AB, §to
je posljedica njegove smanjenje razgradnje u autofagolizosomima. S obzirom da je
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funkcija lizosoma narusena uslijed nakupljanja kolesterola i1 drugih lipida u bolesti NPC,
pretpostavljamo da bi nakupljanje enzima BACEI zabiljezeno u jedinki N-KI B-WT i N-
KI B-HET u odnosu na jedinke divljeg tipa moglo biti uzrokovano upravo poremecéajem
funkcije endolizosomalnog sustava, stavljajuéi ovaj prijenosni sustav u centar
patobiologije bolesti NPC. Enzim BACE] nije zabiljezen u jedinki B-KO (precizinije, N-
WT B-KO i N-KI B-KO), a njegova razina u heterozigota (N-KI B-HET i N-WT B-HET)
potencijalno iznosi viSe od 50% razine enzima BACE]1 u jedinkama divljeg tipa: ovo
opazanje ukazuje da jedan alel gena BACEI mozda kompenzira potrebe organizma. U
prilog tome ide i izostanak fenotipa u jedinki heterozigotnih za gen BACE! [167]. Budu¢a
istrazivanja stoga bi mogla biti usmjerena i na ispitivanje razine enzima BACEI u
embrionalnom i ranom postnatalnom razvoju heterozigotnih jedinki.

Proteoliticka aktivnost enzima BACEI u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI
B-WT ispitana je pra¢enjem razine cjelovitih supstrata APP, SEZ6 i1 SEZ6L te njihovih
pocijepanih N-terminalnih odsje¢aka. U malom mozgu jedinki N-KI B-HET nije
zabiljezena razlika u razini i raspodjeli proteina SEZ6L u Purkinjeovim neuronima u
odnosu na jedinke N-KI B-WT. Medutim, kao i u jedinki N-KI B-KO, cijepanje proteina
SEZ6L u malom mozgu jedinki N-KI B-HET poviseno je u dobi od cetiri 1 9 tjedana u
odnosu na jedinke divljeg tipa, ali, zanimljivo, 1 u odnosu na jedinke N-KI B-WT. S
obzirom da se sazrijevanje malog mozga dogada i postnatalno [36, 37], a protein SEZ6L
povezan je s procesima razvoja dendrita i umreZavanja neurona [159, 160], povecano
cijepanje proteina SEZ6L unato¢ smanjenoj razini enzima BACE1 u jedinki N-KI B-HET
i N-KI B-KO ukazuje na znacajnu ulogu ovog proteina u razvoju malog mozga i/ili na
njegovo cijepanje nekim drugim enzimima. Ispitivanjem raspodjele i razine cijepanja
proteina APP u malom mozgu nije zabiljeZena razlika izmedu jedinki N-KI B-HET 1 N-
KI B-WT. Medutim, u kori velikog mozga i1 hipokampusu jedinki N-KI B-HET
zabiljeZeno je smanjeno cijepanje, odnosno manje nakupljanje proteina APP, SEZ6 i
SEZ6L u somi neurona u odnosu na jedinke N-KI B-WT, pogotovo u zavr$noj fazi bolesti,
a razina i raspodjela proteina sli¢na je jedinkama divljeg tipa.

Analizom biljega Purkinjeovih neurona u malom mozgu jedinki N-KI B-HET, kao ni u
jedinki drugih ispitivanih genotipova, nije uofena neurodegeneracija u asimptomatskoj
fazi bolesti. U simptomatskoj fazi bolesti, u dobi od 9 tjedana, u jedinki N-KI B-HET
uocen je manji gubitak Purkinjeovih neurona u prednjim i srednjim reZnjevima malog
mozga u odnosu na jedinke N-KI B-WT. Medutim, ovaj profil usporene
neurodegeneracije u jedinki N-KI B-HET nije utvrden analizom ukupne razine biljega
Purkinjeovih neurona u homogenatu malog mozgu u odnosu na jedinke N-KI B-WT, ni u
simptomatskoj, ni u zavr$noj fazi bolesti. Stovise, u dobi od 15 tjedana, gubitak
Purkinjeovih neurona u prednjim i srednjim reZznjevima malog mozga jedinki N-KI B-
HET ne razlikuje se u odnosu na jedinke N-KI B-WT. Uzevsi u obzir da jedinke N-KI B-
HET ugibaju ranije, tj. u dobi od oko 15 tjedana (u odnosu na jedinke N-KI B-WT koje
ugibaju u dobi oko 18 tjedana), kao i intrinzi¢na svojstva Purkinjeovih neurona, ovakvo
ubrzano odumiranja Purkinjeovih neurona izmedu simptomatske i zavrSne faze bolesti
dalo je naslutiti da delecija jednog alela gena BACEI u miSeva knock-in NPCI-11061T
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moze uzrokovati dodatne patoloSke promjene u mozgu koje uzrokuju ubrzanu
neurodegeneraciju Purkinjeovih neurona. Takoder, u dobi od 15 tjedana, u kori velikog
mozga jedinki N-KI B-HET zabiljeZena je i smanjena razina biljega zrelih neurona u
odnosu na jedinke divljeg tipa i jedinke N-KI B-WT, dakle neurodegeneracija u jedinki
N-KI B-HET nije prisutna samo u malom mozgu, ve¢ se zbog ubrzane progresije bolesti
u ovoj dobi moze zamijetiti 1 u kori velikog mozga.

