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Doprinos poremeéaja krvno-moZdane barijere patofiziologiji

Alchajmerove bolesti u transgenim animalnim modelima

Sazetak

Krvno-mozdana barijera (KMB) je klju¢na strukturna i funkcionalna prilagodenost
krvnih sudova u centralnom nervnom sistemu, neophodna za njegovo normalno
funkcionisanje. Osnovni zadatak KMB je da spreci slobodan prolazak humoralnih i1
hemijskih faktora i ¢elija iz krvi u mozdani parenhim i obrnuto. Periciti su ¢elije koje nalezu
na endotelne ¢elije krvnih kapilara, 1 zajedno sa endotelnim ¢elijama, kao 1 proSirenjima
astrocitnih nastavaka i bazalnom membranom, ¢ine KMB. Periciti, osim uloge u svim
aspektima funkcionisanja 1 propustljivosti KMB, imaju ulogu u regulaciji protoka krvi,
angiogeneze, ¢iS¢enja toksicnih materija iz mozga, neuroinflamaciji, kontrolisSu ekspresiju
proteina poreklom iz endotelnih celija koji ulaze u sastav adherentnih 1 Cvrstih veza
endotelnog sloja, a opisana su i njihova svojstva slicna nervnim mati¢nim ¢elijama.

Alchajmerova bolest (AB) je neurodegenerativno oboljenje 1 najceS¢i oblik
demencije kod ljudi starijih od 65 godina. AB se na neuropatoloSkom nalazu karakteriSe
akumulacijom vancelijskog amiloida i unutarcelijskog tau proteina u mozdanom tkivu, kao
1 gubitkom neurona. Dodatno, istrazivanja su pokazala da se promene u mozdanoj cirkulaciji,
protoku krvi i propustljivosti kapilara mogu primetiti i pre pojave klinicke slike sporadi¢nog
oblika AB.

Cilj ove teze je bio da se ispita integritet KMB 1 uloga percita u prisustvu i odsustvu
AB patologije. Dodatni cilj je bio i da se ispita uloga PICALM proteina, jer se pokazalo da
mutacije u ne-kodiraju¢em regionu PICALM gena mogu da predstavljaju faktor rizika za
razvo] AB u kasnijem dobu (eng. late-onset). Uloga PICALM-a je pra¢ena zasebno na
endotelnim c¢elijama 1 neuronima, a ispitana je 1 posledica farmakoloskog povecanja
ekspresije PICALM-a na nivo amiloida . Konacno, ispitana je dijetalna restrikcija kao

potencijalna intervencija u cilju smanjenja patologije vezane za AB.



Da bi se ispitala uloga pericita koris¢ena su dva misija modela: a) Zivotinje koje
imaju mutacije u receptoru PDGFRp, koji je specificno eksprimiran na pericitima i
vaskularnim glatkim miSi¢nim ¢elijama i ima klju¢nu ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa,
diferencijacije, rasta i1 razvoja i b) novouspostavljeni model akutnog gubitka pericita.
Dodatno, da bi se ispitali poremecaji KMB u AB, koriS¢ene su transgene zivotinje kao modeli
AB - Tg2576, 3xTg 1 SXFAD koje imaju jednu ili viSe mutacija u genima amiloidnog
prekursorkog proteina i presenilina. Da bi se ispitale uloge PICALM-a u endotelnim ¢elijama
1 neuronima, koris¢eni su specijalni transgeni sojevi koji eksprimiraju Cre rekombinazu pod
promotorom koji se specificno nalazi u endotelnim celijama (Cdh5-Cre) 1 neuronima
(Camk2a-CreER), kako bi se osigurala specificna delecija PICALM-a iz ovih ¢elija. Dijetalni
rezim ishrane svaki drugi dan (eng. every-other-day, EOD), je bio primenjen na Zenke
SXFAD miseva. Svi eksperimenti su ukljuc¢ivali 1 odgovarajuée kontrolne Zivotinje iz istog
okota, a rezultati su prikupljeni analizom imunoblotova, imunohistohemijkih i histoloskih
bojenja, i testova ponasanja.

Rezultati su pokazali da hroni¢ni gubitak pericita dovodi do demijelinizacije
neuronskih nastavaka u beloj masi mozga, $to dovodi do poremecaja u ponasanju, a da akutni
gubitak pericita u adultnom zivotu moze da dovede do gubitka nervnih ¢elija u korteksu 1
hipokampusu i1 poremecaja u memoriji koja zavisi od normalne funkcije hipokampusa.
Ispitivanje propustljivosti KMBumodelima AB je pokazalo, pored ,klasi¢ne* patologije —
akumulacije amiloida, i1 izraZzenu narusenost KMB, cak i1 pre gubitka neurona. Dalje su
rezultati otkrili da je PICALM protein izuzetno vazan za ¢iS¢enje amiloida iz mozdanog
parenhima 1 da farmakolosko povecanje ekspresije PICALM-a dovodi do smanjene koli¢ine
amiloida u mozgu. Takode, prisustvo PICALM-a u neuronima je vazno za normalno
ponasanje 1 zdravlje neurona. Primena dijetalne intervencije nije pokazala pozitivne efekte
na smanjenje AB patologije. Naprotiv, ovakva intervencija je izazvala vecu inflamaciju 1
dovela do drasti¢nog pada sinaptickih proteina i Cak smrti neurona kod zenki SXFAD soja.

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji ukazuju na vaznost odrzanja ne samo
strukturnog integriteta KMB, ve¢ i optimalnog nivoa proteina koji ulaze u sastav ¢elija KMB.
Dodatno, rezultati ukazuju da promene na KMB mogu da dovedu do funkcionalnih promena

1 u odsustvu patologije izazvane AP. Takode, s obzirom da svi ispitani modeli AB imaju



promene na KMB, vazno je da se ukljuci i ova komponenta prilikom dijagnostifikovanja AB.
Na kraju, iako je dijetalna restrikcija u prethodnim rezultatima pokazala uglavnom odlaganje
ili umanjenje AB patologije; pol 1 starost jedinke, kao i tip 1 duzina trajanja dijetalne

restrikcije treba pazljivo da se uzme u obzir pre odluke da se uvede kao tretman.

Kljuéne regi: Periciti, Krvno-mozdana barijera, Alchajmerova bolest, Zivotinjski modeli,
Ucenje 1 pamcenje, PonaSanje
Naucna oblast: Biologija

Uza naucna oblast: Neurobiologija



Contribution of blood-brain barrier disruption to the pathophysiology of

Alzheimer’s disease in transgenic animal models

Abstract

The blood-brain barrier (BBB) is a key structural and functional adaptation of blood
vessels in the central nervous system, necessary for its normal functioning. The basic task of
BBB is to prevent the free passage of humoral and chemical factors and cells from the blood
into the brain parenchyma and vice versa. Pericytes are cells that attach to the endothelial
cells of the blood capillaries, and together with the endothelial cells, as well as astrocytic
end-feet and the basement membrane, constitute BBB. Pericytes, in addition to their role in
all aspects of the functioning and permeability of BBB, play a role in regulation of blood
flow, angiogenesis, clearance of toxic substances from the brain, neuroinflammation, control
the expression of various proteins in endothelial cells, especially adherent and tight junctions
proteins of the endothelial layer, and their properties similar to nerve stem cells are also
described.

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease and the most common
form of dementia in people over 65 years of age. AD on neuropathological findings is
characterized by accumulation of extracellular amyloid B and intracellular tau protein in brain
tissue, as well as neuronal loss. In addition, studies have shown that changes in cerebral
circulation, blood flow, and capillary permeability can be observed even before the onset of
clinical presentation of sporadic AD.

The aim of this thesis was to investigate the integrity of BBB and the role of
pericytes in the presence and absence of AD pathology. Additional aim was to investigate
the role of PICALM proteins, as it has been shown that mutations in the non-coding region
of the PICALM gene may represent a risk factor for the development of late-onset AD. The
role of PICALM was studied separately on endothelial cells and neurons, and the

consequence of the pharmacological increase in PICALM expression to amyloid 3 levels was



examined. Finally, dietary restriction was examined as a potential intervention to reduce AD-
related pathology.

