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SAZETAK

Bolest Niemann-Pick tipa C (NPC) je rijetka nasljedna neurodegenerativna bolest
nakupljanja slobodnog kolesterola i drugih lipida uzrokovana mutacijama u genu NPC1 ili
NPC2, koja pokazuje niz patoloSkih sli¢nosti s kompleksnom Alzheimerovom bolesti (AB).
Nasa prethodna istrazivanja su utvrdila poviseno djelovanje klju¢nog enzima u AB, proteaze
BACE1, u NPC modelima. Stoga je cilj ovog doktorskog rada bio istraziti molekularnu
pozadinu uoc¢enog efekta te ispitati ué¢inak inhibicije BACE1 na patoloske karakteristike bolesti.
Takoder, cilj je bio analizirati lipidom kako bi se utvrdile najranije promjene lipida odgovorne
za razli¢itu vulnerabilnost mozdanih regija i disfunkciju endosoma u bolesti NPC. Koristene su
primarne kulture neurona, kulture organotipskih rezova mozgova te mozdane regije
hipokampusa i malog mozga miseva koji imaju spontanu mutaciju u genu NPC1 te ne
sintetiziraju proteina NPC1 (miSevi NPC1) i miSeva divljeg tipa (wt, od engl. wild type). U
neuronima miseva NPC1 u odnosu na wt detektirana je povecana proteoliza supstrata BACE1-
Sez6L i Sez6. Imunocitokemijska analiza je pokazala nakupljanje ovih supstrata u ranim
endosomima NPCI1 neurona. Promijenjen smje$taj Sez6 i Sez6L u ranim endosomima je
potvrden 1 frakcioniranjem endolizosoma u mozdanim regijama hipokampusa i malog mozga
miSeva NPC1. Interesantno, tretman inhibitorom BACEL1L je djelomi¢no popravio patoloske
znacajke bolesti NPC, ukljuc¢uju¢i smanjenje nakupljanja Sez6 i Sez6L, smanjenje veli¢ine
vezikula ranih endosoma te smanjenje ukupne razine proteina tau u neuronima NPC1, kao i
smanjenje neuroinflamacije (aktivacije astrocita i mikroglija) u kortiko-hipokamplanim
rezovima miseva NPC1. Nadalje, analiza lipidoma je utvrdila da ve¢ u asimptomatskoj fazi
bolesti postoji znacajna razlika u distribuciji i razini odredenih lipida u malom mozgu i
hipokampusu, te u ranim endosomima miSeva NPC1 u odnosu na wt. Ovo istraZivanje je
utvrdilo disfunkciju proteaze BACEL i njenih supstrata te njihovu potencijalnu ulogu u
patogenezi bolesti NPC. Uoc¢ene promjene sastava lipida mozdanih regija i ranih endosoma

mogu doprinijeti razvoju patoloskih promjena u bolesti NPC.

Kljuéne rijeci: BACE1, Niemann-Pick tip C, Alzheimarova bolest, lipidomika,

endolizosomski transport, rijetke bolesti, neurodegeneracija, neuroinflamacija



SUMMARY

Niemann-Pick disease type C (NPC) is a rare hereditary neurodegenerative disorder,
caused by mutations in the NPC1 or NPC2 gene. It is characterised by accumulation of free
cholesterol and other lipids and has a number of pathological similarities with complex
Alzheimer's disease (AD). In our previous studies, increased activity of BACEL, the key
enzyme of AD, was found in NPC mouse models. Therefore, the aim of this dissertation was to
explore the molecular background of the observed effect and examine the effect of BACE1
inhibition on the pathological characteristics of the disease. In addition, the goal was to
determine the earliest lipid changes responsible for the differences in brain region vulnerability
and endosomal dysfunction in NPC disease by lipidome analysis. Primary neuronal cell
cultures, organotipic brain slice cultures, and hippocampus and cerebellum of mice that have
a spontaneous mutation in NPC1 gene and do not synthesize the NPC1 protein (NPC1 mice)
and wild type mice (wt) were used. NPC1 neurons showed increased proteolysis of BACE1
substrates- Sez6L and Sez6 compared with wt neurons. Immunocytochemical analysis
demonstrated accumulation of the aforementioned substrates in early endosomes of NPC1
neurons. The altered localization of Sez6 and Sez6L in early endosomes was confirmed by
endolysosome fractionation in the hippocampus and cerebellum of NPC1 mice. Interestingly,
treatment with a BACEL inhibitor partially ameliorated the pathological features of NPC
disease, including reduction in the accumulation of Sez6 and Sez6L, reduction in the size of
early endosome vesicles, reduction in total tau protein level in NPC1 neurons, and reduction in
neuroinflammation (activation of astrocytes and microglia) in cortico-hippocampal brain slices
from NPC1 mice. Lipidome analysis revealed that even in the asymptomatic phase of the
disease, there are significant differences in the distribution and content of certain lipids between
NPC1 and wt mice in the cerebellum and hippocampus, and in early endosomes. These studies
provide evidence for a possible role of the BACEL protease and its substrates in the
pathogenesis of NPC disease. The observed changes in the lipid composition of brain regions
and early endosomes may contribute to the development of the pathological features of NPC

disease.

Keywords: BACE1, Niemann-Pick type C, Alzheimer's disease, lipidomics, endolysosomal

transport, rare disease, neurodegeneration, neuroinflammation
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POPIS KRATICA
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ADAM
AICD
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APP
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BACE1
C3

CHO
CTF-APP

CTFw/C83

CTFB/C99

EEAl
EOAD
ER
FAD

fIAPP
flSez6
flSez6L
LAMP1
LDL

Alzheimerova bolest

skupina enzima a-sekretaza, od engl. a disintegrin and metalloprotease
unutarstani¢na domena proteina prekursora amiloida 3, od engl. amyloid
J precursor protein intracellular domain

apolipoprotein E

protein prekursor amiloida B, od engl. amyloid p precursor protein
peptid amiloid B, engl. amyloid

peptid amiloid B od 40 aminokiselina

peptid amiloid B od 42 aminokiseline

B-sekretaza, engl. S-site amyloid f precursor protein cleaving enzyme 1
inhibitor B-sekretaze
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C-terminalni odsjecak proteina prekursora amiloida 3, od engl. C-
terminal fragment of amyloid p precursor protein

C-terminalni odsjecak proteina prekursora amiloida  nastao cijepanjem
a-sekretazom (od 83 aminokiseline)

C-terminalni odsjecak proteina prekursora amiloida B nastao cijepanjem
B-sekretazom (od 99 aminokiselina)

biljeg ranih endosoma, od engl. early endosome antigen 1

rani oblik Alzheimerove bolesti, od engl. early-onset Alzheimer's disease
endoplazmatski retikulum

nasljedni oblik Alzheimerove bolesti, od engl. familiar Alzheimer's
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nepocijepani protein prekursor amiloida 3, od engl. full-lenght
nepocijepani protein Sez6, od engl. full-lenght
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1. UvOD

1.1. Bolest Niemann Pick tipa C (NPC)

Bolest Niemann Pick tipa C (NPC) je rijetki, nasljedni, neurodegenerativni poremecaj koji
pripada skupini lizosomskih bolesti nakupljanja (Patterson i sur., 2012; Vanier, 2013).
Nasljeduje se autosomno recesivno, a javlja se u incidenciji 1:120000-150000 (Solomon i sur.,
2005; Hammond i sur., 2019). U vedéini slucajeva bolest nastaje zbog mutacija u genu NPC1
dok u samo 5% slucajeva uzrok mogu biti i mutacije u genu NPC2. Mutacije u ovim genima
dovode do nakupljanja slobodnog kolesterola i drugih lipida u kasnim endosomima i
lizosomima §to naposljetku rezultira razlic¢itim visceralnim i neuroloskim simptomima
(Marschalek i sur., 2014; Citanovi¢-Sojat i sur., 2014). Ova rijetka bolest dobila je ime po
dvojici njemackih lije¢nika. Pedijatar Albert Niemann, je 1914. g prvi opisao ovu bolest kao
infantilni poremecaj s hepatosplenomegalijom i neurodegeneracijom, a patolog Ludwig Pick je
1927. g objavio rad u kojem je jasno razlucio bolest NPC od Gaucherove bolesti (Stern, 2014,
Evans i Hendriksz, 2017; Cologna i Rosenhouse-Dantsker, 2019).

Simptomi bolesti su heterogeni i mogu se pojaviti u razli¢itoj zivotnoj dobi od prenatalnog
razdoblja pa do odrasle dobi (Slika 1.) (Vanier, 2010; Vanier, 2013; Citanovi¢-Sojat i sur.,
2014). Ova cinjenica doprinosi otezanom i ranom prepoznavanju bolesti te njenoj nedovoljnoj
dijagnosticiranosti. Klinicki oblici bolesti se odreduju prema dobi pojave prvih neuroloskih
simptoma jer vrijeme pojave neuroloSkih simptoma izrazito utjece na progresiju i prognozu
bolesti (Patterson i sur., 2012; Vanier, 2013). Tako postoji: pre/perinatalni (do 3 mjeseca
starosti), rani dje¢ji (3 mjeseca do 2 godine), kasni djeéji (2-6 godine), mladenacki (6-15
godina) i odrasli (iznad 15 godina) oblik (Vanier, 2010; Patterson i sur., 2012; Pallottini i
Pfrieger, 2020). Zivotni vijek pacijenata moze biti od nekoliko dana do starijih od 60 godina, a
veéina pacijenata umire izmedu 10. i 25. godine Zivota (Citanovi¢-Sojat i sur., 2014). Klini¢ka
slika ima S$irok spektar simptoma koji se odnose na visceralne, neuroloSke i psihijatrijske
poremecaje (Citanovié-Sojat i sur., 2014, Alobaidy, 2015; Pallottini i Pfrieger, 2020). Sto se
bolest javlja ranije, ona je agresivnija, a simptomi su tezi i izrazeniji (Evans i Hendriksz, 2017,
Hammond i sur., 2019). Visceralni organi ukljuceni u bolest su jetra, slezena i pluca, a glavni
visceralni simptom je hepatosplenomegalija (povecanje jetre i slezene), dok su najcesci
neuroloski simptomi cerebralna ataksija (gubitak koordinacije misi¢nih pokreta), disfagija

(poremecaj otezanog gutanja), disartrija (poremecaj artikulacije govora) i progresivna
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demencija. Dosta Cesti i uobicajeni simptomi su i katapleksija (nagli gubitak misi¢énog tonusa),
epilepti¢ni napadaji i distonija (dugotrajne nevoljne misi¢ne kontrakcije), a psihijatrijski
poremecaji SuU Cesti u kasnijim oblicima bolesti. Takoder, vertikalna supranuklearna paraliza
pogleda je prisutna u veéini slucajeva (Vanier i Millat 2003; Vanier, 2010; Evans i Hendriks,
2017; Hammond i sur., 2019; Pallottini i Pfrieger, 2020).

Neovisno 0 vremenu pojave prvih simptoma, svi oboljeli u kona¢nici razviju karakteristicnu
neuropatologiju. NeuropatoloSku sliku ove bolesti karakterizira promijenjena morfologija
dendrita i aksona-stvaranje meganeurita i rast ektopi¢nih dendrita, neurodegeneracija primarno
Purkinjeovih neurona u malom mozgu te kortikalnih neurona, hiperfosforilacija proteina tau i
stvaranje neurofibrilarnih snopica, te izrazita neuroinflamacija tj. aktivacija astrocita i
mikroglija stanica. Kako bolest napreduje, gubitak Purkinjeovih neurona postaje sve izrazeniji.
Razlog selektivne osjetljivosti Purkinjeovih neurona na neurodegeneraciju jo§ uvijek nije
razjaSnjen (Saito i sur., 2002; Distl i sur., 2003; Pacheco i Lieberman, 2008; Vanier, 2010;
Marschalek i sur., 2014; Platt i sur., 2016).
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Slika 1. Niemann-Pickova bolest tipa C pokazuje zna¢ajnu heterogenost s obzirom na dob javljanja bolesti
i simptome. Shematski prikaz razli¢itih oblika bolesti NPC s naglaskom na vrstu i dob pojave prvih neuroloskih
simptoma. Heterogenost bolesti NPC doprinosi njenom otezanom i ranom prepoznavanju te njenoj nedovoljnoj

dijagnosticiranosti (preuzeto i prilagodeno prema Patterson i sur., 2012).

1.1.1. Proteini NPC1 i NPC2

Geni NPC1 i NPC2 su snazno ocuvani kroz evoluciju i konstitutivno su eksprimirani u
vecini tkiva sisavaca Sto ukazuje na njihovu vaznu ulogu u organizmu. Do danas je zabiljezeno

vise od 470 mutacija u genu NPC1 i oko 27 mutacija u genu NPC2 (Hammond i sur., 2019).

Gen NPC1 nalazi se na 18 kromosomu (18g11-q12) i njegovom ekspresijom nastaje veliki
transmembranski glikoprotein od 1258 aminokiseline (170-190 kDa) (Citanovié-Sojat i sur.,
2014). Protein NPC1 se sastoji od 13 transmembranskih domena, 3 luminalne domene, a
primarno je smjesten u membranama kasnih endosoma i lizosoma (Pacheco i Lieberman, 2008;
Shammas i sur., 2019). Pet transmembranskih domena u proteinu NPC1 predstavljaju tzv.

domene osjetljive na sterole (SSD, od engl. sterol sensing domains). Pokazano je da proteinska
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sekvenca ovih domena pokazuje homologiju sa senzorskim domenama za sterole drugih
proteina koji prepoznaju kolesterol kao Sto su protein SCAP (od engl. SREBP cleavage
activating protein) i 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) reduktaza, enzim koji
regulira brzinu biosinteze kolesterola u organizmu (Stroch i Xu, 2009; Trinh i sur., 2018; Brauer
i sur., 2019). Istrazivanja su pokazala da protein NPC1 ima vaznu ulogu u unutarstani¢nom
prijenosu kolesterola i da njegov nedostatak u stanicama dovodi do blokade u recikliranju
kolesterola (Scott i loannou, 2004; Pacheco i Lieberman, 2008). Dodatno, otkriveno je da NPC1
ima ulogu i u retrogradnom transportu razli¢itih lipida, ali i proteina od kasnih endosoma do
trans-Golgijeve mreze (Vanier i Millat 2003; Shammas i sur., 2019). Osim ovih uloga u
stani¢énom transportu lipida i proteina pokazano je da je protein NPC1 potreban za ulazak virusa
Ebole i Marburg virusa u stanicu, gdje sluzi kao intraluminalni receptor za internalizaciju virusa
(Liisur., 2016; Shammas i sur., 2019).

Gen NPC2 se nalazi na 14. kromosomu i prvi put je opisan kao gen HE1 koji kodira za
glavni sekretorni protein prisutan u ljudskom epididimusu (Stroch i Xu, 2009). Protein NPC2
je mali, topivi glikoprotein od 132 aminokiseline (25kDa) koji se primarno nalazi u lumenu
lizosoma i eksprimiran je u veéini tkiva sisavaca (Pacheco i Lieberman, 2008; Hammond i sur.,
2019). Sastoji se od ¢etiri ECR regije (od engl. evolutionary constrained regions): A, B, C i D.
Regija ECR D je ukljucena u vezanje kolesterola. Daljnje studije su pokazale da ova regija
sadrzi hidrofobni dzep za vezanje kolesterola $to je dodatno potvrdeno kristalizacijskim
studijama (Vanier i Millat 2003; Vanier i Millat, 2004; Pacheco i Lieberman, 2008; Hammond
i sur., 2019). Invitro istrazivanja su utvrdila da NPC2 brzo veze i prenosi kolesterol od donorske
do akceptorske membrane izravnom interakcijom NPC2-membrana putem takozvanog
mehanizma sudara (kolizijskog mehanizma). Premda se vezanje kolesterola i prijenos dogada
1 u neutralnom pH okruZenju pokazano je da je prijenos puno brzi u kiselom okruzenju poput
onog u endolizosomalnim organelama (Brauer i sur., 2019; Cologna i Rosenhouse-Dantsker,
2019). lako je NPC2 visoko eksprimiran u epididimisu, gdje ima posebnu ulogu u stvaranju
spermija, detektiran je i u razli¢itim tkivima gdje sudjeluje u prijenosu sterola, te u razli¢itim
izlucevinama kao Sto su mlijeko, zu¢ i plazma sto ukazuje na njegovu Siroku ulogu u organizmu

(Vanier i Millat, 2004; Infante i sur., 2008; Stroch i Xu, 2009).



1.1.2. Kolesterol i interakcija proteina NPC1 i NPC2

Kolesterol ima vaznu ulogu u razliitim stanicnim funkcijama poput reguliranja fizickih
svojstava stanicne membrane, rasta, proliferacije. Takoder, kolesterol sluzi kao signalna
molekula u raznim biokemijskim stani¢nim putevima i kao prekursor bioloski aktivnih
molekula poput steroidnih hormona i zu¢nih kiselina. Stoga je normalna homeostaza
kolesterola neophodna za funkcionalni integritet stanice (Stroch i Xu, 2009; Cologna i
Rosenhouse-Dantsker, 2019; Brauer i sur., 2019)

Razina kolesterola u stanici je strogo regulirana visestrukim putevima koji ukljucuju de
novo sintezu, unos, recikliranje te oslobadanje kolesterola (Subramanian i Balch, 2008; Zhang
i Liu, 2015; Cologna i Rosenhouse-Dantsker, 2019). Unutarstani¢ni kolesterol moze nastati u
stanici de novo sintezom ili ga stanica moze unijeti procesom endocitoze preko LDL (od engl.
low-density lipoprotein) receptora u obliku LDL ¢estica (Brauer i sur., 2019; Meng i sur., 2020).
LDL ¢estice prenose esterificirani kolesterol do kasnih endosoma i lizosoma u ¢ijem se lumenu
kolesterol esteri hidroliziraju u slobodni kolesterol pomoc¢u enzima kisele lipaze (Subramanian
i Balch, 2008; Vanier, 2010; Brauer i sur., 2019; Pfeffer, 2019). Proteini NPC1 i NPC2 imaju
ulogu u prijenosu slobodnog kolesterola iz kasnih endosoma / lizosoma u ostale dijelove stanice
poput trans-Golgijeve mreze, staniéne membrane ili endoplazmatskog retikuluma (ER) koji je
odgovoran za regulaciju sinteze 1 esterifikacije kolesterola tj. za odrZavanje homeostaze
stani¢nog kolesterola (Ikonen, 2006; Pacheco i Lieberman, 2008; Vanier, 2010; Ye i DeBose-
Boyd, 2011). Brojna istrazivanja na stani¢nim i zivotinjskim modelima su pokazala da ova dva
proteina vrlo vjerojatno zajednicki, tj. kooperativno djeluju u ovom procesu. Naime, misevi koji
imaju mutacije u oba gena, i NPC1 i NPC2, pokazuju sli¢an fenotip bolesti NPC kao i miSevi
koji imaju mutacije u samo jednom od ova dva gena, §to je potvrdilo da ova dva proteina
sudjeluju zajedno u istome putu (Vanier i Millat 2003; Infante i sur., 2008; Pacheco i
Lieberman, 2008; Dixit i sur., 2011; Cologna i Rosenhouse-Dantsker, 2019).
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Slika 2. Transport kolesterola u stanici. Kolesterol ulazi u stanicu endocitozom nakon §to se lipoproteinska
Cestica LDL veze na LDL-receptor. Zatim se LDL cestica prenosi do ranih endosoma koji sazrijevaju do kasnih
endosoma i lizosoma gdje se hidrolizira, a proteini NPC1 i NPC2 imaju ulogu u prijenosu neesterficiranog
kolesterola i drugih lipida iz kasnih endosoma/lizosoma prema trans-Golgijevoj mreZi, endoplazmatskom

retikulumu i ostalim stani¢nim dijelovima. (preuzeto i prilagodeno po Pacheco i Lieberman, 2008).

Toc¢an mehanizam prijenosa kolesterola iz kasnih endosoma 1 lizosoma pomocu proteina
NPC1 1 NPC2 joS$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen, no brojna istrazivanja podupiru hipotezu
0 ,,primopredajnom‘ modelu u kojem protein NPC2 unutar lumena lizosoma veze kolesterol te
ga zatim predaje proteinu NPC1, koji se nalazi u membrani (Trinh i sur., 2018; Dixit i sur.,
2011, Pfeffer, 2016). Na koji se na¢in odvija daljnji prijenos kolesterola od membrane lizosoma
do ostalih dijelova stanice/organela jo§ uvijek nije poznato. Pretpostavlja se da NPCI
»detektira®“ povisene razine kolesterola u membrani kasnih endosoma/lizosoma te signalizira
pupanje membrane lizosoma i tako prijenos tereta/kolesterola do odredista unutar stanice
(Brduer i sur., 2019). Takoder, lizosomi mogu membranskim kontaktima ostvariti izravan
fizicki kontakt s trans-Golgijevom mrezom, mitohondrijima, peroksisomim i ER-om, ¢ime se

omogucuje prijenos kolesterola u stanici (Meng i sur., 2020).



1.1.3. Nedostatak proteina NPC1/NPC2

Mutacije u genu NPCL ili NPC2 te posljedi¢ni gubitak funkcije proteina NPCL1 ili NPC2
dovode do poremecaja u transportu kolesterola i drugih lipida $to rezultira njithovim zastojem
(engl. ,, lipid traffic jam*) 1 nakupljanjem u kasnim endosomima i lizosomima, te njihovom
pogresnom lokacijom i nedostatkom na ciljanom mjestu djelovanja unutar stanice (Vanier i
Millat 2003; Marschalek i sur.,, 2014). Zbog nakupljanja kolesterola u kasnim
endosomima/lizosomima smanjuje se njegova koncentracija u ER-u $to rezultira pove¢anim
unosom i de novo sintezom Kkolesterola, te zaustavljanjem esterifikacije i u konacnici
poremec¢enom homeostazom kolesterola u stanici (Pentchev i sur., 1986). Nakupljanje lipida je
tkivno specifi¢no i razlikuje se izmedu mozga i ostalih organa. U perifernim organima poput
jetre, slezene, primarno se nakupljaju slobodni kolesterol, sfingomijelin, bis-monoacilglicerol
fosfat (BMP, od engl. Bis (Monoacylglycero) Phosphate; takoder nazvan LBPA —
lysobisphosphatidic acid), te razni glikolipidi. U mozgu dolazi do nakupljanja
glukozilceramida, laktozilceramida 1 znaCajne akumulacije glikosfingolipida posebice
gangliozida GM2 i GM3 (Rodriguez-Lafrasse i sur., 1994; Walkley i Vanier, 2009; Peake i
Vance, 2010; Dixit i sur., 2011; Alobaidy, 2015).

Mozak je kolesterolom najbogatiji organ, ¢ak 20-25% ukupnog kolesterola u tijelu
otpada na mozak, stoga poremecaji u endolizosomalnom putu, transportu kolesterola i drugih
lipida pokre¢u kaskadu patoloskih procesa kao Sto su manjak kalcija, oksidativni stres,
disfunkcija neurona, neuroinflamaciju i naposljetku smrt neurona (Dietschy i Turley, 2004;
Hammond i sur., 2019). Baudry i suradnici (2003) su u svojim istrazivanjima na mi§jem modelu
bolesti NPC pokazali da gubitak funkcije proteina NPC1/2 dovodi i do poremecaja glija stanica-
astrocita i mikroglija stanica te do izlu¢ivanja toksi¢nih citokina, $to za posljedicu ima dodatnu
aktivaciju astrocita i pogorSanje same patologije. Kolesterol u mozgu primarno potjece od
endogeno sintetiziranog kolesterola (Morell i Jurevics, 1996). Stoga je rasvjetljavanje uloge
proteina NPC1/NPC2 vazno za bolje razumijevanje patofiziologije ove, ali i drugih

neurodegenerativnih bolesti u kojima su uo¢ene promjene metabolizma kolesterola.
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Slika 3. Nedostatak proteina NPC1 ili NPC2 uzrokuje nakupljanje kolesterola u kasnim endosomima i
lizosomima. Zbog nedostatka proteina NPC1 ili NPC2 dolazi do nakupljanja kolesterola i ostalih lipida u kasnim
endosomima/lizosomima $to uzrokuje smanjenu razinu kolesterola u stani¢énoj membrani i ostalim dijelovima
stanice poput trans-Golgijeve mreze i endoplazmatskog retikuluma (ER-a). Smanjena razina kolesterola u ER-u
uzrokuje povecanu de novo sintezu kolesterola unutar stanice (preuzeto i prilagodeno po Pacheco i Lieberman,
2008).

1.1.4. Dijagnoza i lijecenje bolesti NPC

Dijagnoza bolesti NPC ¢esto je dugotrajan proces, s vjerojatnosc¢u postavljanja pogresne
dijagnoze, koja se dogada najvise zbog heterogenosti i nespecifi¢nosti klini¢kih simptoma koji
se javljaju u razli¢itoj Zivotnoj dobi (Citanovié-Sojat i sur., 2014; Pallottini i Pfrieger, 2020).
Specifi¢ni dijagnosticki test za ovu bolest je tzv. filipin test. Ovim testom analizira se
nakupljanje slobodnog kolesterola u primarnim kulturama fibroblasta pacijenata, koji su
obojeni filipinom. Filipin je spoj koji se veze na slobodni kolesterol i fluorescira §to omogucuje
njegovu vizualizaciju u stanici. Nakon pozitivnog filipin testa, najéeS¢e se provodi i
sekvencioniranje i analiza DNA kako bi se utvrdile to¢ne mutacije u NPC1 ili NPC2 genu
(Alobaidy, 2015; Pallottini i Pfrieger, 2020). Iako je filipin test primarni dijagnosticki test
bolesti NPC sve vise se u dijagnosticke svrhe koriste novootkriveni biomarkeri u plazmi poput

oksisterola, TCA (od engl. trihydroxycholanic acid) i TGC (od engl. trihydroxycholanic acid



glycinate). Ovi dijagnosticki testovi su brzi i manje invazivni od filipin testa jer nije potrebna

biopsija koze pacijenata (Patterson, 2020; Jiang i Ory, 2021).

Trenutno za bolest NPC ne postoji lijek, a terapija je vecinom orijentirana na
ublazavanje simptoma bolesti. Do sada jedini specifi¢ni licencirani lijek je miglustat, koji je u
Europskoj uniji odobren 2009. godine (Davidson i sur., 2009; Patterson i sur., 2012; Alobaidy,
2015; Pallottini i Pfrieger, 2020). Miglustat je imino$ecer koji inhibira enzim glukozilceramid
sintazu koja je odgovorna za prvi korak u sintezi veéine glikosfingolipida. Pokazano je da
miglustat ima pozitivan u¢inak na smanjenje nedostatka transporta lipida, neurotoksi¢no
nakupljanje glukozilceramida, laktozilceramida, gangliozida GM2 i GM3 u mozgu, te uzrokuje
odgadanje progresije neuroloskih simptoma. Medutim, pokazano je da miglustat nema utjecaja
na visceralne simptome i da kao posljedicu moze imati nezeljene uc¢inke na gastrointestinalni
sustav (Patterson i sur., 2012; Alobaidy, 2015; Shammas i sur., 2019). Takoder, pokazano je da
kombinacija prehrane s niskom razinom kolesterola i lijekova za snizavanje kolesterola ima
pozitivan u¢inak na nakupljanje kolesterola u jetri pacijenata, ali nema pozitivni u¢inak na

razinu kolesterola u mozgu NPC pacijenata (Alobaidy, 2015).

Osim miglustata, ciklodekstrin je spoj koji se intenzivno istrazuje kao potencijalni lijek
za bolest NPC (Hastings i sur., 2019). Ciklodekstrin veze kolesterol i rutinski se koristi za
moduliranje razine stani¢nog kolesterola u staniénim kulturama (Liu, 2012). Istrazivanja na
NPC1” misevima su pokazala da ciklodekstrin pozitivno utje¢e na smanjenje razine
kolesterola, sfingomijelina, glikosfingolipida i sfingozina u jetri i slezeni kao i na smanjenje
razine kolesterola, gangliozida i sfingozina u mozgu (Patterson i sur., 2012). Davidson i
suradnici su pokazali da kroni¢ni tretman 7 dana starih NPC1” miseva ciklodekstrinom, svaki
drugi dan tijekom dva tjedna, dovodi do zna¢ajnog poboljsanja motorickih funkcija, smanjenja
nakupljanja lipida i smanjenja neurodegeneracije u malom mozgu te u konac¢nici do produljenja
zivotnog vijeka (Davidson i sur., 2009). Provedena istrazivanja na mac¢jem modelu bolesti NPC
su pokazala da izravan unos ciklodekstrina u mozak rezultira odgodenom patologijom u malom
mozgu, smanjenjem gubitka Purkinjeovih neurona i smanjenjem nakupljanja kolesterola i
sfingolipida, za vise od godinu dana (Vite i sur., 2015). No, tretman ciklodekstrinom u macjem
modelu, i kod zdravih i kod NPC17-ma¢aka, je ukazao na moguée osteéenje perifernog slugnog
puta (Liu, 2012; Vite i sur., 2015). Provedena eksperimentalna studija na pacijentima s NPC je
pokazala da ciklodekstrin pozitivno utjece na neke sistemske i neuroloske simptome bolesti, no

potrebna su jo§ dodatna istrazivanja kako bi se utvrdila to¢na ucinkovita doza i interval



doziranja. Trenutno su u tijeku dva klinic¢ka ispitivanja za procjenu sigurnosti, farmakokinetike

i farmakodinamike ciklodekstrina (Hastings i sur., 2019).

Lijekovi koji se danas koriste za modifikaciju bolesti, ne pokazuju pozitivne u¢inke na
mozak i na periferne organe (Hastings i sur., 2019). Sama heterogena priroda ove bolesti
otezava pronalazak lijeka i pouzdanih biomarkera za to¢nu dijagnozu i pracenje tijeka bolesti.
Sve se vi$e smatra da je incidencija ove bolesti puno veca nego $to se prvotno mislilo. Stoga
postoji potreba za podizanjem svijesti 0 ovoj bolesti, novim dijagnosti¢kim testovima za rano

otkrivanje i prikladnim, optimalnim terapijama (Patterson, 2020; Jiang i Ory, 2021).

1.2. Alzheimerova bolest (AB)

Alzheimerova bolest (AB) je progresivna, neurodegenerativna bolest mozga koja
uzrokuje poremecaj u strukturi i funkciji mozga. Najucestaliji je oblik demencije te ¢ini 60-
70% svih slucajeva demencije (Blennow i sur., 2006; Korolev, 2014). Uzrok nastanka ove
bolesti joS uvijek nije razjaSnjen i predmet je brojnih istrazivanja. lako je starenje najveci rizi¢ni
¢imbenik, 1 vjerojatnost razvoja AB eksponencijalno raste s dobi, epidemioloske i geneticke
studije su pokazale da ova kompleksna bolest nastaje kao posljedica djelovanja odredenih
genetickih i okolisnih ¢imbenika (Blennow i sur., 2006; Holtzman i sur., 2011; Querfurth i
Laferla, 2018).

Postoje dva oblika Alzheimerove bolesti: nasljedni i sporadi¢ni. Nasljedni oblik AB (FAD, od
engl. Familiar Alzheimer's disease) se prenosi autosomno dominantno i javlja se prije 65.
godine Zivota zbog Cega se naziva i ranim oblikom (EOAD, od engl. early-onset Alzheimer’s
disease). Uzrok nastanka ovog oblika su mutacije u genima za protein prekursora peptida
amiloid beta (APP, od engl. amyloid f precursor protein), te preseniln 1 (PS1) i preseniln 2
(PS2) (Cole i Vassar 2007; Zhang i sur., 2020). Sporadi¢ni oblik je najces¢i oblik AB na Kkoji
otpada 95% svih AB sluc¢ajeva. Javlja se nakon 65. godine Zivota te se jos naziva i kasni oblik
AB (LOAD, od engl. late-onset Alzheimer’s disease). Uzrok nastanka ovog oblika je i dalje
nepoznat. lako se smatralo da je ovaj oblik bolesti sporadi¢an, po ¢emu je i dobio ime, novija
genetska istrazivanja ukazuju da je ovaj oblik vjerojatno posljedica zajednickog djelovanja
odredenih gena i rizi¢nih ¢imbenika (Gatz i sur., 2006; Cole i Vassar, 2007; Malnar i sur., 2009;
Korolev, 2014). Glavni geneticki rizicni Cimbenik za razvoj sporadicnog oblika AB je

polimorfizam u genu za apolipoprotein E (APOE). Dvije neovisne studije iz 1993. g. ukazale
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su na povezanost alela ¢4 APOE i sporadi¢nog oblika AB (St George-Hyslop i Petit, 2005;
Blennow i sur., 2006; Korolev, 2014). Heterozigoti za APOE alel €4 imaju 3 puta ve¢i rizik za
razvoj AB dok se kod homozigota taj rizik povecava ¢ak 15 puta. Takoder alel €4 utjeCe i na
raniju pojavu simptoma bolesti i to svaka kopija za 10-ak godina (St George-Hyslop i Petit,
2005; Blennow i sur., 2006; Malnar i sur., 2009).

Na stani¢noj razini u mozgu AB je Kkarakterizirana progresivnim odumiranjem
kortikalnih neurona, posebice piramidalnih stanica, §to dovodi do kognitivnih simptoma-
gubitka pamcenja i progresivnog gubitka intelektualnih sposobnosti (Korolev, 2014). Glavna
neuropatoloska obiljezja AB su senilni plakovi i neurofibrilarni snopici. Senilni plakovi su
izvanstani¢ne nakupine agregiranog peptida amiloid beta (AB), dok se neurofibriliarni snopiéi
nalaze unutar stanice i nakupine su hiperfosforiliranog proteina tau (Slika 4.) (Burns, 2009;
Zhang i sur., 2020).

senilni plak

neurofibrilarni
snopici
Slika 4. Prikaz neuropatoloskih obiljezja AB: senilnih plakova- izvanstani¢nih nakupina peptida AP i

neurofibrilarnih snopica - unutarstani¢nih nakupina hiperfosforiliranog proteina tau (preuzeto i prilagodeno prema

Burns, 2009).
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1.2.1. Mehanizam nastanka AB
1.2.1.1. Hipoteza amiloidne kaskade

Hipoteza amiloidne kaskade smatra se vrlo vjerojatnim mehanizmom nastanka AB. Ova
hipoteza pretpostavlja da je promijenjen metabolizam tj. razina peptida AP prvi, pocetni korak
koji pokrec¢e kaskadu dogadaja koji u konacnici rezultiraju patoloskim i klinickim simptomima
AB (Hardy i Higgins, 1992; Hardy i Selkoe, 2002; St George-Hyslop i Petit, 2005; Blennow i
sur., 2006; Querfurth i Laferla, 2018). Peptidi AB nastaju sekvencijalnim cijepanjem proteina
APP. APP je transmembranski protein koji sadrzi kratku C-terminalnu citoplazmatsku domenu
i veliku N-terminalnu ektodomenu i cijepa se dvama razli¢itim proteolitickim putevima: o-

sekretaznim (neamiloideogeni put) ili B-sekretaznim (amiloidogeni put).

