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POPIS KRATICA
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1. UVOD

1.1. ALZHEIMEROVA BOLEST

Alzheimerova bolest (AB) najcesc¢i je primarni uzrok sindroma demencije. Prema
podacima Svjetske zdravstvene organizacije od demencije danas diljem svijeta boluje oko 50
milijuna ljudi, od kojih je ¢ak 60-70% slucajeva uzrokovano Alzheimerovom bolescu.
Ucestalost demencije raste sa starosc¢u, 1% slucajeva demencije javlja se u dobi izmedu 60 i 64

godina nakon ¢ega se biljezi gotovo eksponencijalni porast (Blennow i sur., 2006.).

Bolest je prvi opisao dr. Alois Alzheimer 1907. godine u pacijentice Auguste D. koja je
pokazivala brzo napredujuc¢e simptome, kao Sto su poteskoée s pamcéenjem, poremecaj
spavanja, zbunjenost i promjenu ponaSanja. Nakon njene smrti dr. Alzheimer je opisao dotad
nepoznate histopatoloske pojave u mozgu, danas definirane kao plakovi i neurofibrilarni

snopi¢i (Hippius i Neundorfer, 2003.).

Alzheimerova bolest je progresivna neurodegenerativna bolest koju karakterizira
propadanje sinapsi i neurona kortikalnih i subkortikalnih regija mozga te narusavanje funkcije
neurotransmiterskih sustava (Lyness i sur., 2003.; Simié i sur., 2017.). Propadanje sinapsi i
neurona posljedi¢no izaziva naruSavanje kognitivnih funkcija, gubitak pamcenja, promjene
ponasanja kao §to su agresivnost i depresivno ponasanje (Hope i sur., 1997.), a napredovanjem
bolesti simptomi mogu dose¢i stadij u kojem oboljeli nisu u stanju obavljati svakodnevne
aktivnosti. Jos se sa sigurnoS¢u ne zna Sto uzrokuje AB, ali zna se da na patogenezu AB utjeu
brojni genski i okoli$ni ¢imbenici kroz dugi niz godina. Starenje je najznacajniji rizi¢ni faktor
za razvoj bolesti, a brojne studije pokazuju 1 niz drugih rizi¢nih ¢imbenika kao $to su smanjena
mentalna i fizicka aktivnost tijekom zivota, ozljede glave, kardiovaskularne bolesti, pretilost,

pusenje i dijabetes (Jellinger, 2004.; Mayeux, 2003.).

Za klinicku dijagnozu AB najcesce se koriste kriteriji NINCDS-ADRDA (od eng.
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer's
Disease and Related Disorders Association) objavljeni 1984. godine koji su 2011. godine
prilagodeni dana$njim saznanjima i ukljucuju $iri pogled patogeneze AB. Grupe oformljene od
stane NIA (od eng. National Institute on Aging) i Alzheimer’s Association upotpunile su
kriterije iz 1984. godine te podijelili progresiju AB u tri stadija: 1) rani, pretklinicki stadij, 2)
srednji stadij s blagim kognitivnim poremecajima i 3) stadij sa simptomima demencije. Novi

kriteriji jasnije definiraju razlike izmedu demencije uzrokovane AB 1 ostalih demencija 1
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povezanost s poremecajima koji mogu utjecati na razvoj AB kao $to su npr. vaskularne bolesti.
Vazna nadopuna dijagnostickih kriterija je upotreba biljega u dijagnosticiranju AB (Albert i
sur., 2011.; McKhann i sur., 2011.; Sperling i sur., 2011.). Dijagnoza se postavlja temeljem
testiranja kognitivnih sposobnosti, u te svrhe koristi se Mala ljestvica mentalnih sposobnosti -
MMSE ljestvica (od eng. Mini Mental Status Examination) i neuroloskog pregleda. On moze
ukljucivati i snimanje mozga kompjutoriziranom tomografijom (CT, od eng. computed
tomography), magnetskom rezonancijom (MRI, od eng. magnetic resonance imaging) ili
pozitronskom emisijskom tomografijom (PET, od eng. positron emission tomography). Time
se moze vidjeti postoji li atrofija mozdane kore (CT 1 MRI), odnosno smanjena aktivnost (PET)
pojedinih mozdanih regija. Provodi se i analiza biljega kao $to su koncentracija amiloida [
satavljenog od 42 aminokiseline (AP42) te ukupnog i fosforiliranog proteina tau u
cerebrospinalnoj tekuéini te vizualizacija amiloida  radioaktivnim markerima. Upotreba takvih
biljega upotpunjuje klini¢ku sliku i doprinosi postavljanju to¢nije dijagnoze, no vazno je
naglasiti kako mnogi od njih nisu dovoljno specifi¢ni za dijagnozu AB i mogu se javiti i u
drugih oblika demencije ili ozljeda sredi$njeg Zzivcanog sustava (CNS, od eng. central nervous
system). Smatra se da bolest zapocinje godinama prije pojave prvih simptoma. Stoga je krajnji
cilj upotreba biljega u svrhu $to ranijeg otkrivanja bolesti, prije razvoja prvih klini¢kih znakova
kako bi se mogle poduzeti eventualne preventivne mjere i usporiti daljnje napredovanje bolesti.

Na zalost dosad poznati biljezi nisu primjenjivi u tu svrhu. (Jack i sur., 2011.).
1.2. PATOGENEZA ALZHEIMEROVE BOLESTI

Na mikroskopskoj razini glavna histopatoloska obiljezja AB su izvanstani¢no
nakupljanje amiloida  (AP), najprije u obliku difuznih depozita, a zatim i amiloidnih plakova
(Hardy i sur., 1992.), unutarstani¢na akumulacija hiperfosforiliranog proteina tau te gubitak

neurona, prvenstveno kolinergickih, noradrenergickih i serotonergickih. Morfoloski gledano,

2002.).

Nakon otkri¢a da je AP glavni strukturni protein amiloidnih plakova (Slika 1.) (Masters
i sur., 1985.) nastala je hipoteza amiloidne kaskade, jedna od glavnih hipoteza o uzroku AB.
Prema toj hipotezi neravnoteza izmedu proizvodnje i uklanjanja Ap u mozgu je glavni patoloski
proces koji dalje pokrece sve druge patoloske promjene koje u konacnici rezultiraju
neurodegeneracijom (Hardy i sur., 1992.). AP je protein koji nastaje cijepanjem amiloidnog

prekursorskog proteina (APP, od eng. amyloid precursor protein). Ovisno 0 mjestu cijepanja i



enzimima koji ga posreduju mogu nastati produkti razli¢ite duljine. Ukoliko se APP pocijepa 3
sekretazom i zatim y sekretazom, nastaje AP. Ako pak APP najprije pocijepa a sekretaza nastaje
drugi produkt koji ne sudjeluje u formiranju plakova (Asionowski i sur., 1999.; Vassar i sur.,
1999.). U plakovima se najée$¢e moze nac¢i AP sastavljen od 42 aminokiseline koji ima vecu
tendenciju agregacije u nakupine. Hipotezu potkrepljuju istrazivanja mutacija gena APP, gena
za presenilin PSEN1 i PSEN2 povezanih s nastankom nasljednog tipa AB Kkoji se uobicajeno
javlja prije 65. godine Zivota. Mutacije u genu APP dovode do prekomjerne produkcije Ap pa
s time i njegovog nakupljanja (Selkoe, 2001.; Tokuda i sur., 1997.), a mutacije u genima PSEN1
i PSEN2 do nastajanja AP42. lako se ne zna kako to¢no plakovi pokrecu daljnje patoloske
procese, poznato je da narusavaju homeostazu kalcija, povecavajuci njegovu unutarstani¢nu
koncentraciju. Fosforilacija proteina tau moze biti kontrolirana unutarstani¢énim kalcijem pa bi

to mogao biti mehanizam kojim plakovi poticu stvaranje neurofibrilarnih snopica (Hardy i sur.,

1992.).

Amiloidni plakovi imaju jezgru sacinjenu od fibrila amiloida koju okruzuju distrofi¢ni
neuriti, reaktivne mikroglija stanice i astrociti. Za razliku od plakova, difuzne nakupine
amiloida nisu zdruzene s distrofi¢nim neuritima i mikroglija stanicama, a smatra se da su one

pocetni stadij nastajanja plakova (Hardy i Allsop, 1991.).

Unutarstani¢na akumulacija hiperfosforilanog proteina tau u obliku neurofibrilarnih
snopica (NFS) (Slika 1.), drugo je glavno histopatolosko obiljezje AB (Braak i Braak, 1991b.).
NFS se sastoje od dvije duge, nerazgranate podjedinice koje €ine zavojnicu (PHF, od eng.
paired helical filament). U fizioloskim uvjetima tau je vezan za mikrotubule i kontrolira njihovo
formiranje, te ih Cini stabilnima. Fosforilacija igra vaznu ulogu u regulaciji aktivnosti proteina
tau, a prema ,.tau“ hipotezi o nastanku AB hiperfosforilacija je glavni korak koji vodi ka
formiranju NFS (Braak i sur., 1994.) jer uzrokuje degradaciju mikrotubula i nakupljanje
proteina tau. Dokazano je da nastanak NFS bolje korelira s gubitkom kognitivnih sposobnosti
i progresijom AB nego nakupljanje AP (Arriagada i sur., 1992.; Bierer i sur., 1995.).
Usporedbom patoloskih uzoraka razli¢itih stadija AB vidjelo se da progresijom bolesti NFS
zahvacaju dijelove mozga najceSc¢e po istom uzorku. Stoga je napravljena shema topografske
progresije bolesti. S obzirom na dijelove mozga zahvacene NFS, pa posljedi¢no i

degeneracijom, bolest se dijeli na 6 Braakovih stadija (Slika 2.) (Braak i Braak, 1991a.).



Slika 1. Nakupine amiloida  u obliku plakova (P) i hiperfosforiliranog proteina tau u obliku

neurofibrilarnih snopica (N) u hipokampusu; preuzeto iz: Wippold i sur., 2008.

Inicijalni stadiji bolesti I 1 II nazivaju se jo§ 1 transentorinalni stadiji jer se patoloske
promjene u mozgu §ire iz entorinalne regije do hipokampalne formacije. Klinicki se stadiji | i
IT manifestiraju kao gubitak pamcenja nedavnih dogadaja, blaga prostorna dezorijentacija i
minimalne poteskocée u svakodnevnim aktivnostima. Opée kognitivne funkcije ostaju sacuvane.
U stadijima IIT i IV bolest zahvaca sljepoocnu, tjemenu i ¢eonu mozdanu regiju. Klinicki se
javljaju poteskoce s prisje¢anjem, oteZano pronalazenje adekvatne rijeci, vremenska i prostorna
dezorijentacija, otezana koncentracija, razumijevanje i konceptualizacija. U zavr$nim stadijima
V i VI degeneracija zahvaca osjetna i motoricka podrucja neokorteksa S§to rezultira
potesko¢ama prepoznavanja objekta i drugih percepcijskih i motorickih vjestina (Braak i Braak,
1991a.).



Slika 2. Topografska progresija patoloskih promjena NFS u AB kroz 6 Braakovih stadija;

preuzeto i prepravljeno iz: Simi¢ i sur., 2017.

