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Popis kratica

AR — peptid amiloid beta

AB4o — peptid amiloid beta 40

A4, — peptid amiloid beta 42

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

AICD — unutarstani¢na domena proteina APP (engl. APP intracellular domain)
APP — prekursor proteina amiloid beta

sAPPa/B — topivi oblici N-terminalnog odsjecka proteina APP dobivenog nakon cijepanja
enzimom a-, odnosno P-sekretazom

CHO - stanice jajnika kineskog hrcka (engl. chinese hamster ovary)
CHOwt — stanice jajnika kineskog hrcka divljeg tipa
CHO NPC17— CHO NPC1-null, stanice jajnika kineskog hrcka koje nemaju gen NPC1

CTFa/p (C83/C99) — C-terminalni odsjecak proteina APP dobiven nakon cijepanja enzimom
o-, odnosno B-sekretazom

LDL — lipoprotein male gustoée (engl. low density lipoprotein)

LSD — lizosomske bolesti nakupljanja (engl. lysosomal storage disorders)
NPC — bolest Niemann-Pick tipa C

NPC1 — protein Niemann-Pick tipa C1

NPC2 — protein Niemann-Pick tipa C2

PS1 — presenilin 1

PS2 — presenilin 2

SLSD — bolesti nakupljanja lipida (engl. sphingolipid storage disorders)
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Uvod

Alzheimerova bolest (AB) je neurodegenerativna bolest i najéesc¢i oblik demencije
(na AB otpada 50-70% svih oblika demencije). Smatra se da od nje boluje 25 milijuna ljudi
Sirom svijeta, a u razvijenim zemljama je Cetvrti najéeséi uzrocnik smrti (Hartmann i sur.
2007). S obzirom da se AB javlja u starijoj Zivotnoj dobi, strahuje se da ¢ée s povecanjem
kvalitete Zivota pa tako i s poveéanjem broja starijih osoba, broj osoba s ovom bolesti
kontinuirano rasti. Predvida se da ¢e broj oboljelih dose¢i 81 milijun u 2040. god. ukoliko
se uskoro ne pronade oblik lije€enja koji bi usporio progresiju bolesti ili sprijeio njen

nastanak.

Alzheimerovu bolest je prvi opisao njemacki lijecnik Alois Alzheimer jos 1906.
godine te je po prvi puta identificirao tipicne patoloSke lezije u mozgu pacijenata s AB:
amiloidne plakove (engl. amyloid/senile plaques) i neurofibrilarne ¢vorove (engl.
neurofibrillary tangles), koji su i danas glavne patoloske karakteristike bolesti. Naime,
definitivna dijagnoza AB jo$ uvijek se moZze dobiti samo dokazom prisutnosti amiloidnih
plakova i neurofibrilarnih niti u mozgu, a za vrijeme Zivota se moZe govoriti samo o

vjerojatnoj ili mogucoj dijagnozi Alzheimerove bolesti.

Simptomi bolesti se pogorsavaju s vremenom, te u konadnici bolest zavrsava
fatalno. Jos uvijek ne postoji adekvatan lijek, no mogu se tretirati simptomi bolesti kako bi
Zivot s AB bio laksi i ugodniji. Zbog sve veceg broja oboljelih postoji zajednicki svjetski
napor u pronalazenju boljih nacina lije€enja, sprijeCavanju njenog nastanka i usporavanju

razvoja Alzheimerove bolesti.

Povijest Alzheimerove bolesti

Progresivne mentalne bolesti koje su zahvacale stariju populaciju su bile opisivane
stolje¢éima. Medutim, tek je Dr. Alois Alzheimer specifi¢no identificirao niz abnormalnosti
u mozgu takvih pacijenata, povezao ih sa simptomima i klasificirao kao bolest. U
studenom 1906. Alzheimer je izloZio slucaj njemackim neuropsihijatrima u predavanju
pod naslovom “Ueber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde” (njem. , O izuzetnoj
bolesti mozdane kore“). lzloZzio je slucaj 55-godiSnje Auguste Deter, koja je postala

dementna u relativno mladoj dobi. Augusta je imala probleme s pamdenjem,
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neutemeljene sumnje da joj je suprug nevjeran, poteskoce u razgovoru i razumijevanju.
Njeni simptomi su se ubrzano pogorsavali, te je umrla nekoliko godina nakon pocetka
promatranja. Pri autopsiji mozga, Alzheimer je primijetio da je kod pacijentice doslo do
smanjenja volumena mozga, pogotovo moZdane kore, a pod mikroskopom je uocio
naslage u krvnim Zilama, mrtve Zivéane stanice, te patoloSke naslage oko stanica

(amiloidne plakove) i neurofibrilarne ¢vorove unutar stanica (Verhey 2009).

Slika 1. Alois Alzheimer, njemacki psihijatar i neuropatolog (1864.-1915.). (Slika preuzeta s www.alz.org)

Klinicke karakteristike Alzheimerove bolesti
lako svaki pacijent moZe individualno dozZivjeti bolest, postoje mnogi zajednicki
simptomi. Najranije simptome je vrlo tesko uociti i lako ih je zamijeniti za obiéne

poteskoce koje dolaze sa starenjem. Postoji nekoliko stadija bolesti (Forstl i Kurz 1999).

Prvi ili blagi stadij moze trajati od 2 do 4 godine. Oboljeli su manje Zivahni,
pokazuju manje gubitke pamcenja, promjene raspoloZenja, sporo uce i reagiraju. Pocinju
izbjegavati ljude i odredena mjesta, postaju zbunjeni, imaju poteskoéa pri planiranju i
organiziranju, lako se izgube i slabo procjenjuju situacije. Imaju poteskoce pri obavljanju
svakodnevnih zadaéa, u komuniciranju, u razumijevanju napisanog. Zbog pojave

navedenih simptoma, pojedinci mogu postati ljuti i frustrirani.

Drugi ili umjereni stadij moZe trajati od 2 do 10 godina. Pacijenti mogu joS uvijek
obavljati neovisno jednostavne zadace, ali treba im pomoc¢ pri obavljanju sloZenih.
Zaboravljaju nedavne dogadaje i svoju vlastitu proslost, postaju joS viSe izgubljeni i

5
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odvojeni od stvarnosti. Sjecanja davne proslosti se ispreplicu s nedavnim dogadajima.
Imaju poteSkoée u prepoznavanju osoba. Pojavljuju se problemi s govorom i
razumijevanjem, Citanje i pisanje je otezano, a pojedinci mogu poceti i izmisljati rijeci.
Vise ih nije sigurno ostavljati same. Kako oboljeli postaju svjesni svog teZeg stanja,

postaju sve viSe depresivni, nemirni, apati¢ni i povlace se u osamu.

Tredi ili krajnji stadij traje od 1 do 3 godina. Tijekom ovog finalnog stadija, ljudi
izgube sposobnost samostalnog hranjenja, sposobnost govora, prepoznavanja ljudi i
kontroliranja tjelesnih funkcija. Pamcenje se pogorsava. Nuzna je stalna njega. U stanju
opce oslabljenosti, pacijenti mogu biti podlozni i drugim bolestima: koZznim infekcijama,

disnim problemima (Forstl i Kurz 1999).

Neuropatoloske karakteristike Alzheimerove bolesti

Neuropatologija Alzheimerove bolesti je karakterizirana agregatima izvanstani¢nog
peptida amiloid beta (AB), formiranjem neurofibrilarnih ¢vorova, neuronskom i
sinaptickom disfunkcijom, gubitkom neurona i sinapsi, neurovaskularnom disfunkcijom,

upalnim procesima i oksidativnim stresom (Selkoe 2001).