Two mouse models were used to examine the role of pericyte: a) animals that have
mutations in the PDGFR receptor, which is specifically expressed on pericytes and vascular
smooth muscle cells and plays a key role in cell cycle regulation, differentiation, growth and
development, and b) newly established model of acute pericyte loss. Additionally, to examine
KMB disorders in AD, transgenic animals were used as models of AD - Tg2576, 3xTg, and
SXFAD that have one or more mutations in the genes of amyloid precursor protein and
presenilin. To examine the roles of PICALM in endothelial cells and neurons, special
transgenic strains expressing Cre recombinase were used under a promoter specifically found
in endothelial cells (Cdh5-Cre) and neurons (Camk2a-CreER), to provide specific deletion
of PICALM from these cells. Every-other-day (EOD) diet regimen was administered to
female SXFAD mice. All experiments included appropriate control animals from the same
litter, and the results were acquired by immunoblot analysis, immunohistochemical and
histological staining, and behavioral tests.

The results showed that chronic loss of pericytes leads to demyelination of neural
processes in the brain white matter, which leads to behavioral deficits, and that acute loss of
pericytes in adult brain can lead to loss of neurons in the cortex and hippocampus, and
hippocampal-dependent memory deficits. Analysis of BBB permeability in AD models
revealed, that in addition to "classical" pathology - amyloid accumulation, there is a
significant BBB breakdown, which often occurs even before neuronal loss. The results
further revealed that the PICALM protein is extremely important for the clearance of amyloid
from the brain parenchyma and that the pharmacological increase in PICALM expression
leads to a decreased level of amyloid in the brain. Also, the presence of PICALM in neurons
is important for the normal behavior and neuronal health. And lastly, the use of dietary
intervention showed no positive effects on the reduction of AB pathology. On the contrary,
such an intervention caused greater inflammation and led to a drastic fall in synaptic proteins
and even neuronal death in females of the SXFAD strain.

The results presented in this dissertation indicate the importance of maintaining not

only the structural integrity of BBB, but also the optimal level of proteins expressed within



different cells of BBB cells. In addition, the results indicate that changes in BBB can lead to
functional changes even in the absence of pathology caused by AB. Also, since all AD models
tested in this study showed BBB breakdown, it is important to include this component when
diagnosing AD. Lastly, although dietary restriction in the previous results showed a major
delay or reduction of AD pathology; the sex and age of the individual as well as the type and
length of dietary restriction should be carefully considered before deciding to introduce it as

a treatment.

Key words: Pericytes, Blood-brain barrier, Alzheimer’s disease, Animal models, Learning
and memory, Behavior

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Neurobiology



LISTA SKRACENICA

aSMA — glatki miSi¢ni aktin o

4-OHT - 4-hidroksitamoksifen

AP - amiloid beta

AB — Alchajmerova bolest

ADAB - autozomalno dominantna AB

AL —lat. ad libitum

AMPA — amino-3-hidroksi-5-metil-izoksazol propionska kiselina
APP — amiloidni prekursorski protein

AQP-4 — akvaporin 4

BDNF — faktor rasta poreklom iz mozga

BSA — govedi serum albumin

BSA — normalni govedi serum

CA - lat. cornu ammonis

CAA — cerebralna amiloidna angiopatija

CaMKIIa — kalcijum/kalmodulin - zavisna protein kinaza Ila
CC - lat. corpus callosum

CNS — centralni nervni sistem

CORT - kortikosteron

CSPG4 — hondoitin sulfatni proteoglikan 4

Ctx — korteks

DHA — dokozaheksaenska kiselina

DMN - podrazeumevane mreze (eng. default mode network)
DT — toksin difterije

DTR - receptor toksina difterije

EAAT?2 — transporter ekscitatornih amino kiselina

EOD - svaki drugi dan (eng. every-other day)

FDA — administracija za hranu i lekove

FR — restrikcija hrane



GAP43 — protein 43 asociran sa rastom

GAPDH - gliceraldehid 3-fosfatna dehidrogenaza
DAPI - 4°, 6 — diamidino-2-fenilindol

GFAP — glijski fibrilarni kiseli protein

GRP75 — protein regulisan glukozom 75

GWAS — studije vezane za genom

Hpp — hipokampus

HSP70 — protein toplotnog stresa 70

1.p. - intraperitonealno injeciranje

Iba-1 — jonizovani adapter koji vezuje kalcijum
iDTR — indukovani receptor difterije toksina
KMB — krvno-mozdana barijera

MAM — membrane asocirane sa mitohondrijama
MAP2 — protein asociran sa mikrotubulama 2
MAPK — mitogenom aktivirana protein kinaza
MBP — mijelin bazni protein

NeuN — neuronski nuklearni antigen

NGF — nervni faktor rasta

NMDA - N-metil-D-aspartat

OCT - optimalna temperatura seenja

OPC - oligodendrocitne prekursorske celije

PBS — natrijumski fosfatni pufer

PCR - lancana reakcija polimeraze

PDGFRp - receptor faktora rasta beta poreklom iz trombocita (eng. platelet derived
growth factor receptor [f)

PFA - paraformaldehid

PICALM - fosfatidil-inozitol vezuju¢i klatrin sastavni protein_(eng. phosphatidylinositol
binding clathrin assembly protein)

PSD — postsinapticka gustina

PSD95 — protein 95 postsinapticke gustine



PTN - plejotrofin

ROS — reaktivne kiseoni¢ne vrste

SDS-PAGE — natrijum dodecil sulfat poliakrilamid elektroforeza

siRNA — male interferiSu¢e RNK

SNP — polimorfizmi u jednom nukleotidu

sPDGFR} - solubilni receptor faktora rasta beta poreklom iz trombocita
TBS — Tris - natrijumski pufer (eng. Tris-buffered saline)

TBST — Tris - pufer sa deterdzentom (eng. Tris-buffered saline Tween 20)
TNFa - tumor nekroze faktor alfa

VSD - boja osetljive na voltazu (eng. voltage sensitive dye)

701 — zonula okludens 1
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1. UVOD

1.1. Alchajmerova bolest

Alchajmerova bolest (AB) je ireverzibilna neurodegenerativna bolest koju karakteriSe
progresivan gubitak kognitivnih sposobnosti i1 dalji poremecaji u ponasanju koji kona¢no
dovode do gubitka sposobnost pacijenta da izvodi najjednostavnije svakodnevne aktivnosti i
vodi brigu o sebi. AB predstavlja 60-80% svih demencija u populaciji starijih osoba i
procenjeno je da trenutno vise od 5,5 miliona Amerikanaca starijih od 65 godina boluje od
demencije ¢iji je uzrok AB. AB je istovremeno 1 jedan od Sest najceS¢ih uzroc¢nika smrti u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (Alzheimer’s Association, 2011). Vecina sluc¢ajeva AB
su sporadi¢ne forme koje se javljaju u kasnijem dobu (eng. late-onset), dok je samo mali broj
slucajeva autozomalno dominantna AB (eng. early-onset autosomal dominant Alzheimer’s
disease) (Tanzi, 2012).

Dijagnoza AB je veoma kompleksna. Samo u pojedinim slucajevima, dijagnoza se
pouzdano moZe postaviti tokom zivota, neuroloskim snimanjem mozga (Panza et al., 2019).
Naime, usled nedostatka odgovarajucih bioloskih markera, postavljanje definitivne dijagnoze
se 1 dalje uglavnom zasniva na histopatoloskoj analizi nakon smrti kao i na posrednim
klinickim nalazima i porodi¢noj istoriji pacijenta. Pokazano je, medutim, i da klinicka slika
1 neuropatoloski nalazi prilikom autopsije ¢esto nisu konzistentni (Jack et al., 2018), kao i da
se tzv. senilne plake kao glavni patoloSka obeleZja oboljenja mogu detektovati i kod osoba
sa oCuvanim kognitivnim sposobnostima. Sve ovo jasno ukazuje da je neophodno da se bolje
okarakteriSu postojec¢i bioloski markeri, da se definiSu novi, kao 1 da se razviju naprednije
tehnike snimanja mozga. U zajednickoj publikaciji Nacionalnog instituta za starenje SAD
(eng. National Institue on Aging, NIA) i1 Asocijacije za Alchajmerovu bolest (eng.
Alzheimer’s Association, AA) postavljen je istrazivacki okvir u kome se predlaze da se termin
AB prvenstveno odnosi na neuropatoloske promene i da se AB definiSe biomarkerima tokom
zivota 1 prilikom autopsije, a ne klini¢kim simptomima (Jack et al., 2018).

