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Popis kratica i pokrata:

PB - Parkinsonova bolest

Gl - gastrointestinalni

a$S - alfa-sinuklein

DAPI - 4’,6-diamidino-2-phenylindole

HIIM - Hrvatski institut za istrazivanje mozga

ktr - kontrola

OB - olfaktorni bulbus

SN - substantia nigra

DMV - dorzalha motorna jezgra vagusa

AV - autofagna vakuola

ALP - autofagolizosomski put

UPS - ubikvitin-proteasomski sustav

CAS-3 - kaspaza 3

PAMP - eng. pathogen associated molecular patterns

DAMP - eng. damage associated molecular patterns

TLR - eng. toll like receptor

MAP2 - eng. microtubule-associated protein 2

GFAP - eng. Glial fibrillary acidic protein

PSD95 - postsynaptic density protein 95

EZS (eng. ENS) - enteri¢ki Zivéani sustav (eng. enteric nervous system)
AB - amiloid beta

NAC - neamiloidna komponenta (eng. nonamyloid component)
PBS - fosfatima puferirana fizioloSka otopina (eng. phosphate buffered saline)

PBST - fosfatima puferirana fizioloSka otopina s dodatkom tritona



ddH20 - duplo destilirana voda

DBS - eng. deep brain stimulation

NGS - obi¢ni kozji serum (eng. normal goat serum)
LN - Lewijevi neuriti

LT - Lewijeva tjeleSca

3R - eng. Replacement, Reduction and Refinement
DNK - deoksiribonukleinska kiselina

Ms - miSji (eng. mouse)
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Sazetak:

KARAKTERIZACIJA PRIJENOSA ALFA-SINUKLEINA U PROBAVNOM SUSTAVU, Pavel

Markovi¢

Sve viSe dokaza upuéuje na probavni sustav kao vazan etiopatogenetski &imbenik u
Parkinsonovoj bolesti (PB). Simptomi vezani uz probavni sustav prevalentni su i javljaju se u
prodromalnom stadiju bolesti, a patoloski agregati alfa sinukleina (aS) u enteri¢kom Zivéanom
sustavu (EZS) opisani su prije nakupljanja u mozgu. Bakterijski i prehrambeni sinukleini mogli
bi biti vazan pokreta¢ agregacije aS-a u EZS-u, medutim, u ovom trenutku apsorpcija i
translokacija luminalnog aS-a jo$ uvijek nije istrazena. Cilj ovog diplomskog rada bio je
postaviti i validirati ex vivo model translokacije luminalnog aS-a kroz probavnu sluznicu misa i
Stakora te ispitati mehanizme translokacije. IstraZivanja provedena u okviru ovog diplomskog
rada pokazala su da ex vivo inkubacija fluorescentno obiljeZzenog aS-a s probavnom sluznicom
moze posluZiti kao vrijedan model za prou€avanje patofizioloSkih mehanizama povezanih sa
sinukleinopatijama. Nakon luminalnog izlaganja, egzogeni aS u najveéoj mjeri nalazi se u
epitelnim stanicama (uklju€ujuci i epitelne stanice odljustene u lumen). Nakon toga, luminalni
aS nakuplja se stanicama koje izrazavaju biljege enteroendokrinih stanica i ziv€anih stanica,
a najvazniji originalni doprinos ovog diplomskog rada je nakupljanje aS-a u enteroglijalnim
stanicama $to do ovog trenutka nije opisano u literaturi. Radni model postavljen na temelju
provedenog istrazivanja pretpostavlja translokaciju luminalnog aS kroz stanice probavnog
epitela nakon ¢ega dolazi do nakupljanja u nastavcima ziv€anih i enteroglijalnih stanica koje
bi mogle biti kljuéni posrednici u prijenosu do spletova EZS-a. Razumijevanje prijenosa aS-a
u probavnom sustavu moglo bi doprinijeti razvoju novih ciljanih terapija koje bi mogle sprijeiti

nastanak i usporiti napredovanje PB-a.

Kljune rijeci: Alfa-sinuklein, Parkinsonova bolest, Gartrointestinalni trakt, ex vivo model



Summary

CHARACTERIZATION OF ALPHA-SYNUCLEIN TRANSPORT IN THE DIGESTIVE
SYSTEM, Pavel Markovi¢

There is increasing evidence pointing to the digestive system as a key etiopathogenetic factor
in Parkinson's disease (PD). Gastrointestinal symptoms are prevalent and occur during the
prodromal stage of the disease, and pathological aggregates of alpha-synuclein (aS) in the
enteric nervous system (ENS) have been observed before their accumulation in the brain.
Bacterial and dietary synucleins could be important triggers for aS aggregation in the ENS;
however, the absorption and translocation of luminal aS have not yet been thoroughly
investigated. The aim of this thesis was to establish and validate an ex vivo model of luminal
aS translocation through the digestive mucosa of mice and rats, and to examine the
mechanisms of this translocation. The studies conducted as part of this thesis demonstrated
that ex vivo incubation of fluorescently labeled aS with the digestive mucosa can serve as a
valuable model for studying pathophysiological mechanisms related to synucleinopathies.
Following luminal exposure, exogenous aS was predominantly found in epithelial cells
(including epithelial cells shed into the lumen). Subsequently, luminal aS accumulates in cells
expressing markers of enteroendocrine and neuronal cells. The most significant original
contribution of this thesis is the accumulation of aS in enteroglial cells, a finding that has not
been previously described in the literature. The working model proposed based on this
research suggests the translocation of luminal aS through digestive epithelial cells, followed
by accumulation in the extensions of neuronal and enteroglial cells, which could be key
mediators in the transfer to ENS networks. Understanding the translocation of aS in the
digestive system could contribute to the development of novel targeted therapies that may

prevent the onset and slow the progression of PD.

Keywords: Alpha-synuclein, Parkinson disease, Gastrointestinal tract, Ex vivo model



1 Uvod

Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest (PB) progresivha je neurodegenerativha bolest uslijed koje uz
unutarstaniéno nakupljanje agregata alfa-sinukleina (aS) dolazi do odumiranja
dopaminergi¢kih neurona u crnoj tvari (lat. substantia nigra (SN))(1,2). Napredovanjem
degenerativnih ostecenja dolazi do praznjenja zaliha strijatalnog dopamina koji je nuzan za
pravilnu funkciju bazalnih ganglija te izvodenje finih motorickih kretnji(1). Neurotransmiterski
disbalans u neuronskim krugovima bazalnih ganglija uzrokuje pojavu karakteristicnih
simptoma motoriCke disfunkcije (npr. tremor, bradikinezija, ukolenost, posturalna
nestabilnost) koji znaajno naruSavaju kvalitetu Zivota oboljelih (1). Uz motoriCke simptome
javljaju se i brojni nemotoriCki simptomi koji ukljuCuju poremecaje spavanja, depresiju,
anksioznost, smanjen osjet njuha te narusenu funkciju gastrointestinalnog (Gl) sustava koja
se ocCituje pojavom disfagi¢nih tegoba, konstipacijom te zakasnjelim i otezanim praznjenjem
Zeluca. NemotoriCki simptomi, posebno oni koji zahvac¢aju probavni sustav, mogu se javiti i
viSe desetaka godina prije nastupa prepoznatljivih poremecaja pokreta i postavljanja dijagnoze
(1). Prema dosadas$njim spoznajama PB je podijelien na 3 faze: (i) pretkliniCku u kojoj
nastupaju prve patofizioloSke promjene te jo$ nije doslo do razvoja simptoma, (ii) prodromalnu
u kojoj se pojavljuju prvi simptomi i znakovi koji medutim nisu dovoljni za postavljanje dijagnoze
i (iii) klinicku u kojoj se javljaju jasni motoriCki simptomi te se postavlja dijagnoza bolesti (3—
5).Trenutno se dijagnoza PB-a temelji na klini¢koj procjeni karakteristi¢nih poremecaja pokreta
koji su vidljivi tek u fazi uznapredovale degeneracije zdruzene s nepovratnim ispadom funkcije
(2,6-8). Bolja interpretacija prodromalnih znakova te nove slikovne dijagnostiCke metode
mogle bi pomoéi u razvijanju kriterija za postavljanje dijagnoze bolesti u ranijoj, prodromalnoj
fazi (1). Ranija dijagnostika te nove terapijske metode mogle bi uvelike promijeniti tijek bolesti.
Trenutno su najéeSce farmakoloSke mjere usmjerene na nadoknadu ili povecanje
koncentracije dopamina te nefarmakoloSke intervencije usmjerene na stimulaciju mozdanih
jezgara dubokom mozgovnom stimulacijom (eng. deep brain stimulation; DBS) ili usmjerenim
ultrazvu€nim valovima. Navedeni postupci lije€enja vrlo efikasno kontroliraju simptome bolesti
i zna€ajno podiZu kvalitetu Zivota, medutim, ove metode ne lijeCe samu bolest niti utjeCu na
progresiju. Terapijske metode za koje se vjerovalo da bi mogle utjecati na progresiju bolesti
zasad nisu pokazale zadovoljavaju¢e rezultate, medutim, nova istrazivanje usmjerena na
otkrivanje etiopatogenetske podloge bolesti otkrivaju sve viSe potencijalnih meta za razvoj
novih obecavajucih terapija (6). Razjasnjavanje etiopatogeneze bolesti moglo bi omoguciti ne

samo otkrivanje novih terapijskih meta vec i postaviti temelje za razvoj dijagnosti¢kih metoda



usmjerenih na pretkliniCku (reverzibilnu) fazu bolesti. U otkrivanju potencijalnog okida¢a ove
kompleksne patofiziolo8ke kaskade bitho je obratiti paznju na postojanje prodromalnih
znakova koji zahvacaju Gl i olfaktorni sustav jer bi oni mogli ukazivati na Sirenje patoloskih
procesa iz ovih anatomskih regija. Na temelju prou¢avanja postmortalnih uzoraka mozdanog
tkiva oboljelih od PB-a, Braak je opisao rane patoloSke promjene dorzalne motori¢ke jezgre
vagusa (DMV) i prednje olfaktorne jezgre (2). Na temelju navedenih zapazZanja Braak je
postavio hipotezu da bi retrogradno transneuralno Sirenje patogena iz njusnog i Gl sustava
moglo biti okida€ za daljnji razvoj bolest u mozgu (7). Ovu teoriju Braak je kasnije dodatno
potkrijepio otkrivanjem nakupina aS u mijenteriCkom i submukoznom ziv€anom pleksusu tkiva
Zeluca oboljelih od PB-a (8). Osim spomenute aS hipoteze nastanka PB-a, na koju je usmjeren
i ovaj diplomski rad, postavljene su i brojne druge hipoteze mogucéeg nastanka bolesti.
Alternativne hipoteze nastanka PB-a temelie se na dosadasnjim spoznajama o
patohistoloSkim promjenama, popratnim simptomima i komorbiditetima vezanim uz PB te
genetske i okoliSne zastitne i rizicne ¢imbenike. Prema tim hipotezama patogeneza PB-a
ukljuCuje viSe puteva i mehanizama medu kojima su poremecena funkcija mitohondrija,
lizosoma, aksonskog transporta, oksidativni stres, dishomeostaza kalcija i neuroinflamacija
(1,6). Navedeni poremecaji u 5-10% slu€ajeva u podlozi imaju jasan genetski uzrok, a takav
oblik bolesti €esto je povezan i s javljanjem simptoma i znakova prije pedesete godine Zivota.
Uzrok nastanka bolesti u preostalim slu€ajevima jo$ uvijek nije razjasnjen, a sve viSe dokaza
upucuje da toksi¢no djelovanje patoloskih nakupina aS-a igra klju¢nu ulogu (1,8-10).
RazjaSnjavanju pitanja kako i zasto dolazi do prekomjernog nakupljanja aS-a pokusat ¢e
pridonijeti i ovaj diplomski rad koji prou¢ava apsorpciju i transluminalni prijenos aS-a u

probavnom sustavu.
Alfa-sinuklein

Otkad je 1997. otkrivena poveznica mutacije u SNCA genu za oS i pojave PB-a, otkrivanje
funkcije i uloge ovog proteina ostalo je u fokusu istrazivanja etiopatogeneze i patofiziologije
bolesti (11). Osim u PB-u smatra se da aS igra bitnu ulogu u nastanku brojnih drugih
neuroloskih bolesti kao $to su demencija s Lewijevim tjeleScima, Alzheimerova bolest i
esencijalni tremor (12). Kod oboljelih patoloSske nakupine aS-a pronadene su u brojnim
regijama mozga kao Sto su SN, locus coeruleus, nucleus raphe, DMV, olfaktorni bulbus,

talamus, amigdala pa ¢ak i neokorteks (2).