Slika 2. Senilni plakovi (lijevo) i neurofibrilarni ¢vorovi (desno). Bielschowski obojanje. (Slika preuzeta s
http://neuropathology.neoucom.edu/chapter9/chapter9bAD.html)

Senilni plakovi su guste, sferi¢ne, izvanstani¢ne nakupine u mozdanoj kori. Variraju
u velicini, ali su uglavnhom do 100 mikrona u promjeru. Sastoje se ve¢inom od peptida AB i
stanicnog materijala. Postoji cijeli niz razliCitih struktura i tekstura senilnih plakova u

mozgu AB pacijenata (Cruz i sur. 1997). Neurofibrilarni ¢vorovi su nakupine tau proteina u
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tijelu neurona. Hiperfosforilacija proteina tau uzrokuje njegovo agregiranje i stvaranje
netopivih ¢vorova (Selkoe 2001). | senilni plakovi i neurofibrilarni ¢vorovi se mogu pojaviti
neovisno. Upravo cinjenica da se neurofibrilarni évorovi mogu pojaviti neovisno o
nakupinama AR, upucuje da se ¢vorovi mogu javiti kao sekundarna posljedica. Sve je vise
dokaza da su ¢vorovi jedan od citoloSkih odgovora neurona na nakupljanje AB, te je
prevladavajuce misljenje da su primarne lezije u Alzheimerovoj bolesti nakupine peptida

AB tj. senilni plakovi (Hardy i Selkoe 2002).

Molekularna osnova Alzheimerove bolesti - procesiranje proteina APP

Prema hipotezi amiloidne kaskade, promijenjen metabolizam i nakupljanje peptida
amiloid beta (AB) je glavni uzro€nik nastanka AB. Ostali simptomi, ukljucujuéi formiranje
neurofibrilarnih ¢vorova, nastaju kao rezultat neravnoteze izmedu stvaranja i odvodenja
peptida AB (Hardy i Selkoe 2002). Peptid AB nastaje cijepanjem prekursora proteina
amiloid beta (APP).

APP je ¢lan obitelji konzerviranih membranskih proteina tipa I, koja uklju¢uje APL-1
u C. elegans, APPL u D. melanogaster, te APP, APP like protein 1 i 2 (APLP1 i APLP2) u
sisavaca. Zanimljivo, AB domena nije ouvana, te je karakteristicna samo za APP (Zheng i
Koo 2006). APP obuhvada heterogenu grupu proteina veliku od 110 do 140 kDa (Selkoe i
sur. 1988). Ova heterogenost proizlazi iz alternativnog izrezivanja (engl. splicing), ¢ime
nastaju tri glavne izoforme od 695, 751 i 770 aminokiselina; kao i zbog razlicitih
posttranslacijskih modifikacija, ukljucujuéi N- i O-glikozilaciju, sulfataciju i fosforilaciju
(Hung i Selkoe 1994). Oblici proteina APP dugi 751 i 770 aminokiselina su eksprimirani
uglavhom u neneuronskim stanicama tijela, te manje u neuronima; dok je 695
aminokiselina duga forma proteina APP visoko eksprimirana u neuronima, te vrlo nisko u

ostatku organizma (Haass i sur. 1991).

Prekursor proteina amiloid beta (APP) se cijepa s najmanje 3 proteaze, nazvane q,
B iy (Slika 3). Cijepanje s a- i B-sekretazom u ekstracelularnom dijelu rezultira s
nastajanjem velike topive podjedinice koju nazivamo sAPPa ili SAPPB (engl. soluble APP
a/B), te membranski vezanog a ili B C-terminalnog odsjecka (engl. CTF, carboxy terminal
fragment; C83/C99). y-Sekretaza cijepa a i B C-terminalne odsjecke (C83/C99) unutar

njihove transmembranske domene stvarajuci 3 kDa velik produkt p3 (u kombinaciji s a-
7
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sekretazom) ili 4 kDa velik produkt AB peptid (u kombinaciji s B-sekretazom), te

unutarstanicne domene APP-a (AICD, engl. APP intracellular domain) (Zheng i Koo 2006).

EC ™ IC
LL AP
P 9 /4
B o
GZW p-secretase
APPsa. APPsf
2L L L
o
N7 | [ —/4
APP-CTFa. APP-CTFp
t
1 4
l y-secretase y-secretase
B S som—
———Xo0H AICD e XO0H. AICD

Slika 3. Shematski prikaz procesiranja proteina APP. EC: izvanstani¢ni; TM: transmembranski; IC:
unutarstanicni. (Slika preuzeta iz Zheng H. i Koo, E.H. (2006). The amyloid precursor protein: beyond
amyloid. Mol Neurodegener 3, 1-5.)

Nekoliko cink metaloproteaza, uklju¢uju¢i TACE/ADAM17 (engl. tumor necrosis a-
converting enzyme; a disintegrin and metalloprotease), ADAM9, ADAM10 i MDC-9, mogu
cijepati APP na a-sekretoznom mjestu lociranom unutar AR domene. Nastali SAPPa imaju

ulogu u zastiti i razvoju neurona (Annaert i De Strooper 2000).

Glavna neuronska B-sekretaza je transmembranska aspartil proteaza BACE1 (engl.
B-site APP cleaving enzyme). BACE1 je uglavnhom eksprimiran u neuronima, enzim
funkcionira optimalno pri nizem pH, te se stoga veéinom nalazi u Golgijevom aparatu i

lizosomima (Vassar i sur. 1999). B-sekretaza ima vedi afinitet za oblike proteina APP koji
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imaju tzv. Swedish mutaciju, koja je uzrocnik nasljednog oblika AB (Annaert i De Strooper
2000).

v-Sekretaza cijepa peptidnu vezu unutar hidrofobnog okruzenja stani¢ne
membrane. Ovaj enzim ne cijepa samo APP, ve¢ i druge transmembranske proteine, npr.
APLP1, APLP2, Notch 1-4, ErbB-4, E-cadherin, LRP, Nectin, Jagged, CD44. Kompleks
ukljuCuje presenilin 1 (PS1), presenilin 2 (PS2), nikastrin, APH1 (engl. anterior pharynx
defective) i PEN2 (engl. presenilin enhancer). Ova posljednja tri su vjerojatno kofaktori u
kompleksu, dok presenilini ¢ine aktivni centar y-sekretaze (Kimberly i sur. 2000).

APP ima brojne fizioloSke funkcije u organizmu, a mnoge od njih su jo$ uvijek
neotkrivene. APP je bitan tijekom razvoja mozga, nuzan je za razvoj i adheziju neurona, te
razvoj aksona. Ukljucen je u stani¢nu mobilnost i regulaciju transkripcije, veZe se za razne
komponente izvanstani¢nog matriksa kao $to su heparin i kolagen 1, regulira promet iona
bakra i cinka (Kimberly i sur. 2001; Nikolaev i sur. 2009). APP je bitan zbog uloge u funkciji
neurona i sinapsi, te je stoga vrlo slozeno reguliran. Ukljuéen je u Notch signalni put,
apoptozne signalne puteve, a promjene u signalnim putevima u kojima sudjeluje dovode

do AB patologije (Zheng i Koo 2006).