Psihijatar 1 neuropatolog, Alois Alzheimer je 1906. godine na sastanku nemackih

psihijatara u Tibingenu, prvi put opisao simptome pacijentkinje stare 56 godina, Auguste



Deter, koji danas svakako predstavljaju jedne od karakteristika Alchajmerove bolesti.
Medutim, 1901. godine kada je dr Alzheimer prvi put upoznao Augustu koja se zalila najpre
na probleme u spavanju, nemir i oslabljenoj memoriji, on je opisao njene neuropsiholoske
simptome kao Sto su zaboravljanje imena objekata, problem u ¢itanju 1 razumevanju i
preliminarno dijagnostikovao njenu bolest kao arterosklerotsku atrofiju mozga i prepisao joj
tople kupke koje bi joj ublazile nervozu. Nakon Augustine smrti, 1906. godine, uradio je
histolosko bojenje srebrom na presecima njenog mozga i prvi put opisao senilne plake,
neurofibrilarnu klubad i amiloidnu angiopatiju — najupecatljivije karakteristike bolesti koja

nosi njegovo ime, Alchajmerova bolest (Slika 1) (Bondi et al., 2017; Toodayan, 2016).

Slika 1. Fotomikrografije patoloskih lezija nadenih u Alchajmerovoj bolesti. (A) Plake
nakon bojenja Ceone kore velikog mozga hematoksilinom i eozinom (H&E) , (B)
neurofibrilarna klubad u hipokampalnim piramidnim neuronima, H&E bojenje, (C) bojenje
srebrom pokazuje plake 1 neurofibrilarnu klubad. Preuzeto 1 modifikovano iz Serrano-Pozo 1
saradnici, 2011 (Serrano-Pozo et al., 2011).

Pored senilnih plaka i neurofibrilarne klubadi, AB se karakteriSe i intenzivhom
gliozom 1 gubitkom neurona (Lane et al., 2018; Zlokovic, 2011). Ipak, sve je viSe dokaza 1

da vaskularna disfunkcija znacajno doprinosi demenciji i AB (Snyder et al., 2015).



Vaskularni faktori rizika (hipertenzija, dijabetes) i neki od genetickih faktora rizika za AB
(kao §to je gen apolipoprotein E €4, APOE4), mogu dovesti do oste¢enja mozdanog krvotoka
1 cerebrovaskularnih poremecaja povezanih sa AB (Alzheimer’s Association, 2011;
Zlokovic, 2011, 2008). Razumevanje mehanizama koji su u osnovi vaskularne patofiziologije
AB 1 nalazenje novih terapeutika koji bi se na njima zasnivali je jedan od svetskih nauc¢nih

prioriteta (Montine et al., 2014; Snyder et al., 2015).

1.1.1. Amiloidna hipoteza

Etiologija AB, kao i detaljni mehanizmi progresije bolesti, joS uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni. Prva od hipoteza, danas oznacena kao amiloidna hipoteza, postavljena je pre vise
od 25 godina. Po ovoj hipotezi, akumulacija amiloid beta peptida (AP) u mozdanom
parenhimu je glavni uzrok AB (Makin, 2018). Istrazivaci su pretpostavili da nagomilavanje
molekula AB 1 formiranje njegovih agregata, senilnih plaka, pokre¢e neurodegenerativne
procese koji dovode do gubitka memorije 1 kognitivnih sposobnosti.

Neuropatoloski nalaz mozga AB pacijenata, naime karakteriSe prisustvo vancelijskih
agregata amiloida 3, oznacCenih kao senilne plake, kao 1 agregata tau proteina koji su oznaceni
kao neurofibrilarna klubad. Tako su obe neuropatoloSke karakteristike opisane jo§ 1906.
godine, tek je 1984. godine George Glenner, izolovao A 1 pronasao da je AP proizvod veceg
proteina, amiloidnog prekursorskog proteina (APP) koji se u fizioloSkim uslovima nalazi na
¢elijskoj membrani. Dalja istrazivanja su pokazala da je APP supstrat za viSe enzima: o-
sekretazu, 3-sekretazu i1 y-sekretazu i da razli¢ite kombinacije ovih enzima mogu dovesti do
obrade APP tzv. neamiloidogenim ili pak amiloidogenim, patoloSkim putem koji rezultuje
proizvodnjom AP (Slika 2). Ukoliko se se isecanje APP odvija posredstvom a-sekretaze,
nastaje solubilni peptid sAPPa, pri ¢emu u membrani ostaje tzv. a-C-terminalni fragment
CTF (aCTF peptid). Aktivnoscu y-sekretaze, od aCTF peptida dalje nastaju peptid P83, koji
se izluCuje 1 brzo degraduje, kao 1 AICD (eng. amyloid precursor protein intracellular
domain) koji ima funkciju u regulaciji unutarcelijskog prometa APP. Medutim, ukoliko se
APP iseca aktivno$¢u [B-sekretaze, dolazi do nastanka solubilnog peptida oznacenog kao

sAPPP 1 membranskog BCTF-a, koji je dalje supstrat za y-sekretazu i od koga nastaje A3



(Zhang et al., 2011). Iako je jo§ dr George Glenner postavio hipotezu da je AP uzrok AB,
amiloidna hipoteza nije bila Siroko prihvacena sve dok nisu pronadene dominantne mutacije
koje su bile odgovorne za nasledne forme AB. Prva mutacija je otkrivena 1991. godine i to u
genu APP (Goate et al., 1991), a zatim su pronadene 1 mutacije u genima koji kodiraju
komponente enzimskog kompleksa y-sekretaze koga ¢ine presenilin 1 (PSEN 1) i presenilin
2 (PSEN 2), a koje su bitne za mesto isecanja APP-a y-sekretazom (Scheuner et al., 1996).
Mutacije favorizuju proizvodnju duzih varijanti A koje se lakSe grupiSu i na taj nacin
omogucuju stvaranje vecih struktura tzv. oligomera. Dalja akumulacija dovodi do produkcije
ne-solubilnih fibrila, koji zatim agregiraju u senilne plake, karakteristike AB, koje su Cesto

okruzene solubilnim oligomerima.
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Slika 2. Amiloidogeni put obrade APP. Preuzeto 1 modifikovano iz Makin, 2018 (Makin,
2018).

Cinjenica da su pronadene genske mutacije koje dovode do poveéane akumulacije i
agregacije A, uslovile su postavljanje amiloidne hipoteze AB. Prema toj hipotezi, agregacija
AP zapocinje kaskadu procesa koji dalje dovode do inflamacije, formacije neurofibrilarnih
klubadi, disfunkcije sinapsi i ¢elijske smrti, Sto direktno dovodi do demencije. Kako je
familijalnu formu AB ponekad tesko odvojiti od sporadi¢ne, prihvaceno je da je AP prvi

korak u lancu progresije bolesti za sve forme AB (Makin, 2018).



Dalja istrazivanja su pokazala da neurotoksi¢nost AP potice 1 od difuznih molekula,
kao 1 od oligomera A3. Dinamicka priroda ovih amiloidnih vrsta, kao i mehanizmi njihove
toksi¢nosti su ipak i1 osnova kontroverzi u polju AB (Karran et al., 2011). Pokazano je tako
da se plake mogu javiti 1 kod kognitivno normalnih osoba, da se prisustvo neurofibrilane
klubadi javlja kod demencija i u odsustvu A plaka, kao i da kognitivni simptomi koreliSu sa
brojem i lokacijom tau agregata. Dodatno, mnogi lekovi (antitela, inhibitori 3- ili y-sekretaze)
koji su specificno kreirani tako da ciljano deluju na amiloidni put su imali razoCaravajuce

ishode, Sto €ini amiloidnu hipotezu nepotpunom i neodgovaraju¢om za sve oblike, kao i faze

AB (Makin, 2018).

