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POPIS KRATICA

AD Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer's disease)

APP amiloidni prekursorski protein (engl. amyloid precursor protein)

APS amonij persulfat (engl ammonium persulfate)

CAMK enzimske skupine protein-kinaza ovisnih o Ca?*/ kalmodulinu (engl. Ca**/calmodulin-

dependent protein kinase class of enzymes)

CDKS5 ciklin ovisna kinaza 5 (engl. cyclin-dependent kinase 5)

fAD familijarni oblik Alzheimerove bolesti ( engl. familial Alzheimer’s disease)

HPC hipokampus (engl. hippocampus)

HPT hipotalamus (engl. hypothalamus)

IRS-1 supstrat receptora inzulina (engl. insulin receptor substrate 1)

LSWB pufer s niskim udjelom soli (engl. low-salt washing buffer)

pCAMK fosforilirane enzimske skupine protein-kinaza ovisnih o Ca®*/ kalmodulinu (engl.

phosphorylated Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase class of enzymes)
PI3K fosfatidilinozitol-3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

pIRS fosforilirani oblik supstrata receptora inzulina (engl. phosphorylated insulin receptor

substrate 1)

PSEN 1 presenilin 1 (engl. presenilin 1)

PSEN2 presenilin 2 (engl. presenilin 2)

p-TAU fosforilirani tau protein (engl. phosphorylated tau protein)

SsAD sporadi¢ni oblik Alzheimerove bolesti (engl. sporadic Alzheimer’s disease, sAD)

SDS-PAGE  natrij dodecil sulfat - poliakrilamid gel elektroforeza (engl. sodium dodecyl sulphate-

polyacrylamide gel electrophoresis)

TEMED N,N,N',N'- tetrametiletilendiamin
TG transgenicne zivotinje (engl. transgenic animals)
t-TAU ukupan tau protein (engl. total tau protein)

WT divlji tip (engl. wild type)
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1. UvOD

1.1 Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) je ireverzibilna neurodegenerativna bolest koja umanjuje mentalne
sposobnosti, dovodi do poremecaja ponasanja te uzrokuje promjene osobnosti pojedinca
(Powell, 1985.). Vode¢i je uzrok demencije u starijih od 65 godina te se kontinuirano biljezi
porast prevalencije, incidencije i mortaliteta AB-a zbog nepravovremenog postavljanja same
dijagnoze (Monfared i sur., 2022.). Najveéi broj oboljelih od demencije biljeze zemlje u
razvoju, a sama Europska Unija broji oko 6 milijuna slu¢ajeva. Pretpostavlja se da ¢e u periodu
izmedu 2001. do 2040. do¢i do porasta za 100% u zemljama u razvoju te ¢ak 300 % na podrucju
Kine, Indije i drugih zemalja juzne Azije (Ferri i sur.,2005.). Oko 70% tih novih slucajeva
demencije se pripisuje Alzheimerovoj bolesti (Reitz i sur.,2011.). Dr. Alzheimer je prvi opisao
abnormalne fibrozne nakupine u citoplazmi piramidalnih neurona te je po njemu bolest i dobila
ime (Alzheimer, 1907.). Osim neurofibrilarnih vretena, vazan nalaz za postavljanje patoloske
dijagnoze su i nakupine amiloidnih plakova, vaskularne promjene te postojanje kroni¢ne upale
(Perl, 2010.). Prema etiopatogenezi, bolest razvrstavamo na: familijarni (engl. familial
Alzheimer's disease, fAD) i sporadi¢ni oblik bolesti (engl. sporadic Alzheimer's disease, SAD).
Familijarni oblik bolesti nasljeduje se autosomno dominantno i povezan je S mutacijama gena:
protein amiloidnog prekursora (engl. amyloid precursor protein, APP), presenilin 1 (PSEN1) i
presenilin 2 (PSEN2). Patoloski nalazi objasnjavaju se kao rezultat navedenih mutacija, gdje
promjene APP-a dovode do nakupljanja i formiranja abnormalnih amiloidnih plakova, dok
PSEN1 i PSEN2 mutacije onemoguc¢uju normalno funkcioniranje y sekretaze (Kumar 1 sur.,
2022.). Etiologija sporadi¢nog oblika bolesti je 1 dalje nerazjaSnjena premda postoji vise
razli¢itih teorija koje pokuSavaju objasniti njen nastanak. Budu¢i da je glavni patoloski nalaz u
oboljelih nakupljanje amiloidnih plakova i neurofibrilarnih vretena, najzastupljenije teorije su:
amiloidna kaskadna teorija i tau hipoteza (An i sur., 2018.). Razlikujemo dva puta moguce
razgradnje proteina amilodinog prekursora (APP): amiloidogeni i ne-amiloidogeni put. U ne-
amiloidogenom putu APP se razlaze djelovanjem o te potom y sekretaze. Tako nastali produkti
imaju neuroprotektivni uéinak. Amiloidogenim putem uz djelovanje B te potom y sekretaze
nastaje amiloid B(1-42) koji je glavni patoloski supstrat odgovoran za nakupljanje i formiranje
abnormalnih amiloidnih plakova (Hardy i sur., 1992.). Tau hipoteza objaSnjava nastanak
neurofibrilarnih snopic¢a. Radi se o intracitoplazmatskim nakupinama pretjerano fosforiliranog