U neamiloidogenom putu APP se prvo cijepa na stani¢noj membrani a-Sekretazom
(ADAM 10, od engl. A Disintegrin And Metalloprotease Domain protein) unutar Af sekvence,
¢ime se onemogucuje nastanak peptida AP. Cijepanjem a-sekretazom nastaje topivi N-
terminalni odsjeCak- sAPPa (od engl. soluble APPa), koji se izluCuje iz stanice i manji
membranski C-terminalni odsje¢ak CTFa/C83 (od engl. C-Terminal Fragment) koji je supstrat
y-sekretaze, membranskog kompleksa koji se sastoji od Cetiri proteina: nikastrina, proteina
PEN-2 i APH-1 te presenilina (PS1 ili PS2) u aktivnhom mjestu kompleksa. Cijepanjem
CTFa/C83 y-sekretazom nastaje topivi odsjecak p3 i C-terminalni peptid AICD (od engl. APP-
IntraCellular Domain) (Malnar i sur., 2009; Haass i sur., 2012; Zhang i sur., 2020).
Amiloidogeni put, koji se odvija primarno u kiselom okruzenju u endosomima, zapocinje
cijepanjem APP-a B-sekretazom (BACEL, od engl. s-site APP Cleaving Enzyme). Cijepanjem
nastaje topivi N-terminalni odsje¢ak sAPPp (od engl. soluble APPp), koji se izluCuje iz stanice
i manji membranski C-terminalni odsjecak- CTFB/C99. CTFB/C99 se dalje cijepa y-sekretazom
I kao rezultat cijepanja oslobada se peptid AP i nastaje C-terminalni peptid AICD. Ovisno o
poziciji cijepanja y-sekretaze nastaju peptidi AP razli¢ite velic¢ine. Najéesci oblik je Ap40 (dug
agregiranju i stvaranju senilnih plakova. U normalnim uvjetima peptid Ap se brzo razgraduje u
lizosomima i uklanja iz stanice. Medutim tijekom starenja ili u patoloskim stanjima poput AB,
metaboli¢ka razgradnja se smanjuje i dolazi do neravnoteze izmedu Stvaranja i razgradnje
peptida sto dovodi do nakupljanja peptida AP i njegovog agregiranja prvo u manje pa vece

oligomere te zatim u fibrile koje su neurotoksi¢ne, uzrokuju neuronalnu disfunkciju i smrt
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neurona te poti¢u hiperfosforilaciju proteina tau (Walsh i sur., 2002; Kametani i Hasegawa,
2018; Long i Holtzman, 2019; Zhang i sur., 2020).

APP
Amiloidogeni put ‘ Neamiloidogeni put
p
\ / a
l B-sekretaza l o-sekretaza
/ Y / Y
SAPPj BCTF/C99 SAPPa oCTF/C83
[ﬁ/-sekretaza rscimetiza l
AP AICD p3 AICD

Slika 5. Shematski prikaz procesiranja prekursora proteina amiloid-p (APP). APP se moze cijepati prvo B-
sekretazom u amiloidogenom putu ili o-sekretazom u neamiloidogenom putu. Kao rezultat cijepanja nastaju
topljivi odsjeéci SAPPB ili sSAPPa te C-terminalni odsjecci CTFB/C99 ili CTFo/C83. C-terminalni odsjecci
CTFo/C83 ili CTFB/C99 su supstrati y sekretaze ¢ijim cijepanjem nastaje AICD (engl. APP Intracelluar domain)
te amiloidogeni peptid amiloid-B (Ap) ili neamiloidogeni peptid p3 (preuzeto i prilagodeno prema Uddin i sur.,
2020).

U prilog amiloidogenoj hipotezi, kao dominantnoj hipotezi nastanka AB, govore i
¢injenice da se mutacije koje uzrokuju nasljedni oblik AB nalaze u genima za protein APP 1 za
kataliti¢ke podjedinice y sekretaze-PS1 ili PS2, kljuénim komponentama Stvaranja peptida Ap.
Nadalje, osobe sa Downovim sindromom koje imaju trisomiju 21. kromosoma, na kojem se
nalazi gen APP, razvijaju amiloidne plakove i patologiju slicnu AB u ranijoj zivotnoj dobi.
Smatra se da je razlog tome $to 0sobe sa Down sindromom imaju povecanu koli¢inu proteina

APP (uslijed tri kopije umjesto dvije kopije APP gena) i posljedi¢no poveéanu razinu peptida
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AP u odnosu na zdrave osobe od samog zac¢eca/rodenja (Hardy i Selkoe, 2002; Blennow i sur.,
2006; Kametani i Hasegawa, 2018). Takoder, nedavna istrazivanja su pokazala da nakupljanje
peptida AP u mozgu pocinje 10-20 godina prije pocetka prvih simptoma/demencije, $to ukazuje
da akumulacija Ap u odredenom vremenskom periodu (kao npr. prilikom starenja) ima klju¢nu

ulogu u patogenezi AB (Hardy i Selkoe, 2002; Rutten i Steinbusch, 2013; Vassar, 2014).

1.2.1.2. Protein tau

Protein tau je topivi protein koji se nalazi u aksonima ziv€anih stanica gdje se veze na
mikrotubule i ima ulogu u stvaranju i stabilnosti mikrotubula, te u vezikularnom transportu.
Mikrotubuli u askonima igraju vaznu ulogu u strukturi neurona, aksonalnom transportu i
sinaptickoj plasti¢nosti (Querfurth i Laferla, 2018; Long i Holtzman, 2019). U AB dolazi do
hiperfosforilacije proteina tau. Brojna istrazivanja su ukazala da bi taj dogadaj mogao biti jedan
od primarnih okida¢a neurodegeneracije u AB. Hiperfosforilacija proteina tau smanjuje afinitet
proteina tau za mikrotubule $to uzrokuje nestabilnost mikrotubula i njihovu razgradnju te
nakupljanje hiperfosforiliranog proteina tau u obliku neurofibrilarnih snopi¢a i neuropilnih niti
unutar neurona. Neurofibrilni snopi¢i 1 neuropilne niti gradene su od sparenih helikalnih
filamenata (PHFs, od engl. paired helical filaments) sastavljenih od netopivog,
hiperfosforiliranog proteina tau (PHF-tau) (Malnar i sur., 2009; Long i Holtzman, 2019). Ove
promjene dovode do poremecéenog transporta unutar aksona te oslabljene funkcije i aktivnosti
sinapsa §to uzrokuje gubitak sinapsi i smrt neurona (Blennow i sur., 2006; Querfurth i Laferla,
2018; Garcia-Morales i sur., 2021). Za razliku od patologije peptida AP, stadij patologije
proteina tau bolje korelira s progresijom kognitivnih poremecaja te gubitkom neurona i
klinickim simptomima AB. Medutim, iako je nakupljanje proteina tau jedna od glavnih znacajki
AB, prisutno je i u drugim srodnim neurodegenerativnim bolestima, koje se zajedno nazivaju
taupatijama (Braak i Braak, 1991). Mechanizam nastanka AB se intenzivno istrazuje, a nedavno
je pokazano da je za nastanak kognitivnog poremecaja klju¢na zajednicka prisutnost patoloskih

procesa i tau proteina i peptida Ap (Garcia-Morales i sur., 2021).
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1.2.1.3. Kolesterol u AB

Osim peptida AP i proteina tau pokazano je da znaajnu ulogu u razvoju AB ima
poremeceni metabolizam kolesterola (Burns i sur., 2003). Brojne nezavisne studije su utvrdile
da je APOE &4 alel glavni geneticki rizi¢ni ¢imbenik za razvoj AB. ApoE ima glavnu ulogu u
prijenosu kolesterola u mozgu. Kod ¢ovjeka postoje tri varijante alela APOE, €2, €3, e4. Dok
se APOE &4 povezuje s povecanim rizikom za razvoj Alzheimerove bolesti, genotip APOE &2
smatra se protektivnim (Malnar i sur., 2014; Kametani i Hasegawa, 2018). Mehanizam kojim
APOE &4 povecava rizik za AB joS nije u potpunosti razjasnjen. Otkriveno je da se ApoE &4
zajedno s AP nakuplja u amiloidnim plakovima (William Rebeck i sur., 1993). Takoder,
pokazano je da ApoE ima ulogu u metabolizmu AP, a da varijanta €4 ima manji afinitet za
peptide AP $to dovodi do smanjenog uklanjanja A iz stanica (LaDu i sur., 1994). Brojna in
vitro i in vivo istrazivanja su pokazala da promjene u homeostazi kolesterola i endocitnom
transportu utjecu na proteoliticku razgradnju proteina APP i nastanak peptida AP (Burns i sur.,
2006). Studije na transgeni¢nim misjim modelima AB su otkrile da poveéan unos kolesterola
uzrokuje povecano nakupljanje peptida AP i1 odsjecaka CTF te smanjenje razine fragmenta
sAPPa u mozgu transgeni¢nih miSeva, dok je suprotan u¢inak uocen nakon terapija lijekovima
za snizavanje kolesterola (Refolo i1 sur., 2000; Refolo 1 sur., 2001; Burns 1 sur., 2003).
Zamijeceno je i da razina kolesterola neizravno utjece na aktivnost sekretaza koje procesiraju
APP. Egzogeno dodani kolesterol lizatima humanog mozdanog tkiva pospjesio je aktivnost -
1 y-sekretaze, a tretman primarnih kultura misjih neurona kolesterolom je rezultirao povecanim
izlu¢ivanjem peptida AP42 (Feringa i van der Kant, 2021). Takoder viSe nezavisnih studija je
otkrilo da povecane razine kolesterola potic¢u kolokalizaciju APP i BACEI u istim stani¢nim
odjeljcima i procesiranje APP-a amiloidogenim putem (Cordy i sur., 2003; Ehehalt i sur., 2003;
Cossec i sur.,2010; Marquer i sur., 2011). Sukladno tome, pokazano je da niZe razine Kolesterola
inhibiraju procesiranje  APP-a B- i vy-sekretazom, dok poticu procesiranje APP-a
neamiloidogenim putem (Feringa i van der Kant, 2021). Takoder, pretpostavlja se da su
promjene u metabolizmu Kkolesterola i njegovo nakupljanje povezani i sa stvaranjem
neurofibrilarnih snopic¢a (Distl 1 sur., 2003). Promjene u metabolizmu kolesterola utjecu na
razinu fosforiliranog tau proteina u neuronima dobivenim iz induciranih pluripotentnih
mati¢nih stanica (iPSC, od engl. induced pluripotent stem cells) pacijenata s obiteljskim
oblikom AB, dok su lijekovi koji sniZzavaju kolesterol pozitivno utjecali na smanjenje razine

fosforiliranog tau (van der Kant i sur., 2019).
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1.3. Sliénosti i razlike izmedu bolesti NPC i AB

AB i bolest NPC su progresivne neurodegenerativne bolesti sa razli¢itom
epidemiologijom i etiologijom. Dok je AB cesta i kompleksna bolest, slozene etiologije koja
ukljucuje genetske ¢imbenike i rizi¢ne ¢imbenike iz okoline, bolest NPC je rijetka monogenska
autosomno recesivna bolest. Medutim, zanimljivo je da bolest NPC pokazuje niz sli¢nosti s AB,
ukljucujuéi disfunkciju endolizosomalnog puta, poveéanu razinu CTFB/C99 i peptida AP,
promijenjeni metabolizam kolesterola i ApoE €4 te patologiju tau proteina, $to upuc¢uje da bi

ove dvije bolesti mogle dijeliti neke zajednicke molekularne stani¢éne mehanizme.

Promijenjeni metabolizam proteina APP jedna je od glavnih karakteristika AB koja je
primije¢ena i u bolesti NPC. Brojna istrazivanja su pokazala da u stani¢nom modelu bolesti
NPC kao i u mozgovima NPC17 miseva dolazi do nakupljanja peptida Ap i CTFB/C99
odsjecaka (Yamazaki i sur., 2001; Burns i sur., 2003; Jin i sur., 2004; Kodam i sur., 2010)
Takoder, Mattsson i sur. su u likvoru NPC pacijenata primijetili povecanu razinu peptida Ap
(Mattsson i sur., 2012). Senilni plakovi karakteristi¢ni za AB nisu pronadeni u pacijentima s
NPC vjerojatno zbog brzog razvoja patologije i nedostatka vremena tj. procesa starenja koji je
prisutan u AB (Yamazaki i sur., 2001). Medutim, pronadeni su difuzni plakovi u nekoliko NPC
pacijenata koji su bili homozigoti za alel APOE €4 (Auer i sur., 1995; Saito i sur., 2002).

Nadalje, u bolesti NPC primijeéena je disfunkcija endolizosomalnog puta. Pokazano je
da uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 i posljedi¢nog nakupljanja kolesterola
dolazi do povecane kolokalizacije APP-a i enzima BACE1 u ranim endosomima $to rezultira
povecanim cijepanjem APP-a enzimom BACEL1 i nakupljanjem odsje¢aka CTFB/C99 i peptida
AP u kasnim i u ranim endosomima (Yamazaki i sur., 2001; Jin i sur., 2004; Malnar i sur.,
2010). Dodatno, u preparatima mozdanog tkiva NPC pacijenata uoceno je da se peptidi A i
CTFB/C99 nakupljaju u abnormalno povecanim endosomima kakvi su primijeceni i u AB (Jin

i sur., 2004).

Kod vecine juvenilnih 1 odraslih NPC pacijenata pronadeni su neurofibrilarni snopiéi,
bogati PHF-tau filamentima, za koje je pokazano da su strukturno i imunoloski sli¢ni onima u
AB ukazujuci na sli¢nost u mehanizmu nastanka tau patologije u bolesti NPC i u AB (Auer i
sur., 1995; Bu i sur., 2002; Distl i sur., 2003).

APOE &4 je najvazniji geneticki rizi¢ni faktor za razvoj AB, a istrazivanja su pokazala

da genotip APOE ima ulogu i u bolesti NPC. Alel APOE &4 povezan je s ranijom pojavom i
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brzom progresijom bolesti NPC, kao i AB. Pokazano je da u APOE e&4-pozitivnih NPC
pacijenata dolazi do ranije pojave tau patologije, tj. do ranijeg stvaranja i veéeg broja
neurofibrilanih snopic¢a (Saito i sur., 2002). Kod nosioca alela €2 gena APOE, za koji je
pokazano da smanjuje rizik od AB, uoc¢ena je kasnija pojava bolesti NPC (Fu i sur., 2012). Ovi
podatci su pokazali da APOE &4, osim §to je rizi¢ni ¢imbenik za razvoj AB, utjece na raniju

pojavu i brzu progresiju bolesti NPC.

Jos$ jedna od zajednickih karakteristika ove dvije bolesti je neuroinflamacija. Poznato je
da je u bolesti NPC neuroinflamacija zamije¢ena prije pojave drugih neuropatoloskih
karakteristika bolesti, dok se kod AB neuroinflamacija javlja kao odgovor na ve¢ zapocete
patoloske procese (Platt i sur., 2016). Osim §to bolest NPC pokazuje niz sli¢nosti s AB, uocene
su i promjene NPC1 mRNA i proteina u mi§jim modelima AB i pacijentima s AB. U
mozgovima oboljelih od AB utvrdene su promjene u ekspresiji tj. razini mMRNA i proteina
NPC1 (Ginsberg i sur., 2011). Gubitak jednog alela NPC1 u misjem modelu AB je rezultirao
poveéanim nakupljanjem peptida AP i pove¢anim stvaranjem plakova. Takoder, pokazano je i
obrnuto, da poveéana ekspresija proteina APP (Maulik i sur., 2012) kao i delecija gena APP u
NPC17 misu pogoriava patologiju bolesti NPC (Nunes i sur., 2011).

Unato¢ tome §to NPC i AB dijele brojne sli¢nosti, ove dvije bolesti pokazuju i jasne
neuropatoloske razlike. Dok u AB dolazi do neurodegeneracije primarno u hipokampusu 1
mozdanoj kori, a neuroni malog mozga se ¢ine oCuvani, U bolesti NPC je opisana izrazita
neurodegeneracija Purkinjeovih neurona u malom mozgu, a nasuprot tome neurodegeneracija
u hipokampusu nije zamijeéena (Ko i sur., 2005; Malnar i sur., 2014). Ipak, iako se isprva
smatralo da hipokampus nije zahvacen u bolesti NPC, pretpostavlja se da bi i on mogao biti
zahvacen, ali da je zbog brze progresije bolesti i njenog javljanja ve¢ u djece hipokampus samo
prividno ,,zasti¢en“. IstraZivanja koja su usmjerena na prouCavanje razlika regionalno
specifi¢ne neurodegeneracije izmedu AB 1 bolesti NPC su vazna jer mogu razjasniti te otkriti
protektivne i/ili rizicne mehanizme neurodegeneracije kao i klju¢ne ¢imbenike ovog procesa u
ovim, ali i u drugim neurodegenerativnim bolestima. Takoder ova istrazivanja doprinose i

boljem razumijevanju molekularne patogeneze ovih bolesti te pronalasku uéinkovitih terapija.
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1.4. Proteaza BACEl

Pet nezavisnih grupa je 1999. godine identificiralo BACEL (engl. p-site amyloid
precursor protein cleaving enzyme 1) kao B-sekretazu, kljucan enzim u patogenczi AB jer
katalizira prvi korak u amilodogenoj razgradnji proteina APP $to rezultira stvaranjem toksi¢nog
peptida AP koji se nakuplja u mozgu AB pacijenata (Vassar i sur., 1999; Cole i Vassar 2007;
Vassar, 2014; Yan, 2017). BACEL1 je transmembranska asparaginska proteaza tipa 1 koja je
usko povezana s proteazama iz skupine pepsina. Gradena je od 501 aminokiseline i sastoji se
od 5 glavnih domena: signalnog peptida, propeptida, kataliticke domene koja sadrzi dva motiva
karakteristiéna za asparaginske proteaze koja tvore aktivno mijesto, transmembransku i
citoplazmatsku domenu (Slika 6.). BACE1L se sintetizira kao proenzim u ER nakon ¢ega se
cijepa i nastaje zreli peptid (Vassar i Kandalepas, 2011; Yan i Vassar, 2014; Bardo i sur., 2016;
Yan, 2017; Taylor i sur., 2022). Optimalna aktivnost proteaze BACEL je pri kiselom pH.
Kataliticka domena s aktivnim mjestom nalazi se u lumenu kiselih unutarstani¢nih odjeljaka
sekretornog puta, uklju¢ujué¢i endosomime i trans-Golgijevu mrezu (Cole i Vassar 2007,
Kandalepas i Vassar, 2012; Sathya i sur., 2012). Proteaza BACE1 je visoko eksprimirana u
mozgu, posebice u neuronima sredi$njeg Ziv€anog sustava gdje je smjestena u presinaptickim
odjeljcima (Cole i Vassar 2007; Chami i Checler, 2012; Hemming i sur., 2009; Vassar, 2014;
Das i Yan 2017). Utvrdeno je da je razina proteina BACE]1 te njegova aktivnost poveéana u
mozgu oboljelih od AB u usporedbi sa zdravim kontrolama (Fukumoto i sur., 2002; Yang i sur.,
2003). Bioloske funkcije BACEI se jos uvijek istrazuju, a do danas je poznato da ima ulogu u
razvoju i plasti¢nosti sinapsi, razvoju dendrita, mijelinaciji, astrogenezi i neurogenezi (Vassar,

2014; Yan i Vassar, 2014; Das i Yan, 2017).
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Slika 6. Primarna struktura proenzima BACE1. BACEL je transmembranska asparaginska proteaza tipa 1
izgradena od 501 aminokiseline. Sastoji se od pet domena: signalnog peptida, propeptida, kataliticke domene sa
dva motiva (DTGS, DSGT) koji ¢ine aktivno mjesto enzima, transmembranske i citosolne domene. BACE1 se
sintetizira kao proenzim u ER nakon ¢ega u Golgijevom aparatu dolazi do cijepanja njegove propeptidne domene
i drugih posttranslacijskih modifikacija te nastaje aktivna proteaza BACEL (preuzeto i prilagodeno prema Yan i
Vassar, 2014).

1.4.1. Proteaza BACEL - sredisnji enzim u patogenezi AB

Hipoteza amiloidne kaskade predvida da je nakupljanje i agregacija peptida AP kljuc¢an
dogadaj koji pokrece kaskadu patoloskih procesa u AB. Ipak, nedavna istrazivanja su pokazala
da nakupljanje odsjecaka CTFB/C99 - izravnog C-terminalnog produkta proteolize proteina
APP B-sekretazom, a ne nakupljanje AP, moze potaknuti neurodegenerativne procese i
kognitivni poremecéaj u AB. Lauritzen i sur. (2012) su na misjem transgeni¢cnom modelu AB
pokazali da u pocetnim fazama bolesti dolazi do zna¢ajnog nakupljanja odsjecaka CTFB/C99 u
neuronima korteksa i hipokampusa i to puno prije pojave detektabilnog peptida Ap. Kasnije su
1 druge istrazivacke grupe u razliitim mi§jim modelima AB potvrdile rano nakupljanje
odsjecaka CTFB/C99 u neuronima ukazujuc¢i na njihovu ulogu u pokretanju patogeneze u AB.
(Kaur, 2017; Mondragén-Rodriguez i sur., 2018; Lauritzen i sur., 2019). Pronadeno je i da
nakupljanje odsjecaka CTFB/C99 negativno utjece na sposobnost pamcenja u misjem modelu
demencije (Tamayev i sur., 2012). Nadalje, uoceno je da se protein APP i njegovi odsjecci
nakupljaju u distrofi¢nim neuritima u mozgovima oboljelih od AB i da je njihovo nakupljanje
neurotoksi¢no (Roy i sur., 2005; Kametani i Hasegawa, 2018). Osim neurotoksi¢nosti

odsjecaka CTFB/C99, pokazano je da je njihovo nakupljanje izravno povezano s disfunkcijom
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endolizosolmanog puta, tj. povetanjem organela ranih endosoma, najranijim patoloskim
obiljezjem AB (Jiang i sur., 2010; Lauritzen i sur., 2016; Nixon, 2017). Zbog ovih spoznaja
nakupljanje odsjecaka CTFB/C99, nastalih cijepanjem APP [(-sekretazom, i posljedi¢na
disfunkcija endolizosomalnog puta su istaknuti kao jedan od vaznih pokretaca patoloSkih
promjena u AB, $to je jo§ dodatno potvrdilo vaznu ulogu ove proteaze u patogenezi AB
(Lauritzen i sur., 2016; Nixon, 2017).

Ulogu proteaze BACE1 kao klju¢nog enzima u patogenezi AB potvrduje i ¢injenica da
postoje mutacije u proteinu APP u blizini mjesta cijepanja PB-sekretazom (Lys670Asn,
Met671Leu, Ala673Val) koje mijenjaju konformaciju proteina te izazivaju povecano cijepanje
B-sekretazom. Takve mutacija su povezane s nastankom obiteljskog oblika AB, jer dovode do
povecanog stvaranja AP. Nedavno pronadena ,islandska“ mutacija u proteinu APP
(Ala673Thr), koja je oznacena kao protektivna jer uzrokuje smanjeni rizik nastanka AB i
kognitivne disfunkcije u starosti, pokazala je smanjenu proteolizu proteina APP B-sekretazom
te time smanjeno stvaranje peptida AB (Jonsson i sur., 2012; Maloney i sur., 2014). Nosioci
samo jednog alela ove mutacije imaju za 20% smanjenu razinu AP te se smatraju ,,zasticenim
od razvoja AB (Vassar, 2004, Cole i Vassar, 2007; Yan i Vassar, 2014). Takoder delecija gena
BACE1 u misjem modelu AB rezultirala je smanjenim nakupljanjem peptida Ap i kognitivnim
oporavkom (Cole i Vassar 2007; McConlogue i sur., 2007; Ohno i sur., 2007). Sumarno, ovi
nalazi su ukazali na znacajan potencijal inhibicije proteaze BACE1 u terapiji AB, jer njena
inhibicija izravno smanjuje razine odsjecaka CTFB/C99 i peptida AP — dvije kljuéne molekule

koje se nakupljaju u mozgu oboljelih te pridonose razvoju patoloskih karakteristika AB.

1.4.2. Terapijski potencijal proteaze BACE1

Inhibitori proteaze BACEL ve¢ se neko vrijeme intenzivno ispituju za razvoj terapije
AB. Istrazivanja su provedena na razli¢itim modelima. Pokazano je da inhibicijom proteaze
BACEL u neuronima dobivenim iz induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica pacijenata sa
sporadi¢nim i obiteljskim oblikom AB dolazi do znacajnog smanjenja razine AP kao i do
smanjenja razine fosforiliranog proteina tau u odnosu na kontrolu (Israel i sur., 2012).
Istrazivanja na razli¢itim Zivotinjskim modelima su pokazala da inhibicija proteaze BACE1
smanjuje razine AP u plazmi i likvoru (Yan i Vassar, 2014; Kennedy i sur., 2016; Neumann i
sur., 2018; Das i Yan, 2019). Osim toga, neki BACEL inhibitori su uspjeli znacajno smanjiti

razinu peptida Ap u mozgu miseva §to se pozitivno odrazilo i na kognitivne sposobnosti
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(Fukumoto i sur., 2010). Inhibitori BACEI su usli i u klinicke faze ispitivanja gdje je pokazana
uspjesnost odredenih inhibitora u smanjenju amiloidnih vrsta i odsjecaka CTFB/C99 u oboljelih
od AB. Nazalost ova istrazivanja su prekinuta zbog pojave odredenih nuspojava i u nekim
slu¢ajevima uoCenog negativnog ucinka inhibicije na kognitivne sposobnosti ispitanika
(Neumann i sur., 2018; Timmers i sur., 2018; Das i Yan, 2019). Osim toga, BACE1” misevi su
se isprva smatrali zdravi- vijabilni i fertilni. Medutim, njihova detaljna analiza je utvrdila
nekoliko znacajnih nedostataka: hipomijelinaciju, smanjenu gustocu dendritickih trnova,
promjene u astrogenezi i neurogenezi, probleme s motorikom i pamcéenjem, shizofreno
ponasanje i epilepti¢ne napadaje (Chow i sur., 2010; Hemming i sur., 2009; Vassar, 2014; Barao
i sur., 2016; Munro i sur., 2016). Posljednja klinicka ispitivanja inhibitora proteaze BACE1
zaustavljena su u trecoj fazi ispitivanja krajem 2019. g., a trenutno nema aktivnih klini¢kih

istrazivanja vezanih uz inihibitore BACE1 (www.alzforum.org). lako danas ne postoje

odobreni inhibitori proteaze BACE] za lijjecenje AB, dosada$nja klinicka istraZivanja pokazala
su da inhibicija proteaze BACEI uspje$no smanjuje razine AP u pacijentima oboljelima od AB
te, stoga, inhibicija BACEL jos uvijek predstavlja dobar pristup za razvoj ucinkovite terapije
AB. Najvec¢i izazovi potencijalne primjene inhibitora BACE1 u lije€enju AB vezani su uz
otkrivanje optimalne doze inhibicije (npr. inhibicija proteaze BACE1 20% moze biti dostatna
da prevenira nakupljanje peptida AB i pojavu AB) te vremena pocetka terapije koji bi dali
najbolje rezultate s minimalnim nuspojavama (Das i Yan, 2019). PoteSkoce u razvoju inhibitora
proteaze BACEL kao terapije AB otvorila su brojna pitanja te ukazala na potrebu novih
spoznaja o funkciji ove proteaze i mehanizma njenog djelovanja kako bi se uspje$no smanjile

moguce nuspojave.

1.4.3. Supstrati proteaze BACEL - Sez6 obitelj proteina

Primije¢ene nuspojave uslijed inhibicije proteaze BACE1 vjerojatno su posljedica
Cinjenice da ova proteaza ne cijepa samo protein APP. Nedavni pronalazak velikog broja drugih
supstrata proteaze BACE1 otkrio je znacajnu ulogu ove proteaze u fizioloSkoj funkciji mozga
(Slika 7.), te je ukazao da inhibicija aktivnosti ove proteaze moze dovesti do smanjene
proteolize i drugih vaznih proteina, osim proteina APP, §to u konac¢nici moze rezultirati
nastankom nezeljenih nuspojava (Kuhn i sur., 2012; Zhou i sur., 2012; Stiitzer i sur., 2013; Yan
i Vassar, 2014).
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Cijepanje Cijepanje
proteazom BACE1 proteazom ADAM

Visoko Nisko
SEZ6L
SEZ6
APLP1
CACHD1
GLG1
L1CAM
LRRN1
PLXDC2
NT™M
CHL1
PAM
EXTL2
PCDHGA11
APLP2
ST3GAL1
LPHN1
NLGN4
SEMAGD
LAMP1
NRXN1
PCDH20
LPHN3
LPHN2
ATP1B1
DNER
IFNAR2
NLGN2
SE2612
LRFN2
CX3Ccla
CNTN2
APP
NLGN1

Nisko TMEM132A Visoko

Slika 7. Supstrati proteaze BACE1 u mozgu. Supstrati proteaze BACEL navedeni su od onih koji se isklju¢ivo
ili pretezno cijepaju proteazom BACE1 prema onima ¢ije je cijepanje proteazom BACE]1 nisko (lijevo). Navedeni
supstrati se cijepaju i enzimima iz obitelji ADAM (od engl. A Disintegrin And Mealloprotease), ali je preferencija

cijepanja suprotna onoj proteaze BACEL (desno) (preuzeto i prilagodeno prema Yan i sur., 2014).

Za razliku od proteina APP, Kkoji se cijepa i a-sekretazom, proteomske studije su
pokazale da su proteini Sez6 (od engl. seizure protein 6) i Sez6L (od engl. seizure 6-like
protein) iskljucivi fizioloski supstrati proteaze BACE1 u mozgu (Kuhn i sur., 2012; Yan i
Vassar, 2014; Pigoni i sur., 2016). Ovi proteini, uz Sez6L2, pripadaju Sez6 obitelji proteina.
Visoko su eksprimirani u neuronima u cijelom mozgu, tijekom razvoja i u odrasloj dobi, a
lokalizirani su u somatodendriti¢ckim odjeljcima (Gunnersen i sur., 2007). Sez6 je najvise
eksprimiran u embrionalnom i postnatalnom neokorteksu, a kod odraslih miseva eksprimiran
je u korteksu i hipokampusu. Sez6L je prisutan u svim regijama mozga, ali je njegova najveca
ekspresija pronadena u malom mozgu i Purkinjeovim neuronima (Kim i sur., 2002; Gunnersen
i sur., 2007; Causevié i sur., 2018). Sez6 i Sez6L su transmembranski proteini, s velikom
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izvanstanicnom regijom. Sadrze CUB 1 SRC domene, MpxY motiv i PTB domenu (od engl.
phosphotyrosine-binding domain) kakvu sadrzi i APP i neki drugi proteini koji imaju ulogu

stani¢nih receptora (Pigoni i sur., 2017).

Uloge BACEL supstrata Sez6 i Sez6L se jos uvijek istrazuju, no poznato je da imaju
ulogu u razvoju i (dis)funkciji sinapsi - jednoj od karakteristika bolesti NPC, kao i AB (Osaki i
sur., 2011). Karakterizacija mis$jeg modela kojem su deletirana sva tri gena obitelji Sez6 je
pokazala da ovi proteini imaju ulogu i u strukturi dendritickih trnova, kognitivnim funkcijama
te u motorickom ucenju i koordinaciji (Nash i sur., 2020). Daljnja istrazivanja su ukazala na
ulogu proteina Sez6 u pravilnom grananju dendrita i gusto¢i dendritickih trnova ¢ime je
funkcija ovog proteina povezana s pravilnim povezivanjem kortikalnih neurona i njihovom
komunikacijom. Takoder, pokazano je da Sez6 ima ulogu u rastu neurita i stvaranju sinapsi
(Gunnersen i sur., 2007; Kuhn i sur., 2012; Zhu i sur., 2018). Za razliku od Sez6, Sez6L je
manje istrazen te se manje zna o njegovoj funkciji. NO, nedavna istrazivanja su pokazala da bi
Sez6L mogao biti povezan s motorickim poremecéajima uocenim kod miseva kojima nedostaju
sva tri proteina Sez6 obitelji. Mutacije u genima za ove proteine su povezane i S nekim
neurorazvojnim i psihijatrijskim poremecajima ukazujuéi na njihove potencijalne uloge u
normalnom funkcioniranju mozga. Sez6 je povezan s epileptiénim napadajima te dje¢jom
shizofrenijom, dok je Sez6L povezan sa bipolarnim poremecajem i autizmom (Kuhn i sur.,
2012; Munro i sur., 2016; Pigoni i sur., 2016). Kako su proteini Sez6 i Sez6L iskljucivi supstrati
proteaze BACE1 u mozgu prepoznata je njihova uloga kao potencijalnih biomarkera za
pracenje aktivnosti BACE1 $to je vrijedan podatak za razvoj novih terapija i pronalazak

odgovarajuce razine modulacije BACEL aktivnosti (Pigoni i sur., 2016).