Ispitivanjem promjena u endolizosomalnom putu, u malom mozgu jedinki N-KI B-HET
uoceno je slabije nakupljanje lizosomalnih vezikula u molekularnom sloju prednjih
reznjeva u simptomatskoj fazi bolesti u odnosu na jedinke N-KI B-WT, u kojih je i u
prednjim 1 u srednjim reznjevima ve¢ u ovoj dobi prisutno snazno nakupljanje lizosoma.
U zavr$noj fazi bolesti, razlika izmedu ove dvije skupine vise nije vidljiva, stoga je
moguce zakljuciti da zabiljeZene manje promjene u nakupljanju lizosoma prate usporeno
odumiranje Purkinjeovih neurona u jedinki N-KI B-HET do simptomatske faze bolesti,
nakon Cega progresivna neurodegeneracija rezultira fenotipom jednakim kao u jedinki N-
KI B-WT. Nakupljanje ranih endosoma u kori velikog mozga jedinki N-KI B-HET
jednako je onome u jedinki N-KI B-WT, te je u odnosu na jedinke divljeg tipa posebno
izrazeno u zavr$noj fazi bolesti. Medutim, nakupljanje lizosoma u kori velikog mozga, te
ranih endosoma i lizosoma u hipokampusu jedinki N-KI B-HET smanjeno je u odnosu na
jedinke N-KI B-WT u svim ispitivanim dobnim skupinama, ali je i dalje poviSeno u
odnosu na jedinke divljeg tipa. Zaklju¢no, delecija jednog alela gena BACE! djelomicno
ublazava nakupljanje ranih endosoma i lizosoma u jedinki N-KI B-HET, stoga promjene
u endolizosomalnom putu vjerojatno nisu odgovorne za progresivnu neurodegeneraciju
uoc¢enu u jedinki N-KI B-HET u kasnijoj fazi bolesti.

To€an mehanizam povoljnog djelovanja smanjenja razine enzima BACE1 na smanjeno
nakupljanje endolizosomalnih vezikula u ovom modelu zasad nije jasan. Poznato je da
povecano stvaranje odsjecka CTFP uslijed amiloidogenog cijepanja proteina APP
enzimom BACE] moze doprinijeti poremecaju funkcije endolizosomalnog puta [132—
134], stoga bi se ovaj mehanizam nametnuo kao moguce objasnjenje. Medutim, usprkos
smanjenom cijepanju proteina APP u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-
WT, razina ukupnih odsje€aka APP CTFs zabiljeZenih u jedinki N-KI B-HET nije bila
smanjena u odnosu na jedinke N-KI B-WT. KoriStena metoda (WB) nije omogudila
dovoljno osjetljivo utvrdivanje razine, odnosno razlikovanje odsjecaka CTFa i1 CTF,
stoga zasad nije moguce iskljuciti objaSnjenje da je smanjena razina stvaranja odsjecka
CTFB uzrokovala smanjeno nakupljanje endolizosomalnih vezikula. Potrebna je
preciznija analiza produkata nastalih cijepanjem proteina APP s ciljem ispitivanja ovog
mehanizma. Dominguez 1 sur. pokazali su da delecija oba alela gena BACE! rezultira
potpunim smanjenjem stvaranja amiloida- u neuronima, ali ne i1 u glija stanicama, te
smatraju da bi ovo mogao biti kompenzacijski doprinos enzima BACE2 [125]. JoS§ jedan
od potencijalnih mehanizama u podlozi manjeg nakupljanja endolizosomalnih vezikula
uslijed delecije jednog alela gena BACE] mogla bi biti ¢injenica da je lizosomalni biljeg
LAMP1 jedan od supstrata enzima BACE1 [153]. Medutim, ne postoje nikakva
istrazivanja o interakciji ove dvije molekule. Promjena u razini biljega LAMP1 mogla bi
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biti posljedica njegovog smanjenog procesiranja enzimom BACE]I, ali to ne objaSnjava
promjene zabiljezene u biljezima drugih vezikula. Buduca istrazivanja stoga bi trebala
ispitati ulogu enzima BACE] u razli¢itim tipovima stanica, te razjasniti interakciju
proteina LAMP1 1 enzima BACEI, kao i detaljnije ispitati biogenezu vezikula
endolizosomalnog sustava koji je promijenjen u bolesti NPC [212].

Krizanjem miseva linije NPCI-11061T i linije BACE I, deletirani su aleli gena BACEI u
svim stanicama, ne samo u neuronima. S obzirom na vrlo progresivni patoloski fenotip
jedinki N-KI B-KO i analizu njihovih neuropatoloskih znacajki u samo jednoj dobnoj
skupini (u dobi od Cetiri tjedna), nije bilo moguée povezati uc¢inak delecije gena BACE]
na interakciju razli€itih tipova stanica. Delecija jednog alela gena BACE u jedinki knock-
in NPCI-11061T stoga je bila posebno znaCajna u kontekstu ispitivanja aktivacije
astrocita i mikroglija. Fagocitno aktivne mikroglije ne eksprimiraju enzim BACE1 [122],
dok je njegova ekspresija u astrocitima uvjetovana homeostatskim promjenama u stanici
[122—-124, 215]. Takoder, profil genske i proteinske ekspresije astrocita razlikuje se in
vivo 1 in vitro, stoga mehanizmi ispitani u stani¢nim kulturama astrocita nisu uvijek u
korelaciji s njihovim funkcijama u organizmu [123].

