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POPIS KRATICA:

AB — Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer’s disease)

APP — prekursor proteina amiloid-f3 (engl. Amyloid-beta precursor protein)

AP — Beta amiloid

BBB — Krvno-mozdana barijera (engl. Blood-Brain barrier)

BDNF — mozdani neurotrofni ¢imbenik (engl. Brain derived neurotrophic factor)

CREB - transkripcijski faktor ovisan o signalnom putu cAMP (engl. cAMP-response element
binding protein)

DARPP-32 — fosfoprotein 32 reguliran dopaminom i cCAMP-om (engl. Dopamine- and cAMP-
Regulated Phosphoprotein)

DLB - Demencija s Lewyjevim tijelima (engl. Lewy body dementia)

FTD - Frontotemporalna demencija (engl. Frontotemporal dementia)

GABL1 - protein koj veze GRB2 1 (engl. GRB2-associated-binding protein 1)
GSK3p — kinaza glikogen-sintaze-3f (engl. Glycogen synthase kinase-3/3)
IRS-1 — Supstrat-1 inzulinskog receptora (engl. Insulin receptor substrate 1)
LTD — dugoro¢na depresija (engl. Long-term depression)

LTP — dugoro¢no potenciranje (engl. Long-term potentiation)

MCI - blagi kognitivni poremecaj (engl. Mild cognitive impairment)

MTT - (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol bromid) test (engl. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yD)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).

MRI - Strukturna magnetska rezonancija (engl. Magnetic resonance imaging)
NMDAR — N-metil-D-aspartat receptora (engl. N-Methyl-D-Aspartate Receptor)
PDD - Demencije kod Parkinsonove bolesti (engl. Parkinson's disease dementia)
PLCy — Fosfolipaza C, gama (engl. Phospholipase C Gamma)

PP1 — Protein fosfataza 1 (engl. Protein phosphatase 1)

proNGF- Prekursor ¢imbenika rasta zivaca (engl. Pro-nerve growth factor)

SDS-PAGE - elektroforeza u poliakrilamidnom gelu s natrij dodecil sulfatom (engl. Sodium
dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis).

VaD - Vaskularna demencija (engl. Vascular dementia)



1. UVOD

1.1 Demencija

Demenciju kao klini¢ki sindrom karakterizira globalno kognitivno oStecenje, koje predstavlja pad
u odnosu na prijas$nju razinu funkcioniranja, a povezano je s oSte¢enjem funkcionalnih sposobnosti
te u mnogim slucajevima pra¢eno poremecajima u ponasanju i psihijatrijskim poremecajima
(National Collaborating Centre for Mental Health, 2007). Prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti
(ICD-10) (World Health Organization, 1992) demencija se definira kao sindrom razvijen zbog
bolesti mozga, obi¢no kroni¢ne ili progresivne prirode, u kojem postoji poremecaj visestrukih visih
kortikalnih funkcija, uklju¢ujué¢i pamcenje, misljenje, orijentaciju, razumijevanje, proracun,
sposobnost ucenja, jezik i prosudivanje. Svijest nije oSte¢ena. Obicno su popraceni poremecaji
kognitivnih funkcija, a povremeno im prethodi pogorsanje emocionalne kontrole, drustvenog

ponasanja ili motivacije (National Collaborating Centre for Mental Health, 2007).

Procijenjuje se da je trenutno u svijetu od demencije oboljelo oko 24 milijuna ljudi i1 predvida se
da ¢e se broj oboljelih udvostrucavati svakih 20 godina. U svijetu je prevalencija demencije u osoba
starijih od 60 godina 3,9%, sa znacajnim regionalnim varijacijama pri ¢emu je prevalencija niza u

zemljama u razvoju (Calderon-Garciduenas i Duyckaerts, 2018).

Brojna su stanja koja uzrokuju simptome demencije. Alzheimerova bolest (AB) ¢ini oko 60% svih
slucajeva, dok drugi Cesti uzroci kod starijih ljudi ukljucuju cerebrovaskularnu bolest (vaskularna
demencija (VaD) (15-20% slucajeva) i demenciju s Lewyjevim tijelima (DLB) (15-20%
slucajeva). U slucajevima ranog pocetka razvoja demencije, frontotemporalna demencija (FTD) je,
bolesti, kao primjerice Huntingtonova bolest, prionske bolesti (Creutzfeldt-Jakobova bolest),
demencija uzrokovana HIV-om i nekoliko toksi¢nih i metabolickih poremecaja (npr. demencija
povezana s alkoholom) (National Collaborating Centre for Mental Health, 2007). Demencija se
takoder razvija kod 30-70% osoba s Parkinsonovom bole$¢u, ovisno o trajanju i dobi (Aarsland 1
sur., 2003). Tako se ve¢ina demencija u odraslih pripisuje AB-u, uzrok temeljnih patoloskih procesa

1 dalje je u mnogim slu¢ajevima nepoznat (Sacuiu, 2016).



Demencija s pocetkom u mladosti se razvije prije 65. godine (presenilna demencija), dok se termin
demencije s kasnim pocetkom odnosi na one slucajeve kada se bolest razvija nakon 65. godine
(senilna demencija). Etiologija i karakteristike osoba s demencijom razlikuju se izmedu mladih i

kasno nastalih slu¢ajeva pa tako navedena razlika ima klinicku vaznost (Harvey i sur., 2003).

1.1.1. Dijagnostika

Dijagnoza demencije ovisi o ozbiljnosti funkcionalnog oSte¢enja na koju ukazuje povijest i stupanj
kognitivnog oSteCenja utvrden ispitivanjem. Anamneza se treba usredotoCiti na specificne
kognitivne i bihevioralne promjene kod bolesnika, njihovu evoluciju tijekom vremena i sve
simptome koji upucuju na postojece medicinske, neuroloske ili psihijatrijske bolesti (Geldmacher
I Whitehouse, 1996). Potrebno je razmotriti receptne i bezreceptne lijekove, ako su kozumirani,
kao potencijalne uzroke kognitivnog ostecenja. Cesto koristeni lijekovi koji mogu ometati
kogniciju ukljuCuju analgetike, antikolinergike, antihipertenzive, psihotropne 1 sedativno-
hipnoticke agense (Geldmacher i Whitehouse, 1996).

Trenutni temeljni klinicki kriteriji za demenciju, prema Dijagnostickom i statistickom priru¢niku
za mentalne poremecaje (DSM-5) (American Psychiatric Association, 2013) zahtijevaju znacajan
kognitivni pad najmanje jedne kognitivne domene. Kognitivni pad mora bitno utjecati na
neovisnost u svakodnevnoj aktivnosti i ne smije biti uzrokovan drugim medicinskim stanjem koje
se moze identificirati (American Psychiatric Association, 2013). Druga stanja koja mogu izazvati
kognitivna ostecenja iskljucuju se krvnim pretragama. (National Collaborating Centre for Mental
Health, 2007). Klinicki kriteriji za AB zahtijevaju karakteristiCan pocetak simptomatologije
demencije predstavljene padom u najmanje dvije kognitivne domene, od kojih bi jedna trebala biti
ucenje 1 pamcenje, uz postupan razvoj simptoma i odsutnost drugih prepoznatljivih uzroka

kognitivnog pada (McKhann i sur., 2011; American Psychiatric Association, 2013).

U dijagnostici se koriste kognitivni 1 neuroloski testovi za procjenu razmi$ljanja 1 fizickog
funkcioniranja. To ukljucuje procjene pamcenja, rjeSavanje problema, jezicne vjeStine i

matematicke vjestine, kao i ravnotezu, senzorni odgovor i reflekse (Feldman i sur., 2008).

Skeniranje mozga omogucuje identificiranje mozdanih udara, tumora i drugih problema koji mogu
uzrokovati demenciju. Skeniranje takoder identificira promjene u strukturi i funkciji mozga.

Najcesca skeniranja su kompjuterizirana tomografija (CT), koja koristi X-zrake za proizvodnju
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slika mozga i drugih organa, magnetska rezonancija (MRI), koja koristi magnetska polja i radio
valove za proizvodnju detaljnih slika tjelesnih struktura, ukljucujuéi tkiva, organe, kosti i zivce te
pozitronska emisijska tomografija (PET), koja koristi zracenje za dobivanje slika moZdane

aktivnosti (Feldman i sur., 2008).

Psihijatrijska evaluacija bolesnika utvrduje je li demencija uzrokovana ili pridonosi simptomima
depresijom ili nekim drugim mentalnim poremecajem.

Dostupni su i genetski testovi, prikladni za sluc¢ajeve kada obiteljska anamneza sugerira AB a
posebno rani pocetak bolesti. Testovi se usmjeravaju na specificne mutacije na kromosomima 1,

14 i 21 (Geldmacher i Whitehouse, 1996).

Uz nekoliko krvnih pretraga u razvoju, dostupan je krvni test za mjerenje razine beta amiloida
(AB), proteina koji se prekomjerno nakuplja kod ljudi s AB-om. Medutim, dostupnost
ovih dijagnostickih testova za AB 1 srodne demencije jo§S wuvijek je ogranicena

(Feldman i sur., 2008).

1.1.2. Blagi kognitivni poremecaj

Vecina ljudi tijekom Zivotnog vijeka prolazi kroz postupni kognitivni pad, tipicno vezan uz
pamcenje. lako moze uzrokovati smetnje, pad je obi¢no manji i ne utjeCe na sposobnost
svakodnevnog funkcioniranja. Kad je kognitivni pad znacajniji od razine uobicajene za starenje,
radi se o blagom kognitivnom ostecenju (MCI) (Petersen 1 sur., 2009). MCI predstavlja srednje
stanje kognitivne funkcije izmedu promjena uocenih u starenju i onih koje ispunjavaju kriterije za

demenciju i ¢esto AB (Petersen i sur., 1999).

MCT se klasificira u dvije podvrste, amnesticki i neamnesticki tip (Petersen, 2004). Amnesticki
MCI je klinicki znacajno oStecenje pamcenja koje ne zadovoljava kriterije za demenciju. Uz
prisutnost sve veceg zaborava, drugi kognitivni kapaciteti, kao $to su izvrSna funkcija, koristenje
jezika 1 vizualno-prostorne vjestine, su relativno ouvane, a funkcionalne aktivnosti su netaknute.
Neamnesticki MCI karakterizira suptilni pad funkcija koje nisu povezane s pamcenjem, koje utjecu

na pozornost, koristenje jezika ili vizualno-prostorne vijestine (Petersen, 2011).



Neamnesticki tip MCI vjerojatno je rjedi od amnestickog tipa i moze biti prete¢a demencija koje

nisu povezane s AB-om (Molano i sur., 2010).

Procijenjena prevalencija MCl-a u populaciji krece se od 10 do 20% kod osoba starijih od 65
godina (Lopez i sur., 2003; Busse i sur., 2006; Di Carlo i sur., 2007; Manly i sur., 2008; Plassman
isur., 2009). Nekoliko longitudinalnih studija je pokazalo da ve¢ina osoba s MCI-em ima povecani
rizik za razvoj demencije (Lopez i sur., 2003; Busse i sur., 2006; Manly i sur., 2008; Plassman i
sur., 2009), a opca stopa progresije se procjenjuje na 10% godisnje (Petersen, 2011). U klinickim
ispitivanjima koja ukljucuju bolesnike s amnesticnim MCI-em, viSe od 90% onih s progresijom u
demenciju su imali klinicke znakove AB-a (Petersen i sur., 2005). Stupanj kognitivnog oStec¢enja
pri prezentaciji je klinic¢ki prediktor progresije, koji ¢e vjerojatno biti brzi u bolesnika s ve¢im

oste¢enjem na pocetku (Dickerson i sur., 2007; Visser i sur., 2009).

Najopseznije proucavano sredstvo za predvidanje napredovanja MCl-a do demencije je MRI
(Apostolova i sur., 2007; Jack 1 sur., 2008). Studija je pokazala da medu osobama s amnestickim
MCI-em, pacijenti s volumetrijskim mjerenjem hipokampusa koji je pao na ili ispod 25. percentila
za dob 1 spol, imaju dva do tri puta veci rizik od progresije demencije tijekom razdoblja od 2 godine
od osoba ¢ije su hipokampalne mjere bile na ili iznad 75. percentila (Slika 1.) (Jack i sur., 2010).

Veci ventrikularni volumeni takoder sugeriraju progresiju demencije (McEvoy i sur., 2009).

Slika 1. Magnetska rezonancija mozga koja prikazuje razliku hipokampusa kod pacijenta s normalnom
kognicijom (A), blagim kognitivnim poremecajem (B) i Alzheimerovom bolesti (C). (Preuzeto iz:
Petersen, 2011).



Funkcionalne tehnike snimanja, kao s$to je pozitronska emisijska tomografija 18F-
fluorodeoksiglukoze (18FDG-PET), koje daju indeks sinaptickog integriteta, takoder su ocijenjeni
kao zadovoljavaju¢i prediktori progresije u demenciju (Petersen, 2011). Pacijenti s
hipometabolizmom u temporalnim i parijetalnim regijama mozga na 18FDG-PET, imaju ve¢i rizik
za brzo napredovanje od blagog kognitivnog oSte¢enja do AB-a u usporedbi s pacijentima bez ovog

obrasca (Chételat i sur., 2003; Drzezga i sur., 2005; Landau i sur., 2010).

Svedska studija pokazala je da ispitanici s MCl-em kod kojih je zabiljezena niska razina beta
amiloida (AB) 42 i1 poviSena razina tau proteina u cerebrospinalnoj tekucini, imaju znacajno veci
rizik progresije u AB od ispitanika bez ovoga profila. Sli¢an relativni rizik progresije bio je povezan
s niskim omjerom AP42 prema tau proteinu u cerebrospinalnoj tekuéini (Hansson i sur., 2010).
KoriStenje molekularnog snimanja, posebice amiloidnih plakova u mozgu, takoder se smatra

mogucim pristupom procjeni rizika (Klunk i sur., 2004; Engler i sur., 2006; Forsberg i sur., 2008).

1.1.3. Podjela demencije

Budu¢i da postoji vise od 75 bolesti koje uzrokuju znakove i simptome demencije, diferencijalna
dijagnoza moze biti opsezna. Koristan nacin klasifikacije demencija je podjela na tri kategorije:

reverzibilna, neprogresivna ili progresivna (Rabins, 2008).

Postoji niz potencijalno reverzibilnih uzroka demencije. Najces¢e su to lijekovi, lezije koje
zauzimaju prostor, toksi¢na stanja, metabolicke i endokrine abnormalnosti (vitamin B12,
nedostatak folata i hipotireoza) te psihijatrijski poremecaji, a osobito depresija. Razlikovanje
izmedu depresije 1 demencije moze biti izazovno 1 ima vazne implikacije za lijeCenje. Ostala
navedena stanja nisu uobiCajeni uzroci demencije (National Collaborating Centre for Mental
Health, 2007). Reverzibilni uzroci ¢ine oko 1-2% sluc€ajeva koji se prikazuju radi evaluacije.
Medutim, mnogi potencijalno reverzibilni uzroci ne poboljSavaju se nakon lijecenja.
Neprogresivne demencije ukljucuju one koje prate traumu glave i mozdani udar, dok progresivno
demencije ukljucuju one sa Cestim uzrocima (npr. AB) i onih s rjedim (na primjer, Creutzfeldt-

Jakobova bolest) (Yadav, 2012).