Pretpostavlja se da je posljedica stvaranja i Sirenja amiloidnih plakova i neurofibrilarnih
snopica gubitak neurona. Najranjiviji tip neurona u AB su piramidni neuroni, a njihovi glavni
neurotransmiteri su ekscitatorne aminokiseline (EAA, od eng, excitatory amino acid) glutamat
I aspartat koje imaju vaznu ulogu u procesu pamcéenja. Pamcenje je proces koji nastaje
promjenom jakosti sinapsi izmedu neurona. Neurokemijska podloga u¢vr$éenja sinapsi, pa s
time i paméenja je dugotrajna potencijacija (LTP, od eng. long-term potentiation). Ukratko, u
osnovi toga procesa je povecanje ucinkovitosti sinaptickog prijenosa uslijed visoke frekvencije
stimulacije sinapsi (Bliss i Collingridge, 1993.). Istrazivanja koja su uklju¢ivala antagoniste
receptora za EAA i modele miSeva s delecijom gena za te receptore pokazala su otezano
pamcenje kod modelnih organizama, $to potvrduje ulogu EAA u procesima koji omogucuju
pamcenje (Martin i Morris, 2002.; Robbins i Murphy, 2006.). Gubitak kognitivnih funkcija
povezan je i s odumiranjem kolinergi¢nih neurona (Davies P i Maloney AJ., 1979.; Schliebs i

Arendt, 2011.), a promjene ponasanja, raspolozenja, poteSkoce sa spavanjem i usmjeravanjem

5



paznje osnovu imaju u propadanju serotonergi¢nih i noradrenergi¢nih neurona (Mega i sur.,

1996.; Palmer, 1996.).

Ne zna se sa sigurnosc¢u zasto su odredeni neuroni 1 regije mozga podlozniji patologiji
AB, dok drugi ostaju postedeni sve do krajnjih faza bolesti. Opisana je korelacija izmedu
selektivne osjetljivosti pojedinih neurona i slijeda mijelinizacije tijekom razvoja mozga.
Podrucja koja mijeliniziraju kasnije razvijaju NFS ranije i u ve¢oj koncentraciji. Osim toga,
neuroni koji imaju duge, tanke aksone s tanjim mijelinskim omotacem podlozniji su nastajanju

NFS od bogatije mijeliniziranih neurona s kra¢im aksonima (Braak i sur., 1999.).
1.3. ULOGA GENA U ALZHEIMEROVOJ BOLESTI

Genetika Alzheimerove bolesti vrlo je kompleksna. Veéina slucajeva AB je takozvani
sporadi¢ni oblik u ¢iji nastanak je uklju¢eno mnogo faktora i neke varijante gena ¢ija prisutnost
povecava rizik od oboljenja. Samo oko 1% slucajeva AB ¢ine nasljedni ili obiteljski oblici koji

su direktno povezani s brojnim mutacijama nekoliko gena.
1.3.1. NASLJEDNI OBLIK ALZHEIMEROVE BOLESTI

Nasljedni oblik AB nasljeduje se autosomno dominantno i uzrokovan je nekom od
dvjestotinjak mutacija u genima APP, PSEN1 ili PSEN2. U sluc¢aju nasljednog oblika simptomi
se uobicajeno javljaju prije 65. godine zivota. Gen APP nalazi se na kromosomu 21 i povezan
je s nastankom AB nakon otkri¢a da su plakovi u osoba sa Downovim sindromom i oboljelih
od AB gradeni od istog peptida, AB (Glenner i Wong, 1984.), te prvih mutacija gena APP
nadenih u osoba s AB (Goate i sur., 1991.). Mutacije APP dovode do promjene mjesta
cijepanja APP-a jednom od sekretaza (a, B ili y) S$to rezultira pove¢anim stvaranjem AB. Osim
takvih mutacija, duplikacije gena APP takoder uzrokuju poveéanu produkciju AP, $to se dogada
i kod trisomije kromosoma 21, tj. kod osoba sa Downovim sindromom (Selkoe, 2001.; Tokuda
i sur., 1997.). Zanimljivo je da je pronadena i vrlo rijetka mutacija gena APP koja doprinosi
smanjenom opadanju kognitivnih sposobnosti i smatra se da Stiti od pojave AB (Jonsson i sur.,
2012.).

Vecinu slucajeva nasljednog oblika AB uzrokuju mutacije u genima PSEN1 na
kromosomu 14 (St George-Hyslop i sur., 1992.) i PSEN2 na kromosomu 1(Levy-Lahad i sur.,
1995.). Geni PSEN1 i PSEN2 kodiraju za proteine presenilin 1 i 2 koji su dio kompleksa y-

sekretaze koja cijepa APP na nekoliko mjesta, ¢ime nastaje AP razli¢itih duljina. Sve mutacije



PSEN1 i PSEN2 dovode do povecanog stvaranja A sastavljenog od 42 aminokiseline koji je
vise sklon nakupljanju u plakove (Citron i sur., 1997.).

1.3.2. SPORADICNI OBLIK ALZHEIMEROVE BOLESTI

Oko 99% slucajeva AB cini sporadi¢ni oblik, a incidencija sporadi¢nog oblika raste
gotovo eksponencijalno nakon 65. godine Zivota sve do otprilike 85 godina starosti, nakon ¢ega
se viSe ne povecava. Analiza 11884 parova blizanaca procijenila je nasljednost sporadi¢nog
oblika bolesti na 58-79% (Gatz i sur., 2006.). Najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za sporadi¢nu
Alzheimerovu bolest je alel €4 gena za apolipoprotein E (APOE) (Corder i sur., 1993.). Jedan
alel ¢4 povecava relativni rizik za nastanak bolesti 5 puta, a oba viSe od 20 puta. Apolipoprotein
E (ApoE) ukljucen je u odrzavanje homeostaze lipida, posredujuéi prijenos kolesterola medu
tkivima, te u popravak ozljeda u mozgu, metabolizam glukoze, upalne procese u CNS-u i
funkciju mitohondrija. U CNS-u ApoE najvise proizvode astrociti, a transport lipida do neurona
odvija se preko ApoE receptora. ApoE ima vaznu ulogu i u metabolizmu AP regulirajuci

njegovo nakupljanje i uklanjanje iz mozga (Liu i sur., 2013.).

Ostali, do sada otkriveni polimorfizmi povezani s pove¢anom vjerojatnoS¢u za nastanak
bolesti ukljucuju gene povezane S recikliranjem endosoma (BIN1, PICALM, SORL1),
metabolizmom kolesterola (ABCA7, CYP46A), imunosnim sustavom (CLU, CR1), mikroglija
stanicama (TREM2), lizosomalnim enzimima PLD3, supstratima za y-sekretazu (NOTCH-3) i
drugima (GLIS1, SERPINBL, itd.) (Giri i sur., 2016.).

1.4. OSTALE TEORIJE NASTANKA ALZHEIMEROVE BOLESTI

Uz ve¢ spomenute dominantne hipoteze o nastanku AB, hipotezu amiloidne kaskade 1
tau hipotezu, postoje mnoge druge koje nastoje potkrijepiti i objasniti uzroke nastanka i

napredovanja bolesti.
1.4.1. KOLINERGICNA HIPOTEZA

Jedna od najstarijih hipoteza o nastanku AB je kolinergi¢na hipoteza koja kaze da
degeneracija kolinergi¢nih neurona znacajno doprinosi pogorSanju kognitivnih sposobnosti.
Potvrda toj hipotezi je vazna uloga acetilkolina u procesima pamcenja (Drachman i Leavitt,
1974.) i pronadena pozitivna korelacija izmedu stupnja kognitivnih poremecaja i smanjenja
koncentracije acetilkolina. Sinteza acetilkolina posredovana je kolin acetiltransferazom, a
smanjena aktivnost tog enzima zamijecena je u AB (Davies P i Maloney AJ., 1979.; Perry,
1977.).



1.4.2. OKSIDATIVNA HIPOTEZA

U fizioloskim uvjetima, nusprodukt metabolizma stanice su nestabilne, potencijalno
citotoksi¢éne molekule znane kao slobodni radikali ili reaktivni oblici kisika (ROS, od eng.
reactive oxygen species). Zbog nesparenog elektrona kojeg posjeduju vrlo su reaktivne i stoga
lako reagiraju s drugim molekulama u stanici. ROS uglavnom reagiraju s molekulama stani¢ne
membrane, DNA, proteinima ili ugljikohidratima koje se time strukturno i funkcionalno
promijene $to u konacnici narusava cjelokupnu funkciju stanice. OStecenja stanica uzrokovana
oksidacijskim stresom rezultat su poremecene ravnoteze stvaranja i neutraliziranja ROS.
Stanice posjeduju antioksidativne enzime Cija je zadaca neutralizirati nastale ROS i tako odrzati
homeostazu. Hipoteza podrazumijeva nastanak neurodegenerativnih patoloskih promjena pod
utjecajem poviSenih koncentracija ROS. Nize koncentracije antioksidacijskih enzima 1 velika
hipotezi. Ta hipoteza dobro se upotpunjuje s hipotezom mitohondrijske kaskade i upalnom
hipotezom jer povecane koncentracije ROS mogu nastati uslijed disfunkcije respiratornog lanca
unutar mitohondrija, nakupljanja AP koji dalje pokrece upalne reakcije i aktivaciju mikroglija
stanica koje takoder proizvode ROS. Uz to, nakupine AP mogu vezati metale koji poti¢u

nastajanje vodikovog peroksida (Padurariu i sur., 2013.).
1.4.3. HIPOTEZA MITOHONDRIJSKE KASKADE

Ta hipoteza podrazumijeva da snizene stope oksidativne fosforilacije u mitohondrijima,
povecano oslanjanje na anaerobnu glikolizu 1 visoka stopa proizvodnje ROS u konacnici
dovode do histopatoloskih promjena u AB. Znanstvenici predlazu da prekomjerna proizvodnja
ROS u neuronima moZe poticati stvaranje AP iz APP-a $to nadalje dodatno reducira aktivnost
enzima transportnog lanca elektrona. Osim toga, neravnoteza proizvodnje ROS i stope
oksidativne fosforilacije, pokre¢e u neuronima proces apoptoze. Smatra se da je prekomjerna
produkcija ROS u mitohondrijima i disfunkcija stani¢ne energetike poveznica izmedu hipoteze
amiloidne kaskade 1 hipoteze mitohondrijske kaskade nastajanja sporadi¢nog oblika AB, ali na
naéin da promijene metabolizma u mitohondrijima nastaju ranije i zatim uzrokuju daljnje

promjene predlozene hipotezom amiloidne kaskade (Swerdlow i Khan, 2004.).