1.1.2. Nasledna osnova Alchajmerove bolesti

Autozomalno dominantna Alchajmerova bolest (ADAB) je nasledna forma AB
izazvana mutacijama u genima koji kodiraju APP, presenilin 1 1 2 (PSEN1 i PSEN2). ADAB
slucajevi su zastupljeni sa oko 1% slucajeva svih oblika AB 1 ispoljavaju se rano u Zivotnom
dobu, pre 65. godine starosti) (Basun et al., 2008; Filley et al., 2007). Za nekoliko od APP 1
PSEN1 mutacija je pokazano da dovode do poremecaja krvno-mozdane barijere i
cerebrovaskularne patologije. Medutim, najveci broj slucajeva AB su sporadi¢ne forme, koje
se javljaju u kasnijem dobu 1 ¢ija se etiologija 1 principi nasledivanja ne mogu u potpunosti
korelisati. Mutacije u apolipoproteinu E4 (4POE4) su prvi i najviSe dokumentovani faktori
rizika za sporadi¢nu AB (Holtzman et al., 2012). Pokazano je da mutacije u APOE4 dovode
do ostecenja krvno-mozdane barijere, vaskularne patologije i smanjenog uklanjanja A3 kroz
krvno-mozdanu barijeru (Sweeney et al., 2019). GWAS studije (eng. genome-wide
association studies) su identifikovale mnoge dodatne lokuse asocirane sa AB, ukljuc¢ujuci

PICALM, CLU, ABCA7, SORLI, CR1, TREM?2 1 BINI gene (Sweeney et al., 2019).

Amiloidni prekursorski protein (APP)

Prijavljeno je oko 40 mutacija u APP-u za koje je pokazano da mogu biti u osnovi
AB (Bateman et al., 2011). Mutacije u APP mogu dovesti do cerebrovaskularne patologije,
ukljucujuéi osteCenje KMB 1 cerebralnu amiloidnu angiopatiju (CAA) (Sweeney et al.,

2019). CAA je uzrokovana depozitima A u zidu krvnih sudova malih arterija i kapilara 1



razvija se kao rezultat poremecenog balansa izmedu proizvodnje i uklanjanja A, a pre svega
nepravilnog transvaskularnog i perivaskularnog uklanjanja AP iz mozga (Sweeney et al.,
2019). CAA je najposredniji uzrok degeneracije glatkih miSi¢nih ¢elija krvnih sudova Sto je
povezano sa oSteCenjem KMB na nivou arterija i arteriola i1 koje se manifestuje
mikrokrvaranjima, infaktom, promenama u beloj masi 1 kognitivnim problemima (Saito and
Ihara, 2016). Osobe sa vaskulotropnim APP mutacijama u regionu AB21-23, ukljucujuéi tzv.
Dutch (E693Q), Arctic 856 (E693G), lowa (D694N) i italijansku (E693K) mutaciju razvijaju
izrazenu CAA, $to dalje dovodi do obimne cerebrovaskularne patologije (Sweeney et al.,
2019). Za razliku od vaskulotropnih mutacija, N-terminalne mutacije APP kao $to je Swedish
(KM670/671NL) mutacija, kao 1 C-terminalne mutacije uklju¢uju¢i A713T, A7141, A714A,
V715M (French), VT15A (German), 1716V (Florida), 1716T, V7171 (London), V717F
(Indiana), V717G, VT17L, 1 L723P (Australian) mutacije dovode do abnormalne i povecane
produkcije AP usled remecenja - i1 y-sekretazne aktivnosti u obradi APP 1 imaju manje
zastupljenu CAA 1 cerebrovaskularnu patologiju (Sweeney et al., 2019). Mutacija na N-
terminusu, oznacena kao Icelandic, medutim, dovodi do smanjene produkcije AP u

parenhimu, ali i do znacajne CAA 1 vaskularne patologije (Jonsson et al., 2012; Kero et al.,

2013).

Presenilini (PSENI i PSEN2)

Do danas je otkriveno 228 PSENI mutacija koje uzrokuju ADAB (Sweeney et al.,
2019). PSENI1 je kataliticka komponenta y-sekretaze i mutacije u PSENI genu povecavaju
proizvodnju duzeg A peptida, dovodeci do brze konverzije solubilnog u fibrilarni AB42 Sto
pospesuje nagomilavanje amiloida u parenihimu mozga (Makin, 2018; Sweeney et al., 2019).
Pojedine od PSENI mutacija dovode do veoma rane ADAB (<35 godinastarost) (Filley et
al., 2007; Karch et al., 2014). Nosioci ovih mutacije imaju izrazito oSteCenu KMB,
cerebrovaskularnu disfunkciju, CAA, oSteCenje mozdanica i smanjen transport 'S8F-
fluorodeoksiglukoze kroz KMB (Sweeney et al., 2019). PSEN2 mutacije su zastupljene kod
oko 5% svih ADAB slucajeva, od kojih su najées¢e mutacije M239V 1 N1411. Kod nosilaca
ovih mutacija se javlja znacajna CAA, hemoragicki Slog, iako su retko prisutni parenhimalni

amiloidni depoziti kao i tau neurofibrilarna klubad (Sweeney et al., 2019).



Apolipoprotein E4 (APOE4)

Pokazano je da su mutacije u APOE4 genu dominantan faktor rizika sporadicne AB
(Nelson et al., 2016; Sweeney et al., 2019). Jedna kopija APOE4 povecava rizik za oko 3,8
puta, dok dve kopije povecavaju rizik za AB oko 12 puta u poredenju sa mutacijama u
APOE3. Za APOE4 mutacije je pokazano da dovode do toksi¢nih efekata na
cerebrovaskularni sistem i neurone, a pokazan je i uticaj na proces eliminacije A, njegovo
deponovanje 1 neurodegeneraciju asociranu sa tau proteinom (Sweeney et al., 2019). APOE
u mozgu se primarno sintetiSe od strane astrocita i mikroglije, a za APOE3 je pokazano da
pospesuje razgradnju AP u mikrogliji, i to mnogo efikasnije od APOE4 (Jiang et al., 2008;
Vanlandewijck et al., 2018).

Fostatidil-inozito!l vezujuci klatrin sastavni protein (PICALM)

Vec¢ina SNP polimorfizamau PICALM genu nalazi se izvan kodirajuceg regiona 1
utvrdena je njihova veza sa kasnijim oblicima AB. Aleli rs38511791rs10792832 dovode do
smanjene ekspresije izoforme 2 PICALM gena u ¢eonom i slepoocnom korteksu, $to ukazuje
da smanjeni nivoi PICALM-a mogu povecati rizik pojave AB (Sweeney et al., 2019; R. S.
Thomas et al., 2016). N-kraj PICALM proteina sadrzi NH2-domen za vezivanje
fosfatidilinozitol-4,5-difosfata, S$to dozvoljava PICALM-u da detektuje membransku
povrsinu 1 reguliSe veliCinu klatrinskih vezikula (Itoh et al., 2001; Petralia et al., 2013).
PICALM kontroliSe internalizaciju receptora i njihov intracelularni promet omogucujuci
fuziju klatrinskih vezikula sa endozomom, koja je posredovana R-SNARE proteinima (Harel
et al., 2008). Ove funkcije su centralne u eliminaciji AP kroz KMB (Zhao et al., 2015b) i tau
proteina putem autofagije (Moreau et al., 2014). PICALM se nalazi u velikim koli¢inama u
endotelu krvnih sudova, ukljucujuéi kapilare i1 njegova zastupljenost je redukovana kod AB
pacijenata (Zhao et al., 2015b). Kao $to je prikazano kod Picalm*~; APPSwe™’ miseva,
smanjen nivo PICALM-a na KMB ubrzava amiloidnu patologiju i deficite u ponaSanju (Zhao
et al., 2015b). Endotelne ¢elije koje su dobijene od humanih indukovanih stem c¢elija (eng.
induced pluripotent stem cells, iPSC) koje sadrze protektivni rs3851179A4 alel pokazuju
povecanu ekspresiju PICALM-a i poboljsan transvaskularni transport i eliminaciju A kroz

model KMB in vitro, u poredenju sa iPSC cCelijama koje su sa rs3851179G alelom rizika



(Zhao et al., 2015b). Dodatno, pojacana ekspresija PICALM-a u primarnim neuronima
izolovanim iz pacova umanjuje toksi¢nost od solubilnih A oligomera (Treusch et al., 2011).