aS pripada u skupinu malih, topivih sinukleinskih proteina te se razlikuje od y i 8 sinukleina po
svojoj ne-amiloid-B (AB) komponenti (eng. non-amyloid-B component; NAC), koju karakterizira
potencijal za stvaranje beta ploa (12,13). FizioloSki, aS se predominantno nalazi u

presinaptickim zavrSetcima neurona gdje igra bithu ulogu u vezikularnom transportu



neurotransmitora sudjeluju¢i u formiranju SNARE kompleksa preko interakcije sa
sinaptobrevinom-2 (12,14). Osim u ziv€anom sustavu pronaden je u krvi gdje njegova uloga
jos nije razjadnjena. Najveci udio aS-a nalazi se u crvenim krvnim stanicama (>99%), a ostatak
je raspaodijeljen u plazmi, trombocitima i mononuklearnim stanicama (15). aS se normalno
nalazi u monomernoj nesmotanoj formi, medutim, kontaktom s fosfolipidnom membranom
poprima alfa-helikalnu strukturu i povezuje se u multimere koji predstavljaju funkcionalni oblik
proteina (16). Mehanizam kojim nastanak multimera na vezikularnoj membrani utje€e na
formiranje SNARE kompleksa jo$ nije u potpunosti razjasnjen, ali moguce je da je u€inak aS-
a posredovan priblizavanjem molekula sinaptobrevina-2 koje se tako lokalno koncentriraju na
membrani (16). Monomerna i multimerne forme proteina u konstantnoj su dinamickoj izmjeni
te poremecaji u odrzavanju ravnoteze izmedu tih oblika mogu potaknuti razvoj bolesti (17,18).
Osim toga, odredena patolo$ka zbivanja mogu dovesti do konformacijskih promjena proteina
te se uz formiranje beta plo¢a stvaraju toksicni oligomeri i fibrili koji izlaze iz presinapti¢kih
zavrSetaka SireCi se duz neurona, ali i ekstracelularno (19). Smatra se da fibrili aS-a sami po
sebi nemaju toksi¢ne ucinke, medutim imaju tendenciju otpustanja oligomera cije je Stetno
djelovanje usmjereno na mnoge stani¢ne procese kao §to su vezikularni transport, funkcije
mitohondrija, staniche membrane, endoplazmatskog retikuluma, Golgijevih tijela, lizosoma i
jezgre §to u konacnici dovodi do apoptoze (19-24) Agregirani oblici aS-a kakve nalazimo u
Lewijevim neuritima (LN) i Lewijevim tjeleScima (LT) ometaju funkciju i transport endosoma i
autofagolizosoma dok je aksonalni transport o€uvan (25). Tetramerna forma proteina smatra
se netoksiCnom i rezistentnom na agregaciju te bi stabilizacija aS-a u tom obliku mogla
sprijeciti nastanak agregata. Medutim, opisano je da u odredenim uvjetima i ova forma proteina
postaje sklona agregiranju (17,26). Osim u mozgu, patoloske nakupine aS-a pronadene suiu
probavnom sustavu $to bi mogla biti posljedica neprestane izlozenosti Gl sustava stranim
tvarima iz okoliSa (8). Postoje razvijeni in vitro i in vivo modeli koji potiCu agregaciju amiloida
promjenom pH, zagrijavanjem i pove¢anim oksidativnim stresom oponasajuéi tako uvjete koji
bi mogli biti okidaci agregacije aS-a u probavnom sustavu (27-31). Osim endogene sinteze ne
moze se u potpunosti isklju€iti egzogeno podrijetlo aS-a koji bi u organizam mogao uéi iz
lumena probavne cijevi te se nakon toga Siriti prema srediSnjem ziv€éanom sustavu. Prionsko
Sirenje aS-a kroz tkiva opisano je u brojnim istrazivanjima, medutim, jo$ ni jedna studija nije
opisala takvo Sirenje iz lumena crijeva (32-35). Dokazano je da postoje znacajne koli¢ine aS-
a u hrani zivotinjskog porijekla, a sli¢an protein postoji ¢ak i u biljnim namirnicama (36). Osim
toga, mikrobiota mogla bi igrati bithu ulogu u prijenosu i agregaciji aS-a neposrednom
modulacijom proteina i poticanjem njegovog nakupljanja u heteroagregatima s bakterijskim
amiloidima (36-38). Extracelularni oligomerni i fibrilarni oblici aS-a ulaze u stanice
endocitozom gdje su vecinski razgradeni lizosomima dok monomeri slobodno difundiraju kroz

stanice ovisno o koncentracijskom gradijentu (32). Preoptereé¢enjem stani¢nih mehanizama za
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razgradnju ili uklanjanje viska aS-a dolazi do staniénog ostec¢enja posredovanog toksi¢nim
fibrilima i oligomerima. Jednom formirane fibrilarne strukture mogu se Siriti organizmom te
sluziti kao srediSta agregacije fizioloSki prisuthnog endogenog sinukleina postavljajuéi tako
temelje za kaskadno Sirenje sinukleinske patologije (31,39). Sinergisticko djelovanje
endogenog i egzogenog, apsorbiranog sinukleina moglo bi predstavljati vazan patofiziolo3ki
proces povezan s nastankom PB-a. Kombinirane terapijske metode usmjerene na
apsorpcijske mehanizme zajedno s djelovanjem na toksi¢ne oblike sinukleina koji su vec u
organizmu mogle bi bitno promijeniti uspjednost lijeCenja, a neke usmjerene na kontrolu
strukture ve¢ su u razvoju, medutim njihova ucinkovitost i sigurnost jo§ mora biti dokazana
(40-44).

Probavni sustav u Parkinsonovoj bolesti

Uloga Gl sustava u razvoju PB-a u novije vrijeme postaje sve atraktivnija tema istrazivanja te
sve vise dokaza upuduje da probavni sustav ima bitnu ulogu u nastanku bolesti. Odavno je
poznato da se simptomi poremecene funkcije probavnog sustava javljaju uz PB, ali zanimljiva
je Cinjenica da se onijavljaju i do 20 godina prije poCetka same bolesti Eemu se do postavljanja
Braakove hipoteze pridavalo malo paznje. Nedavno objavljeni sistemski pregled i meta analiza
dokazuju jasnu povezanost probavnih simptoma s nastankom Parkinsonove i Alzheimerove
bolesti te pruzaju dodatne dokaze da bi rana patofizioloSka zbivanja u ovim
neurodegenerativnim bolestima mogla biti povezana s probavnim sustavom (1,7,45,46).
Crijevna sluznica neprestano je izloZzena stranim tvarima koje mogu biti blagotvorne (npr.
nutrijenti) ili potencijalno Stetne (npr. toksini i patogeni mikroorganizmi). Odrzavanje
organizacije istovremene apsorpcije hranjivih tvari i sprie€avanja prodora toksina i patogena
vrlo je zahtjevan bioloSki zadatak podlozan propustima (47—49). U normalnim uvjetima crijevna
barijera i imunolo$ki sustav te uravnoteZzena mikrobiota vrlo uspjesno Stite organizam od
prodora patogena, medutim, u uvjetima preoptereéenosti ili oStecenja strukturnog i/ili
funkcionalnog integriteta moze doéi do proboja obrambene barijere. Stanja u kojima dolazi do
povecéane propusnosti crijevne sluznice (eng. leaky gut) kao $to su sindrom iritabilnog crijeva,
upalne bolesti crijeva, infekcije H. pylori ili prerastanje bakterija u tankom crijeva povezane su
s povecanim rizikom za obolijevanje od neurodegenerativnih bolesti (45,50). Jedna od
potencijalno Stetnih molekula koja bi probojem crijevne barijere mogla uéi u organizam iz
lumena probavne cijevi je aS koji se nalazi u vecini zivotinjskih namirnica. Vazno je napomenuti
da je aS zZivotinjskog porijekla strukturno identi¢an aS-u nastalom A53T mutacijom ljudskog
proteina koja je povezana s ranijim obolijevanjem i pove¢anom incidencijom PB-a (35,42).

Nakupljanje aS-a u dubokim strukturama probavne sluznice poput Ziv€anih pleksusa vec¢ je



opisano u literaturi, medutim, u ovom trenutku joS nije poznato postoji li moguénost
translokacije aS-a kroz crijevnu barijeru. Ukoliko je translokacija aS-a kroz intaktnu ili oste¢enu
crijevnu barijeru moguca postavlja se pitanje koje stanice probavnog sustava su povezane s
ovim procesom. Braakova hipoteza pretpostavlja moguénost transneuronalnog Sirenja
patogena iz probavnog sustava putem Zivca vagusa $to podupiru obdukcijski nalazi patoloskih
nakupina aS-a u mijenteri¢kom i submukoznom pleksusu Zeluca te nakupine aS-a u motori¢koj
jezgri vagusa (2). Kim i suradnici pokazali su da ubrizgavanjem aS-a u miSic¢ni sloj crijevne
stijenke dolazi do Sirenja fibrila u DMV i razvoja motori¢kih deficita nalik na PB dok vagotomija
nakon ubrizgavanja sprjeCava Sirenje i razvoj simptoma $to podupire Braakovu hipotezu
(51). U ovom diplomskom radu pokuSao sam odgovoriti na pitanje mozZe li aS iz lumena
probavne cijevi do¢i do Ziv€anih pleksusa te koji tipovi stanica probavne sluznice sudjeluju u
translokaciji aS-a. Jedan od potencijalnih nacina Sirenja aS-a iz mukoze u dublje slojeve
crijevne stijenke je preko enteroendokrinih stanica koje su u neposrednom sinapti¢kom
kontaktu s crijevnim Zivcima. Ovakav tip prijenosa vec je pokazan za endogeno proizvedeni
aS (52,53), ali moguénost i nacin prijenosa egzogenog aS-a iz lumena crijeva u ovom trenutku

jos uvijek nije istrazen.



2 Hipoteza

Administracija aS-a u lumen probavne cijevi dovest ¢e do apsorpcije i Sirenja aS-a kroz tkivo.



3  Opéii specifiéni ciljevi

3.1 Opdicilj:

Ispitati prijenos aS-a u probavnom sustavu

3.2 Specifiéni ciljevi

1) Validirati ex vivo model miSje i Stakorske probavne vrece za intraluminalnu dostavu
aS-a
2) lIspitati tkivhu raspodjelu aS-a nakon intraluminalnog izlaganja sluznice u ex vivo

modelu

3) Okarakterizirati stani¢nu raspodjelu aS-a analizom preklapanja signala sa stani¢nim

billezima za Ziv€ane, enteroglijalne i enteroendokrine stanice



4  Materijali i metode

4.1 Kemikalije i reagensi

Tablica 1
Naziv Proizvoda¢ | Opis/sastav Upute za pripremu
PBS (eng. Pripremljen | 154,00 mM NaCl, 2,68mM Otopiti u ddH20
phosphate o0 na HIIM- | KCl,
buffered u 7,96mM NaHPO4, 1,47mM
saline) K2HPO4
Krebsov pufer | Pripremljen | 115 mM NacCl, 25 mM Soli otopiti u ddH20 najvise
o na HIIM- | NaHCO3, 2.4 mM K2HPO4, | 2 dana prije koriStenja
u 1.2mM CaCl2, 1.2 mM 10 mM glukoze dodati 1 h
MgClI2, 0.4 mM KH2PO4 prije koriStenja i prozraditi
10 mM glukoze karbogenom barem 30 min.
karbogen(95% 0O2; 5% CO2)
Otopina Eurogentec | rekombinantni ljudski aS, Otopiti u Krebsovom puferu
oznacenog aS- | , Anaspec, | monomer (GenBank ili PBS-u 0,1mg/mL
a SAD Accession # NP_000336)
eksprimiran i purificiran iz E.
coli i konjugiran s
fluorescentnom bojom
HiLyte™ Fluor 488. Zelena
fluorescencija:
Ekscitacija/Emisija valne
duljine= 490 nm/525 nm
Otopina Alexotech, | Rekombinantni ljudski aS, Otopiti u PBS-u
neoznadenog | Svedska monomer
aS-a




pufer za Pripremljen | 5% obi¢ni kozji serum (NGS; | Otopiti 5% NGS u PBST-u
blokiranje o na HIIM- | eng. normal goat serum)
u
PBST(0.25% Triton X-100 u
PBS-u)
Otopina za Invitrogen, | ReadyProbes™ mouse-on- Razrijediti u 1x radnu
blokiranje SAD mouse IgG blocking solution | otopinu (2 kapi u 2,5 mL
endogenog (30%) PBS)
vezanja kod
koristenja
misjih
primarnih
protutijela na
tkivu misa
otopina za Sigma- Fluoroshield otopina za na svako stakalce paZzljivo
poklapanje Aldrich, poklapanje s dodatkom 4°,6- | kapnuti 3-4 kapi, te poklopiti
SAD diamidino-2-fenilindol (DAPI) | pokrovnim stakalcem
Tablica 2