1.4.4. HIPOTEZA NASTANKA ALZHEIMEROVE BOLESTI USLIJED
INFEKCIJE

Hipoteza govori 0 mogucéem utjecaju infekcije patogenima na nastanak AB. Takoder se
usko veze uz upalnu hipotezu jer se djelovanje patogena na nastanak AB patologije odnosi na
pokretanje upalnih procesa u CNS-u i na periferiji. Ve¢ je dugo poznato da patogeni mogu
uzrokovati kroni¢ne progresivne bolesti CNS-a. Nekoliko patogena povezano je sa smanjenjem
kognitivnih funkcija pa se smatra da bi mogli biti i uzrok nastanka AB. NajceSc¢e se spominju
herpes simplex virus 1 (HSV-1), Helicobacter pylori, Chlamydophila pneumoniae i Borrelia
burgdorferi. Nakon infekcije, HSV-1 ostaje u latentnom stanju unutar ziv¢anog tkiva,
uglavnom uzrokuje pojavu herpesa na usnama ili u genitalnom podrucju, ali moze biti i uzrok
nastanka encefalitisa. Neka istrazivanja pokazuju da broj protutijela na HSV-1 u serumu raste
sa staro$cu, da je umnazanje virusa u interakciji s produktima gena povezanih s nastankom AB
(PSEN1, PSEN2, APP i ApoE4), a detektiran je i u tkivima oboljelih od AB post mortem.
Pronadene su korelacije izmedu AB i prisutnosti ostalih navedenih patogena u likvoru, serumu
ili mozdanom tkivu no vaZzno je naglasiti da utjecaj patogena na nastanak AB ostaje upitan jer

brojne studije nisu potvrdile navedene korelacije (Mawanda i Wallace, 2013.).
1.45. UPALNA HIPOTEZA

U mnogim slucajevima AB prisutni su biljezi kroni¢ne upale. Razine upalnih biljega
povezane su s dimenzijom plakova. Takoder, upala u CNS-u ucestalija je sa starenjem §to moze
biti jedan od razloga pojave bolesti u kasnijoj Zivotnoj dobi. Mikroglija stanice glavni su
posrednici upalnih procesa CNS-a. Svojim nastavcima detektiraju potencijalnu opasnost nakon
¢ega pokre¢u imunosni odgovor. Aktivirane mikroglija stanice nadene su u blizini plakova Ap.
Hipoteza podrazumijeva da nakupljanje plakova i neurofibrilarnih snopica izaziva upalne
procese. lako su usmjereni na uklanjanje uzro¢nika upale i odrzavanje homeostaze, upalni
procesi mogu postati nekontrolirani, te se kao posljedica javlja prekomjerna proizvodnja ROS

i drugih upalnih medijatora sto potice daljnje napredovanje bolesti (Zotova i sur., 2010.).
1.5. UPALA U SREDISNJEM ZIVCANOM SUSTAVU

Znanstvenici danas sa sigurno§¢u mogu opovrgnuti zastarjelo misljenje da je Ziv€ani
sustav izuzet od intervencija perifernog imunosnog sustava organizma i obrnuto, da zivéani
sustav nema utjecaj na periferni imunosni sustav. Poznati su neki od mehanizama njihove
medusobne komunikacije, kako u fizioloski uobicajenom okruzZenju, tako i tijekom patoloskih

stanja. Komunikacija se ostvaruje putem autonomnog ziv¢anog sustava, hormona, neuropeptida
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I citokina. Takva povezanost vazna je za bolje i lakSe odrzavanje homeostaze (Rosa i sur.,

2014.).

Upale na periferiji mogu utjecati na aktivnost zivéanog sustava, ¢esto izazivajuci upale
CNS-a, posebice ako je rijec o prolongiranim kroni¢nim sistemskim upalama. Upalni procesi u
mozgu posljedicno izazivaju opadanje kognitivnih sposobnosti kao rezultat odumiranja
neurona, a tezi oblici dovode i do pojave demencije. Svaka upala zapo¢inje lu¢enjem proupalnih
citokina koji zatim reguliraju daljnji proces. Ulazak patogena ili ozljeda pokrecu kaskadu
lokalnih 1 sistemskih dogadaja. Jedan od glavnih proupalnih citokina je interleukin 18 (IL-1p).
On pojacava proliferaciju T- i B-limfocita te inducira lu¢enje drugih vaznih proupalnih citokina
(TNF-a, IL-6). Citokini mogu uéi u sredis$nji ziv¢ani sustav U podru¢ju cirkumventrikularnih
organa, gdje je krvno-mozdana barijera propusnija, mogu prijeci transportom posredovanim
nosacima te u slu¢aju narusene krvno-mozdane barijere. Osim direktnim djelovanjem u mozgu,
citokini mogu djelovati i na aferentne neurone na periferiji (Rosa i sur., 2014.). Najvise se
proucavao IL-1. Osim $to utjeCe na lucenja hormona iz hipotalamusa, ima i vaznu ulogu kod
upalnih procesa u mozgu. Receptori za IL-1 nadeni su u razli¢itim regijama mozga, a za
proucavanje negativnih utjecaja upale na kognitivne sposobnosti vazno je spomenuti one u
podru¢ju hipokampusa (Cunningham i De Souza, 1993.). Kada glasnici upale dodu
cirkulacijom do mozga mogu inducirati proizvodnju citokina u parenhimu mozga Sto rezultira
daljnjim razvojem upalnih procesa. Takoder, zabiljeZeno je da blokiranje produkcije citokina

na periferiji modulira imunosni odgovor u sredi$njem zivéanom sustavu (Jiang i sur., 2008.).

Glavni akteri upale u CNS-u su mikroglija stanice. Budu¢e mikroglija stanice pocinju
ulaziti 1 ,,naseljavati® srediSnji Ziv€ani sustav tijekom ranog embrionalnog razvitka, ve¢ od 4.
tjedna gestacije (Ginhoux i sur., 2013.). Njihova uloga je dvojaka: 1) zastita mozga od patogena
I 2) popravak mozdanog tkiva nakon ozljede mozga. Medutim, mikroglija stanice mogu
promijeniti uobicajeni obrazac aktivacije i time postaju Stetne za okolne neurone (Barrientos i
sur., 2016.).

1.5.1. MIKROGLIJA STANICE

Prva linija obrane u CNS-u su mikroglija stanice, mononuklearni fagociti koji pripadaju
sustavu glija stanica u mozgu. Mikroglija stanice Siroko su rasprostranjene u mozdanom tkivu,
a ¢ine 5-12% glija stanica u mozgu miseva (Lawson i sur., 1990.), odnosno od 0,5% do 16,6%

glija stanica kod ¢ovjeka (Mittelbronn i sur., 2001.). Za odrzavanje homeostaze u fizioloskim
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uvjetima, ali i tijekom bolesti u CNS-u vrlo je bitno da mikroglija stanice zadrze adekvatnu

funkciju i pravovremenu aktivaciju (Ginhoux i sur., 2013.).

Mikroglija stanice tijekom razvoja nastaju iz mezodermalnog tkiva u Zumanjc¢anoj vreci
kod ljudi, a potom putuju krvotokom u CNS prije zatvaranja krvno-mozdane barijere koja
uslijedi nakon porodaja. Tamo proliferiraju i stvaraju mrezu stanica ¢ija je zadaca odrzavanje
homeostaze CNS-a (Ginhoux i sur., 2010., 2013.). U fizioloSkim uvjetima, mikroglija stanice
su razgranate s dugim nastavcima kojima nadziru parenhim mozga. Prepoznaju Sirok spektar
podrazaja, autoimune reakcije, infekcije, ishemiju, toksi¢ne tvari i ozljede tkiva, a mogu i
odstranjivati glutamatergicke sinapse. Takve §tetne promjene u mozgu prepoznaju preko
molekularnih medijatora kao §to su glikolipidi, lipoproteini, nukleotidi, peptidi, strukturno
promijenjeni ili agregirani proteini (npr. tau i AR u AB), upalni citokini 1 oSte¢eni neuroni.
Nakon stimulacije slijedi aktivacija mikroglija stanica tijekom koje se poveca tijelo stanice i

promijene funkcionalna svojstva (von Bernhardi i sur., 2015.).
15.1.1. FENOTIPOVI M1 | M2 MIKROGLIJA STANICA

U fizioloskim uvjetima imunosni odgovor dobro je reguliran izmjenom procesa
inicijacije upale i1 njenog razrjeSenja. Tijekom patoloskih stanja moZe do¢i do nekontroliranog
imunosnog odgovora koji pozitivno korelira s disfunkcijom i gubitkom stanica tijekom procesa
upale. Ovisno 0 okruzenju u kojem se nalaze i podrazaju kojim su stimulirane, mikroglija
stanice podlijeZzu razliCitim aktivacijskim uzorcima. Mogu se na¢i u stanju ,klasicne
aktivacije®, ,.alternativne aktivacije ili ,,steCene deaktivacije”. Najcesce se koristi podjela na
MI1 ili proupalni fenotip 1 M2 regulatorni ili neuroprotektivni fenotip kojem je svrha ,,utiSati*
upalne procese posredovane fenotipom M1 (Slika 3.). Ovisno o fenotipu koji se javi, razli¢ita
je produkcija citokina i izrazaj receptora na povrsini stanica, a to prati i promjena morfologije
stanica, od razgranatih s dugim nastavcima tijekom mirovanja do ameboidnih tijekom
aktivacije (Tang i Le, 2016.).

Tijekom ,klasicne aktivacije” diferencira se fenotip M1. On je karakteriziran
produkcijom proupalnih citokina (npr. faktor tumorske nekroze o (TNF-o, od eng. tumor
necrosis factor-a), interleukin 1-B (IL-1p)), dusSikovog oksida (NO, od eng. nitric oxide), ROS
I proteaza. Fenotip M1 aktivira se kao odgovor na ozljedu, infekciju ili druge abnormalne
pojave, a uloga mu je obrana tkiva i uklanjanje patogena (Tang i Le, 2016.). Kao odgovor na

citotoksi¢ne signale aktivira se regulatorni faktor interferona 5 (IRFS5, od eng. interferon-
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regulatory factor 5) koji dalje potice transkripciju gena za proupalne citokine (TNF, IL-6, IL-
12 i IL-23) (von Bernhardi i sur., 2015.; Ouyang i sur., 2007.).

Fenotip M2 ukljucen je u stanja ,alternativne aktivacije i ,,steCene deaktivacije.
Alternativna aktivacija inducirana je citokinima IL-4 ili IL-13, a aktiviraju se geni Koji
promoviraju lucenje protuupalnih citokina, reparaciju tkiva i rekonstrukciju izvanstani¢nog
matriksa. Ste¢ena deaktivacija je stanje koje takoder suprimira akutnu upalu, a inducirana je
protuupalnim citokinima 1L-10, transformiraju¢im faktorom rasta B (TGF-B, od eng.
transforming growth factor-f) i apoptotskim stanicama. Te protuupalne faze javljaju se kao
odgovor na upalne procese posredovane fenotipom M1 i zada¢a im je popravak tkiva te
povratak u homeostazu. Mikroglija stanice M2 u tu svrhu luée protuupalne citokine (IL-4, IL-
13, IL-10, TGF-B). Takoder, povecan je izrazaj receptora Cistaca u svrhu uklanjanja ostataka
oStec¢enih stanica, a fenotip M2 povecava i lu¢enje neurotrofi¢nih faktora kao §to je inzulinu
slican faktor rasta 1 (IGF-1, od eng, insulin-like growth factor 1) koji poticu obnovu i

prezivljavanje neurona (Tang i Le, 2016.).

Proupalno

LPS O —> |L-1, IL-6, TNF-a
IFN-y CCL2, ROS, NO

*
’x‘ Inhibicija

Mikroglija u mirovanju IL-13 ' —>  IL-10

Protuupalno

M2 mikroglija

Slika 3. M1 i M2 fenotipovi mikroglija stanica; preuzeto i prepravljeno iz: Nakagawa i Chiba, 2014.
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1.5.1.2. BILJEZI ZA ISTRAZIVANJA MIKROGLIJA STANICA

Za istrazivanje morfologije 1 aktivacije mikroglija stanica najces¢e se koriste biljezi

Ibal, CD68 i HLA-DR (Slika 4.).