1.1.3.1. Vaskularna demencija

Vaskularna demencija (VaD) je trajno kognitivno oSteéenje nastalo kao posljedica
cerebrovaskularne bolesti. Uzrokovana je nedostatnom koli¢inom kisika koji dopire do stanica u
mozgu $to dovodi do oSteenja stanica i smanjene mozdane aktivnosti. Najces¢i simptom VaD-a
je znacajna sporost misli uzrokovana degenerativnim stanjem koje se pogorSava kako vrijeme
prolazi. 1z tog razloga, mnogi ljudi s vaskularnom demencijom zahtijevaju 24-satnu njegu.
Prevalencija vaskularne demencije varira medu populacijama, ali ¢ini izmedu 10-20% svih

slucajeva demencije (Geldmacher i Whitehouse, 1996).

VaD se dijeli na kortikalni i subkortikalni (ili frontalno-subkortikalni) sindrom (Stuss i Cummings
1990; Wolfe i sur., 1990). Kortikalnu VaD karakteriziraju ponovljeni aterotrombotski ili
kardioembolijski mozdani udari, o¢iti senzorimotorni deficiti, teSki afazni poremecaji kada su
prisutni 1 nagli pocetak kognitivnog pada (Erkininutii, 1987). Subkortikalna VaD povezana je s
izoliranim piramidalnim nedostacima, depresijom ili emocionalnom nestabilno$¢u i frontalnim
bihevioralnim sindromom ¢iji simptomi ukljucuju blago oste¢enje pamcenja, dezorijentaciju, lo§
odgovor na nova iskustva, ograniCene interese, smanjenu sposobnost stvaranja asocijacija,

nepaznju, poteskoce u prelasku s jedne ideje na drugu i ustrajnost (Morris, 1996).

1.1.3.2. Frontotemporalna demencija

Frontotemporalna demencija je vrsta demencije povezana s degenreacijom frontalnih i temporalnih
reznjeva mozga (National Collaborating Centre for Mental Health, 2007). Klasificirana je u tri
klinicke varijante. Jedna je bihevioralna varijanta FTD-a, povezana s ranim bihevioralnim i
izvrsnim deficitima, a druga primarna progresivna afazija koja moze biti manifestirana kao
nefluentna varijanta s progresivnim nedostacima u govoru, gramatici 1 izgovoru rijeci ili kao
semanticka varijanta koja je progresivni poremecaj semantickog znanja i imenovanja (Bang i
Spina, 2015). Prostorne vjestine i paméenje u FTD-u ostaju netaknuti. Postoji jaka genetska
komponenta bolesti i Cesto se proteze u obiteljima (National Collaborating Centre for Mental
Health, 2007). Poremecaj je tre¢i oblik demencije po ucestalosti u svim dobnim skupinama, poslije

AB-a i demencija Lewyjevih tjelesaca (DLB), i vode¢i je tip rane demencije (Vieira i sur., 2013).



Kako FTD napreduje i pocetno zariSna degeneracija postaje vise difuzna i Siri se zahvacajuci velike
regije u frontalnim i temporalnim reznjevima, simptomi triju klini¢kih varijanti mogu konvergirati.
S vremenom oboljeli razvijaju globalno kognitivno oStecenje 1 motori¢ke nedostatke, ukljucujuci
parkinsonizam i, u nekim slucajevima, bolest motornih neurona. Bolesnici u zavr$noj fazi bolesti
otezano jedu, gutaju i krecu se. Smrt obi¢no nastupa oko 8 godina nakon pojave simptoma i obi¢no

je uzrokovana upalom pluca ili drugim sekundarnim infekcijama (Bang i Spina, 2015).

1.1.3.3. Demencija Lewyjevih tjelesaca

Sredisnja karakteristika DLB-a je progresivnost demencije s izrazenim oStecenjima vida, funkcija
paznje 1 izvr$nim funkcijama kao odraz kombinacije kortikalnih i subkortikalnih oSte¢enja. Kod
DLB-a poremecaji u bolesnikovoj razini budnosti i paznje su obi¢no oc€iti i ¢esto ozbiljni, a
kognitivni deficiti ne ukljuuju uvijek ozbiljan gubitak pamcenja (McKeith i sur., 1996).
Fluktuacije u kognitivnim funkcijama, mogu varirati tijekom minuta, sati ili dana, a javljaju se u
50-75% slucajeva bolesnika (McKeith, 2007). Fluktuiraju¢a spoznaja, ponavljaju¢e vizualne
halucinacije 1 ekstrapiramidni motoricki simptomi su osnovne znacajke po kojem se DLB klinicki
prepoznaje (McKeith i sur., 1996). Teska autonomna disfunkcija moze se javiti u ranoj fazi
klinickog tijeka, izazivajuci ortostatsku hipotenziju, neurokardiovaskularnu nestabilnost, urinarnu
inkontinenciju, zatvor i impotenciju kao i1 poteSkoc¢e s jelom i gutanjem (Kuzuhara i Yoshimura,

1993; Del-Ser i sur., 1996; Horimoto i sur., 2003; McKeith, 2003).

Profil neuropsiholoskih ostecenja u bolesnika s DLB-om razlikuje se od AB-a i drugih sindroma
demencije zbog zahvacenosti kortikalnih i subkortikalnih putova i relativne postede hipokampusa
(Collerton i sur., 2003). Epizodi¢no prisje¢anje i prepoznavanje mogu se relativno sacuvati u ranim
stadijima, za razliku od AB-a (Calderon i sur., 2001; Colerton i sur., 2003). Bolesnici s DLB-om
imaju bolje rezultate od onih s AB-om na testovima verbalnog pamc¢enja (McKeith i sur., 1992),
ali losije na vizualno-prostornim zadacima (Walker i sur., 1997) i testovima pozornosti (Sahgal i
sur., 1992).

VaD i DLB cesto se javljaju kod osoba s drugim teSkim bolestima (kao $to su mozdani udar i
Parkinsonova bolest). Takoder, obdukcijom mozga starijih ljudi utvrdeni su i mjeSoviti slucajevi
demencije (na primjer, AB i1 VaD, te AB i DLB). U navedenim situacijama svaka od razlicitih

patologija moze pridonijeti klinickom izraZzavanju demencije (Snowdon i sur., 1997).
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1.1.3.4. Demencija uzrokovana Alzheimerovom bolesti

Demencija zbog AB-a obicno se predstavlja kao pad kognitivnog funkcioniranja. Pocetni deficiti
pamcenja ograniceni su na kratkoro¢no pamcenje i otezano ucenje novih informacija. Navedene
promjene se isprva mogu pojaviti kao benigni zaborav, uobicajeno stanje sa starenjem (Schaie 1
Willis, 1993; Gazzaley i sur., 2005), medutim, pad pamcenja zbog AB-a je progresivan i
nepovratan (American Psychiatric Association, 2013). Napredovanje je sporo i postupno zahvaca
druga podrucja kognicije kao Sto su jezi¢na, vizualno-prostorna i izvrSna sposobnost. Dijagnoza

demencije potrebna je kao prvi korak u dijagnozi demencije povezane s AB-om (Sacuiu, 2016).

Gubitak pamcéenja 1 oteZzano ucenje novih informacija odraZzavaju poremecaj funkcije medijalnog
temporalnog reznja i hipokampusa koji su primarno zariste patoloskih promjena. Kasnije u bolesti
postaju zahvacene druge, viSe, kortikalne funkcije te se uoCavaju poremecaji ponaSanja i
psihijatrijski poremecaji. Takvi simptomi obi¢no ukljucuju depresiju, apatiju, agitaciju,
dezinhibiciju, psihozu, agresiju, inkontinenciju i promijenjene prehrambene navike. Tijekom
bolesti mogu postojati kratki platoi, ali pad je prilicno dosljedan, s tendencijom povecanja ili

ubrzavanja (National Collaborating Centre for Mental Health, 2007).

1.2. Alzheimerova bolest

Neuropatoloska obiljezja AB-a su izvanstani¢ni amiloidni plakovi u mozgu, Cesto okruZeni
distrofi¢nim ziv€anim vlaknima, i unutarstani¢ni neurofibrilarni snopi¢i. Navedena patologija Cesto
je popracena prisutnoscu reaktivne mikroglije i gubitkom neurona, bijele tvari i sinapsi. Etioloski
mehanizmi koji su u osnovi neuropatoloskih promjene u AB-u ostaju nejasni, ali vjerojatno su pod
utjecajem i okolisnih i genetskih faktora (Reitz i sur., 2011).

Plakovi su sferne mikroskopske lezije koje imaju jezgru izvanstani¢nog beta amiloida (A)
okruzenu povecanim aksonalnim zavrSecima (Slika 3.). Peptid AP potjeCe iz transmembranskog
proteina poznatog kao prekursor proteina amiloid-f (APP). APP je ukljuen u rast neurona,
prezivljavanje i popravak nakon ozljede (Priller i sur., 2006). U stanici moze biti procesiran kroz
dva kompetitivna puta, a-sekretaznim ili B-sekretaznim. Cijepanjem APP-a pomocu enzima o-
sekretaza nastaje velika topljiva a-APP domena (sAPPa) i C-terminalni fragment koji sadrzi P3 s

83 ostatka. Njegovim daljnjim cijepanjem pomocu enzima y-sekretaza oslobada se fragment P3



koji je netoksi¢an (Nunan i Small, 2000). S druge strane, cijepanje APP-a B-sekretazom na N kraju
daje topljivi oblik APP-a (sAPPp) i C-terminalni fragment APP-a s 99 ostataka (C99) kojeg dalje
moze cijepati y-sekretaza pri cemu nastaje beta amiloid s 42 (AB42) i/ili 40 (AP40) ostataka (Haass
I Selkoe, 2007) (Slika 2.).

AP42 je manje topiv u odnosu na AB40 i spontano se agregira (Calderon-Garciduenas i Duyckaerts,
2018). Agregati uzrokuju neuronsku toksicnost. Do talozenja amiloida dolazi oko meningealnih i
cerebralnih zila i sive tvari kod AB-a. Naslage sive tvari su multifokalne i spajaju se u strukture
koje se nazivaju plakovi (Kumar i sur., 2021). Neka istrazivanja pokazuju da AP doprinosi ranoj
dendritskoj 1 sinaptickoj ozljedi, a time i neuronskoj disfunkciji. Osim izravnog utjecaja, agregati
AP aktiviraju mikrogliju i poticu proizvodnju upalnih medijatora kao §to su dusSikov oksid (NO),
reaktivne kisikove vrste (ROS), faktor tumorske nekroze (TNF)-a, interleukine (IL-1p, IL6, IL-18)

1 prostaglandine (npr. prostaglandin E2), koji poti¢u smrt neurona (Kitazawa i sur., 2004).

Slika 2. Obrada prekursorskog proteina amiloid-f (APP). Cijepanjem B-sekretazom i naknadnim
cijepanjem y-sekretazom nastaju peptidi AP, duljine 40 do 42 aminokiseline. AP 42 je skloniji agregaciji i
stvaranju plaka. (Preuzeto iz: Davis i Couch, 2014).

Neurofibrilarni snopi¢i su fibrilarne intracitoplazmatske strukture u neuronima koje formira protein
tau (Slika 3.). Tau je fosfoprotein kodiran genom MAPT, smjestenim na kromosomu 17qg21
(Calderon-Garciduenas i Duyckaerts, 2018), a primarna funkcija mu je stabilizacija aksonskih

mikrotubula. Mikrotubuli prolaze duz neuronskih aksona i bitni su za unutarstanicni transport. Kod



AB-a, zbog agregacije izvanstanicnog A, dolazi do hiperfosforilacije proteina tau koji je u toj
formi netopljiv. Navedeno uzrokuje stvaranje agregata proteina tau koji tvore upletene uparene
spiralne filamente, neurofibrilarne snopice, koji se taloze unutar neurona. Prvo se javljaju u

hipokampusu, a zatim u cijeloj mozdanoj kori (Kumar i sur., 2021).

Slika 3. Amiloidni plakovi (ruzi€asto) i neurofibrilarni snopié¢i (crno) u mozdanom tkivu Alzheimerove
bolesti. (preuzeto iz: Zafeiris i sur., 2018).

Gubitak stabilizacije mikrotubula dovodi do patoloSkog poremecaja strukturne i regulacijske
funkcije citoskeleta, Sto ugrozava transport aksonom i time doprinosi sinapti¢koj disfunkciji i

neurodegeneraciji (Roy i sur., 2005; Trojanowski i sur., 2005).

Prisutnost AP plakova i neurofibrilarnih snopi¢a u mozgu aktivira upalne stanice (astrocite i
mikrogliju) 1 utjeCe na razine pro- i protuupalnih medijatora ukljucujuéi citokine i kemokine.
Aktivacija mikroglije, astrocita, makrofaga i limfocita rezultira oslobadanjem upalnih medijatora
kao sto su citokini, kemokini, neurotransmiteri i ROS (Tansey i sur., 2007), sto dovodi do

novacenja monocita i limfocita kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB) (Lossinsky i Shivers, 2004;
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Taupin, 2008) kao i aktivacije dodatne mikroglije te promicanja njihove proliferacije, sto rezultira
daljnjim oslobadanjem vise upalnih ¢imbenika (Das 1 Basu, 2008). Neuroinflamacija doprinosi

napretku AB-a ubrzavajudi tijek bolesti (Young-Jung, 2010).

Akumulacija AP u korteksu ili neurofibrilarnim snopi¢ima moze godinama prethoditi inicijalnim
simptomima AB-a. Nakon te pretklinicke faze AB-a, klinicki se znakovi mogu podijeliti na dvije
skupine: amnesticki sindrom (vezano za hipokampalne lezije) i tzv. ZariSne znakove (uzrokovane
ograni¢enim lezijama u neokorteksu, odgovorne za vizualnu agnoziju ili progresivnu afaziju).
Razlika je napravljena prema neuropatologiji, izmedu slu¢ajeva s velikom akumulacijom proteina
tau u hipokampusu u odnosu na akumulaciju u neokorteksu (limbicki-predominantni tip) i
slucajeva kod kojih je akumulacija tau u hipokampusu blaza u odnosu na tau patologiju u
neokorteksu (Murray i sur., 2011). Naj¢esce, neuropatoloski tip ovisi o dobi pocetka razvoja bolesti
(Janocko 1 sur., 2012). Limbicki predominantni tip ¢es¢i je u starijih osoba, dok se hipokampalni
tip uglavnom vidi kod mladih bolesnika sa ZzariSnim pocetkom (Calderon-Garciduenas i

Duyckaerts, 2018).

Atrofija ukljucuje podruc¢ja zahvaéena tau patologijom i potrebne su godine za njezin razvoj.
Vecina atrofija su regije koje su prvo zahvacene tau patologijom, kao Sto je entorinalni korteks,
hipokampus i amigdala (Slika 4.). Postoji jaka korelacija izmedu gubitka neurona i atrofije u
hipokampusu i smanjenja debljine i duljine kortikalne vrpce (Calderon-Garciduenas i Duyckaerts,
2018). Studije MRI-em pokazuju da je forniks, eferentni put hipokampusa, rano zahvacen. U
obiteljskim slucajevima postoji i atrofija cinguluma s§to je jedan od najranijih znakova (Cash i sur.,
2013). Promjene koje zahvacaju corpus callosum su manje izrazene. Bazalni gangliji i mali mozak
su makroskopski normalni, dok je u mozdanom deblu prisutna depigmentacija locus coeruleus-a

(Calderon-Garciduenas i Duyckaerts, 2018).
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Slika 4. Razlika izmedu zdravog mozga i mozga zahvacenog promjenama uslijed Alzheimerove bolesti
(Preuzeto i prilagodeno iz: Dan i sur., 2021).