tau proteina. Tau protein, u normalnim uvjetima, ima funkciju stabilizacije mikrotubula unutar
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aksona. Nakupljanjem amiloida B(1-42) dolazi do njegove hiperfosforilacije i formiranja
spiralnih uzvojnica poznatih pod imenom neurofibrilarni snopié¢i (Querfurth i sur., 2010.).
Kolinergicka teorija temelji se na pozitivnoj korelaciji izmedu stadija AB i opsega uniStenja
kolinergi¢kih neurona. Budu¢i da primjenom inhibitora acetilkolinesteraze dolazi do
kognitivnog poboljSanja u oboljelih od AB-a, dio znanstvenika podupire ovu teoriju kao
mogucée objaSnjenje patogeneze same bolesti (Summers i sur., 1986.). Teorija oksidativnog
stresa objasnjava nastanak bolesti kao posljedicu negativnog djelovanja slobodnih kisikovih
radikala. Smatra se da oksidativni stres doprinosi nastanku amiloidnih plakova i NFT-a, a oni
pak pozitivnom povratnom spregom dovode do porasta slobodnih kisikovih radikala ¢ime se
zatvara zacarani krug (Chauhan i sur., 2006.). Hipoteza mozdane deprivacije glukoze za glavni
uzrok nastanka bolesti navodi postojanje inzulinske rezistencije u mozgu (engl. insulin resistant
brain state, IRBS). Smanjeno iskoriStavanje glukoze te postojanje poremecaja inzulinske
signalizacije u oboljelih dovelo je do novog naziva za ovu bolest- ,.dijabetes tip 3“ (Mullins i
sur., 2017.).

1.2 Transgeni¢ni misji model Tg2576

Transgeni¢ni misji model Tg2576 nastao je kao posljedica zamijene aminokiseline lizina sa
asparaginom na 670. mjestu i metionina s leucinom na 671. mjestu. Rezultat ovakvih promjena
jest prekomjerna ekspresija mutirane forme APP-a (Hsiao i sur.,1996.). Najranija fenotipska
karakteristika kod ovoga modela jest pojava hiperpodraZljivosti neurona u 5. tjednu Zivota.
Tijekom REM faze spavanja zabiljeZeni su potencijali visoke amplitude koji nalikuju
interiktalnim Siljcima $to se smatra prvim dokazom povecane ekscitabilnosti neurona, buduci
da su posljedi¢no zabiljezeni napadaji kod starijih skupina miseva (Kam 1 sur.,2016.). U dobi
od 4,5 mjeseca dolazi do gubitka dendrita u hipokampalnoj regiji CA1 te se to dogada prije
formiranja amilodinih plakova na tom podrucju, a poboljSanje stanja je uoceno kod Zivotinja
koje pretjerano eksprimiraju ljudski apoE2 (Lanz i sur.,2003.). Formiranje neurofibrilarnih
vretena i gubitak neurona nisu opisani u dostupnoj literaturi (Irizarry i sur.,1997). Tijekom 9. i
10. mjeseca dolazi do povecavanja gustoce mikroglije na podruc¢jima na kojima nastaju vece
koli¢ine amiloidnih plakova kao §to su: hipokampus, frontalni korteks, entorinalni korteks 1
okcipitalni korteks (Frautschy i sur.,1998.). U tom periodu biljezi se i porast u koncentraciji
amiloida f42. Zabiljezen je i cijeli niz poremecaja inzulinske signalizacije, $to je tema i ovog

rada, a detaljnije su opisani u raspravi. Naposljetku, u razdoblju izmedu 11. 1 13. mjeseca



formiraju se abnormalni amiloidni plakovi, §to je ujedno i glavno obiljezje ovoga modela (Hsiao
i sur.,1996.). Pregled fenotipskih karakteristika prema vremenu pojavljivanja prikazan je na
slici ispod (SLIKA 1.).

FENOTIPSKE KARAKTERISTIKE
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SLIKA 1. Fenotipske karakteristike transgeni¢nog misjeg modela Tg2576 s obzirom na

dob. Slika je izradena prema bazi AlzForum.org na stranici BioRender.com.

1.3 Inzulinska signalizacija

Inzulinski receptor je heterotetramerski transmembranski protein koji se sastoji od dvije
ekstracelularne o podjedinice 1 dvije transmembranske 3 podjedinice koje imaju tirozin kinaznu
aktivnost. Ekspresija IR-a u mozgu prvi put je potvrdena autoradiografijom receptora s
najve¢om koncentracijom u podrucju hipotalamusa, hipokampusa i olfaktornog bulbusa 1978.
godine (Van Houten i sur., 1979., Havrankova i sur., 1978.). Aktivaciju IR-a poti¢e inzulin koji
do podru¢ja mozga najve¢im dijelom dolazi iz periferije preko krvno-mozdane barijere, a u
malom opsegu inzulin se sintetizira i u mozgu (Csajbok i sur., 2016.). Dokazano je da manje
od 1% periferno administriranog inzulina doseze do mozdanih inzulinskih receptora (Woods 1
sur., 1977.). Vezanjem inzulina za a podjedinice dolazi do autofosforiliranja  podjedinica te

naknadne fosforilacije nizvodno smjeStenog supstrata inzulinskog receptora. Fosforilirani