Ibal (od eng. ionized calcium binding adaptor molecule 1) je protein specifi¢an za
mikroglija stanice i makrofage. Klju¢na je molekula u procesima fagocitoze i nabiranja
membrane tijekom kojih kolokalizira s filamentima F-aktina (od eng. filamentous actin) koji
omogucavaju stvaranje snopova aktina $to ga ¢ini vaznim i za pokretljivost mikroglija stanica.
Ibal ukljucen je u signalne puteve kalcija i Rac fosfataze koja je klju¢na molekula regulacije
reorganizacije aktina u nabiranju membrane (Ohsawa i sur., 2004.). Biljeg Ibal oznacava
mikroglija stanice u fazi mirovanja i u pocetnoj fazi aktivacije. Takoder, upotrebom tog biljega

dobro je vidljiva morfologija stanice, posebice dugi razgranati nastavci (Taipa i sur., 2017.).

CD68 (od eng. cluster of differentiation ) transmembranski je glikoprotein dominantno
izrazen na stanicama monocitne linije. Pripada skupini receptora Cistaca, a kod mikroglija
stanica je uglavnom izrazen na fagocitnim lizosomima, te u manjoj mjeri i na membrani stanice
(Hendrickx i sur., 2017.). Imunohistokemijskim bojanjem biljegom CD68 prikazuju se
razgranate mikroglija stanice u mirovanju, a posebice aktivirane ameboidne s fagocithom

aktivno$c¢u (Bachstetter i sur., 2015.).

HLA-DR (od eng. human leukocyte antigen) je receptor na povrsini stanica iz skupine
MCH-I1I (od eng. major histocompatibility complex), odnosno molekula glavnog kompleksa
tkivne podudarnosti. Glavna zada¢a mu je prezentiranje antigena stanicama imunosnog sustava
§to je bitno za raspoznavanje vlastitih od stranih antigena. Zbog ukljucenosti u imunosne
reakcije smatra se da je njegov izrazaj povecan na stanicama koje sudjeluju u upali (Minett i
sur., 2016.). Zbog izlozenosti receptora na povrsini stanica morfologija mikroglija stanica
dobro je vidljiva nakon obiljezavanja biljegom HLA-DR. Mikroglija stanice poveéavaju izrazaj
HLA-DR kao odgovor na razli¢ita patoloSka stanja 1 stimulaciju proupalnim citokinima. 1z
navedenih razloga biljeg HLA-DR dobar je izbor za proucavanje aktiviranih mikroglija stanica
(Hendrickx i sur., 2017.).
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Slika 4. Izrazaj biljega HLA-DR, Ibal i CD68 kod razli¢itih fenotipova mikroglija stanica; A)

razgranate B) ameboidne stanice i C) pjenasti makrofazi preuzeto iz: Hendrickx i sur., 2017.

Studija koja je objedinila ve¢inu do tada objavljenih radova o izrazaju biljega mikroglija
stanica u AB, navodi da vecina radova pokazuje veci izrazaj biljega HLA-DR u AB nego u
kontrolama, te da izrazaj tog biljega raste s progresijom bolesti. Takoder, od 21 studije koje su
istrazivale izrazaj biljega CD68, 17 ih je pokazalo veéi izrazaj biljega u AB u odnosu na
kontrole, a Cetiri studije nisu pokazale znacajniju razliku izmedu oboljelih od AB i kontrola.
Navedena istrazivanja provedena su u razli¢itim regijama mozga, a od osam studija koje su
proucavale izrazaj biljega u hipokampusu, Sest je zabiljeZilo veéi izrazaj u AB u odnosu na
rezultate. Desetak studija pokazalo je porast izrazaja biljega u AB, deset ih nije pokazalo razliku
izmedu oboljelih od AB i kontrola dok je ¢ak pet studija pokazalo smanjen izrazaj biljega Ibal
u AB u odnosu na kontrole. Studije koje su istrazivale izrazaj biljega u hipokampusu daju slicne
rezultate. U tri je zabiljezen veci izrazaj u AB, u pet nije bilo razlike i u jednoj je izrazaj biljega

Ibal manji u AB nego u kontrola (Hopperton i sur., 2017.).

Jedno istrazivanje izrazaja HLA-DR pokazalo je porast izrazaja biljega s progresijom
bolesti u sloju zrnatih stanica nazubljene vijuge (GD, gyrus dentatus) i CA1 polju hipokampusa
s time da je izrazaj bio mnogo znacajniji u CA1 sloju (Xiang i sur., 2006.). Ve¢i izrazaj biljega
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CD68 i HLA-DR zabiljezen je u oboljelih od AB ali i u starijih kontrola, dok kontrolni uzorci
mladih mozgova nisu pokazali izrazaj tog biljega. Navedena studija pokazala je i poveéani
izrazaj CD68 i HLA-DR u uzorcima ljudi koji nisu imali AB ali su pretrpjeli neki oblik
sistemske upale (Tischer i sur., 2016.). Istrazivanje izraZzaja biljega CD68 pokazuje povecani
izrazaj u subikulumu i CA1 polju hipokampusa kod uzoraka bolesnika s AB u usporedbi s
kontrolama (Taipaisur., 2017.). U osoba koje nisu oboljele od AB aimale su slabije kognitivne
sposobnosti primijecen je veci izrazaj biljega CD68 i HLA-DR, dok je kod osoba s boljim
kognitivnim sposobnostima bio povecéan izrazaj biljega Ibal, a smanjen izrazaj CD68. U istoj
studiji izrazaj svih biljega pozitivno je korelirao s patoloskim promjenama u AB. Takoder je
zabiljezen porast izrazaja HLA-DR i CD68 kod osoba s alelom &4 gena APOE koji je povezan
s ve¢im rizikom za obolijevanje od AB. Kod tih osoba takoder je primijeen smanjen izrazaj
Ibal, dok je kod onih s alelom €2 zamijecen porast izrazaja Ibal i smanjenje izrazenosti biljega
CD68 i HLA-DR (Minett i sur., 2016.).

1.5.1.3. PROMJENE MIKROGLIJA STANICA TIJEKOM
STARENJA

Starenje organizma za sobom povla¢i brojne strukturne i funkcionalne promjene.
Istrazivanja su pokazala opadanje mozdane mase sa starenjem. Smatra se da se masa
smanjuje za 2-3% za svako desetlje¢e nakon pedesete godine. Kompleksne kognitivne

funkcije progresivno opadaju tijekom starenja (Drachman, 2006.).

Na stani¢noj razini dogada se niz uzro¢no-posljedi¢nih procesa izazvanih starenjem.
Karakteristike starenja su skracivanje telomera, aktivacija tumorsupresorskih gena,
akumulacija oStecenja DNA, oksidacijski stres i umjereni kroni¢ni upalni procesi. Tijekom
starenja tkivo mozga pokazuje neravnotezu izmedu razina pro- i protuupalnih citokina.
Dodatno, potencijalno Stetni medijatori, citokini, radikali 1 drugi, nastaju kao odgovor na
izlaganje fizickim, bioloskim i kemijskim agensima od kojih se mnogi akumuliraju
godinama. To mogu biti, ioniziraju¢e zracenje, patogeni, polutanti i dr. Primijecene su
smanjene razine regulatornog IL-10 dok su razine proupalnih citokina TNFa i IL-1B
povisene u plazmi, a IL-6 u CNS-u. Nadalje, kao posljedica starenja javljaju se snaznije
sistemske upale, te povecana propusnost krvno mozdane barijere (BBB, eng.blood-brain

barrier) (von Bernhardi i sur., 2015.).
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Starenjem se smanjuje ekspresija proteina klaudin-5 i okludina, koji su sastavni dio
Cvrstih spojeva medu stanicama. Povecana propusnost BBB olakSava ulazak brojnih
komponenti plazme koji tako ulaze u zacarani krug daljnje indukcije upale. Osim imunosnih
stanica koje u ovom slucaju lakse dospijevaju u mozak, olaksan je i prolaz imunoglobulina
(1g). 1gG je potencijalni stimulans aktivacije mikroglija stanica, preko Fcy receptora.
Starenje samo, a posebice u kombinaciji s pretilos¢u povecava izrazaj Fcy receptora na
mikroglija stanicama u hipokampalnom podruc¢ju. To su samo neki od razloga da je
aktivacija mikroglija stanica puno snaznija tijekom starenja, a njihova jaca aktivacija Stetno
utjeCe na daljnji integritet BBB (Tucsek i sur., 2014.) jer tada mikroglija stanice

signaliziraju astrocitima da povecéaju propusnost BBB.

Tijekom starenja vidljive su brojne promjene mikroglija stanica. lako se mnoge od tih
promjena zamjeCuju i kod neurodegenerativnih bolesti, vazno je naglasiti da
neurodegenerativne bolesti nisu normalna posljedica starenja i opadanja kognitivnih
sposobnosti povezanih sa starenjem, nego su oboje slozena multifaktorijalna stanja od kojih
su mnogi faktori zajednicki (von Bernhardi i sur., 2015.). Starenjem se mijenja ekspresija
gena, posebno su zahvaceni geni koji kodiraju za povrsinske receptore. Vidljiv je povecani
izrazaj TLR (od eng. Toll-like receptors) i TLR4 koreceptora CD14. Promijenjen je i
prijenos signala TLRA4 te izrazaj receptora Cistaca (SR, od eng. scavenger receptors). TLR,
CD14 i SR klju¢ni su receptori u obrani od patogena i uklanjanju oSte¢enih neurona jer
prepoznaju molekularne uzorke patogena (PAMP, od eng. pathogen-associated molecules
pattern) te molekularne uzorke povezane s oSteéenjima (DAMP, od eng. damage-
associated molecules pattern). Aktiviranje tih receptora rezultira aktivacijom mikroglija
stanica, produkcijom proupalnih citokina i uklanjanjem patogena. Stoga promjene izrazaja
receptora za posljedicu imaju promjenu u aktivaciji stanica (Letiembre i sur., 2007.). Vaznu
ulogu u regulaciji odgovora mikroglija stanica imaju i neke molekule izraZzene na povrsini
neurona. Dokazani su proteini koji aktiviraju protuupalne signale nakon interakcija s
receptorima. Dva takva proteina, CD200 i fraktalkin (CX3CL1), koji su uglavnom izrazeni
na neuronima, djeluju na inhibiciju mikroglija stanica preko receptora (CD200R i CX3CR1)
koji su izrazeni na njima. Istrazivanja su pokazala da mladi odrasli CD200 knockout misevi
imaju kroni¢no aktivirane mikroglija stanice, fenotip slican onome kod starijih zivotinja
(Hoek i sur., 2000.). Nadene su i smanjenje razine CD200 proteina i smanjen izrazaj gena
zataj protein u hipokampalnom tkivu starijih zivotinja. To su dokazi koji govore da kontrola

inhibicije proupalnih procesa kod mikroglija stanica moze biti ugrozena starenjem, ¢ime je
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stariji mozak predisponiran za prekomjerne proupalne odgovore u slucaju imunosnih

intervencija (Barrientos i sur., 2016.).

Osteceni dijelovi stanice uklanjaju se autofagijom. Tijekom starenja efikasnost
autofagije opada, a rezultat je nakupljanje otpadnih materijala u stanici, npr. oste¢enih
mitohondrija koji proizvode jo$ vise ROS. Mikroglija stanice izuzete iz starijih mozgova
pokazuju poveéanu bazalnu produkciju IL-6 i povecani IL-1p i IL-6 nakon stimulacije
lipopolisaharidom (LPS) u usporedbi s kulturama mikroglija stanica iz mladih mozgova (Ye
i Johnson, 1999.). U starijim mozgovima, manje ozljede koje se inace lako saniraju, mogu
izazvati oStecenja i inicirati razvoj bolesti (von Bernhardi i sur., 2015.). Istrazivanje na
mladim i Stakorima srednje dobi u stanju kroni¢ne sistemske upale pokazuju da takvo stanje
potice starenje mikroglija stanica ve¢ od srednje zivotne dobi. Starenje mikroglija stanica
izazvalo je smanjenu dugotrajnu potencijaciju (LTP) u hipokampusu samo kod S$takora
srednje dobi. Ti rezultati pokazuju da kroni¢na sistemska upala moze inducirati smanjenje

sposobnosti u¢enja i paméenja utjecajem na starenje mikroglija stanica (Liu i sur., 2012.).