Uloge proteaze BACEL i njenih supstrata u mozgu u zdravlju i u bolesti jo§ uvijek nisu
razjaSnjene. Razumijevanje biologije tj. mehanizma djelovanja BACEL i uloge proteolize
razli¢itih supstrata BACE1 vazno je za u¢inkovitu procjenu terapijskog potencijala inhibicije
ove proteaze u lijecenju AB, ali potencijalno i u lijecenju bolesti NPC s obzirom na uoceno
povecano cijepanje supstrata BACE1 u NPC1 stani¢nim i zivotinjskim modelima (Malnar i sur.,

2010; Causevi¢ i sur., 2018).
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1.4.4. BACEL i bolest NPC- nasa dosadasnja istrazivanja

Nasa dosadasnja istrazivanja na staniénom modelu bolesti NPC - CHO NPC1-null
stanicama (CHO od engl. Chinese Hamster Ovary kojima je deletiran gen NPC1) su pokazala
da uslijed nedostatka proteina NPC1 i nakupljanja kolesterola dolazi do poveéanog nastanka
odsjeCaka CTFB/C99, sAPPJ i unutarstani¢nog peptida AP40. Takoder, utvrdile smo da je u
ovim stanicama promijenjen stani¢ni transport i smjestaj proteina APP i BACE1 u lipidnim
splavima i u endosomima, organelima koje imaju optimalni pH za aktivnost BACEL, §to dovodi
do povecanog cijepanja APP-a proteazom BACEI1 (Malnar i sur., 2010; Kosic¢ek i sur., 2010;
Malnar i sur., 2012). Dodatno, nasi nedavni rezultati na misjem modelu bolesti NPC
(BALB/cNctr-Npc1™N/J) su pokazali da dolazi do poveéane proteolize, ne samo proteina APP
veé i proteina Sez6 i Sez6L u mozgovima 4 tjedna starih asimptomatskih NPC17 miseva
ukazujuc¢i na poremecenu funkciju i potencijalnu ulogu proteaze BACE1 u najranijem stadiju
bolesti NPC (Causevi¢ i sur., 2018).
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2. CILJ I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Cilj ovog doktorskog rada je istraziti ulogu proteaze BACE1 u patogenezi Niemann-Pickove
bolesti tipa C (NPC) te ispitati moze li inhibicija proteaze BACE1L predstavljati novu strategiju
lijeCenja/ublazavanja patoloskih karakteristika ove joS uvijek neizljecive bolesti. Pri tom ¢emo
koristiti misji model bolesti NPC (BALB/cNctr-Npc1™MN/J), odnosno primarne kulture
kortikalnih i hipokampalnih neurona, kulture organotipskih mozdanih rezova kao i izdvojene
mozdane regije hipokampusa i malog mozga ovih miSeva u odnosu na iste in vitro / ex vivo

modele wt miSeva.
Kako bismo ostvarili ovaj cilj provest ¢emo sljedece specificne ciljeve:

e Ispitati proteolizu i stani¢ni smjestaj supstrata BACE1 u primarnim kulturama neurona
I utjecaj inhibicije proteaze BACE1 na proteolizu i smjeStaj ovih supstrata te na
patoloske znacajke bolesti NPC.

e Uspostaviti kulturu organotipskih rezova mozga i ispitati utjecaj inhibicije BACE1 na
patoloske znacajke bolesti NPC.

e Analizirati sastav lipidoma u mozdanim regijama i u endosomskim frakcijama malog

mozga i hipokampusa miseva NPC1 i wt.

U sklopu ovog doktorata ispitat ¢emo hipotezu da povecano cijepanje proteazom BACEL
doprinosi nastanku patoloskih karakteristika bolesti NPC te da inhibicija BACE] mozZe
predstavljati alternativni pristup ublaZavanja simptoma/progresije ove joS uvijek neizljecive
bolesti. Takoder, ispitat ¢emo hipotezu da poremecaj sastava lipidoma u razli¢itim mozdanim
regijama u bolesti NPC, npr. u hipokampusu 1 malom mozgu, moZe doprinijeti razlicitoj
vulnerabilnosti ovih regija. Naposlijetku, ispitat ¢emo hipotezu da nakupljanje kolesterola 1
drugih lipida u kasnim endosomima/lizosomima uzrokuje poremecéenu funkciju i ranih
endosoma, tj. promjene lipidnog sastava ranith endosoma, ukazuju¢i na potencijalnu disfunkciju
biogeneze endosoma u bolesti NPC. Sumarno, pretpostavljamo da disfunkcija proteaze BACE1

i njenih supstrata ima ulogu u patogenezi bolesti NPC.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzgoj miSjeg modela bolesti NPC

U ovom doktorskom radu koristen je misji soj BALB/cNctr-Npc1™M/J (stock number 003902,
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, SAD). Ovaj soj je naj¢es$ce koristeni misji model u
istrazivanju ove rijetke nasljedne bolesti. Ovaj model ima spontanu mutaciju u genu za protein
NPC1, koja onemogucava nastanak proteina NPC1, te pokazuje patoloske karakteristike bolesti
kao §to su neurodegeneracija Purkinjeovih neurona, hiperfosforilacija tau proteina i
neuroinflamacija- aktivacija astrocita i mikroglija. Misevi su uzgajan u Pogonu laboratorijskih
Zivotinja na Institutu Ruder Boskovi¢ (IRB). Uzgoj Zivotinja i svi pokusi su provedeni u skladu
s vaze¢im Zakonom o zastiti zivotinja (NN 102/17) i Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se
koriste u znanstvene svrhe (NN 39/17), a istrazivanje je odobreno od strane Etickog
povjerenstva IRB-a i od strane Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske (klasa UP/1-322-
01/17-01/15). Misevi su Uzgajani u 12 satnim ciklusima dan/no¢ uz prisutnost standardne misje
prehrane 1 vode ad libitum. Za odrzavanje linije te dobivanje Zeljenih uzoraka miSeva s
mutacijom u genu NPCL1 koji ne sintetiziraju protein NPC1 (u daljnjem tekstu misevi NPC1) i
miseva divljeg tipa (u daljnjem tekstu wt, od engl. wild type) bilo je potrebno pariti NPC1-
heterozigote, jer miSevi NPC1 nisu fertilni. Za primarnu kulturu neurona kori$teni su mladunci
postnatalnog dana 0 ili 1 (PO-P1). Za kulturu misjih organotipskih rezova mozgova koristeni su
mladunci 7 dana starosti (P7), za frakcioniranje endosoma te analizu lipidoma koriStene su

Zivotinje starosti 4 tjedna.

3.1.1. Genotipizacija miseva

3.1.1.1. Izolacija DNA iz tkiva repa miseva

DNA potrebna za genotipizaciju miSeva izolirana je iz uzorka tkiva repa misa. Tkivo
repa uronjeno je u 100 ul S0mM NaOH otopine i inkubirano pri 95°C u termobloku 3 puta po
15 min. Nakon svake inkubacije uzorci su dobro vorteksirani (Vortex Mixer, neoLab Migge
GmbH, Njemacka) i kratko centrifugirani (Eppendorf 5424, Njemacka). Nakon trece inkubacije
u uzorke je dodano 10 pul 1,5 M Tris otopine (18,15 g Tris base (Sigma-Aldrich, SAD), dH.O
do 100 mL, pH 8,8) te su uzorci vorteksirani i zatim centirfugirani 5 min, na 16000xg, pri 4°C

(Eppendorf 5415R, Njemacka). Nakon centrifugiranja supernatant je prebacen u novu sterilnu
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tubicu. Izmjerena je koncentracija DNA na spektrofotometru (NanoPhotometer, Implemen
GmbH, Njemacka) te su svi uzorci razrijedeni u sterilnoj mQ-H20O do konacne koncentracije

DNA 10 ng/ul koja je koristena za daljnju analizu.

3.1.1.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Genotip miseva odreden je metodom lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase
Chain Reaction, PCR) na uzroku DNA izoliranom iz vrha repa miSeva. Napravljene su dvije
reakcijske smjese od 20 pl za svaki uzorak (prema Tablici 1.). Jedna reakcijska smjesa je
sadrzavala pocCetnice za alel divljeg tipa NPC1, a druga za mutantni alel NPC1. Reakcija se
odvijala u uredaju za PCR (Appiled Biosystems, Thermo Fisher Scientific, SAD) pod uvjetima

koji su navedeni u Tablici 1.

Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za jedan uzorak za genotipizaciju miseva NPC1.

PCR smjesa za alel dvljeg tipa NPC1 PCR smjesa za mutirani alel NPC1
Volumen (ul) Volumen(pl)

Sterlina mqH-0 10,35 Sterlina mgH-0O 10,35
5XPCR pufer 4 5XPCR pufer 4
2,5mM dNTP 1,6 2,5mM dNTP 1,6
20 pM pocetnica 28 1 20 pM pocetnica 25 1
20 pM pocetnica 29 1 20 pM pocetnica 27 1

5 U/pl Taq polimeraza 0,05 5 U/pl Taq polimeraza 0,05
10 ng/ pl genomska DNA 2 10 ng/ pl genomska DNA 2
Konaéni volumen 20 Konacéni volumen 20
Veli¢ina produkta 173 bp Veli¢ina produkta 475 bp

Tablica 2. Pocetnice koriStene za genotipizaciju miSeva NPCI.

Pocetnica Genotip NPC1 Sekvenca 5'>3'

0IMR0928 Alel divljeg tipa CTG TAG CTC ATC TGC CAT CG
0IMR0929 Alel divljeg tipa TCT CAC AGC CACAAGCTTCC
0IMR4125 Mutirani alel GGT GCT GGA CAG CCAAGTA

0IMR0927 Mutirani alel TGA GCC CAAGCATAACTTCC
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Tablica 3. Uvjeti reakcije PCR (PCR program) za umnoZavanje DNA za genotipizaciju miSeva
NPC1.

Temperatura Trajanje
Pocetna denaturacija 94°C 3 min
Denaturacija 94°C 30s
Prianjanje pocetnica 63°C 45s 35 ciklusa
Elongacija 72°C 45s
Zavrsna sinteza/elongacija 72°C 2 min
10°C ©

3.1.1.3. Elektroforeza u agaroznom gelu

Odsjecci DNA umnoZeni metodom PCR razdvojeni su horizontalnom elektroforezom u
1,5% agaroznom gelu. Agaroza (Sigma-Aldrich, SAD) je otopljena zagrijavanjem u 1xTAE
puferu (40 mM Tris baza, Sigma-Aldrich, SAD, 20 mM octena kiselina, J.T.Baker, Thermo
Fisher Scientific, SAD, 1ImM EDTA, Sigma-Aldrich, SAD, dH20). U smjesu je dodana GelRed
boja u razrijedenju 1:20000 (GelRed Nucleic Acid Stain, Biotium, SAD). Nakon §to je gel
polimerizirao naneseno je 20 ul svakog DNA produkta umnozenog PCR reakcijom.
Elektroforeza se odvijala pri stalnom naponu od 100 V, 23 min u 1XTAE puferu u
komercijalnom sustavu za horizontalnu elektroforezu (BioRad, SAD). Dobivene vrpce DNA

na gelu vizualizirane su na uredaju UVITEC (Uvitec Cambridge, UK).

3.2. Primarne kulture misjih neurona

Za primarnu kulturu misjih neurona koristeni su misevi soja BALB/cNctr-Npc1™N/J
(stock number 003902, Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, SAD) koji su opisani u
poglavlju 3.1. Budu¢i da misevi NPC1 nisu fertilni, parenjem heterozigotnih miseva dobiveni
su miSevi NPC1 i wt. Izolacijom mozga mladunaca na postnatalni dan O ili 1 (PO-1) dobivene
su primarne kulture mis$jih neurona miseva NPC1 1 wt. Za izradu primarnih kortikalnih i

hipokampalnih neurona koristen je protokol prilagoden prema Beaudoin i sur., 2012.
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3.2.1. Priprema pribora i kemikalija za primarnu kulturu neurona

Sakalca za imunocitokemijsku analizu na kojima ¢e rasti neuroni (12 mm promjera, 1.5
H, Paul Marienfeld GmbH, Njemacka) su poslozena u porculanske nosace u staklenoj posudi i
ostavljena u 65% dusic¢noj kiselini (Thermo Fisher Scientific, SAD) preko no¢i, nakon ¢ega su
isprana u sterlinoj mQ-H2O pet puta po 30 min. Nakon ispiranja stakalca u porculanskim
nosacima su premjestena u suhu staklenu posudu, te su susena u peci za suhu sterilizaciju (SE-
10, Termo-medicinski aparati Bodalec & Havoi¢) jedan sat na 100°C a zatim sterilizirana na
220°C 6h.

PovrSine na koje ¢e se nasadivati neuroni potrebno je prije nasadivanja pripremiti tj.
prekriti otopinom poli-L-lizina. Poli-L-lizin (Sigma-Aldrich,SAD) je otopljen u 0,1M borathom
puferu (boratna kiselina, Kemika, Hrvatska; natrijev tetraborat, Sigma Aldrich, SAD; dH20O,
pH 8,5) kona¢ne koncentracije 0,5 mg/mL. Otopina poli-L-lizina je sterilizirana filtriranjem
koriste¢i 0,22 uM filter (TPP, Sigma-Aldrich, SAD).

Za analizu metodom Western blot za nasadivanje neurona koristene su ploce sa Sest
bunari¢a (Nunclon, Thermo Fisher Scientific), a za imunocitokemijsku analizu koriStena su
stakalca koja su sloZena u ploce sa Sest bunari¢a (Nunclon, Thermo Fisher Scientific, SAD;
Cetiri staklaca po bunaricu). Otopina poli-L-lizina je rasporedena po bunari¢ima i po stakalcima
u bunari¢ima tako da ih ravnomjerno prekrije. Otopina je ostavljena preko no¢i u plo¢ama
prekrivenim folijom na sobnoj temperaturi ili su ploce inkubirane tri sata u inkubatoru (Thermo

Fisher Scientific, SAD) na 37°C.

Sutradan ili nakon inkubacije, otopina poli-L-lizina je isprana tri puta sterlinom mQ-
H20. U bunarice ploce stavljen je medij za nasadivanje neurona i plo¢e su vra¢ene u inkubator

na 37°C do nasadivanja neurona. (Medij ne smije stajati viSe od 24 h u inkubatoru).
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Tablica 4. Mediji za pripremu primarne kulture neurona i njihov sastav.

Medij

Komponente/Sastav

Medij za disekciju i disocijaciju

Medij za nasadivanje

Medij za odrzavanje

3.2.2. Disekcija tkiva

-HBSS bez kalcijevih i magnezijevih iona (engl.
Hanks' Balanced Salt solution, Gibco, Thermo
Fischer Scientific, SAD)

-1 mM natrijev piruvat (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD)

-0,1% D-(+)-glukoza (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD)

-10 mM HEPES (Sigma-Aldrich, SAD)
-BME (od engl. Basal Medium Eagle, Gibco,

Thermo Fischer Scientific, SAD)

-10% konjski serum (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD)

-0,45% D-(+)-glukoza

-1mM natrijev piruvat

-2mM L-glutamin (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD)

-1% penicilin/streptomicin (Gibco, Thermo
Fischer Scientific, SAD)

-neurobazalni medij (Neurobasal media, Gibco,
Thermo Fischer Scientific, SAD)

-2% suplement B27 (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD)

-2mM L-glutamin

-1% penicilin/streptomicin

Unutar 24h od okota mladunci su odvojeni od majke i zrtvovani dekapitacijom.

Razrezana je koza na glavi kako bi se vidjela lubanja. Po sredini lubanje je napravljen rez od

dna mozga prema naprijed. Razdvojene su obje polovice lubanje i mozak je pazljivo prenesen

u medij za disekciju i disocijaciju (opisan u Tablici 4.) u plasti¢nu petrijevku promjera 30 mm

(TPP, Sigma-Aldrich, SAD).
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Pod mikroskopom za seciranje (Olympus SZ61 Stereo Microscope, Olympus, Japan)
napravljena je disekcija mozdanih regija. Polutke kore velikog mozga su razdvojene sagitalnim
rezom duz sredine mozga. Uklonjene su meninge i tkivo srednjeg mozga i talamus, te je zatim
hipokampus odvojen od kore velikog mozga. Tkivo kore velikog mozga i hipokampusa je
sakupljeno u zasebne tubice koje sadrze medij za disocijaciju i disekciju. Za svakog misa

zasebno je ponovljen isti postupak.

Prikupljen je i uzorak repica koji je koriSten za genotipizaciju (opisano u poglavlju

3.1.1).

3.2.3. Obrada tkiva kore velikog mozga i hipokampusa

Izolirano tkivo je isprano dva puta sa svjezim, novim medijem za disocijaciju i disekciju.
Nakon ispiranja tkivo je disocirano u novom medij za disekciju i disocijaciju u koji je zatim
dodana otopina tripsina (kona¢na koncentracija 0,25%, Gibco, Thermo Fischer Scientific,
SAD) i tkivo je inkubirano u vodenoj kupelji pri 37°C, 20 min uz mijesanje svakih 5 min.
Nakon inkubacije u vodenoj kupelji dodana je sterilna DNazal (Sigma-Aldrich,SAD) i tkivo je
inkubirano 5 min na sobnoj temperaturi u sterilnom laminaru. Zatim je tkivo dva puta isprano
u mediju za disekciju 1 disocijaciju a potom dva puta u mediju za nasadivanje. Tkivo je
resuspendirano u mediju za nasadivanje i triturirano koriste¢i sterilne staklene Pasteur pipete
(Carl Roth GmbH, Njemacka) zaobljenog vrha koje su prethodno obloZene sterilnim 4% -tnim
albuminom iz govedeg seruma (Sigma-Aldrich,SAD). Na ovaj nacin tkivo se usitnilo i dobila

se homogena suspenzija stanica koja se koristila za nasadivanje.

Neuroni su nasadeni dodavanjem stani¢ne suspenzije u medij u plo€ama s bunari¢ima
te su plo¢e zatim inkubirane u inkubatoru pri 37°C kroz 4h. Nakon 4 h stanicama je uklonjen
medij za nasadivanje te je dodan medij za odrZzavanje. Nakon zamjene medija stanice su vra¢ene

u inkubator i uzgajane pri 37°C i 5% COa..

3.2.4. Odrzavanje kulture primarnih neurona

Dva puta tjedno iz svakog bunaric¢a uklonjeno je pola medija i dodano je pola svjezeg
medija za odrzavanje. Uklanja se samo pola medija jer neuroni izlucuju ¢imbenike koji su im
potrebni za rast i prezivljavanje. Neuroni su uzgajani i praceni u kulturi kroz 14 dana, nakon

¢ega su neuroni fiksirani i pripremljeni za daljnju analizu ili pohranjeni.
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3.3.  Kultura organotipskih rezova misjih mozgova

Za uspostavu kulture Kkortiko-hipokampalnih organotipskih rezova koriSteni su
mladunci miseva NPC1 i wt, stari 7 dana (P7) soja BALB/cNctr-Npc1™N/J (stock number
003902, Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, SAD) (soj opisan u poglavlju 3.1.) Mladunci
su genotipizirani prema protokolu opisanom u poglavlju 3.1.1. Kultura kortiko-hipokampalnih
organotipskih rezova pripremljena je prema protokolu membranske medupovrsine prilagodene

prema Stoppini i sur., 1991.

3.3.1. Priprema pribora i kemikalija za kulturu organotipskih rezova misjih mozgova

Organotipski rezovi su uzgajani na poroznim politetrafluoroetilen (PTFE)
membranskim umetacima (PICM ORG 050, Millipore) umetnutim u bunari¢e ploce sa Sest
bunari¢a (Nunclon, Thermo Fisher Scientific, SAD; jedan umetak po bunari¢u). U bunari¢ je
stavljeno po 1 ml medija za odrzavanje (opisan u Tablici 5.) 1 umetak, te je ploca stavljena u
inkubator na 37°C do nasadivanja rezova na membranu. Prije disekcije pripremljen je medij za
disekciju (opisan u Tablici 5.) koji je rasporeden u 6 cm Siroke petrijevke (Nunclon, Thermo
Fisher Scientific, SAD) koje su pohranjene na +4°C do disekcije. Za svakog mladunca
pripremljene su po tri 6 cm Siroke petrijevke. Oba pripremljena medija su sterilizirana

filtriranjem koriste¢i 0,22 pm filter (TPP, Sigma-Aldrich, SAD).

Tablica 5. Mediji za uzgoj organotipskih rezova misjih mozgova i njihov sastav.

Medij Komponente/Sastav

- MEM (engl. Minimum Essential Medium, +
Earl's Salts, 25mM HEPES, Gibco, Thermo
Fischer Scientific, SAD)

Medij za odrzavanje -25% HBSS sa kalcijevim i magnezijevim ionima
(engl. Hanks' Balanced Salt solution, Gibco,
Thermo Fischer Scientific, SAD)
-25% konjski serum (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD)
- 1ImM L-glutamin (Gibco, Thermo Fischer
Scientific, SAD)

32



- MEM (engl. Minimum Essential Medium, +
Earl's Salts, 25mM HEPES, Gibco, Thermo
Fischer Scientific, SAD)

Medij za disekciju -1% peniciln/streptomicin (Gibco, Thermo
Fischer Scientific, SAD)
-1mM Tris pufer pH 7.2

3.3.2. Diskecija tkiva misjeg mozga

Mladunci stari sedam dana Zrtvovani su dekapitacijom. Razrezana je koza na glavi te je
napravljen rez po sredini lubanje od dna mozga prema naprijed, te dva lateralna reza na svakoj
strani. Uklonjena je lubanja te je mozak oprezno, sa okruglo spatulom, stavljen u 6 cm $iroku
petrijevku s hladnim medijem sa disekciju. Hemisfere su pazljivo razdvojene spatulom i pod
mikroskopom za seciranje (Olympus SZ61 Stereo Microscope, Olympus, Japan) paZzljivo su
uklonjenje meninge te olfaktorni bulb, mali mozak te tkivo srednjeg mozga i talamus, kako bi

na kraju ostali samo kora velikog mozga i hipokampus.

3.3.3. Priprema organotipskih rezova misjih mozgova za nasadivanje

Nakon disekcije kora velikog mozga s hipokampusom je prenesena na plocicu za
rezanje, tkivo je malo poravnato sa spatulom kako bi se pri¢vrstilo za podlogu te je uklonjen
viSak medija koji je ostao na plocici za rezanje. Prije rezanja tkivo je orijentirano tako da je
polozaj hipokampusa okomit na smjer rezanja. TKivo je izrezano na sagitalne rezove debljine
350 uM na Mcllwain rezaéu za tkivo (Model TC752, Mickle Laboratory Engineering
Company). Nakon rezanja izrezano tkivo je oprezno spatulom prebaceno u novu petrijevku s
hladnim medijem za disocijaciju. Pod mikroskopom za seciranje, rezovi su pazljivo razdvojeni
I svaki rez je prerezan tako da ostane hipokampus i kora velikog mozga iznad hipokampusa.
Cjeloviti 1 neoSteceni rezovi su staklenom Pasteur pipetom prebaceni u novu petrijevku sa
svjezim, hladnim medijem za disocijaciju. Rezovi su inkubirani pri 4°C, 30 min. Nakon
inkubacije rezovi su nasadivani na prethodno pripremljene umetke sa medijem za odrzavanje u
ploci sa Sest bunari¢a. Po jednom umetku nasadeno je Cetiri reza, namjeSteni su tako da se nalaze
u sredini umetka i da se medusobno ne dodiruju. Nakon $to su svi rezovi nasadeni u dobrom
polozaju, pipetom je uklonjen visSak medija s membrane koji je zaostao prilikom nasadivanja

rezova. Nasadeni rezovi su vraceni u inkubator na 37°C i 5% CO:».
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3.3.4. Odrzavanje organotipskih rezova misjih mozgova u kulturi

Dan nakon disekcije i nasadivanja medij za odrZavanje je zamijenjen sa svjezim
medijem. Nakon toga medij je mijenjan dva puta tjedno. Organotipski rezovi mozga su

uzgajani u kulturi kroz 25 dana.

3.4.  Tretman inhibitorom proteaze BACE1

Za ispitivanje molekularnog mehanizma i uloge poveéanog djelovanja proteaze BACE1
u patogenezi bolesti NPC koriSten je farmakoloski pristup. Za tretman je koriSten inhibitor
proteaze BACEL C3 (B-Secretase Inhibitor IV, Calbiochem, Merck). Inhibitor C3 se veze na

aktivno mjesto proteaze BACE] 1 na taj nacin blokira njenu proteoliti¢ku aktivnosti.

3.4.1. Tretiranje primarnih kultura misjih neurona inhibitorom proteaze BACE1

Dvanaesti dan u kulturi misji neuroni su tretirani s inhibitorom C3 konacne koncentraciji
2 uM. Tretman je trajao 48h. Nakon 48h hipokampalni neuroni su fiksirani i pripremljeni za
imunocitokemijsku analizu. Kortikalni neuroni i pripadaju¢i mediji u kojem su rasli su

pohranjeni su za daljnje analize.

3.4.2. Tretiranje organotipskih rezova misjih mozgova inhibitorom proteaze BACE1

Organotipski rezovi mi§jih mozgova su nakon dvadeset jednog dana u kulturi tretirani
inhibitorom C3 u konacnoj koncentraciji 2 uM dva puta po 48 h (ukupno vrijeme inhibicije 96
h). Iz bunari¢a je maknut sav medij i dodano je po 1 ml svjezeg medija ili medija s inhibitorom
C3 te su rezovi vraceni u inkubator na 48h. Nakon 48h ponovljen je isti postupak. Rezovi su

nakon tretmana od ukupno 96 h fiksirani i pripremljeni za imunohistokemijske analize.
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3.5.  Frakcioniranje endolizosomalnih vezikula misjih mozZdanih regija

Za dodatno ispitivanje smjestaja supstrata BACEI u endolizosomalnom putu koriStena
je metoda frakcioniranja endolizosomalnih vezikula iz tkiva hipokampusa i malog mozga 4

tjedana starih miseva NPC1 i wt.

Misevi su zrtvovani cervikalnom dislokacijom. Mozak je izoliran i odvojene su polutke.
Svaka polutka disecirana je na mali mozak, koru velikog mozga, hipokampus i ostatak mozga.
Disecirani dijelovi mozga su zamrznuti u teku¢em dusiku i pohranjeni pri -80°C do daljnje
analize. Frakcioniranje endolizosoma u diskontinuiranom gradijentu gustoce saharoze
provedeno je po protokolu prilagodenom prema de Aratjo i sur. (2015). Cijeli postupak je

izvoden na ledu.

3.5.1. Homogenizacija misjih mozdanih regija

Prije homogenizacije disecirani zamrznuti dijelovi mozga - mali mozak i hipokampus
su izvagani na analitickoj vagi te je dodan 8 puta vec¢i volumen pufera za homogenizaciju (1:8
w/v) za mali mozak i 10 puta veé¢i volumen za hipokampus (1:10 w/v) (250 mM saharoza, 3mM
imidazol (Fluka), ImM EDTA (Kemika, Hrvatska), koktel inhibitora proteaze (Complete,
Roche Applied Science), inhibitori fosfataza (Roche Applied Science) i 0.03 mM cikloheksimid
pH 7.4 (Sigma-Aldrich, SAD), dH20). Tkivo je homogenizirano u staklenom homogenizatoru
s po 30 udaraca dok homogenati nisu postali u potpunosti homogeni. Nakon toga dobiveni
homogenati su dodatno homogenizirani 10 puta propustanjem kroz 23G iglu koriste¢i Spricu od
1,5 ml. Homogenati su centirufgirani na 1000xg, 10 minuta pri 4°C (Eppendorf 5415R,
Njemacka). Nakon centirfuguranja supernatant je odvojen u novu plasti¢nu tubicu i dodatno
centrifugiran na 3000xg, 10 minuta pri 4°C kako bi se uklonile jezgre i ostatci liziranih stanica.
Dobiveni supernatant je odvojen u novu tubicu i predstavlja postnuklearni supernatant - PNS
(engl. postnuclear supernatant). PNS sadrzi suspenziju stani¢nih organela i koriSten je dalje za

frakcioniranje u diskontinuiranom gradijentu gusto¢e saharoze.
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3.5.2. lzolacija ranih i kasnih endosoma centrifugiranjem u diskontinuiranom gradijentu

gustoce saharoze

Centrifugiranje u diskontinuiranom gradijentu gustoée je uobiajena metoda za
razdvajanje unutarstanicnih organela. Organeli se razdvajaju na temelju gustoce. Tijekom
centrifugiranja organeli putuju od dna prema vrhu gradijenta dok ne dosegnu svoj izopiknicki
polozaj unutar gradijenta gdje se zaustave 1 taloze. Gustoca organela ovisi o njegovoj veliini,

obliku i omjeru lipidi/proteini.

Prethodno dobiveni PNS je pomijesan s 62%-tnom otopinom saharoze prema formuli:
(volumen PNS-a)(0.085)+0.62*x=0.406*(volumen PNS-a)+0.406*x, gdje je x koli¢ina 62%
otopine saharoze koju je potrebno dodati. Tri mililitra 40,6% otopine saharoze je stavljeno na
dno tubice za ultracentrifugu (14x89mm, Beckman Coulter, SAD). Na taj sloj dodano je redom:
1.5 volumen (4.5 ml) 35% otopine saharoze, 1 volumen (3ml) 25% otopine saharoze, 1 ml
homogenizacijskog pufera (sastav otopina saharoze se nalazu Tablici 6). Pripremljeni gradijent
je centrifugiran u ultracentrifugi (Beckman Coulter Optima XL-100K Ultracentrifuge, rotor
SWA41.Ti) na 210 000xg, 3h pri 4°C. Nakon centrifugiranja na svakoj granici izmedu razli¢itih
postotaka otopina saharoze bila su vidljiva 3 prstena. S vrha gradijenta je skupljeno dvanaest
frakcija po 1 ml. Svaka frakcija je pomijeSana u omjeru 1:1 s otopinom 3 mM imidazola (pH
7.4) i ImM EDTA. Pripremljene frakcije su centrifugirane u ultracentrifugi (Beckman Coulter
Optima XL-100K Ultracentrifuge, rotor 50.4 Ti) na 100 000xg, 1h pri 4°C. Peleti dobiveni
nakon ultracentrifugiranja su resuspendirani u puferu za lizu stanice - RIPA (50 mM Tris pH
8,0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP40, 0,1% SDS, 0,5% natrijev deoksilat) s dodatkom
koktela inhibitora proteaza (Complete, Roche Applied Science) i fosfataza (Roche Applied
Science). Tako pripremljeni uzorci su smrznuti u tekuéem dusiku i pohranjeni na -80°C do

daljnje analize metodom Western blot.
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Tablica 6. Sastav otopina saharoze za ultracentrifugiranje u diskontinuiranom gradijentu gustoce.

% otopina saharoze Sastav
- 0,806 M saharoza (Alfa Aesar, ThermoFisher Scientific,
SAD)

25% otopina saharoze - 3mM imidazol, pH 7.4 (Fluka™, Honeywell, SAD)
- 1mM EDTA (Kemika, Hrvatska)

- dH,0
- 1,177 M saharoza (Alfa Aesar, ThermoFisher Scientific,

SAD)
35% otopina saharoze - 3mM imidazol, pH 7.4 (Fluka™, Honeywell, SAD)
- 1mM EDTA (Kemika, Hrvatska)

- dH.0
- 2,351 M saharoza (Alfa Aesar, ThermoFisher Scientific,

SAD)
62% otopina saharoze - 3mM imidazol, pH 7.4 (Fluka™, Honeywell, SAD)

- 1mM EDTA (Kemika, Hrvatska)

- dH0

3.6. Lipidomika

Analizom lipidoma ispitano je postoji li razlika u raspodjeli lipidnih vrsta izmedu
hipokampusa i malog mozga i doprinosi li razlika specifiénoj regionalnoj osjetljivosti na
neurodegeneraciju u bolesti NPC. Analiza lipidoma napravljena je u suradnji s kompanijom
Lipotype GmbH (Dresden, Njemacka) koriStenjem metode shotgun lipidomike

(www.lipotype.com). Analiza je napravljena za homogenate malog mozga i hipokampusa te

frakcije ranih endosoma izoliranih iz tkiva malog mozga i hipokampusa miseva NPC1 i wt

starosti 4 tjedna.

3.6.1. Priprema homogenata mozdanih regija za analizu lipidoma

Uzorci malog mozga i hipokampusa 4 tjedana starih miseva NPC1 i wt pripremljeni su
u triplikatima prema Lipotype protokolu. Prije homogenizacije disecirani zamrznuti dijelovi

malog mozga i hipokampusa izvagani su na analitickoj vagi te je dodan 1 ml fosfatnog pufera
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(PBS, od engl. Phosphate-Buffered Sali) bez Mg?* i Ca?" iona (137 mM NacCl, 2.7 mM KCl,
1.4 mM KH2POs, 8 mM NaHPO.x7H20, dH.O, pH 7.3). Tkivo je homogenizirano u
staklenom homogenizatoru s po 30 udaraca i 20 puta propusteno kroz 23G iglu. Konac¢na
koncentracija homogenata je namjestena na 10 mg/ml (w:v) razrjedenjem u PBS-u bez Mg?" i
Ca?*. Pripremljeni homogenati su smrznuti u teku¢em dusiku i pohranjeni na -80°C do slanja

na analizu.

3.6.2. Priprema uzoraka ranih endosoma za analizu lipidoma

Uzorci malog mozga 1 hipokampusa koji su koriSteni za frakcioniranje u
diskontinuiranom gradijentu gustofe su homogenizirani na isti na¢in kao §to je opisano u
poglavlju 3.5.1., osim §to je umjesto homogenizacijskog pufera koristen PBS-a bez Mg?* i Ca?*
iona. Dobiveni PNS je koriSten za frakcioniranje u diskontinuiranom gradijentu gustoce
saharoze kako je opisano u poglavlju 3.5.2., uz male izmjene. Peleti frakcija 4 i 5, koje su
sadrzavale prsten ranih endosoma, su spojeni i resuspendirani u PBS-u bez Mg?* i Ca?" iona te
dodatno 15 puta propusteni kroz 23 G iglu. Uzorci su smrznuti u teku¢em dusiku i pohranjeni

na -80°C do slanja na analizu.

3.7.  Analiza razine proteina metodom Western blot

3.7.1. Priprema stani¢nog lizata primarnih misjih kortikalnih neurona

Za analizu koli¢ine supstrata BACE1 kortikalni neuroni su bili nasadeni u plasti¢ne
ploe sa 6 bunari¢a. Suspenzija kortikalnih neurona dobivena od jednog mladunca je
podjednako podijeljena u 8 bunari¢a. Svi pokusi su bili radeni u tehnickim duplikatima i

validirani u 3 pokusa.

Svi Kkoraci u pripremi stani¢nog lizata izvodeni su na ledu. Nakon 14 dana u kulturi
medij u kojem su neuroni rasli je sakupljen u plasticne mikrotubice i centrifugiran na 2300xg,
5 min pri 4°C (Eppendorf 5415R, Njemacka). Supernatant je odvojen u nove plasticne
mikrotubice i pohranjen na -20°C do analize. Stanice su 2 puta isparane u hladnom PBS pufer.
Nakon zadnjeg ispiranja sav pufer je dobro i paZljivo pokupljen. Stanice su odvojene od
povrsine plasti¢éne posude u kojoj su rasle mehnickim struganjem pomocu gumene strugalice

(engl. Policeman, cell scraper, Sarstedt, Njemacka) u 200 ul RIPA pufera (50 mM Tris pH 8,0,
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150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP40, 0,1% SDS, 0,5% natrijev deoksilat) s dodatkom
koktela inhibitora proteaza (Complete, Roche Applied Science) i inhibitora fosfataza (Roche
Applied Science). Stani¢ni lizat je prebacen u mikrotubice od 1.5 ml i inkubiran na ledu 30 min
uz vorteksiranje svakih 5 min. Nakon inkubacije na ledu uzorci su centrifugirani na max. brzini
16000xg, 10 min pri 4°C (Eppendorf 5415R, Njemacka). Supernatant u kojem se nalaze

stani¢ni proteini je odvojen u nove mikrotubice od 1.5 ml i pohranjen na -20°C do analize.