supstrat inzulinskog receptora (IRS) potice aktivaciju nizvodnih puteva PI3K i MAPK kaskade.
Kao rezultat aktivacije PI3K (eng. phosphatidylinositol-3-kinase; PI3K), fosfatidilinozitol
(3,4)-bisfosfat (PIP2) prelazi u fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat (PIP3). Akt protein se veze na
PIP3 §to omogucava proteinu PDK1 fosforilaciju i aktivaciju Akt proteina (Alessi 1 sur., 1997.)
koji potom vrsi fosforilaciju GSK3 i uzrokuje njegovu inaktivaciju (Hooper i sur., 2008.).
Pretjerana aktivnost GSK3 proteina dovodi do smanjenja produkcije acetilkolina,
hiperfosforilacije tau proteina, pretjeranog nakupljanja plakova te razvitka upalnog odgovora
na mjestima patoloskih promjena (Pei i sur., 1997.). Na formiranje neurofibrilarnih spletova,
vaznu ulogu imaju i ciklin-ovisna kinaza 5 (CDKS5, engl. cyclin dependent kinase 5) i
kalcij/kalmodulin-ovisne protein kinaza Il (CaMKII, engl. Ca2+/calmodulin kinase II).
Odabrani proteini inzulinske signalizacije te njihova medudjelovanja pojednostavljeno su
prikazani na slici ispod (SLIKA 2.).

inzulin

stanicna membrana

— > &

SLIKA 2. Odabrani proteini inzulinske signalizacije i njihova medudjelovanja. Na slici je
prikazan PI3K/Akt signalizacijski put te utjecaj proteina CDK5 i CaMKII na formiranje
neurofibrilarnih vretena. supstrat receptora inzulina (IRS), fosforilirani supstrat receptora
inzulina (pIRS), ukupni tau protein (tTAU), fosforilirani tau protein (pTAU),
fosfatidilinozitol-3-kinaza (P13K), ciklin ovisna kinaza 5 (CDKS5), enzimske skupine protein-
kinaza ovisnih o Ca2+/ kalmodulinu (CAMK), fosforilirane enzimske skupine protein-kinaza
ovisnih o Ca2+/ kalmodulinu (p)CAMK). Slika je izradena na BioRender.com.



2.

HIPOTEZA

Promjena u genima i starenje dovode do nastanka poremecaja inzulinske signalizacije u regiji

hipokampusa kod transgeni¢nog misjeg modela familijarnog oblika Alzheimerove bolesti.

3. OPCI CILJEVI I METODE

Opéi cilj:

Op¢i cilj rada je ispitati ucinak starenja i APP-transgeni¢nosti na biokemijske promjene

inzulinske signalizacije kod transgeni¢nog misjeg modela fAB-a i kontrolne skupine miseva u

dobi od 71 12 mjeseci.

Specificni ciljevi:

1.

Ispitati utjecaj starenja i APP-transgeni¢nosti na aktivnost IRS proteina u regiji
hipokampusa 7-mjese¢nih i 12-mjese¢nih miSeva.

Ispitati ucinak starenja 1 APP-transgeni¢nosti na razine fosforiliranog TAU proteina u
hipokampusu miSeva, starosti 7 1 12 mjeseci.

Utvrditi postojanje promjena u aktivnosti CAMK proteina kod transgeni¢nog misjeg
modela fAB-a i kontrolne skupine miSeva, starosti 7 i 12 mjeseci.

Analizirati utjece 1i APP-transgeni¢nost 1 starenje na ekspresiju PI3K 1 CDKS5 proteina
u hipokampusu miSeva koji predstavljaju predsimptomatski i blagi stadij bolesti.
Usporediti dobivene rezultate ekspresije proteina izmedu dvije starosne skupine te

odrediti njihovu povezanost sa stadijem bolesti.



4. MATERIJALI | METODE

4.1 Materijali
4.1.1 Zivotinje

U pokusima su koriSteni muZjaci transgeni¢nih heterozigotnih miSeva B6;SJL-
Tg(APPSWE)2576Kha i kontrolna skupina homozigotnih miseva (Taconic Biosciences
Inc.,Hudson, SAD) koji su uzgajani u nastambi za laboratorijske zivotinje na Hrvatskom
institutu za istrazivanje mozga (HR-POK-006). Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Sa zivotinjama su rukovale isklju¢ivo osobe

osposobljene za rad sa njima.

4.1.2 KoriStena protutijela i reagensi

U istrazivanju su kori$tena primarna protutijela: IRS (Cell Signaling, SAD), pIRS(Tyr895)
(Cell Signaling, SAD), tTAU (Sigma-Aldrich, SAD), pTAU (Cell Signaling, SAD), CAMKII
(Cell Signaling, SAD), pCAMK (Cell Signaling, SAD), PI3K (Cell Signaling, SAD) i
CDKJ5(Tyr15) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD). Od sekundarnih protutijela koristena su
s HRP (engl. horseradish peroxidase) povezana protutijela na IgG zeca (anti-Rb) i na IgG misa
(anti-Ms) (Cell Signaling, SAD).

4.2 Metode

4.2.1 Protokol pokusa za odredivanje udinka starenja i APP-transgeni¢nosti na
ekspresiju proteina povezanih s inzulinskom signalizacijom

U pokusu su koristeni transgeni¢ni Tg2576 misevi i kontrolne skupine, starosti 7 i 12 mjeseci.
Zivotinje su drzane u zasebnim kavezima tijekom 2 mjeseca te su nakon provedenih kognitivnih
testova zrtvovane. Ekspresija proteina povezanih s inzulinskom signalizacijom odredivana je u
hipokampusu. Usporedbom izmedu grupa i statistickom analizom odreden je ucinak starenja i

APP-transgenic¢nosti kod odabranih grupa.