Starije mikroglija stanice pokazuju morfoloske promjene, a karakteriziraju ih manji i
kraéi izdanci, povec¢an volumen tijela stanice i formiranje sferoidnih izbocina. Osim
morfoloSkih promjena, zabiljeZzene su promjene u dinami¢nom odgovoru mikroglija stanica
na ozljedu. Mlade mikroglija stanice povecaju svoju mobilnost i brzo izduzuju izdanke kada
su izloZene signalu ozljede. Nasuprot tome, starije mikroglija stanice su manje razgranate i
dinami¢ne, i Stovise, dodatno im se smanjuje dinamic¢nost pri izlozenosti signalu ozljede.
Kako stanice stare, njihova deagregacija s mjesta ozljede sve je sporija sto govori da starije
mikroglija  stanice imaju tendenciju neprekidno djelovati. Kako ucestalost
neurodegenerativnih bolesti raste sa starenjem, navedene promjene mogle bi biti jedan od

okidaca za njihov nastanak (von Bernhardi i sur., 2015.).
1.5.2. UPALA U ALZHEIMEROVOJ BOLESTI

Upala u CNS-u zajednicko je svojstvo mnogih neurodegenerativnih bolesti kao §to su
na primjer Parkinsonova bolest, amiotrofi¢na lateralna skleroza i Alzheimerova bolest. Vise
istrazivanja potvrdilo je povecanu aktivaciju mikroglija stanica i koncentraciju upalnih

medijatora tijekom patogeneze neurodegenerativnih bolesti (Tang i Le, 2016.).

Uglavnom se smatra da je upala u CNS-u posljedica nakupina abnormalnih proteina u
AB. Nakupljanje plakova A aktivira mikroglija stanice i stimulira proizvodnju

potencijalno toksi¢nih medijatora: NO, ROS, proupalnih citokina i proteoliti¢ckih enzima
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(Maezawa i sur., 2011.; Zotova i sur., 2010.). Pokazano je i da oligomerne nakupine AP
jace aktiviraju mikroglija stanice u usporedbi s fibrilarnim nakupinama, tj. da induciraju
diferencijaciju fenotipa M1 (Michelucci i sur., 2009.). Aktivirane mikroglija stanice uocene
su i u blizini neurona s NFS, a abnormalne nakupine proteina tau mogu se otpustati i u
izvanstani¢ni prostor Sto ih takoder aktivira. Istrazivanja pokazuju bolju korelaciju
aktiviranih mikroglija stanica s NFS nego s plakovima A, te ona prati tijek klinicke
progresije bolesti (Serrano-Pozo i sur., 2011.). Postoje i dokazi da aktivirane mikroglija
stanice mogu poticati hiperfosforilaciju proteina tau. Proupalni citokini (IL-1, IL-6 i TNF-
a) i fraktalkin mogu modificirati fosforilaciju i time utjecati na strukturu i funkciju proteina
tau, te tako pojacana aktivacija mikroglija stanica, zbog disfunkcije receptora za fraktalkin
moze ubrzati nastajanje NFS (Tang i Le, 2016.).

Komponente komplementa detektirane su u plakovima i u neuronima na koje su vezani
imunoglobulini. Takoder, prisutnost komponenti komplementa visoko korelira s gubitkom
neurona pa se smatra da neurodegeneracija moze biti posredovana klasi¢nim putem

aktivacije komplementa (D’ Andrea, 2005.; Sardi i sur., 2011.).

Narusavanje BBB takoder moze doprinijeti progresiji imunosnih reakcija u mozgu.
Integritet BBB moze biti naruSen uslijed patoloskih promjena na krvnim Zilama mozga,
visestrukih trauma i upale. Posljedice narusene BBB su veci priljev imunosnih stanica s
periferije koje mogu pojacati imunosne reakcije u mozgu i prodor AP iz cirkulacije uz
njegovo dodatno nakupljanje. T-limfociti mogu prolaziti kroz BBB, ali u fizioloskim
uvjetima nisu brojni u mozgu. Njihova brojnost u mozgu raste naruSavanjem integriteta
BBB ali i zbog poveéanog izrazaja MHC-II (od eng. major histocompatibility complex)

molekula na povrsini aktiviranih mikroglija stanica (Sardi i sur., 2011.).

Pretpostavke o ulozi upalnih procesa u AB mogu se potkrijepiti spoznajom o
polimorfizmima gena uklju¢enih u regulaciju upale. Polimorfizmi gena za proupalne
citokine mogu biti povezani sa stupnjem aktivacije mikroglija stanica u AB, a povecana
aktivacija pronadena je i kod nosioca alela €4 gena APOE (Zotova i sur., 2010.). Na
kromosomu 6 kod ljudi nalazi se gen za TREM2 (od eng. triggering receptor expressed on
myeloid cells 2) koji je visoko eksprimiran u mozgu, nalazi se iskljucivo na povrsini
mikroglija stanica i regulira procese aktivacije, fagocitoze i prezivljavanja stanica. Poznate

su varijante tog gena koje povecavaju rizik od nastanka AB (Yeh i sur., 2017.).
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Kada se uzmu u obzir sve navedene promjene posredovane upalnim procesima moze se
zakljuciti da neadekvatna funkcija mikroglija stanica, tj. nemogucnost prelaska iz stanja
,klasi¢ne aktivacije* u stanje ,,alternativne aktivacije* moze predstavljati znacajan okidac

razvoja Stetnih posljedica upale u neurodegenerativnim bolestima (Zotova i sur., 2010.).

1.5.3. STRATEGIJE ZA KONTROLU UPALE U ALZHEIMEROVOJ
BOLESTI

Ucinkovito lijecenje koje se temelji na kontroli upale u CNS-u trebalo bi ciljati na
regulaciju odgovora mikroglija stanica. Stetan u¢inak mikroglija stanice jednim dijelom
ostvaruju prekomjernom produkcijom ROS-a, pa je enzimski kompleks NADPH oksidaze
potencijalno dobra meta za tretman. Pokazano je da neki peptidi i male molekule mogu
inhibirati NADPH oksidazu s mogué¢im neuroprotektivnim ucincima. Takoder, brojni
upalni citokini mogu biti potencijalni ciljevi terapija. LoSa strana blokiranja upalnih
citokina je imunosupresija imunosnih stanica na periferiji. Tako djeluje minociklin, koji
moze normalizirati razine IL-1p. S druge strane, pokazalo se da njegovo djelovanje uvelike
ovisi o dobi ispitivane zivotinje. Inhibicija mikroglija stanica moze biti povoljna u nekom
stadiju progresije bolesti, dok u drugim fazama postaje Stetna. Smanjenje ROS i
oksidacijskog stresa moze se posti¢i i aktivacijom antioksidativnih puteva. Redoks
regulirana hem oksigenaza 1 (HO-1) predstavlja zastitni sistem protiv oksidacijskog stresa.
Istrazivanja pokazuju da aktivirani fraktalkin u mikroglija stanicama regulira transkripcijski
faktor NRF2 (od eng. nuclear factor erythroid 2—related factor 2) i njegove ciljne gene,
ukljucuju¢i HO-1. Potvrdeno je da NRF2 i fraktalkin receptor knockout misevi nisu
eksprimirali HO-1 u mikroglija stanicama i da NRF2 indukcija HO-1 moze ograniciti
prekomjernu aktivaciju mikroglija stanica. Osim toga, nedostatak HO-1 korelira s
poveéanim razinama glutamata i neurotoksi¢nosti. Na temelju tih saznanja, modulacija
ekspresije HO-1 predstavlja velik potencijal za lijeCenje ili usporavanje napredovanja

neurodegenerativnih poremecaja (von Bernhardi i sur., 2015.).

Bolesnici koji su dulje vrijeme Koristili nesteroidne protuupalne lijekove (NSAID, od
eng. non-steroidal anti-inflammatory drugs) imali su manju pojavnost AB (Bas i sur.,

2001.; Zandi i sur., 2002.). Hipoteza o povoljnom utjecaju NSAID na sprjecavanje razvoja
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AB testirana je i na eksperimentalnim Zzivotinjama kod kojih se pokazalo smanjenje ili
prevencija patoloskih promjena u AB. Kako je uklanjanje plakova A u AB smanjeno, drugi
pristup lijeCenju je usmjeravanje imunosne reakcije prema plakovima ¢ime se pospjesuje
njihovo uklanjanje. Iako se u Zivotinjama ta vrsta terapije pokazala uspjeSnom u prevenciji
nastajanja i boljem uklanjanju plakova i distrofi¢nih neurona, rezultati kod ljudi su
proturjec¢ni. Kod nekih se pokazalo uc¢inkovitije uklanjanje plakova, ali to nije utjecalo na

sprjeCavanje progresije bolesti (Zotova i sur., 2010.).
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2. CILJEVI

S obzirom na poznatu ulogu upale u neurodegenerativnim bolestima i pretpostavke o

Stetnom utjecaju pretjerane aktivacije mikroglija stanica u AB, ciljevi ovog istrazivanja bili su:

e Ispitati izrazenost biljega mikroglija stanica Ibal, CD68 i HLA-DR u podrué¢jima
hipokampalne formacije (sloj zrnatih stanica nazubljene vijuge, hilus, CA3/2, CALl,
subikul, bijela tvar) osoba oboljelih od AB i kontrolnih uzoraka

e Ustanoviti postoji li pozitivna korelacija izrazaja biljega Ibal, CD68 i HLA-DR s

duljinom trajanja AB

e Usporediti izrazaj biljega aktivirane mikroglije, CD68 i HLA-DR s brojem amiloidnih

plakova i NFS u podru¢jima hipokampalne formacije
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI
Uzorci mozdanog tkiva

Kao materijal u istrazivanju koristeni su uzorci tkiva medijalnog dijela sljepoo¢nog
reznja dobiveni post mortem od Sest osoba s Alzheimerovom boles¢u i Sest kontrolnih
uzoraka iz zbirke Huddinge Brain Bank, Karolinska Institute, Stockholm, Svedska.
Mozdano tkivo prikupljeno je i koristeno u skladu s propisanim etickim pravilima i uz
odobrenje etickog povjerenstva. Uzorci AB dobiveni su od osoba kojima je za Zivota
klini¢ki dijagnosticirana Alzheimerova bolest, a neuropatoloSkom analizom post mortem,
potvrdena dijagnoza pomo¢u CERAD (od eng. Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease) Kkriterija (Mirra i sur., 1991.). Kao kontrolni uzorci koristeni su rezovi
Sest osoba usporedivih po dobi i spolu s osobama s AB, koje za Zivota nisu bolovale od
neuroloskih ili psihijatrijskih poremecaja niti je uzrok smrti bio povezan s nekim od
navedenih poremecaja ili traumom glave (Tablica 1.). Pod lupom nakon obdukcije
medijalni dijelovi sljepoocnog reznja izrezani SU u blokove koji su sadrzavali hipokampalnu
formaciju, entorinalnu mozdanu koru i dio sljepoocne mozdane kore. Blokovi su izrezani u
frontalnoj ravnini na debljinu od 3 mm paralelno jedan u odnosu na drugi, a u
rostrokaudalnom smjeru okomito na septotemporalnu osovinu. Zatim su uklopljeni u
parafinske blokove kako je opisano u radu Westa i Gundersena (West i Gundersen, 1990.).
Za daljnju analizu od hipokampalnog tkiva uklopljenog u parafinske blokove napravljeni
su rezovi debljine 12 um. U istrazivanju su koristeni slu€ajni rezovi razli¢itih razina
hipokampusa i usporedivani su na istoj ili priblizno istoj razini reza patoloskog i kontrolnog

tkiva.
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Tablical. Podaci o uzorcima koriStenim u istrazivanju

UZORCI ZAHVACENI ALZHEIMEROVOM
KONTROLNI UZORCI L
BOLESCU

Dob Dob Trajanje bolesti

. Spol . Spol .