Klasterin (CLU)

Nekoliko GWAS studija je identifikovalo SNP polimorfizme u CLU (tzv. 1 APOJ)
genu kao znaCajne genetiCke faktore rizika sporadicne AB (Foster et al., 2019; Sweeney et
al., 2019). Na koji na¢in CLU doprinosi AB nije u potpunosti razjasnjeno, ali se pokazalo da
pored uloge u transportu lipida, reciklazi membrana, ¢elijskoj adheziji 1 apoptozi, CLU utice
1 na transvaskularno uklanjanje AP tako Sto pospesuje efluks AP42 kroz KMB. U mozgu,
astrociti primarno sekretuju CLU koji se ponaSa kao Saperon 1 vezuje solubilni AB (Sweeney

etal., 2019).

1.1.3. Transgeni modeli Alchajmerove bolesti

U potrazi za naCinima ispitivanja molekularnih mehanizama u osnovi degeneracije
nervnog tkiva koje dovodi do problema u memoriji, razvijeni su mnogi zivotinjski modeli
koji sadrze mutacije u genima za koje je pokazano da u humanoj populaciji dovode do
abnormalnog povecanja i akumulacije amiloida i tau proteina.

Tg2576 misevi (naziv soja B6;SJL-Tg(APPSWE)2576Kha), poznati i kao APP5*¢s0j
je najbolje okarakterisan misji model Alchajmerove bolesti. Ovaj model pojac¢ano eksprimira
mutiranu varijantu APP-a, izoformu 695, koji sadrzi tzv. Svedsku mutaciju (KM670/671NL)
1 pod kontrolom je prionskog proteina hrcka koji dovodi do poja¢anog nivoa proizvodnje A3
1 amiloidnih plaka. Tg2576 model, odnosno njegova ekstenzivna amiloidna patologija 1
kognitivni deficiti, prvi su put okarakterisani 1996. godine (Hsiao et al., 1996). Tg2576
miSeve karkateriSu problemi u kogniciji koji su u korelaciji sa starenjem, medutim, dok
pojedine studije ukazuju da se prve promene na testovima ponasanja mogu uociti ranije od
6. meseca starosti, neke studije tvrde da se promene u ponaSanju javljaju tek kada su zivotinje
stare oko godinu dana. Kod ovih Zivotinja se naime javlja i degeneracija retine koja moze biti
uzrok suprotstavljenim rezultatima, posebno u testovima pamcenja gde vid igra klju¢nu
ulogu. Akumulacija plaka se javlja pocevsi od oko 11. meseca starosti zivotinja, dok se

gubitak dendritskih trnova u hipokampusu javlja kod Zivotinja starih 4,5 meseca (Lanz et al.,



2003). Promene u dugotrajnoj potencijaciji se javljaju nakon 5. Meseca (Jacobsen et al.,
2006). Zanimljivo je da kod ovih miseva ili ne dolazi ili se gubitak neurona javlja u vrlo
malim koli¢inama, vrlo kasno u Zivotu (Irizarry et al., 1997).

3xTg-AD model (naziv soja B6;129-Psenltm1MpmTg (APPSwe,tauP301L)
1Lfa/Mmjax) je mi§ji model AB kod koga su prisutne tri mutacije koje karakteriSu familijalni
oblik AB. Ove mutacije su u genu APP-a (tzv. Svedska mutacija), tau proteina asociranog sa
mikrotubulama (eng. microtubule associated protein tau, MAPT - P301L) 1 presenilinu 1
(M146V). Geni koji nose navedene mutacije su pod kontrolom tzv. Thyl.2 promotora i
pojacano su eksprimirani samo u centralnom nervnom sistemu. 3xTg-AD miSeve karakterisSe
patologija izazvana akumulacijom AP i tau proteina. Vancelijski depoziti AP nastaju oko
Sestog meseca zZivota 1 javljaju se pre svega u frontalnom korteksu, dok do taloZenja tau
proteina dolazi kasnije, kod ZzZivotinja starih oko godinu dana (Oddo et al., 2003).
Degeneracije sinapsi 1 problemi u dugotrajnoj potencijaciji, kao i problemi u kogniciji se
javljaju pre pojave plaka i neurofibrilarne klubadi (Stover et al., 2015), Sto je verovatno
posledica rane intraneuronalne akumulacije Ap.

5XFAD model (naziv soja B6SJL — Tg(APPSwFILon,PSEN1*M146L*L286V)
6799Vas/Mmjax) je misji model koji podrazavanekoliko aspekata patologije AB. Ovaj soj
karakteriSe prisustvo pet familijalnih AB mutacija: tri u APP genu (Swedish K670N/M671L,
Florida I716V i London V7171) i dve u PSEN1 genu (M146L and L.286V), od kojih je svaki
pod kontrolom misjeg Thyl promotora koji uslovljava ekspresiju isklju¢ivo u centralnom
nervnom sistemu (CNS). U isto vreme su zapravo generisana tri podsoja sa istim mutacijama
koji su oznaceni kao: Tg6799, Tg7031 1 Tg7092. Soj Tg6799 je najvise ispitan, posto je
utvrdeno da eksprimira najviSe nivoe mutantnog APP-a. Ovaj soj veoma rano razvija
intraneuronalnu AP patologiju (kod Zivotinja starosti od ~1,5 meseci), dok se vancelijski
depoziti AP mogu uociti pocevisi od oko 2. meseca starosti zivotinja, u V sloju korteksa 1
subikulumu hipokampusa (Oakley et al., 2006). Nivo AB40 je takode povecan kod ovih
zivotinja i raste tokom starenja, ali ne u tolikoj meri kao AB42 (odnos AB40:AB42 je oko 25
kod mladih zivotinja) (Oakley et al., 2006). 5XFAD miseve takode karakteriSu poviseni nivoi
BACEI1 enzima tokom starenja (Devi and Ohno, 2010). Astroglioza i mikroglioza poc¢inju

oko 2. meseca, u vreme pojava vancelijskih plaka, a promene u sinaptickim markerima se



javljaju pocevsi od oko 4. meseca starosti Zivotinja (Oakley et al., 2006). Gubitak neurona se
najpre javlja kod zivotinja starih 6 meseci (Eimer and Vassar, 2013), dok se promene u

ponasanju uocavaju ranije (Kimura and Ohno, 2009; Oakley et al., 2006).

1.1.4. Klinicke studije

Efikasna terapija za Alchajmerovu bolest jos uvek ne postoji. Koriste se odredeni
lekovi koji pomazu u smanjanju stepena pojedinih simptoma, ali je pokazano da ovi lekovi
ne dovode ¢ak ni do usporavanja progresije bolesti. Trenutno, jedini lekovi izbora su
inhibitori holinesteraze (donepezil, rivastigmine, galantamin) 1 antagonisti NMDA receptora,
kao Sto je memantine (Panza et al., 2019; Zhang et al., 2017). Memantim je odobren jos 2003.
1 od tada nijedan novi lek koji bi usporio gubitak memorije ili neurodegeneraciju nije prosao
klinicka testiranja. Mnogi su razlozi kojima se moze objasniti ovaj neuspeh: neodgovarajuci
odabir pacijenata, varijabilnost u stepenu progresije bolesti, suboptimalna doza teraputika,
neodgovaraju¢e vreme intervencije, neodgovaraju¢i parametri ishoda i niska osetljivost
klinicke skale. Dodatno, nekompletno razumevanje patofiziologije AB je mozda dovelo do
selekcije pogresnih ciljnih molekula (Panza et al., 2019).