4.2.2 Protokol Zrtvovanja i pohrane tkiva miSeva

U svim pokusima, prilikom zrtvovanja misSeva, primijenjena je anestezija (kombinacija
ketamina (50mg/kg) i ksilazina (5Smg/kg)). Sest Zivotinja po skupini je dekapitirano, odstranjen
im je mozak koji se razdvoji na hemisfere te se zatim izdvoji hipokampus i sve se zamrzne u
tekuc¢em dusSiku na -80°C. Kod ostatka Zivotinja provedena je transkardijalna perfuzija na nacin
da se igla sa fizioloSkom otopinom (0,9% NaCl) uvede u lijevu sréanu komoru, a desna
pretklijetka se otvori malenim rezom. Nakon toga se osigura protok fizioloske sve do trenutka
kada koza i sluznica poblijede i fizioloSka poc¢ne izlaziti u podrucje zarezanog desnog atrija.
Zatim se zaustavlja protok fizioloske, a pusta se paraformaldehid (PFA) od kojeg Zivotinja

otvrdne. Tkiva od interesa se izvade i pohrane u 4% puferirani PFA.

4.2.3 Homogeniziranje tkiva

Tkivo hipokampusa se stavi u otopinu pufera za lizu stanica sastava: 50 mM Trizma baza, pH
8,0 (Sigma Aldrich, SAD) 150 mM NaCl (T.T.T., Hrvatska),1 mM DTT (Fluka, SAD), 0,5 mM
EDTA (Kemika, Hrvatska), 0,01 M Na3VO4 (Sigma Aldrich, SAD), 0,5% natrij deoksikolat
(AppliChem, Njemacka), 0,1% SDS (Sigma Aldrich, SAD, 1% NP-40 (Sigma Aldrich, SAD),
proteaza inhibitori (1:100; Sigma Aldrich, Njemacka) i fosfataza inhibitori (1 tableta na 10mL
pufera, Roche, Svicarska) s ciljem izolacije proteina od interesa. Zatim se na ledu homogenizira
pomocu sonikatora (Microson Ultrasonic Cell Disruptor XL, Manassas, SAD) te se centrifugira

kroz 10 minuta. Supernatant se pohrani u triplikatu na -80 °C.

4.2.4 Mjerenje koncentracije proteina

Odredivanje koncentracije proteina u homogenatima hipokampusa provodi se metodom po
Lowryju (Lowry i sur. 1951). 10 uL homogenata se pomijesa sa 2 mL reagensa bakrova sulfata
(49 mL otopine 2% Na2CO3 u 0,1 M NaOH i 1 mL otopine dobivene mijeSanjem 500 pL 1%
CuS04-5H20 1500 pL 2% NaK tartarata). Nakon 10 minuta u otopinu dodajemo 200 pL folin
reagensa. Otopina se ostavi na pola sata na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija
na valnoj duljini 750 nm. Koncentracija se izracuna preko standardne krivulje otopine albumina

govedeg seruma.



4.2.5 Western blot metoda

Western blot metodu zapocinjemo pripremom gelova na kojima ¢e se vrsiti elektroforeza. Gel
priredimo mijeSanjem komercijalno dostupnih otopina A (2,5ml x n (MINI)) i otopina B (2,5ml
x n (MINI)) za donji gel koji sluzi za razdvajanje proteina. Istovremeno, u drugoj posudici
zamijeSamo otopinu za koncentriranje A (1,5ml x n (MINI)) i otopinu za koncentriranje B
(1,5ml x n (MIDI)) za gornji gel, ¢ija je uloga dovodenje proteina u ,,istu startnu liniju. Zatim
u obje posudice dodamo istovremeno amonijev persulfat (APS) (30 uL x n) za donji, odnosno
(10 puL x n) za gornji gel. Naposljetku se dodaje N,N,N',N'- tetrametiletilendiamin (TEMED)
(3 uL x n) za donji, to jest (2 uL x n) za gornji gel. TEMED potice razlaganje APS-a na slobodne
sulfatne radikale koji zatim pokrecu polimerizaciju akrilamida i bisakrilamida 1 dolazi do
formiranja gela. Prije formiranja gela, otopina se nanese izmedu stakalaca te se stavi ¢eslji¢ za
formiranje jazica i ostavi se 30-45 minuta. Za to vrijeme pripremaju se uzorci za lodiranje na
gel. Homogenate tkiva pomijeSamo sa puferom za nanoSenje na gel (engl. sample buffer) (2
mL glicerola; 6 mL 10% SDS; 2,5 mL 1 M Tris (pH 6,7); 3 mg bromfenol plavila i 15% -
merkaptoetanola) u omjeru 1:1. Uzorci se vorteksiraju, centrifugiraju te se po potrebi kuhaju na
95°C tijekom 10 minuta. U sluc¢aju transmembranskih proteina koristili smo nize temperature
ili se kuhanje nije niti provodilo. Gelove postavimo u aparaturu za provodenje elektroforeze i
uronimo ih u puffer za provodenje elektroforeze (10g SDS-a u 100 mL H20; 30g TRISa i 115,2
g glicina u 1 L H20). Nanesemo prethodno pripremljene uzorke na jazice u kolicini od 25 ng,
au prvu jazicu nanosimo 3 pL referentnog standarda koji je vazan za lakSe odredivanje lokacije
istrazivanog proteina (Precision Plus Protein™ Standard; Bio-Rad Laboratories, Inc., SAD).
Nakon toga, slijedi elektroforeza koja traje 45 minuta pri naponu od 150V. Gelovi se potom
odvoje od stakalaca te se slikaju pomocu uredaja ChemiDoc MP Imaging System UV
transilluminator (Bio-Rad, USA). Gelove zatim polozimo na nitroceluloznu membranu
natopljenu transfer puferom (TRISbase 1,164g; glicin 0,586g; dH20 100ml; methanol 40ml;
SDS 0,75 pL) i uloZzenu izmedu dva seta celuloznih filtera. Transfer se provodi tijekom 7 minuta
pri 25V 1 2,5 mA. Kako bismo provjerili uspjesnost prethodnog koraka, membranu uronimo u
1% Ponceau S u 4% octenoj kiselini, a zatim slijedi ispiranje u LSWB-u (pH 7,5; 1,211 g Trisa
18,766 g NaCl u 1 L H20) tri puta po 5 minuta. Da bismo sprijecili nespecificno vezanje
protutijela, membrana se blokira u puferu za blokiranje (1 g nemasnog mlijeka u prahu; 20 mL
LSWB; 100 uL Tween 20) sat vremena na sobnoj temperaturi. Blok otopina se izlije iz
posudice, a na membrane nanesemo primarna protutijela otopljena u otopini za blokiranje preko
no¢i na 4°C (IRS, pIRS, tTAU, pTAU, CAMK, pCAMK, PI3K, CDKS5). Idu¢i dan, primarno
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protutijelo se izlije iz posudice i slijedi ponovo ispiranje sa LSWB-om tri puta po pet minuta.
Zatim nanosimo sekundarno protutijelo (anti-Mouse 1:2000, anti-Rabbit 1:2000) preko
membrane i ostavimo 1h na sobnoj temperaturi. Prije inkubiranja u kemiluminescentnoj
otopini, membrane se isperu u LSWB-u tri puta po 5 minuta. Za detekciju signala koristen je
komercijalno dostupan kemiluminiscentni reagens SuperSignal™ West Femto (Thermo Fisher
Scientific Inc., SAD) ili ru¢no prireden kemiluminiscent (0,1M TRIS pH 8,6 10ml; luminol 50
pL; p-kumarinska kiselina 22 pL; H202 3 puL) te su membrane potom slikane MicroChemiDoc
kamerom (DNR Biolmaging Systems Ltd., Israel). Dobivene slike analizirane su u programu
FIJI (NIH, USA).