Ranije se smatralo da je stvaranje AP patoloski dogadaj, medutim, kasnije se
otkrilo da se radi o normalnom metabolickom procesu, te je peptid detektiran u plazmi i
cerebrospinalnoj tekudéini zdravih osoba tijekom cijelog Zivota (Shoji i sur. 1992). Smatra
se da ima ulogu u reduciranju metala, te da se radi o lipofilnom helatoru metala. AB veze
bakar, cink i Zeljezo, ujedno se veZe i za lipoproteine i apolipoproteine u cerebrospinalnoj
tekudini i na HDL (engl. high density lipoproteins) Cestice u plazmi, inhibirajuéi oksidaciju

lipoproteina (Walter i sur. 1997).

Dakle, iako se prvotno smatralo drukdcije, istrazivanja su pokazala da je AP
normalni metabolicki produkt svake stanice (Haass i sur. 1992). U normalnim uvjetima se
peptid AB odvodi i uklanja iz neurona. Upravo neravnoteza izmedu proizvodnje i
uklanjanja se smatra primarnim dogadajem koji dovodi do nastanka Alzheimerove bolesti,
kao i promijenjeno procesiranje proteina APP u vidu povecanog stvaranja AB. Ovome u
prilog idu i ¢injenice da se mutacije koje uzrokuju nasljedni oblik Alzheimerove bolesti

nalaze u genima za APP i za enzime koji ga procesiraju (PS1 ili PS2).
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Veza izmedu kolesterola i Alzheimerove bolesti

Prva indikacija da bi lipidi mogli igrati vaznu ulogu u procesiranju proteina APP i
proizvodnji AP je proizisla iz Cinjenice da su svi proteini ukljueni u procesiranje
transmembranski. Stovise, y-sekretaza cijepa peptidnu vezu usred hidrofobnog okruZenja
stani¢ne membrane (Grziwa i sur. 2003). Mozak je kolesterolom najbogatiji organ u tijelu i
sadrZi oko 25% ukupnog tjelesnog kolesterola. Kolesterol je ujedno esencijalni faktor svih
stani¢nih membrana. Postoji sve vise dokaza za postojanje veze izmedu poviSene razine
AB i kolesterola. Pokazano je da statini, lijekovi koji se koriste u lijeCenju
hiperkolesterolemije, a djeluju tako da sprjec¢avaju de novo sintezu kolesterola inhibirajuci
3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) reduktazu, smanjuju proizvodnju AR
(Wolozin i sur. 2000). Prisutnost E4 izoforme apolipoproteina E, esencijalne molekule u
metabolizmu kolesterola je snaZan rizican faktor za razvoj AB (Corder i sur. 1993).
Prehrana bogata kolesterolom povisuje razinu AB u transgeni¢nih miseva (Refolo i sur.
2000). Supresija de novo sinteze kolesterola smanjuje stvaranje AB in vivo i in vitro (Frears
i sur. 1999; Refolo i sur. 2001; Simons i sur. 1998). Protein APP kao i B- i y-sekretaza su
smjesteni u membranama bogatim kolesterolom i sfingolipidima, tzv. lipidnim splavima
(od engl. lipid rafts) (Riddell i sur. 2001), a kolesterol pospjesuje cijepanje proeina APP y-
sekretazom (Wahrle i sur. 2002). Nadalje, nivoi ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola
(engl. low density lipoproteins), ali ne i HDL-kolesterola u serumu koreliraju s koli¢inom
AB42 U mozgu pacijenata s AB (Kuo i sur. 1998). Medutim, unato€ svim ovim nalascima,
detaljan mehanizam djelovanja kolesterola na stvaranje/razgradnju peptida AR jos uvijek

nije poznat.

Niemann Pickova bolest tipa C

Osim u Alzheimerovoj bolesti, veza izedu kolesterola i peptida AB je uocena i u
Niemann Pickovoj bolesti tipa C (NPC) (Distl i sur. 2003). Radi se o autosomalnom,
recesivnom poremecaju nakupljanja sfingolipida (engl. SLSD-sphingolipid storage disease)
koji je karakteriziran progresivnom neurodegeneracijom. Ovaj poremecaj je uzrokovan
mutacijom u NPC1 (95% slucajeva) ili u NPC2 genu. Klinicki simptomi bolesti (napadaji,
distonija, ataksija, disartrija, spazam, gubitak vida, promjene kognitivnih sposobnosti i

ponasanja) se javljaju u ranom djetinjstvu, a smrt obi¢no nastupa u tinejderskoj dobi.
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Trenutno ne postoji efikasno lije¢enje NPC bolesti (Vance 2006). Histolosko svojstvo
oboljelih je gubitak neurona, dok na stanichom nivou dolazi do nakupljanja
neesterificiranog kolesterola, sfingozina, glikosfingozina i sfingomijelina u kasnim
endosomima i lizosomima (Liscum i sur. 1989; Ory 2004). Za razliku od nekoliko drugih
sfingolipidoza, koje su rezultat nefunkcionalnog enzima, bolest NPC je rezultat

nefunkcionalnog transporta kolesterola unutar stanice (lkonen i Holtta-Vuori 2004).

Gen NPC1 kodira za transmembranski protein dug 1278 aminokiselina. Pet od 13
transmembranskih domena su senzorske domene za sterole (engl. SSD, sterol sensing
domains), koje posjeduju i neki enzimi uklju¢eni u metabolizam lipida: HMG-CoA (3-
hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A) reduktaza, SREBP (engl. sterol-regulatory element
binding protein), SCAP (engl. sterol cleveage-activating protein) i SREBP (engl. sterol-
regulatory element binding protein) (Carstea i sur. 1997). SSD domena je odgovorna za
direktno vezanje sterola i proteina modificiranih sterolima, a vec¢ina mutacija u ovoj
domeni proteina NPC1 je povezana s vrlo teSkim fenotipima bolesti, $to naglasava njenu
funkcionalnu vaznost (Park i sur. 2003). Protein NPC2 strukturno ne nalikuje NPC1.
Okarakteriziran je kao sekretorni glikoprotein koji se nalazi u lumenu kasnih endosoma, te
ima vrlo velik afinitet za vezanje kolesterola. Mutacije koje onemogucuju vezanje
kolesterola uzrokuju fenotip bolesti (Ko i sur. 2003). lako direktna interakcija proteina
NPC1 i NPC2 jo$ nije pokazana, Cini se da sudjeluju u istom putu (Subramanian i Balch

2008).

lako su oba proteina vrlo vazna u transportu lipida, njihova to¢na molekularna
uloga jos uvijek nije poznata. Smatra se kako je NPC1 posrednik u endosomalnom
sortiranju kolesterola i drugih lipida (loannou 2001), te je predloZzeno da funkcionira kao
transmembranska lipidna pumpa (Davies i sur. 2000). Nedavni dokazi upucuju na ulogu
NPC1 u regulaciji razine Ca?* iona u kasnim endosomima i lizosomima. Reguliranje razine
kalcija u NPC1”" stanicama ujedno predstavlja i novi pristup lijeCenju bolesti, posto
podizanje razine citosolnog kalcija normalizira NPC1 fenotip i produljuje preZivljavanje
NPC1 knock-out miseva (Lloyd-Evans i sur. 2008). NPC1 se nalazi na membrani kasnih
endosoma, te u manjoj mjeri u trans-Golgijevoj mrezi, reciklirajuéim endosomima i

endoplazmatskom retikulumu (Ory 2000). Nakon akulumacije kolesterola u kasnim
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endosomima uocena je lokalizacija NPC1 u kasnim endosomima i lizosomima (Garver i
sur. 2000; Higgins i sur. 1999). Uoceno je i premjestanje NPC1 u rane endosome u
stanicama tretiranima s U18666A" (Sugimoto i sur. 2001). Ovi podaci predlazu da se NPC1
nakon nakupljanja kolesterola i drugih lipida premjesta u ranije organele endocitoznog

puta.