Takode, danas je poznato da akumulacija amiloida poc€inje jos oko 15-20 godina pre
prvih klinickih simptoma, uglavnom zbog ne-efikasne eliminacije A iz mozga (Panza et al.,
2019). Shodno tome, moguce je da je kasno vreme otpocinjanja terapije, tj. ve¢ u fazi
razvijene simptomatologije, razlog neuspeha dosadasnjih klini¢kih studija. U Tabeli 1
prikazane su neke od klinickih studija koje su bile sprovedene u cilju direktnog dejstva na
AP 1 koje su dale razoCaravajuce rezultate (Mullard, 2019). Medu navedenim studijama je 1
ispitivanje efekata anti AP antitela, kao 1 inhibitora enzima - i y-sekretaza koje ucesvtuju u

proizvodnji AP.
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Terapeutik Sponzor Osobine Faza Alchajmerove bolesti Razlog za prekid studije

Aducanumab Biogen/Eisai Anti-ABmAb Rana Nedostatak efikasnosti
Solanezumab Eli Lilly Anti-ABmAb Blaga do umerena, blaga i prodromalna  Nedostatak efikasnosti/strateski
Bapineuzumab  Elan/Wyeth/Pfizer Anti-ABmAb Blaga do umerena Nedostatak efikasnosti
Imunoglobulin Baxter Anti-ABmAb Blaga do umerena Nedostatak efikasnosti
Lanabecestat Astra Zenecal/Eli Lilly BACE inhibitor Rana i blaga Nedostatak efikasnosti
Atabecestat Janssen BACE inhibitor Asimptomatska ka riziku Toksi¢nost

Verubecestat Merck & Co. BACE inhibitor Blaga do umerena i prodromalna Nedostatak efikasnosti
Semagacestat Eli Lilly y-sekretazni inhibitor ~ Blaga do umerena Toksi¢nost i nedostatak efikasnosti
Tarenflurbil Myriad Genetics/Lundbeck  y-sekretazni inhibitor ~ Blaga Nedostatak efikasnosti

Tabela 1. NeuspeSne klini¢ke studije. Na tabeli su prikazane neke od klini¢kih studija koje
su zasnovane na amiloidnoj hipotezi i u kojima nije dobijen pozitivan rezultat, ili u kojima je
¢ak doslo do pogorsanja klinicke slike. Preuzeto i modifikovano iz Mullard, 2019 (Mullard,
2019).

1.2. Krvno-mozZdana barijera

Krvno-mozdana barijera (KMB) predstavlja strukturnu i funkcionalnu adaptaciju
krvnih sudova mozga ¢ija je osnovna uloga stroga kontrola prolaska molekula i ¢elija iz krvi
u mozak i obrnuto. KMB pre svega zaustavlja prolaz neurotoksi¢nih komponenti plazme,
¢elija krvi 1 patogena u mozak (Montagne et al., 2017) 1 takvom regulacijom transporta
molekula ka 1 izvan CNS, KMB odrzava strogo kontrolisanu hemijski sastav vancelijskog
miljea koji je neophodan za normalno funkcionisanje nervnog Sistema (Zhao et al., 2015a;
Zlokovic, 2011). U patoloskim stanjima, poremecaji i nefunkcionalnost KMB dovode do
curenja toksi¢nih komponenti iz krvi u CNS, ¢elijske infiltracije, poremecaja u transportu i
eliminaciji Stetnih molekula iz mozga, a Sto dalje prate redukcijai nepravilna regulacija
protoka krvi u mozgu,dodatno doprinoseci neuroloskim deficitima (Iadecola, 2004).

Gustina krvnih sudova u mozgu nije ravnomerna, i vec¢a je u udelovima mozga koji
su ukljuceni u obradu senzornih informacija, memoriju i kretanje (Kisler et al., 2017a). U
fizioloSkim uslovima, do ljudskom mozga se doprema 20% celokupnog krvotoka 1 potrosi
20% od ukupne zapremine kiseonika 1 glukoze iz krvi (Iadecola, 2013). Kiseonik 1 glukoza
se izuzetno brzo preuzimaju iz krvi, transportom kroz KMB, jer mozgu nedostaju rezervoari

energije (Iadecola, 2004). Poznato je 1 da se u mozgu sisara brzina protoka krvi kroz mozdane
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arterije, arteriole i kapilare menja, odnosno da moze biti inicirana u odgovoru na nervni
stimulus, ¢ime se omogucava povecana isporuka kiseonika i1 glukoze mehanizmom koji je
poznat kao “neurovaskularno kuplovanje” (Iadecola, 2017; Kisler et al., 2017b).

Osnovna gradivna jedinica KMB je tzv. neurovaskularna jedinica (eng.
neurovascular unit, NVU), u €iji sastav ulaze endotelne ¢elije krvnih sudova, muralne ¢elije
- periciti 1 glatke miSi¢ne Celije, zatim perivaskularna stopala astrocita i neuroni (Slika 3).
NVU doprinosi regulaciji propustljivosti KMB, neurovaskularnoj sprezi, interakcijama
izmedu celija 1 matriksa, obrtu neurotransmitera, angiogenezi i neurogenezi (Zlokovic,

2008).

Endotelijum

- Pericit

ol J '.\

Mikroglija

Slika 3. Sematski prikaz neurovaskularne jedinice. Endotelne éelije i periciti su
razdvojeni bazalnom membranom, a nastavci pericita obavijaju veéinu spoljasnje strane
bazalne membraneendotelnih Celija. U tackama kontakta, periciti direktno komuniciraju sa
endotelnim celijama kroz tzv. peg-kontakte oblika CaSe koji podsecaju na sinapse, dok
astrocitna stopala oblazu zid krvnog suda. Mikroglija je u stanju ,,mirovanja®“. U slucaju
poremecaja koji dovode do promena u vaskulaturi, neurotoksini mogu da produ KMB i
dostignu svoje ciljne molekule u nervnom sistemu. Dodatno, pri oSte¢enju KMB, pro-
inflamatorni signali ili smanjen protok krvi u kapilarima mogu da poremete normalnu
sinapticku transmisiju 1 zapo¢nu oSte¢enje neurona (Slika X, strelica 1), koji dalje oslobadaju
signale koje susedna mikroglija moze da detektuje (Slika X, strelica 2). Aktivirana
mikroglija, astrociti 1 oSteceni endotel produkujuéi razlicite inflamatorne molekule dodatno
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povecavaju povredu neurona (Slika X, strelica 3). Preuzeto 1 modifikovano iz Zlokovic, 2008
(Zlokovic, 2008).

KMB je centralno postavljena u okviru NVU i formirana je od jednog sloja tesno-
upakovanih endotelnih ¢elija. U ljudskom mozgu, totalna duzina cerebralnih krvnih sudova
je oko 650 kilometara. Kapilari doprinose ovoj duzini sa 85%, pruzajuc¢i oko 12 m? endotelne
povrsine dostupne za dostavu glukoza i kiseonika mozgu (Zlokovic, 2011). Na kapilarnom
nivou, pored sloja endotelnih ¢elija, u sastav KMB ulaze 1 periciti, perivaskularna stopala
astrocita 1 bazalna membrana. Integritet KMB na kapilarnom nivou se odrzava aktivnoS¢u
pericita, koji zajedno sa glatkim miSi¢nim c¢elijama i1 endotelnim c¢elijama eksprimiraju
razliCite transportere, receptore, proteine koji obavljaju funkciju pumpi, jonskih kanala, 1
regulatornih molekula, a ¢ija ekspresija moze varirati u okviru odgovaraju¢ih zona duz
arterio-kapilarno-venozne ose (Sweeney et al., 2019). Strana KMB koja naleze na mozdani
parenhim se oznacava kao abluminalna, dok je strana endotelnih ¢elija koja je u kontaktu sa

krvi oznacena kao luminalna.

1.2.1. Metodologija izu¢avanja krvno-mozdane barijere

Krvno-mozdana barijera, ili bar neki od njenih aspekata se moguistrazivati upotrebom
zivotinjskih modela in vivo, injeciranjem dekstrana i drugih molekula koji prolaze otvorenu
KMB (Bell et al., 2012). KBM se, medutim, moZe ispitivati i ex vivo,na histoloskim
presecima(Halliday et al., 2016), kao 1 in vitro modelima “chip-a” KMB (eng. BBB
chip)(Sances et al., 2018). Najveci broj dokaza patologije mikrokrvotoka u AB potice iz
histoloskih analiza i analiza bioloskih tecnosti (Montagne et al., 2016a). Na presecima
mozga, integritet KMB se moZze analizirati imunohistohemijski, bojenjem markerima
endotelnih ¢elija 1 pericita (Slika 4) da bi se izmerila prekrivenost pericitima, kao 1 bojenjem
lektinom 1 obelezavanjem marker proteina koji su poreklom iz krvi (fibrinogena,
imunoglobulina, albumina ili trombina)zarad utvrdivanja stepena propustljivost KMB.