4.2.6 Statisticka analiza

Statisticka obrada provedena je koriStenjem generaliziranog linearnog modela. Veli¢ine od
interesa (u ovom slu€aju mjerene vrijednosti ekspresije) nazivamo zavisnom varijablom ili
odzivom (engl. response), a skupinu nazivamo nezavisnom varijablom koja u naSem slucaju
ima Cetiri razine: 1.) kontrolna skupina starosti 7 mjeseci (WT_7), 2.) kontrolna skupina starosti
12 mjeseci (WT _12), 3.) transgeni¢na skupina starosti 7 mjeseci (TG_7), 4.) transgeni¢na
skupina starosti 12 mjeseci (TG_12). Izmjerene vrijednosti koje nisu slijedile Gaussovu
distribuciju su logaritmirane. Rezultati su dobiveni oduzimanjem srednjih vrijednosti dviju
skupina, podeSenim za vrijednost u ostalim skupinama. Odabrana razina znacajnosti je p<0,05.
Usporedbe koriStene u ovoj analizi odgovaraju na slijedeca pitanja: 1.) Postoji li u¢inak APP-
transgenicnosti, odnosno postoji li razlika izmedu transgeni¢ne i kontrolne skupine starosti 7
mjeseci? (TG_7 — WT _7), 2.) Postoji li u¢inak APP-transgeni¢nosti, odnosno postoji li razlika
izmedu transgeni¢ne i kontrolne skupine starosti 12 mjeseci? (TG_12 — WT_12), 3.) Postoji li
ucinak starenja, odnosno postoji li razlika u ekspresiji izmedu kontrolne skupine starosti 7
mjeseci i 12 mjeseci? (WT_12 — WT 7), 4.) Postoji li uéinak starenja u transgeni¢noj skupini,
to jest dolazi li do promjene u ekspresiji proteina izmedu transgeni¢ne skupine starosti 7 i 12

mjeseci (TG_12 — TG 7). Statisti¢ka analiza je radena u programskom jeziku R (verzija 4.2.0).



5. REZULTATI

Kako bismo procijenili u¢inak starenja i APP-transgeni¢nosti na ekspresiju odabranih proteina
inzulinske signalizacije provedena je western blot analiza sljede¢ih proteina u dvije starosne
skupine miSeva (7 i 12 mjeseci): supstrat receptora inzulina (IRS), fosforilirani supstrat
receptora inzulina (pIRS), ukupni tau protein (tTAU), fosforilirani tau protein (pTAU),
fosfatidilinozitol-3-kinaza (P13K), ciklin ovisna kinaza 5 (CDK5), enzimske skupine protein-
kinaza ovisnih o Ca?*/ kalmodulinu (CAMK), fosforilirane enzimske skupine protein-kinaza
ovisnih o Ca?*/ kalmodulinu (p)CAMK).