U normalnim stanicama, kolesterol koji potjece iz LDL Cestica se oslobada u
lizosomima, odakle se prenosi u endoplazmatski retikulum (ER), te natrag na plazma
membranu. Medutim, ukoliko je protein NPC1 nefunkcionalan, kolesterol nece modi
prijeéi iz kasnih endosoma i lizosoma u ER, te pocinje njegovo nakupljanje u tim
organelima. Navedeni dogadaji uzrokuju ,zastoj u prometu lipida® (engl. lipid traffic jam)

(Puri i sur. 1999; Simons i Gruenberg 2000).

Kako je veza izmedu kolesterola i AB otkrivena i u bolesti NPC, ona se koristi kao
model za istrazivanje uloge kolesterola u patogenezi AB. Pronadeno je da nivo stani¢nog
kolesterola snazino utjece na akumlaciju peptida AB42, te njegovo nakupljanje u kasnim
endosomima, a nakupljanje AB42 je uoceno i u mozgu NPC1” transgenicnih miseva
(Yamazaki i sur. 2001). Pokazano je da je narusavanje normalnog prometa kolesterola
povezano s procesiranjem proteina APP. Nakupljanje kolesterola dovodi do redistribucije
PS1, poviSene aktivnosti y-sekretaze, akumulacije odsjecka C99, te povisene razine AByg i
AB4> (Burns i sur. 2003). Tretiranje neurona s U18666A je takoder rezultiralo poviSenim
razinama C99 i AB4,, koji su se nakupljali u ranim i kasnim endosomima (Jin i sur. 2004).

Medutim, to¢an mehanizam utjecaja kolesterola na nakupljanje AP se tek mora razjasniti.

! Spoj koji inducira nakupljanje kolesterola u kasnim endosomima
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Cilj rada

Cilj ovog rada bio je ispitati utjece li nakupljanje kolesterola u bolesti NPC na
smjestaj proteina APP i PS1 u organelima endocitoznog puta. Oéekujem da nakupljanje
kolesterola u ranim i kasnim endosomima te lizosomima u bolesti NPC uzrokuje
premjestanje proteina APP i PS1 u iste organele. Nadalje, pretpostavljam da promjena u
smjestaju ovih proteina dovodi do povecane sinteze peptida AP i odsje¢ka C99. Svi
oCekivani rezultati bi trebali pridonijeti objasnjenju utjecaja kolesterola na procesiranje

proteina APP te na nastanak Alzheimerove bolesti.
Ciljevi:

e napraviti stani¢ne linije stanica CHOwt (engl. Chinese Hamster Ovary) i CHO NPC1~
/- (CHO NPC1-null, stanice CHO kojima nedostaje NPC1 gen, te tako oponasaju NPC
bolest) koje stabilno eksprimiraju konstrukt HA-SEAP-APPwt, te provjeriti razinu
ekspresije  proteina APP western analizom i imunofluorescencijskom

mikroskopijom

e pratiti smjestaj proteina APP i PS1 u endocitoznom putu u gore navedenim

stabilnim stanic¢nim linijama metodom imunofluorescencijske mikroskopije

13
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Materijali i metode
Stanicne linije

KoriStene su stanice jajnika kineskog hrcka divljeg tipa (CHOwt) i stanice koje su
nul-mutanti za gen NPC1 CHO NPCl'/', dobivene od Dr. Daniel Oryja, Washington
University School of Medicine, St. Louis, SAD). Stanice su uzgajane u DMEM:F12 mediju
(1:1) (engl. Dulbecco Modified Eagle's Medium : Nutrient Mixture) (Gibco, SAD),
nadopunjenom s 10% fetalnog seruma goveda (FBS, Gibco), 2 mM L-glutaminom (Gibco) i
otopinom antibiotika penicilina (10 mg/mL, Gibco) i antimitotika streptomicina (25 ug/mL,

Gibco).

Stvaranje stabilnih stanic¢nih linija

Na ploce za uzgoj stanica promjera 10 cm nasadeno je 10° stanica, koje su
transfecirane konstruktom koji sadrzi APP cDNA (HA-SEAP-APPwt, dobiven ljubaznos$éu
Dr. Stefana Lichenthalera, Ludwig-Maximilians University, Miinchen, Njemacka), koristedi
Geneluice (Novagen, Njemacka) transfekcijski reagens. Transfekcijska smjesa se sastojala
od 100 pL DMEM-a (bez FBS-a), u koji je dodano 3 pL Geneluice-a i 2 ug DNA (konstrukt s
cDNA HA-SEAP-APPwt). Nakon 15-30 min inkubacije smjese pri sobnoj temperaturi,

smjesa je nakapana na stanice koje su bile 80% konfluentne.

24-48h nakon transfekcije, stanicama je promijenjen medij te je dodan isti medij
(DMEM/F12+10%FBS) s odgovarajuc¢im antibiotikom, u ovom slucaju puromicinom (10
ug/mL, Sigma, SAD). Sljedeéih dana je promatran rast/odumiranje stanica, a medij se
mijenjao po potrebi, svaka 2-3 dana. Netransfecirane stanice su brzo odumirale, a pocele
su se pojavljivati izolirane kolonije, koje su sve viSe rasle. Nakon sto su kolonije dostigle
odredenu veli¢inu, stanice su tripsinizirane, te nasadene u T-75 bocu. Nakon $to su
postigle konfluentnost, tripsinizirane su i smrznute na odgovarajuéi nacin do daljnje
upotrebe. Na ovaj nacin je dobivena mjeSovita kultura stabilnih stani¢nih linija (engl.

pooled stables).
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Slika 4. Vektor p12 KilA. HA-SEAP-APPwt se nalazi izmedu Hindlll i Nod restrikcijskih mjesta (poklon Dr. H.
Steinera).

Uspjesnost stabilne transfekcije je provjerena Western analizom proteina APP u

stani¢énom lizatu i imunofluorescencijom.