1.2.1. Genetska osnova Alzheimerove bolesti

Alzheimerova bolest je obicno sporadi¢na i javlja se u starijih osoba (AB s kasnim pocetkom).
Rijetko je genetski naslijeden i tada se javlja rano (AB s ranim pocetkom), prije 60 godina starosti

(Calderon-Garciduenas i Duyckaerts, 2018).

U slucaju kad se nasljeduje kao autosomalno dominantni poremecaj, oblik bolesti je povezan s
mutacijama u 3 gena: gen za AAP na kromosomu 21g21.3, gen za presenilinl (PSEN1) na
kromosomu 14924.3 i presenilin 2 (PSEN2) na kromosomu 1g31-g42. Mutacije gena APP mogu
dovesti do povecanog stvaranja i1 agregacije AP (Kumar i sur., 2021). Alzheimerova bolest u
trisomiji 21. kromosoma se objasnjava prisutno$¢u tri gena APP (Calderon-Garciduenas i
Duyckaerts, 2018). Mutacije gena APP ¢ine manje od 0,1% slucajeva AB-a. Vecina dominatno
nasljedivih pogresnih (engl. missense) mutacija gena APP u AB-u utje¢e na procesiranje kodiranog

proteina, buduci da su smjestene u ili blizu egzona koji kodiraju AP (egzoni 16 1 17) (Alzheimer
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Disease Mutation Database). Osim dominantnih mutacija, spektar mutacija gena APP proteze se
na jos dvije recesivne mutacije, kao i duplikacije lokusa APP, sto ukazuje na vaznost doze gena
APP u AB-u (Alzheimer Disease Mutation Database).

Mutacije PSEN1 i PSEN2 dovode do agregacije AP ometajuci procesiranje y-sekretaze, buduci da
su presenilini funkcionalno ukljuceni u proteoliti¢ko cijepanje APP-a posredovano y-sekretazom
(De Strooper 1 sur., 1998.). Vecinom se radi o supstitucijama, iako su prisutne i male delecije 1
insercije. Mutacije u PSEN1 i PSEN2 utjeCu na cijepanje i uzrokuju povecanje omjera
AP 42 : AB 40 (Reitz i sur., 2011). Mutacije u navedena 3 gena odgovorne su za oko 5% do 10%

svih 1 ve¢inu slucajeva ranog AB-a (Kumar 1 sur., 2021).

Sva tri navedena gena podrzavaju amiloidnu teoriiju prema kojoj su neurodegenerativni procesi u
AB-u posljedica neravnoteze izmedu proizvodnje peptida AP i njegovog uklanjanja Sto sugerira da
su 1 drugi geni ukljuceni u navedene puteve takoder potencijalni ¢imbenici rizika za ovu bolest

(Reitz i sur., 2011).

Lipidni transporter apolipoprotein E (ApoE) ima tri izoforme, APOE2, APOE3, APOE4, kodirane
odgovarajué¢im alelima (APOE &2, APOE &3, APOE ¢4). Pritom je alel APOE ¢4 vrlo znacajan
¢imbenik rizika za razvoj AB-a (Calderon-Garciduenas i Duyckaerts, 2018). Prisutnost jednog
alela APOE ¢4 ne dovodi uvijek do AB-a, ali medu nosiocima jednog alela APOE ¢4, oko 50% ima
AB. U slucaju prisutnosti dva alela, 90% razvije AB. Takoder, svaki alel APOE &4 snizuje dob
pocetka bolesti (Kumar i sur., 2021).

Osim APOE ¢4, cjelogenomske studije povezanosti su identificirale genetske varijacije na vise od
20 lokusa povezanih s AB-om s kasnim razvojem, medutim s malim uc¢inkom na rizik od AB-a
(Chouraki i Seshadri, 2014). Somatske mutacije koje se javljaju u normalnom starenju potencijalno
takoder doprinose neurodegeneraciji (Calero et al., 2015). U obiteljskim i sporadicnim oblicima
AB-a pronadene su varijante gena za sortilinski receptor (SORT1) koji je neophodan za prijenos
APP-a s povrsine stanice u kompleks golgi-endoplazmatski retikulum (Nicolas i sur., 2018).
Takoder, obiteljska anamneza demencije znatno pospjeSuje rizik. Srodnost u prvom koljenu s
osobom oboljelom od AB-a povecava rizik od razvoja bolesti za 10% do 30%. Pojedinci s 2 ili viSe
brace i sestara s kasnom pojavom AB-a imaju 3 puta povecan rizik od obolijevanja u usporedbi s

op¢om populacijom (Tong i sur., 1865; Nicolas i sur., 2018; Liljegren i sur., 2018).
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Uz starost, kao najvazniji negenetski ¢imbenik rizika, pove¢anom riziku doprinose i traumatske
ozljede glave, depresija, kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti, visa dob roditelja, pusenje,
povecane razine homocisteina. Suprotno tome, visoko obrazovanje, koristenje estrogena kod Zena,
koristenje protuupalnih sredstava, slobodne aktivnosti poput c¢itanja ili sviranja glazbenih
instrumenata, zdrava prehrana i redovita aerobna tjelovjezba smanjuju rizik od AB-a (Kumar i sur.,
2021).

1.2.2. Terapijski pristup

Za lijecenje AB-a su odobrene dvije klase lijekova, inhibitori acetilkolinesteraze (AChEI) te
memantin, antagonist receptora N-metil-D-aspartata (NMDA). Njihovi terapeutski kognitivni i
funkcionalni ucinci su simptomatski, a izazivaju gastrointestinalne nuspojave te postoji rizik
bradikardije 1 sréanog zastoja. Memantin je antagonist NMDA receptora niskog do umjerenog
afiniteta koji se koristi kao dodatak tekucoj terapiji pomocu AchEI, a glavne nuspojave su

zbunjenost i vrtoglavica (Apostolova, 2016).

Vecina trenutnih klinickih ispitivanja fokusirana je na izravno djelovanje na patolosku kaskadu u
AB-u. Trenutni glavni napori usmjereni su na pasivnu imunizaciju, tj. infuziju antitijela, kao i na

ometanje proizvodnje i polimerizacije peptida A i tau (Apostolova, 2016).

1.3. Mozdani neurotrofni ¢imbenik

Mozdani neurotrofni ¢imbenik (BDNF), kodiran genom BDNF, kod ljudi je smjesten na 11.
kromosomu 1 ¢lan je obitelji neurotrofinih ¢imbenika rasta (Maisonpierre, 1991). Neurotrofini
dijele prepoznatljivu trodimenzionalnu strukturu koja sadrzi dva para antiparalelnih b-lanaca i
cisteinske ostatke u motivu cistinskog ¢vora (Binder i Schafman, 2004). Sintetiziraju se kao pro-
neurotrofini, a prohormon konvertaza cijepa pro-neurotrofine do zrelog neurotrofina (Chao i
Bothwell, 2002). Pro-neurotrofini ¢esto imaju bioloske ucinke koji su suprotni onima zrelih
neurotrofina. Stoga, proteoliticko cijepanje pro-neurotrofina predstavlja mehanizam koji kontrolira
smjer djelovanja neurotrofina (Lu, 2005). Neurotrofini se vezu na dva tipa receptora: porodicu
tropomiozin-receptora (Trk) i pan neurotrofinski receptor (p75NTR). Pro-neurotrofini se na

p75NTR vezu s visokim afinitetom. Nasuprot tome, zreli neurotrofini preferiraju vezanje na Trk

14



receptore. Medureakcija zrelih neurotrofina s receptorima Trk potiCe prezivljavanje stanica, dok
vezanje prekursora ¢imbenika rasta zivaca (engl. pro-nerve growth factor) proNGF-a na p75NTR
poti¢e apoptozu (Lu, 2005). Receptori Trk mogu biti prisutni u punoj duljini (trkB.FL) i kao
skraceni oblici (trkB.T1, trkB.T2) kojima nedostaje domena kinaze (Eide 1 sur., 1996; Fryer i sur.,
1997). Iako je vecina funkcija koje se pripisuju BDNF-u povezano s receptorom TrkB u punoj
duljini, nekoliko uloga je predlozeno za skrac¢ene receptore, ukljucujucéi rast 1 razvoj (Fryer i sur.,
1997; Yacoubian i Lo, 2000; Luikart i sur., 2003) te negativnhu modulaciju trkB ekspresije i funkcije
receptora (Eide i sur., 1996; Haapasalo i sur., 2001; Haapasalo i sur., 2002).

Ljudski gen BDNF sastoji se od 11 egzona i veli¢ine je priblizno 70 kb. BDNF je rezultat prijevoda
najmanje 34 transkripta mRNA proizvedena alternativnim spajanjem 11 uzvodnih egzona, od kojih
svaki kodira za 5S'UTR, spojenih na zajednicki nizvodni egzon 9 koji kodira protein 1 dvije razliCite
3'UTR sekvence (Pruunsild i sur., 2007). Sintetizira se u endoplazmatskom retikulumu (ER) kao
pre-pro-BDNF sa signalnim slijedom koji se odcjepljuje. Kao pro-BDNF transportira se u Golgijev
aparat (GA) zbog dorade i sortiranja u vezikule te se otpusta prema stani¢nim odjeljcima. ProBDNF
se moze pretvoriti u zreli BDNF (mBDNF) unutarstani¢no u trans-Golgiju putem endoproteaza
¢lanova obitelji subtilizin-keksin, kao §to je furin, ili u nezrelim sekretornim granulama pomocu
proprotein konvertaza (Mowla i sur., 1999). Iz presinaptickih i postinaptickih struktura se otpusta
konstitutivnim 1ili reguliranim sekrecijskim putem (Lu, 2005). BDNF regulira sinapticku
transmisiju presinaptickim i postsinaptickim djelovanjem. Presinapticki BDNF jaca ekscitatorne
(glutamatergi¢ne) sinapse 1 slabi inhibitorne (GABAergicne) sinapse. Postsinapticki djeluje
regulacijom fosforilacije receptora neurotransmitora (Binder i Scharfman, 2004). BDNF je prisutan
u srediSnjem ziv€anom sustavu i na periferiji. Eksprimira se u hipokampusu, korteksu i bazalnom
prednjem mozgu, podru¢jima koja su vitalna za ucenje, pamcenje i izvrsnu funkciju. Primarna
uloga BDNF-a u mozgu je promicanje prezivljavanja postmitotskih neurona te rast i diferencijacija
novih neurona i sinapsi (Beeri i sur., 2016).

1.3.1. Mozdani neurotrofni ¢imbenik 1 Alzheimerova bolest

BDNF regulira prezivljavanje, diferencijaciju i plasti¢nost neurona aktivacijom receptorske tirozin
kinaze TrkB i receptora neurotrofina niskog afiniteta p75 (Huang i Reichardt, 2001; Poo, 2001).

Smanjena signalizacija putem BDNF i TrkB dovodi do oSte¢enja prostorne memorije (Minichiello
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I sur., 1999; Saarelainen i sur., 2000b; Minichiello, 2009), dok prekomjerna ekspresija TrkB
poboljsava pamcenje (Koponen i sur., 2004). Signalnim putem preko TrkB, BDNF poboljsava
dugoro¢no potenciranje sinapsi (LTP) hipokampusa, proces postepenog jacanja sinapsi uslijed
dugorocnog prijenosa signala izmedu neurona (Minichiello, 2009), dok kroz p75 poti¢e proces
suprotan LTP-u, dugotrajnu depresiju (LTD) (Rosch i sur., 2005). Ova svojstva BDNF-a sugeriraju
ulogu u AB-u gdje gubitak sinapsi i neurona i1 oSte¢eno pamcenje ¢ine bitan dio patologije (Tanila,
2017). U uzorcima mozga bolesnika s AB-om postmortem pronadene su smanjene razine BDNF
mRNA i proteina (Phillips i sur., 1991; Connor i sur., 1997; Ferrer i sur., 1999). Smanjene razine
su zabiljezene ve¢ u fazi MCl-a te je uvrdeno da koreliraju s kognitivnhom funkcijom (Peng i sur.,
2005). Neka izvjesca su pokazala da je, osim smanjenih razina liganda, takoder smanjena i razina
MRNA i proteina TrkB pune duljine (Connor i sur., 1996; Ferrer i sur., 1999). Suprotno tome,
otkriveno je da su razine TrkB.T1 receptora povecane (Connor i sur., 1996; Ferrer i sur., 1999), sto
je znacajno jer TrkB.T1 receptor ima dominantno negativno djelovanje na oba signalna puta, TrkB
(Eide i sur., 1996) i p75 (Michaelsen i sur., 2010), te sprjecava i LTP i LTD u eksperimentalnim

modelima (Michaelsen i sur., 2010).

Postoje dokazi da AP moze izravno inhibirati proteoliticku konverziju BDNF-a iz
pro-BDNF-a ¢ime se smanjuje njegova razina (Zheng i sur., 2010). Takoder, AP neizravno utjece
na razine BDNF-a u sinapsama gdje ometa njegov aksonski transport. Cini se da je ovaj proces
neovisan o hiperfosforilaciji proteina tau induciranoj s AP (Ramser, 2013). Ap takoder inhibira
retrogradni aksonski transport kompleksa BDNF-TrkB putem mehanizma koji ukljucuje
deubikvitinirajuéi enzim, ubikvitin C-terminalnu hidrolazu L1 (Poon i sur., 2013). Takoder, postoje
izravni dokazi da primjena oligomernog AP znacajno smanjuje ekspresiju BDNF in vitro (Peng i

sur., 2009).

Nekoliko mehanizama aktiviranih peptidom AP, djelujuéi na razli¢itim razinama signalnog puta
BDNF/TrkB, rezultira neurotrofi¢nim nedostatkom u AB-u (Slika 5.). Jedan istaknuti efektor ove
aktivnosti AP je kalpain za kojeg je pronadena prekomjerna stimulacija u mozgu osoba oboljelih
od AB-a postmortem (Saito, 1993). Aktivacija ove proteaze pomo¢u AP u kulturama neurona
inducira smanjenje TrkB-FL (Kemppainen, 2012), cijepanjem blizu mjesta pristajanja receptora
Shc (Jeronimo-Santos i sur., 2015). Ova obrada daje skra¢eni TrkB-FL, koji moze djelovati kao

ponor neurotrofina ili dominantni negativni receptor i unutarstani¢ni fragment s kompletnom
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domenom tirozin kinaze (Tejeda i Diaz-Guerra, 2017). Pretpostavlja se da proteoliticki fragmenti
generirani iz receptorskih tirozin kinaza mogu regulirati stani¢ne procese kao $to su transkripcija
ili ravnoteza prezivljavanja/apoptoze (Ancot, 2009). S druge strane, smanjenje razine BDNF-a u
osnovi je posljedica njegove aberantne transkripcije, uglavnom zbog oSteCenja transkripcijskog
faktora ovisnog o signalnom putu cAMP (CREB) u hipokampusu i frontalnom korteksu bolesnika
s AB-om (Yamamoto-Sasaki i sur., 1999; Pugazhenthi i sur, 2011; Jin i sur, 2013). Dolazi do
proteolize CREB-a tako S$to kalpain stvara skraceni protein smanjene aktivnosti (Jin i sur, 2013).
Dodatno, protein kinaza A (PKA), glavni regulator CREB-g, inaktivira se u temporalnom korteksu
pacijenata s AB-om (Kim i sur., 2001; Liang i sur., 2007) djelovanjem A (Vitolo i sur., 2002). AP
takoder smanjuje aktivnost CREB-a prekomjernom stimulacijom glikogen-sintaza-kinaze 3f
(GSK3p) (DaRocha-Souto i sur., 2012), do koje dolazi kroz dva mehanizma. Jedan podrazumijeva
fosforilaciju GSK3f na Ser9 pomocu PKA (Devi, 2015; Guo i sur., 2017), dok drugi ukljucuje
proteolizu kalpaina uslijed koje nastaje skracena GSK3p s pove¢anom kinaznom aktivnosc¢u (Goni-
Oliver i sur., 2007; Jin i sur., 2015). Kona¢no, A takoder smanjuje aktivnost CREB-a smanjenjem
razine N-metil-D-aspartat receptora (NMDAR) (Mishizen-Eberz i sur., 2004) i cijepanjem
fosfoproteina-32 reguliranog dopaminom i cAMP-om (DARPP-32), posredovanom kalpainom,
klju¢nog inhibitora protein fosfataze 1 (PP1), fosfataze koja regulira defosforilaciju i inaktivaciju

CREB-a (Cho i sur., 2015).