Imunohistokemijska bojenja

Primarno protutijelo | Konac¢na Sekundarno protutijelo Konacna
koncentracija koncentracija

Rb anti CAS3 1:400 anti Rb Alexa 555 1:700

Rb anti GFAP 1:400 anti Rb Alexa 555 1:700

Rb anti aS 1: 400 anti Rb Alexa 647 1:700

Rb anti PSD-95 1:400 anti Rb Alexa 555 1:700

Ms anti MAP2 1:800 anti Ms Alexa 555 1:1000

*jednaki volumeni primarnog Ms anti MAP2 1/400 i anti Ms 1/500 sekundarnog protutijela

pomijeSani su te zajedno inkubirani 1-2 h prije stavljanja na uzorak




Tablica 3

Histolo$ka bojanja

Vrsta bojanja Sastav Uputa za pripremu Opis bojanja
Alcian blue (Alcijan AB 8GX prah AB 8GX prah odlomak 4.6
plavo) (Sigma-Aldrich, (Sigma-Aldrich,
USA) USA) otopljen u 200
3% v/v octena mL 3% v/v octene
kiseline kiseline u destiliranoj
destilirana voda vodi kao 1% wl/v
otopina. Otopina je
filtrirana i pH je
podeSen na 2.5
Congo red (Congo otopina Congo red: Otopiti Congo red u | odlomak 4.6.

crveno) 0,5% Congo red otopini etanola te
prah filtrirati.
50% etanol
otopina KOH: Otopiti KOH u otopini
0,2% KOH etanola.
80% etanol
4.2 Zivotinje

Za potrebe ovog istrazivanja koristena su tkiva kontrolnih zivotinja koje su zrtvovane u sklopu

dvaju drugih istraZivanja na institutu.

421 Pokuslil

U pokusu su koristeni muzjaci C57BL6 miSeva (uzgoj HR-POK-006) u dobi 4 mjeseca. Sve
Zivotinje boravile su u kavezima u ventiliranom kabinetu specijaliziranom za uzgoj
laboratorijskih glodavaca (Noroit, Francuska) u standardnim uvjetima temperature i vlage, s

pravilnim izmjenama perioda svjetla i mraka (12/12 h) u licenciranoj nastambi za uzgoj i drzanje
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laboratorijskih Zivotinja (Hrvatski institut za istrazivanje mozga HR-POK-006). Standardna
hrana za glodavce i voda za pice bili su dostupni ad libitum. U dobi od 3 mjeseca, Zivotinje su
intracerebroventrikularo tretirane citratnim puferom podedenim na pH 4 (kontrola za model
Alzheimerove bolesti izazvan streptozotocinom (54)). Zivotinje su koristene u pokusu u skladu
s principima 3R (eng. Replacement, Reduction and Refinement) i europskom direktivom
2010/63/EU i regulativom EU2019/1010 s obzirom da experimentalni tretman originalnog

istraZivanja nije utjecao na predmet ispitivanja navedenog pokusa (55,56)

4.2.2 Pokus?2

U pokusu su koriSteni muzjaci Wistar Stakora (RccHan: WIST) u dobi od 4 mjeseca uzgojeni u
licenciranoj nastambi za uzgoj i drzanje laboratorijskih Zivotinja (Hrvatski institut za istrazivanje
mozga HR-POK-006).

Sve Zivotinje boravile su u kavezima (2-3 Stakora po kavezu) u standardnim uvjetima
temperature i vlage, s pravilnim izmjenama perioda svjetla i mraka (12/12 h) uz standardnu

hranu za glodavce i vodu dostupne ad libitum.

4.2.3 Eticke dopusnice:

Eksperimenti su provedeni u skladu s vazeéim institucionalnim (Medicinski fakultet, Sveuciliste
u Zagrebu), nacionalnim i medunarodnim smjernicama za uporabu eksperimentalnih zivotinja:
(1) Direktivom Europskog parlamenta i Vije¢a o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene
svrhe; (2) Hrvatskim Zakonom o zastiti zivotinja (NN 135/06); (3) Zakonom o izmjenama i
dopunama Zakona o zastiti zivotinja (NN 37/13); (4) Hrvatskim Zakonom o zastiti zivotinja (OG
102/17); (5) Smjernicama za skrb o zivotinjama u laboratorijskim postupcima ili drugim
znanstvenim svrhama (NN 55/13); (6) Smjernicama za postupke anestezije laboratorijskih
Zivotinja. Eksperimente je odobrilo nacionalno regulatorno tijelo, Ministarstvo poljoprivrede
Republike Hrvatske (misljenje EtiCkog povjerenstva (pokus 1. EP 384/2023; pokus 2:

394/2023)). Postupci provedeni na zivotinjama bili su u skladu s nacelima 3R.
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4.3 Eksperimentalni dizajn

Slika 1 shema pokusa a) Napravljena su dva poprec¢na reza kako bi se izvadila probavna
cijev zrtvovanog glodavca - jedan rez kroz distalni jednjak, a drugi kroz distalni rektum, zatim
su odredeni rezovi kako bi se odvojila probavna cijev na dvije regije - jednu iz koje ¢ée se uzimati
segmenti duodenuma, rezom kroz jejunum i jednu iz koje ée se uzimati segmenti debelog
crijeva i cekuma, rezom kroz distalni ileum. b) Podvezivanje segmenata probavne cijevi i
odjeljivanje rezovima kako bi se oblikovale zatvorene crijevne vrece, b1) Podvezivanje kolona
i cekuma, b2) Podvezivanje duodenuma c) Ubrizgavanje Krebsovog pufera (plava
otopinal/lijevo) u lumen crijevnih vre¢a kontrolne skupine, i oznatenog aS-a u aS skupine
(zelena otopina/desno) c1) Segmenti kolona c2) Segmenti cekuma, ¢3) Segmenti duodenuma,
d) Inkubacija crijevnih vre¢a u Krebsovom puferu prozracenom karbogenom tijekom 4 sata na
37 °C.

431 Pokuslil

KoriStena su tkiva 5 miSeva zrtvovanih za potrebe drugog eksperimentalnog istraZivanja
(TransADamis: Uloga transtiretina u leptomeningealnoj i cerebrovaskularnoj amiloidozi

povezanoj sa sporadichom Alzheimerovom bolesti i neuroprotektivni potencijal predlijeka
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tafamidisa koji prolazi krvno-mozdanu barijeru (Pfizer; voditeljica projekta: dr. sc. Ana Babic-
Perhog)). Zivotinje su eutanazirane intraperitonealnom primjenom otopine tiopental/diazepam
100/10 mg/kg. Nakon eutanazije izvadeno je tkivo probavne cijevi od Zeluca do rektuma te je
potom uronjeno u unaprijed pripremljeni Krebsov pufer prozraden plinskom mjedavinom
Carbogen (95% O3; 5% CO,) i zagrijan na 37°C. Probavna cijev je potom podvezana koncem
tako da odjeli duodenum na dva odjeljka po 2 cm (Slika 1). Tkivo kolona obradeno je istim
postupkom, cekum nije koriSten za ovaj pokus. Nakon podvezivanja odjeljci su fiziCki
razdvojeni rezovima i pripremljeni po metodi neizokrenute crijevne vreée (eng. non-everted gut
sac) (57) tako da &vorovi ostanu uz rub crijevnog segmenta odrzavajuéi lumen zatvorenim.
Crijevne vrecCe su podijeliene na nadin da za svaku vreéu izlozenu aS-u postoji anatomski

srodna kontrolna vreéa izloZzena samo vehikulu (Krebsov pufer).

Grupe su razdvojene u zasebne posude s Krebsovim puferom tako da svaka sadrzi po jedan
crijevni segment duodenuma i kolona svake zivotinje. Koristenjem inzulinskih Strcaljki u lumen
crijevnih segmenata ubrizgano je 20 pL otopine oS-a, a u kontrolne vreée istovjetnom
metodom dostavljen je isti volumen Krebsovog pufera nakon &ega je pokrenuto mjerenje
vremena. Nakon 4 sata inkubacije uklonjeni su ¢vorovi te je svaki komad tkiva prerezan je na
2 dijela. Polovica tkiva uklopliena je u vodotopivu polimerizacijsku smolu za rezanje na
kriostatu (Tissue-Tek® O.C.T., Sakura, Japan) na nacin da je prije zaledivanja lumen ispunjen
smolom pomoc¢u mikropipete kako bi se oCuvao fizioloSko stanje sluznice. Druga polovica
isprana je u Krebsovom puferu te zaledena u teku¢em dusiku. Sva tkiva pohranjena su na -20

°C do daljnjih postupaka.

4.3.2 Pokus?2

Koristena su tkiva 3 Stakora zrtvovana za potrebe drugog eksperimentalnog istrazivanja (AD-
INdiet: O prehrani ovisni uéinci intranazalnog inzulina na kogniciju u Stakorskom modelu
sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (Hrvatska zaklada za znanost; voditeljica projekta: prof. dr.
sc. Melita Salkovié-Petri§i¢). Zivotinje su eutanazirane intraperitonealnom primjenom otopine
tiopental/diazepam 100/10 mg/kg. Odmah nakon eutanazije tkivo probavne cijevi od zeluca do
rektuma uronjeno je u unaprijed pripremljeni Krebsov pufer koji je prozracen plinskom
mjesSavinom Carbogen (95% O2; 5% CO3) i zagrijan na 37°C. Probavna cijev je potom
podvezana koncem tako da odjeli duodenum na dva odjeljka po 2 cm (Slika 1). Isti je postupak
primijenjen za kolon i cekum (tkivo cekuma uzeto je iz samo 2 Zivotinje). Nakon podvezivanja
odjeljci su fizi€ki razdvojeni rezovima i pripremljeni po metodi neizokrenute crijevne vrece tako
da ¢vorovi ostanu uz rub crijevnog segmenta odrzavajuci lumen zatvorenim kao $to je opisano

ranije (57). Crijevne vrec¢e podijeljene su na dvije skupine na nacin da za svaku vrecu izlozenu
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aS-u postoji anatomski srodna kontrolna vreca izloZzena samo vehikulu (Krebsov pufer). Grupe
su razdvojene u zasebne posude s Krebsovim puferom tako da svaka sadrzi po jedan crijevni
segment duodenuma i kolona svake zivotinje te po jedan segment cekuma prve dvije Zivotinje).
Koristenjem inzulinskih Strcaljki u lumen crijevnih segmenata oS skupine ubrizgano je 30 yL
otopine aS-a, a u kontrolne vrece istovijethom metodom dostavljen je isti volumen Krebsovog
pufera nakon Cega je pokrenuto mjerenje vremena. Nakon 4 sata inkubacije uklonjeni su
Cvorovi te je svaki crijevni segment razdvojen na 2 dijela. Polovica tkiva uklopljena je u
vodotopivu polimerizacijsku smolu za rezanje na kriostatu (Tissue-Tek® O.C.T., Sakura,
Japan) na nacin da je prije zaledivanja lumen ispunjen smolom pomocu mikropipete kako bi
se ocCuvao fizioloSko stanje sluznice). Druga polovica isprana je u Krebsovom puferu te
zaledena u tekuc¢em duSiku. Sva tkiva pohranjena su na temperaturi od -20 °C do daljnjih

postupaka.

4.4 Priprema tkiva za analizu

Smrznute kocke tkiva ukloplienog u polimerizacijsku smolu narezane su na debljinu od 16 um
pomocu kriostata Leica CM1850 (Leica Biosystems Nussloch GmbH, SAD) kako bi se dobilo
nekoliko transverzalnih rezova probavne cijevi na svakom mikroskopskom stakalcu. Dobiveni
rezovi prebaceni su na mikroskopska stakalca s poja¢anim adhezivnim svojstvima (Superfrost
Plus™ Gold Adhesion, Epredia, SAD) te su osuSeni preko no¢i u mraku na sobnoj temperaturi.
Nakon suSenja tkiva su podvrgnuta histoloskim, imunoflorescencijskim i imunohistokemijskim

bojenjima.

4.5 Imunohistokemija

Ispiranje
Stakalca su prvo isprana 3x5 min u PBS-u.