5.1 Western blot analiza ekspresije proteina povezanih s inzulinskom signalizacijom u

hipokampusu 7-mjesecnih i 12-mjese¢nih miseva
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SLIKA 1. Western blot analiza omjera relativnog intenziteta signala fosforiliranog i ukupnog
proteina pIRS/IRS (A-D) pTAU/TAU (H-K), pPCAMK/CAMK (L-O) te PI3K (E-G) i CDK5
(P-S) proteina u hipokampusu 7-mjese¢nih 12-mjese¢nih miseva: kontrolne Zivotinje starosti 7
mjeseci (WT _7), transgeni¢ne zivotinje Tg2576 starosti 7 mjeseci (TG_7), kontrolne Zivotinje
starosti 12 mjeseci (WT_12), transgeni¢ne zivotinje Tg2576 starosti 12 mjeseci (TG_12).
Rezultati denzitometrije prikazani su box-plotovima kombiniranim s rasprSenim grafikonom
gdje svaka tocka predstavlja jednu zivotinju (A,E,H,L,P). Na grafovima uc¢inka (engl. effect
plot) na y-osi prikazane su odabrane usporedbe, a na X-osi oznaéena je kontinuirana varijabla.
Kada crna horizontalna linija (interval pouzdanosti) sijece crvenu, isprekidanu liniju kazemo
da razlika izmedu odabranih skupina u usporedbi nije znacajna. U slucaju kada je ne sijece,
razlika izmedu ispitivanih grupa jest znacajna (B,F,1,M,R). lIznad intervala pouzdanosti
oznaCene su p-vrijednosti. Prikazane su nitrocelulozne membrane nakon elektroforetskog
razdvajanja proteina obiljezene protutijelima: IRS, pIRS, tTAU, pTAU, CAMK, pCAMK,
PI3K i CDK5 (C,D,G,H,K,L,O,S). IRS- supstrat receptora inzulina, PIRS- fosforilirani
supstrat receptora inzulina, TTAU- ukupni tau protein, PTAU- fosforilirani tau protein, PI3K-
fosfatidilinozitol-3-kinaza, CDK5- ciklin ovisna kinaza 5, CAMK- enzimske skupine protein-
kinaza ovisnih o Ca?*/ kalmodulinu, PCAMK- fosforilirane enzimske skupine protein-kinaza

ovisnih o Ca?*/ kalmodulinu.

Ucinci starenja i APP-transgeni¢nosti na ekspresiju proteina povezanih s inzulinskom
signalizacijom u hipokampusu u dvije starosne skupine miseva (7 i 12 mjeseci) sazeto su

prikazani u tablici na iduc€oj stranici (tablica 1), a detaljnije su opisani u diskusiji.
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TABLICA 1. Prikaz ulinka starenja i APP-transgeni¢nosti na ekspresiju proteina

povezanih s inzulinskom signalizacijom.

HIPOKAMPUS

TG_7-TG_12

WT_7- WT_12

TG_12 - WT_12

TG_7-WT_7

pIRS
IRS

pTAU
tTAU

pCAMK
CAMK

PI3K

CDK5
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6. RASPRAVA

Alzheimerova bolest je progresivni neurodegenerativni poremecaj koji dovodi do ireverzibilnih
promjena mozga sa posljedicnim djelovanjem na pamcenje, ponasanje i osobnost (Powell,
1985.). Vode¢i je uzrok demencije u starijih osoba te se kontinuirano biljezi porast u
dijagnosticiranju novih slucajeva. Rezultati populacijskih studija zabiljezili su dobno
standardiziranu prevalenciju od 4,4% za AB kod osoba starijih od 65 godina za podrucje
Europe, dok je incidencija za istu tu skupinu iznosila 19,4 na 1000 osoba-godina (Qiu i sur.,
2022.). Glavna patoloska obljezja Alzheimerove bolesti su: ekstracelularno nakupljanje
amiloidnih plakova te formiranje neurofibrilarnih vretena potaknuto hiperfosforilacijom tau
proteina unutar neuronske citoplazme. U nekih oboljelih, zabiljezeno je postojanje i drugih
nespecificnih patologija za AB (npr. cerebrovaskularna oboljenja, Lewyjeva tjeleSca), kod
takvih slucajeva govorimo o stanju mijesane demencije. U terapiji AB-a koristi se pet lijekova:
donepezil, rivastigmin, galantamin, memantin i memantin u kombinaciji sa donepezilom sa
svrhom ublazavanja simptoma bolesti. Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove u lipnju 2021.
odobrila je Aducanumab, monoklonalno protutijelo usmjereno na abnormalne amiloidne
plakove s ciljem njihove razgradnje (Padda 1 sur., 2022.). Provedena su klini¢ka istraZivanja te
je zabiljezeno smanjenje plakova kod osoba sa blagim oSte¢enjem kognicije i ranim stadijom
demencije, no Cini se da su dobiveni rezultati pokazali tek grani¢nu korist terapije te ostaje
pitanje djelotvornosti samog lijeka (Walsh i sur., 2021., Mahase, 2021.). Budu¢i da je
etiopatogeneza ovog poremecaja jos nedovoljno razjasnjena, mnoga istrazivanja su usmjerena
na objasnjavanje same podloge bolesti. U svrhu boljeg razumijevanja, razvijeni su animalni
modeli koji se koriste u cijelom nizu studija, a transgeni¢ni misji model Tg2576 koriSten je u
istrazivanju opisanom u ovom radu. Radi se o jednom od najboljih modela za familijarni oblik
Alzheimerove bolesti, a ovdje su koriSteni za ispitivanje ekspresije proteina povezanih sa
inzulinskom signalizacijom. Sama ekspresija te njene promjene nastale kao posljedica utjecaja