Vezanje BDNF-a na receptor TrkB aktivira tri unutarstani¢ne signalizacijske kaskade: put protein
kinaze aktivirane Ras—-mitogenom ((MAPK) odgovoran za proliferaciju, diferencijaciju i
prezivljavanje) (Bonni i sur., 1999), put fosfatidilinozitol 3-kinaza (P13K)-Akt (prezivljavanje i
rast aksona i dendrita) (Brunet i sur., 2001) i put fosfolipaza C gama (PLCy)-Ca2+ (odgovoran za
prezivljavanje neurona i sinapti¢ku plasti¢nost) (Minichiello 1 sur., 2002) (Slika 5.). Fosforilacija
u tirozinu 515 receptora TrkB dovodi do aktivacije specificnih adapterskih molekula, She za put
Ras-MAPK, i protein koji veze GRB2 (engl. GRB2-associated-binding protein 1) (GAB1) i
supstrat-1 inzulinskog receptora (engl. Insulin receptor substrate 1) (IRS-1) za put PI3K-Akt
(Brunet 1 sur., 2001), dok fosforilacija tirozina 816 izravno fosforilira i aktivira PLCy (Minichiello
isur., 2002). U primarnim kortikalnim neuronima, primjena oligomernog A ometa aktivaciju Ras-
MAPK 1 PI3K-Akt puteva induciranu s BDNF ali ne PLCy aktivaciju (Tong i sur., 2004).
Medureakcija se odvija na adaptorskim proteinima Shc i IRS-1. AP tako moZze narusiti signalizaciju

posredovanu s TrkB na viSe razina (Tanila, 2017). Suprotno tome, ¢ini se da BDNF ima zastitne
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ucinke na neuronsku toksi¢nost izazvanu AP u uvjetima in vitro i in vivo (Arancibia i sur., 2008;

Kitiyanant i sur., 2012).
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Slika 5. Poremecaj signalnog puta mozdani neurotrofni ¢cimbenik/tropomiozin receptor kinaza B
(BDNF/TrkB) u Alzheimerovoj bolesti (AB). Pacijenti s AB-om pokazuju smanjenje razine BDNF-a u
nekoliko podru¢ja mozga zbog smanjene ekspresije gena (a); Posljedi¢no smanjenje neurotrofne
signalizacije rezultira aktivacijom kinaze glikogen-sintaze-3 (GSK3p) §to doprinosi hiperfosforilaciji tau
(b); Ekspresija skracenih izoforma TrkB je favorizirana u mozgu zahvaé¢enom AB-om pod djelovanjem
faktora prekrajanja 3 bogatog serinom/argininom (SRSF3) (c); Peptid beta amiloid dodatno pospjesuje
aktivnosti GSK3p i kalpaina, koji cijepa tropomiozin receptor kinazu B pune duljine (TrkB-FL) blizu
mjesta pristajanja receptora Shc (d); Beta amiloid smanjuje aktivnost transkripcijskog faktora ovisnog o
signalnom putu cAMP (CREB) pomo¢u nekoliko mehanizama ukljuc¢ujuéi smanjenje razine N-metil-D-
aspartat receptora (NMDAR) (e) i pojacano djelovanje protein fosfataze 1 (PP1). f32, TrkB-F L= fragment
kalpaina od 32 kDa; P = fosforilacija tau ostataka; tTrkB = kalpainom skraceni TrkB-FL.
(Preuzeto iz: Tejeda i Diaz-Guerra, 2017).

Nekoliko studija (Burbach i sur., 2004; Szapacs i sur., 2004; Peng i sur., 2009; Rantaméki i sur.,
2013; Tanila, 2017) bavilo se mogu¢im promjenama razine BDNF-a u amilodinim plakovima
stvaranjem transgene linije miseva s mjesovitim rezultatima sto je pokazalo da razine BDNF-a ne

ovise 0 tome nose li misevi samo APP mutaciju ili APP i presenilin-1 (PS1) mutacije.
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1.3.2.  Mozdani neurotrofni ¢imbenik kao tretman u Alzheimerovoj bolesti

S obzirom da se razine BDNF-a u mozgu smanjuju ve¢ u ranoj fazi AB-a, primjena BDNF-a
predstavlja potencijalnu strategiju lijeCenja. Problem predstavlja Sto BDNF nema farmakokinetiku
prikladnu za sustavnu primjenu zbog svoje kratkotrajnosti poluzivota u plazmi i slabe penetracije
kroz BBB. Nekoliko pristupa za povecanje razine BDNF-a u mozgu na eksperimentalnim
zivotinjskim modelima je dalo ohrabrujuce rezultate, ali joS uvijek postoje brojne prepreke prije

primjene tretmana (Tanila, 2017).

Jedna studija (Nagahara i sur., 2009) je primjenila unos gena BDNF pomo¢u lentiviralnog vektora
u entorinalni korteks. Prijenos gena doveo je do povecanja razine BDNF-a u hipokampusu i
poboljsanog pamcenja ovisnom o hipokampusu kod miSeva s pove¢anom ekspresijom APP i
ostarjelih Stakora. Takoder je poniStio smanjenje broja entorinskih neurona i sinaptofizinsku
imunoreaktivnost kod APP transgenih miseva, ali nije bilo utjecaja na razinu Af u mozgu
(Nagahara i sur., 2013). Jedna studija (Blurton-Jones i sur., 2009) je opisala transplantaciju
neuronskih mati¢nih stanica u hipokampus ostarjelih miseva s pove¢anom ekspresijom APP, PS1
1 tau, Sto je rezultiralo poboljSanjem prostornog ucenja kod tih miseva. Transplantirane neuralne
mati¢ne stanice s inaktiviranom ekspresijom BDNF-a bile su neucinkovite §to sugerira da je
povoljan ucinak presadivanja stanica bio posredovan njihovom proizvodnjom BDNF-a (Blurton-

Jones i sur., 2009).

Intranazalna primjena mimetika BDNF (LM22A) kod miseva je rezultirala njegovim selektivnim
vezanjem na TrkB receptor 1 aktivaciju puteva PI3K-Akt i Ras-MAPK. Pritom je spoj takoder

pobolj$ao motoricko uc¢enje nakon traumatske ozljede mozga u Stakora (Massa 1 sur., 2010).

Nadalje, jedan od pristupa je vezivanje peptida BDNF na vektor kao sto je peptidomimetsko
monoklonsko antitijelo, koje za prijenos iz krvi u mozak koristi endogeni transportni sustav krvno-
mozdane barijere (Boado i sur., 2007). Jos jedan pristup za povecanje razine BDNF-a u mozgu
baziran na peptidima koji moduliraju BDNF je tripeptid neuropep-1. Nakon intraperitonealne
injekcije tripeptida zabiljezena je povecana razina BDNF-a u mozgu miSeva s povecanom
ekspresijom APP, PS1 i tau, poboljSano prostorno ucenje i pamcenje, a takoder i smanjeno
opterecenje amiloidnim plakom u mozgu (Shin i sur., 2014). Osim toga, zabiljezeno je da mnogi

nespecificni tretmani povecavaju razinu BDNF-a (Tanila, 2017). Primjerice, studija na APP/PS1
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miSevima je pokazala da drustvena medureakcija povecava razine mRNA BDNF-a u hipokampusu
(Hsiao i sur., 2014). Nadalje, studijom na zdravim starijim osobama je uoceno da aerobno vjezbanje
povecava razinu BDNF-a u serumu (Erickson i sur., 2011), a studijom na pacijentima s AB-om
povisene razine su uocene u plazmi (Coelho i sur., 2014). Takoder, rezultati studije provedene na
uzorku od 36 starijih pasa pokazuju da rezim prehrane, obogacen antioksidansima, uzrokuje

znacajno povecanje razine BDNF-a u serumu nakon Sest mjeseci (Sechi i sur., 2015).
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2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je ispitati potencijalni u¢inak mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) u
prevenciji stani¢ne smrti, odnosno promicanju prezivljenja neurona. U tu svrhu koristila sam
primarnu kulturu mis§jih neurona tretiranih oligomerima beta amiloida (AP) kao model

Alzheimerove bolesti in vitro.
Specifi¢ni ciljevi istraZivanja su:
1. Uspostaviti primarnu kulturu kortikalnih neurona misa soja C57BL/6.

2. Uspostaviti i optimizirati model Alzheimerove bolesti in vitro tretiranjem primarne kulture
kortikalnih neurona misa soja C57BL/6 peptidom AB42.

3. Ispitati potencijalno neuroprotektivno djelovanje mozdanog neurotrofnog ¢imbenika u modelu

Alzheiemerove bolesti in vitro.
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3.

3.1.

Kao model AB-a in vitro, koristila sam primarnu kulturu kortikalnih neurona misa soja C57BL/6.

0 zastiti zivotinja koje se koriste za znan. svrhe, Zakonom o zastiti zivotinja NN 102/17, 32/19, i
Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u znan. svrhe NN 55/13, te njegovim izmjenama NN
39/17, postupci na zrtvovanim zivotinjama u svrhu izolacije organa radi dobivanja primarnih

stani¢nih kultura ne smatraju se pokusom i za njih nije potrebna dozvola Etickog povjerenstva.

MATERIJALI | METODE

Uspostavljanje primarne kulture neurona

Neurone sam izolirala iz embrija u gestacijskoj dobi od 15 dana prema modificiranom postojecem

protokolu (Hilgenberg i Smith, 2007). U skladu s Direktivom 2010/63/EU Eur. parlamenta i Vijeca

Kemikalije:

* Poli-D-lizin (Sigma)

otopina poli-D-lizina u boratnom puferu u koncentraciji 4 mg/mL

steriliziran filtriranjem kroz filter s porama veli¢ine 0,2 pm

* 0,1 M boratni pufer

40 mM borna kiselina
8 mM natrijev borat
pH 8,5

steriliziran filtriranjem kroz filter s porama veli¢ine 0,2 pm

* Medij za uzgoj stanica DMEM (engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco):

glukoza (4500 mg/L)

10% fetalni govedi serum (Gibco) inaktiviran 60 minuta na 56 °C
2 mM L-glutamin (Sigma)

100 U/mL penicilin (Sigma)

100 pg/mL streptomicin (Sigma)

2,5 ug/mL amfotericin B (Sigma)

pH 7,4; sterilan
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» Hankova izbalansirana otopina soli (HBSS, od engl. Hanks balanced saline solution) (Lonza)
- sterilna

* 2,5% tripsin (Invitrogen)

* DNAZza (Sigma)

- otopina DNAze u HBSS-u u koncentraciji 10 pg/mL

- sterilizirana filtriranjem kroz filter s porama veli¢ine 0,2 um
* Trituracijska otopina:

- otopina inhibitora tripsina (Sigma T9003) u koncentraciji 0,5 mg/mL, Albumaxa (Gibco) u
koncentraciji 10 mg/mL i DNAze u koncentraciji 10 pg/mL u HBSS-u

- sterilizirana filtriranjem kroz filter s porama veli¢ine 0,2 um

* Neurobazalni medij (Gibco):

- 0,5 mM L-glutamina (Sigma)

- 100 U/mLpenicilina (Sigma)

- 100 pg/mLstreptomicina (Sigma)
- Supstanca B27 (Gibco)

pH 7,4; sterilan

« Otopina tripanskog modrila (Trypan blue):

- 0,4% tripansko modrilo
- 0,81% NaCl
- 0,06% K2HPO4

Priprema ploca za uzgoj stanica

Dan uo¢i izolacije neurona razrijedila sam otopinu poli-D-lizina boratnim puferom do
koncentracije 0,02 mg/mL te sterilizirala filtriranjem kroz filter s porama veli¢ine 0,2 um. U svaku
jazicu ploce za uzgoj stanica dodala sam odgovarajuci volumen radne otopine poli-D-lizina, ovisno
o veli¢ini jazica. Tako sam u jazice ploca s 96 jazica dodala po 200 pL, a u jazice ploca s 24 jaZica
500 pL dobivene otopine poli-D-lizina. Potom sam ploce prekrila aluminijskom folijom i pohranila

ith u inkubator preko no¢i (37 °C, 5% COz). Prije nasadivanja neurona odsisala sam poli-D-lizin iz
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jazica te ih isprala strerilnom vodom tri puta. U jazice sam potom dodala odgovarajuc¢i volumen

DMEM-a i vratila plo¢e u inkubator.

Nakon §to je gravidna misica eutanizirana, izvadila sam iz maternice embrije kojima sam odvojila
glave te izdvojila mozgove i prebacila ih u sterilnu petrijevu posudu ispunjenu HBSS-om (Slika
6.). Pod lupom sam pazljivo odvojila korteks i uklonila mozdane ovojnice. I1zolirani korteks sam
prebacila u plasticnu epruvetu. Nakon ispiranja s 10 mL HBSS-a dodala sam 5 mL sterilnog HBSS-
a1 100 pL 2,5% tripsina, te inkubirala 20 minuta na 37 °C uz lagano mijesanje sadrzaja svakih 5
minuta. Zatim sam dodala 5 mL 10 pg/mL DNAze (Sigma), okrenula epruvetu dva puta te uklonila
supernatant odsisavanjem. Triturirala sam 10 puta uz dodatak 1 mL otopine za trituriranje,
koristenjem staklene Pasteur pipete. Na triturirano tkivo sam dodala DMEM (1 mL po izoliranom
mozgu) te sam otopinu profiltrirala kroz cjedilo s porama od 70 pm u plasticnu epruvetu od 50 mL.
Otopinu sam centrifugirala 5 minuta na 300 x g, a talog stanica resuspendirala u 1 mL DMEM-a
po mozgu. Zatim sam odredila koncentraciju neurona u dobivenoj suspenziji. Pomijesala sam 40
uL suspenzije, 60 pl DMEM-a i 100 pL tripanskog modrila te nanijela na Biirker-Tiirkovu
komoricu. Pod invertnim mikroskopom brojala sam samo zive, bezbojne, stanice, s obzirom da
tripansko modrilo trajno oboji samo mrtve stanice koje ga nemaju moguénost izbaciti. Zive stanice
brojala sam u 4 puta po 16 polja, a broj stanica u mililitru dobila sam prema formuli:

izbrojen broj stanica
64

Broj stanica u ml = x 5% 250 x 103

Iz ploca prevucenih poli-D-lizinom sam odsisala DMEM te nasadila neurone. Pritom sam u ploce
s 96 jazica nasadila 4x10%stanica po jazici u ukupnom volumenu od 200 uL, a na ploce s 24 jazice
1,6x10° stanica u ukupnom volumenu od 500 pL. Nakon 2 sata DMEM sam zamijenila
kompletiranim neurobazalnim medijem i stanice kultivirala u inkubatoru, na 37 °C i 5% CO>, uz

izmjenu neurobazalnog medija svaka 3 dana.
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Slika 6. Prikaz izdvojenih embrija i neurona tijekom postupka uspostave primarne kulture neurona iz
embrija miSa soja C57/BL6 u Laboratoriju za molekularnu neuropsihijatriju Instituta Ruder Boskovic,
Zagreb, Hrvatska.