3.7.2. Odredivanje koncentracije proteina u stani¢nom lizatu

Koncentracija proteina u stani¢nim lizatima i u postnuklearnim supernatantima
endolizosomalnih frakcija odredena je pomocu komercijalno dostupnog kompleta Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Fischer Scientific, SAD) po protokolu proizvodaca. Komplet se temelji
na dvije reakcije, biuretskoj reakciji gdje dolazi do redukcije bakrovih iona te detekciji iona
bakra bicinkoni¢nom kiselinom (BCA). U plasti¢nim mikrotitarskim plo¢icama s 96 bunari¢a
(TPP) ispipetirano je u duplikatima po 10 pl standarda ili uzorka, a zatim po 200 pl otopine
reagensa iz kompleta (Pierce™ BCA reagens A: Pierce™ BCA reagens B). Mikrotitarska
plo€ica je inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je apsorbancija oCitana na

spektorfotometru (ThermoLab systems Multiskan EX, SAD) na valnoj duljini od 570 nm.

3.7.3. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Proteini u dobivenim lizatima, uzorcima medija neurona i endolizosomalnim frakcijama su
razdvojeni vertikalnom denaturiraju¢om elektroforezom u poliakrilamidnom gelu na temelju
njihove razlike u molekularnoj masi. Stanicni lizati neurona i pripadaju¢i uzorci medija neurona
su normalizirani prema koncentraciji proteina i na gel je naneseno 10 pug proteina stani¢nog
lizata i medija. Za endolizosomalne frakcije na gel je nanesen jednak volumen svake frakcije,
a volumen izmedu uzoraka miSeva NPC1 1 wt je stratificiran prema koli¢ini proteina u
odgovaraju¢em postnukelarnom supernatantu (PNS). Kao biljeg molekularne mase proteina
koristen je CozyTM Prestained Protein Ladder (highQu GmbH, Njemacka).

Stani¢ni lizati/uzorci medija/frakcije su pomijesani s 6x koncentriranim reducirajué¢im
puferom za nanoSenje uzoraka (6ml glicerola, 1,2g SDS, 0,31 g DTT, 1,25 ml 0,5 M pufera

Tris pH 6,8, boja bromfenol modro, dH>O do ukupnog volumena 10 ml) ili 6x koncentriranim
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nereduciraju¢im puferom za nanosenje uzoraka (6ml glicerola, 1,2g SDS1,25 ml 0,5 M pufera
Tris pH 6,8, boja bromfenol modro, dH20 do ukupnog volumena 10 ml), ovisno o svojstvima
antitijela koja su kasnije analizirana. Tako pripremljeni uzorci su denaturirani pri 70°C , 10 min
u termobloku, centrifugirani pri sobnoj temperaturi 1 min na 20000xg, (Eppendorf 5424,
Njemacka), 1 naneseni na gel. Proteini su razdvojeni elektorforezom koriste¢i komercijalni
sustav za vertikalnu elektroforezu Mini-PROTEAN (BioRad, SAD) u Tris-glicin gelu u
denaturiraju¢im uvjetima (Tablica 7.) pri konstantnom naponu od 100 V dok uzorci nisu presli
u gel za razdvajanje nakon ¢ega je napon povecan na 150 V. Svi gelovi su se sastojali od gela
za sabijanje i gela za razdvajanje proteina. Sastav gelova te pufera za elektroforezu se nalazi u
Tablicama 71 8.

Tablica 7. Sastav Tris-glicin poliakrilamid gelova za razdvajanje i sabijanje (10 ml) te pufera za

elektroforezu.

- Gel za
Gel za razdvajanje (ml) sabijanje (ml)
6 % gel 8 % gel 12% gel 15 % gel 5% gel
dH>0 54 4,7 34 2,4 6,9
30 % otopina
akrilamida i
bisakrilamida 20 21 40 50 L7
(29:1)
1,5 M Tris-HCI
(pH 8.8) 2,5 2,5 2,5 2,5 -
1 M Tris- HCI (pH i i i )
6.8) 1,25
10 % APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,008 0,006 0,004 0,004 0,01

Pufer za elektroforezu: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0.1% SDS, pH 8.3
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Tablica 8. Sastav peptidnog Tris-tricin gela (volumen za dva 1.5 mm gela) te katodnog i anodnog

pufera za elektroforezu.

Diskontinuirani gradijentni gel za Gel za sabijanje
razdvajanje (ml) (ml)
10 % gel 16.5% gel 4 % gel
dH-0 3,5 / 4,2
Peptidni pufer (3 M Tris-
HCI pH 8.45, 0,3% SDS 3,5 3,5 ml 1,95
32% glicerol / 3,5ml /
49,5% otopina akrilamida
i bisakrilamida (48,5 : 15) 15 35ml 0.5 ml
10 % APS 0,035 0,0325 0,05
TEMED 0,004 0,004 0,005

Katodni pufer: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M Tricin, 0,1 % SDS
Anodni pufer: 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9

3.7.4. Prijenos proteina na membranu

Proteini razdvojeni elektroforezom u poliakrilamidnom gelu su preneseni na polivinilnu
membranu (PVDF, Roche Diagnostics GmbH, Njemacka) pomocu sustava Mini-PROTEAN.
Prijenos proteina se odvijao pri konstantnoj jakosti struje 100 mA, u puferu za prijenos (25 mM
Tris, 192 mM glicin, 20% metanol, pH 8,4) preko no¢i pri 4°C ili pri konstantnoj jakosti struje

200 mA, 3h na sobnoj temperaturi.

3.7.5. Bojanje membrane metodom Amido Black

Za provjeru uspjesnosti prijenosa i ujednacenog nanoSenja proteina na gel membrana je
obojana metodom Amido Black. Nakon prijenosa membrana je isprana u PBS-u 10 min uz
lagano njihanje te stavljena 2 min u otopinu za bojanje (0,1% (m/V) Amido Black 10B (Merck
Milipore, SAD), 20% metanol, 2% octena kiselina, dH>O). Odbojavana je dva puta po 30 min
u otopini za odbojavanje (45% metanol, 7% octena kiselina, dH20) na horizontalnoj mijesalici
te isprana u reH20. Na kraju membrane je isprana u puferu za ispiranje TBST (od engl. Tris-
Buffered Saline; 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, i 0,1% Tween-20).
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3.7.6. Vezanje antitijela na membranu

Prije inkubacije s antitijelima membrana je blokirana kako bi se zasitila sva prazna
vezna mjesta na membrani 1 kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje antitijela za membranu.
Membrana je inkubirana 55 min u 5% otopini reagensa I-Block (Tropix, Thermo Fisher
Scientific, SAD) u PBS-u. Membrana je inkubirana s zeljenim primarnim antitijelom
razrijedenim u otopini za blokiranje preko no¢i na tresilici (UltraRocker Rocking Platform,
BioRad, SAD) ili na roller mijesalici (Scilogex MX-T-6S, Scilogex, SAD), pri 4°C. Koristena
primarna antitijela i njihova razrjedenja su navedena u Tablici 9. Nakon prekono¢ne inkubacije
s primarnim antitijelom membrana je isprana tri puta po 10 min u puferu za ispiranje TBST te
inkubirana 90 min u otopini odgovarajueg sekundarnog antitijela konjugiranog s
peroksidazom hrena (1:5000 v/v) uz stalno njihanje pri sobnoj temperaturi. KoriStena su
sekundarna antitijela proizvedena protiv misa, kuni¢a (BioRad, SAD) i stakora (Sigma-Aldrich,
SAD). Nakon inkubacije sa sekundarnim antitijelom membrane je isprana tri puta po 10 min u
puferu TBST.

Tablica 9. Popis koristenih antitijela i razrjedenje za pojedinu metodu.

Antitijelo Antigen/organel WB ICC/IHC Proizvodac
Sez6 Sez6 1:1000 1:100 dar dr. Lictenthalera
Sez6L Sez6L 1:10 1:10 dar dr. Lictenthalera
22C11 (APP) N'term‘;‘_'gi kraj 1:1000 / CHEMICON
EEAl rani endosomi 1:1000 1:100 Cell signaling
LAMP1 lizosomi 1:1000 / Sigma
LAMP1 lizosomi / 1:100 SANTA CRUZ
Rab7 kasni endosomi 1:1000 / Abcam
BACE1l BACE1l 1:1000 / EPITOMICS
NPC1 NPC1 1:1000 / ABCAM
Tujl neuronalni biljeg / 1:150000 COVANCE
BIII tubulin neuronalni biljeg 1:2000 / ABCAM
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C-terminalni kraj . EPITOMICS;
Y188 (APP) APP-a / 1:100 ABCAM
Total Tau ukupan tau protein 1:5000 1:1000 DAKO
PHF1 fosforilirani tau ) ) .
(pSer396/pSerdod) orotein 1:1000 1:1000 dar dr. Davies
biljeg aktiviranih
CD68 mikroglija i / 1:750 BIORAD
makrofaga
GFAP astrocitni biljeg / 1:500 Cell signaling

3.7.7. Detekcija proteina na membrani kemiluminiscencijom

Proteinske ~ vrpce  obiljezene  specificnim  antitijelima  detektirane  su
kemiluminiscencijom pomoc¢u komercijalno dostupnog kompleta SuperSignal™ West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific, SAD). Reagens je pripremljen
prema uputama proizvodaca. Signal s membrane je detektirani i analiziran na uredaju Uvitec
Alliance 4.7 (Uvitec Cambridge, UK). Dobiveni signali kemiluminiscencije su kvantitativno

analizirani u raCunalnom programu ImageJ (NIH, SAD).

3.8.  Analiza smjeStaja proteina imunofluorescencijom

Smjestaj proteina u mis§jim primarnim hipokampalnim neuronima 1 u organotipskim
rezovima mozgova detektiran je imunofluorescencijom i analiziran konfokalnim laserskim
mikroskopom Leica SP8 X FLIM u Zavodu za molekularnu biologiju, IRB. Slike su analizirane

u racunalnom programu LAS X (Leica, Njemacka).

3.8.1. Imunocitokemijska analiza

Imunocitokemijska analiza smjestaja supstrata BACEI i biljega endolizosomalnog puta
te njihova kolokalizacija provedena je u netretiranim miSjim primarnim hipokampalnim
neuronima i u misjim primarnim hipokampalnim neuronima tretiranim inhibitorom proteaze

BACE1-C3.
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U organotipskim rezovima mozga imunohistokemijskom analizom je pracena
neuroinflamacija, jedna od patoloskih karakteristika bolesti NPC, u netretiranim i u

organotipskim rezovima mozga tretiranim inhibitorom proteaze BACE1-C3.

3.8.1.1. Imunocitokemijska analiza primarnih misjih neurona

Za imunocitokemijsku analizu primarni hipokampalni neuroni su rasli na stakalcima
smjestenim u plasti¢nim plo¢ama sa Sest bunari¢a. Nakon zavrSetka pokusa, uklonjen je medij
i stanice su fiksirane u otopini 4% paraformaldehida u 4% otopini saharoze 15 min pri sobnoj
temperaturi. Nakon fiksacije neuroni su tri puta isprani u PBS-u i inkubirani u 50 mM otopini
NH4CI 10 min, pri sobnoj temperaturi kako bi se sprijecila potencijalna nespecifi¢na pozadinska
fluorescencija samog fiksativa. Neuroni su tri puta isprani u PBS-u te permeabilizirani u 0,1%
otopini Triton X-100 u PBS-u 3 min. Zatim su neuroni ponovno isprani tri puta u PBS-u te
inkubirani 1h, pri sobnoj temperaturi u otopini za blokiranje koja sadrzi 4% magareceg seruma
(Sigma-Aldrich, SAD). Nakon blokiranja stanice su inkubirane u otopini primarnih antitijela
razrijedenima u otopini za blokiranje, u vlaznoj komori. Vlazna komora je napravljena od
zatamnjene posude u kojoj se nalazio vlazan papir (Whatman, Sigma-Aldrich, SAD) na koji je
stavljen parafilm (Brand GmbH, Njemacka) te ispipetirana otopina primarnih antitijela
(razrjedenja antitijela se nalaze u Tablici 9.). Svako stakalce je pazljivo pincetom prebaceno iz
bunarica na ispipetiranu otopinu primarnih antitijela okrenuto tako da stanice budu uronjene u
otopinu primarnih antitijela. Stakalca su inkubirana s primarnim antitijelom preko no¢i pri 4°C.
Sljede¢i dan stakalca su isprana tri puta u PBS-u i zatim inkubirana u otopini filipina i
sekundarnog antitijela konjugiranog s fluorokromom razrijedenog (1:500 v/v) u otopini za
blokiranje. Bojanje filipinom je opisano u poglavlju 3.9.2. Inkubacija u otopini sekundarnog
antitijela se takoder odvijala u tamnoj, vlaznoj komori 1h pri sobnoj temperaturi. Koristena su
sekundarna antitijela iz magarca protiv IgG kunica obiljezena AlexaFluor-488, misa obiljezena
AlexaFluor-594 i stakora obiljezena AlexaFluor-488 (Invitrogen, SAD). Nakon inkubacije sa
sekundarnim antitijelom stakalca su isprana tri puta u PBS-u i dva puta u mQ-H2O. Na kraju su
stakalca sa stanicama uklopljena na predmetna stakalca (VWR, SAD) koriste¢i medij za
uklapanje Fluoromount (Sigma-Aldrich, SAD). Imunocitokemijsko bojenje analizirano je na
konfokalnom laserskom mikroskopu Leica SP8 X FLIM (Zavod za molekularnu biologiju,
IRB).
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3.8.2. Imunohistokemija organotipskih rezova misjih mozgova

Za analizu neuropatoloskih karakteristika i utjecaj inhibicije proteaze BACEL na te
patolosSke karakteristike organotipski rezovi mozga su uzgajani na poroznim
politetrafluoroetilen (PTFE) membranskim umetacima (PICM ORG 050, Millipore) umetnutim
u bunari¢e ploce sa Sest bunari¢a. Nakon zavrSetka pokusa, uklonjen je medij, a rezovi su
fiksirani u otopini 4% paraformaldehida u 4% otopini saharoze 15 min pri sobnoj temperaturi.
Nakon fiksacije isprani su tri puta u PBS-u. Rezovi su prvo pazljivo izrezani sa nosaca i zajedno
s membranom na kojoj su rasli prebaceni u plasti¢ne plo¢e s 24 bunarica (Sigma-Aldrich, SAD)
u otopinu PBS-a. Uzorci su permeabilizirani u PBST-u (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM
Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0,5%, Triton X-100 (Sigma-Aldrich, SAD) 30 min na sobnoj
temperaturi. Nakon permeabilizacije svi postupci su radeni u mracnoj i vlaznoj kutiji pri sobnoj
temperaturi. Blokiranje se odvijalo u 4% otopini magare¢eg seruma tijekom 1 h. Potom su
uzorci inkubirani s primarnim antitijelom razrijedenim u otopini za blokiranje (Tablica 9.)
preko noci. Sutradan su uzorci isprani tri puta u PBST-u, nakon ¢ega su inkubirani Sa
sekundarnim antitijelom razrijedenim u otopini za blokiranje (1:250 v/v), 3h pri sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitijelom uzorci su isprani tri puta u PBST-u,
a zatim dva puta u mQ-H2O kako bi se u potpunosti isprale soli zaostale od PBST pufera.
Pripremljena su predmetna stakalca (VWR, SAD) na kojima je pastom (Relief Paste, Marabu,
Njemacka) napravljen okvir. U sredinu napravljenog okvira je prenesen rez na membrani te je
uklopljen u medij za uklapanje (Fluoromount, Sigma-Aldrich), poklopljen pokrovnicom (Paul
Marienfeld GmbH, Njemacka) 1 analiziran na konfokalnom mikroskopu Leica SP8 X FLIM

(Zavod za molekularnu biologiju, IRB).

3.9.  Analiza razine i unutarstani¢nog nakupljanja kolesterola

3.9.1. Odredivanje razine kolesterola u endolizosomskim frakcijama mozdanih regija

Ukupna razina slobodnog kolesterola u pojedinim endolizosomskim frakcijama,
dobivenim frakcioniranjem u diskontinuiranom gradijentu gustoce saharoze (poglavlje 3.5.2.)
je izmjerena pomocu komercijalno dostupnog seta Amplex Red Cholesterol Assay (Invitrogen,
SAD). Ovaj set se temelji na nekoliko enzimskih reakcija te omoguéuje detekciju i slobodnog

kolesterola i kolesterol-estera jer u reakciji sudjeluje kolesterol esteraza koja hidrolizira
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kolesterol-estere do slobodnog kolesterola. Oksidacijom slobodnog kolesterola, kolesterol
oksidazom dolazi do oslobadanja vodikovog peroksida. Vodikov perkosid, pomoc¢u enzima
peroksidaze, stehiometrijski 1:1 reagira s reagensom ,Amplex Red“ pri ¢emu nastaje
fluorescentni spoj resofurin koji se pobuduje i ¢ija se emisija o¢itava na fluorimetru (Fluoroskan
Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, SAD). Standardna razrjedenja su pripremljena
razrjedivanjem liofiliziranog kolesterola (standard dostupan u setu) u rasponu koncentracije od
0-10 pg/mL iz Cega je definirana standardna krivulja. Buduc¢i da je reagens Amplex Red
osjetljiv na svjetlost, koriStene su crne mikrotitarske plo¢ice (ThermoFischer Scientific, SAD).
U crnoj plocici s 96 bunari¢a pomijesano je 50 ul standarda ili uzorka (endolizosomskih
frakcija) s 50 ul reakcijske smjese prema uputama proizvodaca. Plocica je inkubirana 45 min
pri 37°C nakon ¢ega je fluorescencija mjerena pobudivanjem pri 530 nm i detekcijom pri 590
nm u fluorometru (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific). Koncentracija kolesterola
u endolizosomskim frakcijama u pg/ml izraCunata je pomoc¢u standardne krivulje. Koli¢ina
kolesterola u endolizosomskim frakcijama definirana je kao omjer koncentracije kolesterola i
koncentracije proteina u pojedinoj frakciji. Konac¢na koli¢ina kolesterola izrazena je kao pg

kolesterola/mg proteina za svaku frakciju.

3.9.2. Imunocitokemijska analiza nakupljanja slobodnog neesterificiranog kolesterola u

primarnim neuronima

Nakupljanje slobodnog neesterificiranog kolesterola je analizirano bojanjem otopinom
filipina. Filipin je antibiotik izoliran iz Streptomyces filipiensis (Sigma-Aldrich, SAD) koji ima
svojstvo fluorescencije 1 veZe se na slobodni kolesterol. ObiljeZavanje stanica filipinom se
odvijalo zajedno s inkubacijom u sekundarnom antitijelu. Finalna koncentracija filipina u
otopini je bila 100 pg/mL a bojanje je analizirano na konfokalnom mikroskopu pri ekscitaciji

360 nm i emisiji 465 nm.
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3.10. Kvantifikacija i statisticka obrada podataka

Obiljezene proteinske vrpce dobivene metodom Western blot kvantificirane su u
programu Image J (NIH, SAD). Rezultati dobiveni imunocitokemijom i imunohistokemijom
uredeni su u racunalnom programu LAS X (Leica Microsystems). Imunocitokemijske i

imunohistokemijske slike su kvantificirane u programu Image J (NIH, SAD).

Statisticka obrada podataka napravljena je u programu GraphPad Prism 8 (La Jolla
California, USA). Prije statistiCke obrade, Shapiro-Wilk testom je provjerena normalna
raspodjela podataka. Za obradu podataka koji su pokazali normalnu raspodjelu koriSteni su
parametrijski testovi. Studentov t-test koriSten je za odredivanje statistiCke razlike izmedu
srednjih vrijednosti dviju nezavisnih grupa. Za odredivanje statisticke znacajnosti izmedu
srednjih vrijednosti tri ili viSe grupa KoriStena je jednosmjerna ANOVA s Tukey's post hoc
analizom kojom je ustanovljeno gdje postoje razlike izmedu grupa. Statisticka znacajnost
testova postavljena je na p<0,05. Za podatke koji nisu pratili normalnu raspodjelu koriSten je
neparametrijski Kruskall-Wallis test, a Dunn's post hoc testom su istrazene statisti¢ki znacajne

razlike izmedu tri ili viSe grupa, pri ¢emu je statisti¢ka znacajnost testova postavljena na p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija primarnih kultura neurona misjeg modela bolesti NPC1

Nasi nedavni rezultati na stanicnom NPC1-null modelu kao i u mozgovima NPC1
mutiranih miSeva su uputili na povecano cijepanje supstrata proteazom BACE]1 (B-sekretazom)
(Malnar i sur., 2010; Causevic i sur., 2018), sredi$njim enzimom u stvaranju peptida amiloid-
beta (AP) koji se karakteristi¢no nakupljaju u mozgovima Alzheimer pacijenata. Kako bismo
razjasnili molekularne detalje uocenog ucinka analizirali smo primarne Kkulture neurona
izolirane iz NPC1 mutiranog mi§jeg modela (u daljnjem tekstu NPC1) koji uslijed spontane
mutacije ne sintetizira protein NPC1 u odnosu na iste kulture miseva divljeg tipa (u daljnjem
tekstu, wt od engl. wild-type). Tako je u bolesti NPC primarno zahvacen mali mozak,
Purkinjeovi neuroni nisu analizirani zbog malog prinosa prilikom izolacije i nemoguénosti
pouzdane analize. Stoga su koriSteni kortikalni i hipokampalni neuroni koji u kori velikog
mozga takoder pokazuju naknadno odumiranje dok se hipokampus smatra najmanje pogoden.
Pri tom je bitno napomenuti da je bez obzira na razli¢itu vulnerabilnost neurona, u mozgovima
miSeva NPC1 utvrdena povecana proteoliza enzimom BACEI u sve tri regije (malom mozgu,
hipokampusu i korteksu) 1 to ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti NPC1 pri starosti miSeva od 4
tjedna (Causevic i sur. 2018), ukazuju¢i da bi molekularni putevi koji dovode do uoc¢enog

defekta proteaze BACE1 mogli biti podjednaki u neuronima iz sve tri regije.

Za uspostavu primarnih kultura mi§jih neurona koristeni su mladunci postnatalnog dana
0-1 (PO-P1) (opisano u poglavlju 3.2.1). Iz svakog pojedina¢nog mladunca istovremeno su
izolirani kortikalni i hipokampalni neuroni. S obzirom da miSevi NPC1 nisu fertilni za
dobivanje mladunaca P0-1 bilo je potrebno pariti NPC1-heterozigote i dobivene mladunce
genotipizirati kako bi se utvrdile primarne kulture neurona miseva NPC1 i wt. MiSevi su
genotipizirani metodom lancane reakcije polimeraze (PCR, Slika 8. A). Osim na razini DNA,
metodom Western blot je provjerena i razina proteina NPC1 u primarnim kortikalnim
neuronima. U neuronima izoliranim iz miSeva NPC1 nije bilo moguce detektirati protein NPC1,

¢ime je dodatno potvrden genotip (Slika 8. B).

Nakupljanje slobodnog kolesterola i drugih lipida u kasnim endosomima/lizosomima
jedna je od glavnih obiljezja bolesti NPC. U primarnim hipokampalnim neuronima
imunocitokemijskom i kvantitativnom analizom dobivenog signala biljega lizosoma-LAMP1

(od engl. lysosomal associated membrane protein 1) pokazano je da neuroni NPC1 imaju
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povecane lizosome u somi u odnosu na neurone wt (Slika 8. C i D). Usporedno je analizirano i
bojanje neurona filipinom, fluorescentnim antibiotikom koji veze slobodni kolesterol, koje je
pokazalo da u neuronima NPC1 dolazi do nakupljanja slobodnog kolesterola u povecanim
lizosomima u somi neurona. Takvo nakupljanje slobodnog kolesterola nije uo¢eno u wt
neuronima gdje je signal rasprSen po ¢itavoj stanici (Slika 8. C). Ovaj rezultat je utvrdio da
primarni hipokampalni neuroni izolirani iz miSeva NPCI, iako ne pokazuju znacajnu
vulnerabilnost u bolesti NPC, posjeduju dva karakteristicna klju¢na patoloska obiljezja bolesti
NPC: povecane lizosome i nakupljanje slobodnog kolesterola u lizosomima. Takoder,
analizirana je morfologija neurita bojanjem neurona neuro-specifi¢nim antitijelom za -tubulin
(TUJ1) koje nije pokazalo razliku u morfologiji neurita izmedu hipokampalnih neurona miseva
NPC1 i wt.

Hiperfosforilacija proteina tau takoder je jedno od obiljezja bolesti NPC. U primarnim
kortikalnim neuronima metodom Western blot pokazano je da su razine ukupnog proteina tau
(total tau) te hiperfosforiliranog oblika proteina tau (PHF1) poveéane u neuronima NPC1 u
odnosu na neurone wt, no detektirano povecanje je bilo statistéki znacajno samo za ukupnu
razinu proteina tau (Slika 8. E i F). Sumarno, pokazali smo da uspostavljena primarna kultura
neurona NPC1 pokazuje kljucne patoloske karakteristike bolesti NPC: nakupljanje slobodnog

kolesterola u lizosomima te povecanu razinu ukupnog i hiperfosforiliranog proteina tau.

A)
miSevi kontrole
1 2 3 4 5 6 7 8 H,O  +/+ -I- +/-
Alel divijeg tipa
——— 475bp
NPC1 genotip +/- +/+ +/- -/- +/- +/+ +/- +/- Mutantni alel
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Slika 8. Primarne kulture neurona misjeg modela bolesti NPC pokazuje patoloske karakteristike bolesti
NPC. A) Genotip mieva odreden je metodom PCR - umnazanjem gena NPC1. Dobivene DNA vrpce su
vizualizirane elektroforezom u agaroznom gelu. B) Razina proteina NPC1 provjerena je metodom Western blot.
C) Imunocitokemijom i konfokalnom laserskom mikroskopijom analizirani su biljezi lizosoma-LAMP1 i aksona-
TUJ1 te slobodni kolesterol (bojenje filipinom). D) Veli¢ina LAMPI1 pozitivnih vezikula u somi primarnih
hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificirana je u programu Imagel. Podatci su prikazani kao srednja
vrijednost = SD, n= 30 stanica po grupi iz 3 nezavisna pokusa. Statisticka znacajnost je izracunata t-testom,
***p<0,001. E) Analiza razine hiperfosforiliranog i ukupnog proteina tau metodom Western blot. F) Rezultati
dobiveni metodom Western blot kvantificirani su programom ImageJ i normalizirani prema ukupnoj razini
proteina odredenoj bojanjem Amidoblack bojom. Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja

vrijednost + SD. Statisti¢ka znacajnost je izracunata t-testom, *p<0,05.

4.2.  Analiza supstrata proteaze BACE1 u primarnim kulturama neurona misjeg
modela bolesti NPC

U primarnim kulturama neurona miseva NPC1 i wt pracena je razina i smjestaj supstrata
enzima BACEL, proteina Sez6L i Sez6, koji predstavljaju supstrate koji se isklju¢ivo i/ili
preferirano cijepaju enzimom BACEL, kao i protein APP, koji se karakteristi¢no cijepa u AB.
Kortikalni neuroni koriSteni su za analizu razine proteina metodom Western blot, dok su

hipokampalni neuroni analizirani metodom imunocitokemije.
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4.2.1. Analiza proteolize supstrata enzima BACEL u primarnim Kkortikalnim neuronima

miSeva NPC1 i wt

Za ispitivanje proteolize supstrata BACEL -Sez6L, Sez6 i APP u primarnim kortikalnim
neuronima miseva NPC1 i wt pracena je metodom Western blot razina nepocijepanih proteina
(f1, od engl. full lenth) u stani¢nim lizatima te razina pocijepanih i izlu¢enih N-terminalnih
odsjecaka nastalih cijepanjem proteazom BACEL (s, od engl. soluble) u mediju. Omjer razine
izluenih (s) odsjecaka analiziranih supstrata u odnosu na razine nepocijepanih proteina (fl)

predstavljao je mjeru u¢inkovitosti cijepanja analiziranog supstrata enzinom BACEI.

Analiza razine nepocijepanih proteina Sez6L (flSez6L), Sez6 (flSez6) i APP (fIAPP) u
stani¢nim lizatima kortikalnih neurona uzgajanih u kulturi 14 dana, pokazala je da je razina
proteina flSez6L neznatno smanjena u neuronima miseva NPC1 u odnosu na wt, dok su razine
proteina fISez6 i fIAPP podjednake (Slika 9. A-C), te da ne postoji znacajna razlika u razini sva
tri analizirana proteina u primarnim kortikalnim neuronima miseva NPC1 u odnosu na wt (Slika
9. D-F). Western blot analiza razine izlu¢enih odsjecaka (sSez6L, sSez6, SAPP) ovih supstrata,
u mediju u kojem su neuroni uzgajani pokazala je povisenu razinu za sva tri supstrata - (Slika
9. A-C). Dok su povisene razine odsjecaka sSez6L i sSez6 u mediju primarnih kortikalnih
neurona miSeva NPC1 u usporedbi s razinama u mediju neurona miSeva wt statisti¢ki znacajne,
razina SAPP, iako je povisena u miSevima NPC1, nije pokazala statistiCku znacajnost (Slika 9.
D-F). Vazno je napomenuti kako je za detekciju izluCenih odsjec¢aka proteina APP koriSteno
antitijelo koje detektira ukupnu razinu izlu¢enih odsjecaka proteina APP usljed djelovanja a - i
B-sekretaze. Naime, zbog niske koncentracije i/ili nedovoljne osjetljivosti antitijela anti-sAPPf3
(Covance) u mediju primarnih kortikalnih neurona nije bilo moguce utvrditi razinu izlucenih,
topljivih odsje¢aka sAPPP. Nadalje, analiza omjera izlu¢enih topljivih odsjecaka nastalih usljed
cijepanja proteazom BACEL u odnosu na razinu nepocijepanih proteina je utvrdila znacajno
povecanje omjera sSez6L/flISez6L i sAPP/fIAPP u primarnim kortikalnim neuronima miseva
NPCL1 u odnosu na omjer u mediju neurona miseva Wt dok omjer sSez6/flSez6 nije pokazao
statisticki znacajno povecanje (Slika 9. D-F). Sumarno, ovi rezultati su uputili na poviSenu
proteolizu analiziranih supstrata proteazom BACE1 u neuronima NPC1 te su u skladu s

rezultatima dobivenim na mozgovima miseva NPCI.
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Slika 9. Proteoliza supstrata enzima BACE1 u primarnim kortikalnim neuronima miSeva wt i NPC1.
Primarni kortikalni neuroni izolirani su iz mladunaca postanalnog dana 0-1 (P0O-P1) i uzgajani u kulturi 14 dana.
Nakon toga su pripremljeni stani¢ni lizati i medij analizirani metodom Western blot. A-C) Razina proteina Sez6L,
Sez6, APP u stani¢nom lizatu (flSez6L, fISez6, fIAPP) i mediju (sSez6L, sSez6, SAPP) analizirana je metodom
Western blot koriste¢i specifi¢na antitijela. D-F) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa
kvantificirani su programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem
Amidoblack bojom, te su statisti¢ki obradeni. Statisti¢ka znacajnost izradunata je t-testom: *p<0,05. Podatci iz tri

nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost + SD.

Osim analize cijepanja supstrata enzimom BACEL u primarnim kortikalnim neuronima,
odredena je i razina proteina BACEL. Metodom Western blot pokazano je da je razina proteina
BACEI znacajno povisena u primarnim kortikalnim neuronima miSeva NPC1 u odnosu na wt,
ukazuju¢i da povecana proteoliza supstrata BACE1 moze biti posljedica povecane razine

proteina BACEL1 (Slika 10.).
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Slika 10. Razina proteina BACEI1 je znacajno poviSena u primarnim kortikalnim neuronima miseva NPC1
u odnosu na miseve wt. Primarni kortikalni neuroni su izolirani iz mladunaca postanalnog dana 0-1 (P0-P1),
uzgajani su u kulturi 14 dana. Pripremljeni stani¢ni lizati analizirani su metodom Western blot. A) Razina proteina
BACE]1 analizirana je metodom Western blot koriste¢i specifi¢na antitijela. B) Rezultati dobiveni metodom
Western blot kvantificirani su programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj
bojanjem Amidoblack bojom, te su statisti¢ki obradeni. Statisticka znacajnost izracunata je t-testom: *p<0,05.

Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost + SD.
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4.2.2. Analiza unutarstani¢énog smjestaja supstrata proteaze BACE1 u primarnim kulturama

hipokampalnih neurona miseva NPC1 i wt

Nadalje, ispitali smo je li povecana proteoliza supstrata enzima BACEl u NPCI u
odnosu na wt neurone posljedica promijenjenog unutarstani¢nom smjestaja ovih supstrata i
njihovog nakupljanja u ranim endosomima — sredi$njem mjestu cijepanja enzima BACE].
Naime, naSa prijaSnja istrazivanja na stanicnom modelu bolesti NPC (CHO NPC1-null
stanicama) su pokazala da dolazi do promjenjenog transporta i smjestaja proteina APP i BACEL
u ranim i recikliraju¢im endosomima $to Vvjerojatno dovodi do povecanog cijepanja proteina
APP protezom BACEL1 (Malnar i sur.; 2010, Malnar i sur. 2012). Stoga smo u primarnoj kulturi
hipokampalnih neurona izoliranih iz mladunaca miseva NPC1 i wt postnatalnog dana 0-1 (PO-
P1) ispitali unutarstani¢ni smjestaj supstrata enzima BACEL - proteina Sez6L i Sez6, koji su
kao i APP pokazali poveano cijepanje enzimom BACEl1 u mozgovima NPC1 miseva
(Causevié i sur., 2018) i u primarnoj kulturi neurona miseva NPC1 (Slika 9). U neuronima
miseva wt i NPC1 imunosignal Sez6L je prisutan u somi i izdancima neurona. Medutim, dok
je signal za protein Sez6L u neuronima wt difuzan, u neuronima miseva NPC1 signal je tockast,
posebice u neuritima gdje je uoceni signal jac¢i i u ve¢im nakupinama. Takoder, i u somi neurona
miseva NPCL1 signal za protein Sez6L je prisutan u ve¢im nakupinama (Slika 11. A). Sli¢no
kao 1 Sez6L supstrat Sez6 je pokazao drugacije obojenje u NPC1 u odnosu na wt neurone. U
neuronima miseva NPC1 uocen je jaci Sez6 signal u manjim nakupinama u somi i u izdancima,

dok je u neuronima miseva wt ovaj signal difuzan (Slika 11. B).