Blokiranje epitopa za sprjecavanje nespecifi€nog vezanja

Na stakalca je mikropipetom naneseno 100 uL pufera za blokiranje (opisano u poglavlju 4.1)
te je stakalce prekriveno plasti€nom folijom kako bi se pufer ravnomjerno rasporedio i kako bi
se izbjeglo isusivanje. Prekrivena stakalca posloZena su u poklopljeni plasti¢ni spremnik s
vlaznim papirnatim ru¢nikom za odrzavanje vlaznosti i izbjegavanje isuSivanja. Tkivo je
inkubirano 1 h na sobnoj temperaturi u mraku. Visak pufera uklonjen je prislanjanjem uz

papirnati rucnik kako ne bi doSlo do razrjedivanja otopine primarnog protutijela.
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Blokiranje kod obiljezavanja miSjih epitopa pomoc¢u misjih primarnih protutijela

Nakon standardnog postupka blokiranja opisanog u prethodnom koraku, stakalca su isprana
3x5 min u PBS-u te je na njih pipetom naneseno 100 uL 1x mouse-on-mouse IgG radne
otopine (opisano u poglavlju 4.1). Tkivo je zasti¢eno plastiCnim folijama te je postavljeno u

vlazni spremnik tijekom 1 h na sobnoj temperaturi kao $to je opisano ranije.

Obiljezavanje misjih epitopa primarnim protutijelima iz drugih zivotinja

Tkivo je pokriveno sa 100 pL otopine zedjih primarnih protutijela koja su prethodno razrijedena
prema ranije opisanim koncentracijama (tablica 2) u 1% NGS u PBST-u. Ponovno su
postavljene plastiCne folije i vlazni ruénik te su stakalca ostavljena preko noéi na +4 °C u

mracnom prostoru.

Obiljezavanje misjih epitopa primarnim_protutijelima koja su proizvedena u misu

Jednaki volumeni otopina primarnog (1:400) i sekundarnog (1:500) protutijela su inkubirani
skupa 1-2 h na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je tkivo pokriveno sa 100 uL navedene otopine.
Postavljene su plasti¢ne folije i vlazni ruénik te su stakalca ostavljena preko noc¢i na +4°C u

mra¢nom prostoru.

Obiljezavanje primarnih protutijela sekundarnim protutijelima

Prije ovog koraka potrebno je isprati stakalca 3x5 min u PBS-u. KoriStena su sekundarna
protutijela specifitna za zedji Fc fragment IgG-a obiljezena fluoroforom Alexa Fluor® 555 (anti-
mouse IgG (H+L), Alexa Fluor® 555 Conjugate, Cell Signaling Technology, Inc., SAD)
razrijedena prema ranije opisanim koncentracijama (tablica 2) u 1% NGS u PBST-u. Pipetom
je naneseno 100 pL otopine, ponovno su postavljene plasti¢ne folije i vlazni ru¢nik te su
stakalca inkubirana 1h na sobnoj temperaturi u mraku. Kod koristenja misjih primarnih

protutijela na misjem tkivu ovaj korak se preskace.

Uzorci su isprani 3x5 min u PBS-u i te je naneseno 3 kapi otopine za poklapanje za oCuvanije
fluorescencije s dodatkom boje DAPI FluoromountG™ Mounting Medium with DAPI
(Invitrogen, SAD). Stakalca su osus$ena na sobnoj temperaturi u mraku nakon €ega su

pohranjena na +4 °C do analize.

4.6 Histologija

Congo red bojenje

Nakon ispiranje stakalca su uronjena u otopinu Kongo crvenila (opisano u poglavlju 4.1)
tijekom 5 minuta. Tkivo je potom uronjeno u otopinu KOH na 10 sekundi nakon €ega je isprano

u destiliranoj vodi te pokriveno otopinom za poklapanje uz dodatak DAPI-ja.
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Alcian blue bojenje

Nakon ispiranja stakalca su uronjena u otopinu alcijanskog plavila na 15 minuta. Nakon
inkubacije stakalca su isprana u destiliranoj vodi i pokrivena otopinom za poklapanje uz
dodatak DAPI-ja.

4.7 Dot blot analiza vezanja protutijela na ve¢ fluoroforom oznadeni alfa-sinuklein

Na nitroceluloznu membranu naneseno je 2 uL otopine oznaCenog aS-a koncentracije 0,1
mg/mL, zatim je na istu membranu nanesena jednaka koli¢ina otopine neoznacenog aS-a
iste koncentracije pazeéi da se kapi ne dodiruju. Membrana je podvrgnuta istom postupku
kao prilikom imunohistokemije, nakon ¢ega je uslikana kamerom ChemiDoc MP Imaging
System (Bio-Rad, SAD) te su dobivene slike podvrgnute analizi intenziteta kolokalizacije

dobivenih signala na valnim duljinama 488 nm i 647 nm u programu Fiji (NIH, SAD).

4.8 Mikroskopija

4.8.1 Analiza uzoraka epifluorescencijskom mikroskopijom

Analiza signala dobivenog prethodno opisanim metodama imunofluorescencijskog bojenja
provedena je pomocu epifluorescencijskog mikroskopa Olympus BX51 i CellSens Dimensions
softvera (Olympus, Japan). Za analizu signala koristeni su setovi filtera U-MNU2 (ekscitacija:
365110 nm; emisija: dugopropusni filter > 420 nm), U-MNIB2 (ekscitacija: 480£20 nm; emisija:
dugopropusni filter >510 nm) te U-MWIG2 (ekscitacija: 535£30 nm; emisija: dugopropusni filter
>580 nm). Kod imunohistokemijskih bojenja kada su koriStena sekundarna protutijela
oznacena fluoroforom Alexa Fluor® 555 za analizu signala koriSten je U-MWIG2 filter dok je
kod uzoraka bez dodatnog bojenja taj filter koristio za razlikovanje signala aS-a od signala
endogene autofluorescencije i pozadinskog Suma. U-MNIB2 filter koriSten je za vizualizaciju
signala fluorofore HiLyte™ Fluor 488 na oznatenom aS-u, a U-MNU2 filter koriSten je za
vizualizaciju jezgri u kojima je u DNK interkalirana fluorofora DAPI. Uzorci su uslikani
koristenjem kamere na mikroskopu i CellSens Dimensions softvera za obradu slika. Svaki je
uzorak prvo uslikan na povecanju 4x, a zatim su reprezentativni dijelovi tkiva s dobro vidljivom
infiltracijom aS-a uslikani na ve¢im povecanjima. Anatomski istovjetne regije kontrolnih
uzoraka uslikane su na jednakim povecanjima i uz istovjetne postavke snimanja kako bi se

potvrdilo podrijetlo signala.
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4.8.2 Analiza uzoraka konfokalnim mikroskopom

Analiza signala konfokalnom mikroskopijom napravljena je koristeéi Olympus FV1000
mikroskop, za potrebe statisti¢kih analiza prikupljene su slike na povecéanjima 4x, 20x, 40x i
60x za koje je koridteno i imerzijsko ulje. Koristeni su objektivi (UplanSApo, 60x, 40x, 20x i 4X,
Olympus, Tokyo, Japan) te je za optimiziranje intenziteta signala i kvalitete slike koriSten FV10-
ASW softver i rezolucija od 1024 x 1024 piksela. Za praéenje Sirenja signala kroz dubinu
prereza snimljeni su nizovi slika s pomakom u Z osi (eng. Z-stack) te je razmak izmedu slika

prilagoden potrebama analize.

4.9 Analiza slika

Analiza slika radena je pomocu programskog paketa Fiji (NIH, USA). Analiza zdruZenosti
intenziteta u izdvojenim kanalima slika (procjena preklapanja signala) dobivenih
epifluorescencijskom i konfokalnom mikroskopijom provedeni su na razdvojenim kanalima
slika nakon optimizacije raspodjele signala uklanjanjem pozadinskog Suma. |z obradenih slika
generirane su matrice intenziteta koje su potom analizirane u programskom jeziku R.
Mikroskopske slike dobivene epifluorescencijskom i konfokalnom mikroskopijom obradene su
u Fiji-u kako bi se olakSala vizualizacija. Primjerice, kako bi se omogucila vizualizacija plavog
fluorescentnog signala DAPI-ja i plavog signala probavne sluzi obojane alcijanskim modrilom,

intenziteti plavog signala sluzi prevedeni su u intenzitete na ljubic¢astoj skali (slika 8).

49.1 Analiza vijabilnosti i integriteta tkiva

Analiza integriteta tkiva provedena je usporedbom mikroskopskih i makroskopskih promjena
tkiva crijevne vre¢e duodenuma i kolona nakon 4 sata inkubacije u ex vivo organskoj kupki, a
radena je na snimkama tkivnih presjeka dobivenih epiflorescencijskom mikroskopijom.
Promatrana je oc€uvanost kontinuiteta crijevne sluznice, ljustenje stanica, promjene u
kondenzaciji kromatina i oSte¢enja jezgara (slika 2, 3, 4, 5) koje upucuju na odumiranje tkiva
tijekom pokusa. Osim navedene analize napravljena je i imunohistokemijska analiza stanica
protutijelom na CAS-3 (slika 6), kojom su fluorescentno oznacene stanice u procesu apoptoze

te je izmjeren prosjeCan broj stanica u apoptozi po jedinici povrSine sluznice. Takoder
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histoloskim bojenjem istih uzoraka pomocu alcijanskog modrila napravljena je analiza mukusa
u mukozi i mukusa oslobodenog u lumen crijeva (slika 8b)) te je odnos prikazan grafi¢ki (slika
8a)). Radena je usporedba tkivnih presjeka duodenuma s tkivom kolona, te usporedba

kontrolne skupine s aS grupom istih crijevnih segmenta.

4.9.2 Analiza proSirenosti alfa-sinukleina u tkivu

Analiza prodiranja fluorescentno obiljezenog aS-a u tkivo provedena je segmentacijom regija
od interesa (luminalni sadrzaj, mukoza, submukoza, miSi¢ni sloj probavne cijevi) na
konfokalnim i epifluorescencijskim snimkama transverzalnih rezova probavne cijevi u
programu Fiji. Nakon segmentacije signala i uklanjanja pozadinskog Suma provedena je
diferencijalna analiza na nacin da je izraCunata integrirana gusto¢a signala po prosje¢noj
povrsini za svaku regiju od interesa. Signal je potom preracunat u relativni signal u odnosu na
ukupnu fluorescenciju aS-a po tkivnom segmentu te su udjeli prikazani stupCastim grafikonom

u programskom jeziku R.

4,10 Statisticka analiza

Statisti¢ka obrada podataka i vizualizacija provedeni su u programskom jeziku R (R-4.3.1).

Analiza aktivacije kaspaza provedena je postavljanjem mjesovitih linearnih regresijskih modela
pomocu paketa Ime4 kako bi se uzelo u obzir da su susjedni segmenti tkiva svake zivotinje
istovremeno bili podvrgnuti eksperimentalnom i kontrolnom tretmanu. Srednje vrijednosti
najmanijih kvadrata za tretmane i regije, 95% intervali pouzdanosti i p-vrijednosti izraCunati su

uz pomocu paketa emmeans.

Analiza preklapanja signala provedena je tako da su matrice intenziteta razdvojenih kanala
prvo prevedene u tablicni format nakon Cega je izraCunata korelacija intenziteta za svaki
pojedini piksel. Klasifikacija piksela provedena je odredivanjem grani¢nih intenziteta kako bi
se iz analize uklonio pozadinski Sum, a podaci su potom prikazani rasprSenim grafikonom uz
oznaCavanje klasificiranih signala na X i Y osi. U pojedinim analizama gdje je procijenjena
pripadnost piksela pojedinim skupinama (npr. a-sinuklein, GFAP ili preklapanje) podaci su
dodatno prikazani stup€astim grafikonom kako bi se vizualizirao broj piksela svrstan u svaku

skupinu.
Vizualizacija podataka provedena je pomoc¢u paketa ggplot2.
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5 Reazultati

5.1 Analiza integriteta tkiva nakon izlaganja sinukleinu u ex vivo modelu

U ovom eksperimentalnom istrazivanju koriStena su Ziva tkiva mi$je i Stakorske probavne cijevi
koja su izvadena iz Zivotinja netom nakon eutanazije. Kako bi se ocuvala vijabilnost
ekscidiranih segmenata tkiva za vrijeme eksperimenta dizajnirali smo ex vivo model kupke za
tkiva u svrhu simulacije fizioloSkih uvjeta. Za validaciju vijabilnosti tkiva uzeli smo u obzir
oCuvanje makroskopske strukture tkiva, promjene strukture jezgara, stupanj kondenzacije
kromatina i broj stanica u apoptozi. Vijabilnost tkiva odredena je s obzirom na Zivotinjsku vrstu
(Stakor i mis), anatomsku regiju (duodenum i kolon) te tretman (kontrolni tretman i izlaganje
aS-u).