(godine) (godine) (godine)

84 V4 80 V4 6
68 M 73 M 7
77 V4 80 V4 5
85 V4 84 V4 3,5
62 V4 73 V4 4
75 M 77 M 35

Imunohistokemijski biljezi

Za vizualizaciju aktiviranih mikroglija stanica u slojevima hipokampalne regije

koriStena su tri razlicita protutijela:

e Ibal (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., kataloski broj 019-19741)
e (D68 (Dako, kataloski broj M0814)
e HLA-DR (Dako, kataloski broj M0775)
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3.2. METODE

Imunohistokemijsko bojanje

Kako bi se vizualizirala aktivacija mikroglija stanica u pojedinim slojevima
hipokampusa uzorci mozdanog tkiva osoba s Alzheimerovom boles¢u i kontrolni uzorci
podvrgnuti su imunohistokemijskom bojanju biljezima za aktivirane mikroglija stanice
Ibal, CD68 i HLA-DR.

Prije pocetka imunohistokemijskog bojenja preparati tkiva mozga su deparafinizirani
serijom ispiranja ksilolom i rehidrirani etanolom u nizu padajucih koncentracija (apsolutni
etanol, 96%-tni etanol, 70%-tni etanol). Nakon deparafinizacije i rehidracije preparati su
isprani PBS-om (od engl. phosphate buffered saline, pH=7,4) a otvaranje epitopa antigena
koje prepoznaje protutijelo (eng. antigen retrieval) izvrseno je kuhanjem u citratnom puferu
(pH=6,0).

Endogene peroksidaze inaktivirane su predtretmanom metanolom i 0,3%-tnim
vodikovim peroksidom. Nakon daljnjeg ispiranja PBS-om uslijedilo je blokiranje

nespecificnog vezanja protutijela.

Blokiranje je postupak kojim se sprjeCava pojava lazno pozitivnog obojenja zbog
nespecifiénog vezanja protutijela. Za blokiranje se koriste serumi Zivotinja ili otopine
proteina koji tvore tanak sloj na povrSini tkiva i time sprjeavaju nespecificno vezanje
protutijela. Preparati se prije nakapavanja otopine za blokiranje okruze tankim slojem
hidrofobne tekucine (PAP pen, Sigma Aldrich) koja predstavlja barijeru za istjecanje
nakapane otopine. Preparati koji su tretirani primarnim protutijelom za biljeg Ibal,
proizvedenim iz ze¢jeg seruma, blokirani su otopinom koja sadrzi 10%-tni NGS (od eng.
normal goat serum) u 0,5%-tnom Triton/PBS. Otopina za blokiranje preparata koji su
tretirani primarnim protutijelima za biljege CD68 i HLA-DR, proizvedenim iz miSjeg
seruma, sadrzi 5%-tnu otopinu BSA (od engl. bovine serum albumin) u 0,5%-tnom

Triton/PBS. Blokiranje je provedeno kroz 60min na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori.

Primarna protutijela za CD68 i HLA-DR proizvedena iz misjeg seruma razrijedena su u
5%-tnoj BSA otopini za blokiranje u omjerima CD68 1:1250 i HLA-DR 1:300. Primarno
protutijelo za Ibal proizvedeno iz zecjeg seruma razrijedeno je u 10%-tnoj NGS otopini za
blokiranje u omjeru 1:250. Nakon uklanjanja otopine za blokiranje, rezovi su prekriveni

razrijedenim protutijelima i inkubirani preko noc¢i na 4°C nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje
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PBS-om. Za kontrolu bojanja za svaki od navedenih biljega uzet je dodatni tkivni uzorak
koji nije tretiran primarnim protutijelom, takozvana negativna kontrola, odnosno kontrola

specifi¢nosti vezanja primarnog protutijela.

Sekundarna protutijela razrijedena su u dvostruko razrijedenoj otopini za blokiranje.
Sekundarno protutijelo anti-mouse (Vectastain® ABC kit, kataloski broj PK-4002)
koriSteno za primarna protutijela CD68 1 HLA-DR razrijedeno je u omjeru 1:200, a
sekundarno protutijelo anti-rabbit (Vectastain® ABC kit, kataloski broj PK-4001)
koriSteno za primarno protutijelo Ibal razrijedeno je u omjeru 1:200. Tako razrijedena
sekundarna protutijela nakapana su na sve rezove ukljucujuéi i negativhu kontrolu.
Inkubacija preparata provedena je u vlaznoj komori kroz 60 min nakon ¢ega je uslijedilo

ispiranje PBS-om.

Tercijarno protutijelo takoder se priprema u dvostruko razrijedenim otopinama za
blokiranje, kao i sekundarno. Tercijarno protutijelo za biljege CD68 i HLA-DR
(Vectastain® ABC Kit, kataloski broj PK-4002) u 2,5% BSA u omjeru 10:2000, dok je
tercijarno protutijelo za biljeg Ibal (Vectastain® ABC kit, kataloski broj PK-4001)
pripremljeno u istom omjeru, ali u 5%-tnoj NGS otopini za blokiranje. Preparati su

inkubirani u vlaznoj komori 60 min nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje PBS-om.

Vizualizacija je provedena otopinom koja sadrzi diaminobenzidin (3,3'-
Diaminobenzidin, DAB) (SIGMAFAST™ DAB with Metal Enhancer Tablet Set, kataloski
broj D 0426), a pripremljena je prema uputama proizvodaca. Preparati su nakapani
otopinom za vizualizaciju i inkubirani na sobnoj temperaturi. Uzorci tretirani protutijelima
za biljege CD68 i HLA-DR te negativne kontrole istih biljega, razvijani su 10 min, dok su
uzorci tretirani protutijelom za biljeg Ibal i negativna kontrola razvijani 8 min. Uslijedilo

je ispiranje u PBS-u i zatim u destiliranoj vodi.

Nakon suSenja stakalca su prebacena u kadicu s Histoclear-om. Rezovi su prekriveni

kapljicom Histomounta (Poly-Mount®, kataloski broj 08381-120) i pokrovnim stakalcem.
Bojanje metodom po Nisslu

Bojanje metodom po Nisslu koristi se za laksu orijentaciju i odredivanje podrucja
hipokampalne formacije. Nakon postupka deparafinizacije koji je prethodno opisan, uzorci
se tretiraju 0,5%-tnom otopinom krezil-violeta razrijedenoj u destiliranoj vodi u omjeru 1:4.

Ovisno o izgledu preparata, uzorci se tretiraju otprilike 3-4 min. Uslijedilo je ispiranje
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destiliranom vodom, a nakon toga 70%-tnim etanolom. Uzorci se zatim ispiru u kiselom
alkoholu (70%-tni etanol u koji se doda nekoliko kapi 10%-tne octene kiseline). Slijedi
ispiranje u 70%-tnom i 96%-tnom etanolu te se uzorci prociste u 100%-tnom etanolu i

ksilolu. Nakon suSenja, rezovi se prekriju kapljicom Histomounta i pokrovnim stakalcem.
Svjetlosna mikroskopija

Mikroskopiranje i semikvantitativna analiza  uzoraka napravljena je pomocu
mikroskopa Nikon YS2-H Alphaphot-2, a fotografije preparata napravljene su digitalnom
kamerom Nikon DXM 1200 uz pomo¢ programa Nikon ACT-1.

Semikvantifikacija

Imunoreaktivnost kvantificirana je prema skali:

0 = imunoreaktivnost nije prisutna

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

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

4 = mnogo velikih nakupina aktiviranih mikroglija stanica

Podruc¢ja hipokampalne formacije (nazubljena vijuga (GD), hilus, CA2/3, CA1,
subikulum (SUB) i bijela tvar) odredena su prema radu Westa i Gundersena (West i
Gundersen, 1990.).
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4. REZULTATI

4.1.Izrazenost biljega Ibal

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je izrazenost biljega Ibal. Protein Ibal
klju¢an je u procesima fagocitoze i nabiranja membrane (Ohsawa i sur., 2004.). Taj biljeg
oznacava mikroglija stanice u mirovanju i u poc¢etnoj fazi aktivacije, a njegovom upotrebom

dobro je vidljiva morfologija stanice, posebice dugi razgranati nastavci (Taipa i sur., 2017.).

Izrazenost biljega Ibal prikazana je u Tablici 2. Od Sest testiranih parova uzoraka AB i
kontrola kod cetiri je bila vidljiva veéa izrazenost biljega u kontrolnim uzorcima dok je u
preostala dva para izraZzenost Ibal vec¢a u uzorcima hipokampusa osoba s AB. Ako se promatra
prosjeéna izrazenost biljega moze se zakljuciti da je prisutnost biljega Ibal sveukupno bila
manja u uzorcima dobivenima od osoba oboljelih od AB. Medu uzorcima AB, Ibal je bio
najvise izrazen u bijeloj tvari i CA1 polju. Podrucja s najmanjom prisutno$éu toga biljega bila
su GD i hilus fascije dentate. S druge strane, prosjecna izrazenost biljega Ibal bila je povecana
u uzorcima osoba koje nisu oboljele od Alzheimerove bolesti. Ovdje je aktivnost Ibal bila
najvise prisutna u podrucju hilusa i GD, potom u polju CA2/3, a najmanje u podrucju bijele

tvari.

Takoder smo primijetili i pozitivan trend prisutnosti biljega i duljine trajanja bolesti. U
osoba s kra¢im trajanjem bolesti (kra¢im od 4 godine), uocena je manja izraZzenost Ibal biljega,
dok je povecana izrazenost dokumentirana u uzorcima osoba s duljim trajanjem bolesti
(trajanje bolesti dulje od 5 godina, Tablica 3. i Slika 5.). Kod kontrolnih uzoraka nije

primijecena korelacija izmedu prisutnosti biljega i dobi.