Analiza kolokalizacije proteina Sez6L/Sez6 i bijega ranih endosoma (EEAL, od engl.
early endosome antigen 1) - vezikulama koje imaju optimalni pH za aktivnost proteaze BACEL,
pokazala je promijenjen smjestaj ovih supstrata u ranim endosomima u NPC1 u odnosu na wt
neurone. U somi hipokampalnih wt neurona protein Sez6L nije pokazao kolokalizaciju s
vezikulama pozitivnima na EEAL, dok je u neuritima ova kolokalizacija bila djelomi¢na. U
neuritima hipokampalnih neurona miseva NPC1 primjeceno je nakupljanje veceg broja i ve¢ih
vezikula pozitivnih na Sez6L i EEAL. U usporedbi s neuronima miSeva wt U hipokampalnih
neurona miSeva NPCI1, utvrdena je poveéana kolokalizacija proteina Sez6L s vezikulama

pozitivnima na EEAL, posebice u neuritima (Slika 11. A).

Protein Sez6 u hipokampalnim neuronima miseva NPC1 u somi i neuritima pokazuje
poveéanu kolokalizaciju s biljegom ranih endosoma u odnosu na neurone wt u kojima nije
uocena kolokalizacija proteina Sez6 s vezikulama pozitivnim na EEA1 (Slika 11. B). Paralelno
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je praceno i nakupljanje slobodnog kolesterola bojanjem filipinom koje je pokazalo

karakteristi¢no nakupljanje slobodnog kolesterola u somi neurona miseva NPC1 (Slika 11.).

Rezultati dobiveni analizom primarnih hipokampalnih neurona miSeva NPC1 u odnosu
na neurone miSeva Wt pokazali su promijenjen smjestaj supstrata BACE1- Sez6 i Sez6L te
njihovu povecanu kolokalizaciju, posebice proteina Sez6L, s vezikulama pozitivnim na EEA1
u neuronima NPC1 ukazujué¢i na njihovo nakupljanje u ranim endosomima- organelima koji
imaju optimalni pH za aktivnost proteaze BACE1.
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Slika 11. Hipokampalni neuroni miseva NPC1 pokazuju poveéanu kolokalizaciju proteina Sez6L i Sez6 s
vezikulama pozitivnim na bijeg ranih endosoma-EEAL. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca
postnatalnog dana 0-1 (PO-P1), te su uzgajani u kulturi 14 dana. Neuroni su fiksirani i obiljeZeni specifi¢nim
antitijelima A) za protein Sez6L i biljeg ranih endosoma EEA1, B) za protein Sez6 i biljeg ranih endosoma, EEAL.
Bojanje filipinom je pokazalo nakupljanje slobodnog neesterificiranog kolesterola u somi neurona NPC1 u odnosu

na neurona wt. Obiljezeni neuroni su gledani konfokalnim laserskim mikroskopom.

4.3. Utjecaj inhibicije proteaze BACE1 u primarnim kulturama neurona miseva

NPC1iwt

Kako bismo ispitali ulogu te molekularni mehanizam poveéanog djelovanja proteaze
BACEL u bolesti NPC analizirali smo utjecaj inhibicije proteaze BACE1 na proteolizu i
smjestaj njenih supstrata kao i na patoloska obiljezja ove bolesti. Za inhibiciju BACEL koristen
je inhibitor C3 koji se veze na aktivno mjesto proteaze i na taj nacin blokira njenu proteoliticku

aktivnost.

Primarni kortikalni i hipokampalni neuroni izolirani iz miSeva NPC1 i wt postnatalnog
dana 0-1 (P0-P1), uzgajani su ukupno 14 dana u kulturi. Na dvanaesti dan u kulturi su tretirani
inhibitorom C3 koncentracije 2 uM. Nakon 48 h tretmana sakupljen je stani¢ni lizat i medij
kortikalnih neurona koji su koristeni za analizu metodom Western blot, a hipokamaplni neuroni

su nakon tretmana fiksirani 1 koriSteni za imunocitokemijske analize.

4.3.1. Utjecaj inhibicije proteaze BACEL na razinu supstrata enzima BACEL u primarnim

kulturama

Kako bi ispitali ucinkovitost inhibicije proteaze BACEIl analizirane su razine
nepocijepanih i pocijepanih proteina Sez6L, Sez6, APP. U stani¢nim lizatima primarnih
kortikalnih neurona tretiranih 48 h inhibitorom C3 pokazano je da dolazi do nakupljanja
nepocijepanih proteina flSez6L, fISez6 i fIAPP u primarnim Kkortikalnim neuronima miseva
NPCI1 i wt u odnosu na njihovu razinu u stani¢nim lizatima netretiranih uzoraka uslijed
inhibicije njihovog cijepanja proteazom BACEL1L (Slika 12. A). Razina proteina flSez6 bila je
statistiCki znacajno povecana u C3 tretiranim primarnim kortikalnim neuronima miseva wt 1

NPCL1 u odnosu na njihove razine u netretiranim uzorcima, dok za proteine fISez6L i fIAPP,
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iako postoji trend nakupljanja, razlika u razini izmedu tretiranih i netretiranih uzoraka nije

pokazala statistiCku znacajnost (Slika 12. B) .

U mediju neteretiranih 1 inhibitorom C3 tretiranih primarnih kortikalnih neurona miseva
NPCL1 i wt analizirana je razina izlu¢enih N-terminalnih odsjecaka supstrata BACE1-sSez6L,
sSez6 1 SAPP koji nastaju kao produkt cijepanja cijelovite forme proteina. Za razliku od medija
netretiranih uzoraka, gdje su utvrdeni proteini sSez6L i sSez6, u prisustvu inhibitora C3 u
mediju primarnih kortikalnih neurona miSeva NPC1 i wt nije bilo moguce utvrditi izlu¢ene
odsjecke proteina Sez6L i Sez6, $to upucuje na uspje$nu inhibiciju proteolize tj. cijepanja
proteazom BACEL (Slika 12. A). Nasuprot tome, u mediju tretiranih neurona kao i u mediju
netretiranih primarnih kortikalnih neurona miseva NPCI1 i wt, utvrdeni su izluceni odsjecci
proteina APP, a njihova razina je bila niZza u mediju tretiranih uzoraka u odnosu na netretirane
ukazujuci na smanjenu proteolizu proteina APP uslijed inhibicije proteaze BACE1 (Slika 12.
B). Za detekciju izlu¢enih odsjecaka proteina APP koriSteno je antitijelo koje detektira ukupnu
koli¢inu N-terminalnih odsjecaka APP (sAPPa i sAPP). Naime, za razliku od proteina Sez6L
1 Sez6, koji su iskljucivi supstrati proteaze BACEL, protein APP se osim proteazom BACE1 u
stanici cijepa i drugim sekretazama. Zbog toga inhibicijom enzima BACE1 nismo dobili
potpuno ukidanje stvaranja SAPP odsjecaka kao kod Sez6 i Se6L supstrata. Zbog nedovoljne
osjetljivost antitijela 1/ili niske koncentracije nije bila moguca detekcija odsjecka sAPPJ,
izravnog produkta cijepanja proteina APP proteazom BACEL. Ovi rezultati su pokazali da je
uspostavljena uspjesna inhibicija proteaze BACEl koja se ocitovala nakupljanjem
nepocijepanog oblika proteina Sez6L 1 Sez6 1 nemogucénosti detekcije pripadajucih izlu¢enih

N-terminalnih odsje¢aka u mediju u kojem su neuroni uzgajani.
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Slika 12. Inhibicija proteaze BACE1 u primarnim kortikalnim neuronima miSeva NPC1 i wt blokira
proteolizu supstrata Sez6L i Sez6. Primarni kortikalni neuroni izolirani su iz mladunaca postanalnog dana 0-1
(P0O-P1), te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2 uM, 48h). A) Razina proteina
Sez6L, Sez6, APP u stani¢nom lizatu (fISez6L, flSez6, fIAPP) i mediju (sSez6L, sSez6, sAPP) analizirana je
metodom Western blot. B, C) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa kvantificirani su
programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem Amidoblack bojom, te su
statisticki obradeni. Statisticka znaéajnost izracunata je statistiCkim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom:

*p<0,05. Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost = SD.
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Zbog nemogucénosti detekcije SAPP odsjecaka u mediju primarnih kortikalnih neurona,
analizirane su endogene razine C-terminalnih membranskih odsjecaka proteina APP, CTFp i
CTFa, u staniénim lizatima netretiranih i inhibitorom C3 tretiranih primarnih Kortikalnih
neurona izmedu miSeva NPC1 i1 wt. Kako bismo razdvojili CTFP i CTFa odsjecke koji imaju
malu molekulsku masu (manje od 15 kDa) uzorci stani¢nih lizata su razdvojeni u peptidnom
Tris-tricin gelu koji se koristi za radvajanje proteina manjih od 30 kDa (Schiagger, 2006). U
stanicnim lizatima neurona miseva wt nije bilo mogucée utvrditi endogene razine odsjeaka
CTFB 1 CTFa, dok je u neuronima miSeva NPC1 detektirana povecana koli¢ina odsjecka CTF[3
- izravnog produkta cijepanja supstrata APP proteazom BACE1, uz prisutnost slabijeg signala
odsjecka CTFa (Slika 13. A). Tretman inhibitorom BACEL (C3) uzrokovao je znacajno
povecanje razine CTFa odsjecka u neuronima NPC1 u odnosu na netretirane neurone upucujuci
na uspjeSnu inhibiciju cijepanja supstrata APP proteazom BACE1l (amiloidogeni put
razgradnje) te paralelnu aktivaciju neamiloidogenog puta razgradnje proteina APP a-
sekretazom (Slika 13. B). Analiza C-terminalnih odsjecaka proteina APP je dodatno potvrdila

uspjesnu inhibiciju proteaze BACE1 u primarnim kortikalnim neuronima.
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Slika 13. Utjecaj inhibicije proteaze BACE1 na razinu C-terminalnih odsje¢aka proteina APP u primarnim
kortikalnim neuronima miseva NPC1. Primarni kortikalni neuroni izolirani su iz mladunaca postanalnog dana
0-1 (PO-P1), uzgajani su u kulturi ukupno 14 dana. Dvanaesti dan u kulturi su tretirani inhibitorom C3 (2 uM,
48h). A) Razina C-terminalnih odsje¢aka proteina APP u stani¢nom lizatu analizirana je metodom Western blot.
B) Rezultati dobiveni metodom Western blot kvantificirani su programom Image J (NIH, SAD) i i normalizirani
prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem Amidoblack bojom, te su analizirani statistickim testom

ANOVA s Tukey's post hoc analizom *p<0,05. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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4.3.2. Utjecaj inhibicije proteaze BACE1 na smjestaj susptrata Sez6L i Sez6 u primarnim

kulturama hipokampalnih neurona miSeva NPC1 1 wt

Pratili smo takoder kako inhibicija proteaze BACEL utjeCe na smjestaj supstrata
BACEL1- proteina Sez6L i Sez6 u primarnim hipokampalnim neuronima miseva NPC1 i wt te
njihovu kolokalizaciju s biljegom ranih endosoma-EEAL, za koje smo prethodno pokazali

povecano nakupljanje u ovim organelima u neuronima miseva NPC1.

Imunocitokemijskom analizom proteina Sez6L u neuronima miseva NPC1 tretiranim
inhibitorom proteaze BACE1- C3, u somi neurona je uocen je difuzniji signal, bez definiranih
nakupina, sli¢no bojanju Sez6L u neuronima miSeva wt. Osim toga, u neuritima tretiranih
neurona miSeva NPC1 uocen je manji broj nakupina u usporedbi s netretiranim neuronima
NPC1. Analiza kolokalizacije proteina Sez6L s biljegom ranih endosoma-EEAL u tretiranim
neuronima miseva NPC1 pokazala je da uslijed inhibicije proteaze BACEL dolazi do smanjene
kolokalizacije Sez6L i EEAL pozitivnih vezikula u odnosu na prethodno uo¢enu poveéanu

kolokalziaciju u netretiranim neuronima NPC1. (Slika 14. A).

Nakon tretmana inhibitorom C3 u somi neurona NPC1 signal za protein Sez6 je bio
difuzan bez uocenih nakupina, sli¢an signalu u neuronima wt. Takoder, u neuritima tretiranih
neurona NPC1 uocen je smanjen signal i smanjenje nakupina u usporedbi s netretiranim
neuronima miseva NPC1. U tretiranim neuronima miseva NPC1 analiza kolokalizacije proteina
Sez6 s biljegom ranih endosoma-EEAL pokazala je smanjenu kolokalizaciju proteina Sez6 i
EEA1 u neuritima u usporedbi s netretiranim neuronima miseva NPC1, dok u somi nije
utvrdena kolokalizacija u netretiranim kao ni u tretiranim neuronima (Slika 14. B). Sumarno,
ovi rezultati su pokazali da inhibicija proteaze BACEI ,,popravlja®“ poremeceni smjestaj te
nakupljanje supstrata-Sez6L i Sez6 i vezikula EEAL u neuritima neurona NPC1. Dobiveni nalaz
ukazuje da bi povecano cijepanje suptrata proteazom BACEI moglo doprinjeti patoloskim

karakteristikama bolesti NPC, posebice disfunkciji endolizosomalnog puta.
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Slika 14. Tretman inhibitorom proteaze BACE1 smanjuje kolokalizaciju proteina Sez6L i Sez6 s vezikulama
pozitivnim na bijeg ranih endosoma-EEAL. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca postnatalnog dana
0-1 (PO-P1) te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM). Nakon 48h
hipokampalni neuroni su fiksirani i obiljezeni specificnim antitijelima A) za protein Sez6L i biljeg ranih endosoma
EEA1, B) za protein Sez6 i biljeg ranih endosoma, EEA1. ObiljeZeni neuroni su gledani konfokalnim laserskim

mikroskopom.
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4.3.3. Utjecaj inhibicije proteaze BACEI na smjestaj i razinu proteina endolizosomalnog

puta u primarnim kulturama neurona miseva NPC1 i wt

Buduéi da je disfunkcija endolizosomalnog puta jedna od patoloskih obiljezja bolesti
NPC ispitan je utjecaj inhibicije proteaze BACEl na smjeStaj i razinu proteina
endolizosomalnog puta u primarnim kulturama miseva NPC1 i wt. Imunocitokemijska analiza
i kvantifikacija dobivenog signala biljega ranih endosoma (EEA1) u primarnim hipokampalnim
neuronima pokazala je pojacani signal za protein EEA1 u somi i neuritima neurona miseva
NPC1 u odnosu na wt (Slika 15. A i B). U neuronima miSeva wt uoceno je vise manjih
rasprSenih EEA1 pozitivnih vezikula po ¢itavoj stanici dok su u neuronima miseva NPC1 (u
somi i u neuritima) uoc¢ene znacajno jace, izrazenije i ve¢e EEAL pozitivne vezikule u odnosu
na wt (Slika 15. A i1 B). Takoder, u neuronima miSeva NPC1, posebice u neuritima je utvrden
zna¢ajno poveéan broj velikih EEA1 pozitivnih vezikula (> 0.5 um?) u odnosu na wt neurone
(Slika 15. C). Inhibicija proteaze BACE1 u neuronima miSeva NPC1 dovodi do smanjenja
veli¢ine vezikula pozitivnih na EEA1, posebice u neuritima neurona gdje dolazi do znacajnog
smanjenja broja velikih EEA1 pozitivnih vezikula (> 0.5 pm?) u odnosu na netretirane neurone
NPC1 (Slika 15. B i C). Ovi rezultati pokazali su da postoji razlika u morofologiji i smjestaju
vezikula ranih endosoma izmedu neurona miSeva NPC1 i wt, te da inhibicija proteaze BACE1
u neuronima miseva NPC1 djelomicno ,,popravlja“ nakupljanje i poremecen transport vezikula

ranih endosoma, tj. EEA1 pozitivnih vezikula.
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Slika 15. Tretman inhibitorom proteaze BACE1 utjee na smjeStaj i morfologiju ranih enodosoma u
primarnim hipokampalnim neuronima miseva NPC1. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca
postnatalnog dana 0-1 (PO-P1), te su dvanaesti dan u Kkulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM).
Nakon 48h hipokampalni neuroni su fiksirani i A) obiljeZeni specificnim antitijelom za biljeg ranih endosoma
EEA1. Obiljezeni neuroni su gledani konfokalnim laserskim mikroskopom. B) Veli¢ina EEA1 pozitivnih vezikula
u somi i neuritima netretiranih i inhibitorom BACEL tretiranih hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificirana
je u programu Image J. C) Broj EEA1 pozitivnih vezikula manjih od 0.5 pm? i veéih ili jednakih 0.5 pm?u somi i
neuritima netretiranih i inhibitorom BACEL tretiranih hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificiran je u
programu Image J. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + SD, n= 30 stanica po grupi iz 3 nezavisna pokusa.

Statisticka znacajnost izraCunata je statistickim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom: *p<0,05, **p<0,01.

Analiza biljega lizosoma-LAMP1 pokazala je prisutnost znacajno povecanih lizosoma
u somi hipokampalnih neurona miseva NPC1 u odnosu na wt. U neuronima NPCL1 tretiranim
inhibitorom proteaze BACEI nije uofena promjena u morfologiji niti smjestaju vezikula

pozitivnih na LAMP1 u odnosu na netretirane neurone miseva NPC1 (Slika 16. A i B).
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Slika 16. Tretman inhibitorom proteaze BACEL ne utje¢e na smjestaj i morfologiju lizosoma u primarnim
hipokampalnim neuronima miseva NPC1. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca postnatalnog dana
0-1 (PO-P1), te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM). Nakon 48h
hipokampalni neuroni su fiksirani i A) obiljeZeni specifi¢nim antitijelom za biljeg lizosoma LAMPL1. Obiljezeni
neuroni su gledani konfokalnim laserskim mikroskopom. B) Veli¢ina LAMP1 pozitivnih vezikula u somi i
neuritima netretiranih i inhibitorom BACEL1 tretiranih hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificirana je u

programu Image J. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost = SD, n= 30 stanica po grupi iz 3 nezavisna pokusa.
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Statisti¢ka zna¢ajnost izraCunata je statistickim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom: *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001.

Nadalje, s obzirom na uofenu promijenjenu morfologiju ispitanih biljega stani¢nih
organela endoslizosomalnog puta analizirane su proteinske razine biljega EEAL1 i LAMP1 u
primarnim kortikalnim neuronima miseva NPC1 1 wt. Iako je imunocitokemijska analiza
pokazala razlike u morofologiji vezikula pozitivnih na biljege EEA1 i LAMP1 izmedu neurona
miSeva NPC1 1 wt, analiza metodom Western blot nije pokazala znacajne promjene u
proteinskoj razini ovih biljega izmedu neurona miseva NPC1 i wt. Takoder, nakon tretmana
inhibitorom BACE! nisu uocene znacajne promjene u proteinskoj razini biljega EEAL i
LAMPL1 u odnosu na netretirane neurone miseva NPC1 i wt (Slika 17.). Ovi rezultati pokazali
su da disfunkcija endolizosomalnog puta te uo¢ena promijenjena morfologija organela u misjim
neuronima NPC1 u odnosu na wt nije popracena promijenjenom razinom proteina EEAL i
LAMP1 te da inhibicija proteaze BACEL ne utjeCe na razinu proteina EEA1 i LAMPL.
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Slika 17. Inhibicija proteaze BACEL ne utjee na razine proteina endolizosomalnog puta u primarnim
kortikalnim neuronima miSeva NPC1 i wt. Primarni kortikalni neuroni su izolirani iz mladunaca postanalnog
dana 0-1 (P0-P1), te su dvanaesti dan u Kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM, 48h). A)
Pripremljeni stani¢ni lizati analizirani su metodom Western blot na proteine endolizosomalnog puta- EEAL (biljeg
ranih endosoma) i LAMPL (biljeg lizosoma). B) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa
kvantificirani su programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem
Amidoblack bojom te analizirani statistickim testom ANOVA. Nije zabiljeZena statisticka zna¢ajnost. Podatci iz

tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost + SD.

4.3.4. Utjecaj inhibicije proteaze BACEI na razinu i smjestaj hiperfosforiliranog i ukupnog

proteina tau u primarnim kulturama neurona miseva NPC1 i wt

Hiperfosforilacija proteina tau te povecana razina ukupnog proteina tau jedna je od
patoloskih obiljezja bolesti NPC1 stoga je ispitan utjecaj inhibicije proteaze BACEL na razinu
i smjestaj hiperfosforiliranog oblika proteina tau (PHF1) i ukupnog proteina tau (total tau) u

primarnim kulturama neurona miSeva NPC1 1 wt.

Analiza metodom Western blot u primarnim kortikalnim neuronima pokazala je da su
razine hiperfosforiliranog proteina tau (PHF1), kao i ukupnog proteina tau (total tau) poviSene
u neuronima miSeva NPC1 u odnosu na wt (Slika 18. A). Dok je poviSena razina ukupne
koliCine proteina tau u primarnim kortikalnim neuronima miseva NPC1 u usporedbi s wt

statistiCki znacajna, razina proteina PHF 1, iako je poviSena u neuronima miSeva NPC1 u odnosu
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na wt, nije pokazala statisticku znacajnost. Inhibicija proteaze BACEL rezultirala je smanjenom
razinom proteina PHF1 u neuronima miseva NPC1 i wt u odnosu na netretirane uzorke. Dok je
tretman inhibitorom C3 u primarnim kortikalnim neuronima miSeva NPC1 znacajno smanjio
razinu ukupnog proteina tau u odnosu na netretirane uzorke, u neuronima miseva wt nije uocena
razlika u razini ukupnog proteina tau izmedu tretiranih i netretiranih uzoraka (Slika 18. B).
Dobiveni rezultati su pokazali da neuroni NPC1 pokazuju karakteristicnu povecanu razinu
ukupnog proteina tau kao i hiperfosforiliranog oblika tau te da inhibicija proteaze BACE1

dovodi do smanjenje razine oba oblika tau proteina.
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Slika 18. Razina ukupnog proteina tau je zna¢ajno smanjene u primarnim kortikalnim neuronima miseva
NPCL1 tretiranim inhibitorom proteaze BACEL. Primarni Kortikalni neuroni su izolirani iz mladunaca
postanalnog dana 0-1 (P0-P1), te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM, 48h).
A) Pripremljeni stani¢ni lizati analizirani su metodom Western blot: hiperfosforilirani protein tau (PHF1) i ukupni
protein tau (total tau). B) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa kvantificirani su
programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem Amidoblack bojom.
Statisti¢ka znacajnost izradunata je statistickim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom: *p<0,05. Podatci iz

tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost + SD.

Imunocitokemijska analiza nije pokazala razliku u dobivenom signalu za proteine PHF1
i total tau izmedu primarnih hipokampalnih neurona miseva NPC1 i wt. Takoder, tretman
inhibitorom C3 nije uzrokovao promjene signala za proteine PHF 1 i total tau izmedu netretranih

i tretiranih neurona miSeva NPC1 i wt (Slika 19.).
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Slika 19. Imunocitokemijska analiza hiperfosfofriliranog i ukupnog proteina tau u primarnim

zoom neuriti

hipokampalnim neuronima miseva NPC1 i wt tretiranim inhibitorom proteaze BACE1. Imunocitokemijska
analiza nije pokazala razlike u bojanju hiperfosforiliranog (PHF1) i ukupnog proteina tau (total tau) izmedu
neurona NPCI i wt, kao ni razlike izmedu netretiranih neurona i neurona tretiranih inhibitorom proteaze BACE1-
C3 u misevima NPC1 i wt. Hipokampalni neuroni su izolirani iz mladunaca postnatalnog dana 0-1 (P0-P1) te su
dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM). Nakon 48h hipokampalni neuroni su
fiksirani i obiljezeni specificnim antitijelima za proteine PHF1 i total tau. Obiljezeni neuroni su gledani

konfokalnim laserskim mikroskopom.
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4.4. Utjecaj inhibicije proteaze BACEL na klju¢ne patoloske karakteristike bolesti

NPC u kulturi misjih organotipskih rezova mozgova

Kako bismo dodatno razjasnili potencijalnu ulogu proteaze BACEL u bolesti NPC
ispitali smo utjecaj inhibicije enzima BACE1 u ex vivo modelu bolesti NPC- u kulturi
organotipskih rezova mozga. Kultura organotipskih rezova mozgova predstavlja fizioloski
trodimenzionalni model mozga, most izmedu primarnih kultura stanica i animanih modela, koji
vjerno oponasa kompleksnost mozdanog tkiva i interakciju razli¢itih stanica u mozgu (Croft i
sur., 2019). Stoga nam ovaj ex vivo model moze dati uvid na ucinak inhibicije proteaze BACEI
na patoloSke karakteristike bolesti NPC koje smo ispitali u primarnoj kulturi neurona (u
odjeljku 4.3) kao i na neuroinflamaciju, tj. aktivaciju astrocita i mikroglija sto je jedan je od

primarnih, ranih dogadaja u patogenezi bolesti NPC.

Za uspostavu organotipske kulture koriStene su mozdane regije velikog mozga i
hipokampusa miSeva wt i NPC1, starih 7 dana (P7). Nakon 21. dana u kulturi kortiko-
hipokampalni rezovi miSeva NPC1 i wt tretirani su inhibitorom C3 koncentracije 2 uM ukupno
96 h (dva puta po 48 h) nakon ¢ega su rezovi fiksirani i koristeni za imunohistokemijske analize.
Nazalost zbog premalog prinosa materijala i/ili nedovoljne osjetljivosti antitijela nije bilo
moguce analizirati razine proteina endolizosomalnog sustava (EEA1 i LAMPL) te razine
proteina tau i hiperfosforiliranog proteina tau metodom Western blot. Stoga smo se usredotocili
na analizu ucinka inhibicije proteaze BACEL u kulturi kortiko-hipokampalnih rezova miseva

NPCL1 i wt metodom imunohistokemije.

Metodom imunohistokemije pracena je neuroinflamacija, tj. biljezi astrocita (GFAP) i
mikroglija (CD68) u netretiranim i C3 (2 uM, 96h) tretiranim kortiko-hipokampalnim rezovima
miSeva NPC1 i wt. U netretiranim kortiko-hipokampalnim rezovima miseva NPC1 uocen je
znacajno povecan broj aktivnih mikroglija (biljeg CD68) u odnosu na wt uzorak, ukazujuéi da
uspostavljena kultura kortiko-hipokampalnih rezova rekapitulira neuroinflamaciju koja je
prisutna u mozgovima miseva NPC1 (Slika 20. A-C). Medutim, bojanje biljegom astrocita-
GFAP nije pokazalo jasnu razliku izmedu kultura kortiko-hipokampalnih rezova miseva NPC1
I wt, kao $to je to pokazao biljeg mikroglija CD68. Naime, bojanje kulture organotipskih rezova
biljegom GFAP je dalo difuzan signal koji je neSto jaci u kulturi mozdanih rezova NPCI1 u

odnosu na rezove wt miseva (Slika 20. A i B).
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Inhibicija proteaze BACE1l u kortiko-hipokampalnim rezovima miSeva NPCl1
uzrokovala je snizenje signala te manji broj stanica pozitivnih na biljeg aktiviranih mikroglija
- CD68 u odnosu na netretirane uzorke §to ukazuje na nizu aktivaciju mikroglija uslijed
inhibicije proteaze BACEL (Slika 20. A-C). Takoder, nakon tretmana BACE1 inhibitorom C3
u kortiko-hipokampalnim rezovima miseva NPC1 uocen je smanjeni signal biljega astrocita-
GFAP u odnosu na netretirane uzorke (Slika 20. A1 B). I u jednom i u drugom slucaju, razine
bojanja tretiranih NPC1-rezova su bile slicne signalu ovih biljega u netretiranim wt rezovima.
Zbog difuznog signala bojenje GFAP-om nismo mogli kvantificirati. Stoga smo na Slici 20. C

prikazali kvantitativnu analizu dobivenog signala biljega aktiviranih mikroglija - CD68.
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Slika 20. Tretman inhibitorom proteaze BACELl uzrokuje sniZenje neuroinflamacije u Kkortiko-
hipokampalnim rezovima mozgova miSeva NPC1. Kortiko-hipokampalni rezovi su uzgajani u kulturi 21 dan
nakon cega su tretirani innhibitorom proteaze BACE 1-C3 (2uM). Nakon 96 h rezovi mozgova su fiksirani i
obiljezeni specifi¢nim antitijelima za biljeg astrocita- GFAP i biljeg aktiviranih mikroglija- CD68 i gledani
konfokalnim laserskim mikroskopom. Prikazane su mozdane regije A) kora velikog mozga i B) CA3 regija
hipokampusa. C) Rezultati dobiveni imunohistokemijskom analizom CD68 pozitivnih stanica kvantificirani su u
programu Image J. Statisticka znacajnost izraCunata je statistickim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom:

*p<0,05; **p<0,01. Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost = SD.
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4.5. Analiza endolizosomskih frakcija izdvojenih iz mozdanih regija 4 tjedna starih

miSeva wt i NPC1

S obzirom na prethodno uocenu poveéanu proteolizu supstrata BACE1 i njihovu
povecanu kolokalizaciju s biljegom ranih endosoma u primarnim kulturama neurona miseva
NPC1, Zeljeli smo potvrditi ove rezultate u tkivu miSjih mozgova. Stoga je provedeno
frakcioniranje vezikula endolizosoma ultracentrifugiranjem u diskontinuiranom gradijentu
saharoze. Pri tom su analizirane dvije regije mozga: mali mozak, koji je primarno pogoden u
bolesti NPC i u kojem dolazi do specifi¢nog i ranog odumiranja Purkinjeovih neurona, te
hipokampus koji se smatra najmanje pogoden, tj. zasti¢en u bolesti NPC. Koristeni su 4 tjedna
stari miSevi wt 1 NPC1, kako bismo detektirali najranije promjene, tj. one prije pojave prvih
simptoma bolesti. Iz homogenata izdvojenih mozdanih regija miSeva wt i NPC1 dobiven je
postnuklearni supernatant (PNS, engl. postnuclear supernatant) koji je zatim razdvojen
ultracentrifugiranjem u diskontinuiranom gradijentu gusto¢e saharoze (opisano u poglavlju
3.5.2.). Nakon centrifugiranja u epruvetici su bila vidljiva tri karakteristi¢na prstena, po jedan
na svakoj granici izmedu razli¢itih postotaka otopine saharoze (Slika 20.). Prvi prsten (granica
8% 1 25% saharoze) predstavlja najlaksu frakciju u kojoj se nalaze kasni endosomi i lizosomi,
drugi prsten predstavlja frakciju ranih endosoma (granica 25% 1 35% saharoze), a treci prsten
(granica 35% 1 40,6% saharoze) tzv. teSku frakciju u kojoj se nalaze ostatci membrana,
endoplazmatskog retikuluma i Golgijevog aparata. Dvanaest frakcija (volumena 1 ml) je
prikupljeno s vrha gradijenta 1 analizirano metodom Western blot koriStenjem specificnih
antitijela za biljege endolizosomalnog puta: lizosome (LAMPL1), kasne endosome (Rab7), rane
endosome (EEAL) te enzim BACEL i njegove supstrate- Sez6L, Sez6 i APP. Frakcije su
oznacene brojevima od 1-12 pri ¢emu frakcija 1 predstavlja najlakSu frakciju, a 12 najtezu
frakciju. Frakcije 1 i 2 predstavljaju prvi prsten (kasne endosome/lizosome), frakcije 4 i 5 drugi
prsten (rane endosme), a frakcija 9 treci prsten (tesku frakciju). Rezultati dobiveni metodom
Western blot kvantificirani su programom Image J, a dobivene vrijednosti izmedu miSeva

NPC1 i wt su prikazane graficki.
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1. prsten (frakcije 1 i 2)

2. prsten (frakcije 4 i 5)

3. prsten (frakcija 9)

Slika 21. Prikaz karakteristicnih prstenova dobivenih frakcioniranjem endolizosoma metodom
ultracentrifugiranja u diskontinuiranom gradijentu saharoze. Mozdane regije hipokampusa i malog mozga
miseva wt i NPC1 su homogenizirane, a dobiveni PNS je razdvojen u diskontinuiranom gradijentu saharoze (8%,
25%, 35% i 40,6%-tne otopine saharoze). Prstenovi predstavljaju nakupljanje pojedinih organela koje su iste
gustoca kao gustoca pojedine medufaze izmedu otopina saharoze: 1. prsten izmedu 8%-tne i 25%-tne otopine
saharoze- kasni endosomi/lizosomi, 2. prsten izmedu 25%-tne i 35%-tne otopine saharoze- rani endosomi, 3. prsten
izmedu 35%-tne i 40,6%-tne otopine saharoze- teska frakcija koja sadrzi organele endoplazmatskog retikuluma i

Golgijevog aparata.

Osim toga u izdvojenim endosomskim frakcijama malog mozga i hipokampusa miseva
NPC1 i wt izmjerena je razina slobodnog kolesterola. Slobodni kolesterol je izmjeren u
frakcijama koje sadrZe karakteristicne prstenove dobivene nakon ultracentrifugiranja: 1. prsten-
spojene frakcije 1 i 2 (kasni endosomi/lizosomi), 2. prsten- frakcije 4 i 5 (rani endosomi), 3.
prsten- frakcija 9 (teska frakcija). Frakcije kasnih endosoma/lizosoma (LE/L) miseva wti NPC1
imaju povecanu razinu slobodnog kolesterola u odnosu na ostale frakcije (EE, HF) u malom
mozgu i hipokampusu miseva wt i NPC1 (Slika 22.). Nadalje, razina slobodnog kolesterola u
frakciji kasnih endosoma/lizosoma u malom mozgu i hipokampusu miSeva NPC1 je visa u
odnosu na njegovu razinu u istim frakcijama izdvojenim iz wt miSeva, ukazujuéi na
karakteristicno nakupljanje slobodnog kolesterola u ovim organelima u bolesti NPC te na
uspjesno razdvajanje endolizosomalnih  vezikula ~metodom ultracentrifugiranja u
diskontinuiranom gradijentu saharoze. Medutim, uoceno povecanje slobodnog kolesterola u

LE/L NPCI1 u odnosu na wt misSeve nije statisti¢ki znacajno.
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Slika 22. Slobodni kolesterol se nakuplja u frakcijama kasnih endosoma/lizosoma u malog mozgu i
hipokampusu 4 tjedna starih miSeva wt i NPC1. U frakciji kasnih endosoma/lizosoma (LE, 1. prsten), ranih
endosoma (EE, 2.prsten) i teskoj frakciji (HF, 3. prsten) izmjerena je koncentracija slobodnog kolesterola
komercijalno dostupnim kompletom Amplex Red Choleserol Assay te je izrazena kao omjer koncentracije

slobodnog kolesterola i koncentracije proteina u frakcijama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.