Aktivacija astrocita u kori velikog mozga jedinki N-KI B-HET progresivna je s dobi, ali
je u svim ispitivanim dobnim skupinama manja u odnosu na jedinke N-KI B-WT, dok u
hipokampusu nije uo¢ena znacajna razlika izmedu jedinki N-KI B-HET i N-KI B-WT. U
asimptomatskoj fazi bolesti, jedinke N-KI B-HET u malom mozgu pokazuju vrlo slabu
aktivaciju astrocita u odnosu na jedinke divljeg tipa, a smanjena je i u odnosu na
aktivaciju astrocita u jedinki N-KI B-WT. U simptomatskoj fazi bolesti, kada pocinje
odumiranje Purkinjeovih neurona, aktivacija astrocita prisutna je u prednjim i srednjim
reznjevima jedinki N-KI B-HET, ali je ponovno smanjena u odnosu na jedinke N-KI B-
WT. Smanjena aktivacija astrocita u jedinki N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-
WT moze biti posljedica dva ¢imbenika: usporenog odumiranja Purkinjeovih neurona
koje je zabiljezeno do dobi od 9 tjedana, ili smanjene razine enzima BACE1. Naime,
Chacon-Quintero 1 sur. pokazali su da aktivni astrociti u mozgu pacijenata oboljelih od
AB imaju povisenu razinu enzima BACEI, odnosno da je uslijed inhibicije enzima
BACEI u primarnim astrocitima in vitro smanjena razina njihovih upalnih biljega, kao i
razina aktivacije [215]. SnaZna aktivacija astrocita prisutna je u jedinki N-KI B-HET i u
dobi od 15 tjedana, te je i u ovoj dobnoj skupini snizena u odnosu na jedinke N-KI B-WT.
S obzirom da u zavr$noj fazi bolesti nije zabiljeZena razlika u razini Purkinjeovih neurona
izmedu jedinki N-KI B-HET 1 N-KI B-WT, smanjena aktivnost astrocita uslijed delecije
jednog alela gena BACEI namece se kao mogucée objasSnjenje smanjene aktivacije
astrocita u miSeva knock-in NPCI-11061T, ali otvara pitanje je li kronicna smanjena
aktivacija astrocita u patogenezi jedinki N-KI B-HET povoljna ili Stetna za
neurodegeneraciju, odnosno ukupnu patogenezu bolesti NPC u ovom modelu. Ispitivanje
dodatnih biljega aktivacije astrocita u mozgu jedinki N-KI B-HET, kao i transkripcijskog
i/ili proteomskog profila pojedinacnih stanica astrocita u razli¢itim regijama mozga,
moglo bi doprinijeti razumijevanju aktivacijskog statusa, odnosno funkcije razli¢itih
populacija astrocita uslijed delecije gena BACE [196, 197].
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Aktivacija mikroglija u kori velikog mozga jedinki N-KI B-HET vrlo je slaba u odnosu
na jedinke divljeg tipa, ali se ne razlikuje od razine aktivacije mikroglija u jedinki N-KI
B-WT. Medutim, aktivacija mikroglija u hipokampusu jedinki N-KI B-HET nesto je viSa
u simptomatskoj i zavrSnoj fazi bolesti u odnosu na jedinke N-KI B-WT. Takoder, s
progresivnim, pravocrtnim odumiranjem Purkinjeovih neurona od prednjih prema
straznjim reznjevima malog mozga, u jedinki N-KI B-HET javlja se snazna aktivacija
mikroglija, a povisena je u odnosu na jedinke N-KI B-WT. Stovise, u svim ispitivanim
dobnim skupinama 1 regijama mozga, u jedinki N-KI B-HET povisena je i razina
strukturnog biljega (IBA1) te biljega aktivacije mikroglija (CD68) u odnosu na jedinke
N-KI B-WT, §to ukazuje na povecanu fagocitnu aktivnost mikroglija u jedinki N-KI B-
HET u odnosu na ve¢ aktivne mikroglije jedinki N-KI B-WT. Prethodna istrazivanja
proteomskog profila mikroglija miseva BALB/c NPCI” takoder pokazuju poveéanu
razinu lizosomalnih biljega, odnosno poveéanu fagocitnu aktivnost mikroglija NPCI™".
Ovakav profil fagocitne aktivacije (DAM) karakteristi¢an je i za mikroglije u AB [50].
Mikroglije su dakle ,,0sjetljive” na gubitak proteina NPC1 [50]. Zanimljivo, ekspresija
profila. DAM zabiljeZzena je 1 uslijed nedostatka enzima BACE] u mikroglijama,
delecijom gena BACEI u misjem modelu AB (5XFAD) te farmakoloskom inhibicijom
enzima BACEI u mikroglijama in vitro [191, 216]. Uslijed smanjenja razine enzima
BACEI, odnosno delecije jednog alela gena BACEI u modelu knock-in NPCI-11061T
potencijalno se dodatno aktiviraju ve¢ aktivne mikroglije, Sto izaziva njihovu izrazito
visoku fagocitnu aktivnost. Ova ,,dvostruka aktivacija® mikroglija mogla bi doprinijeti
ubrzanoj neurodegeneraciji u kasnijoj fazi bolesti u jedinki N-KI B-HET: ,,hiperaktivne*
mikroglije odgovaraju na promjene u Purkinjeovim neuronima koje vode do
neurodegeneracije uslijed nedostatka proteina NPCI1, a zbog vlastitog promijenjenog
fenotipa, ove mikroglije potencijalno fagocitiraju i funkcionalne sinapse te zdrave stanice
[35,217].