Bojanje slobodnog kolesterola filipinom

Kako bih odredila smjestaj slobodnog kolesterola, bojala sam stanice filipinom
(Filipin Complex, Sigma, SAD). Filipin je antibiotik izoliran iz aktinomiceta Streptomyces
filipinensis, ima svojstvo fluorescencije te se snazno veZe na slobodni kolesterol. Stanice,
uzgajane na stakalcima promjera 12 mm (Sarstedt, Njemacka) u ploc¢icama s 24 bunarica,
su isprane tri puta u puferu PBS, fiksirane 20 minuta u 4% paraformaldehidu u puferu PBS
na sobnoj temperaturi te ponovno isprane tri puta u puferu PBS. Stanice su bojane 30
minuta u filipinu (50 ug/mL) u puferu PBS, uz dodatak 10% seruma fetusa goveda (FBS,
Gibco). Stanice su ponovno isprane dva puta u puferu PBS i posljednji put u kvarcnoj (mQ)
vodi. Pokrovna stakalca su zatim uklopljena u mediju za uklapanje (Fluka) te promatrana

fluorescencijskim mikroskopom (OlympusBX51) pri ekscitaciji 360 nm i emisiji 465 nm.
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Priprava stani¢nog lizata

Za pripravu ukupnog stani¢nog lizata (engl. TCL, total cell lysate) stanice uzgajane
na ploci za uzgoj promjera 10 cm lizirane su pri konfluentnosti od 90-100%. Svi sljedeci
koraci izvodeni su na ledu. Stanicama je odsisan medij, te su isprane tri puta puferom PBS
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 8 mM Na;HPO, x 7 H,O, 1,4 mM KH,PO,4 pH 7,3). U
posljednjem ispiranju je bitno ukloniti $to je vise mogucée PBS-a. Stanice se potom liziraju
u 800 puL pufera Co-IP (50 mM Tris, pH7.6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP40, 0.5%
Triton X100) u koji je dodan koktel proteaznih inhibitora (Complete Mini Protease
inhibitor cocktail, Roche). Stanice se postruzu plasti¢nim strugaem stanica (engl. cell
scraper), a dobiveni lizati se prebace u ohladene tubice od 1.5 mL. Tubice su inkubirane
na ledu 10 min. Lizati se potom centrifugiraju 10 min, pri maksimalnoj brzini centrifuge od
13 200 rpm (15 600 g) pri 4°C (Eppendorf mikrocentrifuga 5415R), nakon cega se talog

baci, a supernatant koristi dalje za odredivanje proteina i elektroforezu.

Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracija proteina koristen je DC Protein assay (Bio-Rad
Laboratories, SAD), koji se temelji na odredivanju koncentracije proteina po Lowryju.
Metoda se zasniva na reakciji izmedu proteina i bakra u luznatom mediju te naknadnoj
redukciji Folinovog reagensa. Kao standard za odredivanje bazdarnog pravca se koriste
razrijedenja (0; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 i 1 mg/mL) govedeg albumina iz seruma (BSA, Bio-
Rad). Na plocice s 96 bunari¢a se nanosi redom 5 uL pojedinog razrijedenja standarda i 5
puL odgovarajuéeg razrijedenja uzorka, zatim 25 pL otopine A (luZznata otopina bakrova
tartarata), te 200 pL otopine B (razrjedeni Folinov reagens). Nakon 15 min absorbancija se
mjeri pri valnoj duljini od 750 nm (Multiskan EX, Thermo Scientific, SAD). Koncentracija

proteina (mg/mL) se odreduje prema bazdarnom pravcu.

Elektroforeza u gelu poliakrilamida

Proteini su razdvojeni elektroforezom u poliakrilamidnom gelu. Gel se sastoji od
dva dijela: donjeg, 8%, gela za razdvajanje (engl. separating), i gornjeg, 5%, sabijajuceg

gela (engl. stacking). Detaljan sastav ovih gelova prikazan je u tablici 2.
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Tablica 1. Sastav Tris-glicine poliakrilamidnih gelova.

5% gel (5 mL) 8% gel (5 mL)

H,O0 3,4 2,35
30% otopina akrilamida i bisakrilamida (29:1) 0,83 1,3
1.5 M Tris (pH 8.8) - 1,3
1.0 M Tris (pH 6.8) 0,63 -
10% APS 0,05 0,05
TEMED 0,005 0,003

Prije nanoSenja na gel, uzorcima stani¢nog lizata se doda pufer za nanosenje
uzoraka — PLD, od engl. protein loading dye (6xPLD: 6,0 mL glicerola, 1,2 g SDS-a, 0,31g
DTT-a, 1,25 mL 0,5 M pufera Tris pH 6,8, boja bromfenol plavo, nadopuniti s vodom do
ukupnog volumena 10 mL) te se potom denaturiraju 10 min pri 70°C. Ovako pripremljeni
uzorci su spremni za nanoSenje u jazice gela. Kao proteinski standard pri elektroforezi je
koriSten SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen). Elektroforeza se provodila pri
naponu od 100V (kasnije 120V), u puferu sastava Tris baza (3 g/L), glicin (14,4 g/L) i SDS (1
g/L) u deH,0.

Nakon elektroforeze, uslijedio je transfer proteina na polivinilnu membranu
(PVDF, Roche Diagnostics GmbH, Njemacka). Transfer se provodio pri stalnom jakosti
struje od 400 mA, 60 min, u puferu za transfer sastava 200 mL/L metanola, 14,4 g/L

glicina i 3,03 g/L tris baze u deH,0.

Western analiza

PVDF membrane s transferiranim proteinima su blokirane 30 min u 5% nemasnom
mlijeku (Carnation, Nestlé, Svicarka) otoplienom u TBST puferu (20 mol/dm® pufera
Tris-HCI (pH 7,5), 0,15 mol/dm?® NaCl, 0,005% Tween-20 u deH,0), uz stalnu tresnju.
Blokirana membrana se inkubira preko noéi u otopini primarnog protutijela
(odgovarajuceg razrijedenja u nemasnom mlijeku). Nakon uklanjanja primarnog
protutijela, membrana se ispire 3 puta po 10 min u TBST puferu, kako bi se uklonilo
nespecificno vezano protutijelo. Potom se membrana inkubira 90 min u sekundarnom
protutijelu koje je konjugirano s peroksidazom iz hrena (Goat Anti-Mouse/Rabbit IgG
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(H+L)-HRP-Conjugate, Bio-Rad Laboratories, SAD), razrijedenom 1:3000 u nemasnhom
mlijeku. Zatim se ponovno ispire 3 puta po 10 min u TBST puferu, te se na nju stavlja
supstrat peroksidaze BM Chemiluminescence Western Blotting Substrate (Roche,
Njemacka). Nakon 5 min inkubacije supstrata, signal se vizualizira na filmu (Lumi-film
chemiluminescent detection film, Roche), s razli¢itim vremenima ekspozicije. Koristi se

uredaj za razvijanje Curix 60 (AGFA).

Imunofluorescencija i konfokalna mikroskopija

Stanice, uzgajane na stakalcima promjera 12 mm (Sarstedt, Njemacka) u plo¢icama
s 24 bunari¢éa, su isprane u hladnom PBS puferu, te fiksirane 20 min u 4%
paraformaldehidu u PBS puferu pri sobnoj temperaturi. Potom su ponovno isprane u PBS
puferu, inkubirane 10 min u 0.2% saponinu u PBS puferu pri sobnoj temperaturi. Nakon
uklanjanja saponina stanice nisu ispirane. Nakon toga su blokirane 1h u 5% kozjem
serumu u PBS puferu pri sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja seruma, slijedi inkubacija
u primarnom protutijelu razrijedenom u puferu za blokiranje preko nodi (za koriStena
razriedenja vidi tablicu 1), u tamnoj i vlaznoj komorici. Stanice se sutradan isperu u PBS
puferu, te inkubiraju 1h u sekundarnom protutijelu (anti-Alexa488 ili anti-Alexa594,
Invitrogen) u mraku. Stanice se naposlijetku isperu u PBS puferu i posljednji put u
kvarcnoj (mQ) vodi, te uklope u medij za uklapanje (Fluka) na predmetnom stakalcu.

Stanice su promatrane konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP2 AOBS.
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Tablica 2. Protutijela koriStena u imunofluorescencijskoj mikroskopiji.