5.1.1 Pokus1

U prvom pokusu koristeni su tkivni segmenti miSje probavne cijevi. Dizajn pokusa prikazan je
ranije (slika 1). Analizom anatomskih struktura na transverzalnim presjecima probavne cijevi
(slika 2) utvrdena je znatno bolja oCuvanost integriteta tkiva kolona u usporedbi s tkivom
duodenuma. Osteéenje tkiva najizrazenije je u mukozi, medutim, kod tkiva duodenuma to je
ostecenje znacajno izrazenije uz vidljiv gubitak stanica iz mukoznog sloja i brojne fragmente
odlomljenih crijevnih resica u lumenu. Tkivo kolona osim mjestimi¢nih blagih oStecenja
povrSinskog epitela ne pokazuje drugih promjena koje bi ometale daljnju analizu. Tkivo
duodenuma uz oste¢enja u mukozi pokazuje i promjene u submukozi i miSiénom sloju te je
daljnja analiza tkiva znatno otezana. Usporedba ocuvanosti struktura izmedu tkiva izlozenih
Krebsovom puferu naspram onih izlozenih aS-u ne pokazuje o€ite znacajne razlike. Analizom
stani¢nih jezgara na slikama dobivenim konfokalnom mikroskopijom (slika 3) utvrdena je
znacajna razlika u strukturi i kondenzaciji kromatina medu analiziranim anatomskim regijama.
U stanicama duodenuma vidljivo je pucanje jezgara i izlazak jezgrenog sadrzaja, a u jezgrama
koje nisu rupturirane izrazena je kondenzacija kromatina uz morfoloSke promjene koje upucuju
na proces apoptoze i dodatno govore u prilog odbacivanju uzoraka duodenuma u daljnjim
analizama. Jezgre kolona imaju uredno oCuvanu morfologiju bez patoloSke kondenzacije

kromatina.
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Slika 2 Prikaz oc¢uvanosti makroskopskog integriteta tkivnih struktura duodenuma i
kolona nakon 4 sata inkubacije u ex vivo organskoj kupki Fluorescencijski prikaz jezgara
na povecéanju 4x na misjim tkivima duodenuma i kolona dobiveni interkaliranjem DAPI-ja u
DNK. Raspored i oblik jezgara sluzi za prikaz anatomskih struktura tkiva i kao provjera
oCuvanosti integriteta stanica.

20



DAaRES

w’_.’ow/

Duodenum aS M

Kolon aS

Kolon ktr

Slika 3 Prikaz o€uvanosti integriteta jezgara i kondenzacije kromatina u stanicama
duodenuma i kolona misa nakon 4 sata inkubacije u ex vivo organskoj kupki
Fluorescencijski prikaz jezgara konfokalnom mikroskopijom na povecanju 60x na misjim
tkivima duodenuma i kolona dobiveni interkaliranjem DAPI-ja u DNK. Oblik jezgara i

kondenzacija kromatina u jezgrama pokazatelj su vijabilnosti stanica.

5.1.2 Pokus 2

U drugom pokusu koristeni su tkivni segmenti probavne cijevi Stakora, a nacin izvodenja
pokusa opisan je ranije (slika 1). Analizom anatomskih struktura na transverzalnim tkivnim
presjecima (slika 4) utvrdeno je da tkivo kolona u usporedbi s tkivom duodenuma pokazuje
znatno bolju oCuvanost. OStecenje tkiva najizrazenije je u mukozi, medutim, kod tkiva
duodenuma to je oStecenje znacajno vece uz vidljiv gubitak stanica iz mukoznog sloja i brojne
odlomljene fragmente crijevnih resica u lumenu. Tkivo kolona osim mijestimi¢nih blagih
oStecenja povrsinskog epitela ne pokazuje promjene koje bi ometale daljnju analizu tkiva.
Tkivo duodenuma uz oSteCenja mukoze pokazuje i promjene u submukozi i miSicnom sloju te
je daljnja analiza tkiva znatno otezana. Usporedba oCuvanosti struktura izmedu tkiva izlozenih
Krebsovom puferu naspram onih izloZenih aS-u ne pokazuje ocite razlike. Analizom stani¢nih

jezgara na slikama dobivenim konfokalnom mikroskopijom (slika 5) utvrdena je razlika u
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strukturi i kondenzaciji kromatina u duodenumu u usporedbi sa stanicama kolona. U stanicama
duodenuma vidljivo je pucanje jezgara i izlazak jezgrenog sadrzaja, a u jezgrama koje nisu
rupturirale izraZena je kondenzacija kromatina uz morfoloske promjene koje upucuju na proces
apoptoze i dodatno govore u prilog odbacivanju uzoraka duodenuma u daljnjim analizama.

Jezgre kolona imaju uredno oCuvanu morfologiju bez oc€ite patoloske kondenzacije kromatina.

Duodenum ktr ‘é\@f; Duodenum aS
Sl 4
S

Kolon ktr R Kolon aS Y=

Slika 4 Prikaz oc¢uvanosti makroskopskog integriteta tkivnih struktura duodenuma i
kolona stakora nakon 4 sata inkubacije u ex vivo organskoj kupki Fluorescencijski prikaz
jezgara na povecanju 4x na Stakorskim tkivima duodenuma i kolona dobiven interkaliranjem
DAPI-ja u DNK. Raspored i oblik jezgara sluzi za prikaz anatomskih struktura tkiva i provjeru
oCuvanosti integriteta. Tkiva kolona u usporedbi s tkivima duodenuma pokazuju znatno
oCuvaniji strukturalni integritet. OSteéenje tkiva najizrazenije je u mukozi, medutim, kod tkiva
duodenuma to je oStecenje znacajno vece uz vidljiv gubitak stanica iz mukoznog sloja i brojne
odlomljene fragmente crijevnih resica u lumenu. Tkivo kolona osim ponekih blazih oSte¢enja
povrsinskog epitela ne pokazuje drugih promjena koje bi ometale daljnju analizu tkiva. Tkivo
duodenuma uz oStecenja u mukozi pokazuje i promjene u submukozi i miSiénom sloju te je
daljnja analiza tkiva onemoguc¢ena. Usporedba oCuvanosti struktura izmedu tkiva izloZenih

Krebsovom puferu naspram onih izlozenih aS-u ne pokazuje znacajne razlike
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Slika 5 Prikaz o€uvanosti integriteta jezgara i kondenzacije kromatina u stanicama
duodenuma i kolona misa nakon 4 sata inkubacije u ex vivo organskoj kupki
Fluorescencijski prikaz jezgara konfokalnom mikroskopijom na povec¢anju 60x na Stakorskim
tkivima duodenuma i kolona dobiven interkaliranjem DAPI-ja u DNK. Oblik jezgara i

kondenzacija kromatina u jezgrama pokazatelj su vijabilnosti stanica.

5.2 Analiza broja stanica u apoptozi nakon 4 sata inkubacije u ex vivo organskoj kupki

Kako bi se dobio to¢an uvid u broj stanica koje su tijekom eksperimenta usle u proces apoptoze
analizirali smo signal kaspaze-3 (CAS-3) pomocu imunofluorescencije. CAS-3 izvrSna je
kaspaza koja nakon aktivacije u procesu apoptoze cijepa proteine kljuéne za stani¢no
prezivijenje. Tijekom apoptoze aktivni fragment CAS-3 translocira se u jezgru, a istrazivanja
pokazuju da je ovaj proces klju¢an za kondenzaciju kromatina i druge apoptoticke morfoloske
promjene stani¢nih jezgara (87). Broj i raspodjela stanica pozitivnih na ovaj marker apoptoze
prikazan je ispod (slika 6). Broj stanica u apoptozi zdruzen je s vijabilnosti tkiva te razlike u
raspodjeli signala ukazuju na razli€itu podloZnost oStecenju pojedinih slojeva tkiva u ovom

modelu. Najveci broj stanica pozitivnih na bilieg CAS-3 nalazi se u mukozi Sto potvrduje

23



modelu. Usporedba koli€ine signala u mukozi duodenuma i kolona pokazuje kako se u
duodenumu nalazi 5x viSe stanica u procesu apoptoze (slika 6 i 7). Dobiveni rezultati potvrduju
rezultate analize tkivne strukture opisane ranije te sugeriraju da model tkivhe kupke nije
optimalan za provodenje ex vivo pokusa na tkivu duodenuma. Kracée vrijeme inkubacije ili bolja

kontrola uvjeta u kupki mogli bi smanijiti razinu odumiranja tkiva tijekom inkubacije.

Stakor duodenum ktr Stakor duodenum aS
Stakor kolon ktr Stakor kolon aS

Slika 6 Imunohistokemijska analiza stanica duodenuma i kolona pozitivnih na biljeg
apoptoze kaspaza-3 (CAS-3; crveno). Vizualizacija strukture tkiva postignuta je bojenjem

jezgara pomocu fluorofore DAPI.
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Slika 7 Usporedba broja stanica u procesu apoptoze u ex vivo modelu a) Usporedba
broja stanica u procesu apoptoze u kolonu sa brojem stanica u procesu apoptoze u
duodenumu ; (b) usporedba broja stanica u procesu apoptoze u tkivu izlozenom sinukleinu s

tkivom u koje je ubrizgan samo Krebsov pufer.

5.3 Analiza koli¢ine probavne sluzi u mukozi izlozenoj alfa-sinukleinu

Analiza probavne sluzi u ovom pokusu posluzila nam je kao marker reaktivnosti crijevne
stijenke na izlozenost stranim supstancama. HistoloSkim bojenjem alcijanskim plavilom
vizualizirana je probavna sluz na preparatima te su kombinacijom svjetlosne i epiflorescentne
mikroskopije dobivene ispod prikazane slike (slika 8). Zatim su u softveru za obradu slika (Fiji)
segmentirani lumen i mukoza i temeljem intenziteta signala izracunati odnosi koli€ine sluzi tih
dvaju anatomskih regija te je napravljena usporedba tih odnosa u kontrolnoj i aS skupini §to je

prikazano graficki ispod (slika 8a))
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Slika 8 Analiza probavne sluzi Alcian blue bojenjem (a) Usporedba signala alcijanskog
plavila u lumenu i mukozi kontrolnog tkiva i tkiva izloZzenog aS-u. (b) Reprezentativne slike
signala probavne sluzi obojane alcijanskim plavilom. Signal alcijanskog plavila prikazan je na

ljubiCastoj skali.

5.4 Tkivna i stani¢na lokalizacija fluorescentno obiljiezenog alfa-sinukleina nakon

intraluminalnog izlaganja

5.4.1 Tkivna lokalizacija signala fluorescentno obiljeZzenog alfa-sinukleina

Kako bismo testirali moze li se aS translocirati preko epitela probavne sluznice, analizirali smo
raspodjelu signala fluorescentno obiljezenog aS-a ubrizganog u lumen probavne cijevi nakon
Cetverosatne inkubacije. Koristenje unaprijed obiliezenog proteina omogucilo nam je pracéenje
Sirenja samo egzogenog oblika s obzirom da obiénom imunohistokemijskom analizom
protutijelima na aS ne bi bilo moguée razlikovanje signala endogenog aS-a od onog
egzogenog podrijetla. Analizom slika dobivenih epiflorescentnom mikroskopijom na poveéanju
4x (slika 9, aS) dobili smo uniforman pregled lokalizacije signala u svim slojevima tkiva. Kako
bi iskljugili da se radi o autofluorescenciji tkiva ili luminalnog sadrzaja koristili smo kontrolni
prazni kanal s U-MWIG2 setom filtera (crveno) za detekciju istovjetnih obrazaca signala iz U-
MNIB2 kanala koji bi ukazivali na signal koji ne odgovara fluorescentno obiljezenom aS-u.
Takoder, napravili smo usporedbu sa susjednim crijevnim segmentima koji su bili izlozeni
samo Krebsovom puferu (slika 9, ktr). Na preparatima izlozenim aS-u vidljiv je fluorescentni
signal obiljezenog aS-a (zeleno) u svim slojevima crijevne stijenke s najve¢im intenzitetom u
lumenu i mukozi. Kako bismo detaljnije analizirali raspored signala u tkivu i bolje razumijeli

potencijalni put Sirenja aS-a kroz tkivne slojeve, napravljena je segmentacija dobivenih slika
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po slojevima i analiziran udio signala u svakom sloju. Zatim je svaki sloj analiziran i na vecem
povecanju te uz bolju prostornu rezoluciju ostvarenu pomocu konfokalne mikroskopije (slika
10). Zanimljivo je da se luminalni signal prvenstveno lokalizira unutar odljustenih stanica
sluznice (slika 10a-c) Sto govori u prilog prodiranja aS-a u odbacene epitelne stanice ili ukazuje
na protektivni mehanizam kojim se epitelne stanice u koje je penetrirao aS odbacuju kako bi
se sprije€ilo daljnje Sirenje. 1znad mukoze vidljiv je formirani sloj odbacenih stanica ispunjenih
aS-om (slika 10a). Signal u mukozi najviSe je koncentriran u epitelnim stanicama povrsine
mukoze, medutim, na nekim mjestima vidljivo je Sirenje aS-a duz resice prema submukozi
(slika 10a-d) i ulazak u submukozu unutar Kerckringovih nabora (lat. plicae circulares)(slika
10d). Takoder, signal aS-a nalazimo i u regijama crijevne stijenke koja odgovara

submukoznom (slika 10e1, f) i mijenterickom pleksusu (slika 10e2).
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Slika 9 Prikaz lokalizacije aS-a (zeleno) nakon 4 sata inkubacije imunofluorescencijskim

biliegom obiljezeni aS (zeleno) nakon 4 sata inkubacije u lumenu kolona misa prisutan je u

anatomskim regijama lumena, mukoze, submukoze te submukoznog i mijenteri¢kog

pleksusa. Na kontrolnom kanalu opaza se zanemarivi signal zelene autofluorescencije sto

potvrduje da se radi o signalu specificnom za obiljeZeni sinuklein. (1) Lokalizacija signala aS-

a a u lumenu crijeva vec¢inom unutar odljustenih stanica mukoze, (2) Lokalizacija signala aS-

a u mukoznom sloju, (3) Lokalizacija signala aS-a u submukoznom sloju Kerkringovog

nabora (lat. plicae circulares), (4) Lokalizacija signala aS-a u submukoznom pleksusu

*lokalizacija signala a«S-a u mijentericCkom pleksusu nije vidljiva na ovom uvecanju. Kontrolni



uzorak (ktr) kolona iste zivotinje posluZzio je kao usporedba za odbacivanje moguce

autoflorescencije tkiva.