Primjenom tretmana HPBCD koji uklanja nakupljeni kolesterol u mozgu miSeva BALB/c
NPCI", Cougnoux i sur. ispravili su poreme¢aj aktivacije mikroglija [52]. Takoder, dvije
istrazivacke grupe pokazale su da protuupalni, nesteroidni lijek ibuprofen (u kombinaciji
s 1 bez miglustata) inhibira fagociticku aktivnost razlicitih fagocitnih stanica, ukljucujuci
mikroglije. Primjenom ibuprofena, u miSeva BALB/c NPCI”~ smanjena je razina
fagosoma (vezikula pozitivnih na biljeg CD68) u mikroglijma te je produljeno
prezivljenje misSeva [62, 218]. Buduca istrazivanja stoga bi mogla ispitati ucinak
farmakoloSke inhibicije fagocitno aktivnih mikroglija u modelu knock-in NPCI-11061T
s deletiranim genom BACE].

Ispitivanje profila hiperfosforilacije proteina tau u simptomatskoj fazi bolesti pokazalo je
poviSenu razinu svih ispitivanih biljega fosforilacije (PHF-1, CP13, RZ3, AT8) u jedinki
N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT. Medutim, zanimljivo, u malom mozgu i
hipokampusu jedinki N-KI B-HET razina svih ispitivanih biljega bila je smanjena u
odnosu na jedinke N-KI B-WT u zavr$noj fazi bolesti. Ovakav razli€iti profil fosforilacije
ukazuje na razli¢itu osjetljivost pojedinih regija mozga [74], ali i mogucu povezanost s
razinom drugih neuropatoloSkih zna€ajki. PoviSena hiperfosforilacija proteina tau u
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jedinki N-KI B-HET u dobi od 9 tjedana isti¢e ovu vremensku tocku patogeneze bolesti
NPC kao klju¢nu u kontekstu progresije neurodegeneracije ovog modela. Zaista, do dobi
od 9 tjedana, jedinke N-KI B-HET imaju vecu tjelesnu masu te sporije odumiranje
Purkinjeovih neurona u odnosu na jedinke N-KI B-WT, nakon ¢ega po€inje progresivniji
gubitak tjelesne mase te progresivnija neurodegeneracija, Sto rezultira ranijom smréu. U
tom kontekstu, smanjena razina fosforilacije proteina tau vidljiva u malom mozgu i
hipokampusu u dobi od 15 tjedana mogla bi biti posljedica gubika neurona u mozgu
jedinki N-KI B-HET. Medutim, ako ova znacajka nije povezana iskljuCivo s
neurodegeneracijom, vrijedilo bi ispitati moguéi povoljan uc¢inak dugoro¢nog ili kasnog
smanjenja razine enzima BACE]1 na forsforilaciju proteina tau u patogenezi bolesti NPC.
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5.4. Potencijalna daljnja istraZivanja uloge enzima BACE1 u funkciji mozga u
drugim mi$jim modelima

5.4.1. Heterozigoti za gen NPC1

Bolest NPC je vrlo progresivna, kako u pacijenata, tako i u mi§jih modela. UnatoC
koristenju modela knock-in NPC1-11061T, koji ima usporenu progresiju bolesti u odnosu
na najéesce koristeni misji model BALB/c NPCI™", i dalje je tesko pratiti blage promjene
karakteristi¢nih ranih i kasnih patoloskih znacajki. Kao mogu¢i alternativni model za
istrazivanje patogeneze bolesti NPC mogli bi posluziti heterozigoti za gen NPCI.

Kao i za brojne druge autosomne recesivne bolesti, postavlja se pitanje fizioloSkog u¢inka
mutacije u jednom alelu gena NPC1, §to posebno moze do¢i do izrazaja tijekom starenja.
Nova istrazivanja obitelji pacijenata oboljelih od bolesti NPC otkrila su neurolosku,
neuropsihijatrijsku i neurodegenerativnu povijest bolesti u vise od 50% slucajeva [219],
dok je u samih heterozigota, odnosno prenositelja bolesti NPC, otkriven subklinicki
fenotip u kasnijoj zivotnoj dobi [220]. S obzirom na velik broj zajednickih i preklapajucih
mehanizama u podlozi neurodegenerativnih bolesti 1 LSDs [140, 141, 143], ovo otkrice
ima vaZzan znacaj za zdravlje pojedinaca, tj. clanova obitelji s rijetkim bolestima.