Protutijelo Organel/protein Proizvodaé/poklon od Razrijedenje
EEA1 Rani endosomi BD Transduction Laboratories 1:250
Rab7 Kasni endosomi Santa Cruz Biotechnology 1:50
5313 N-terminus proteina APP Dr. Christian Haass 1:500
6687 C-terminus proteina APP Dr. Harald Steiner 1:100
13G8 C-terminus proteina APP Dr. Peter Seubert 1:250
Nixon Presenilin 1 Dr. Harald Steiner 1:200
2953 Presenilin 1 Dr. Harald Steiner 1:200

Receptor Reciklirajuc¢i endosomi (engl. Zymed Laboratories Inc. 1:100
transferina (TfR) recycling endosomes)
Anti-HA hemaglutinin UMC, Utrecht, Nizozemska 1:500
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Rezultati

Uspostava stanicnih linija CHOwt i CHO-NPC1/- koje stabilno
eksprimiraju protein APP

Kako bih mogla pratiti smjestaj proteina APP izmedu stanica CHOwt i CHO NPC1”
bilo je potrebno napraviti stani¢ne linije koje stabilno eksprimiraju protein APP, i u kojima
je razina proteina APP tolika da omogucuje njegovu detekciju imunofluorescencijom. Pri
tom sam koristila konstrukt koji je sadrzavao HA-SEAP-APPwt cDNA (dobiven ljubaznos$cu
Dr. Stefana Lichenthalera, Ludwig-Maximilians University, Miinchen, Njemacka). Stanice
sam prolazno transfecirala ovim konstruktom koristeci transfekcijski reagens Geneluice
kao Sto je opisano u materijalima i metodama te sam nakon 48 h ekspresije promijenila
medij za uzgoj stanica i zapocela selekciju u prisutnosti antibiotika puromicna (10 pg/mL)
u mediju. Stanice koje su bile rezistentne na ovaj antibiotik su bile dokaz da stabilno
eksprimiraju navedeni konstrukt. Nakon $to sam uzgojila stabilne stanicne linije CHOwt i
CHO NPC1” koje ekspirmiraju protein HA-SEAP-APPwt, ispitala sam razinu proteina APP
western analizom u stani¢nim lizatima (slika 1A), te lokalizaciju imunofluorescencijom

(slika 1B).

Iz slike 5A je vidljivo kako razina stabilno eksprimiranog proteina APP nije jednaka
u stani¢nim linijjama CHOwt i CHO NPC1”". Njegova ekspresija je znatno visa u stabilnoj
stani¢noj liniji CHO NPC1” u odnosu na CHOwt. Medutim, kako je moj cilj bio ispitati
smjestaj, a ne razinu proteina APP u stanicama CHO NPC17 u odnosu na stanice CHOwt,
ovo svojstvo mi nije smetalo (slika 5B), te su ove stanicne linije koriStene u daljnjim
pokusima. Naime, iz slike 5B se mozZe uoditi jasna razlika u smjestaju proteina APP izmedu
stanica CHOwt i CHO NPC17". Dok je u stanicama CHOwt vizualizacija proteina APP dala
difuzno i vise perinuklearno obojenje, u stanicama CHO NPC17 ono je bilo viSe toc¢kasto i

periferno.
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CHOwt CHO NPC1 ™

5313

Filipin

Slika 5. Analiza ekspresije proteina APP u stani¢nim linjama CHOwt i CHO-NPC1” koje stabilno
eksprimiraju konstrukt HA-SEAP-APPwt. A) Western analiza proteina APP u stani¢nom lizatu. Analiza je
radena u triplikatu s jednakom koli¢inom proteina na gelu. U analizi sam koristila protutijelo 22C11 (1:1000,
Chemicon). B) Ispitivanje smjesStaja proteina APP imunofluorescencijom. Pri tom sam koristila protutijelo
5313 (dobiveno ljubaznos¢u Dr. Stefana Lichenthalera, Ludwig-Maximilians University, Miinchen, Njemacka,
1: 500). Slobodni kolesterol u stanicama je vizualiziran bojanjem filipinom (Filipin Complex, Sigma, SAD), te
promatran fluorescencijskim mikroskopom ekscitacija 360 nm emisija 465 nm.

Bojanjem slobodnog kolesterola u stanici filipinom, uocila sam znatno jaci
signal u stanicama CHO NPC1”" u odnosu na stanice CHOwt. Uogeni signal u stanicama
CHO NPC1” odgovara nakupinama kolesterolom bogatih vezikularnih organela u

citoplazmi, najvjerojatnije kasnih endosoma i lizosoma.
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Ispitivanje smjestaja proteina APP i njegovog C-terminalnog odsjecka
C99 u endosomalnom putu u stani¢nim linijama CHOwt i CHO NPC /-
koje stabilno eksprimiraju protein APP

Konfokalnom mikroskopijom sam analizirala utje€e li nakupljanje kolesterola u
stanicama CHO NPC1” na smjestaj proteina APP i odsjecka C99 u odnosu na stanice
CHOwt. Pri tome sam koristila stabilne stani¢ne linije opisane na slici 5. Kao biljeg ranih
endosoma sam koristila protutijelo EEA1, a za kasne endosome sam koristila protutijelo
Rab7. Rezultati su prikazani na slici 6 i 7. Intenzitet bojanja ranih i kasnih endosoma u
stanicama CHO NPC1”" bio je znatno jac¢i u odnosu na signal u stanicama CHOwt. To
ukazuje na prisutnost veéeg broja ili povecanih ranih i kasnih endosoma u stanicama CHO

NPC17.

Opazila sam povecanu kolokalizaciju proteina APP (protutijelo 5313) i odsjecka C99
(protutijelo 6687) u ranim endosomima (EEA1 protutijelo) u stanicama CHO NPC1” u
odnos na stanice CHOwt. Naime, u stanicama CHOwt sam uocila ravhnomjernu distribuciju
proteina APP i C99, te smjestaj vec¢inom u perinuklearnim organelima, dok su u stanicama
CHO NPC17”" isti proteini smjesteni u malim vezikularnim ogranelima koje su smjestene
vise periferno (slika 6). Ukupni intenzitet signala proteina APP/C99 se nije razlikovao
medu navedenim stani¢nim linijama. Nisam opazila promijenjenu kolokalizaciju proteina
APP (protutijelo anti-HA) i odsjecka C99 (protutijelo 13G8) u kasnim endosomima u

stanicama CHO NPC1”"u odnosu na stanice CHOwt (slika 7).

Osim smjesStaja proteina APP/C99 u ranim i kasnim endosomima, ispitala sam i
smjestaj u recikliraju¢éim endosomima (slika 8). Kao marker recikliraju¢ih endosoma
koristila sam receptor transferina (engl. transferrin receptor, TfR). Bojanje obiju stanicnih
linija je dalo perinuklearni signal, medutim u stanicama CHO NPC1”" je uocena veda

zastupljenost signala u vezikularnim organelima na periferiji.