Histoloskeboje,kao S§to su Prusko plavo koja obelezava molekule gvozda za detekciju
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mikrokrvarenja ili Evans plavo koja obelezava albumin,takode omogucavaju detektciju
propustljivosti KMB (Jacobson et al., 2016). Dalje se mogu imunohistohemijski obelezavati
veze izmedu endotelnih Celija, Cime se moZe ispitati strukturni integritet KMB(Halliday et
al., 2016). Dodatno, kao mera KMB propustljivosti, ¢esto se koristi odnos koncentracije
albumina u cerebrospinalnoj te€nosti naspram koncentracije albumina u serumu (Bowman et
al., 2012; Halliday et al., 2013). Albumin je relativno veliki molekul (67 kDa) 1 veoma je
zastupljen u krvi,posto u fizioloSkim uslovima ne prolazi KMB. Zboga toga se prisustvo
albumina u cerebrospinalnoj te¢nostikoristi kao indikator poremecaja KMB (Montagne et al.,
2016a). Propustljivost KMB se moze detektovati i putem solublinogreceptora faktora rasta
poreklom od krvnih ploCica (eng. soluble platelet derived growth factor receptor
L,sPDGFRp), koji predstavlja iseCenu formu receptora faktora rasta poreklom od krvnih
plocCica (eng. platelet derived growth factor receptor f,PDGFR[), membranskog markera
pericita i glatkih miSi¢nih ¢elija KMB, u cerebrospinalnoj te¢nosti. Rezultati su tako pokazali
da su nivoi sPDGFRf poviSeni u Tg2576 misevima, kao i1 rano u AB, nezavisno i pre
promena u APi tau proteinima (Montagne et al., 2015; Nation et al., 2019; Sagare et al.,
2015).

Razvijanje tehnika za snimanje mozga su takode omogucile kvantitativnu 1
regionalnu analizu poremecaja krvnog sistema u mozgu tokom zivota ljudi (Montagne et al.,
2016a). Montagne i saradnici su na ovaj nacin 2015. godine pruzili prvi dokaz o poremecaju
u propustljivost krvno-mozdane barijere u hipokampusu tokom starenja, koje je pogorSano
kod pacijenata sa blagim poremecajem kognicije (eng. mild cognitive impairment, MCI).
Koristili su MRI tehniku,DCE-MRI (eng. dynamic contrast enhanced-MRI), koja je visoke
rezolucije 1 istovremeno pratili konstantu transfera gadolinijuma iz krvi u mozak (Ktrans),
regionalno 1 kvantitativno, sa rezolucijom dovoljno velikom da se mogu razaznati delovi
hipokampusa(Montagne et al., 2015).Ova metoda je trenutno u klinickim studijama za
ishemicki Slog (NCTO00715533; NCT02077582), multiplu sklerozu (NCT01836055) i
epilepsiju (NCT02531880; NCT00419874)(Sweeney et al., 2019).
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CD13 DAPI

Slika 4. Imunohistohemijsko obelezavanje pericita markerom CD13 i krvnih sudova
lektinom. DAPI boji kondenzovanu DNK, tj. jedra svih ¢elija. Prikazan je horizontalni
presek hipokampusa C57BL6 misa.

1.2.2. Vaskularna hipoteza Alchajmerove bolesti

Vaskularna hipoteza AB, poznata i kao vaskularna hipoteza u dva koraka (eng. two-
hit hypothesis) pretpostavlja da cerebrovaskularno oste¢enje (udar 1) predstavlja inicijalnu
povredu koja je dovoljna da inicira povredu neurona i neurodegeneraciju koji dalje mogu da
pospese akumulaciju AP u mozgu (udar 2) (Slika 5) (Sweeney et al., 2015; Winkler et al.,
2014; Zlokovic, 2005). Poremeceni mozdani krvotok, uklju¢uju¢i smanjenje mozdanog
protoka krvi i1 povecane propustljivosti KMB, moze da dovede do akumulacije
neurotoksi¢nih molekula iz cirkulacije (kao Sto su trombin, plazminogen i fibrinogen) 1
hipoperfuzije tkiva, Sto inicira oSte¢enja neurona (Montagne et al., 2017; Zlokovic, 2011).
Dodatno, disfunkcionalni mozdani krvotok moze da uti¢e direktno na amiloidogeni put i
poveca produkciju AR, kao 1 da umanji stopu uklanjanja AP} iz mozga (Ramanathan et al.,
2015). Procesi koji se odigravaju na nivou KMB su dodatno pod uticajem vaskularnih,

genetickih, sredinskih i drugih faktora rizika vezanih sa zivotni stil (Nelson et al., 2016).
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Vaskularni faktori Geneticki faktori
(npr. hipertenzija, dijabetes) (npr. APOE4)
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Inflamacua Samd AKumulacija A e Fosfo tau
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Slnaptlcka disfunkcija/neuronska povreda/neurodegeneracua

l

Poremecena struktura i funkcija nervnih mreza

Y

DEMENCIJA

Slika 5. Vaskularna hipoteza u dva udara. Preuzeto i modifikovano iz Nelson 1 saradnici,
2016 (Nelson et al., 2016).



1.2.3. Periciti

Periciti su muralne ¢elije locirane na abluminalnoj strani KMB (Trost et al., 2016).
Ukotvljeni su u bazalnu membranu malih krvnih sudova ukljucuju¢i kapilare, pre-kapilarne
arteriole 1 post-kapilarne venule. Kapilari nervnog tkiva sadrze izuzetno veliku prekrivenost
pericitima (Slika 6), narocito u poredenju sa ostalim organima, Sto sugeriSe njihovu vaznu
ulogu u odrzavanju KMB (Obermeier et al., 2013). Ove ¢elije je prvo opisao Charles Rouget,
ali ih je Zimmermann 1923. godine prvi put nazvao ,,periciti* i predlozio nekoliko podtipova
pericita na osnovu njihove morfologije, lokacije u okviru mreze krvnih sudova, i funkcije
(Dore-Dufty, 2008; Krueger and Bechmann, 2010). Periciti eksprimiraju nekoliko
kontraktilnih 1 citoskeletnih proteina kao S§to su a-aktin glatkih miSi¢nih Celija, vimentin,
dezmin, miozin i nestin 1 antigeni Celijske povrSine kao Sto su transmembranski hondroitin
sulfatni proteoglikan NG2, faktor rasta poreklom iz krvnih ploc€ica (eng. platelet-derived
growth factor receptor-f, PDGFRp), aminopeptidaze A i N (CD13), regulator 5 signalinga
G-proteina (eng. regulator of G-protein signaling-5, RGSS5) 1 celijski povrSinski
glikoprotein MUCI18 (CD146), a nekih od ovih markera su pronadeni i u vaskularnim
glatkim miSi¢nim ¢elijama (eng. vascular smooth muscle cells, VSMCs) (Sweeney et al.,
2016). Studije angioarhitekture korteksa kod miSeva koji eksprimiraju fluorescentni protein
pod kontrolom NG2 (Cspg4) 1 Pdgfrb promotora su identifikovale nekoliko subpopulacija
pericita, ukljucuju¢i VSMC-pericit hibride na pre-kapilarnim arteriolama, spiralne pericite
sa tankim nastavcima na kapilarima i mrezaste pericite sa zvezdanom morfologijom na post-

kapilarnim arteriolama i venulama (Sweeney et al., 2016).
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Slika 6. Periciti korteksa miSa. 1 mm? korteksa miSa je obelezen imunohistohemijski
markerom pericita CD13. Tkivo je inkubirano 7 dana u rastvoru primarnog antitela i
deterdzenta. Primarno antitelo je detektovano sa sekundarnim antitelom poreklom iz koze
obelezenim fluoroforom Alexa Fluor 568. Obelezeno tkivo je zatim upakovano u agarozni
kalup 1 snimljeno na serijskom dvo-fotonskom mikroskopu (end. serial two-photon
microscope, STP), koji istovremeno secCe preseke slicno vibratomu i snima u tri dimenzije
sli¢no konfokalnom mikroskopu. Nakon snimanja tkiva, mikrografije su rekonstruisane u tri
dimenzionalne slike uz pomo¢ Imaris softverskog programa.