Dosad je objavljeno samo jedno istrazivanje ucinka gubitka jednog alela gena NPCI na
neuropatoloske znacajke bolesti NPC u misjem modelu (BALB/c NPCI7") [221]. U
odnosu na divlji tip miseva, stari heterozigoti za gen NPCI (NPCI™") u dobi od 100
tjedana pokazuju poviSenu razinu kolesterola, odumiranje Purkinjeovih neurona te
hiperfosforilaciju proteina tau u kori velikog mozga 1 preostalim Purkinjeovim
neuronima. U Laboratoriju za istraZivanje neurodegenerativnih bolesti, ovo je istrazivanje
nastavljeno s ciljem pronalaska najranijih neuropatoloskih promjena uslijed gubitka
jednog alela gena NPCI (neobjavljeni rezultati). Za razliku od ranije spomenutog
istrazivanja, u odnosu na jedinke divljeg tipa, nije utvrdeno odumiranje Purkinjeovih
neurona u miseva NPCI™ u dobi od 100 tjedana, ali je zabiljezena neuroinflamacija (u
vidu aktivacije astrocita). Hiperfosforilacija proteina tau bila je povisena 1 vrlo varijabilna
u oba ispitivana genotipa (vjerojatno zbog epigenetickih i okoli$nih ¢imbenika uslijed
starenja), uz naznaku trenda povisene razine hiperfosforilacije proteina tau u muzjaka
NPCI"-[222]. Ispitivanjem mladih miseva NPCI"" u dobi od 20 tjedana zabiljezeno je
nakupljanje kolesterola te neuroinflamacija [223], ¢ime je dodatno potvrdena rana
aktivacija glija stanica u patogenezi bolesti NPC (uzrokovana nedostatkom proteina
NPC1 u ovim stanicama, a ne odumiranjem Purkinjeovih neurona) [50].

U ovom doktoratu, u miSeva N-KI B-HET u dobi od 15 tjedana uocen je potencijalni
povoljni u¢inak delecije jednog alela gena BACE na smanjenje razine hiperfosforilacije
proteina tau. Uz pretpostavku da smanjena razina fosforilacije proteina tau nije samo
posljedica neurodegeneracije, heterozigoti za gen NPCI-11061T (koji u starijoj dobi
moguce pokazuju odredene ublaZene, ali kroni¢ne neuropatoloske znacajke bolesti NPC)
mogli bi posluziti za ispitivanje dugoro¢nog u¢inka smanjenja razine enzima BACEI na
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hiperfosforilaciju proteina tau. Pacheco i sur. smatraju da je za patogenezu autofagije u
bolesti NPC nedostatak proteina tau Stetniji od visoko hiperfosforiliranog proteina tau
[75]. S obzirom na razliciti utjecaj (dis)funkcije proteina tau u razli¢itim tauopatijama
[27], smanjenje razine fosforilacije proteina tau uslijed smanjenja razine enzima BACE1
u ovom bi kontekstu moglo imati povoljan ucinak 1 na promijenjeni proces autofagije u
bolesti NPC.

U sklopu ovog doktorskog rada, krizanjem dvostrukih heterozigota za gene NPCI-11061T
1 BACE1 dobiveno je i potomstvo genotipa N-HET B-KO. Za potrebe ovog istrazivanja,
navedeni genotip nije detaljno analiziran, ali relevantna su odredena opazanja
(neobjavljeni rezultati). Naime, jedinke genotipa N-HET B-KO radaju se u
odgovaraju¢em udjelu prema Mendelovom zakonu. Sukladno pove¢anom mortalitetu
linije BACE! (odnosno misSeva B-KO), oko 20% jedinki N-HET B-KO ugiba u ranoj
postnatalnoj fazi, u dobi od oko 30 dana. Medutim, veéina jedinki N-HET B-KO
prezivljava i dulje od dvije godine. Sli¢no kao u miseva BALB/c NPCI™" [223],
preliminarnom histopatoloskom analizom mozgova jedinki N-HET B-KO zabiljezena je
aktivacija astrocita te nakupljanje endosomalnih i lizosomalnih vezikula (progresivno s
dobi, izmedu Cetvrtog i 15. tjedna), ali ne 1 neurodegeneracija Purkinjeovih neurona.

Uloga enzima BACEI vazna je i u embrionalnom razvoju i u postnatalnoj fazi razvoja
[120], ali jo$ nije poznato zasto neke od jedinki B-KO ugibaju unutar prvih 30 dana nakon
rodenja, dok neke zive i dulje od dvije godine [167], kao i jedinke N-HET B-KO. Takoder,
miSevi knock-out 1 za gen BACE| 1 za gen BACE?2 imaju stopu preZivljenja od 40% (uz
zivotni vijek oko jedne 1 pol godine) [125], $to iskljucuje protektivnu kompenzacijijsku
ulogu enzima BACE2 u modelima knock-out BACEI. Prezivljenje 1 dulji Zivotni vijek
miSeva N-HET B-KO dodatno potvrduje da je rani mortalitet miSeva N-KI B-KO
posljedica kombinacije fenotipova karakteristicnih za oba genotipa, dakle i knock-in
NPCI-11061T i knock-out BACE]I.