45.1. Analiza raspodjele i razine biljega endolizosomalnog puta u razdvojenim

endolizosomskim frakcijama malog mozga 4 tjedna starih miseva wt i NPC1

S obzirom da bolest NPC karakterizira disfunkcija lizosoma, §to ukljucuje znacajno
povecane vezikule lizosoma te u njima nakupljanje proteina, lipida i drugih makromolekula,
pretpostavili smo da ¢e biljeg lizosoma LAMP1 imati znacajno promijenjenu raspodjelu u
izdvojenim frakcijama endolizosoma miSeva NPC1 u odnosu na wt. Medutim, zanimljivo je da
je biljeg lizosoma LAMP1 pokazao sli¢nu raspodjelu izmedu frakcija malog mozga miseva
NPC1 i wt. U oba genotipa najjaci signali proteinskog biljega LAMP1 su utvrdeni u lakSim
frakcijama- frakcijama 1 i 2, te u frakciji 4. Intenzitet signala u oba genotipa je podjednak u

frakcijama 1 1 2, dok je u frakciji 4 intenzitet signala ja¢i u miSevima NPC1 u odnosu na wt
(Slika 23. B).

Analiza proteinskih biljega kasnih endosoma (Rab7) i ranih endosoma (EEAL1) je, za
razliku od biljega LAMP1, pokazala njihovu promijenjenu raspodjelu u endolizosomskim
frakcijama izdvojenim iz malog mozga 4 tjedna starih miSeva NPC1 u odnosu na wt. Za biljeg

Rab7 smo utvrdili njegovu Siru raspodjelu u frakcijama 4-9 u malom mozgu miSevima NPC1 i
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wt, s tim da je intenzitet signala Rab7 bio jac¢i u frakcijama NPC1 u odnosu na frakcije wt
miseva, a najjaci signal je zamijecen u frakciji 4 i u NPC1 i u wt miSeva (Slika 23. Ai B). Za
razliku od wt miSeva u malom mozgu miseva NPC1 Rab7 je utvrden i u lakSim frakcijama-
frakciji 2, ukazujuci na nakupljanje laksih vezikula kasnih endosoma u malom mozgu miseva
NPC1 u odnosu na wt miseve (vjerojatno uslijed nakupljanja slobodnog kolesterola i drugih

lipida kao posljedice bolesti NPC) (Slika 23. A).

Kao i biljeg kasnih endosoma Rab7, biljeg ranih endosoma EEA1 je pokazao nesto Siru
raspodjelu u frakcijama 4-8 izdvojenim iz malog mozga miseva NPC1 i wt (Slika 23. A).
Medutim, intenzitet signala biljega ranih endosoma EEA1 je bio jaci u frakcijama malog mozga
miSeva NPC1 u odnosu na wt (Slika 23. B), ukazujuci na nakupljanje ovih organela u malog
mozgu miSeva NPC1 te da je, osim disfunkcije kasnih endosoma, u malom mozgu miSeva
NPC1 prisutno i nakupljanje vezikula ranih endosoma. U miSevima wt najjaci signal za biljeg
ranih endosoma - EEAL1 je utvrdeni u frakciji 5, dok je u miSevima NPC1 najjaci signal

detektiran u frakciji 6.

Analizom raspodijele proteinskih biljega endolizosomalnih vezikula u malom mozgu
pokazano je uspjesno razdvajanje vezikula lizosoma (LAMP1), koji su bili prisutni u lakSim
frakcijama (1 i 2), od ranih endosoma (EEAL) koji su utvrdeni u sredini gradijenta (frakcijama
4-8). Biljeg kasnih endosoma (Rab7) je, kao i biljeg EEA1, pokazao nesto Siru distribuciju u
gradijentu i djelomi¢no preklapanje prvenstveno sa biljegom ranih endosoma (prvenstveno u
frakcijama 4 1 5) Sto je vjerojatno posljedica dinami¢nog procesa sazrijevanja ranih endosoma
u kasne endosome. Stoga su neke frakcije bile pozitivne na oba biljega. No unato¢ tome, najjaci
signali ovih biljega se nisu preklapali. Posebno se isti¢e signal biljega kasnih endosoma Rab7
u lak$oj frakciji NPC1 miseva (frakciji 2) koja nije utvrdena u frakcijama izdvojenim iz malog
mozga wt miSeva. Sumarno, dobiveni rezultati pokazali su razli¢itu raspodjelu i intenzitet
vezikula endolizosomalnog puta, narocito biljega ranih i kasnih endosoma (biljega EEA1 i
Rab7), u malom mozgu 4 tjedna starih miSeva NPCI1 u odnosu na wt, ukazujué¢i na poremecaj

biogeneze endolizosoma ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti.

83



wt NPC1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Rab7 -— .  —
LAMP1 ' |
— O S— EEA1 — W — —
B)
Rab7 LAMP1
120 120
100 100
o o
© ©
& & 58
(0] w
E 60 E 60
I I
Fi 40 o 40
£ £
20 20 /-—”
0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
frakcija frakcija
—WT —NPC1 —WT —NPCA1
EEA1
120
100
©
wn
E 60
‘N
@ 40
£
20
0
1 2 3 4 5 <] 7 8 9 10 11 12
frakcija
—WT —NPC1

Slika 23. Raspodjela i razina biljega endolizosomalnog puta promijenjena je u endolizosomskim frakcijama
malog mozga 4 tjedna starih miSeva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom
gradijentu gustoée saharoze dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom
Western blot. Frakcije su oznafene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnih
endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4 i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-tesku frakciju (3. prsten). A)
Metodom Western blot analizirani su proteinski biljezi kasnih endosoma (Rab7), lizosoma (LAMP1) i ranih
endosoma (EEA1). B) Grafi¢ki prikazi kvantificiranih proteinskih signala Rab7, LAMP1 i EEA1 u svakoj frakciji

izmedu miSeva wt i NPC1, dobiveni kvantificiranjem signala programom Image J.
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4.5.2. Analiza raspodjele i razine enzima BACEL i njegovih supstrata u razdvojenim

endolizosomskim frakcijama malog mozga 4 tjedna stari miSeva NPC1 i wt

S obzirom da su rezultati na mi§jim primarnim kulturama neurona ukazali na
promijenjen transport supstrata enzima BACEL i njihovo nakupljanje u vezikulama ranih
endosoma u procesima NPC1 u odnosu na wt neurone, ispitali smo je li uofen poremecaj
prisutan 1 u mozdanom tkivu, tj. u izdvojenim endolizosomskim frakcijama malog mozga i
hipokampusa 4 tjedna starih miseva NPC1 u odnosu na wt miseve. Stoga smo analizirali
raspodjelu enzima BACEL i njegovih supstrata- proteina Sez6L, Sez6 i APP u dobivenim

frakcijama miSeva NPCI 1 wt.

Protein Sez6L pokazao je razli¢itu razinu i raspodjelu u frakcijama malog mozga izmedu
4 tjedna starih miseva NPC1 i wt (Slika 24. A). U miSevima wt podjednako niska razina proteina
Sez6L je utvrdena u frakcijama 4-10, dok je u frakcijama miseva NPC1 uoceno znacajno
nakupljanje Sez6L u frakciji 7, te u frakciji 5 (Slika 24. A'i B). Frakcije 5 7 izdvojene iz malog
mozga miSeva NPC1 su pokazale jaki signal za proteinski biljeg ranih endosoma - EEA1,
ukazujuéi na nakupljanje proteina Sez6L u vezikulama ranih endosoma u malom mozgu 4

tjedna starih miSevima NPC1 u odnosu na wt miSeve.

Drugi iskljucivi fizioloski supstrat proteaze BACEL, protein Sez6 nije pokazao sli¢nu
razliku u raspodijeli izmedu miseva NPC1 i wt kao onu utvrdenu za protein Sez6L (Slika 24.
A). Naime, u frakcijama wt miSeva uocen je najjaci signal Sez6 u frakcijama 4 1 5, dok je ovaj
signal bio skoro podjednakog intenziteta prisutan u frakcijama 4, 8 i 9 u uzorku malog mozga
miseva NPCL1 (Slika 24. A'i B). S obzirom da su frakcije 4-9 dobivene iz malog mozga miseva
NPC1 pozitivne na biljeg EEAL (Slika 23. A i B), ovaj rezultat ukazuje na nakupljanje Sez6 u
ranim endosomima u malom mozgu miseva NPC1 u odnosu na wt miseve. Medutim, iako smo
za Sez6 i Sez6L utvrdili njihovo potencijalno nakupljanje u frakcijama malog mozga miseva
NPC1 pozitivnim na biljeg ranih endosoma, ova dva isklju¢iva BACE1 supstrata su pokazala
razliku u njihovoj endolizosomskoj raspodijeli u malom mozgu izmedu miseva wt i NPCL.
Tre¢i analizirani supstrat enzima BACE]1, protein APP, je pokazao slicnu raspodjelu kao i
protein Sez6 u wt i u NPC1 frakcijama malog mozga. Dok je najjaci signal u miSevima wt
utvrden u frakcijama 4 i 5, u miSevima NPC1 jak signal je prisutan u frakcijama 4-9 (Slika 24.
A i B). Sli¢no raspodijeli proteina Sez6 i APP, BACEI je dao najjaci signal u frakcijama 41 5
malog mozga 4 tjedna starih wt miseva, dok je u uzorcima miseva NPC1 njegova distribucija

bila rasprSena izmedu frakcija 4-9 koje odgovaraju frakcijama pozitivnim na biljeg ranih
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endosoma EEAL (Slika 24. A'i B). Dobiveni rezultati pokazali su razliku u raspodijeli supstrata
BACEI, posebice proteina Sez6L u endolizosomskim frakcijama izmedu miSeva NPC1 i wt,

ukazujuéi na njihov razlicit transport u endolizosomalnom putu u malom mozgu miseva NPC1.
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Slika 24. Raspodjela i razina supstrata BACE1 u endolizosomskim frakcijama malog mozga 4 tjedna starih
miSeva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom gradijentu gustoée saharoze
dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom Western blot. Frakcije su
oznacene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnih endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4
i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-tesku frakciju (3. prsten). A) Metodom Western blot analizirani su
supstrati BACEL- proteini Sez6L, Sez6, APP te proteaza BACE1. B) Grafi¢ki prikazi kvantificiranih proteinskih
signala Sez6L, Sez6, APP i BACEI u svakoj frakciji izmedu miseva wt i NPC1, dobiveni kvantificiranjem signala

programom Image J.

45.3. Analiza raspodjele i razine biljega endolizosomalnog puta u razdvojenim

endolizosomskim frakcijama hipokmapusa 4 tjedna stari miseva NPC1 i wt

U izdvojenim frakcijama dobivenim ultracentrifugiranjem u diskontinuiranom
gradijentu gustoce saharoze iz tkiva hipokampusa, metodom Western blot analizirani su
proteinski biljezi vezikula endolizoslomalnog puta- kasnih endosoma (Rab7), lizosoma
(LAMPI) i ranih endosoma (EEA1) u 4 tjedna starim miSevima NPC1 i wt.

Suprotno rezultatima dobiveni za biljeg LAMP1 u frakcijama malog mozga 4 tjedna
starih miSeva NPC1 i wt, u hipokampusu je uocena jasna razlika u raspodjeli i intenzitetu
signala biljega LAMP1 izmedu miseva NPC1 i wt. Najjaci signal biljega lizosoma LAMP1 u
miSevima NPC1 utvrden je u frakciji 2 (kao 1 biljega kasnih endosoma Rab7), dok u miSevima
wt LAMP1 nije utvrden u laksim frakcijama, nego je njegov signal zaostao u frakciji 4 (Slika
25. A). Intenzitet signala biljega lizosoma LAMP1 je jaéi u frakcijama miseva NPC1 u odnosu
na wt (Slika 25. B). Sli¢no rezultatima dobivenim na izdvojenim frakcijama iz malog mozga 4
tjedna starih miseva NPC1 i wt, biljeg kasnih endosoma (Rab7) pokazao je jasan pomak u
raspodjeli i nakupljanje u frakciji 2 u uzorku hipokampusa NPC1 u odnosu na njegovu
raspodjelu u hipokampusu wt miseva (Slika 25. A). Takoder, intenzitet signala biljega Rab7 bio
je jaci u frakcijama miSeva NPC1 u odnosu na wt (Slika 25. B). Za razliku od prethodno
uocenog razli¢itog intenziteta i raspodjele biljega EEAL u endolizosomskim frakcijama malog
mozga 4 tjedna starih miseva NPC1 i wt, u frakcijama hipokampusa nismo utvrdili razliku u
raspodijeli i jacini signala EEA1 izmedu 4 tjedana starih miSeva NPC1 i wt (Slika 25. A'i B).
Naime, u endolizosomskim frakcijama izdvojenim iz hipokampusa 4 tjedna starih miseva

NPCL1 i wt utvrden je EEAL signal podjednakog intenziteta izmedu frakcija 4-9.

Sumarno, dobiveni rezultati pokazali su jasnu razliku u raspodjeli i/ili razini biljega

kasnih endosoma i lizosoma u hipokampusu 4 tjedna starih miSeva NPC1 u odnosu na wt, dok
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je raspodjela i razina signala biljega ranih endosoma u ovom uzorku izmedu miseva NPC1 i wt

bila podjednaka.
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Slika 25. Raspodjela i razina biljega endolizosomalnog puta promijenjena je u endolizosomskim frakcijama
hipokampusa 4 tjedna starih miSeva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom
gradijentu gustoce saharoze dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom
Western blot. Frakcije su oznaCene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnih
endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4 i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-tesku frakciju (3. prsten). A)
Metodom Western blot analizirani su proteinski biljezi kasnih endosoma (Rab7), lizosoma (LAMP1) i ranih
endosoma (EEA1). B) Grafi¢ki prikazi kvantificiranih proteinskih signala Rab7, LAMP1 i EEAL u svakoj frakciji

izmedu miseva wt i NPC1, dobiveni kvantificiranjem signala programom Image J.

45.4. Analiza raspodjele i razine enzima BACEL i njegovih supstrata u razdvojenim

endolizosomskim frakcijama hipokampusa 4 tjedna stari miSeva NPC1 i wt

Protein Sez6L pokazao je razli¢itu razinu i raspodjelu u endolizosomskim frakcijama
izoliranim iz tkiva hipokampusa 4 tjedna starih miseva NPC1 u odnosu na wt (Slika 26. A i B).
Dok je u hipokampusu i miseva wt i NPC1 najjaci signal Sez6L utvrden u frakciji 5, u
frakcijama miseva NPC1 za razliku od wt uzorka Sez6L je prisutan i u frakciji 2, koja
predstavlja frakciju kasnih endosoma i lizosoma. Takoder, u skladu s rezultatima raspodjele
Sez6L u frakcijama malog mozga, jak Sez6L signal uocen je i u frakciji 7 hipokampusa miseva
NPC1 u odnosu na wt miSeve. Nadalje, intenzitet signala proteina Sez6L bio je povecan u

frakcijama miseva NPC1 odnosu na wt miseve (Slika 26. B).

Protein Sez6 nije pokazao znacajnu razliku u raspodjeli u frakcijama endolizosomalnog
puta izmedu hipokampusa miSeva NPC1 1 wt. U oba genotipa za protein Sez6 najjaci signali su
utvrdeni u frakcijama ranih endosoma (2. prsten, frakcije 4/5), a intenzitet signala u ovim
frakcijama je bio podjednak izmedu genotipova. U miSevima wt najjaci signal utvrden je u
frakciji 4, a kod miSeva NPC1 u frakciji 5 (Slika 26. A). Intenzitet signala proteina Sez6 u

frakcijama 6-11 bio je nesto ve¢i u miSevima NPC1 u odnosu na miseve wt (Slika 26 .B) .

Protein APP pokazao je slicnu raspodjelu u gradijentu izmedu hipokampusa 4 tjedna
starth miSeva NPC1 i1 wt. Najjaci signali u endolizosomskim frakcijama u miSevima wt utvrdeni
su u frakcijama 2 i 4, dok je kod miseva NPC1 najjaci signal utvrden u frakcijama 2 i 5 (Slika
26. A). Takoder, kao i za Sez6 i APP, za enzim BACE] je uocena slicna raspodjela u
endolizosomskim frakcijama hipokampusa izmedu genotipova. Najjaci signali u oba genotipa
su utvrdeni u frakcijama ranih endosoma: u frakciji 4 u misevima wt, odnosno u frakciji 5 u

miSevima NPC1 (Slika 26. A).
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Proteini Sez6, APP i enzim BACE1 pokazuju isti trend raspodijele u gradijentu uzoraka
hipokampusa u oba genotipa. Jedini protein koji ne pokazuje takvu raspodjelu je Sez6L i ¢ija
se raspodjela znacajno razlikuje izmedu miseva NPC1 i wt ukazujuci na promijenjen transport
ovog proteina i u hipokampusu 4 tjedna starih miSeva NPC1 u odnosu na wt. lako se
hipokampus smatra regijom mozga koja je zastiCena, tj. najmanje zahvacena patologijom
bolesti NPC, ovi rezultati su pokazali da postoje promjene u raspodijeli organela
endolizosomalnog puta kao i proteina Sez6L u izdvojenim frakcijama iz tkiva hipokampusa
izmedu miSeva NPC1 i wt ve¢ u 4 tjedna starih miSeva koji su asimptomatski, tj. fenotipski su

zdravi i nemaju razvijenu patologiju.
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Slika 26. Raspodjela i razina supstrata BACE1L u endolizosomskim frakcijama hipokampusa 4 tjedna starih
miSeva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom gradijentu gustoée saharoze
dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom Western blot. Frakcije su
oznacene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnih endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4
i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-tesku frakciju (3. prsten). A) Metodom Western blot analizirani su
supstrati enzima BACE1- proteini Sez6L, Sez6, APP i proteaza BACEL. B) Grafi¢ki prikazi kvantificiranih
proteinskih signala Sez6L, Sez6, APP i BACE1 izmedu miSeva wt i NPC1, dobivenih koriStenjem programa Image
J.
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4.6. Analiza lipidoma u mozdanim regijama i u frakcijama ranih endosoma

hipokampusa i malog mozga miseva NPC1 i wt

S obzirom da je nakupljanje kolesterola i drugih lipida u kasnim
endosomima/lizosomima primarna znacajka bolesti NPC, ispitano je postoji li razlika u
raspodijeli lipidnih vrsta izmedu malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih miSeva NPC1 i wt
i doprinosi li ta razlika specifi¢noj regionalnoj osjetljivosti na neurodegeneraciju u bolesti NPC.
Takoder, osim u homogenatima mozdanih regija raspodjela i razina lipidnih vrsta analizirana
je i u frakcijama ranih endosoma izoliranim iz tkiva malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih
miseva NPC1 i wt, kako bismo ispitali postoje li razlike u raspodijeli i razini lipidnih vrsta u
organelima koje predstavljaju sredi$nje mjesto cijepanja proteaze BACEL. Za analizu su
odabrane mozdane regije malog mozga i hipokampusa zbog razli¢ite vulnerabilnosti neurona u
ovim regijama, tj. pojave neurodegeneracije karakteristi¢ne za bolest NPC. Naime, poznato je
da prvo u malom mozgu dolazi do specificnog odumiranja Purkinjeovih neurona, dok su
neuroni hipokampusa ¢ini se o¢uvani te se hipokampus Smatra najmanje pogodenom regijom
mozga u bolesti NPC. Takoder, odabrani su misevi stari 4 tjedna koji su fenotipski zdravi i ne
pokazuju simptome bolesti, kako bi se utvrdile najranije promjene lipidnih vrsta, tj. potencijalne
okidace progresije bolesti NPC. Analiza lipidoma napravljena je u suradnji s kompanijom
Lipotype GmbH (Dresden, Njemacka) koristenjem metode shotgun lipidomike koja se sastoji
od automatizirane lipidne ekstrakcije u uzorcima, automatizirane izravne infuzije uzoraka i

masene spektrometrije visoke rezolucije te apsolutne kvantifikacije lipida (www.lipotype.com).

Dobiveni podatci su normalizirani prema internim standardima i prema ukupnoj koli¢ini lipida
u uzorku, §to je omogucilo medusobnu usporedbu uzoraka s razli¢itom koli¢inom ukupnih
lipida.

Podatci dobiveni masenom spektrometrijom nisu bili normalno rasporedeni, stoga je za
statistiCku obradu koristen neparametrijski Kruskall-Wallis test, a Dunn's post hoc testom su

utvrdene statisticki znacajne razlike. Popis analiziranih lipida nalazi se u Tablici 10., u daljnjem

tekstu ¢e se za nazive lipida Koristiti kratice navedene u Tablici 10.
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Tablica 10. Popis analiziranih lipidnih razreda.

RAZRED GRUPA KATEGORIJA
Puni naziv Kratica
Kardiolipin CL Difosfatidilgliceroli Fosfolipidi
Lizo-fosfatidat LPA Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Lizo-fosfatidilkolin LPC Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Lizo-fosfatidilkolin eter LPC O Eteri fosfolipida Fosfolipidi
Lizo-fosfatidiletanolamin LPE Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Lizo-fosfatidiletanolamin eter LPE O Eteri fosfolipida Fosfolipidi
Lizo-fosfatidilglicerol LPG Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Lizo-fosfatidilinozitol LPI Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Lizo-fosfatidilserin LPS Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidat PA Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidilkolin PC Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidilkolin eter PCO Eteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidiletanolamin PE Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidiletanolamin eter PE O Eteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidilglicerol PG Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidilinozitol Pl Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Fosfatidilserin PS Esteri fosfolipida Fosfolipidi
Diacilglicerol DAG Glicerol ester Glicerolipidi
Triacilglicerol TAG Ester glicerola Glicerolipidi
Ceramidi Cer Ceramidni lipidi Sfingolipidi
Heksozilceramid HexCer Cerebrozidi Sfingolipidi
Sfingomijelin SM Fosfosfingolipidi Sfingolipidi
Sulfatid Sulf Sulfoglikosfingolipid Sfingolipidi

93



4.6.1. Analiza lipidoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih miSeva NPC1 i wt

Homogenati tkiva malog mozga i hipokampus miSeva NPC1 i wt pripremljeni SuU za

analizu kako je opisano u poglavlju Materijali i metode 3.5.1.

Na pocetku analize izmjerena je ukupna koli¢ina lipida u svakom uzorku. Dobiveni
rezultati su pokazali da ne postoji razlika u ukupnoj koli¢ini lipida u malom mozgu izmedu
miSeva NPCI i wt, dok je ukupna koli¢ina lipida u hipokampusu miseva NPC1 smanjena u
odnosu na wt. Takoder, ukupna koli¢ina lipida u miSevima wt izmedu malog mozga i
hipokampusa je podjednaka, dok je kod miseva NPC1 ukupna koli¢ina lipida u hipokampusu

manja u odnosu na mali mozak, no razlika nije statisticki zna¢ajna (Slika 27.).
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Slika 27. Ukupna koli¢ina lipida u malom mozgu i hipokampusa 4 tjedna starih miSeva wt i NPC1. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost tri bioloska replikata = SD. Dobivene vrijednosti analizirane su

neparametrijskim Kruskall-Wallis testom i nisu uoéene statisti¢ki znac¢ajne razlike.

Analiza lipidnog sastava malog mozga i hipokampusa miseva wt i NPC1 pokazala je
da su u malom mozgu i u hipokampusu miseva wt i NPC1 najvise zastupljeni (iznad 1%)
lipidi PC, PE, PE O-, PS, PI, HexCer, SM (Slika 28.).
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Slika 28. Lipidni sastav malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih miSeva NPC1 i wt. Koli¢ina pojedinog
lipidnog razreda je normalizirana na ukupnu koli¢inu lipida u pripadaju¢em uzorku i izrazena je kao postotak lipida

u uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri bioloska replikata + SD.

Daljnji rezultati analize pokazali su da je fosfolipid LPG prisutan samo u malom mozgu
i hipokampusu miSeva NPC1 dok u uzorcima wt miSeva nije utvrden (Slika 29. A). lako je
koli¢ina LPG manja u hipokampusu u odnosu na mali mozak miSeva NPC1 ta razlika nije
statisti¢ki znacajna. U miSevima wt LPA je utvrden samo u hipokampusu, u malom mozgu nije
utvrden, dok je u misevima NPC1 njegova koli¢ina u malom mozgu bila ve¢a u odnosu na
hipokampus bez statistiCke znacajnosti (Slika 29. A). Koli¢ina fosfolipida LPE O- veca je u
malom mozgu i hipokampusu miseva NPC1 u odnosu na wt (Slika 29. A). U hipokampusu
miseva NPCI1 kolic¢ina LPE O- je znacajno veca u odnosu na wt, dok u malom mozgu razlika
izmedu genotipova nije bila statisticki znacajna. Takoder, u uzorcima miseva NPCI1 utvrdena
je veéa koli¢ina LPE O- u hipokampusu u odnosu na mali mozak, ali ta razlika nije pokazala
statisticku znacajnost (Slika 29. A). Za fosfolipide LPE i LPC nisu uocene znacajne razlike

izmedu analiziranih mozdanih regija izmedu miseva wt i NPC1, niti unutar istog genotipa
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izmedu malog mozga 1 hipokampusa. lako su uocene vece kolicine fosfolipida, LPI u miSevima
NPC1 u malom mozgu i hipokampusu u odnosu na wt, te razlike nisu pokazale statisticku
znacajnost. Takoder nisu uocene ni znacajne razlike izmedu malog mozga i hipokampusa za
ove fosfolipide unutar istog genotipa. Premda nije utvrdena statisticka znacajnost, u malom
mozgu miSeva NPC1 uocena je veca koli¢ina fosfolipida LPS u odnosu na wt, dok u

hipokampusu nisu uocene znacéajne razlike izmedu miseva NPC1 i wt (Slika 29. A).

U malom mozgu i hipokampusu miseva NPC1 utvrdena je veca koli¢ina fosfolipida PG
u odnosu na wt, no razlika u koli¢ini nije bila statisticki znac¢ajna. Takoder, unutar istog genotipa
izmedu malog mozga i hipokampusa nisu uocene znacajne razlike. Koli¢ina fosfolipida CL nije
se razlikovala u istim mozdanim regijama izmedu miseva wt i NPC1. Za PC O- uocena je
podjednaka koli¢ina u malom mozgu izmedu miSeva wt 1 NPC1 dok je u hipokampusu u
miSevima NPCI njegova koli¢ina bila ve¢a u odnosu na wt, no ove promjene nisu bile statisticki
znacajne (Slika 29. A). Daljnja analiza fosfolipida pokazala je da je koli¢ina fosfolipida PC i
PE podjednaka u istim mozdanim regijama izmedu miSeva wt i NPC1, dok je koli¢ina PE O-
bila ve¢a u malom mozgu i1 hipokampusu miseva wt u odnosu na NPC1. Fosfolipid PA u oba
genotipa pokazuje istu raspodjelu te nisu uoéene znacajne razlike izmedu miseva NPC1 i wt,
kao ni izmedu razli¢itih mozdanih regija unutar istog genotipa, iako je koli¢ina u hipokampusu
manja u odnosu na mali mozak. Analiza fosfolipida PI i PS pokazala je sli¢nu raspodjelu u
malom mozgu 1 hipokampusu miSeva wt i NPC1 gdje nisu uocene znacajne razlike izmedu istih
moZzdanih regija izmedu miSeva wt i NPC1, niti unutar istog genotipa izmedu malog mozga i

hipokampusa (Slika 29. A).

Druga kategorija analiziranih lipida su glicerolipidi koji su najzastupljeniji u malom
mozgu miSeva NPCI1. TAG je detektiran samo u malom mozgu miSeva NPC1 dok je koli¢ina
DAG veca u malom mozgu miSeva NPC1 u odnosu na wt. Takoder, u miSevima NPC1 koli¢ina

DAG je statisti¢ki znacajno vec¢a u malom mozgu u odnosu na hipokampus (Slika 29. B).

Iako nije pokazana statistiCka znaCajnost usporedujuci razli¢ite regije mozga unutar
istog genotipa, vidljivo je da je u miSevima wt i NPC1 u malom mozgu koli¢ina sfingolipida
HexCer 1 Sulf ve¢a nego u hipokampusu. Takoder nisu uocene znacajne razlike za HexCer i
Sulf izmedu miSeva wt i NPC1 usporedujudi iste regije mozga. Uocene razlike u koli¢ini
sfingolipida Cer i SM u malom mozgu i hipokampusu izmedu miseva NPC1 i wt nisu pokazale
statisticku znacajnost. Takoder razlike izmedu malog mozga i1 hipokampusa unutar istog

genotipa nisu bile statisti¢ki znacajne. (Slika 29. C).
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Analiza lipidnog sastava mozdanih regija malog mozga i hipokampusa miseva wt i
NPC1 pokazala je da u 4 tjedna starim miSevima postoje razlike u raspodjeli i razini odredenih
lipidnih vrsta izmedu miSeva wt i NPC1, kao i izmedu malog mozga i hipokampusa miSeva
NPC1, ukazujuéi na potencijalnu ulogu ovih lipida/lipidnih promjena u patogenezi bolesti NPC.
Najznacajnije promjene u malom mozgu NPC1 u odnosu na wt miSeve su detektirane u
distribuciji lipida LPG, LPA, TAG te lipida LPG, LPE O- u hipokampusu miseva NPC1 u
odnosu na wt miSeve. Takoder, najznacajnije promjene u raspodjeli i razini lipida izmedu
mozdanih regija malog mozga i hipokampusa miSeva NPC1 su detektirane za DAG, a kod

miSeva wt za LPA.
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Slika 29. Analiza lipidnih razreda u malom mozgu i hipokampusu 4 tjedna starih miSeva wt i NPCI.
Analizirani lipidni razredi su prikazani po kategorijama A) fosfoilipidi, B) glicerolipidi, C) sfingolipidi. Lipidni
razred je naveden iznad svakog grafa. Koli¢ina pojedinog lipidnog razreda je normalizirana na ukupnu koli¢inu
lipida u pripadaju¢em uzorku i izrazena je kao postotak lipida u uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost tri bioloska replikata + SD. Dobivene vrijednosti analizirane su neparametrijskim Kruskall-Wallis

testom a Dunn's post hoc testom su utvrdene statisti¢ki zna¢ajne razlike, *p<0,05.

4.6.2. Analiza lipida u frakcijama ranih endosoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih

miSeva NPCI1 1 wt

Analiza ukupne koli¢ine lipida pokazala je da frakcija ranih endosoma malog mozga
miSeva NPC1 ima veéu ukupnu koli¢inu lipida u odnosu na wt. Za razliku od miSeva wt gdje
je ukupna koli¢ina lipida u frakciji ranih endosoma podjednaka izmedu malog mozga i
hipokampusa, u miSevima NPC1 ukupna koli¢ina lipida u frakciji ranih endosoma hipokampusa

je manja u odnosu na mali mozak, no razlika nije pokazala statisticku znacajnost (Slika 30).

15000
10000 O wt mali mozak
= @ wt hipokampus
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Slika 30. Ukupna koli¢ina lipida u frakciji ranih endosoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih
miSeva wt i NPC1. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dva bioloska replikata = SD. Dobivene vrijednosti

analizirane su neparametrijskim Kruskall-Wallis testom i nisu uoc¢ene statisticki znacajne razlike.

101



Analiza lipidog sastava frakcija ranih endosoma pokazala je da su PC, PE, PE O-, PS,
Pl, SM, HexCer najvise zastupljeni lipidi (iznad 1%) u frakcijama ranih endosoma malog

mozga i hipokampusa miSeva wt i NPC1 (Slika 31.).
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Slika 31. Lipidni sastav frakcija ranih endosoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih miseva NPC1
i wt. Koli¢ina pojedinog lipidnog razreda je normalizirana na ukupnu koli¢inu lipida u pripadaju¢em uzorku i

izraZena je kao postotak lipida u uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dva bioloska replikata + SD.

U frakcijama ranih endosoma fosfolipid LPG je pokazao razlicitu raspodjelu izmedu
malog mozga i hipokampusa u misevima wt i NPC1. U misevima NPC1 LPG je utvrden u
malom mozgu dok je u miSevima wt utvrden samo u hipokampusu. Iako je veéa koli¢ina
fosfolipida LPS utvrdena u frakciji ranih endosoma malog mozga miseva NPC1 u odnosu na
hipokampus, nije pokazana statisticka znac¢ajnost. U malom mozgu i hipokampusu miSeva
NPC1 utvrdena je veca kolicina fosfolipida LPE O- u odnosu na wt, ali ova razlika nije bila
statisticki znacajna. Takoder, za fosfolipide LPE, LPC i LPI nisu uo¢ene znacajne razlike u
frakcijama ranih endosoma u istim mozdanim regija izmedu miSeva NPC1 i wt, niti unutar istog

genotipa izmedu frakcija ranih endosoma (Slika 32. A).
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Nadalje fosfolipidi CL je utvrden samo u frakciji ranih endosoma malog mozga miSeva
NPCI1. Iako nije pokazana statisticka znacajnost u frakciji ranih endosoma malog mozga miseva
NPC1 uocena je veca kolic¢ina fosfolipida PG u odnosu na wt. Takoder, u oba genotipa utvrdena
je veca koli¢ina PG-a u frakcijama malog mozga u odnosu na hipokampus, ali te razlike nisu
statisti¢ki znacajne. Jo$ jedan fosfolipid za koji su utvrdene razlike je PA. U miSevima NPC1 u
frakciji ranih endosoma hipokampusa uocena je smanjena koli¢ina PA u odnosu na mali mozak
premda ta razlika nije pokazala statisticku znacajnost. Za lipide PC, PC O-, PE, PE O-, PI, PS

nisu uocene znacajne razlike izmedu ispitanih uzoraka (Slika 32. A) .