Biljeg Ibal oznacava neaktivirane i mikroglije u pocetnoj fazi aktivacije pa je njegovom

upotrebom dobro vidljiva morfologija razgranate mikroglije (Slika 6).
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Tablica 2. Izrazaj biljega Ibal po podruc¢jima hipokampalne formacije kod uzoraka s AB i

kontrolnih uzoraka*

UZORAK (AB) PODRUCIE HIPOKAMPALME FORMACIIE
DC?E SPOL TR'MWE AB GD HILUS CAZ/S cal SUB. BT
{godine) {eodine)
80 Z B - [ ] L ] ® ] ®
73 M 7 ® ° ® ® ° ®
80 F 5 . o ° ® o ®
84 E 3,5 - - - - - -
73 Z 4 . . . . . -
77 M 3,5 - . L] . - .
PROSIECNA IZRAZENOST Ibal
. - [ ] [ ]
PO PODRUCIHMA . * b
UZORAK (KONTROLA) PODRUCIE HIPOKAMPALNE FORMACIIE
DoB
- SPOL GO HILUS CAZ/3 cal SUB. BT
(goding)
84 7 ) @ ® ® ® @
68 M ] ] . - ™ .
i Z . & . . . -
85 z L] ] . . . -
62 7 ® ® ® ® ® .
75 M L 9 - - - L ]
PROSIECNA IZRAZENOST
lbal ® ® ] [ [ ]
PO PODRUCHIMA,

* 0z 1-® 2:.3:.4:.
AB: Alzheimerova bolest; GD: gyrus dentatus; SUB: subikulum; BT: bijela tvar

Tablica 3. Prosjecna izrazenost Ibal po uzorcima osoba s Alzheimerovom bolesti (AB)*

DOB TRAJANIE AB FROSIECHA
) SPOL ) IZRAZENOST Ibal

(godine) (godine) PO UZORKD

24 z 3,5 .

77 M 3,5 .

73 z 4 .

80 7 5 [

80 z 6 @

73 M 7 [

O=e 05= e 1,3833= @ 2,166= @@ 2,666= )
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2,5

8]

15

PROSJECNA IZRAZENOST Ibal
(==

. .
0
3,5 3,5 - 5 6 7

TRAJANJE BOLESTI (god)

Slika 5. Usporedba prosjecne izrazenosti biljega Ibal po uzorcima i duljine trajanja bolesti kod

uzoraka oboljelih od Alzheimerove bolesti.
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AB ____ KONTROLA

GD

CA2/3

CAl

Slika 6. Izrazaj biljega Ibal po podru¢jima hipokampalne formacije kod reprezentativnih uzoraka
kontrole (uzorak: 417/95 ; Z; 84 god) i AB (uzorak: 081/95; Z; 80 god; AB = 6 god) vizualiziran
imunohistokemijskim bojanjem (AB: Alzheimerova bolest; GD: gyrus dentatus; SUB: subikulum;
BT:bijela tvar; povecanje 20X)
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4.2. Izrazenost biljega CD68

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je izraZenost biljega CD68. Biljeg pripada
skupini receptora Cistaca, a kod mikroglija stanica uglavnom je izraZzen na fagocitnim
lizosomima, te u manjoj mjeri na membrani (Hendrickx i sur., 2017.). Biljegom su najbolje
vidljive ameboidne mikroglija stanice s fagocitnom aktivnosc¢u (Bachstetter i sur., 2015.) sto

ga ¢ini adekvatnim za proucavanje aktiviranih mikroglija stanica.

Izrazenost biljega CD68 prikazana je u Tablici 4. U odnosu na biljege Ibal i HLA-DR,
izrazenost CD68 je bila najjaca i kod AB uzoraka i kod kontrola. U svih Sest testiranih parova

uzoraka (AB 1 kontrola) izrazaj tog biljega bio je veci u uzorcima hipokampusa osoba s AB.

Prosje¢na izrazenost biljega CD68 bila je veca u uzorcima osoba oboljelih od AB.
Najvecéa aktivacija bila je prisutna u CA1 polju, zatim subikulu i hilusu fascije dentate, a
najmanja u polju CA2/3. Medutim, ¢ak je i1 najslabija uo¢ena imunoreaktivnost u uzorcima
hipokampusa osoba s AB bila jaca od one u kontrolnim uzorcima. U kontrolnim uzorcima
primijeéena je slaba do srednja izrazenost biljega, pri ¢emu je najveca prisutnost bila u bijeloj

tvari, pa zatim u CA2/3 polju te najmanja u polju CA1.

Nije uoceno podudaranje stupnja izraZenosti biljega CD68 1 duljine trajanja bolesti,
odnosno prisutnost biljega je bila podjednaka u svih oboljelih neovisno o duljini trajanja bolesti.
U kontrolnim uzorcima takoder nije primijeCeno podudaranje izraZzenosti biljega s dobi

ispitanika.

Usporedbom s dostupnim podacima o broju amiloidnih plakova i NFS u razli¢itim
podruc¢jima hipokampalne formacije (Simic i sur., 1998.) primje¢eno je da se ukupan broj
amiloidnih plakova i NFS po podru¢jima podudara sa stupnjem imunoreaktivnosti biljega
CD68. Izrazaj biljega bio je najveci u polju CAl, a to je ujedno bilo i polje s najveéim brojem

amiloidnih plakova i NFS (Slika 7).

Biljeg CD68 izrazen je na fagocitnim lizosomima mikroglija stanica pa morfologija
stanica nije jasno vidljiva (Slika 8). Prisutnost biljega odrazava aktiviranost stanica jer prilikom

aktivacije imaju i povecanu sposobnost fagocitoze.
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Tablica 4. Izrazaj biljega CD68 po podru¢jima hipokampalne formacije kod uzoraka s AB i

kontrolnih uzoraka*

UZORAK [AB) PODRUEIE HIPOKAMPALNE FORMACIJE
08 TRAJANIE
- SPOL AR GD HILUS Caz/3 cal SUB. BT
[godine) o
[godine)
80 Fi 6 ® ® @ ® @ @
73 M 7 ® ® ® ® ® ®
80 Fi 5 ® ® ® ¢ ® ®
” : 35 ® ® o [ [ ] L
73 7 a ® ® ® [ ] ® @
77 M 3,5 ® ® @ @ [ ] @
PROSIECNA IZRAZENOST CDBE
PO PODRUCIIMA ¢ ® ¢ . o o
UZORAK [KONTROLA) PODRUCIE HIPOKAMPALNE FORMACIIE
DOB
- SPOL GD HILUS CAZS3 CAl SUB. BT
[gadine)
84 i ] ® ® L [ ] @
68 I [ ] . 9 ™ » ®
77 i ® ® ® ® ® ®
25 i ® ® @ @ ® ®
62 i [ ] [ ] [ ] ] ™ [
75 M . ® ] ] L] ®
PROSIECMA IZRAFENOST
COBE » . » ] [ ®
PO PODRUEIIMA

* 0= s 1=-@ 2:.3:.4:.

AB: Alzheimerova bolest; GD: gyrus dentatus; SUB: subikulum; BT: bijela tvar




EBROJNFS  @EBROJAMILOIDNIH PLAKOVA
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Slika 7. Ukupni broj amiloidnih plakova i neurofibrilarnih snopi¢a po podru¢jima hipokampalne
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formacije uzoraka oboljelih od AB.
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Slika 8. Izrazaj biljega CD68 po podru¢jima hipokampalne formacije kod reprezentativnih uzoraka
kontrole (uzorak: 169/95; Z; 62 god) i AB (uzorak: 240/95; Z; 80 god; AB = 5 god) vizualiziran
imunohistokemijskim bojanjem (AB: Alzheimerova bolest; GD: gyrus dentatus; SUB: subikulum; BT:bijela

tvar; povecanje 20X)
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4.3. Izrazenost biljega HLA-DR

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je izrazenost biljega HLA-DR. Biljeg HLA-
DR je receptor iz skupine MHC-II molekula. Zbog uklju¢enosti u imunosne reakcije smatra se
da je njegova izrazenost povecana na stanicama koje sudjeluju u upali (Minett i sur., 2016.), pa
tako i aktivirane mikroglija stanice povecavaju izrazaj tog biljega na membrani. Iz navedenih
razloga, biljeg HLA-DR dobar je izbor za proucavanje aktiviranih mikroglija stanica
(Hendrickx i sur., 2017.).

Izrazenost biljega HLA-DR prikazana je u Tablici 5. Od Sest testiranih parova uzoraka
AB i kontrola, Cetiri para pokazuju veci izrazaj HLA-DR biljega kod AB uzoraka dok se u

preostala dva para izrazaj biljega nije znacajno razlikovao izmedu kontrolnih i AB uzoraka.

Iz analize prosjecne izrazenosti biljega HLA-DR zakljuceno je kako je prisutnost HLA-
DR bila nesto vec¢a u uzorcima osoba oboljelih od AB u odnosu na kontrole, pri ¢emu je najveca
prisutnost uoc¢ena u CA1 polju i subikulu. U mozdanom tkivu osoba koje nisu oboljele od AB
dokumentirana je slaba do srednja prisutnost HLA-DR biljega, a najviSe je bio izrazen u

podrudju bijele tvari.

U oboljelih od AB izrazenost biljega HLA-DR ne razlikuje se s obzirom na duljinu
trajanja bolesti niti na dob ispitanika. U kontrolnim uzorcima takoder nije pronaden pozitivan

trend izraZzenosti toga biljega u odnosu na dob ispitanika.

Usporedbom s otprije kvantificiranim brojem amiloidnih plakova i NFS na susjednim
rezovima, izrazenost biljega HLA-DR podudara se s ukupnim brojem plakova i NFS. Podruéja
s najve¢om ukupnom imunoreaktivnoscu (CA1 1 subikul) ujedno su bila i podrucja s najvise

amiloidnih plakova i NFS (Slika 7).

Oba billjega, HLA-DR i CD68, bila su prisutna u hipokampalnoj formaciji kontrola, a
zbirni prikaz pokazuje da je prisutnost tih biljega bila najizraZenija u bijeloj tvari. S druge

strane, prisutnost biljega Ibal u zdravih je ispitanika bio najmanje prisutan u bijeloj tvari.

Mikroglija povecava izrazaj biljega HLA-DR tijekom aktivacije pa su tim biljegom
jasno vidljive aktivirane mikroglija stanice. U pojedinim podru¢jima bile su prisutne velike

nakupine aktiviranih mikroglija stanica (Slika 9.)
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Tablica 5. Izrazenost biljega HLA-DR po podrué¢jima hipokampalne formacije kod uzoraka s

AB i kontrolnih uzoraka*

UZORAK [AB) PODRUCIE HIPOKAMPALNE FORMACIIE
508 TRAJAMIE
- SPOL AB GD HILUS Caz/3 cal SUE. BT
{godine) L
[godine)
80 7 6 ® o ® o o [ ]
73 M 7 . ] . ® . ™
20 7 5 ° . . ® ® ®
24 Fi 3,5 [ ) [ ] @ [ ] [ ] @
73 yi 4 . . ] [ [ ™
77 M 3.5 ® ] - ® ® &
PROSJECNA IZRAZFENOST HLA-DR
PO PODRUCIIMA g g g ® ® ®
UZORAK [KONTROLA) PODRUCIE HIPOKAMPALMNE FORMACIIE
DOB
- SROL G0 HILUS CA2/f3 cal SUB. BT
[godine)
g4 7 . . . . [ [
] M o . . . . o
77 Fi @ ® @ ® ] @
g5 i . . . . . .
62 i 9 9 ® @ [ ] ®
75 M * [ ] [ [ ] ] @
PROSIECNA IZRAZENOST
HLA-DR . . ™ ] ] ®
PO PODRUCIIMA

T 0=e 1-0 2-@ 3-@1=-@

AB: Alzheimerova bolest; GD: gyrus dentatus; SUB: subikulum; BT: bijela tvar
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Slika 9. Izrazaj biljega HLA-DR po podruc¢jima hipokampalne formacije kod reprezentativnih uzoraka
kontrole (uzorak: 165/95; M; 68 god) i AB (uzorak: 081/95; Z; 80 god; AB = 6 god) vizualiziran
imunohistokemijskim bojanjem (AB: Alzheimerova bolest; GD: gyrus dentatus; SUB: subikulum; BT :bijela

tvar; povecanje 20X)
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5. RASPRAVA