3.2.  Priprema beta amiloid 42 oligomera

Oligomere APB42 sam pripremila iz komercijalno dostupnog liofiliziranog pripravka AB42 peptida

u obliku monomera prema protokolu Stine i sur. (2011).

Pripremila sam otopinu od 1 mM AP dodavanjem heksafluorizopropanola (HFIP) izravno u boc¢icu
koja sadrzi liofilizirani peptid kroz gumeni septum pomocu staklene Hamilton Strcaljke s
teflonskim klipom i ostrom iglom. Dodala sam 222 pL otapala na 1 mg peptida. Inkubirala sam
otopinu AP — HFIP na sobnoj temperaturi 30 minuta te raspodijelila otopinu u alikvote od 10 pL u
sterilne Eppendorf epruvete. Epruvete sam ostavila otvorene preko no¢i kako bi otapalo isparilo.
Tragove otapala sam potpuno uklonila isuSivanjem u uredaju SpeedVac evaporator kroz 10 min.
Na dnu epruveta rezultiraju¢i AB42 peptid bio je vidljiv kao tanak prozirni film. Osusene peptidne

filmove pohranila sam na -20 °C do upotrebe.

Dan prije tretmana neurona tanki sloj AB42 peptida sam otopilau 2 pL dimetil sulfoksida (DMSO),
vorteksirala kroz 30 sekundi, prikupila sadrzaj epruvete na dno kra¢im centrifugiranjem i sonicirala
otopinu 10 min. Iz ovakvih uzoraka sam pripremila 10 uM AB42 oligomere dodavanjem 98 pL
hladnog medija DMEM/F12, vorteksiranjem i inkubacijom na 4 °C kroz 24 h. Polimere AB42 u
koncentraciji 10 uM sam pripremila dodavanjem 98 upL 10 mM klorovodi¢ne kiseline,
vorteksiranjem 1 inkubacijom na 37 °C kroz 24 h, a 10 puM AP42 monomere dodatkom 98 pL

ledene destilirane vode i vorteksiranjem.

Prisutnost oligomera dokazana je primjenom mikroskopije atomskih sila (AFM) 1 denaturiraju¢om
paliakrilamidnom gel elektroforezom (SDS-PAGE) (engl. Sodium dodecyl sulphate—

polyacrylamide gel electrophoresis).

3.2.1. Mikroskopija atomske sile

Mikroskop atomskih sila (AFM, od engl. Atomic Force Microscope) je uredaj ¢iji se rad zasniva

na mjerenju medumolekulskih sila koje djeluju izmedu atoma mjerne sonde i atoma ispitivanog
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uzorka (udaljenost 0,1 do 10 nm). Intenzitet nepolarnih medumolekulskih sila ovisi o udaljenosti
na kojoj se nalaze Cestice ¢ija medureakcija se odreduje. Tri osnovna dijela AFM uredaja su
piezoelektri¢no pretrazivalo, pretrazna proba i sustav za detekciju pomaka poluge. Senzor se sastoji
od opruge i poluge sa $iljkom ¢ija osnova su SiN3, SiO2, C-nanotubice. Uredaj omogucuje mjerenje
medu- 1 unutar-molekularne sile, adhezijske sile, elasticitet uzorka te tvrdo¢u povrSine, a sama
metoda je pogodna za ispitivanje makromolekula, polimera, vezikula, tekucih kristala, koloida,
stanica 1 stani¢nih organela kao 1 abiotskih Cestica u prirodnim uvjetima. Na temelju izmjerenih
vrijednosti rekonstruira se udaljenost od uzorka i to je osnova za izradu 3D topografska slika
povrSine. Dokazivanje prisutnosti monomera, oligomera 1 polimera AB42 provedeno je u
Laboratoriju za biogeokemiju mora i atmosfere Zavoda za istrazivanje mora i okolisa Instituta
Ruder Boskovi¢ koriStenjem uredaja Multimode Scanning Probe Microscope (MM-SPM) s
Nanoscope Illa kontrolnom jedinicom (Veeco Instruments, Santa Barbara, CA). Za procesiranje i

analizu slika koristen je programski paket NanoScopeTM (Digital Instruments, verzija VV6.14r1).

3.2.2. Denaturirajuca poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Natrij dodecil sulfat poliakrilamidna gel elektroforeza proces je razdvajanja proteina na temelju
razlike u njihovoj masi. SDS (anionski detergent) daje negativan naboj svim proteinima u smjesi.

Pokretljivost proteina je obrnuto proporcionalna relativnoj molekulskoj masi.
Kemikalije:
* Pufer za uzorke:

- 3,55 mL destilirane H.0

- 1,25 mL 0,5M Tris-HCI

- 2,5mL glicerol

- 2mL 10% SDS

- 0,2 mL 0,5% bromfenol plave

» Pufer za elektroforezu:

- 30,3 g Tris-base
- 144,0 g Glicin
- 10,09 SDS
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- destilirana H20 do volumena 1 L
* Pre-obojan proteinski standard Novex™ Sharp (Invitrogen)
» Coomassie Briliant Blue boja

- 0,1% Coomassie® R-250
- 40% etanol
- 10% octena kiselina

« Otopina za odbojavanje

- 10% etanol
- 7,5% octena kiselina

Uzorke AP42 oligomera razdvojila sam vertikalnom denaturirajuéom elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) na 4-20% Mini Protean TGX Precast gelu (Biorad)
primjenom Mini-PROTEAN® 3 Cell sustava. Nakon sklapanja sustava i umetanja gela, prvo sam
napunila unutarnju komoru sa 140 mL pufera za elektroforezu koji je do upotrebe bio pohranjen
na 4 °C. Potom sam u vanjsku komoru dodala 200 mL pufera za elektroforezu. Pripremila sam
uzorke razrijedivsi ih u omjeru 1:1 tako Sto sam pomijesala 15 ul AB42 oligomera i 15 uL pufera
za uzorke te ih nanjela na gel. Osim uzoraka, na gel sam nanjela i 5 pL proteinskog molekularnog

biljega. Elektroforezu sam provela pri uvjetima 100 /80 mA, otprilike 90 minuta.

Po zavrsetku elektroforeze koristila sam Coomassie Briliant Blue (CBB) boju za vizualizaciju
proteinskih pruga u gelu. Gel sam inkubirala u pripremljenoj otopini boje 10 min pri 50 °C uz
konstantno mijesanje. Odbojavanje gela sam provela inkubacijom gela o otopini za odbojavanje tri
puta po 5 min pri 50 °C uz konstantno mijesanje. Nakon odbojavanja proteini su bili vidljivi kao

tamnoplave pruge na bezbojnoj pozadini.

3.3.  Uspostava i optimizacija in vitro modela Alzheimerove bolesti

Neurone u kulturi sam prvo tretirala razli¢itim oblicima peptida AB42 (monomeri, oligomeri,
polimeri) u razli¢itim koncentracijama (100 nM, 1 uM , 10 uM). Nakon odabira oblika peptida
APB42 ¢ijim tretmanom se postize optimalno oStecenje neurona, dodatno sam testirala pri kojoj

njegovoj koncentraciji (100 nM, 1 uM , 10 uM) 1 kroz koje vrijeme trajanja tretmana (24, 48, 72
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sata) se postize optimalno oste¢enje neurona. Kao kontrola su posluzili neuroni koje sam paralelno
tretirala samo odgovaraju¢im otapalom u kojem je bio otopljen peptid AB42. Pritom sam zakljucke
donosila na temelju prac¢enja stani¢ne vijabilnosti te citotoksicnog uc¢inka tretmana, usporedujuci

ga s odgovaraju¢om kontrolom.

3.3.1. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol bromid) test

Za ispitivanje vijabilnosti stanica koristila sam test MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol bromid). Test se koristi za ispitivanje vijabilnosti stanica kao funkcije redoks
potencijala. Stanice koje aktivno vrse respiraciju prevode u vodi topljive zute MTT tetrazolijeve
soli u netopljivi ljubicasti formazan ¢ija se koncentracija moze odrediti nakon otapanja
spektrofotometrijski. Apsorbancija se o€itava na 570 nm i vrijednost je proporcionalna broju Zivih

stanica.
Kemikalije:

e MTT
* DMSO (dimetil sulfoksid)

Mati¢nu otopinu MTT-a sam otopila u neurobazalnom mediju i tako pripremila radnu otopinu
MTT-a (0,5 mg/mL). Tretiranim stanicama koje su rasle u ploc¢i za uzgoj stanica s 96 jazica sam
uklonila medij, a zatim dodala 40 pL radne otopine MTT-a na svaku jazicu i inkubirala 4 sata na
37 °C, 5% CO.. Nakon inkubacije sam dodala 160 pL DMSO-a (Sigma) po svakoj jazici i stavila
plocu na orbitalnu mijeSalicu 10 minuta kako bi se sadrzaj jaZica promijeSao. U zadnjem koraku
sam pomocu citaca mikrotitarskih plo¢a (Thermo Labsystems Multiskan EX Microplate Reader)

izmjerila apsorbancija pri 570 nm. Test sam radila 24, 48 i 72 sata nakon tretmana neurona.

3.3.2. ApoTox-Glo™ Triplex Assay

Ovaj test, proizvodata Promega, SAD, omogucuje ispitivanje vijabilnosti, citotoksi¢nosti i
kaspazne aktivnosti u stanicama u kulturi. Naime, u prvom koraku, peptidni supstrat glicil-
fenilalanil-aminofluorokumarin (GF-AFC) ulazi u zive stanice gdje ga cijepaju proteaze pri cemu
nastaje fluorescentni signal proporcionalan broju zivih stanica. U drugom koraku se koristi supstrat

bis-AAF-R110 i njegovom razgradnjom proteazama oslobodenim iz oSte¢enih mrtvih stanica,
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oslobada se fluorescentni signal proporcionalan broju oSte¢enih stanica. Tre¢i dio testa koristi
Caspase-Glo® tehnologiju za detekciju aktivnosti kaspaza u reagensu optimiziranom za kaspaznu
I luciferaznu aktivnost te lizu stanica. Izlaganjem stanica luminogenom supstratu (tetrapeptid
DEVD) za kaspaze 3 i 7 dolazi do njegovog cijepanja kaspazama i stvaranja supstrata za luciferazu
prisutnu u reagensu. Luciferazna aktivnost dovodi do nastajanja luminiscentnog signala koji je
proporcionalan razini kaspazne aktivnosti, a koja je proporcionalna intenzitetu apoptoze

uzrokovane tretmanom neurona.
Kemikalije:

* Pufer za ispitivanje
* GF-AFC supstrat
* bis-AAF-R110 supstrat

Testiranje sam provela na stanicama nasadenim u plo¢ama za uzgoj stanica s 96 jazica. Ukupan
volumen sadrzaja svake jazice prilikom tretmana razli¢itim koncentracijama oligomerima AB42 je

bio podesen na 100 pL.

Odmrznula sam pufer za ispitivanje, GF-AFC supstrat i bis-AAF-R110 supstrat u vodenoj kupelji
na 37 °C. Prenijela sam 10 uL GF-AFC supstrata i 10 pL bis-AAF-R110 supstrata u 2,0 mL pufera
za ispitivanje. Pomijesala sam pufer za ispitivanje koji sadrzi supstrate vorteksiranjem sadrzaja dok
se supstrati potpuno ne otope. Nastala mjesavina je reagens za testiranje
vijabilnosti/citotoksi¢nosti. Dodala sam 20 pL reagensa za vijabilnost/citotoksi¢nost koji sadrzi i
GF-AFC supstrat i bis-AAF-R110 supstrat na odabrane jazice i kratko promijesala orbitalnom
tresnjom (300-500 okretaja u minuti za ~30 sekundi) te potom inkubirala 30 minuta na 37 °C.
Izmjerila sam fluorescenciju na sljedeca dva skupa valnih duljina: 400Ex/S05Em (vijabilnost) i

485Ex/520Em (citotoksi¢nost) koriStenjem uredaja Tecan Infinite M200.

3.3.3.  Muse® Count & Viability test

MUSE je mini protoc¢ni citometar kojim se moze ispitati niz parametara stanicnog zdravlja,
apopotoze, oksidativnog stresa, staniCne signalizacije te imunoloSkog odgovora. Testovi se

provode na uredaju Guava® Muse® Cell Analyzer (Slika 8.) (Luminex, SAD).
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Muse® Count & Viability komercijalni kit (Luminex, SAD) omogucuje kvantitativnu analizu broja
1 vijabilnosti stanica u stanicnim suspenzijama iz razli¢itih uzgajanih stani¢nih linija sisavaca.
Muse® Count & Viability reagens sadrzi dvije boje koje vezu DNA i diferencirano bojaju zive i
nezive stanice na temelju njihove membranske propusnosti. Test se provodi na navedenom uredaju

a podaci se obraduju pomocu Muse® Count & Viability softverskog modula i daju sljedece

informacije:

» broj zivih stanica (stanica/mL)
» ukupan broj stanica (stanice/mL)
» postotak vijabilnosti uzorka

Uredaj podatke automatski prikazuje kao 'Profil stani¢ne populacije' i 'Profil vijabilnosti populacije'
(Slika 7.). Profil stani¢ne populacije se koristi za razlikovanje zivih stanica od mrtvih, a temelji se
na bojanju jezgre mrtvih i umirucih stanica koje zbog gubitka integriteta membrane propustaju
boju iz reagensa koja veze DNA. Druga boja iz reagensa je membranski propusna i boja sve stanice
s jezgrom $to omogucuje razlikovanje stanica s jezgrom od fragmenata i stanica bez jezgre a
prikazuje se kao Profil vijabilnosti populacije. Muse® sustav broji obojene stanice s jezgrom, a
potom prema svojstvima stani¢ne veli¢ine razlikuje slobodne jezgre i stani¢ne ostatke od stanica

da bi u konacnici odredio to¢an ukupan broj stanica.
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Slika 7. lustracija podataka dobivenih koristenjem komercijalnog kompleta Muse® Count & Viability.
Razlikujemo: (A) Profil stani¢ne populacije: prikaz razlikovanja zivih stanica od mrtvih; (B) Profil
vijabilnosti populacije: prikaz razlikovanja zivih stanica s jezgrom od mrtvih stanica s jezgrom te
stani¢nih fragmenata; (C) Svojstva stani¢ne veli¢ine: omogucuju razlikovanje slobodnih jezgri i stani¢nih
ostataka od stanica.

Kemikalije:
* Fosfatni pufer (PBS)

- 136 mM NaCl

- 2,6 mMKCl

- 10 mM Na;HPO,
- 1,7 mM KH2PO4
- pH74

* 0,05% tripsin
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» Kompletirani neurobazalni medij
* Muse® Count & Viability Reagens

Test sam provela na tretiranim neuronima nasadenim na ploCe za uzgoj stanica s 24 jazica. Prvo
sam neuronima odsisala medij, a zatim isprala dva puta s 500 ul PBS. Poslije ispiranja sam dodala
200 pL 0,05% tripsina po jazici. Nakon 2 minute u jazicu sam dodala 500 pL neurobazalnog
medija. Sav odsisan medij, PBS te tripsin sam prebacila u odgovarajuce plasticne epruvete te
centrifugirala stani¢nu suspenziju 5 minuta na 300 x g. Nakon centrifugiranja, odlila sam
supernatant i resuspendirala talog u 200 pL neurobazalnog medija. U 450 pL reagensa Muse®
Count & Viability sam dodala 50 pL stani¢ne suspenzije, prema preporukama proizvodaca, s
obzirom da je gusto¢a nasadenih stanica bila izmedu 1 x 10° i 1 x 10° stanica/mL. Inkubirala sam
epruvete 5 minuta pri sobnoj temperaturi i potom ispitala uzorke koriste¢i Muse™ Cell Analyzer

prema uputama proizvodaca. Sazetak testa je shematski prikazan Slikom 8.