5.4.2. Misji model kondicionalni knock-out BACE1

Ekspresija proteina NPC1 u pojedinim tipovima stanica (neuronima ili astrocitima) misjih
modela NPCI” pokazala je povoljan u¢inak na ublazavanje simptoma bolesti (smanjeno
nakupljanje kolesterola, ispravljanje mijelinacije) te produljenje Zivotnog vijeka miSeva
NPCI”" [44, 57, 61]. Suprotno ovakvom modelu ekspresije gena u jednom tipu stanica,
vazan model u budu¢im istraZivanjima uloge enzima BACE1 mogao bi biti kondicionalni
knock-out BACEI. Istrazivanja in vitro dobra su pocetna tocka za otkrivanje pojedinih
mehanizama, ali ne moraju predstavljati stvarnu sliku ekspresije gena ili razine proteina
u uvjetima interakcije razliCitih stanica te genetickih 1 okoli$nih ¢imbenika in vivo [224].
Kondicionalni knock-out BACEI stoga bi mogao dati to¢niji uvid u funkciju enzima
BACEI, a razjasnio bi i razlike izmedu potpunog, cjelozivotnog nedostatka enzima
BACEI i ucinka (produljene) farmakoloske inhibicije (koja potencijalno moze djelovati
i na druge mete) [167].
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Delecija gena BACE] ili farmakoloska inhibicija enzima BACEL in vitro ukazuju i na
razli¢ite odgovore ovisno o tipu ispitivanih stanica. Inhibicija enzima BACEI u
astrocitima pacijenata s obiteljskim oblikom AB smanjuje razinu njihovih upalnih biljega
[215], delecija gena BACEI u astrocitima miSjeg modela 5XFAD pospjesuje njihovu
funkciju u uklanjanju amiloida-B [225], a delecija gena ili inhibicija enzima BACEI u
mikroglijama povecava njihovu fagocitnu aktivnost [191, 216]. Genetickim smanjenjem
razine enzima BACEI in vivo u ovom doktoratu zabiljezen je slican rezultat. Uzevsi u
obzir da se ekspresija enzima BACEI razlikuje u astrocitima ovisno o njihovom
(ne)aktivnom stanju [122-124], te da ekspresija enzima BACEI nije zabiljeZena u
aktivnim mikroglijama [122], potrebno je definirati funkciju enzima BACE1 u razli¢itim
tipovima stanica, 1 to ne samo u normalnim fizioloskim uvjetima, ve¢ i uslijed razlicitih
oblika stani¢nog stresa ili patoloskih promjena.
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5.5. Zavr$ni komentar

Iako je monogenska bolest NPC uzrokovana promjenom samo jednog gena, odnosno
jednog proteina (NPC1 ili NPC2), molekularni mehanizmi patogeneze bolesti NPC, ali i
drugih neurodegenerativnih bolesti i LSDs, kompleksni su te isprepleteni procesi koji
mogu ukljucivati promijenjeni metabolizam i/ili nakupljanje lipida, poremecaj funkcije
endolizosomalnog i retromernog puta te autofagije, neurodegeneraciju, neuroinflamaciju
te nakupljanje toksi¢nih proteinskih agregata poput peptida amiloida-f i
hiperfosforiliranog proteina tau [25, 141]. Glavna patoloska promjena u podlozi bolesti
NPC neosporivo je nakupljanje kolesterola uslijed gubitka proteina NPCI1 (ili NPC2) [27,
226]. Razina kolesterola (ne)posredno je povezana i s ostalim neuropatoloskim
znacajkama bolesti NPC, stoga se nadomjestanje proteina NPC1 (ili NPC2) i ispravljanje
protoka kolesterola namecu kao glavne farmakoloSke mete za lijeCenje ili usporavanje
progresije bolesti NPC [227]. Ipak, u trenutku dijagnoze 1 potencijalne farmakoloske
intervencije u patogenezu ove progresivne bolesti (ili kroni¢nih bolesti poput AB), ve¢ su
znacajno (a mozda i nepovratno) promijenjeni i brojni drugi stani¢ni procesi. Optimalne
strategije lijeCenja bolesti NPC, kao i drugih neurodegenerativnih bolesti i LSDs, stoga
bi mogle podrazumijevati primjenu ciljane terapije temeljene na visSe meta (od engl.
multitargeted therapies) koja bi se zasnivala na ispravljanju funkcije nekoliko
molekularnih procesa, u nekoliko razlicitih tipova stanica [ 140, 228].