Promatrajuci smjestaj proteina APP izmedu stanica CHOwt i CHO NPCl'/', u oba
slu¢aja sam primijetila kolokalizaciju sa transferin receptorom. Medutim, u stanicama
CHOwt signal je bio smjesten perinuklearno, dok sam u stanicama CHO NPC1”" jacu

kolokalizaciju uocila periferno u vezikularnim organelima.
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5313 EEA1 5313/EEA1

CHOwt

CHO NPC1 ™

CHOwt

CHONPC1 ™

Slika 6. Ispitivanje smjeStaja proteina APP i odsjecka C99 u endosomalnom putu stanica CHOwt i CHO-
NPC1”" metodom konfokalne mikroskopije. Stanice sam inkubirala s biljegom ranih endosoma (EEA1, BD
Transduction Laboratories), dok sam protein APP sam vizualizirala bojanjem s protutijelom 5313 (poklon Dr.
C. Hassa) i 6687 (poklon Dr. H. Steiner). Pokazala sam da u stanicama CHO NPC1” postoji snaznija

kolokalizacija proteina APP i biljega EEA1 u perifernim vezikularnim organelima, u odnosu na stanice CHOwt
u kojima je njihova kolokalizacija uglavnom perinuklearna.
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Rab7/13G8

’

CHOwt

CHO NPC1 ™

Rab7 anti-HA

CHOwt

CHO NPC1 ™

Slika 7. Ispitivanje smjeStaja proteina APP i odsjecka C99 u endosomalnom putu stanica CHOwt i CHO-
NPC1”" metodom konfokalne mikroskopije. Stanice sam inkubirala s biljegom kasnih endosoma (Rab7,
Santa Cruz Biotechnology), a protein APP sam vizualizirala s markerima 13G8 (poklon Dr. Peter Seuberta) i
anti-HA (UMC, Utrecht, Nizozemska). Nisam primijetila razli¢itu kolokalizaciju proteina APP i kasnih
endosoma stanicama CHO NPC1”"u odnosu na stanice divljeg tipa.
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5313/TfR

CHOwt

CHO NPC1™*

Slika 8. Ispitivanje smjeStaja proteina APP i odsjecka C99 u endosomalnom putu stanica CHOwt i CHO-
NPC1”" metodom konfokalne mikroskopije. Stanice sam inkubirala s biljegom recikliraju¢ih endosoma (TfR,
Zymed Laboratories Inc.) i anti-APP protutijelom 5313. Pokazala sam da u stanicama CHO NPC1” postoji
snaznija kolokalizacija proteina APP (protutijelo 5313) i receptora transferina (protutijelo TfR perifernim
vezikularnim organelima, u odnosu na stanice CHOwt.

Ispitivanje smjestaja proteina PS1 u ranim i kasnim endosomima u
stanicama CHOwt i CHO NPC1-/

Konfokalnom mikroskopijom sam analizirala i smjeStaj proteina PS1 u ranim i
kasnim endosomima u stanicama CHOwt i CHO NPC1”. Kao biljeg ranih endosoma
koristila sam protutijelo EEA1, a kasnih endosoma protutijelo Rab7. Protein PS1 sam
vizualizirala bojanjem s protutijelima 2593 i Nixon (dobiveni ljubaznoséu dr. Haralda
Steinera, Ludwig-Maximilians University, Minchen, Njemacka). lako APP i odsjecak C99
pokazuju povecéanu kolokalizaciju u ranim i recikliraju¢im endosomima u stanicama CHO
NPC1”" u odnosu na CHOwt, nisam uodila promijenjenu lokalizaciju endogenog proteina

PS1 izmedu navedenih stanicnih linija (slika 9).
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2593/EEA1

CHOwt

CHO NPC1”

CHOwt

CHO NPC1”

Slika 9. Ispitivanje smjestaja proteina PS1 u endosomalnom putu stanica CHOwt i CHO-NPC1” metodom
konfokalne mikroskopije. Stanice sam inkubirala s biljegom ranim endosoma (EEA1, BD Transduction
Laboratories) ili kasnih endosoma (Rab7, Santa Cruz Biotechnology), te anti-PS1 protutijela 2593 i Nixon

(poklon Dr. H. Steinera). Nisam uocila promjenu u lokalizaciji proteina PS1 u stanicama CHO-NPC” u odnosu
na stanice CHOwt.
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Rasprava

U posljednjih nekoliko godina pojavilo se mnogo dokaza o ulozi kolesterola i drugih
lipida u patogenezi Alzheimerove bolesti. Brojna istrazivanja na stani¢nim kulturama i
animalnim modelima ukazuju na ulogu kolesterola u metabolizmu proteina APP (Simons
et al. 1998; Fassbender et al. 2001; Refolo et al. 2000; Refolo et al. 2001). Medutim,
unatoc€ svim istrazivanjima i mnogim otkri¢ima, to¢an molekularni mehanizam djelovanja

kolesterola na proizvodnju i razinu peptida AB jos$ uvijek nije rasvijetljen.

Kako je, osim u AB, ista veza izmedu kolesterola i peptida AR uocena i u bolesti
NPC (Yamazaki i sur. 2001; Burns i sur. 2003; Jin i sur. 2004), u svojim istrazivanjima sam
koristila stanice koje oponasaju bolest NPC (CHO NPC1 1), Cilj ovog rada bio je ispitati da
li nakupljanje kolesteola u stanicama CHO NPC1” uzrokuje promjenu smjestaja proteina
APP i presenilina 1 u organelima endocitoznog puta. Pretpostavila sam da ucinak
kolesterola nije direktan, ve¢ da kolesterol indirektno djeluje na ove proteine, tako da

utjece na njihov smjesta;j.

Kako sam u istrazivanju koristila stanice CHO koje ne eksprimiraju gen NPC1, prvo
sam provjerila kakva je razina kolesterola u ovim stanicama. Bojanje filipinom je pokazalo
da stanice CHO NPC” imaju povisenu razinu kolesterola u odnosu na CHOwt, te da dolazi
do zadrzavanja kolesterola u malim vezikularnim citoplazmatskim organelima. Ovo je u
skladu s prethodnim istraZzivanjima, koja su pokazala da gubitak funkcije gena NPC1
dovodi do nakupljanja kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima (Puri i sur. 1999; Jin

i sur. 2004).

Kako bih mogla pratiti smjestaj proteina APP u stanicama CHOwt i CHO NPC1”
stabilno sam eksprimirala ovaj protein koji je na N-terminusu bio obiljezen s biljegom
hemaglutinina (HA) i biljegom ekstracelularne alkalne fosfataze (SEAP, od engl. secreted
alkaline phosphatase) — HA-SEAP-APPwt. Koristila sam ovako obiljezen protein zato sto
razina endogenog proteina nije bila dovoljina da bih ga mogla vizualizirati
imunofluorescencijom, a ujedno je olak$ana vizualizacija primjenom protutijela anti-HA.
Osim toga, s obzirom da prolazna transfekcija izaziva prekomjeru ekspresiju proteina pa

tako i njegovo smjestanje u organelima gdje obicno ne bi bio prisutan, odlucila sam se na
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pripravu mjesovite kulture stabilno eksprimiranih stanicnih linija (engl. pooled stables).
lako je western analizom utvrdeno da mjesovita kultura stabilne stanicne linije CHO NPC1
- posjeduje znatno veéu ekspresiju proteina APP u odnosu na mjeSovitu kulturu stabilne
stani¢ne linije CHOwt, metodom imunofluorescencije sam pokazala da su obje stabilne
stani¢ne linije pogodne za vizulizaciju i praéenje smjeStaja proteina APP konfokalnom

mikroskopijom.