100 pm 4 { N 50 ym

Slika 10 Prikaz lokalizacije aS-a (zeleno) nakon 4 sata inkubacije Prikaz tkivnih
segmenata i struktura sa slike 5 na veéim povecanjima. Prikazane slike dobivene su
preklapanjem 3 kanala medu kojima je i crveni, kontrolni ili ,prazni“ kanal koji ovdje sluzi za
detekciju nespecifitne fluorescencije. (a), (b), (c), (d1) Lokalizacija aS-a u lumenu i mukozi, u
lumenu vidljiv sloj odljustenih stanica ispunjenih sinukleinom, (d2) lokalizacija aS-a u
submukozi plike kolona (d3), (e1), (f) lokalizacija aS-a u submukoznom zivéanom spletu, (e2)

lokalizacija aS-a u mijenteriCkom ziv€éanom spletu.

5.5 Karakterizacija Sirenja obilieZzenog alfa-sinukleina

Nakon uspjeSne detekcije aS-a u mukozi, submukozi i miSicnom sloju pokusali smo ispitati
mehanizme prijenosa i translokacije kroz crijevnu barijeru daljnjom karakterizacijom stanica i
medustani¢nih prostora u kojima su pronadene nakupine obiliezenog aS-a. MorfoloSke
karakteristike stanica ispunjenih aS-om ukazuju na to da se vjerojatno radi o apsorptivnim
kolonocitima, enteroendokrinim ili vr€astim stanicama. Unutar stanica sinuklein se nalazi u

citoplazmi i unutar jezgara, a rasporeden je veéinom difuzno (slika 13c). Medutim, u pojedinim
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stanicama nalazi se koncentrirani signal koji morfoloSki odgovara granulama (slika 13,14).
Nakupljanje sinukleina najizrazenije je u povrSinskim stanicama mukoze koje su najviSe u
kontaktu s luminalnim sadrzajem, a koncentracijski gradijent signala upucuje na moguci
prijenos izmedu stanica (slika 14).0sim toga, opaza se Sirenje signala kroz laminu propriju u
obliku jasno definiranih traCaka (slika 15, obiljeZzeno strelicama). Kako bismo potvrdili da
detektirana fluorescencija odgovara fluorescenciji obiliezenog aS-a, a ne autoflorescenciji
koristen je prazni crveni kanal koji ako intenzitetom i morfologijom fluorescencije odgovara
fluorescenciji zelenog kanala gotovo sigurno ukazuje na nespecifiCnu fluorescenciju. Osim
ovom metodom za provjeru radi li se stvarno o signalu aS-a napravljeno je imunohistokemijsko
bojenje koristeéi primarno protutijelo na aS koje je zatim obiljezeno sekundarnim protutijelom
konjugiranim s fluoroforom Alexa 647 (slika 11). Signal dobiven tim imunohistokemijskim
bojenjem nije pokazao zadovoljavajuce rezultate vjerojatno zbog neoptimalnih koncentracija
protutijela. Konfokalnom mikroskopijom dobivene su snimke na kojima se slab signal vidi kao
suptilna cijan fluorescencija medutim zbog lakSe vizualizacije cijan fluorescencija je obradom
slike zamijenjena crvenom, te smo uz naknadno pode$avanje kontrasta i svjetline kako bi
kompenzirali slabo imunohistokemijsko obiljezavanje dobili mjestimi¢na preklapanja sa
signalom zelene (aS) fluorescencije (slika 11a). Udio preklapanja prikazan je i graficki (slika
11b). Dot blot metodom napravljena je i provjera moguénosti vezanja protutijela na fluoroforom
obiljezeni protein kakav je bio ubrizgan u lumen u usporedbi s neobiljezenim (slika 11c) te je

pokazano da je sposobnost vezanja podjednaka na oba oblika aS-a.
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Slika 11 kolokalizacija obiljezenog aS-a s imunohistokemijskim markerom na aS
(crveno) Analiza preklapanja signala zelene fluorescencije kojom je obiljeZen intraluminalno

ubrizgani aS sa signalom dobivenim imunohistokemijskim obiljeZzavanjem istog uzorka

29



primarnim protutijelom na oS i sekundarnim protutijelom Alexa 647 (crveno). Radi boljeg
prikaza preklapanja cijan fluorescencija Alexa 647 protutijela zamijenjena je crvenom. a)
Snimka dobivena konfokalnom mikroskopijom na povecéanju 60x, b) graficki prikaz
kolokalizacije signala zelene (ubrizgani aS) i crvene (protutijelo na aS) fluorescencije ¢) Dot
Blot metoda za provjeru moguénosti vezanja protutijela na ve¢ oznaceni aS, lijevo — oznaceni
aS, desno — neoznaceni, ispod su grafiCki prikazani intenziteti signala zelene i crvene

fluorescencije.

mukoza

Slika 12 Kolokalizacija polarizacije Kongo crvenila i oznaéenog aS-a Svjetlosnom
mikroskopijom dobiven je signal polarizacije Kongo crvene boje vezane na uzorak koji je
pomocu Fiji softvera za obradu slika prikazan crveno i preklopljen signalom oznacenog aS-a
dobivenim epifluorescentnom mikroskopijom. Na desnom prikazu zaokruzene su odljustene

stanice u lumenu probavne cijevi koje su ispunjene aS-om.
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Slika 13 Nakupljanje aS-a u jezgrama stanica. a) Presjek mukoze kolona slikan konfokalnim
mikroskopom; crvenom bojom prikazane su jezgre obojane pomocu DAPI-ja, zeleno je
obiliezeni aS, b) Graficki prikaz kolokalizacije jezgrenog signala (crveno) i signala aS-a

(zeleno) c) Istaknute stanice s prikaza a), d) graficki prikaz kolokalizacije signala s prikaza c)



mukoza

Slika 14 Sirenje alfa-sinukleina kontaktom iz stanice u stanicu. Strelicama je oznagen
gradijent intenziteta signala koji bi mogao odgovarati smjeru Sirenja sinukleina medu

stanicama.

Slika 15 Paracelularno $irenje alfa-sinukleina kroz mukozu i submukozu. Nakupine aS-
a vidljive su u odljustenim stanicama u lumenu crijeva, u mukozi i submukozi. U mukozi
gradijent signala smanjuje se od vrhova crijevnih resica prema submukozi(slika a,b)) te su
vidljive nakupine aS-a u submukozi (slika C). Strelicama je prikazano Sirenje sinukleina u

traccima.
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5.5.1 Procjena nadina prijenosa aS-a imunohistokemijskim metodama

Daljnja karakterizacija stanica u kojima se opaza nakupljanje signala fluorescentno obiljezenog
aS-a provedena je analizom preklapanja fluorescencije s imunofluorescencijskim biljezima za
neurone (MAP2), enteroglijalne stanice (GFAP) te podtip enteroendokrinih stanica (PSD-95).
Analizom lokalizacije signala aS-a i biljega neurona MAP2 prikazani su apsolutni i relativni
odnosi intenziteta oba signala po segmentima kroz duljinu plike kolona te preklapanja ta dva
signala (slika 16a,b). Na mikroskopskom prikazu drugog segmenta (slika 16c) vidi se prelazak

signala aS-a iz resica mukoze u submukozni sloj plike.
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Slika 16 Kolokalizacija signala aS-a (zeleno) i neuronalnog biljega MAP2 (crveno) Slika
a i b opisuju apsolutne i relativhe odnose fluorescentnih signala aS-a (zeleno) i MAP2 (crveno)
te preklapanja tih signala kroz duljinu plike kolona pocevsi od segmenta 1 koji prikazuje
mukozni sloj vrha plike prema segmentu 8 koji prikazuje miSiéni sloj ispod baze plike. Slika c)
prikaz je drugog segmenta gdje se vidi prelazak signala sinukleina iz resica mukoze u

submukozni sloj plike.
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Slika 17 Kolokalizacija signala aS-a (zeleno) i glijalnog biljega GFAP (crveno) a) Prikaz
dobiven konfokalnom mikroskopijom vrha plike kolona. U lumenu su vidljive nakupine aS-a
(zeleno). Vidljiv je jasan gradijent intenziteta signala aS-a od vrha resice prema submukozi
koji se na dijelovima jasno preklapa, b) Kolokalizacija signala na izdvojenom segmentu gdije

je preklapanje najizrazenije c) Kolokalizacija signala na cijelom prikazu
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Slika 18 Kolokalizacija sighala aS-a (zeleno) i biljega sinapsi i enteroendokrinih stanica
PSD95 (crveno). a) GrafiCki prikaz kolokalizacije signala na slici b), b) Snimka dobivena
epifluorescentnom mikroskopijom na kojoj je istaknut segment s jasnim preklapanjem signala
aS-a (zeleno) i imunohistokemijom dobivenog fluorescentnog signala protutijelom na PSD95

(crveno), c) grafiCki prikaz preklapanja signala aS-a i PSD95 na istaknutom segmentu.
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6 Diskusija

PatoloSko nakupljanje aS-a u mozgu dovodi do ostecenja neurona i nastanka PB-a, medutim,
kompleksni patofiziolodki mehanizmi koji dovode do ovog procesa jo$ nisu u potpunosti
razjasSnjeni. Po Braakovoj hipotezi nastanka PB-a, nakupljanje aS-a zapocinje u probavnom
sustavu nakon &ega se Siri prema srediSnjem ziv€anom sustavu retrogradnim transportom
putem vagusa (7). Brojna istrazivanja potvrdila su da aS iz probavnog sustava mozZe doc¢i do
mozga i tamo potaknuti nastanak degenerativnih promjena (51,53,58,59). Medutim, podrijetlo
aS-a koji se nakuplja u probavnom sustavu jos uvijek nije poznato. Poznato je da se aS nalazi
u pojedinim prehrambenim namirnicama (36) te da bakterije luCe amiloide koji su strukturno
sli¢ni aS-u i mogu potaknuti heteroagregaciju i njegovo pogre$no smatanje (60) zbog Cega je
crijevna sluznica u konstantom kontaktu s potencijalno patogenim formama amiloida. Glavni
cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti mogu li se intraluminalni amiloidi, primarno aS,
translocirati preko crijevne barijere i time potaknuti patofizioloSke mehanizme zdruzene s
nastankom PB-a poput nakupljanja agregata aS-a u crijevnom Ziv€anom sustavu. Kako bi se
pokusima doslo do odgovora na ovo znanstveno pitanje u ovom diplomskom radu prvo sam
postavio i validirao ex vivo model misje i Stakorske probavne vreée za intraluminalnu dostavu
fluorescentno obiljezenog aS-a Sto je postavilo temelje za provodenje istrazivanja. Nakon toga,
iskoristio sam postavljeni model kako bih ispitao tkivnhu raspodjelu aS-a u probavnoj cijevi
nakon intraluminalnog izlaganja. Naposljetku, stanice koje nakupljaju aS okarakterizirane su

imunofluorescencijskim bojenjem na nekoliko vaznih biliega za stanice probavnog sustava.