Na temelju rezultata ovog doktorskog rada, promjena razine enzima BACE1 od zacetka
ukazuje na povoljne ucinke (usporava odumiranje Purkinjeovih neurona, smanjuje
nakupljanje endolizosomalnih vezikula), ali 1 Stetne u€inke (aktivira mikroglije, uzrokuje
raniju smrt) u patogenezi bolesti NPC. Buduca istrazivanja trebala bi definirati ulogu
enzima BACE1 u pojedinim tipovima stanica u mozgu, kao i definirati u kojoj fazi
postnatalnog razvoja je funkcija ovog enzima neophodna, a kada moZe postati Stetna.
Potrebno je i1 bolje razumijevanje uloge brojnih supstrata enzima BACEI i njihovih
razli¢itih oblika, tj. proteolitickih odsjecaka [206]. Enzim BACEl ne predstavlja
jedinstvenu farmakolosku metu za lije¢enje bolesti NPC. Medutim, dosadasnja saznanja
ukazuju da ¢e enzim BACEI i njegovi supstrati i dalje imati vaznu ulogu u razumijevanju
funkcije mozga, tj. razli¢itih moZdanih stanica, kao 1 neuropatoloSkih procesa u podlozi
mnogih neurodegenerativnih bolesti 1 poremec¢aja nakupljanja lizosoma.
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6. ZAKLJUCCI

Karakterizacijom miSeva linije NPCI-11061T, odnosno jedinki knock-in NPC1-11061T u
odnosu na jedinke divljeg tipa, u ovom doktorskom radu potvrdene su neuropatoloske
karakteristike bolesti NPC ocekivane u ovom mi§jem modelu. Definirane su fenotipske
promjene (progresivni gubitak tjelesne mase, tremor, rani mortalitet) 1 histopatoloske
promjene (neurodegeneracija u vidu odumiranja Purkinjeovih neurona, nakupljanje
kolesterola, povecanje i nakupljanje ranih endosoma i lizosoma, neuroinflamacija u vidu
aktivacije astrocita i mikroglija, hiperfosforilacija proteina tau). Takoder, zabiljezena je
povecana proteoliticka aktivnost enzima BACE]1 (u vidu promijenjene razine cijepanja
supstrata APP, SEZ6 i SEZ6L). Neuropatoloske znacajke jedinki knock-in NPC1-11061T
pratile su vremenski i prostorni uzorak karakteristican za modele bolesti NPC.

Krizanjem heterozigotnih miseva linije NPCI-11061T s heterozigotnim misSevima linije
BACET uspjesno je uspostavljena nova mijesana linija, i to u svrhu ispitivanja hipoteze
da ¢e geneticko smanjenje razine enzima BACEI (delecijom jednog ili oba alela gena
BACE]I) imati povoljan uc¢inak na neuropatoloske znacajke ranije ispitane u liniji NPCI-
[1061T.

Hipoteza ovog doktorskog rada opovrgnuta je u kontekstu kona¢nog oc¢ekivanog rezultata
istrazivanja, da ¢e delecija gena BACE! imati povoljan uc¢inak na produljenje Zivotnog
vijeka miSeva knock-in NPCI1-11061T.

— Delecija oba alela gena BACE [ uzrokovala je vrlo snazan fenotip u jedinki knock-
in NPCI-11061T. Jedinke N-KI B-KO rodene su u znacajno smanjenom udjelu,
uz prezivljenje od svega Cetiri tjedna. Histopatoloski, u odnosu na jedinke drugih
genotipova, jedinke N-KI ~B-KO pokazuju nakupljanje  vezikula
endolizosomalnog puta, snaznu neuroinflamaciju te poviSenu hiperfosforilaciju
proteina tau ve¢ u dobi od Cetiri tjedna, ali odumiranje Purkinjeovih neurona nije
zabiljezeno. Rezultat da jedinke N-KI B-KO pokazuju snaznu progresiju bolesti
NPC 1 povecan mortalitet u odnosu na jedinke N-KI B-WT ukazuje da se funkcije
proteina NPC1 i BACE] ispreplicu i/ili da njihov nedostatak uzrokuje poremecaj
funkcije istih ili sli¢énih molekularnih puteva.

— Delecija jednog alela gena BACE] rezultirala je ranijim mortalitetom jedinki N-
KI B-HET (15 tjedana, u odnosu na 18 tjedana karakteristi¢nih za jedinke N-KI
B-WT).

Medutim, u ranoj fazi bolesti (od asimptomatske do simptomatske faze) uocen je
visestruki ucinak delecije jednog alela gena BACE na neuropatoloSke znacajke bolesti
NPC u miSeva knock-in NPCI-11061T.

— Jedinke N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT pokazuju usporeno
odumiranje Purkinjeovih neurona u malom mozgu do simptomatske fazi bolesti,
nakon ¢ega slijedi progresivnija neurodegeneracija.
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— Jedinke N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT pokazuju smanjeno
nakupljanje ranih endosoma i lizosoma, §to je vidljivo u svim ispitivanim regijama
mozga te u svim ispitivanim dobnim skupinama.

— Jedinke N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT pokazuju smanjenu
aktivaciju astrocita u malom mozgu i kori velikog mozga svih ispitivanih dobnih
skupina.

— Jedinke N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT pokazuju povecanu
aktivaciju ve¢ aktivnih mikroglija u svim ispitivanim regijama mozga i dobnim
skupinama. Ovakva ,hiperaktivacija* mikroglija vjerojatno doprinosi fagocitnoj
razgradnji Purkinjeovih neurona, $to pospjesuje neurodegeneraciju i/ili mortalitet.

— Jedinke N-KI B-HET u odnosu na jedinke N-KI B-WT pokazuju poviSenu razinu
fosforilacije proteina tau u simptomatskoj fazi, ali snizenu razinu fosforilacije
proteina tau u zavrs$noj fazi bolesti.