Slika 8. Prikaz sazetka postupka testa Muse® Count & Viability. Preuzeto iz uputa proizvodaca

(https://www.luminexcorp.com/muse-count-viability-Kit-200x/#documentation). Test Muse® Count &

Viability omogucuje kvantitativnu analizu broja i vijabilnosti stanica u stani¢nim suspenzijama
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3.4. Tretman in vitro modela Alzheimerove bolesti moZdanim neurotrofnim ¢imbenikom

u svrhu ispitivanja protektivnog u¢inka mozdanog neurotrofnog ¢imbenika

Nakon odredivanje koncentracije oligomera AB42 ¢ijim tretmanom se izaziva optimalan ucinak,
ispitala sam 1 optimizirala paralelni tretman primarne kulture neurona oligomerima AB42 u
koncentraciji 10 uM i BDNF-om razli¢ite koncentracije (0,1 ng/mL, 1 ng/mL i 100 ng/mL). Za
testiranje ucinka paralelnog tretmana primarne kulture neurona koristila sam prethodno opisan test
MTT te u nastavku opisane testove. Paralelni tretman oligomerima AB42 i BDNF-om je proveden
24 sata prije testiranja njegovog uc¢inka na neuronima nasadenim na plo¢e za uzgoj stanica s 96
jazica (MTT test) i 24 jazice (Muse® testovi). Kao kontrola su posluzili neuroni koje sam paralelno
tretirala samo odgovaraju¢im otapalom koji je bio mjeSavina otapala oligomera APB42 i otapala
BDNF-a (sterilna destilirana voda). Pritom sam zakljucke donosila na temelju pracenja stanicne
vijabilnosti te kaspazne aktivnosti (proapoptotskog ucinka) utjecanih tretmanom, usporedujuci ih

s odgovaraju¢om kontrolom.

3.4.1. Muse® BCL-2 Activation Dual Detection test

Za mjerenje ukupne razine ekspresije proteina BCL-2 (od engl. B-cell lymphoma 2) koristila sam
Muse® BCL-2 Activation Dual Detection test (Luminex, SAD). BCL-2 je vazan regulator stani¢ne
smrti, odnosno apoptoze. Pripada proteinskoj obitelji BCL-2 na ¢ije se pro-apoptotske clanove (kao
§to je protein Bax) veze kao anti-apoptotski ¢lan te sprjeCava njihovu medureakciju s
mitohondrijskom membranom (Hardwick 1 Soane, 2013). U slucaju pro-apoptotskog signala dolazi
do viSestruke fosforilacije proteina BCL-2 (ukljucujuci i na aminokiselinskom ostatku Ser70). Pri
tome prestaje medureakcija proteina BCL-2 i pro-apoptotskog proteina BAX (od engl. Bcl-2-
associated X) protein, a BAX se zatim veze na mitohondrijsku membranu, uzrokuje otpustanje
citokroma C u citoplazmu te aktivaciju kaspaza i1 naposljetku, stanicnu smrt (Hardwick 1 Soane,
2013). Komplet Muse® BCL-2 Activation Dual Detection kit sadrzi dva konjugirana protutijela,
jedno koje se specificno veze na fosforilirani Ser70 u proteinu BCL-2 konjugiran bojom Alexa
Fluor®555 1 drugo koje prepoznaje opéenito protein BCL-2 konjugirano bojom PECy5. Navedeno

omogucuje razlikovanje tri stani¢ne populacije:
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. Neaktivirane stanice (stanice s neaktiviranim BCL-2)

. Aktivirane stanice (stanice s fosforiliranim BCL-2)
. Stanice koje ne eksprimiraju BCL-2
Kemikalije:

* Fosfatni pufer (PBS)

- 136 mM NaCl

- 2,6 mM KCI

- 10 mM NazHPO4
- 1,7 mM KH2PO4
- pH74

* 0,05% tripsin

» Kompletirani neurobazalni medij

* Antitijelo Anti-phospho-BCL-2 (Ser70)-Alexa Fluor®555

* Antitijelo Anti-BCL-2-PECy5

* Pufer za analizu

* Pufer za fiksiranje

* Pufer za permeabilizaciju

Test sam provela na tretiranim neuronima nasadenim na ploce za uzgoj stanica s 24 jazica.

Prije pocetka postupka pripremila sam otopinu koktela za rad s antitijelima mijeSanjem 50 pL anti

phospho-BCL-2 (Ser70)-Alexa Fluor® 555 i 50 pL anti-BCL-2-PECy5 antitijela.

Bilo je potrebno prvo pripremiti Zeljene stani¢ne suspenzije. Svim jazicama u koje su nasadeni
neuroni odsisala sam medij i isprala ih dva puta s 500 pL PBS. Zatim sam dodala 200 pL 0,05%
tripsina po jazici. Nakon dvije minute u jazice sam dodala 500 pL neurobazalnog medija kako bih
inaktivirala tripsin. Sav odsisani medij, PBS te tripsin prebacila sam u odgovarajuce plasti¢ne
epruvete. Zatim sam centrifugirala stani¢ne suspenzije 5 minuta na 300 x g. Nakon §to sam uklonila

supernatant odlijevanjem, jos jednom sam isprala talog s 1 mL PBS i ponovno centrifugirala 5 min
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na 300 x g. Na talog sam zatim dodala po 100 pL pufera koji je sastavni dio kompleta Muse®
BCL-2 Activation Dual Detection te 100 pL tzv. fiksacijskog pufera koji je takoder dio
komercijalnog kompleta. Uzorke sam lagano promijesala pipetiranjem, prebacila u mikroepruvetu,
inkubirala 5 min na ledu te centrifugirala 5 min na 300 x g. Supernatant sam pazljivo odpipetirala
I na njega dodala 200 pL permeabilizacijskog pufera. Uzorke sam zatim ponovo inkubiranla na
ledu 5 min i centrifugirala 5 min na 300 x g. Dobiveni talog sam resuspendirala u 90 pL pufera za
analizu i nato dodala 10 uL mjesavine dva protutijela u omjeru 1:1. Uzorke sam inkubirala u mraku
30 min, na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije u svaku mikroepruvetu dodala sam po 100 pL
pufera za analizu i uzorke centrifugirala 5 min na 300 x g. Nakon sto sam pazljivo otklonila
supernatant, talog sam resuspendirala u 200 uL pufera i potom stavila uzorke u uredaj Guava®
Muse® Cell Analyzer (Luminex) te izmjerila i oCitala rezultate. Sazetak testa je shematski prikazan

Slikom 9.

Slika 9. Prikaz testa Muse® BCL-2 Activation Dual Detection. Preuzeto iz uputa proizvodaca
(https://www.luminexcorp.com/muse-bcl-2-activation-dual-detection-kit/#documentation).
Antitijela Anti phospho-BCL-2 (Ser70)-Alexa Fluor® 555 i 50 uL anti-BCL-2-PECy5 omoguéuju
mjerenje ukupne razine BCL-2 ekspresije koriStenjem uredaja Guava® Muse® Cell Analyzer

3.4.2. lIspitivanje kaspazne aktivnosti

Za ispitivanje kaspazne aktivnosti koristila sam tre¢u komponentu ApoTox-Glo™ Triplex Assay
(Promega) opisanog u poglavlju 3.3.2.
Kemikalije:

* Caspase-Glo® 3/7 pufer (Promega)
* Caspase-Glo® 3/7 supstrat (liofilizirani) (Promega)
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Prije pocetka analize pripremila sam reagens Caspase-Glo® 3/7 mijesajuci pufer Caspase-Glo®
3/7 i liofilizirani Caspase-Glo® 3/7 supstrat na sobnoj temperaturi, te potom dodala sadrzaj boce s
puferom Caspase-Glo® 3/7 u jantarnu bocu sa supstratom Caspase-Glo® 3/7. Mijesala sam sadrzaj

vrte€i 1 obréuci dok se supstrat nije potpuno otopio i tako formirao Caspase-Glo® 3/7 reagens.

Ploce s 96 jazica koje sadrze tretirane stanice uklonila sam iz inkubatora. Nakon $to su dosegnule
sobnu temperaturu, dodala sam 100 pL reagensa Caspase-Glo® 3/7 u svaku jazicu koja sadrzi
netretirane neurone (negativna kontrola) ili neurone tretirane oligomerima AB42 i BDNF-om u
optimalnoj koncentraciji i kona¢nom volumenu od 100 pL. Plocu sam prekrila poklopcem i zatim
lagano mijeSala sadrzaj jaZica pomocu orbitalne mijeSalice za plo¢e na 300-500 okretaja po minuti
tijekom 30 sekundi. Nakon inkubacije pri sobnoj temperaturi 30 minuta, izmjerila sam

luminescenciju svakog uzorka pomocu uredaja Tecam Infinite M200.

3.5. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka sam koristila program Sigma Stat (Jandell Scientigic Corp., SAD).
Rezultate provedenih testova sam izmedu skupina usporedivala jednostrukom analizom varijance
(ANOVA) popra¢enom post-hoc Dunettovim testom kako bih usporedila sve skupine medusobno
1 utvrdila postojanje pojedina¢nih razlika. Za svaki od tretmana sam napravila 6 mjerenja te sam
brojCane rezultate izrazila kao srednju vrijednost i standardnu devijaciju, a graficke prikaze sam
izradila u programu Microsoft Excel. Razinu znacajnosti a za sve analize sam postavila na 0,05, a

koristeni testovi su bili dvosmjerni.
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4. REZULTATI

4.1.  Prisutnost beta amiloid 42 oligomera

Mikroskopijom atomskih sila je u uzorcima u preparaciji iz komercijalno dostupnog
liofiliziranog pripravka AP42 peptida u obliku monomera, koncentracije 10 pM, dokazana

prisutnost monomera, oligomera i polimera kako je prikazano Slikama 10, 11 i 12.

Slika 10. Rezultati analize mikroskopije atomskih sila (AFM) prilikom dokazivanja prisutnosti monomera
AP42 u preparativnom uzorku. A) Tipi¢an AFM prikaz povrSine adsorbiranih ¢estica monomera. B) Profil
presjeka odgovarajuceg odabranog podrudja iz prikaza A

Slika 11. Rezultati analize mikroskopije atomskih sila (AFM) prilikom dokazivanja prisutnosti oligomera
AP42 u preparativnom uzorku. A) Tipi¢an AFM prikaz povrSine adsorbiranih ¢estica oligomera. B) Profil
presjeka odgovarajuceg odabranog podrudja iz prikaza A
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Slika 12. Rezultati analize mikroskopije atomskih sila (AFM) prilikom dokazivanja prisutnosti oligomera
AP42 u preparativnom uzorku. A) Tipi¢an AFM prikaz povrSine adsorbiranih ¢estica polimera. B) Profil
presjeka odgovarajuc¢eg odabranog podrucja iz prikaza A

Rezultati denaturiraju¢e poliakrilamidne gel elektroforeze (SDS-PAGE), koriStene u svrhu
dokazivanja prisutnosti AB42 oligomera u preparaciji iz komercijalno dostupnog liofiliziranog
pripravka AB42 peptida u obliku monomera, prikazani su na Slici 13. 1z gela je vidljivo, prema
usporedbi s biljegom, da su u svjezem oligomernom pripravku najprisutniji veliki Af oligomeri
veli¢ine oko 50 kDa. Uz velike AP oligomere, vidljivi su i dimeri, trimeri 1 tetrameri u rasponu
veli¢ina oko 5 kDa te 16-17 kDa. U starom (pripremljenom unazad 7 dana) oligomernom
pripravku, uz dimere, trimere, tetramere i velike AP oligomere, uocena je i prisutnost A} agregata,
polimera i fibrila u rasponu veli¢ine od 110 do 260 kDa. Kod fibrilarnog, polimernog, pripravka
prisutni su veliki AP oligomeri te agregati, polimeri veli¢ine 110 kDa 1 fibrili veli¢ine 260 kDa.

Dobiveni rezultati potvrduju prisutnost Af oligomera u pripravku.
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Slika 13. Prisutnost oligomera peptida beta amiloid utvrdena denaturiraju¢om poliakrilamidnom gel
elektroforezom (SDS-PAGE)

4.2. Ucinak tretmana primarne Kulture neurona oligomerima beta amiloida 42

Primarna kultura mi§jih neurona je tretirana razli¢itim koncentracijama (100 nM, 1 uM, 10 uM)
razli¢itih formi beta amiloida 42 (monomeri, oligomeri, polimeri) u trajanju 24, 48 i 72 sata.
Rezultati su prikazani kao postotak vijabilnih stanica ili postotak promjene u sluc¢aju oStec¢enja
stanica tretiranih razli¢itim koncentracijama beta amiloida u odnosu na kontrolu koja je bila

izloZena tretmanu samo odgovaraju¢im otapalom i to prema sljede¢im formulama:

o ) vrijednost testa (tretman)
% vijabilnih stanica = — x 100
vrijednost testa (kontrola)

L. . vrijednost testa (tretman) — vrijednost testa (kontrola)
% oStecenih stanica = — x 100
vrijednost testa (kontrola)
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4.2.1. Vijabilnost stanica nakon tretmana beta amiloid 42 monomerima, oligomerima i

polimerima

Rezultati testa MTT, provedenog na neuronima izoliranim iz embrija C57BL/6 miseva, nakon
tretmana razli¢itim koncentracijama (100 nM, 1 uM, 10 uM) AB42 monomera, AB42 oligomera i
AP42 polimera prikazani su na Slici 14. Kao kontrola su posluzili neuroni koji su pareleno tretirani
samo otapalom koje je odgovaralo otapalu pojedinog oblika peptida AB42, a vrijednosti su iskazane
kao postotak u odnosu na vrijednosti dobivene za kontrolni tretman. 1z podataka je vidljivo da su
AP42 monomeri najmanje toksi¢ni u svim koncentracijama bez statisticki znacajne promjene
vijabilnosti u odnosu na kontrolu (F=1,44; p=0,324; ANOVA). Tretman AB42 oligomerima i AB42
polimerima je pokazao smanjenje vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu. Kod tretmana Ap42
oligomerima (F=184,5; p<0,001; ANOVA) i polimerima (F=111,90; p<0,001; ANOVA)
zabiljezen je znacajan pad vijabilnosti neurona (Slika 14.). Pritom je najznacajniji pad vijabilnosti
neurona postignut kod tretmana AB42 oligomerima u koncentraciji 10 uM gdje je vijabilnost
neurona iznosila oko 60% u odnosu na kontrolne, netretirane stanice. Stoga je taj oblik peptida
AP42 koristena u daljnjim tretmanima neurona kako bi se uspostavio optimalni in vitro model
Alzheimerove bolesti (AB). Tretman AP42 polimerima je takoder doveo do znacajnog pada

vijabilnosti, a najveca toksi¢nost postignuta je pri koncentraciji od 10 uM (Slika 14.).

Slika 14. Vijabilnost neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miSeva nakon tretmana razlicitim
koncentracijama beta amiloid 42 monomera, oligomera i polimera. Vrijednosti su prikazane kao postotak
u odnosu na netretirane stanice i to kao srednja vrijednost * standardna devijacija. (n=6) *p<0,001 prema

oligomerima koncentracije 1 pM, post-hoc Dunett test; “p<0,001 prema oligomerima koncentracije 100
nM, post-hoc Dunett test; "p<0,001 prema polimerima koncentracije 10 uM, post-hoc Dunett test.