U frakcijama ranih endosoma malog mozga miseva NPC1 i wt utvrdene su vece kolicine
glicerolipida DAG u odnosu na hipokampus ali razlike nisu bile statisticki znacajne. Takoder,
iako nije utvrdena statisticka znacajnost, u miSevima NPC1 u frakcijama ranih endosoma u

malom mozgu utvrdena je vecéa koli¢ina DAG u odnosu na wt (Slika 32. B).

Za sfingolipide Cer i SM nisu uo€ene znacajne razlike izmedu analiziranih uzoraka. U
frakcijama ranih endosoma malog mozga 1 hipokampusa miSeva wt utvrdena je veca koli¢ina
sfingolipida HexCer u odnosu na NPC1, premda razlike nisu bile statisticki znacajne. Takoder,
u frakcijama ranih endosoma izmedu hipokampusa i malog mozga miseva NPC1 utvrdena je
znatno manja koli¢ina HexCer u hipokampusu u odnosu na mali mozak, ali ta razlika nije
pokazala statisticku znacajnost. Sli¢no je uoceno i za sfingolipid Sulf u mozgu miseva NPC1
gdje je u frakcijama ranih endosoma njegova koli¢ina u hipokampusu znatno manja u odnosu
na mali mozak, ali bez statisticke znacajnosti (Slika 32. C). Najznaajnije promjene u
frakcijama ranih endosoma malog mozga miseva NPC1 u odnosu na wt su detektirane u
raspodjeli lipida kardiolipina i LPG koji se zna¢ajno razlikovao i u frakcijama ranih endosoma
hipokampusa NPC1 u odnosu na wt miseve. Takoder, najznacajnije promjene u raspodjeli i
razini lipida izmedu moZdanih regija malog mozga 1 hipokampusa miseva NPC1 su utvrdene

takoder za lipide kardiolipin 1 LPG.
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Slika 32. Analiza lipidnih razreda u frakcijama ranih endosoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih
miseva wt i NPC1. Analizirani lipidni razredi su prikazani po kategorijama A) fosfoilipidi, B) glicerolipidi, C)
sfingolipidi. Lipidni razred je naveden iznad svakog grafa. Koli¢ina pojedinog lipidnog razreda je normalizirana
prema ukupnoj koli¢ini lipida u pripadajuéem uzorku i izrazena je kao postotak lipida u uzorku. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost dva bioloSka replikata + SD. Dobivene vrijednosti analizirane su neparametrijskim

Kruskall-Wallis testom i nisu uo¢ene statisti¢ki znacajne razlike.
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5. RASPRAVA

BACEI je klju¢an enzim u patogenezi Alzheimerove bolesti (AB) jer katalizira prvi korak
u amiloidogenoj proteoliti¢koj razgradnji proteina APP $to rezultira stvaranjem toksi¢nog
peptida AP za koji se smatra da pokrece kaskadu patoloskih dogadaja u AB. Zbog toga je ova
proteaza postala glavna meta u razvoju terapije za AB (Vassar i sur., 1999; Cole i Vassar 2007;
Vassar, 2014; Yan, 2017). No klini¢ka ispitivanja inhibitora proteaze BACEI su zaustavljena
zbog pojave nezeljenih nuspojava koje su najvjerojatnije posljedica djelovanja inhibitora na
cijepanje drugih fizioloskih supstrata proteaze BACE1. Nedavno otkri¢e velikog broja novih
supstrata proteaze BACE1 ukazalo je na njenu znacajnu ulogu u mozgu (Kuhn i sur., 2012).
Stoga je razumijevanje mehanizma djelovanja proteaze BACE1 kao i uloge proteolize razlicitih
supstrata ove proteaze vazno kako bi se §to bolje procijenio terapijski potencijal BACEL. S tim
u skladu cilj ovog doktorata je bio razjasniti (dis)funkciju proteaze BACEL u rijetkoj

neurodegenerativnoj bolesti Niemann-Pick tipa C (NPC).

Zanimljivo je da rijetka nasljedna monogenska bolest NPC pokazuje niz sli¢nosti s
kompleksnom AB, ¢ija je etiologija sloZena i ukljucuje geneticke 1 okolisSne ¢imbenike, Sto
ukazuje da bi ove dvije bolesti mogle dijeliti iste molekularne mehanizme neurodegeneracije
1/ili neuroinflamacije. Naime, naSa prethodna istrazivanja su ukazala na povecano cijepanje
proteazom BACEL supstrata APP u NPC1-null stanicama (Malnar i sur., 2009), kao i drugih
BACE] supstrata, Sez6 i Sez6L, u mozgovima miseva NPC1 (Causevié i sur., 2018). Nadalje,
pokazali smo da je povecano cijepanje proteazom BACELl vrlo vjerojatno posljedica
nakupljanja proteina APP, te drugih BACE1 supstrata Sez6 i Sez6L, i proteaze BACE1 u
endosomima (Malnar i sur., 2012), uslijed disfunkcije retromernog transporta u bolesti NPC
(Dominko i sur., 2021). Osim toga, istrazivanja drugih grupa opisala su povecane razine peptida
AP u bolesti NPC (Yamazaki i sur., 2001; Burns 1 sur., 2003). S obzirom na slicnosti AB i
bolesti NPC te prethodna istrazivanja specificni ciljevi ovog rada su bili istraziti ulogu proteaze
BACEL u bolesti NPC 1 ispitati moze li inhibicija njenog djelovanja ublaziti patoloske
karakteristike ove bolesti. Takoder, s obzirom na karakteristicno nakupljanje i naruSenu
homeostazu lipida u bolesti NPC, analiziran je sastav lipidoma u mozdanim regijama miSeva
NPC1 i wt te u frakcijama endosoma s ciljem otkrivanja potencijalnih lipida odgovornih za
razli¢itu vulnerabilnost mozdanih regija hipokampusa i malog mozga u bolesti NPC kao i za

disfunkciju endosoma.
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5.1.  Povecana proteoliza supstrata BACE1- Sez6, Sez6L i njihov promijenjeni smjeStaj

u neuronima NPC1

Proteini Sez6 i Sez6L se iskljuc¢ivo cijepaju protezom BACEL u mozgu (Kuhn i sur.,
2012; Yan i Vassar, 2014) U ovom radu je po prvi put pokazana povecana proteoliza proteina
Sez6L i Sez6 proteazom BACEL u primarnim kulturama kortikalnih neurona izoliranim iz
mozga miseva NPC1 u odnosu na wt. Dobiveni rezultati u primarnim kulturama neurona su u
skladu s nasim prethodnim istrazivanjem gdje je u mozgu miseva NPC1, ve¢ u asimptomatskoj
fazi bolesti u 4 tjedna starih miseva utvrdeno povecano cijepanje proteina Sez6L i Sez6
proteazom BACE1 (Causevi¢ i sur., 2018). Ovi rezultati ukazuju da bi poveéano cijepanje
protezom BACE1 u neuronima moglo predstavljati jedan od ranih patoloski dogadaja u bolesti
NPC te da bi povecana proteoliza supstrata Sez6L i Sez6 mogla imati ulogu u patogenezi ove
bolesti. Doista, Sez6L i Sez6 imaju ulogu u razvoju sinapsi i njihovoj funkciji (Osaki i sur.,
2011), a Gunnersen i suradnici (2007) su pokazali da izlu¢eni N-terminalni odsjecak i
nepocijepani oblik proteina Sez6 imaju suprotne ucinke na grananje neurita, gdje izluceni N-
terminalni odsjecak povecava broj neurita i samim time utjece na sinapticku povezanost, koja
je narusena u bolesti NPC. Takoder, poviSene razine N-terminalnih odsjecaka proteina Sez6L 1
Sez6 su utvrdene u likvoru pacijenata s bipolarnim poremecajem, shizofrenijom, teSkom
depresijom (Maccarrone i sur., 2013) sto su neki od psihijatrijskih poremecaja koji se javljaju
u bolesti NPC (Bonnot i sur., 2019). Stoga bi povecana proteoliza i samim time narusena
ravnoteza izmedu razine nepocijepanih proteina Sez6L i Sez6 i izlucenih odsjecaka sSez6 i
sSez6L mogla doprinijeti patoloskim promjenama u bolesti NPC. Za vecinu supstrata BACE],
pa tako i za proteine Sez6L i Sez6, jo$ uvijek nije poznato koje su bioloske funkcije odsjecaka
nastalih cijepanjem proteazom BACE1l (N- i C-terminalni odsjecci) kao i cjelovitih
nepocijepanih oblika proteina. Stoga su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se istrazila uloga

proteaze BACELX i njenih supstrata u zdravlju i u bolesti.

Za razliku od proteina Sez6L i Sez6, protein APP se osim proteazom BACEL u stanici
cijepa i proteazom ADAM 10 (Haass i sur., 2012). Nase prethodno istrazivanje je pokazalo
znadajno povecanu proteolizu proteina APP u mozgovima miseva NPC1 (Caugevi¢ i sur.,
2018). Iako u primarnim kulturama neurona NPC1 razina ukupnih izlu¢enih N-terminalnih
odsjecaka APP (sAPPa + sAPPP) nije bila statisticki znacajno povecana u odnosu na wt,
rezultati ovog rada su pokazali znaajno povecano cijepanje iskljucivih supstrata BACE1-

Sez6L i1 Sez6 Sto upucuje da je proteoliza proteazom BACE1 poveéana. Takoder, u primarnim
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kortikalnim neuronima miSeva NPC1 detektirana je povisena razina proteina BACE1 §to moze
biti posljedica njegovog nakupljanja uslijed otezane razgradnje u lizosomima i/ili njegovog
povecanog stvaranja. Sumarno, pokazali smo da nedostatak proteina NPC1 u primarnim
kulturama neurona dovodi do povecane razine BACEI1 1 posljedi¢no, pretpostavljamo, do
njegove povecane aktivnosti i povecanog cijepanja BACE] supstrata, kao npr. Sez6 i Sez6L.
Utvrdeno nakupljanje BACE1 u mi§jim primarnim kulturama neurona NPC1 u skladu je s
rezultatima u mi§jem modelu bolesti NPC (Kodam i sur., 2010). Osim toga, znacajno poveéana
razina i aktivnost proteaze BACEI opisana je i u mi§jim modelima AB, kao i u mozgu
pacijenata s AB (Fukumoto i sur., 2002; Chow i sur., 2010; Kandalepas i sur., 2013), ukazujuci
da bi, uz prethodno uocene sli¢nosti, disfunkcija BACEl mogla predstavljati dodatnu

zajednicku karakteristiku NPC i AB.

Prethodna istrazivanja na stani¢cnom modelu bolesti NPC su pokazala da dolazi do
promijenjenog transporta i smjeStaja proteina APP i BACEl u ranim i reciklirajuéim
endosomima $to vjerojatno dovodi do povecanog cijepanja proteina APP proteazom BACEI
(Malnar i sur., 2010; Malnar i sur., 2012). U skladu s tim istrazivanjem, u ovom radu rezultati
imunocitokemijske analize primarnih hipokampalnih neurona izoliranih iz miSeva NPC1 su
pokazali promijenjen smjestaj supstrata Sez6, a posebice Sez6L, u neuritima unutar ranih
endosoma $to ukazuje da se proteoliza ovih supstrata najvjerojatnije odvija u ranim
endosomima koji imaju optimalan pH za aktivnost proteaze BACE1 (Vassar i sur., 1999; Cole
i Vassar 2007; Kandalepas i Vassar, 2012; Sathya i sur., 2012). Stoga, pretpostavljamo da bi
uocena povecana proteoliza supstrata Sez6L. 1 Sez6 u neuronima NPC1 mogla biti posljedica
njihovog promijenjenog transporta 1 povec¢anog nakupljanja u ranim endosomima. Takoder
imunocitokemijska analiza je pokazala da je u primarnim neuronima NPC1 protein Sez6L dao
viSe tockastije obojenje i to posebice u izdancima neurona gdje su uocene vece nakupine, dok
je Sez6 pokazao signal u manjim nakupinama u somi i izdancima neurona. lako se hipokampus
smatra relativno zaSticenim i najmanje ,,pogodenim* u bolesti NPC, ovim rezultatima smo
pokazali prisutnost patoloskih promjena i u hipokampalnim neuronima NPC1, ukljucujuci
nakupljanje kolesterola, poremec¢aj endolizosomalnog puta i poremecaj transporta supstrata

BACEI te povecano cijepanje ovih supstrata proteazom BACEL.
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5.2. Inhibicija proteaze BACEl u primarnim kulturama neurona i u kulturi

organotipskih rezova mozgova miseva NPC1

Nakon $to je pokazano povecano cijepanje proteazom BACEI u primarnim kulturama
neurona, sljedeéi cilj je bio ispitati ulogu te molekularni mehanizam poveéanog djelovanja
proteaze BACEL u neuronima, tj. u bolesti NPC. Stoga je u ovom radu po prvi put ispitan utjecaj
inhibicije enzima BACEI1 na proteolizu i smjestaj supstrata BACE]1 te na patoloska obiljezja

bolesti NPC.

U primarnim kulturama kortikalnih neurona inhibicija proteaze BACE1 (inhibitor C3)
dovela je do nakupljanja nepocijepanih oblika proteina Sez6L (flSez6L) i Sez6 (flSez6) u
stani¢nim lizatima dok u mediju u kojem su neuroni uzgajani nisu utvrdeni N-terminalni
odsjecci (sSez6L, sSez6). Ovi rezultati su potvrdili uspjesnu inhibiciju proteoliti¢ke aktivnosti
enzima BACEL u primarnim kulturama neurona. Za razliku od proteina Sez6L i Sez6 u mediju
tretiranih neurona su utvrdeni N-terminalni odsjecci proteina APP jer se, za razliku od proteina
Sez6 i Sez6L, APP cijepa i drugim sekretazama, npr. a-sekretazom. Nazalost, N-terminalno
antitijelo koje specifi¢no veze samo odsjecak sAPPp, koji je izravan produkt cijepanja proteina
APP proteazom BACE1L (Haass i sur., 2012; Zhang i sur., 2020), nije dalo zadovoljavajuce
rezultate te stoga nismo bili u moguénosti pratiti BACE1 inhibiciju proteina APP, ve¢ je
koristeno antitijelo koje se veze za ukupne N-terminalne odsjecke proteina APP (sAPPa +
sAPPp). Stoga su ispitane endogene razine C-terminalnih membranskih odsjeaka proteina
APP (CTFB i CTFa). Naime u razli¢itim in vitro i in vivo modelima bolesti NPC, kao i u
fibroblastima NPC pacijenata pokazano je povec¢ano nakupljanje odsjecka CTFp, §to potvrduje
poveéanu proteolizu proteina APP enzimom BACE1 (Burns i sur., 2003; Jin i sur., 2004;
Kodam i sur., 2010; Cariati i sur., 2021). Sukladno s tim istrazivanjima, u primarnim
kortikalnim neuronima NPC1 detektirane su povecane razine odsjeCaka CTFB. Tretman
inhibitorom BACEI je uzrokovao znacajno povecanje razine odsjecka CTFa u tretiranim
neuronima NPCI1, ¢ime je potvrdena uspjeSna inhbicija cijepanja supstrata APP proteazom
BACE1L u neuronima NPC1 te aktivacija neamiloidogenog puta razgradnje proteina APP a-
sekretazom. Ove analize su pokazale uspjeSnu inhibiciju proteaze BACE1 u primarnim

kulturama neurona miSeva NPCI1.

Nadalje, u ovom radu smo pokazali da inhibicija proteaze BACE1 u primarnim
hipokampalnim neuronima miSeva NPC1 utjece na smjestaj supstrata Sez6L i Sez6. Tretman

inhibitorom BACEL smanjio je nakupljanje proteina Sez6L i Sez6 u ranim endosomima NPC1
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neurona u odnosu na netretirane neurone. Naime, u tretiranim neuronima NPC1 uocen je manji
broj nakupina proteina Sez6L te smanjeni signal i smanjenje nakupina proteina Sez6 u odnosu
na netretirane neurone NPC1. U somi tretiranih neurona obojenje Sez6L i Sez6 je dalo difuzan
signal, tj. sli¢niji signalu kakav je uo¢en u neuronima wt. Sumarno, ovi rezultati pokazali su da
inhibicija proteaze BACEI djelomi¢no popravlja promijenjeni transport supstrata BACEI-

Sez6L i Sez6 u misjim primarnim hipokampalnim neuronima NPCL1.

Budu¢i da je disfunkcija endolizosomalnog puta jedno od patoloskih obiljeZja bolesti
NPC (Nixon, 2005), te ujedno i najranija patoloSka karakteristika AB (Nixon i sur., 2001)
pracen je ucinak inhibicije proteaze BACEl na smjeStaj i razinu proteina vezikula
endolizosomalnog puta: ranih endosoma (bileg EEAL) i lizosoma (biljeg LAMP1). Poznato je
da je znacajno povecéanje vezikula ranih endosoma jedan od ranih patoloskih dogadaja u AB,
koje dovodi do endosomalne disfunkcije te posljedi¢no poveéane ranjivost neurona (Cataldo i
sur., 2004; Jiang i sur., 2010). Takoder povec¢ani rani endosomi su utvrdeni i u Purkinjeovim
neuronima u bolesti NPC (Jin i sur., 2004). U skladu s time, u ovom radu je pokazano da
hipokampalni neuroni u somi i neuritima imaju povec¢ane endosome $to ukazuje na disfunkciju
ranih endosoma i u neuronima hipokampusa, regiji mozga koja pokazuje najmanju patologiju
u bolesti NPC. Inhibicija proteaze BACEL u neuronima NPC1 rezultirala je smanjenjem
veli¢ine ranih endosoma posebice u neuritima tretiranih neurona NPC1. Naime prijasnja
istrazivanja su pokazala da je nakupljanje odsjeCaka CTFB odgovorno za povecanje ranih
endosoma i njihovu disfunkciju u AB (Jiang i sur., 2010; Kim i sur., 2016; Lauritzen i sur.,
2016; Nixon, 2017). Doista, Jiang i suradnici (2010) su pokazali da smanjena ekspresija BACE1
u fibroblastima osoba s Downovim sindromom, smanjuje stvaranje odsjecaka CTFp 1 dovodi
do znacajnog smanjenja veli¢ine ranih endosoma. Rezultati ovog pokusa pokazali su da
primarni hipokampalni neuroni miSeva NPC1 imaju povecane rane endosome ukazujuéi na
njihovu disfunkciju te da tretman inhibitorom proteaze BACE1 djelomi¢no popravlja njihovu
morfologiju i smjestaj. Djelomican popravak veliine i lokalizacije organela ranih endosoma
uslijed inhibicije BACEL1 vjerojatno je posljedica smanjene razine odsjecaka CTFp te Cinjenice
Sto je disfunkcija endolizosomalog puta u neuronima NPC1 prvenstveno uzrokovana
nakupljanjem kolesterola u kasnim endosomima/lizosoma uslijed nedostatka proteina NPC1
koje predstavlja primarnu patolosku karakteristiku bolesti NPC. Opazanje da inhibicija BACE1
u primarnoj kulturi hipokampalnih neurona nije imala nikakav ucinak na promijenjenu

morfologiju lizosoma, ide u prilog ovom zakljucku.
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Nadalje, uo¢ena promijenjena morfologija organela endolizosomalnog puta nije bila
popracena promjenama u razini proteina EEA1 (biljeg ranih endosoma) i LAMP1 (biljeg kasnih
endosoma), niti je inhibicija proteaze BACEI imala utjecaja na njihovu razinu sto pokazuje da
promijenjena morfologija i smjestaj organela endolizosomalnog puta, a ne njihova razina,

pridonosi patoloskim promjenama u bolesti NPC.

U bolesti NPC dolazi do izraZzene patologije proteina tau. U ve€ini juvenilnih i odraslih
pacijenata s NPC prisutni su neurofibrilarni snopiéi koji su strukturno i imunoloski sli¢ni onima
u AB ukazujuéi da su patoloSke promjene proteina tau u ova dva poremecaja uzrokovana istim
mehanizmom (Auer i sur., 1995; Distl i sur., 2003). lako imunocitokemijska analiza u
primarnim hipokampalnim neuronima nije pokazala razlike u bojanju fosforiliranog tau (PHF1)
i ukupnog tau (total tau) izmedu neurona NPC1 i wt, analiza Western blot je utvrdila zna¢ajno
povecanu razinu ukupnog tau proteina u lizatima primarnih kortikalnih neurona NPC1 u odnosu
na neurone wt. Takoder, razina PHF1 proteina povisena je u kortikalnim neuronima NPC1 u
odnosu na wt. Ovim rezultatima potvrdena je prisutnost tau patologije u kulturi kortikalnih
neurona NPC1 §to je u skladu s prijasnjim rezultatima koja su pokazala poviSene razine
hiperfosforiliranog i ukupnog proteina tau u mozgovima pacijenata s bolesti NPC i miSeva
NPC1 (Bu i sur., 2002; Mattsson i sur., 2011). Brojna istrazivanja su pokazala da topivi
oligomeri peptida AP neizravno utje¢u na propagaciju tau patologije (Zheng i sur., 2002; Lloret
i sur., 2015; Kametani i Hasegawa, 2018; Long i Holtzman, 2019). Medutim mehanizmi koji
povezuju AP i hiperfosforilaciju proteina tau jo§ uvijek nisu razjasnjeni i predmet su brojnih
rasprava 1 istraZzivanja. Dosada$nji rezultati istrazivanja utjecaja inhibicije BACEI na tau
patologiju su oprecni. Dok u nekim istrazivanjima nije uocen utjecaj inhibicije proteaze BACE1
na razine hiperfosforiliranog i ukupnog proteina tau (Timmers i sur, 2018; Das i Yan, 2019), u
drugima je pokazno da inhibicije proteaze BACE1 znafajno smanjuje razinu fosforiliranog 1
ukupnog proteina tau (Israel i sur., 2012; Schelle i sur., 2017; Neumann i sur., 2018). U skladu
s tim rezultatima, u ovom radu pokazano je da inhibicija proteaze BACEL u primarnim
kortikalnim neuronima NPC1 zna€ajno sniZzava razinu ukupnog proteina tau u odnosu na
netretirane neurone sto pokazuje potencijalan doprinos proteaze BACEL razvoju tau patologije
u bolesti NPC.

Neuroinflamacija je zajednicko obiljezje neurodegenerativnih bolesti i smatra se da
kroni¢na aktivacija stanica imunoloskog sustava (astrocita i mikroglija) u mozgu doprinosi
progresiji ovih bolesti (Cougnoux i sur., 2018; Roda i sur., 2022). Medutim, jo$ uvijek nije

razjasnjeno je li neuroinflamacija posljedica neurodegeneracije i/ili se javlja neovisno i
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paralelno uz neurodegeneraciju. Zanimljivo je da se u bolesti NPC neuroinflamacija javlja prije
pojave drugih patoloskih znacajki 1 prvih simptoma (Cologna i sur., 2014; Platt i sur., 2016).
Baudry i suradnici (2003) su pokazali da je prvi dokaz neuroinflamacije kod miseva NPC1
aktivacija mikroglija koja poti¢e kaskadu i posljedi¢no aktivaciju astrocita. Za ispitivanje
utjecaja inhibicije enzima BACEL na neuroinflamaciju tj. aktivaciju stanica mikroglija (biljeg
CD68) 1 astrocita (biljeg GFAP), uspostavljen je ex vivo model bolesti NPC- kultura
organotipskih rezova mozga koja vjerno oponasa sloZzenost mozdanog tkiva i interakciju
razli¢itih stanica u mozgu (Croft i sur., 2019) za razliku od primarnih kultura mozdanih stanica.
U kulturi misjih kortiko-hipokampalnih rezova NPC1 broj aktivnih mikroglija je bio zna¢ajno
veéi u odnosu na wt uzorke, §to potvrduje da ovaj ex vivo model vijerno rekapitulira
neuroinflamaciju u bolesti NPC. No, nije uocena jasna razlika u aktivaciji astrocita (GFAP)
izmedu kultura kortiko-hipokampalnih rezova miseva NPC1 i wt. Naime, paralelno uz
aktivaciju astrocita u ovom ex vivo modelu NPC1, aktivacija astrocita je uocena i u kulturi wt
miseva, $to je vjerojatno posljedica manipulacije, odnosno rezanja/ozljede mozdanog tkiva
tijekom uspostave organotipskih kultura ili neke druge promjene koju nismo mogli kontrolirati,
a koja je narusila homeostazu astrocita (Sofroniew i Vinters, 2010; Colombo i Farina, 2016).
Medutim, tretman inhibitorom proteaze BACE1 smanjio je akitvaciju astrocita i aktivaciju
mikroglija u kulturi kortiko-hipokampalnih rezova miseva NPC1 u kojoj je detektiran smanjen
signal i manji broj stanica pozitivnih na CD68, kao i smanjen signal GFAP. Takoder, Neumann
1 suradnici (2015) su pokazali da je tretman s inhibitorom BACE1 (NB360) znacajno smanjio
broj aktiviranih mikroglija i GFAP pozitivnih nakupina astrocita u transgeni¢nom misjem
modelu AB. Jo$ uvijek nisu razja$njeni mehanizmi koji pokrecu upalu u bolesti NPC kao i u
drugim lizosomskim bolestima nakupljanja (Platt i sur., 2016), no istrazivanje u AB modelima
su ukazala na znacajan utjecaj ne samo oligomera AP ve¢ i odsjecaka CTF na aktivaciju
imunoloskog sustava u mozgu (Lauritzen i sur., 2016; Bachiller i sur., 2018). Takoder, Rotamin
i suradnici (2019) su utvrdili povecane razine proteina Sez6 u likvoru pacijenata koji imaju
kroni¢nu upalnu bol. Budu¢i da je pokazan povoljan u¢inak inhibicije proteaze BACEI na
smanjenje aktivacije stanica imunoloskog sustava u mozgu, pretpostavljamo da odsjecci nastali
cijepanjem supstrata BACEL u bolesti NPC mogu doprinijeti aktivaciji astrocita i mikroglija,

no potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se to potvrdilo.
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5.3. Raspodjela supstrata BACEL u endolizosomskim frakcijama mozdanih regija

miSeva NPC1 i wt

U ovom doktorskom radu pokazan je promijenjen transport supstrata enzima BACE1L i
njihovo nakupljanje u vezikulama ranih endosoma u neuritima neurona NPC1. Kako bismo
ispitali je li uoCeni poremecaj prisutan i u mozdanom tkivu, iz malog mozga i hipokampusa 4
tjedna starih miSeva NPC1 i wt izdvojene su frakcije endolizosoma te je analizirana raspodjela
I razina biljega endolizosomalnog puta kao i supstrata Sez6, Sez6L, APP te proteaze BACE1 u
ove dvije regije. Ujedno, analiza asimptomatskih 4 tjedana starih mozdanih regija (Platt 2016)
imala je za cilj utvrditi najranije promjene u endolizosomalnom transportu i u raspodijeli enzima
1 supstrata BACE1 u mozgovima miSeva NPCI1 u odnosu na miSeve wt. Nadalje, s obzirom da
je u bolesti NPC primarno pogoden mali mozak (Purkinjeovi neuroni), a hipokampus se smatra
relativno o¢uvanim (German i sur., 2001), analizom ovih regija zeljeli smo utvrditi potencijalnu
ulogu utvrdenih promjena na njihovu razliditu vulnerabilnost u bolesti NPC. U tu svrhu
uspostavljena je metoda frakcioniranja endolizosomalnih vezikula iz tkiva malog mozga i
hipokampusa ultracentrifugiranjem u diskontinuiranom gradijentu saharoze gdje su vezikule
razdvojene na temelju svoje gustoce koja ovisi o omjeru sadrZaja proteina i lipida u volumenu
vezikula. Endolizosomalni put je izrazito dinami¢an gdje neprestano dolazi do sazrijevanja
vezikula i njihove interakcije, stoga nije mogucée dobiti u potpunosti Ciste frakcije izdvojenih
lizosoma i kasnih, odnosno ranih endosoma (de Aragjo i sur., 2015). Ipak uspje$no su
razdvojene vezikule lizosoma (LAMP1) od vezikula ranih endosoma (EEA1), dok su se
vezikule kasnih endosoma (Rab7) uglavnom preklapale prvenstveno sa ranim endosomima
(bijegom EEAL).

U malom mozgu nije uocena razlika u raspodijeli LAMP1 (biljega lizosoma) izmedu
miseva NPC1 i wt, dok su Rab7 (biljeg kasnih endosoma) i EEA1 (biljeg ranih endosoma)
pokazali razlic¢itu raspodjelu u malom mozgu miseva NPC1 u odnosu na wt. Za razliku od wt
miseva u malom mozgu miSeva NPC1 Rab7 je utvrden i u lak$im frakcijama §to je vjerojatno
posljedica nakupljanja slobodnog kolesterola i drugih lipida u ovim vezikulama uslijed
nedostatka proteina NPC1 (Vanier, 2010). Zanimljivo je da je uocena razlika u raspodjeli i
razini biljega ranih endosoma izmedu uzoraka malog mozga NPC1 u odnosu na wt. Utvrdena
promijenjena raspodjela ispitanih endolizosomalnih vezikula u malom mozgu 4 tjedna starih
miSeva NPC1 ukazuje na poremecaj u njihovom transportu i biogenezi ve¢ u asimptomatskoj

fazi bolesti. Poremecaj u biogenezi ranih endosoma dovodi do promijenjene morfologije, tj. do
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povecéanja promjera vezikula endosoma (Kaur, 2018) sto je u skladu s dobivenim rezultatima u
primarnim kulturama neurona NPC1 gdje su uocene nakupine ovih organela u neuritima.
Nadalje u malom mozgu utvrdena je razlicita raspodjela supstrata BACE1 (Sez6, APP, Sez6L).
Njihova raspodjela je pratila raspodjelu EEAL, $to ukazuje na razli¢it transport supstrata
BACEL1 u endolizosomalnom putu i nakupljanje u ranim endosomima u malom mozgu NPC1
u odnosu na wt miseve. Zanimljivo, protein Sez6L je pokazao najjasniju razliku u raspodjeli u
malom mozgu izmedu miSeva NPC1 i wt ve¢ u najranijoj fazi bolesti. Njegova raspodjela u
malom mozgu 4 tjedna starih miSeva pokazuje sli¢nost s promijenjenom raspodjelom u malom
mozgu 10 tjedana starih miSeva NPCI1 (terminalna faza bolesti) gdje je uoceno znatno
nakupljanje Sez6L u EEAL pozitivnim vezikulama, $to u konacnici vjerojatno rezultira
njegovim povecéanim cijepanjem proteazom BACE!1 (Causevié i sur., 2018; Dominko i sur.,

2021).

Zarazliku od malog mozga i kulture primarnih hipokampalnih neurona, u hipokampusu
4 tjedna starih miseva NPC1 u odnosu na wt nije uocena razlika u raspodjeli EEA1, dok je
utvrdena razlic¢ita raspodjela kasnih endosoma i lizosoma. Pretpostavljamo da uoceni izostanak
poremecaja ranih endocitnih vezikula u mozdanom tkivu hipokampusa miseva NPC1 moze
imati povoljan utjecaj na kasniji pocetak patoloskih promjena u ovoj regiji mozga koja se smatra
najmanje pogodenom u bolesti NPC (Platt i sur., 2016). Takoder, uz iznimku za protein Sez6L,
nije uocena razlika ni u raspodjeli proteina Sez6, APP i enzima BACEL. Budu¢i da je protein
Sez6L pokazao jasno promijenjenu raspodjelu u malom mozgu i u hipokampusu te znacajno
poviseno cijepanje proteazom BACEI veé u 4 tjedna starih miseva NPC1 (Causevié i sur.,
2018), tj. ve¢ u predsimptomatskom stadiju pretpostavljamo da disfunkcija Sez6L moze

doprinijeti patoloskim procesima u bolesti NPC.

U bolesti NPC, zbog nedostatka proteina NPC1, dolazi do nakupljanja slobodnog
kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima (Xie i sur., 2000; Vainer, 2003). U stani¢cnom
modelu bolesti NPC (CHO NPC1 null) i u mozgovima 10 tjedana starih miseva NPC1 pokazano
je znacajno nakupljanje slobodnog neesterificiranog kolesterola u kasnim endosomima i
lizosomima (Malnar i sur., 2010; Dominko i sur., 2021). Za razliku od 10 tjedana starih NPC1
miseva, u kasnim endosomima/lizosomima izdvojenim iz malog mozga i hipokampusa 4 tjedna
starih NPC1 miseva, tj. u presimptomatskoj fazi bolesti razina slobodnog kolesterola je
povisena, ali ne znac¢ajno u odnosu na wt. Ovaj nalaz ukazuje da ispitani uzorci 4 tjedna starih,

iako asimptomatskih, NPC1 miSeva =zaista pokazuju pocCetne patoloske promjene
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karakteristicne za NPC bolest, ukljucuju¢i nakupljanje slobodnog kolesterola u kasnim

endosomima/lizosomima i disfunkciju endolizosomalnog transporta.

5.4. Raspodjela i razina lipinih razreda u moZdanim regijama i u njihovim

endosomskim frakcijama 4 tjedna starih miSeva NPC1 i wt

Brojna istrazivanja ukazuju da promijenjeni metabolizam lipida igra vaznu ulogu u
etiologiji i/ili u progresiji neurodegenerativnih bolesti (Hammond i sur., 2019; (Krasnobaev i
sur., 2022). U ovom radu po prvi put je analiziran lipidom/lipidni sastav malog mozga i
hipokampusa, te frakcija ranih endosoma izoliranih iz ovih mozdanih regija 4 tjedna starih
miseva NPC1 i wt. Analiza lipidoma je pokazala da ne postoje znacajne razlike u ukupnoj
koli¢ini lipida u malom mozgu i hipokampusu, niti u izdvojenim frakcijama ranih endosoma
ovih mozdanih regija izmedu 4 tjedna starih miseva NPC1 i wt. No, analizom lipidnih razreda
pokazana je znaCajna promjena u razini glicerolipida: diacilglicerola (DAG) i triacilglicerola
(TAG) u malom mozgu miseva NPC1 u odnosu na wt. Naime, razina DAG u malom mozgu
miseva NPC1 bila je statisticki znac¢ajno poveéana u odnosu na hipokampus ovih miseva.
Takoder, razina DAG u malom mozgu NPC1 miSeva je bila pove¢ana u odnosu na mali mozak
miseva wt, iako ta razlika nije pokazala statisticku znacajnost. Metabolizam DAG-a povezan je
s nizom sinaptickih procesa koji ukljuuju regulaciju morfologije dendritickih trnova,
plasti¢nost te oslobadanje neurotransmitera (Kim i sur., 2010). Osim toga, povecane razine
DAG-a su utvrdene u mi§jim modelima bolesti AB i u mozgu oboljelih od AB (Chan i sur.,
2012; Dey i sur., 2020; Akyol i sur., 2021). Naime, DAG je sekundarni glasnik u stanici i glavni
je aktivator protein kinaze C (PKC) koja je uklju¢ena u regulaciju neurotransmisije i plasti¢nosti
sinapsi (Callender i Newton, 2017; Kolczynskai sur., 2020). Povec¢ana aktivacija signalnog puta
PKC narusava normalan prijenos signala u stanici i funkcioniranje sinapsi (Narita i sur., 2001,
Callender i Newton, 2017). Stoga bi zna¢ajno povecane razine DAG ve¢ u asimtomatskoj fazi
bolesti u malom mozgu miseva NPC1, u odnosu na hipokampus, potencijalno mogle doprinijeti
disfunkciji sinapsi te povecanoj vulnerabilnosti neurona malog mozga u odnosu na neurone

hipokampusa u bolesti NPC.