Prethodna istrazivanja su pokazala da nakupljanje kolesterola u stanicama
neurona transgeni¢nog misa NPC kao i u stanicama tretiranima s U18666A (koje donekle
oponasaju NPC fenotip) dovodi do premijesStanja proteina presenilina 1 u rane i kasne
endosome. Kako bih pratila smjestaj proteina APP i PS1 u stabilnim stani¢nim linijama
CHOwt i CHO NPC1” primijenila sam metodu imunofluorescencije i konfokalne
mikroskopije. Analiza lokalizacije ova dva proteina u ranim i kasnim endosomima kao i u
recikliraju¢im endosomima pokazala je znacajno promijenjen smjestaj proteina APP u
ranim i recikliraju¢im endosomima (biljezi EEA1 i TfR) u stanicama CHO NPC1”" u odnosu
na stanice CHOwt. Medutim, za razliku od proteina APP, kod proteina PS1 nije uocena

znacajna razlika u smjestaju izmedu ove dvije stani¢ne linije.

Bojanje proteina APP i odsjecka C99 u stanicama CHO NPC17 je dalo znacajno
drugaciji signal u odnosu na stanice CHOwt. Dok je u stanicama divljeg tipa
imunofluorescencija proteina APP i C99 dala viSe perinuklearno i difuzno obojenje, u
stanicama CHO NPC1”" ono je bilo vise periferno i tocCkasto ukazujuc¢i na njegovo
nakupljanje. Osim toga, zamijetila sam da biljeg ranih endosoma EEA1l daje znatno
drugacije obojenje u stanicama CHO NPC1” u odnosu na CHOwt &to takoder ukazuje na
aberantno funkcioniranje endocitoznog puta kao posljedice nakupljanja kolesterola

uslijed disfunkcije proteina NPC1.

U skladu s prijasnjim rezultatima uocila sam promijenjen smjestaj transferin
receptora (TfR) izmedu stanica CHOwt i CHO NPC1”. U stanicama CHOwt signal je bio
smjesten perinuklearno, dok je u stanicama CHO NPC17” signal bio jaci na periferiji. Pipalia
i sur. su pokazali da se TfR sporije reciklira u stanicama CHO NPC1”" i nakuplja u
recikliraju¢im endosomima te su pretpostavili da ovaj defekt dovodi do smanjene razine

TfR na povrsini stanice. U skladu s ovim, moji preliminarni rezultati su ukazali na smanjenu
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razinu TfR kao i proteina APP na povrsini stanica CHO NPC1”" u odnosu na stanice CHOwt

(neobjavljeni rezultati).

lako je ranije pokazan promijenjen smjestaj proteina PS1 u stanicama NPC,
imunofluorescencijom nisam uocila promijenjenu lokalizaciju endogenog proteina PS1
izmedu navedenih stani¢nih linija. Razlog neslaganja mojih rezultata s veé objavljenim
rezultatima nije jasan. Pretpostavljam da razina endogenog proteina PS1 koju sam pratila
u ovim stanicama ne daje jasan i specifican signal metodom imunofluorescencije, te bi za
pojasnjenje ovog rezultata bilo neophodno napraviti stani¢ne linije koje stabilno

eksprimiraju protein PS1, kao $to sam napravila u slu¢aju analize smjeStaja proteina APP.

Analiza smjestaja proteina APP metodom konfokalne mikroskopije je pokazala da
uslijed nedostatka proteina NPC1 dolazi do akumulacije kolesterola, $to dovodi do
promijenjenog smjestaja proteina APP u ranim i recikliraju¢im endosomima u stanicama
CHO NPC1”" u odnosu na stanice divljeg tipa. Smanjeni nivo proteina APP na povrsini
stanice kao i njegova povecana kompartmentalizacija u ranim i recikliraju¢im
endosomima, sugerira da je povecanje C99/AB uzrokovano promijenjenom endocitozom
(engl. endocytic trafficking) proteina APP. Upravo taj promijenjeni smjestaj Cini protein
APP dostupnim B- i y-sekretazi. Naime, nedavni rezultati (Malnar i sur., neobjavljeni
rezultati) upucuju da akumulacija kolesterola uzrokuje povecano procesiranje proteina
APP [-sekretazom. Poznato je da [-sekretaza optimalno radi pri niZim pH u
endosomalnim organelima. Dakle, kolesterol vjerojatno utje¢e na smjestaj proteina APP,
te na taj nadin, indirektno modulira njegovo procesiranje. Kako u bolesti NPC dolazi do
zastoja u prometu kolesterola, vjerojatno dolazi do zastoja u prometu cijelog niza
proteina. Moji rezultati takoder idu u prilog ovoj hipotezi, da je primarni efekt kolesterola
u patogenezi Alzheimerove bolesti promijenjena distribucija proteina APP u

endocitoznom putu.

Sljedeca istrazivanja bi trebala utvrditi je |li promijenjen smjestaj proteina APP u
stanicama NPC posljedica njegove povecane internalizacije ili smanjenog recikliranja na
povrsinu stanice. Nadam se da ¢e moji rezultati doprinijeti rasvjetljavanju molekularne

povezanosti izmedu kolesterola i nastanka Alzheimerove bolesti.
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Zakljucak

Promijenjeno procesiranje prekursora proteina amiloid $ (APP) u vidu poveéane
sinteze i promijenjenog metabolizma peptida amiloid beta (AB) smatra se klju¢nim
dogadajem u razvoju Alzheimerove bolesti. Sve je vise dokaza koji potvrduju snaznu vezu
izmedu kolesterola i AB. Utvrdeno je pokusima in vitro i in vivo da razina kolesterola
regulira procesiranje proteina APP, te utjeCe na stvaranje i razinu peptida AB. Niemann
Pickova bolest tipa C (NPC) se pokazala kao dobar model u proucavanju veze izmedu
kolesterola i AB, jer i u ovoj bolesti uslijed nakupljanja kolesterola (kao posljedice
nedostatka proteina NPC1) dolazi do znacajnog povecanja razine AP, odsjecka C99, te
progresivne neurodegeneracije. Medutim, precizan molekularni mehanizam ove veze je

joS uvijek nepoznat.

Cilj ovog rada je bio ispitati izaziva li nakupljanje kolesterola u bolesti NPC
promijenjen smjestaj proteina APP i aktivhe komponente y-sekretaze — presenilina 1 (PS1)

u stani¢nim organelima endocitoznog puta. Pokazala sam da:

= stanice CHO NPC17” pokazuju promijenjen smjestaj proteina APP u ranim (biljeg

EEA1) i recikliraju¢im endosomima (biljeg TfR).

= stanice CHO NPC1” pokazuju promijenjeno bojanje biljega EEA1 (rani endosomi) i
TR (recikliraju¢i endosomi), ukazujuéi na njihovo nakupljanje na periferiji stanice u

odnosu na stanice CHOwt.

= stanice CHO NPC1”" ne pokazuju promijenjen smjestaj proteina PS1 u organelima

endocitoznog puta u odnosu na stanice CHOwt.

Ovi rezultati ukazuju da bi kolesterol mogao djelovati na nastanak Alzheimerove
bolesti na nacin da regulira smjestaj proteina APP unutar stani¢nih organela endocitoznog
puta, te da ova preraspodjela proteina APP dovodi do povecanog stvaranja odsjecka C99,
a kasnije i peptida AB u ovim organelima. Otkrice veze izmedu kolestrola i AB vazno je za
razvoj lijeCenja. Ovi rezultati doprinose rasvjetljavanju mehanizma djelovanja kolesterola
na metabolizam proteina APP i sintezu peptida AP te ukazuju da bi kontroliranje razine

kolesterola moglo doprinijeti prevenciji ili usporavanju progresije Alzheimerove bolesti.
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