6.1 Validacija ex vivo modela za ispitivanje prijenosa i apsorpcije alfa-sinukleina kroz

probavnu sluznicu

U laboratoriju u sklopu kojeg sam proveo istrazivanja za diplomski rad ve¢ se koriste pojedini
ex vivo modeli za funkcionalnu karakterizaciju probavne sluznice. Primjerice, u prethodnim
pokusima pokazano je da tkivo duodenuma Stakora u Krebsovom puferu tretiranom
mjeSavinom plinova Carbogen zadrzava osjetljivost vr€astih stanica na kolinergi¢ku stimulaciju
acetilkolinom i karbakolom tijekom bar 30 minuta koliko je bilo trajanje ex vivo pokusa (61).
Osim toga, u ex vivo pokusu u kojem su pomocu modulacije oksidacijsko-redukcijskih
svojstava istog medija ispitani odgovori duodenuma Stakora na oksidacijski stres pokazano je
da tijekom 30 minuta inkubacije ne dolazi do znaCajnog odumiranja stanica mukoze Cak ni
tijekom izlaganja agresivnim oksidacijskim uvjetima (62). Medutim, za ispitivanje translokacije
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aS-a bilo je potrebno postaviti novi ex vivo protokol koji se od prethodno koridtenih razlikuje na
dva vazna nacina. Novi protokol za aS trebao je biti validiran tijekom duljeg trajanja pokusa jer
nije bilo moguce pretpostaviti vremenski prozor potreban za opaZanje translokacije. Osim toga,
u ex vivo pokusima koji su prethodno provedeni u laboratoriju nije bilo potrebno osigurati
odvojeno izlaganje luminalne strane probavne cijevi te je bilo potrebno validirati strukturu i
funkciju tkiva u zatvorenom sustavu ne-izokrenute crijevne vrece. Vremenski okvir od 4 sata
odabrao sam na temelju toga Sto bi tijekom ovog razdoblja tkivo trebalo zadrzati dostatnu
vijabilnost ¢ak i u minimalnom puferu poput Krebsove otopine, a istovremeno ovo bi razdoblje

trebalo biti dovoljno dugo da se omoguéi translokacija aS-a.

Makroskopskom i mikroskopskom analizom integriteta tkiva duodenuma i kolona misa i
Stakora prikupili smo dokaze koji ukazuju na to da tkivo kolona miSa zadrzava dostatnu
vijabilnost za ispitivanje translokacije aS-a tijekom 4 sata inkubacije u Krebsovom puferu
zagrijanom na 37 °C i tretiranom mjeSavinom plinova Carbogen (slika 2 i 3). U usporedbi s
tkivom kolona, duodenum miSa pokazao je slabije oCuvanu strukturu te veci gubitak
fluorescentnog signala zbog €ega je odbaceno za daljnja istrazivanja. U tkivu Stakora opazen
je sliGan obrazac sa znatno slabijim oCuvanjem integriteta tkiva duodenuma u usporedbi s
kolonom (slika 4 i 5) $to je dodatno potvrdeno kvantifikacijom CAS-3 biljega apoptoze (slike 7
i 8). Velika razlika u osjetljivosti duodenuma i kolona mogla bi biti zbog razliCite osjetljivosti
ovih tkiva na nedostatak kisika. lako je Krebsov pufer tretiran mjeSavinom plinova prije
inkubacije tkiva, dodatno tretiranje pufera tijekom inkubacije od 4 sata nije provedeno kako bi
se izbjegao dodatan stres tkiva tijekom pokusa. S obzirom da je u fizioloSkim uvjetima tlak
kisika u zelucu oko 77 mmHg, u tankom crijevu oko 33 mmHg, a distalnom kolonu maniji od 1
mmHg, mogucée je da je gubitak kisika iz Krebsovog pufera tijekom duge inkubacije nespojiv s
prezivljenjem tkiva tankog crijeva (63). Tkivo Stakora bilo je loSije oCuvane strukture od tkiva
miSa te su daljnje karakterizacije provedene na tkivu kolona miSa. Razlika u osjetljivosti tkiva
miSa i Stakora na postavljene uvjete jos treba biti podrobnije ispitana. Uz navedene promjene
opazili smo obrazac smanjenog intenziteta signala HiLyte™ Fluor 488 fluorofore u tkivima
duodenuma $to takoder posredno govori u prilog oStecenja tkiva s obzirom da je oksidacija
fluorofora dobro poznati mehanizam utiSanja fluorescencije koji se moze koristiti za mjerenje
oksidacijskog stresa u tkivu probavnog sustava (64). Treba naglasiti da u provedenim
pokusima naruSena struktura ne odrazava samo vijabilnost tkiva tijekom pokusa. Naime, kako
bi se oCuvala fluorescencija i luminalni sloj mukusa, nakon inkubacije tkivo koje je koriSteno za
histoloSke i imunofluorescencijske analize nije fiksirano standardnim postupcima vec¢ je odmah
uklopljeno u polimerizacijsku smolu i smrznuto. Postupci fiksacije i krioprezervacije izrazito su
vazni za oCuvanje strukture tkiva te je oCekivano da Ce izostavljanje ovih postupaka bar

djelomi¢no narusiti integritet tkiva.
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Predvidjeli smo da bi izlaganje sluznice aS-u ¢ak i tijekom relativno kratkog razdoblja od 4 sata
moglo imati Stetne uCinke na strukturu i prezivljenje tkiva. Pregledom mikroskopskih snimki
primjeCuje se izrazen fenomen ljustenje stanica mukoze (slika 10), te je na nekim mjestima
doSlo do formiranja protektivnog mukoidnog sloja odbacenih stanica koji odgovara procesu
restitucije kao reakcije na sluzni¢ka oStecenja (65) (slika 10a). Takoder zanimljivo, gotovo sav
luminalni aS nalazi se upravo u tim odljustenim stanicama 3to bi moglo upucivati na to da su
stanice nakon apsorpcije aS-a odumrle i otpustile se u lumen ili da aS lakde ulazi u veé
otpustene, umiruée ili mrtve stanice. Medutim, analizom broja stanica u procesu apoptoze
dokazano je da inkubacija s aS-om nije bila povezana s vecom apoptozom tkiva sluznice
kolona. Stovige, u duodenumu izlaganje aS-u bilo je 8ak povezano s manjom apoptozom, ali

potrebno je jo$ analiza kako bi se utvrdilo bioloSko znacenje ovog rezultata.

Naposljetku, kako nisu pronadeni dokazi o povezanosti izloZzenosti tkiva aS-u i oSteéenja
sluznice pretpostavili smo da bi potencijalni mehanizam koji prethodi strukturalnim
promjenama, a Stiti tkivo od oStecenja moglo biti otpustanje sluzi koje sluzi kao protektivni
mehanizam stvarajuci tako zastitni sloj. Probavna sluz otpusta se u veéim koli¢inama kod
izlaganja nozogenim Cesticama (66), a odredeni toksini (npr. sulfidi) ili patofizioloSke promjene
(npr. neurodegenerativne promjene) mogu smanijiti otpustanje sluzi, mijenjati njenu
kompoziciju ili fizikalna svojstva te tako uciniti sluznicu ranjivom na prodor Stetnih tvari iz
lumena (67—69). Primjerice, istrazivanje Homolaka i suradnika pokazalo je kako su izlu€ivanje
i kompozicija mukusa bitno promijenjeni u modelu Alzheimerove bolesti (61). Kvantitativha
analiza sluzi u lumenu i sluznici pokazala je da izlaganje aS-u ne mijenja lu€enje sluzi (slika
8).

Daljnjom planiranom analizom ocuvanosti medustani¢nih spojeva mogli bismo odrediti suptilna

oStecenja crijevne barijere i moguc¢a mjesta ulaska stetnih intraluminalnih tvari.

6.2 Lokalizacija alfa sinukleina u probavnom sustavu nakon intraluminalnog izlaganja

Dosada$nja istrazivanja pokazala su da u PB-u dolazi do nakupljanja aS-a u crijevnom
zivéanom sustavu (8,70), medutim, lokalizacija aS-a u tkivu probavne sluznice nakon
intraluminalnog izlaganja jo$ nikad nije istraZzena. Na ovo znanstveno pitanje pokusao sam
odgovoriti pomoc¢u pokusa u kojem je u lumen ne-izokrenute probavne vreée dostavljen aS
prethodno obiljezen fluoroforom HiLyte™ Fluor 488 nakon Cega sam ispitao raspodjelu
fluorescentnog signala. Uz pomo¢ imunofluorescentnog obiljeZzavanja ovaj pristup omogucio
nam je razlikovanje egzogenog i endogenog aS-a te pouzdanu detekciju raspodjele aS-a u
tkivu uz potrebe za minimalnim procesuiranjem uzoraka nakon ex vivo inkubacije.
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Analiza raspodjele signala fluorescentno obilieZzenog aS-a pokazala je da je nakon 4 sata
inkubacije najveci udio signala (oko 75%) jo$ uvijek zadrZzan u lumenu i mukozi (slika 9). Ovo
“zadrzavanje” signala u povrSinskim slojevima probavne sluznice moglo bi odrazavati
protektivne mehanizme crijevne barijere. Primjerice, izmjereni luminalni signal u velikoj mjeri
odgovara signalu odljustenih epitelnih stanica (slika 10). Jedan od mogucéih scenarija koji bi
objasnio ovaj nalaz je prodiranje sinukleina u epitelne stanice sluznice nakon ¢ega dolazi do
aktivacije protektivnih mehanizama ljustenja i obnavljanja epitela. Ljustenje epitelnih stanica
probavne sluznice moguce je potaknuti upalnim ¢imbenicima poput faktora nekroze tumora
alfa (TNFa) i lipopolisaharida (LPS) te invazijom mikroorganizama kao &to su Salmonella,
Shigella i Citrobacter (71). U navedenim uvjetima, ljustenje sluznice cesto predstavlja
protektivni mehanizam kojim se organizam brani od invazije patogena ili Stetnih tvari nakon
aktivacije receptora koji prepoznaju PAMP (eng. pathogen associated molecular patterns) i
DAMP (eng. damage associated molecular patterns) signale poput TLR (eng. toll like
receptor). Buduéi da aS takoder aktivira TLR (72),ljustenje epitelnih stanica moglo bi biti
posredovano istim molekularnim mehanizmima kao kod invazije patogenih mikroorganizama.
Planirane molekularne analize odljustenih stanica detaljnije ¢e ispitati ove mehanizme te

mogucnost njihove modulacije u kontekstu rizi€nih i protektivnih ¢imbenika za Sirenje aS-a.

Zbog morfoloski nejasnih struktura i nepoznatog podrijetla odljustenih stanica ispunjenih aS-
om njihova identifikacija na temelju mikroskopskih snimaka nije bila moguéa. S druge strane,
neodljustene stanice pozitivne na aS morfoloski odgovaraju kolonocitima, enteroendokrinim i
vréastim stanicama. Ovi nalazi govore u prilog da sve vrste stanica mukoze imaju sposobnost
apsorpcije aS-a, medutim postavlja se pitanje koje od navedenih tipova stanica imaju
sposobnost prijenosa aS -a ostalim stanicama. Do sada je u literaturi opisan moguéi prijenos
aS-a iz enteroendokrinih stanica u neurone (53). McDole i suradnici opisali su prijenos
antigena iz vréastih stanica u dendritiCke stanice (73). lako prijenos aS-a ovim putem do sada
nije istrazen, postoji moguénost da i navedeni proces moze posredovati ulasku aS-a u
organizam. Daljnjim eksperimentalnim postupcima poku$ao sam ispitati mogucnost takvog
prijenosa te istraziti ostale potencijalne nacine Sirenja. Unutarstani¢na lokalizacija aS-a
pokazala je da se radi o difuznom signalu. Imunohistokemijskim bojenjem protutijelom na aS
pokusao sam dokazati da je signal zelene fluorescencije uistinu obiljezeni aS, medutim, zbog
neoptimalnih  koncentracija protutijela koriStenih za imunohistokemijsko obiljezavanje
kolokalizacija signala je bila samo mjestimic¢na. Zatim sam histoloSkim bojenjem pomocu
Congo red boje koja se veze na amiloide pokuSao detektirati postoji li medu apsorbiranim aS-
om ve¢ formiranih agregata. Polarizacijskom analizom uzoraka na svjetlosnom mikroskopu i
preklapanjem tako dobivenih snimki sa snimkama epiflorescentnog mikroskopa dobivena je

djelomi¢na kolokalizacija signala aS-a s fluorescencijom Kongo crvene boje, $to upucuje da je
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mali udio apsorbiranog aS-a agregirao u procesu degradacije ili se ulaskom u tkivo vezao na
vec¢ prethodno formirane amiloide s kojima je doSao u kontakt. Odljustene stanice u lumenu,
ispunjene aS-om ne pokazuju zelenkastu dvolomnost pod polariziranim svijetlom
karakteristiChu za amiloide vezane s Kongo crvenilom, $to upucuje na to da u tim stanicama
nema agregata aS-a. U nekim stanicama aS se nalazi primarno u citoplazmi dok kod drugih
jasno prodire u jezgru (slika 13c). U ovom trenutku nije jasno radi li se o strukturalnom
oStecenju jezgre koje omogucava nakupljanje aS-a ili dolazi do transporta proteina kroz
membranu jezgre. Neki rezultati (slika 13c zadnji red) ukazuju na to kako je struktura jezgrene
membrane bar djelomi¢no saCuvana $to se odrazava u izostanku signala aS-a u podrudju

membrane.