Ovo pilot istrazivanje ukazuje da se izrazaj biljega mikroglija stanica razlikuje u mozgu
osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti i kontrola. U Cetiri od Sest parova uzoraka (jedan
kontrolni i jedan AB priblizno iste starosti) biljeg Ibal bio je jace izrazen u kontrola. Dobiveni
rezultat u skladu je s poznatom ¢injenicom kako je biljeg Ibal najjaée izraZen na neaktiviranim
mikroglija stanicama te u pocetnoj fazi aktivacije. Takoder, upotrebom tog biljega jasno je bila
vidljiva razgranata morfologija mikroglija stanica u mirovanju. Dosadasnje studije o izrazaju
biljega Ibal pokazuju razli¢ite rezultate. Desetak studija pokazalo je porast izrazaja biljega u
AB, deset ih nije pokazalo razliku izmedu oboljelih od AB i kontrola dok je ¢ak pet studija
pokazalo smanjen izrazaj biljega Ibal u AB u odnosu na kontrole. Studije koje su istraZivale
izrazaj biljega u hipokampusu daju sli¢ne rezultate. U tri je zabiljezen veéi izrazaj u AB, u pet
nije bilo razlike i u jednoj je izrazaj biljega Ibal manji u AB nego u kontrola (Hopperton i sur.,
2017.). Rezultati ovog istrazivanja u skladu su sa studijama koje su pokazale smanjenu
prisutnost Ibal u oboljelih od AB (npr. Hopperton i sur., 2017.; Minett i sur., 2016.). Jedna od
tih studija takoder je pokazala da je izrazaj Ibal bio manji u osoba s alelom &4 gena APOE
kojega se povezuje s povecanim rizikom za obolijevanje od AB, dok je u osoba s alelom €2

koje imaju smanjeni rizik za AB izrazaj Ibal bio povecan (Minett i sur., 2016.).

Istrazivanje je pokazalo 1 razli€iti izraZaj biljega u razliitim regijama hipokampalne
formacije. Navedeni nalaz potvrduje hipotezu kako su neka polja hipokampusa osjetljivija za
nastanak patoloskih promjena karakteristicnih za AB od drugih, te da AB nije ubrzano starenje,
nego poseban patoloski proces. Na temelju ovih rezultata mozZe se pretpostaviti moguci tijek
Sirenja patoloSkih promjena, naro¢ito promjena proteina tau, izmedu neuroanatomski povezanih

podrucja entorinalne mozdane kore 1 hipokampalne formacije.

Primijecen pozitivan trend izrazaja Ibal i duljine trajanja bolesti mozda bi se mogao

objasniti promjenama fenotipa mikroglija stanica tijekom napredovanja patoloSkog procesa.

Biljeg CD68 najvise je izrazen na fagocitnim lizosomima pa se stoga smatra biljegom
aktiviranih mikroglija stanica koje aktivacijom imaju povecanu sposobnost fagocitoze.
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su veci izrazaj biljega u uzorcima oboljelih od AB u odnosu
na kontrole i time podrzavaju hipotezu o aktivaciji upalnih procesa tijekom AB. Rezultati su u
skladu s dosad poznatom literaturom koja pokazuje takoder veci izrazaj CD68 kod osoba
oboljelih od AB ali i kod osoba koje su pretrpjele neki oblik sistemske upale. Navedeni podaci

su potvrda da je biljeg CD68 primarno izrazen na aktiviranim mikroglija stanicama (Hopperton
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i sur., 2017.; Tischer i sur., 2016.). Izrazaj biljega povecéan je i kod osoba s alelom €4 gena
APOQE, a smanjen kod osoba s alelom &2 (Minett i sur., 2016.).

Ovo istrazivanje pokazuje da je izrazaj biljega CD68 kod uzoraka hipokampusa osoba
s AB bio najveci u CA1 polju i subikulu $to je u skladu s jednom od objavljenih studija (Taipa
I sur., 2017.). Suprotno tome, izrazaj biljega kod kontrolnih uzoraka bio je najveci u bijeloj
tvari, a najmanji u CA1 polju Sto bi moglo znaciti da se tijekom procesa bioloskog starenja
mikroglija stanice najprije aktiviraju u podrucju bijele tvari dok je CA1 regija osjetljivija na

promjene tijekom AB.

Zbog izrazaja biljega na fagocitnim lizosomima, morfologija mikroglija stanica nije
dobro vidljiva, ali mogu se jasno vidjeti grupacije stanica u nakupine §to je svojstveno

aktiviranim mikroglija stanicama.

Biljeg HLA-DR takoder je biljeg aktivirane mikroglija stanice. To potvrduje Cinjenica
da je ukljucen u proces prezentacije antigena i stoga mu se izrazaj povecava tijekom upalnih
procesa. Istrazivanjem je pokazan veci izrazaj tog biljega kod uzoraka oboljelih od AB $to je u
skladu s hipotezom o aktivaciji mikroglija stanica tijekom upalnih procesa u AB. Takoder, u
AB uzorcima vidljive su veée nakupine stanica, $to je karakteristi¢no za aktivirane mikroglija
stanice. Vecina dosad objavljenih studija govori o povecanom izrazaju biljega HLA-DR u AB
u odnosu na kontrole (Hopperton i sur., 2017.). Isto kao i CD68, biljeg HLA-DR povecano je
izrazen kod osoba koje su pretrpjele neki oblik sistemske upale 1 kod osoba s alelom €4 gena
APOE (Minett i sur., 2016.; Tischer i sur., 2016.). Jedna studija potvrdila je i veci izrazaj biljega
HLA-DR u CA1 polju (Xiang i sur., 2006.), $to se potvrdilo i u naSem istrazivanju.

Zbog potrebe za CiS¢enjem neadekvatno formiranih proteina i1 njihovih nakupina,
mikroglija stanice su u AB jage aktivirane u blizini amiloidnih plakova i NFS. Ovim
istrazivanjem pokazali smo da je izrazaj biljega CD68 i HLA-DR a time i aktivacija mikroglija
stanica bila najveca u CA1 polju i subikulu, gdje je ujedno bio i najveéi broj amiloidnih plakova
i NFS. Ti rezultati potvrduju hipotezu o aktivaciji mikroglija stanica uslijed nakupljanja
amiloida B i hiperfosforiliranog proteina tau. Od ranije je poznato da su CA1 polje i subikul
najvise pogodene u AB. U navedenim poljima je primije¢en najve¢i gubitak neurona te
odlaganje plakova AB i NFS (Braak i Braak, 1991a.; Simi¢ i sur., 1997.; West i sur., 2004.).
Rezultati ove studije stoga idu u prolog hipotezi o Stetnom utjecaju pretjerane aktivacije

mikroglija stanica na neurone i na razvoj patologije AB.
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Oba biljega aktiviranih mikroglija stanica, HLA-DR i CD68 su bila prisutna i u
hipokampalnoj formaciji osoba koje nisu bolovale od AB, a zbirni prikaz pokazao je da je
prisutnost tih biljega kod kontrolnih uzoraka bio najizrazeniji u bijeloj tvari. S druge strane,

izrazaj biljega Ibal u zdravih je ispitanika bio najmanji u bijeloj tvari.

Istrazivanje nije potvrdilo pocetnu pretpostavku o pozitivnoj korelaciji aktivacije
mikroglija stanica i duljine trajanja bolesti. Nismo pronasli ve¢i izrazaj biljega CD68 i HLA-
DR kod osoba koje su bolovale od AB dulje od pet godina i onih kod kojih je bolest trajala
kra¢e od cCetiri godine. Uzrok tome mogao bi biti mali broj analiziranih uzoraka te
semikvantitativni na¢in kvantifikacije izrazaja biljega. Koris$tena skala opisa uz brojeve 0-4
vjerojatno nije dovoljno precizna da bi pokazala manje razlike u aktivaciji mikroglija stanica

izmedu uzoraka te je prikladnija za prikaz ukupne ili prosje¢ne imunoreaktivnosti.

Glavna ogranic¢enja studije su mali broj analiziranih uzoraka te nacin kvantifikacije, no
navedene metode bile su dovoljne za postizanje glavnih ciljeva ovog pilot istrazivanja. Da bi
se daljnjim istraZivanjima preciznije utvrdio obrazac aktivacije mikroglija stanica, ona bi

trebala ukljucivati ve¢i broj uzoraka i precizniji oblik kvantifikacije prisutne imunoreaktivnosti.

Najvaznija saznanja dobivena ovim istrazivanjem su podudaranje izrazaja biljega
aktiviranih mikroglija stanica, CD68 i HLA-DR s pojavom AB i njihov povecani izrazaj u
podrucjima najviSe zahvac¢enim patologijom AB, te negativan trend izrazaja Ibal u AB. Opisani
rezultati mogli bi se objasniti razmatranjem uloge ispitivanih biljega. Biljeg Ibal vazan je za
formiranje snopova aktinskih niti, a time igra vaznu ulogu u pokretljivosti mikroglija stanica.
Da bi mikroglija stanice adekvatno vrSile funkciju nadzora u CNS-u vazna je dobra
pokretljivost njihovih dugih ogranaka te pokretljivost samih stanica kada se javi potreba za
interveniranjem. Vedi izrazaj Ibal u zdravih ispitanika mogao bi znaliti da su njihove
mikroglija stanice dovoljno pokretljive i time adekvatno $tite neurone, dok su mikroglija stanice
oboljelih od AB sa smanjenim izrazajem Ibal mozda izgubile sposobnost adekvatnog
reagiranja na Stetne signale. CD68 ima vaznu ulogu u procesu fagocitoze, a HLA-DR u
prezentaciji antigena pa s druge strane, njihov povecéani izrazaj mozda dovodi do pretjerane
aktivacije mikroglija stanica, a time i do S§tetnog utjecaja na neurone, $to potvrduju i nalazi jace

aktivnosti stanica u podrucjima najjace zahvacenim patoloskim promjenama u AB.
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6. ZAKLJUCAK

Ovo pilot istrazivanje pokazalo je da se izrazaj biljega mikroglija stanica razlikuje u
mozgu osoba oboljelih od AB i kontrola. Pronaden je povecani izrazaj biljega aktiviranih
mikroglija stanica, CD68 i HLA-DR u uzorcima s AB te u podrué¢jima hipokampalne formacije
koja su najviSe zahvacena patoloskim promjenama u AB, te negativan trend izrazaja Ibal u AB.
Dobiveni rezultati stoga podupiru hipoteze o ulozi upale u neurodegenerativnim bolestima i
Stetnom utjecaju mikroglija stanica u AB. Kako bi se daljnjim istrazivanjima preciznije utvrdio
obrazac aktivacije mikroglija stanica tijekom nastanka i napredovanja AB, ona bi trebala

ukljucivati veci broj uzoraka i precizniji oblik kvantifikacije prisutne imunoreaktivnosti.
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prvostupnica znanosti o okolisu. Diplomski sveucilis$ni studij eksperimentalne biologije, modul:
Fiziologija i imunobiologija upisala sam 2016. godine. Tijekom studija sudjelovala sam na
manifestacijama za popularizaciju znanosti, No¢ biologije i Znanstveni piknik. Diplomski rad
izradila sam tijekom laboratorijske prakse u Laboratoriju za razvojnu neuropatologiju pod
vodstvom prof. dr. sc. Gorana Simi¢a na Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga. Kao

posebna podrucja interesa istaknula bi neurofiziologiju i imunologiju.
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