40



4.2.2. Vijabilnost stanica nakon tretmana beta amiloid 42 oligomerima u razliitim

koncentracijama i vremenskim periodima

U svrhu daljnje optimizacije modela AB-a in vitro, testom MTT je ispitan uc¢inak AB42 oligomera
na vijabilnost stanica pri razli¢itim koncentracijama (0,1 pM, 1 uM, 10 uM), primijenjenim tijekom
24, 48 1 72 sata. Kao kontrola su posluzili neuroni koji su paralelno tretirani samo otapalom Ap42
oligomera, a vrijednosti su iskazane kao postotak u odnosu na vrijednosti dobivene za kontrolni

tretman.

Rezultati testa MTT nakon tretmana neurona AP42 oligomerima u trajanju 24 sata, pri razli¢itim
koncentracijama prikazani su na Slici 15. Rezultati pokazuju da tretman uzrokuje znacajno
smanjenje vijabilnosti neurona (F=38,57; p<0,001; ANOVA). Pritom je kod tretmana AP42
oligomerima u koncentraciji 1 puM vijabilnost neurona iznosila oko 75%, a s povecanjem

koncentracije AB42 oligomera na 10 uM vijabilnost se dodatno snizila na oko 60% (Slika 15.).

Slika 15. Vijabilnost neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva,
tretiranih beta amiloid 42 oligomerima tijekom 24 sata. Vrijednosti su prikazane kao postotak u odnosu na
netretirane stanice (Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (n=6) *p<0,001 prema
Kontroli, post-hoc Dunett test

Rezultati testa MTT nakon tretmana neurona AB42 oligomerima pri razli¢itim koncentracijama, u
trajanju 48 sati, prikazani su na Slici 16. Iz rezultata je vidljivo da je tretman uzrokovao statisticki

znacajne (F=21,47; p<0,001; ANOVA) razlike u vijabilnosti razliito tretiranih neurona. Pritom je
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vidljiv je trend smanjenja vijabilnosti s pove¢anjem koncentracije tretmana. Vijabilnost neurona je
uz tretman sa 1 pM AB42 oligomerima iznosila oko 75% a kod primjene 10 pM Ap42 oligomera,

vijabilnost je iznosila oko 60% u odnosu na kontrolu.

Slika 16. Vijabilnost neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva,
tretiranih beta amiloid 42 oligomerima tijekom 48h. Vrijednosti su prikazane kao postotak u odnosu na
netretirane stanice (Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (n=6) *p<0,001 prema
Kontroli, post-hoc Dunett test

Rezultati testa MTT nakon tretmana neurona AP42 oligomerima u trajanju 72 sata, pri razli¢itim
koncentracijama prikazani su na Slici 17. Iz rezultata je vidljivo da je tretman uzrokovao znacajne
razlike (F=9,32, p=0,0002; ANOVA) u vijabilnosti neurona tretiranih razli¢itim koncentracijama
AP42 oligomera. Vijabilnost stanica je pri tretmanu AB42 oligomerima u koncentraciji 0,1 pM
iznosila oko 80%. Pri koncentraciji od 1 uM vijabilnost je bila snizena na oko 65%, a pri primjeni

AP42 oligomera koncentracije 10 uM vijabilnost je pala na oko 60% u odnosu na kontrolu.
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Slika 17. Vijabilnost neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva,
tretiranih beta amiloid 42 oligomerima tijekom 72 sata. Vrijednosti su prikazane kao postotak u odnosu na
netretirane stanice (Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (n=6) * p<0,005 prema
Kontroli, post-hoc Dunett test

Na temelju iznad navedenih rezultata zakljuceno je da je tretman AP42 oligomerima koncentracije
10 uM u trajanju 24 sata optimalan za postizanje Zeljene toksicnosti u svrhu uspostave modela AB-

a in vitro.

4.2.3. Vijabilnost i citotoksi¢nost neurona odredena ApoTox-Glo™ Triplex testom nakon

tretmana beta amiloid 42 oligomerima

Osim testom MTT, ucinak tretmana neurona razli¢itim koncentracijama AB42 oligomera ispitan je
1 koriStenjem ApoTox-Glo™ Triplex testa za vijabilnost i citotoksi¢nost. Primarna kultura mi§jih
neurona tretirana je AB42 oligomerima pri razli¢itim koncentrcijama (100 nM, 1 pM, 10 uM), a

kao kontrola su posluzile stanice tretitrane samo odgovarajuc¢im otapalom.

Rezultati ApoTox-Glo™ Triplex testa prikazani su na Slici 18. Iz rezultata je vidljivo da postoji
znacajna razlika u vijabilnosti razli¢ito tretiranih neurona (F=9,41, p=0,002; ANOVA). Pritom je
primjena AP42 oligomera pri koncentraciji od 10 uM uzrokovala pad vijabilnosti u odnosu na

kontrolnu skupinu za oko 50% (Slika 19.).
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Slika 18. Vijabilnost neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva, tretiranih beta amiloid 42
oligomerima razli¢itih koncentracija. Vrijednosti su prikazane kao postotak u odnosu na netretirane
stanice (Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (h=6) *p=0,003 prema Kontroli;
post-hoc Dunett test

Rezultati citotoksicnog djelovanja tretmana AB42 oligomerima ispitanog ApoTox-Glo™ Triplex
testom prikazani su na Slici 19. 1z rezultata je vidljivo da primjena AB42 oligomera ima znacajan
citotoksicni ucinak (F=82,56, p<0,001; ANOVA). U slucaju tretmana AP42 oligomerima u
koncentraciji 1 uM citotoksicnost je iznosila oko 70%, dok je primjena 10 uM Ap42 oligomera

uzrokovala najvecu citotoksi¢nost (Slika 19.).

Slika 19. Citotoksic¢an ucinak tretmana beta amiloid 42 oligomerima u razli¢itim koncentracijama kod
neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva. Vrijednosti su prikazane kao postotak promjene u odnosu

44



na netretirane stanice (Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (n=6) *p<0,002 prema
Kontroli, post-hoc Dunett test

4.2.4. Vijabilnost tretmana stanica s beta amiloid 42 oligomerima odredena Muse® Count &

Viability testom

U¢inak 24-satnog tretmana neurona AB42 oligomerima je dodatno ispitana koriStenjem proto¢nog
citometra MUSE te su rezultati, izrazeni kao udjeli zivih i mrtvih stanica, prikazani na Slici 20. U
slucaju kontrole tretirane samo otapalom, udio mrtvih stanica iznosi 2,6%, dok u slu¢aju stanica
tretiranih APB42 oligomerima u koncentraciji 10 uM kroz 24 sata taj udio iznosi 36,5%. Smanjena

vijabilnost tretiranih neurona implicira neurotoksi¢nost primjenjenog tretmana.
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Slika 20. Vijabilnost neurona tretiranih otapalom (A) i beta amiloid 42 oligomerima (10 pM) (B) kroz 24
sata odredena testom Muse® Count & Viability. (n=6) Tretman beta amiloid 42 oligomerima izaziva
povecanje udjela mrtvih stanica u primarnoj kulturi misjih neurona s 2,6% (A) na 36,5% (B).

4.2.5. Aktivnost BCL-2 proteina nakon tretmana primarne kulture neurona beta amiloid 42

oligomerima

Kako bi se ispitao proapoptotski uc¢inak tretmana neurona AP42 oligomerima, koristen je Muse®
BCL-2 Activation Dual Detection test. Rezultati ispitivanja aktivnosti BCL-2 proteina nakon 24-
satnog tretmana neurona AP42 oligomerima u kocentraciji 10 uM su prikazani na Slici 21. U
slucaju kontrole tretirane otapalom tijekom 24 sata, udio stanica s neaktiviranim proteinom BCL-
2 je bio 90,7%, aktiviranih stanica koje sadrze fosforilirani protein BCL-2 zabiljezeno je 9%, dok
0,3% stanica nije eksprimiralo protein BCL-2. U slucaju 24-satnog tretmana Ap42 oligomerima
koncentracije 10 uM vidljiv je blagi porast fosforilacije proteina BCL-2, odnosno aktiviranih
stanica, na 18,7%. Prikazana promjena ekspresije regulatora apoptoze BCL-2 upucuju na to da

oligomeri AP42 u neuronima aktiviraju BCL-2 apoptotski signalni put.
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Slika 21. Aktivacija BCL-2 proteina u neuronima tretiranim (A) otapalom peptida beta amiloida i (B) beta
amiloid 42 oligomerima koncentracije 10 uM, odredena testom Muse® BCL-2 Activation Dual Detection.
(n=6) Tretman beta amiloid 42 oligomerima izaziva porast fosforilacije proteina BCL-2 u primarnoj
kulturi misjih neurona s 9% (A) na 18,7% (B).

4.3. Udinak kotretmana primarne Kkulture neurona oligomerima beta amiloid 42 i

moZdanim neurotrofnim ¢imbenikom

Rezultati su prikazani kao postotak vijabilnih stanica ili postotak promjene u slucaju mjerenja
kaspazne aktivnosti u odnosu na kontrolu koja je bila izloZzena tretmanu samo odgovaraju¢im

otapalom i to prema sljede¢im formulama:

R ) vrijednost testa (tretman)
% vijabilnih stanica = — x 100
vrijednost testa (kontrola)

vrijednost testa (tretman) — vrijednost testa (kontrola) 100
x

% kaspazna aktivnost =
° p vrijednost testa (kontrola)

4.3.1. Vijabilnost stanica nakon kotretmana beta amiloid 42 oligomerima i mozdanim

neurotrofnim ¢imbenikom

Rezultati testa MTT nakon kotretmana neurona BDNF-om i AB42 oligomerima, tijekom 24 sata,
u svrhu ispitivanja potencijalnog neuroprotektivnog djelovanja BDNF-a, prikazani su na Slici 22.
Kotretman ukljucuje primjenu AP42 oligomera u koncentraciji 10 uM te BDNF-a u
koncentracijama 0,1 ng/mL, 1 ng/mL i 100 ng/mL. Iz rezultata je vidljiva znac¢ajna razlika u
metabolickoj aktivnosti kontrolnih i neurona izloZzenih kotretmanu BDNF-om 1 ApB42 oligomerima
(F=17,96; p<0,001; ANOVA). Neuroprotektivni u¢inak je najizrazeniji pri koncentraciji BDNF-a
od 100 ng/mL gdje se vijabilnost stanica vraca na oko 80% u odnosu na netretirane kontrolne

stanice (Slika 21.).
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Slika 22. Protektivni u¢inak mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) pri 0,1, 1 i 100 ng/mL, kod
neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva tretiranih tijekom 24 sata oligomerima beta amiloida
42 (AP) koncetracije 10 pM. Vrijednosti su prikazane kao postotak u odnosu na netretirane stanice
(Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (n=6) *p<0,040 prema tretmanu Af
koncetracije 10 pM, post-hoc Dunett test

Neuroprotektivni u¢inak BDNF-a je indiciran i rezultatima daljnjeg testa MTT provedenog nakon
24-satnog kotretmana primarne kulture neurona BDNF-om u koncentraciji 100 ng/mL 1 AB42
oligomerima koncentracije 10 uM (Slika 23.). Rezultati upucuju na znacajno razli¢itu vijabilnost
neurona izlozenih razli¢itim oblicima tretmana (F=26,56; p<0,001; ANOVA). Pritom je uocena
veca vijabilnost neurona izlozenih kotretmanu (oko 60%) u odnosu na neurone tretirane samo Ap42

oligomerima gdje vijabilnost iznosi oko 30% (Slika 22.).
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Slika 23. Protektivni u¢inak mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) koncentracije 100 ng/mL kod
neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva tretiranih tijekom 24 sata beta amiloida 42 oligomerima
(AP) koncentracije 10 uM. Vrijednosti su prikazane kao postotak u odnosu na netretirane stanice
(Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (h=6) *p<0,004 prema Kontroli, post-hoc
Dunett test

4.3.2. Kaspazna aktivnost neurona uslijed tretmana oligomerima beta amiloida i mozdanim

neurotrofnim ¢imbenikom

Potencijalni antiapoptotski uc¢inak tretmana BDNF-om ispitan je mjerenjem kaspazne aktivnosti u
neuronima tretiranim AP42 oligomerima i BDNF-om i usporeden s kontrolnim neuronima
tretiranim samo odgovaraju¢im otapalom. Rezultati su uputili na znacajnu razliku (F=32,63,
p=0,003; ANOVA) u kaspaznoj aktivnosti izmedu kontrolnih i neurona podvrgnutih razli¢itim
tretmanima (Slika 24.). Pritom je uoceno znacajno povecanje kaspazne aktivnosti neurona
tretiranih oligomerima AB42 u odnosu na kontrolne neurone. U slucaju kotretmana BDNF-om 1
oligomerima AP42, rezultati su pokazali znaCajan ucinak na smanjenje kaspazne, i posredno

apoptotske, aktivnosti u odnosu na stanice tretirane samo oligomerima Ap42.
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Slika 24. Promjena kaspazne aktivnosti u neuronima izoliranim iz embrija C57BL/6 miseva uslijed
kotretmana oligomerima beta amiloid 42 (A) konecntracije 10 uM i mozdanim neurotrofnim
¢imbenikom (BDNF) koncentracije 100 ng/mL. Vrijednosti su prikazane kao postotak promjene u odnosu
na netretirane stanice (Kontrola) i to kao srednja vrijednost + standardna devijacija. (n=6) *p=0,037 prema
Kontroli, post-hoc Dunett test; “p=0,012 prema tretmanu AP, post-hoc Dunett test
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5. RASPRAVA

S obzirom na neprekidno rastuci broj oboljelih od Alzheimerove bolesti i tezinu klinicke slike koju
uzrokuje, postoji sve veca potreba za pronalazenjem prikladne terapije i unaprjedenjem postojecih
medicinskih pristupa. Zbog dokazanog zastitnog djelovanja BDNF-a na neuronsku toksi¢nost
uzrokovanu peptidom AP (Arancibia i sur., 2008; Kitiyanant i sur., 2012), primjena BDNF-a je
jedan od potencijalnih terapijskih pristupa za AB. Cilj ovog rada bio je ispitati potencijalni u¢inak
BDNF-a u prevenciji stanicne smrti, odnosno promicanju prezivljenja neurona, primjenom
primarne kulture miSjih neurona tretiranih oligomerima Ap42 kao modelom Alzheimerove bolesti

in vitro.