APP- transgeniCnosti 1 starenja, analizirani su metodom Western blot. Supstrat receptora
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inzulina (IRS-1) je citoplazmatski adaptorski protein ¢ija je uloga posredovanje i prijen0s
signala sa IR, IGF-1 te hibridnog IR/IGF-1 receptora (Sun i sur.,1991.). Veli¢ine je 185 kD i
ubikvitarno je izrazen u stanicama tkiva (White,2002.). Vezanjem inzulina za inzulinski
receptor, dolazi do disinhibicije tirozin kinazne aktivnosti IR-a prema IRS i njegove posljedi¢ne
fosforilacije (Cheng i sur.,2010.). Poveéane razine fosforiliranog IRS-a pronadene su u
transgenicnom APP/PS1 misjem modelu na hSer312/mSer307 i hSer636/mSer632 reziduama
u podrucju hipokampusa $to ukazuje na postojanje inzulinske rezistencije (Bomfim i sur.,
2012.). U skupini transgeni¢nih 12-mjesecnih miSeva zabiljezili smo smanjenje koncentracije
IRS-a fosforiliranog na tirozinskom ostatku u odnosu na kontrolnu 12-mjesec¢nu skupinu
(TG_12 — WT_12), sto je u skladu sa prethodno navedenim istrazivanjem, buduc¢i da i ovdje
kod starijih transgeni¢nih miSeva nailazimo na poremecaj u inzulinskog signalizaciji. Takoder,
biljezimo porast kod transgeni¢inh 7-mjesecnih miseva u odnosu na 12-mjesecne (TG 7 —
TG_12) §to mozemo objasniti kao posljedicu starenja, ali samo kod transgeni¢ne skupine, dok
takav ucinak u kontrolnoj skupini izostaje. IRS proteini utjecu na cijeli niz nizvodnih efektora
kao §to su: p85 regulatorna podjedinica PI3K, Grb-2, SHP-2, Fyn, c-Crk, Crkll i Nck. P85
regulacijska podjedinica sadrzi SH2-domene koje su klju¢ne za aktivaciju PI3K, a sama kinaza
se moze vezati na vise razlicitih mjesta na IRS proteinu (White,2002.). Aktivacijom PI3K-Akt-
GSK3 puta dolazi do poboljsanja u€enja 1 pamcenja kod sisavaca te potice nastanak sinapsi
(Acebes 1sur.,2012.). Nadalje, dokazano je da aktivacija PI3K poboljSava kontekstualno ucenje
te formiranje dendrita u hipokampusu stakora (Barreto i sur.,2014.). Zanimljivo, u naSem
istrazivanju nisu primjec¢ene znacajne razlike izmedu kontrolne ,,zdrave* skupine 1 transgenicne
skupine, niti je postojao znacCajan efekt starenja na promjenu ekspresije PI3K. Znacajne
promjene nisu zabiljeZzene niti u ekspresiji kinaze ovisne o ciklinu 5 (CDKS5)- serin/treonin
kinaze Cija je glavna uloga zaustavljanje 1 diferencijacija stanicnog ciklusa neurona (Shupp 1

sur.,2017.). Nizvodno, PI3K djeluje na Akt protein, a ona pak dalje utjece na aktivnost GSK3.
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Nefosforilirani, aktivni oblik GSK3 poti¢e fosforilaciju TAU proteina te formiranje
neurofibrilarnih vretena. Zanimljivo, u hipokampusu transgeni¢nih miSeva biljeze se nize
razine pTAU u odnosu na kontrolnu 7-mjese¢nu skupinu (TG 7 vs WT_7) $to je u skladu sa
¢injenicom da u ranijim stadijima bolesti u literaturi nisu zabiljezene pojave formiranja NFT-a.
Takoder, nize koncentracije uocene su i u starije skupine kontrolnih miSeva u odnosu na mlade,
7-mjesecne miseve (WT 12 vs WT 7). CAMKII enzimske skupine protein-kinaza ovisnih o
Ca2+/ kalmodulinu imaju vaznu ulogu u sinaptickoj plasti¢nosti te nizvodno dovode do
fosforiliranja tau proteina. Njena poremecena aktivnost posljedicno dovodi do poremecaja
signalizacije kalcija Sto naposljetku moze dovesti do nastanka patoloskih promjena sli¢nih
onima u Alzheimerovoj bolesti. Poremecena intracelularna homeostaza kalcija zabiljezena je i
u sporadi¢nom i u familijarnom obliku Alzheimerove bolesti (LaFerla, 2002.). U nasem
istrazivanju, zabiljezene su snizene koncentracije fosforiliranog CAMKII u skupini
transgeni¢nih 7-mjesecnih miSeva u odnosu na kontrolnu skupinu starosti 7 mjeseci (TG_7 vs
WT _7) dok ostale usporedbe nisu bile znacajne. Uzevsi u obzir kompleksnost inzulinske
signalizacije te nepostojanje jasnog objaSnjenja nastanka patoloSkih promjena u mozgu
oboljelih tesko je utvrditi glavni signalizacijski put koji je odgovoran za hiperfosforilaciju tau
proteina i1 nastanak neurofibrilarnih formacija Sto predstavlja i glavni nedostatak rada.
Zaklju¢no, mozemo re¢i da rezultati koji su prezentirani u ovom radu, nude uvid u promjene
ekspresije proteina odabranog signalizacijskog puta te omogucuju odredivanje utjecaja starenja,
ali i APP-transgeni¢nosti na pojedine promjene ekspresije. MiSljenja smo da bi dobiveni
rezultati mogli pridonjeti boljem razumijevanju biokemijskih poremecaja koji se odvijaju u
pozadini bolesti, ali 1 svijesni ¢injenice da su potrebna dodatna opSirna istrazivanja kako bi se

priblizili moguéem objasnjenju etiologije ove progresivne i ireverzibilne bolesti.
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7. ZAKLJUCCI