Osim toga, DAG je vazan prekursor u sintezi fosfolipida i tracilglicerola (TAG)
(Kolczynska 2020) koji su jedino utvrdeni u malom mozgu miseva NPC1. TAG ima primarnu

ulogu u skladistenju i prijenosu energije (Bernath i sur., 2020). Zanimljivo, kao i za DAG,
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povecéana razina TAG utvrdena je u post mortem mozgovima pacijenata s AB (Akyol i sur.,
2021). Takoder, neke studije su pokazale da su razine TAG povezane s kognitivnim funkcijama
i to kroz disfunkciju krvno mozdane barijere ili neravnoteze amiloidnog metabolizma te da
povecane razine TAG negativno utjeCu na pamcenje. No, istrazivanja o povezanosti TAG i
kognitivnih funkcija su bila oprecna, stoga joS uvijek nije jasno utjeCe li i kako TAG na
kognitivne sposobnosti i koju ulogu njegov promijenjeni metabolizam ima u mozgu (Henderson
i sur., 2003; Power i sur., 2018; Dimache i sur., 2021).

Osim glicerolipida, utvrdene su promijene i za fosfolipide to¢nije lizofosfolipide: lizo-
fosfatidat (LPA), lizo-fosfatidiletanolamin eter (LPE O-) te lizo-fosfatidilglicerol (LPG).
Lizofosfolipidi su vazna obitelj lipidnih signalnih molekula i meduprekursori su za druge lipide
(Yung i sur., 2015; Tan i sur., 2020; Krasnobaev i sur., 2022). Njihove koncentracije u stanici
su vrlo niske, a i najmanje promijene narusavaju integritet membrane i uzrokuju lizu stanica
(Tan i sur., 2020). Oksidacijski stres i upala imaju znaajan utjecaj na stani¢nu razinu
lizofosfolipida. Povecane razine lizofosfolipida su detektirane u neurodegenerativnim
bolestima poput AB, Parkinsonove bolesti i amiotrofi¢ne lateralne skleroze (Krasnobaev i sur.,
2022). U nasoj sudiji lizofosfolipid LPA utvrden je u hipokampusu miseva NPC1 i wt, dok je
u malom mozgu prisutan samo kod miseva NPC1. LPA je vrlo aktivna signalna molekula koja
utjeCe na brojne procese u mozgu, ukljucujuéi proliferaciju neuralnih progenitorskih stanica
(Yung i sur., 2011), mijelinizaciju (Weiner i Chun, 1999; Anliker i sur., 2013), sinapti¢ki
prijenos (Trimbuch i sur., 2009) i imunoloski odgovor u mozgu (Méller i sur., 2001; Schilling
i sur., 2004). Stoga promjene razine LPA mogu narusiti brojne vazne procese u mozgu.
Pokazano je da uslijed ozljede mozga dolazi do znacajnog povecanja koncentracije LPA u
mozgu i u likvoru (Yung i sur., 2015). Ujedno, pokazano je da promjene razine LPA i
posljedi¢no signalizacije posredovane LPA mogu doprinijeti patologiji AB jer, izmedu ostalog,
LPA povecava aktivnost enzima GSK3p i BACE1 u mozgu (Shi i sur., 2013; Ahmad i sur.,
2020). Zbog navedenih uloga LPA u mozgu i ¢injenice da nije utvrden u malom mozgu miseva
wt nego samo u misevima NPC1 pretpostavljamo da povecana razina LPA moze pridonijeti

patoloSkim promjenama u malom mozgu miSeva NPCI.

Drugi lizofosfolipid za koji je uoceno znacajno povecanje u hipokampusu 4 tjedna starih
miseva NPC1 u odnosu na hipokampus miseva wt je LPE O-. Jos uvijek nije poznata bioloska
funkcija ovog lizofosfolipida, osim da je prekursorska molekula za sintezu PE O-. Znacajne

promjene razine LPE O- u hipokampusa miSeva NPC1 ukazuju da se promjene lipidnog sastava
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dogadaju i u hipokampusu, mozdanoj regiji koja se smatra ocuvanom (najmanje zahvac¢enom)

u bolesti NPC (German i sur., 2001).

Nadalje, samo u mozdanim regijama miSeva NPC1 je utvrden LPG koji je potreban za
sintezu fosfatidilglicerola (PG) glavnog prekursora mnogih lipida (Makide 2009). No o drugim
bioloskim ulogama LPG u organizmu se vrlo malo zna. PoviSene razine LPG su utvrdene u
akutnom koronarnom sindromu te se smatra da bi mogao biti povezan s kardiovaskularnim
bolestima. Njegova uloga u mozgu jo$ uvijek nije istraZzena. Jedina studija objavljena do danas
je pokazala da su razine LPG znacajno poviSene u post mortem mozgovima pacijenata u ranoj
fazi AB, dok u mozgovima pacijenata u kasnijoj fazi AB njegova razina nije bila znacajno
promijenjena u odnosu na zdrave kontrole (Akyol i sur., 2021). Takoder, LPG je pokazao
razli¢itu raspodjelu u endosomskim frakcijama, gdje je detektiran samo u frakcijama ranih
endosoma izoliranim iz hipokampusa miseva wt i malog mozga miseva NPC1. Cinjenica da je
LPG detektiran u homogenatima i endosomskim frakcijama malog mozga miseva NPC1, a nije
detektiran u malom mozgu miSeva wt, bi moglo ukazati na njegovu potencijalnu ulogu u

patoloskim procesima u bolesti NPC.

U endosomskim frakcijama istaknuo se jo$ i kardiolipin (CL) koje je utvrden samo u
endosmomskim frakcijama malog mozga miseva NPC1. Zanimljivo je da se on primarno nalazi
u mitohondrijskim membranama. Poznato je da kardiolipin ima ulogu u apoptozi, mitofagiji i
degradaciji mitohondrija, no njihove uloge u ostalim organelima ili dijelovima stanice nisu
poznate (Kagan, i sur., 2005; Pizzuto i Pelegrin, 2020). Lipidi ¢ak i u malim koncentracijama
znaajno utjeCu na svojstva membrana te potencijalno mogu poremetiti lipidni sastav
membrana ranih endosoma koje sadrze specifiéne proteine i lipide koji im daju identitet i
reguliraju interakciju s drugim proteinima (Jovic i sur., 2010; Huotari i Helenius, 2011).
Narus$ena interakcija ranih endosoma i drugih proteina ometa njihovo sazrijevanje i funkciju
Sto dovodi do promijenjene morfologije ranih endosoma koja je uoc¢ena u AB, bolesti NPC i u
drugim neurodegenerativnim poremecajima (Jin i sur., 2004; Nixon, 2005). Stoga bi utvrdene
promjene LPG i CL u frakcijama ranih endosoma malog mozga miseva NPC1 potencijalno
mogle utjecati na lipidni sastav membrana ranih endosoma i samim time na njihovo sazrijevanje
i interakciju s proteinima. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se to¢no utvrdio

uc¢inak promjena LPG i CL na disfunkciju vezikula ranih endosoma.

Sumarno, analize lipidoma su pokazale da ve¢ u ranoj fazi bolesti NPC, tj. u fenotipski
zdravih miseva NPC1 postoje promjene u raspodjeli i razini lipida u malom mozgu i u
hipokampusu u odnosu na wt kao i u endosomskim frakcijama malog mozga miSeva NPCI.
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Uocene promjene sastava lipida mogu imati vaznu ulogu u patoloskim procesima u bolesti

NPC, kao i u razvoju novih terapijskih strategija za lijeCenje ove jo$ uvijek neizlje¢ive bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu otkrili smo da zbog nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 koji
uzrokuje nastanak bolesti NPC dolazi do povecanog cijepanja kljuénim enzimom
Alzheimerove bolesti, proteazom BACEL u primarnim kulturama neurona. Naime, supstrati
Sez6 1 Sez6L, koji se iskljucivo cijepaju enzimom BACE]L, su pokazali povecanu proteoliticku

razgradnju u neuronima NPC1 u odnosu na wt.

Utvrden promijenjen transport te nakupljanje supstrata Sez6 i Sez6L u ranim
endosomima neurona NPC1 je najvjerojatniji uzrok njihovog povecanog cijepanja proteazom
BACEI. Analiza moZdanih regija malog mozga i hipokampusa metodom endolizosomskog
frakcioniranja je utvrdila razli¢itu raspodjelu BACEI supstrata Sez6 i Sez6L u ovim mozdanim

regijama, ukazujuci na njihovu potencijalnu razli¢itu funkciju u mozgu.

Inhibicija proteaze BACEI djelomi¢no je popravila patoloske karakteristike bolesti
NPC, ukljuéuju¢i nakupljanje supstrata Sez6 i Sez6L u ranim endosomima, disfunkciju ranih
endosoma, povisenu razinu proteina tau te neuroinflamaciju (aktivaciju astrocita i mikroglija).
Ovaj rezultat ukazuje na doprinos proteaze BACE1 i njenog povecanog cijepanja nastanku

patoloskih promjena u bolesti NPC.

Analiza lipidoma moZdanih regija hipokampusa 1 malog mozga te ranih endosoma je
utvrdila promjene odredenih lipida ve¢ u asimptomatskoj fazi bolesti NPC, sugeriraju¢i da
narusena homeostaza lipida ima ulogu u patogenezi NPC te da moze predstavljati rani okidac
kaskade patoloskih promjene u ovoj bolesti. Najznacajnije promjene u malom mozgu miseva
NPC1 su uocene za lipide DAG, TAG, LPA i LPG, a u hipokamupsu za lipid LPE O- u odnosu
na iste regije wt miSeva. U ranim endosomima malog mozga miseva NPC1 u odnosu na wt
detektirane su znacajne promjene u razini Kardiolipina i LPG. Ovi rezultati ukazuju na
potencijalnu ulogu ovih lipidnih promjena na vulnerabilnost moZzdanih regija malog mozga u

odnosu na hipokamupus u bolesti NPC kao i na disfunkciju ranih endosoma.

Sumarno, dobiveni rezultati u sklopu ovog doktorata doprinose boljem razumijevanju
bolesti NPC te otkrivanju novih potencijalnih meta za razvoj terapije protiv ove jo§ uvijek

neizljecive bolesti.
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8. ILUSTRACIJE

Popis tablica
Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za jedan uzorak za genotipizaciju miseva NPC1.
Tablica 2. Pocetnice koriStene za genotipizaciju miSeva NPCL.

Tablica 3. Uvjeti reakcije PCR (PCR program) za umnoZavanje DNA za genotipizaciju miSeva
NPC1.

Tablica 4. Mediji za pripremu primarne kulture neurona i njihov sastav.
Tablica 5. Mediji za uzgoj organotipskih rezova misjih mozgova i njihov sastav.
Tablica 6. Sastav otopina saharoze za ultracentrifugiranje u diskontinuiranom gradijentu gustoce.

Tablica 7. Sastav Tris-glicin poliakrilamid gelova za razdvajanje i sabijanje (10 ml) te pufera za

elektroforezu.

Tablica 8. Sastav peptidnog Tris-tricin gela (volumen za dva 1.5 mm gela) te katodnog i anodnog

pufera za elektroforezu.
Tablica 9. Popis koristenih antitijela i razrjedenje za pojedinu metodu.

Tablica 10. Popis analiziranih lipidnih razreda.

Popis slika

Slika 1. Niemann-Pickova bolest tipa C pokazuje znac¢ajnu heterogenost s obzirom na dob javljanja bolesti
i simptome. Shematski prikaz razli¢itih oblika bolesti NPC s naglaskom na vrstu i dob pojave prvih neuroloskih
simptoma. Heterogenost bolesti NPC doprinosi njenom otezanom i ranom prepoznavanju te njenoj nedovoljnoj

dijagnosticiranosti (preuzeto i prilagodeno prema Patterson i sur., 2012).

Slika 2. Transport kolesterola u stanici. Kolesterol ulazi u stanicu endocitozom nakon §to se lipoproteinska
Cestica LDL veze na LDL-receptor. Zatim se LDL cestica prenosi do ranih endosoma koji sazrijevaju do kasnih
endosoma i lizosoma gdje se hidrolizira, a proteini NPC1 i NPC2 imaju ulogu u prijenosu neesterficiranog
kolesterola i drugih lipida iz kasnih endosoma/lizosoma prema trans-Golgijevoj mrezi, endoplazmatskom

retikulumu i ostalim stani¢nim dijelovima. (preuzeto i prilagodeno po Pacheco i Lieberman, 2008).

Slika 3. Nedostatak proteina NPC1 ili NPC2 uzrokuje nakupljanje kolesterola u kasnim endosomima i
lizosomima. Zbog nedostatka proteina NPC1 ili NPC2 dolazi do nakupljanja kolesterola i ostalih lipida u kasnim

endosomima/lizosomima $to uzrokuje smanjenu razinu kolesterola u stani¢noj membrani i ostalim dijelovima
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stanice poput trans-Golgijeve mreze i endoplazmatskog retikuluma (ER-a). Smanjena razina kolesterola u ER-u

uzrokuje povec¢anu de novo sintezu kolesterola unutar stanice (preuzeto i prilagodeno po Pacheco i Lieberman,
2008).

Slika 4. Prikaz neuropatoloskih obiljezja AB: senilnih plakova- izvanstani¢nih nakupina peptida Af i
neurofibrilarnih snopica - unutarstani¢nih nakupina hiperfosforiliranog proteina tau (preuzeto i prilagodeno prema
Burns, 2009).

Slika 5. Shematski prikaz procesiranja prekursora proteina amiloid-p (APP). APP se moze cijepati prvo B-
sekretazom u amiloidogenom putu ili a-sekretazom u neamiloidogenom putu. Kao rezultat cijepanja nastaju
topljivi odsjeéci SAPPB ili sSAPPa te C-terminalni odsje¢ci CTFB/C99 ili CTFa/C83. C-terminalni odsjecci
CTFo/C83 ili CTFB/C99 su supstrati y sekretaze ¢ijim cijepanjem nastaje AICD (engl. APP Intracelluar domain)
te amiloidogeni peptid amiloid-f (AB) ili neamiloidogeni peptid p3 (preuzeto i prilagodeno prema Uddin i sur.,
2020).

Slika 6. Primarna struktura proenzima BACE1. BACEL je transmembranska asparaginska proteaza tipa 1
izgradena od 501 aminokiseline. Sastoji se od pet domena: signalnog peptida, propeptida, kataliticke domene sa
dva motiva (DTGS, DSGT) koji ¢ine aktivnho mjesto enzima, transmembranske i citosolne domene. BACE1 se
sintetizira kao proenzim u ER nakon ¢ega u Golgijevom aparatu dolazi do cijepanja njegove propeptidne domene
i drugih posttranslacijskih modifikacija te nastaje aktivna proteaza BACE1 (preuzeto i prilagodeno prema Yan i
Vassar, 2014).

Slika 7. Supstrati proteaze BACE1 u mozgu. Supstrati proteaze BACE1 navedeni su od onih Kkoji se iskljucivo
ili pretezno cijepaju proteazom BACE]1 prema onima &ije je cijepanje proteazom BACEI nisko (lijevo). Navedeni
supstrati se cijepaju i enzimima iz obitelji ADAM (od engl. A Disintegrin And Mealloprotease), ali je preferencija

cijepanja suprotna onoj proteaze BACEL (desno) (preuzeto i prilagodeno prema Yan i sur., 2014).

Slika 8. Primarne kulture neurona misjeg modela bolesti NPC pokazuje patoloske karakteristike bolesti
NPC. A) Genotip miSeva odreden je metodom PCR - umnazanjem gena NPC1. Dobivene DNA vrpce su
vizualizirane elektroforezom u agaroznom gelu. B) Razina proteina NPC1 provjerena je metodom Western blot.
C) Imunocitokemijom i konfokalnom laserskom mikroskopijom analizirani su biljezi lizosoma-LAMP1 i aksona-
TUJ1 te slobodni kolesterol (bojenje filipinom). D) Veli¢ina LAMPI1 pozitivnih vezikula u somi primarnih
hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificirana je u programu Imagel. Podatci su prikazani kao srednja
vrijednost = SD, n= 30 stanica po grupi iz 3 nezavisna pokusa. Statisticka znacajnost je izracunata t-testom,
***p<0,001. E) Analiza razine hiperfosforiliranog i ukupnog proteina tau metodom Western blot. F) Rezultati
dobiveni metodom Western blot kvantificirani su programom ImageJ i normalizirani prema ukupnoj razini
proteina odredenoj bojanjem Amidoblack bojom. Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja

vrijednost + SD. Statisti¢ka znacajnost je izracunata t-testom, *p<0,05.

Slika 9. Proteoliza supstrata enzima BACE1 u primarnim kortikalnim neuronima miSeva wt i NPC1.
Primarni kortikalni neuroni izolirani su iz mladunaca postanalnog dana 0-1 (P0-P1) i uzgajani u kulturi 14 dana.
Nakon toga su pripremljeni stani¢ni lizati i medij analizirani metodom Western blot. A-C) Razina proteina Sez6L.,
Sez6, APP u stani¢nom lizatu (flSez6L, fISez6, fIAPP) i mediju (sSez6L, sSez6, SAPP) analizirana je metodom
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Western blot koriste¢i specifi¢na antitijela. D-F) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa
kvantificirani su programom Image J (NIH, SAD) i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj
bojanjem Amidoblack bojom, te su statisti¢ki obradeni. Statisticka znac¢ajnost izracunata je t-testom: *p<0,05.

Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost + SD.

Slika 10. Razina proteina BACEI1 je znacajno poviSena u primarnim kortikalnim neuronima miseva NPC1
u odnosu na miSeve wt. Primarni Kortikalni neuroni su izolirani iz mladunaca postanalnog dana 0-1 (PO-P1),
uzgajani su u kulturi 14 dana. Pripremljeni stani¢ni lizati analizirani su metodom Western blot. A) Razina proteina
BACEI analizirana je metodom Western blot koriste¢i specificna antitijela. B) Rezultati dobiveni metodom
Western blot kvantificirani su programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj
bojanjem Amidoblack bojom, te su statisticki obradeni. Statisticka znacajnost izracunata je t-testom: *p<0,05.
Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost + SD.

Slika 11. Hipokampalni neuroni miseva NPC1 pokazuju povecanu kolokalizaciju proteina Sez6L i Sez6 s
vezikulama pozitivnim na bijeg ranih endosoma-EEAL. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca
postnatalnog dana 0-1 (PO-P1), te su uzgajani u kulturi 14 dana. Neuroni su fiksirani i obiljezeni specifi¢nim
antitijelima A) za protein Sez6L i biljeg ranih endosoma EEAL, B) za protein Sez6 i biljeg ranih endosoma, EEA1L.
Bojanje filipinom je pokazalo nakupljanje slobodnog neesterificiranog kolesterola u somi neurona NPC1 u odnosu

na neurona wt. ObiljeZeni neuroni su gledani konfokalnim laserskim mikroskopom.

Slika 12. Inhibicija proteaze BACE1 u primarnim Kkortikalnim neuronima miSeva NPC1 i wt blokira
proteolizu supstrata Sez6L i Sez6. Primarni kortikalni neuroni izolirani su iz mladunaca postanalnog dana 0-1
(PO-P1), te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2 uM, 48h). A) Razina proteina
Sez6L, Sez6, APP u stanicnom lizatu (flSez6L, flSez6, fIAPP) i mediju (sSez6L, sSez6, sAPP) analizirana je
metodom Western blot. B, C) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa kvantificirani su
programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem Amidoblack bojom, te su
statisticki obradeni. Statisticka znaéajnost izracunata je statistickim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom:

*p<0,05. Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost = SD.

Slika 13. Utjecaj inhibicije proteaze BACE1 na razinu C-terminalnih odsje¢aka proteina APP u primarnim
kortikalnim neuronima miSeva NPC1. Primarni kortikalni neuroni izolirani su iz mladunaca postanalnog dana
0-1 (P0-P1), uzgajani su u kulturi ukupno 14 dana. Dvanaesti dan u kulturi su tretirani inhibitorom C3 (2 uM,
48h). A) Razina C-terminalnih odsje¢aka proteina APP u stani¢nom lizatu analizirana je metodom Western blot.
B) Rezultati dobiveni metodom Western blot kvantificirani su programom Image J (NIH, SAD) i i normalizirani
prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem Amidoblack bojom, te su analizirani statistickim testom

ANOVA s Tukey's post hoc analizom *p<0,05. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.

Slika 14. Tretman inhibitorom proteaze BACE1 smanjuje kolokalizaciju proteina Sez6L i Sez6 s vezikulama
pozitivnim na bijeg ranih endosoma-EEAL. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca postnatalnog dana
0-1 (PO-P1) te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM). Nakon 48h
hipokampalni neuroni su fiksirani i obiljezeni specificnim antitijelima A) za protein Sez6L i biljeg ranih endosoma
EEAL, B) za protein Sez6 i biljeg ranih endosoma, EEA1. Obiljezeni neuroni su gledani konfokalnim laserskim

mikroskopom.
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Slika 15. Tretman inhibitorom proteaze BACE1 utjete na smjestaj i morfologiju ranih enodosoma u
primarnim hipokampalnim neuronima mi$eva NPC1. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca
postnatalnog dana 0-1 (PO-P1), te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM).
Nakon 48h hipokampalni neuroni su fiksirani i A) obiljeZeni specificnim antitijelom za biljeg ranih endosoma
EEA1. Obiljezeni neuroni su gledani konfokalnim laserskim mikroskopom. B) Veli¢ina EEA1 pozitivnih vezikula
u somi i neuritima netretiranih i inhibitorom BACEL1 tretiranih hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificirana
je u programu Image J. C) Broj EEAL1 pozitivnih vezikula manjih od 0.5 um? i veéih ili jednakih 0.5 pm?u somi i
neuritima netretiranih i inhibitorom BACEL tretiranih hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificiran je u
programu Image J. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost = SD, n= 30 stanica po grupi iz 3 nezavisna pokusa.

Statisti¢ka znacajnost izradunata je statistickim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom: *p<0,05, **p<0,01.

Slika 16. Tretman inhibitorom proteaze BACE1 ne utjefe na smjestaj i morfologiju lizosoma u primarnim
hipokampalnim neuronima miseva NPC1. Hipokampalni neuroni izolirani su iz mladunaca postnatalnog dana
0-1 (PO-P1), te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM). Nakon 48h
hipokampalni neuroni su fiksirani i A) obiljezeni specifi¢nim antitijelom za biljeg lizosoma LAMP1. Obiljezeni
neuroni su gledani konfokalnim laserskim mikroskopom. B) Veli¢ina LAMP1 pozitivnih vezikula u somi i
neuritima netretiranih i inhibitorom BACEL tretiranih hipokampalnih neurona wt i NPC1 kvantificirana je u
programu Image J. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + SD, n= 30 stanica po grupi iz 3 nezavisna pokusa.
Statisticka znacajnost izracunata je statistickim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom: *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001.

Slika 17. Inhibicija proteaze BACEL ne utjefe na razine proteina endolizosomalnog puta u primarnim
kortikalnim neuronima miSeva NPC1 i wt. Primarni kortikalni neuroni su izolirani iz mladunaca postanalnog
dana 0-1 (PO-P1), te su dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM, 48h). A)
Pripremljeni stani¢ni lizati analizirani su metodom Western blot na proteine endolizosomalnog puta- EEA1 (biljeg
ranih endosoma) i LAMPL (biljeg lizosoma). B) Rezultati dobiveni metodom Western blot u tri neovisna pokusa
kvantificirani su programom Image J i normalizirani prema ukupnoj razini proteina odredenoj bojanjem
Amidoblack bojom te analizirani statistiCkim testom ANOVA. Nije zabiljeZena statisticka znacajnost. Podatci iz

tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost + SD.

Slika 18. Imunocitokemijska analiza hiperfosofriliranog i ukupnog proteina tau u primarnim
hipokampalnim neuronima mi$eva NPC1 i wt tretiranim inhibitorom proteaze BACE1. Imunocitokemijska
analiza nije pokazala razlike u bojanju hiperfosforiliranog (PHF1) i ukupnog proteina tau (total tau) izmedu
neurona NPC1 i wt, kao ni razlike izmedu netretiranih neurona i neurona tretiranih inhibitorom proteaze BACE1-
C3 u miSevima NPC1 i wt. Hipokampalni neuroni su izolirani iz mladunaca postnatalnog dana 0-1 (P0-P1) te su
dvanaesti dan u kulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM). Nakon 48h hipokampalni neuroni su
fiksirani i obiljezeni specificnim antitijelima za proteine PHFI i total tau. Obiljezeni neuroni su gledani

konfokalnim laserskim mikroskopom.

Slika 19. Imunocitokemijska analiza hiperfosfofriliranog i ukupnog proteina tau u primarnim
hipokampalnim neuronima miseva NPC1 i wt tretiranim inhibitorom proteaze BACE1. Imunocitokemijska
analiza nije pokazala razlike u bojanju hiperfosforiliranog (PHF1) i ukupnog proteina tau (total tau) izmedu

neurona NPC1 i wt, kao ni razlike izmedu netretiranih neurona i neurona tretiranih inhibitorom proteaze BACEI -
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C3 u miSevima NPC1 i wt. Hipokampalni neuroni su izolirani iz mladunaca postnatalnog dana 0-1 (P0-P1) te su
dvanaesti dan u Kkulturi tretirani inhibitorom proteaze BACE1-C3 (2uM). Nakon 48h hipokampalni neuroni su
fiksirani i obiljezeni specificnim antitijelima za proteine PHF1 i total tau. Obiljezeni neuroni su gledani

konfokalnim laserskim mikroskopom.

Slika 20. Tretman inhibitorom proteaze BACEl uzrokuje sniZenje neuroinflamacije u Kkortiko-
hipokampalnim rezovima mozgova miSeva NPC1. Kortiko-hipokampalni rezovi su uzgajani u kulturi 21 dan
nakon &ega su tretirani innhibitorom proteaze BACE 1-C3 (2uM). Nakon 96 h rezovi mozgova su fiksirani i
obiljeZeni specifiénim antitijelima za biljeg astrocita- GFAP i biljeg aktiviranih mikroglija- CD68 i gledani
konfokalnim laserskim mikroskopom. Prikazane su mozdane regije A) kora velikog mozga i B) CA3 regija
hipokampusa. C) Rezultati dobiveni imunohistokemijskom analizom CD68 pozitivnih stanica kvantificirani su u
programu Image J. Statisti¢ka znaCajnost izra¢unata je statisti¢kim testom ANOVA s Tukey's post hoc analizom:

*p<0,05; **p<0,01. Podatci iz tri nezavisna pokusa prikazani su kao srednja vrijednost = SD.

Slika 21. Prikaz karakteristicnih prstenova dobivenih frakcioniranjem endolizosoma metodom
ultracentrifugiranja u diskontinuiranom gradijentu saharoze. Mozdane regije hipokampusa i malog mozga
miseva wt i NPC1 su homogenizirane, a dobiveni PNS je razdvojen u diskontinuiranom gradijentu saharoze (8%,
25%, 35% i 40,6%-tne otopine saharoze). Prstenovi predstavljaju nakupljanje pojedinih organela koje su iste
gustoca kao gustoca pojedine medufaze izmedu otopina saharoze: 1. prsten izmedu 8%-tne i 25%-tne otopine
saharoze- kasni endosomi/lizosomi, 2. prsten izmedu 25%-tne i 35%-tne otopine saharoze- rani endosomi, 3. prsten
izmedu 35%-tne i 40,6%-tne otopine saharoze- teska frakcija koja sadrzi organele endoplazmatskog retikuluma i

Golgijevog aparata.

Slika 22. Slobodni kolesterol se nakuplja u frakcijama kasnih endosoma/lizosoma u malog mozgu i
hipokampusu 4 tjedna starih miSeva wt i NPC1. U frakciji kasnih endosoma/lizosoma (LE, 1. prsten), ranih
endosoma (EE, 2.prsten) i teSkoj frakciji (HF, 3. prsten) izmjerena je koncentracija slobodnog kolesterola
komercijalno dostupnim kompletom Amplex Red Choleserol Assay te je izrazena kao omjer koncentracije

slobodnog kolesterola i koncentracije proteina u frakcijama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD.

Slika 23. Raspodjela i razina biljega endolizosomalnog puta promijenjena je u endolizosomskim frakcijama
malog mozga 4 tjedna starih miseva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom
gradijentu gustoée saharoze dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom
Western blot. Frakcije su oznaene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnih
endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4 i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-tesku frakciju (3. prsten). A)
Metodom Western blot analizirani su proteinski biljezi kasnih endosoma (Rab7), lizosoma (LAMP1) i ranih
endosoma (EEAL). B) Graficki prikazi kvantificiranih proteinskih signala Rab7, LAMP1 i EEA1 u svakoj frakciji

izmedu miseva wt i NPCI, dobiveni kvantificiranjem signala programom Image J.

Slika 24. Raspodjela i razina supstrata BACE1 u endolizosomskim frakcijama malog mozga 4 tjedna starih
miSeva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom gradijentu gustoce saharoze
dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom Western blot. Frakcije su
oznacene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnih endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4

i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-tesku frakciju (3. prsten). A) Metodom Western blot analizirani su
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supstrati BACEL- proteini Sez6L, Sez6, APP te proteaza BACEL. B) Grafi¢ki prikazi kvantificiranih proteinskih
signala Sez6L, Sez6, APP i BACE1 u svakoj frakciji izmedu miseva wt i NPC1, dobiveni kvantificiranjem signala

programom Image J.

Slika 25. Raspodjela i razina biljega endolizosomalnog puta promijenjena je u endolizosomskim frakcijama
hipokampusa 4 tjedna starih miSeva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom
gradijentu gustoce saharoze dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom
Western blot. Frakcije su oznafene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnih
endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4 i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-tesku frakciju (3. prsten). A)
Metodom Western blot analizirani su proteinski biljezi kasnih endosoma (Rab7), lizosoma (LAMP1) i ranih
endosoma (EEA1). B) Graficki prikazi kvantificiranih proteinskih signala Rab7, LAMP1 i EEA1 u svakoj frakciji

izmedu miseva wt i NPC1, dobiveni kvantificiranjem signala programom Image J.

Slika 26. Raspodjela i razina supstrata BACE1L u endolizosomskim frakcijama hipokampusa 4 tjedna starih
miSeva NPC1 u odnosu na wt. Nakon ultracentirfugiranja u diskontinuiranom gradijentu gustoée saharoze
dvanaest frakcija (po 1 ml) sakupljeno je s vrha gradijenta i analizirano metodom Western blot. Frakcije su
oznacene brojevima od 1-12. Frakcije 1 i 2 predstavljaju frakcije kasnhih endosoma/lizosoma (1. prsten), frakcije 4
i 5-rane endosome (2. prsten) i frakcija 9-teSku frakciju (3. prsten). A) Metodom Western blot analizirani su
supstrati enzima BACEL- proteini Sez6L, Sez6, APP i proteaza BACEI. B) Grafi¢ki prikazi kvantificiranih
proteinskih signala Sez6L, Sez6, APP i BACE1 izmedu miseva wt i NPC1, dobiveni kvantificiranjem signala

programom Image J.

Slika 27. Ukupna koli¢ina lipida u malom mozgu i hipokampusa 4 tjedna starih miSeva wt i NPC1. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost tri bioloSka replikata + SD. Dobivene vrijednosti analizirane su

neparametrijskim Kruskall-Wallis testom i nisu uocene statisticki znacajne razlike.

Slika 28. Lipidni sastav malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih miSeva NPC1 i wt. Koli¢ina pojedinog
lipidnog razreda je normalizirana na ukupnu koli¢inu lipida u pripadaju¢em uzorku i izrazena je kao postotak lipida

u uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri bioloska replikata = SD.

Slika 29. Analiza lipidnih razreda u malom mozgu i hipokampusu 4 tjedna starih miseva wt i NPCI1.
Analizirani lipidni razredi su prikazani po kategorijama A) fosfoilipidi, B) glicerolipidi, C) sfingolipidi. Lipidni
razred je naveden iznad svakog grafa. Koli¢ina pojedinog lipidnog razreda je normalizirana na ukupnu koli¢inu
lipida u pripadaju¢em uzorku i izrazena je kao postotak lipida u uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost tri bioloSka replikata + SD. Dobivene vrijednosti analizirane su neparametrijskim Kruskall-Wallis

testom a Dunn's post hoc testom su utvrdene statisticki zna¢ajne razlike, *p<0,05.

Slika 30. Ukupna koli¢ina lipida u frakciji ranih endosoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih
miSeva wt i NPC1. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dva bioloska replikata + SD. Dobivene vrijednosti

analizirane su neparametrijskim Kruskall-Wallis testom i nisu uocene statisticki zna¢ajne razlike.

Slika 31. Lipidni sastav frakcija ranih endosoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih miseva NPC1
i wt. Koli¢ina pojedinog lipidnog razreda je normalizirana na ukupnu koli¢inu lipida u pripadaju¢em uzorku i

izrazena je kao postotak lipida u uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dva bioloska replikata + SD.
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Slika 32. Analiza lipidnih razreda u frakcijama ranih endosoma malog mozga i hipokampusa 4 tjedna starih
miSeva wt i NPC1. Analizirani lipidni razredi su prikazani po kategorijama A) fosfoilipidi, B) glicerolipidi, C)
sfingolipidi. Lipidni razred je naveden iznad svakog grafa. Koli¢ina pojedinog lipidnog razreda je normalizirana
prema ukupnoj koli¢ini lipida u pripadajuéem uzorku i izrazena je kao postotak lipida u uzorku. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost dva bioloska replikata + SD. Dobivene vrijednosti analizirane su neparametrijskim

Kruskall-Wallis testom i nisu uoCene statisti¢ki zna¢ajne razlike.
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