Moguée nakupljanje aS-a u jezgri stanica probavnog sustava u skladu je s literaturnim
podacima o translokaciji aS-a u jezgru te mehanizmima vezanja za DNK i histone (74). Uz
vec¢inom difuzno homogeno rasporeden signal u stanicama vidljive su i granularne nakupine
aS-a Sto bi moglo odgovarati inkluzijama u kojima je zapo€eo proces razgradnje. Degradacija
proteina veéinom se u stanicama odvija preko dva funkcijski ovisna mehanizma koji uklju€uju
ubikvitin-proteasomski sustav (UPS) te autofago-lizosomski put (ALP), a uvjeti koji odreduju
kojim mehanizmom ¢e se neki oblik aS-a razgraditi jo$ nisu u potpunosti razjasnjeni (75). Osim
ova dva mehanizma dija je aktivacija ovisna o formi, lokalizaciji i koli€ini proteina postoje i
druge proteaze koje sudjeluju u razgradnji prilikom ¢ega ponekad nastaju i djelomi¢no
razgradeni oblici koji imaju veéu tendenciju formiranja agregata (76). aS u monomernoj formi
kakav smo koristili u ovom istrazivanju moze se razgradivati pomoc¢u oba mehanizma primarno
koriste¢i UPS, a kod vecih unutarstani¢nih koncentracija dolazi do jaCe aktivacije ALP-a
(75,77,78). lako je u lumen ubrizgan aS u monomernoj formi moguce je da je tijekom izlaganja
uvjetima u lumenu, mikrobioti i oksidativhom stresu dos$lo do formiranja i viSih strukturnih oblika
kao Sto su oligomeri i fibrili koji se razgraduju vecinski lizosomskim mehanizmom (75,79). Kod
razgradnje putem ALP-a degradacija se odvija mikrocitnim, makrocitnim ili autofagijskim
mehanizmom posredovanim S$aperonima prilikom c¢ega nastaju granulacijska tjeleSca
ispunjena aS-om koji morfoloSki odgovara granulama nakuplienog signala (slika 13 i 14).
Granule nesto viSe udaljene od jezgre (slika 14) mogle bi odgovarati autofagijskim vakuolama
(AV) dok bi granule uz jezgru (slika 13 i 14) mogle odgovarati autofagolizosomima ili
lizosomskim inkluzijama perinuklearno smjestenih lizosoma. Ostatak signala vecinom je
rasporeden difuzno $to bi moglo odgovarati proteinskim monomerima koji se nisu razgradili
lizosomskim putem te su difundirali kroz stanicu. U pojedinim epitelnim stanicama vidi se
prijenos difuznog signala u susjedne stanice (slika 14). Prijenos signala ve¢im se dijelom odvija
izmedu stanica mukoze s morfoloSkim obiljezjima kolonocita, vr€astih i enteroendokrinih

stanica, medutim, postoji moguénost da se dio prijenosa odvija i putem ogranaka neurona i
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enteroglijalnih stanica. Monomeme i oligomerne forme aS-a uspjeSno se razgraduju
navedenim mehanizmima, medutim za fibrilarne forme proteina, ukoliko dode do njihove
formacije, ne postoji adekvatan nacin uklanjanja te se one nesmetano Sire, a Mao et al. su
opisali da u transportu fibrilarnih formi medu stanicama veliku ulogu igra limfocit- aktivacijski
gen 3(LAG 3)(80). Na slici 14 vidljivo je kako se signal aS-a prolaskom kroz dublje tkivne
strukture rasporeduje u obliku trataka $to govori u prilog da se transport odvije kroz tubularne
stani¢ne strukture kakve nalazimo u ograncima glije i neurona. Osim toga moguée je da se
prijenos odvija krvnim kapilarama i limfom. Kako bih provjerio povezanost Sirenja aS-a s
navedenim strukturama napravio sam niz imunohistokemijskih bojenja i analiza. Koristena
protutijela navedena su u tablici 2. Procjena povezanosti temeljila se na kolokalizaciji
fluorescentnog signala obiliezenog aS-a i imunohistokemijskog bojanja. Analizom
kolokalizacije s neuronalnim billegom MAP2 (slika 16) vidljivo je jasno preklapanje manjeg
dijela signala $to upuéuje da se dio aS-a Siri neuronima, ali da vjerojatno postoje i drugi
mehanizmi prijenosa. Razlog relativno malog preklapanja signala mogao bi biti i izbor
protutijela buduéi da se MAP2 epitopi primarno nalaze u dendritima i tijelu neurona, a ne u
aksonima koji bi mogli biti bitniji transportni put aS-a. Analiza kolokalizacije kroz cijelu duzinu
plike kolona pocevsi od vrha (segment 1) do miSicnog sloja ispod plike (segment 8) upucuje
na pad intenziteta u dubljim dijelovima tkiva. Zanimljivo, u dubljim segmentima tkiva veci udio
aS-a preklapa se sa signalom MAP2 iz ¢ega mozemo pretpostaviti da u se nakon pocetnog
prodiranja u stanice epitela signal Siri neuronalnim putem. Prijenos aS-a putem neurona iz
enteroendokrinih stanica ve¢ je opisan u ranije objavljenim studijama (53), a sposobnost EEC-
a da apsorbira luminalni aS i prenese ga ovim putem dokazuje jasna kolokalizacija signala s
PSD95 (marker sinapsi i EEC-a)(slika 18). Dodatna potvrda ovog prijenosa mogla bi se postiéi
kolokalizacijskom analizom PSD95 i MAP2 ili protutijelom na beta tubulin (marker aksona).
Kombiniranjem nalaza imunohistokemije biliega EEC-a i neurona dokazao sam jedan od
mogucih nacina transporta aS-a, medutim vecina stanica koje su apsorbirale S morfoloSki ne
odgovaraju EEC-ovima i ne izrazava bilieg PSD95. S obzirom da dio signala morfoloski
rasporedenog u traccima nije bio povezan s neuronalnim transportom, testirao sam
preklapanje signala obiljezenog aS-a s izrazajem biljega glijalnih stanica. lako su enteroglijalne
stanice neposredno u kontaktu s epitelom te neuronima i radi toga predstavljaju moguci put
prijenosa aS-a kroz probavnu sluznicu, ovakav nacin transporta jo$ uvijek nije istrazen.
Mogucnost ovakvog prijenosa ispitao sam imunohistokemijskom analizom protutijelom na
GFAP (marker glijalnih stanica) kojom je potvrdena djelomi¢na kolokalizacija traCaka signala
aS-a i enteroglijalnih nastavaka (slika 17). Osim preklapanja signala na navedenom prikazu
moze se vidjeti i kontakt vrSaka enteroglijalnih ogranaka s povrSinskim stanicama mukoze
ispunjenih aS-om. Inkluzije aS-a u citoplazmi glijalnih stanica u srediSnjem Ziv€anom sustavu
opisala su do sada brojna istrazivanja, medu kojima su opisane inkluzije u filamentima
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oligodendrocita (81), kao i bitna uloga astrocita u modulaciji upalnog odgovora temeljem
koncentracije aS-a (82). Medutim, Sirenje aS-a kontaktom epitelnih stanica i enteroglijalnih
stanica do sada nije opisano. Jo§ jedan moguci nacin prijenosa aS-a je preko dendritiCkih
stanica koje izlaze iz krvotoka te se provlaCe medu stanicama pruzajuéi dendrite direktno u
lumen crijeva odakle prikupljaju antigene, proteine i bakterije (83,84). Kolokalizacijska analiza
biljega dendritiCkih stanica i obiljeZzenog aS-a mogla bi pruziti dodatne informacije o postojanju

ovakvog tipa prijenosa u probavnom sustavu.

U ovom diplomskom radu pokazao sam da tijekom luminalnog izlaganja probavne sluznice
aS-u dolazi do njegove translokacije u dublje segmente tkiva §to bi mogao biti jedan od vaznih
nacina ulaska u organizam koji bi mogao biti povezan s nastankom i napredovanjem PB-a. U
ovom radu postavio sam temelje za dublje razumijevanje mehanizma translokacije aS-a
dokazima da luminalni aS penetrira u tkivo slobodnom difuzijom, ali i da se nakuplja u
enteroglijalnim ograncima i neuronima $to bi moglo predstavljati vazan put prodiranja u druge

dijelove organizma.
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7  ZakljuCci

Istrazivanja provedena u okviru ovog diplomskog rada pokazala su da ex vivo inkubacija
fluorescentno obiljeZzenog aS-a s probavnom sluznicom moze posluziti kao vrijedan model za
proucavanje patofizioloSkih mehanizama povezanih sa sinukleinopatijama. Analiza lokalizacije
aS-a u tkivu pruzila je neposredne dokaze da se aS moZe translocirati kroz sluznicu probavnog
sustava te je po prvi put uputila na postojanje novih mehanizama koje planiramo dalje istraZiti
poput reaktivnog ljustenja epitelnih stanica uslijed izlaganja aS-u te prodiranja aS-a u jezgre
stanica probavnog sustava. Preklapanje signala s biljezima crijevnih neurona,
enteroendokrinih stanica i enteroglijalnih stanica pokazalo je da aS prodire u sve navedene
tipove stanica nakon intraluminalnog izlaganja. Poveéavanje udjela aS-a koji se preklapa s
neuronima kroz dubinu crijevne stijenke upucuje da bi se nakon prodiranja kroz epitelne
stanice probavne sluznice aS mogao dalje Siriti kroz tkivo prvenstveno neuronalnim putem.
Nakupljanje aS-a u Ziv€anim i enteroendokrinim stanicama vec je ranije bilo opisano, medutim,
u ovom radu po prvi put je jasno pokazano da bi nakupine aS-a u enteroendokrinim stanicama
mogle biti egzogenog podrijetla. Nakupljanje aS-a u vrécima enteroglijalnih stanica dosad jo$
nije opisano u literaturi te predstavlja novi originalni doprinos ovog diplomskog rada. Zajedno,
rezultati provedenih istrazivanja pokazuju da nakon izlaganja sluznice probavnog sustava
velikoj koncentraciji aS-a dolazi do njegove translokacije te prodiranja u viSe tipova stanica
probavne sluznice §to bi moglo biti od iznimne vaznosti za razumijevanje etiopatogeneze
bolesti i razvoj novih dijagnosti¢kih metoda i terapijskih strategija. U kontekstu in vivo sustava
prodiranje aS-a kroz sluznicu i nakupljanje u ziv€anim stanicama (koje smo pokazali u ex vivo
modelu) omogucilo bi daljnje Sirenje agregata aS-a u sredisnji ziv€ani sustav zbog neposredne
povezanosti enteri¢kog ziv€anog sustava s mozgom. U ovom istrazivanju usredotocili smo se
na razjasnjavanje mehanizama prijenosa tijekom izlaganja velikim koncentracijama aS-a,
medutim, mozemo pretpostaviti da bi uslijed ostecenja integriteta probavne sluznice moglo
modi do translokacije i tijekom izlaganja znatno manjim koncentracijama. Primjerice, oSte¢enje
funkcije i integriteta probavne sluznice javlja se prilikom starenja (85,86), bolesti probavnog
sustava (npr. IBD) ili oste¢enja lizosomske funkcije pesticidima kao $to je rotenon (88). Sve
navedeno govori u prilog vaznosti probavnog sustava u etiopatogenezi razvoja kompleksnih
neuroloSkih bolesti poput PB-a i ostalih sinukleopatija. Istrazivanje mehanizama oja¢avanja
probavne barijere te uklanjanja ili mijenjenja aS-a u lumenu probavne cijevi ¢ime bi se sprijecilo

patoloSko Sirenje moglo bi doprinjeti razvoju novih terapijskih opcija za ove bolesti.
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10 Zivotopis
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