1. APP-transgenic¢nost i starenje dovode do povecanja koncentracije fosforiliranog oblika
supstrata inzulinskog receptora (IRS-1) kod transgeni¢ne skupine 7-mjese¢nih miseva
u odnosu na 12-mjese¢ne transgeni¢ne miseve (TG 7 vs TG_12) te smanjenja kod
transgeni¢ne skupine 12-mjese¢nih miseva u odnosu na kontrolnu skupinu starosti 12
mjeseci (TG 12 vs WT 12) S§to mozemo objasniti kao kombinirani utjecaj
promijenjenih gena, ali i kasnijeg stadija bolesti, buduéi da znacajne razlike izostaju kod

kontrole 1 transgeni¢ne skupine u presimptomatskoj fazi bolesti.

2. Ucinak APP-transgeni¢nosti u 7-mjesecnih miSeva dovodi do smanjene koncentracije
fosforiliranog tau proteina u odnosu na kontrolu (TG _7 vs WT _7) dok isti u¢inak ima i
starenje kod kontrolne skupine 12-mjese¢nih miseva u odnosu na kontrolnu skupinu
starosti 7-mjeseci (WT_7 vs WT_12).

3. Koncentracija fosforiliranog CAMKII snizena je samo u skupini transgeni¢nih 7-
mjese¢nih miSeva u odnosu na kontrolnu skupinu starosti 7-mjeseci (TG_7 vs WT_7)
Sto tumacimo kao izravan uc¢inak promijenjenih gena, dok taj uc¢inak izostaje u skupini
miSeva starosti 12 mjeseci pa to moZemo objasniti da starenje ima obrnuto

proporcionalni u¢inak na ekspresiju od transgeni¢nosti.

4. Promjena u ekspresiji proteina PI3K i CDKS5 nije bila znacajna niti u jednoj od
provedenih usporedbi S§to moZemo objasniti time da APP-transgeni¢nost i starenje
vjerojatno imaju znacajan ucinak na neku drugu, nespecificiranu komponentu

inzulinskog signalizacijskog puta.
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10. SAZETAK

INZULINSKA SIGNALIZACIJA U HIPOKAMPUSU MODELA ALZHEIMEROVE
BOLESTI U TRANSGENICNIH MISEVA

Diana Kovaé

Alzheimerova bolest je progresivni neurodegenerativni poremecaj koji dovodi do ireverzibilnih
promjena mozga s posljediénim djelovanjem na pamdcenje, ponasanje i osobnost. Glavha
patoloska obiljezja bolesti su: ekstracelularno nakupljanje amiloidnih plakova te formiranje
neurofibrilarnih vretena potaknuto hiperfosforilacijom tau proteina. Razlikujemo dva oblika
ove bolesti: sporadi¢ni i familijarni oblik. U ovom istrazivanju koriSteni Su transgeni¢ni
Tg2576 misevi koji predstavljaju model familijarnog oblika Alzheimerove bolesti (fAB).
Ispitani su u¢inci APP-transgeni¢nosti i starenja u predsimptomatskom i blagom stadiju bolesti.
Izmjerena je ekspresija proteina inzulinske signalizacije (IRS, pIRS, PI3K, CDKS5, TAU,
pTAU, CAMKII i pCAMKII) u hipokampusu u dvije starosne skupine miSeva 7 i 12 mjeseci.
Nasi rezultati ukazuju na postojanje biokemijskih promjena u hipokampusu izmedu dvije
razlicite starosne skupine miseva te ukazuju na vaznost odabira odgovaraju¢eg modela obzirom

na dob zivotinja prilikom provodenja istrazivanja.

Kljucne rijeci: Alzheimerova bolest, inzulinska signalizacija, transgeni¢ni miSevi, western blot,

hipokampus
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11. SUMMARY

INSULIN SIGNALING IN THE HIPPOCAMPUS OF THE TRANSGENIC MOUSE
MODEL OF ALZHEIMER'S DISEASE

Diana Kovaé

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disorder that leads to irreversible brain
changes with consequent effects on memory, behavior and personality. The main pathological
features of the disease are an extracellular accumulation of amyloid plaques and the formation
of neurofibrillary tangles induced by hyperphosphorylation of tau protein. There are two forms
of this disease: sporadic and familial. Transgenic Tg2576 mice representing the familial form
of Alzheimer's disease (FAB) were used in this study. The effects of APP-transgenicity and
aging in the pre-symptomatic and mild stages of the disease were examined. The expression of
insulin signaling proteins (IRS, pIRS, PI3K, CDKS5, TAU, pTAU, CAMKII, and pCAMKII)
was measured in the hippocampus in two age groups of mice, 7 and 12 months. Our results
indicate the existence of biochemical changes in the hippocampus between two different age
groups of mice indicate the importance of choosing the appropriate age-model when
conducting a research.

Key words: Alzheimer's disease, insulin signaling, transgenic mice, western blot, hippocampus
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