Delecija jednog alela gena BACE] nije rezultirala smanjenjem razine proteina BACEI za
50% u odnosu na jedinke divljeg tipa. Unato¢ tome, smanjena je razina cijepanja supstrata
APP, SEZ6 1 SEZ6L, izuzev zabiljezene povecane razine cijepanja proteina SEZ6L u
malom mozgu svih ispitivanih dobnih skupina.

Genetickim smanjenjem razine enzima BACE1 u mi§jem modelu knock-in NPC1-11061T
utvrden je povoljan, ali 1 Stetan u¢inak na razinu i progresiju neuropatoloskih znacajki
bolesti NPC. Ovo istraZivanje ukazuje na znacaj enzima BACE1 u ranoj fazi postnatalnog
razvoja, 1 to ne samo u vidu funkcije B-sekretaze, ve¢ kao potencijalne farmakoloske mete
ukljucene u niz neuropatoloskih molekularnih procesa (npr. neuroinflamaciju) u podlozi
bolesti NPC.

Buduca istrazivanja trebala bi razjasniti u¢inak smanjenja razine ili inhibicije enzima
BACEI nakon kriti€ne postnatalne faze razvoja mozga, te utvrditi tocnu ulogu ovog
enzima 1/ili njegovih supstrata u razli¢itim tipovima mozdanih stanica u patogenezi
bolesti NPC, kao 1 u patogenezi mehanisti¢ki sli¢nih poremecaja lizosomalnog
nakupljanja 1 neurodegenerativnih bolesti.
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8. POPIS ILUSTRACIJA

8.1. Popis tablica

Tablica 1. Pocetnice koristene za genotipizaciju miSeva linije NPCI-11061T i linije BACE].
Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za PCR.

Tablica 3. PCR program za genotipizaciju miseva.

Tablica 4. Popis koristenih primarnih protutijela.
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Tablica 6. Sastav Tris-glicin poliakrilamidnih gelova za vertikalnu elektroforezu.

8.2. Popis slika

Slika 1. Struktura proteina NPC1 i kooperativno djelovanje proteina NPC1 i NPC2 pri prijenosu
kolesterola iz kasnih endosoma i lizosoma.

Slika 2. Prijenos kolesterola iz kasnih endosoma i lizosoma u fizioloski normalnim uvjetima te u
bolesti Niemann-Pick tipa C.
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Slika 4. Shematski prikaz cijepanja proteina APP (ne)amiloidogenim putom.
Slika 5. Supstrati enzima BACEI.

Slika 6. Genotipizacija i analiza razine proteina NPC1 i BACE1 u mozgu miSeva linije NPCI-
11061T.

Slika 7. Analiza intenziteta i raspodjele bojanja enzima BACE1 u hipokampusu miseva linije
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Slika 8. Analiza tjelesne mase miSeva linije NPCI-11061T.
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Slika 19. Razina proteina NPC1 i BACE1 u mozgu miSeva knock-in NPCI-11061T kojima je
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9. ZIVOTOPIS

Lea Vidati¢ rodena je 31. ozujka 1992. u Zagrebu, gdje je zavrsila osnovnu Skolu, osnovnu
glazbenu skolu (smjer flauta), te gimnaziju (prirodoslovno-matematicki smjer). Upisala
je preddiplomski studij Biologije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu 2010. godine, a 2013. godine diplomski studij Eksperimentalne biologije
(modul Fiziologija i imunobiologija). Diplomski rad izradila je na Zavodu za animalnu
fiziologiju Bioloskog odsjeka PMF-a. Rezultate diplomskog rada prezentirala je na 12.
Hrvatskom bioloskom kongresu s medunarodnim sudjelovanjem (usmeno izlaganje), te
je na temelju rezultata diplomskog rada objavljena jedna publikacija. Diplomirala je
2015. godine i stekla titulu magistre eksperimentalne biologije. Od travnja 2016. do lipnja
2017. godine zaposlena je u sklopu programa Stru¢no osposobljavanje za rad bez
zasnivanja radnog odnosa. Od veljace 2018. godine do kolovoza 2023. godine zaposlena
je kao asistent na Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovié, gdje je u
Laboratoriju za istraZivanje neurodegenerativnih bolesti, pod mentorstvom dr. sc. Silve
Katusi¢, izradila doktorski rad. Tijekom radnog odnosa, bila je suradnik na tri istrazivacka
projekata, te se usavrsavala u Njemackom centru za neurodegenerativne bolesti (DZNE,
Munchen, Njemacka). Dobitnica je stipendije u organizaciji akcije COST BM1402 (za
radionicu MouseAGE Training School), te stipendije Hrvatskog drustva za biokemiju i
molekularnu biologiju (za sudjelovanje na 45. FEBS kongresu). Kao (ko)autor,
sudjelovala je 1 izlagala na 10 medunarodnih i domacih kongresa (s tri usmene 1 7 poster
prezentacija). Kao koautor, publicirala je joS tri znanstvena i dva revijalna rada u
Casopisima s medunarodnom recenzijom. Kao neposredni voditelj, sudjelovala je u
mentorstvu tri diplomska rada obranjena pri Bioloskom odsjeku PMF-a. Clanica je
nekoliko medunarodnih i domacih znanstvenih organizacija.
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