Rezultati testova kojima je u ovom istrazivanju ispitana vijabilnost stanica, potvrdili su postignute
uvjete modela AB-a in vitro primjenom 10 uM AP42 oligomera tijekom 24 sata, ¢ime je
omoguceno provodenje daljnih testova. Navedeni rezultati (Slika 14.) su u skladu sa dosadasnjim
istrazivanjima (Kitiyanant i1 sur., 2012) koja su pokazala da tretman AP1-42 monomernim,
oligomernim 1 fibrilarnim AB1-42 peptidima rezultira padom vijabilnosti ovisnim o koncentraciji,
u rasponu 0,1-10 uM. Izlaganje 10 uM AP42 oligomerima je izazvalo najvecu toksicnost (Slika
15., Slika 16., Slika 17., Slika 18., Slika 19., Slika 20.). U ovom radu je pokazano da, u odnosu na
tretmane monomerima i polimerima, najveci utjecaj na vijabilnost neurona ima primjena oligomera
AP42 (Slika 14.) kao Sto su pokazali Cizas i sur. (2010). Naime, njihovi rezultati pokazuju da
sinteti¢ki pripremljeni oligomeri uzrokuju smanjenje vijabilnosti neurona Stakora za 40% u
usporedbi s vijabilno$¢u kontrolnih kultura nakon 24-satne inkubacije, dok monomeri i fibrili nisu
imali utjecaja na vijabilnost kortikalnih neurona. Takoder, Dahlgren i sur. (2001) su ispitali u¢inak
oligomernih 1 fibrilarnih vrsta peptida AP na vijabilnost stanica miS§jih neuroblastoma nakon
izlaganja u trajanju 20 sati. Pri tome su pokazali da tretman oligomerima AP42 znac¢ajno smanjuje
vijabilnost neurona u usporedbi s fibrilarnim i neagregiranim vrstama pri 0,01, 0,1 i 1,0 pM.
Nadalje, Resende i sur. (2008) su u primarnoj kulturi embrionalnih kortikalnih neurona stakora
tretiranoj sa svjezim ili starim AB1-42 oligomerima, pokazali da su obje vrste toksi¢ne za neurone,
smanjenje vijabilnosti stanica i ve¢e povecanje apoptotske smrti od AB1-42 preparata obogacenim

fibrilima.
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U svrhu ispitivanja ucinka tretmana misjih neurona oligomerima AB42, u ovom je radu potvrdena
promjena ekspresije proteina BCL-2 (Slika 21.), inaCe regulatora apoptoze, s 9% na 18,7% nakon
tretmana oligomerima AP42 u koncentraciji od 10 uM §to ukazuje na aktivaciju BCL-2 signalnog
apoptotskog puta u tretiranim stanicama. Osim $to dobiveni rezultat potvrduje toksic¢ni ucinak
primjene 10 pm AB42 oligomera, takoder navodi na zakljucak da opisani tretman djeluje na nacin
da izaziva apoptozu tretiranih neurona. Istrazivanje provedeno na primarnoj kulturi ljudskih
neurona (Paradis i sur., 1996) pokazalo je da primjena oligomera AB42 u koncentraciji 100 nM
smanjuje razinu BCL-2 1 povecava razinu BAX proteina, te time mijenja anti-apoptotsku zastitnu
ravnotezu i povecava osjetljivost tih stanica na oksidativni stres. Mehanizam apoptoze nadziran
proteinom BCL-2 jos se naziva i unutarnjim ili mitohondrijskim putom apoptoze (Wang, 2001) te
ga nadziru pro- i anti-apoptotski ¢lanovi velike obitelji proteina BCL-2. U zdravim stanicama anti-
apoptotski proteini, poput proteina BCL-2, BCL-XL (od engl. B-cell lymphoma-extra large),
MCL-1 (od engl. Myeloid cell leukemia-1), BCL-W (od engl. B-cell lymphoma-W), smjestenih u
vanjskoj membrani mitohondrija, odrZzavaju prezivljenje stanica inhibirajuéi aktivnost izvrSnih pro-
apoptotskih proteina BAX i BAK (od engl. BCL-2 homologous antagonist/killer), odgovornih za
stani¢nu smrt (Kelly i Strasser, 2020). Kao odgovor na unutarstani¢ni stres, kao $to su nedostatak
¢imbenika rasta, oSte¢enje DNA ili pogreske u smatanju proteina, dolazi do transkripcijskog ili
posttranskripcijskog povecanja proteina koji imaju samo domenu BH3 (od engl. Bcl-2 Homology
3) kao sto su PUMA (od engl. p53 upregulated modulator of apoptosis), BID (od engl. BH3-
interacting domain death agonist ), BAD (BCL2 Associated Agonist Of Cell Death), HRK (od
harakiri) i BIK (od engl. BCL2 Interacting Killer) (Puthalakath i Strasser, 2002). Pritom se proteini
koji sadrze samo domenu BH3 visokim afinitetom vezu za anti-apoptotske proteine porodice BCL-
2 proteine i dovode do oslobadanja proteina BAX i BAK ¢ijom aktivacijom dolazi do stvaranja
oligomera. Ovi oligomeri izazivaju permeabilizaciju vanjske membrane mitohondrija sto vodi ka
oslobadanju citokroma C te pro-apoptotskog mitohondrijskog proteina Smac/DIABLO (od engl.
Second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding protein
with low pl) u citosol. U citosolu Smac/DIABLO djeluje kao antagonist inhibitora apoptoze (I1AP)
te na taj naCin omogucava aktivaciju kaspaza koje dalje cijepaju niz stani¢nih proteina i omogucuju

odvijanje apoptoze (Wang, 2001).

Sukladno rezultatima dosadasnjih istrazivanja (Arancibia i sur. 2008), u ovom istrazivanju je

pokazano da kotretman BDNF-om na modelu Alzheimerove bolesti in vitro dovodi do povecane
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vijabilnosti tretiranih neurona u odnosu na stanice tretirane samo oligomerima AB42 (Slika 22.,
Slika 23.). Najveca vijabilnost postignuta je pri koncentraciji od 100 ng/mL. BDNF-a. Arancibia i
sur. (2008) su pokazali da BDNF ima zastitne u¢inke na neurone kod toksi¢nog djelovanja peptida
AP in vivo i in vitro. BDNF je znac¢ajno zastitio kortikalne neurone od toksi¢nog ucinka AB1-42 i
AB25-35 primijenjenih u koncentraciji 20 pM. U istom tom istrazivanju je takoder potvrdeno da
je zastita ovisna o dozi (Pike i sur.,1995; Yao i sur., 2005; Geci i sur., 2007) te je znacajna pri
koncentraciji BDNF-a 10 ng/mL, a maksimalna pri 50 ng/mL za toksi¢nost izazvanu AP25-35.
Ipak, zastita od toksi¢nosti izazvane AB25-35 je bila djelomic¢na (oko 80%) dok je pri 50 ng/mL
bila potpuna za toksicnost izazvanu AB1-42. Pri 100 ng/mL, zastitni u¢inak BDNF-a je nadmasio
kontrolnu skupinu, vjerojatno zastitom stanica od prirodne smrti. Sli¢no tome, Kitiyanant i sur.
(2012) su tretirali kulture septalnih neurona stakora BDNF-om i u ko-kulturi s genetski
modificiranim ljudskim neuralnim progenitorskim stanicama (hNPC) koje su izlucivale
neurotrofne ¢imbenike. Rezultati su pokazali da su u oba slucaja kulture neurona bile zasti¢ene od
smrti stanice izazvane oligomernim peptidom API1-42. Prema tome, pomocu hNPC bi se
potencijalno mogli oslobadati neurotrofni ¢imbenici izravno u mozak zahvac¢en AB-om. Daljnje

studije na zivotinjskim modelima AB-a su potrebne za potvrdu potencijala in vivo.

Kako je u ovom istrazivanju pokazano da tretman oligomerima AB42 izaziva neurotoksi¢ne ucinke
tako Sto potice 1 apoptozu tretiranih stanica (Slika 21.), ispitan je u¢inak kotretmana oligomerima
AB42 i BDNF-om na proces apoptoze u tretiranim stanicama prateci aktivnost kaspaza 31 7 u
tretiranim i kontrolnim neuronima. Kaspaze 3 i 7 su efektorne kaspaze koje uslijed dokidanja
aktivnosti [AP-a cijepaju Siroki set proteina S$to rezultira karakteristicnim morfoloskim i
biokemijskim obiljezjima apoptoze kao sto su izlaganje fosfatidilserina, kondenzacija jezgre i
fregmentacija genomske DNA (Lamkanfi i Kanneganti, 2010). Dvije kaspaze imaju preklapajuce,
ali i razlicite uloge u apoptozi. Tako je na primjer pokazano da je kaspaza 3, a ne kaspaza 7, klju¢na
za pojavu odredenih karakteristika apoptoze kao Sto je fragmentacija DNA i cijepanje poli-(ADP-
ribozil) polimeraze 1 kod apoptoze misjih embrionalnih fibroblasta izazvane izlaganju UV svjetlu
(Lakhani et al., 2006). Osim toga, biokemijska istrazivanja pokazala su da postoje razlike u
afinitetu kaspaza 3 i 7 prema razliCitim vrstama proteina pri ¢emu je kaspaza 7 selektivnija, ali se
cijepanje odredenih supstrata, poput koSaperona p23, dogada ces¢e djelovanjem kaspaze 7 nego
kaspaze 3 (Walsh et al., 2008). Rezultati ispitivanja aktivnosti kaspaza u ovom istrazivanju

pokazala su njihovu znacajno smanjenu aktivnost nakon tretmana neurona BDNF-om (Slika 24.) 1
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time dodatno potvrdili neuroprotektivan uc¢inak BDNF-a, §to je u skladu s ocekivanjima i
dosadasnjim istrazivanjima (Marin i sur., 2000; Arancibia i sur., 2008; Resende i sur., 2008;
Kitiyanant i sur., 2012). Naime, Marin i sur. (2000) pokazali su da AB25-35 inducira apoptozu
stanica preko aktivacije kaspaze 3 u kulturi kortikalnih neurona stakora. Osim toga, Resende i sur.
(2008) su pokazali da se rana aktivacija apoptoze javlja nakon izlaganja svjezem AP1-42.
Ispitivanje aktivnosti kaspaze 3, efektorske kaspaze u putu apoptotske stanicne smrti, pokazalo je
da tretman svjezim AP42 koncentracije 5 mol/L u kortikalnim neuronima inducira aktivaciju
kaspaze 3 nakon 12 sati. Sli¢an u¢inak neurotrofina je pokazan u rezultatima Calissano i sur. (2008)
koji su ispitali u¢inak deprivacije NGF-a u primarnim hipokampalnim i kortikalnim neuronima te
ustanovili da se nakon uklanjanja NGF-a aktivira amiloidogeni put s posljedi¢nim unutarstani¢nim

1 izvanstani¢nim nakupljanjem peptida AP 1 apoptotskom smrcu.

Pokazano je da BDNF u hipokampalnim (Zeng i sur., 2010) ili entorinalnim kortikalnim rezovima
(Criscuolo i sur., 2015) takoder sprjecava poremecaj dugoronog potenciranja induciranog s AB1-
42. Nedostaju informacije o moguc¢im ucincima BDNF-a na proizvodnju AP i medureakciju
BDNF-a i proteina Tau (Tanila, 2017). Jedno istrazivanje sugerira da BDNF promice obradu APP
prema putu a-sekretaze u stanicnim linijama neurona (Holback, 2005), ali nema podataka o
ucincima BDNF-a na obradu APP u primarnim neuronima (Tanila, 2017). Takoder, pretpostavlja
se da bi signalizacija BDNF putem receptora TrkB i aktivacija puta PI3K-Akt trebala prigusiti
aktivnost glikogen-sintaza-kinaze 3 svojom inhibitornom fosforilacijom (Tanila, 2017). Elliott i
sur. (2005) su uocili defosforilaciju tau na nekoliko mjesta, ukljucujuci uobicajeno mjesto ATS
povezano s AB, u neuronskim stanicama nakon stimulacije BDNF-om. Pokazalo se da je uc¢inak
posredovan putem PI3K-Akt, medutim potrebno je istraziti moze li se isti u¢inak pronaci u
primarnim neuronima (Tanila, 2017). Tanila (2017) je takoder pokazao da razine BDNF-a u mozgu
mogu ovisiti o rezultirajuéem AP agregacijskom stanju. Osim toga, Peng i sur. (2009) su otkrili
povezanost izmedu smanjene razine BDNF-a i povecane razine velikih AP oligomera. Takoder,
Rantamaki i sur. (2013) su utvrdili da se imunoreaktivnost BDNF-a koncentrira oko amiloidnih
plakova, §to sugerira da se BDNF moze 'zarobiti' u amiloidnim plakovima, gdje nije dostupan
neuronima za svoje primarne funkcije. To takoder implicira da funkcionalna razina BDNF-a u
podrucju mozga gdje su plakovi moze biti niza od ukupne razine BDNF-a (Tanila, 2017). Pad
razine BDNF-a u mozgu vjerojatno ne uzrokuje amiloidnu ili tau patologiju, ali ¢ini se da doprinosi

smanjenoj sinaptickoj plasti¢nosti i pamcéenju u AB-u (Tanila, 2017).
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Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju (Slika 22., Slika 23.) potvrduju potencijal BDNF-a u
prevenciji stani¢ne smrti, vjerojatno uklju¢uju¢i i mehanizme programirane stani¢ne smrti (Slika
24.), te sukladno tome ukazuju na potrebu daljnjih istraZivanja kojima ¢e se utvrditi tocni
mehanizmi djelovanja BDNF-a na ublazavanje neurotoksi¢nih u¢inaka uzrokovanih oligomerima
AB. Znacajna promjena vijabilnosti nakon kotretmana neurona BDNF-om ukazuje na potrebu za
ulaganje daljnjih napora u zaobilazenje problema farmakokinetike BDNF-a (Tanila, 2017)
prikladne za sustavnu primjenu. S obzirom da je ovo istrazivanje provedeno na modelu in vitro
koji obuhvaca samo utjecaj oligomera A, buduca istrazivanja bi trebala uz navedeno sadrzavati i

karakteristike tau patologije koja je takoder klju¢na znacajka Alzheimerove bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

Uspostavljena je primarna kultura kortikalnih neurona misa soja C57BL/6.

Testovi metabolicke aktivnosti i vijabilnosti stanica te testovi citotoksi¢nosti su pokazali da je
optimalni model AB-a in vitro uspostavljen primjenom 10 pM AB42 oligomera tijekom 24 sata, u

kulturi kortikalnih neurona misa soja C57BL/6.

Mjerenjem aktivnosti proteina BCL-2 je utvrdena povecana apoptotska aktivnost u uspostavljenom

modelu AB-a in vitro.

Mjerenjem vijabilnosti stanica i kaspazne aktivnosti pokazano je da BDNF primjenjen pri
koncentraciji od 100 ng/mL, tijekom 24 sata, djeluje neuroprotektivno te takva njegova primjena
smanjuje apoptotsku aktivnost na modelu AB-a in vitro.
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2018.-2022.

2015.-2018.

Radno iskustvo:

2020.-2022.

2020.-2022.

2021.

2020.-2021.

2019.-2020.

20109.

Katarina Stuli¢

14.01.1997.

Diplomski sveucili$ni studij Molekularna biologija

Sveuciliste u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Bioloski
odsjek, Zagreb (Republika Hrvatska)

Preddiplomski studij Biologija i ekologija mora

Sveuciliste u Splitu, Sveucili$ni odjel za studije mora, Split (Republika
Hrvatska)

Suradnik za farmakovigilanciju
Primevigilance d.o.0. Zagreb
Online instruktor iz biologije
Teachme d.0.0. Zagreb
Laboratorijska stru¢na praksa

Institut Ruder Boskovi¢, Zavod za molekularnu medicinu, Laboratorij za
molekularnu neuropsihijatriju

Mentorica: dr.sc. Gordana Nedi¢ Erjavec

Student asistent

Muzej prekinutih veza d.o.o. Zagreb

Student asistent

Javna ustanova Maksimir, Zagreb

Laboratorijska stru¢na praksa

Prirodoslovno-matematicki fakultet, Bioloski odsjek, Zavod za animalnu
fiziologiju

Mentor: prof.dr.sc. Dubravka Hranilovi¢
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Dodatno:

Hrvatski kongres farmakologije s medunarodnim sudjelovanjem (2019.)
Manifestacija koja promice znanost.

Festival znanosti (2016., 2017., 2018.)

Manifestacija koja promice znanost.
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