Periciti nastaju tokom embrionalnog 1 postnatalnog zivota (Armulik et al., 2011;
Winkler et al., 2011). Tokom razvica, periciti CNS-a poti¢u iz neuroektodermalne nervne
kreste (Etchevers et al., 2001). Ove neuroektodermalne ¢elije mogu da se diferenciraju u
pericite 1 VSMC 1 mogu da daju pericite nadene u retini i timusu (Miiller et al., 2008; Trost
et al., 2016). Osim nervne kreste, postoje misljenja da periciti, makar delom, poticu i od
mezoderma (Etchevers et al., 2001). Tokom neoangiogeneze u tumoru i prilikom indukcije
citokinima, Celije koStane srzi su regrutovane i eksprimiraju NG2 (Lamagna and Bergers,

2006; Rajantie et al., 2004; Trost et al., 2016; Ziegelhoeffer et al., 2004), Sto sugeriSe
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mezodermalno poreklo pericita koje sluze kao rezervoar pericita tokom patoloski-izazvane

neoangeogeneze (Trost et al., 2016)

Funkcija @
¥

S I

Disfunkcija

Slika 7. Uloga pericita u fizolo$kim i patoloskim uslovima. Funkcija: 1. Integritet KMB,
2. Angiogeneza, 3. Fagocitoza, 4. Protok krvi i mozdana autoregulacija, 5. Neuroinflamatorni
odgovor, 6. Sposobnostponasanja slicnim multipotentnim stem celijama. Disfunkcija: 1.
Oste¢enje KMB 1 akumulacija neurotoksi¢nih molekula poreklom iz krvi, 2. Poremecena
angiogeneza, 3. Ometena fagocitoza, akumulacija neurotoksina, 4. Disfunkcija 1 redukcija
mozdanog protoka krvi, 5. Povec¢an promet leukocita i gubitak privilegije imunskog
odgovora, 6. Kompromitovana aktivnost stem ¢elija. Preuzeto i modifikovano iz Sweeney 1
saradnici, 2016 (Sweeney et al., 2016).

Pod fizioloskim uslovima, kada su periciti funkcionalni, reguliSu integritet KMB
(Slika 7), kao Sto je ekspresija proteina koji ulaze u sastav ¢vrstih ili adherentnih veza 1
transcitozu kroz KMB (1); angiogenezu, kao §to je remodelovanje mikrovaskulature,
stabilnost 1 arhitekturu (2); fagocitozu, kao §to je ¢iS¢enje toksi¢nih metabolita iz CNS-a (3);
protok krvi u mozgu i dijametar kapilara (4); neuroinflamaciju, kao Sto je promet leukocita u
mozak (5); 1 multipotentnu aktivnost karakteristicnu stem c¢elijama (6). Sa druge strane, pod
patoloSkim uslovima disfunkcionalni periciti dovode do oste¢enja KMB §to dovodi do
izlazenja neurotoksina koji su poreklom iz krvi (fibrinogen, trombin, plazminogen, slobodno

gvozde poreklom iz eritrocita, 1 antitela koja ne pripadaju u mozgu) (1); poremecenu
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angiogenezu (2); poremecenu fagocitozu koja izaziva akumulaciju neurotoksina u CNS-u
(3); disfunkcionalni mozdani protok krvi i ishemijsku opstrukciju kapilara (4); povecan
promet leukocita koji promoviSu inflamaciju (5); 1 poremecenu sposobnost da se kao stem
¢elije diferenciraju u neuronalne ili hematopoetske celije (6). Disfunkcionalnost pericita je
prisutna u mnogim neuroloskim bolestima i moze da doprinese patogenezi bolesti (Sweeney

etal., 2016)

1.2.3.1.PDGFRB-PDGFBB signalni put

PDGF familija sadrzi Cetiri liganda (A-D) koji se vezuju za dva receptora (o 1 )
(Heldin, 2013). PDGF receptor, koje je receptor funkcionalno spregnut sa kinazom, postoji
u vidu tri aktivna konformaciona dimera: aa, B3 1 aff. PDGF ligandi sa razli¢itim afinitetom
vezuju PDGF receptore: receptor PDGFRaa vezuje PDGF-AA 1 PDGF-BB sa jakim, dok
PDGF-CC vezuje sa slabim afinitetom; PDGFRB[3 vezuje PDGF-BB sa jakim, a PDGF-DD
sa slabim afinitetom (Heldin, 2013). Precizna prostorna i vremenska regulacija PDGF-BB
signalizacije je obezbedena uz pomoc¢ retencionog motiva, regiona pozivitno naelektrisanih
amino kiselina na C-terminusu. Ovaj motiv vezuje negativno naelektrisane heparin sulfatne
proteoglikane u vancelijskom matriksu, §to rezultuje retencijom PDGF-BB i generisanjem
gradijenta koncentracije (Armulik et al., 2011). PDGF-BB se vezuje za PDGFR, izazivajuci
ne-kovalentnu dimerizaciju i autofosforilaziju receptora na 13 citoplazmatskih tirozinskih
nastavaka, Sto aktivira PDGFRP (Tallquist et al., 2003). Jednom aktivirane, odredene
fosforilisane tirozinske grupe PDGFRp se vezuju za proteine koji sadrze specifi¢ni Src
homologni domen 2 (SH2), kao §to su fosfolipaza Cy, Src familija kinaza, protein 2 vezan za
receptor faktora rasta (eng. growth factor receptor-bound protein 2, Grb2), PI3K (eng.
phosphatidylinositol-3-OH kinase), protein aktiviran GTPazom (GAP), SH2 tirozin fosfataze
(SHP2) 1 Stat5. Ove interakcije dalje indukuju nishodneputeve, koji promovisu
prezivljavanje pericita, proliferaciju, migraciju i usmeravanje do zidova krvnih sudova
(Sweeney et al., 2016; Tallquist et al., 2003; Winkler et al., 2011). Mnoge mutacije

tirozinskih nastavaka na PDGFRp receptoru su otkrivene i opisane (Slika 8).
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PDGFRf F1 F2 F3 F5 F7 !

Slika 8. Aleli Pdgfrp. Sematksi prikaz mutiranih alela generisanih u migjem PDGFRp
genomskom lokusu. X predstavlja mutaciju na mestu vezivanja tirozina za odgovarajuci
molekul signalne transdukcije. F7 mutacija sadrzi samo jedan mutiran alel na mestu koji
vezuje Src familija kinaza, jer bi remecenje oba alela dovelo do potpunog odsustva kinazne
aktivnosti. Skraceni B! alel je kreiran delecijom i promenom okvira ¢itanja §to je rezultovalo
u stop kodonu 32 amino kiseline posle RasGAP-vezuju¢eg mesta. Preuzeto i modifikovano
iz Tallquist 1 saradnici, 2003 (Tallquist et al., 2003).

1.3. Terapeutici koji ciljaju krvno-moZdanu barijeru

Krvno-mozdana barijera predstavlja najveci izazov za razvoj terapeutika za oboljenja
centralnog nervnog sistema, uklju¢uju¢i AB, iz nekoliko razloga (Sweeney et al., 2019).
Jedan od razloga je svojstvo barijere koje KMB poseduje 1 visoko efikasan efluks,
omogucavaju¢i KMB da odbaci ve¢inu malih i vecih terapeutskih molekula ukljuc¢ujuéi
faktore rasta i antitela (Zhao et al., 2015a). Zatim, oStecenja KMB u patologiji dovode do
akumulacije toksi¢nih produkata i makromolekula poreklom iz krvi, kao i imunski i
inflamatorni odgovor, vaskularnu regresiju i1 lokalnu redukciju mozdanog protoka krvi

(Sweeney et al., 2016; Zhao et al., 2015a). Ove patoloske promene na KMB ograni¢avaju
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distribuciju neuroterapeutika u CNS-u remeteci difuziju kroz ekstracelijski matriks ili protok
instrasticijalne te¢nosti (Furtado et al., 2018; Sweeney et al., 2018). Jedan od primera
uspesnog prolaza kroz KMB je L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) za tretman
Parkinsonove bolesti, jer L-DOPA prolazi KMB vezujuéi se za LAT1 transporter (Pardridge,
2012), a razvijeni su i dodatni pristupi kojima se KMB moze zaobi¢i direktnim injekcijama
u ventrikule ili spinalni kanal, ili nazalnom administracijom. Strategije za razvijanje
terapeutika bazirani na KMB se mogu klasifikovati kao a) ZaStita oStetene KMB
(Zatvaranje KMB, Eliminacija posledica ostecenja KMB, Povecavanje funkcije cisc¢enja 1
Celijska terapija) i b) KoriS¢enjem KMB za dostavu terapeutika (Otvaranje KMB,
Dostava pomocu koloidnih nosaca, Koriséenje transporta preko nosaca, Koriséenje

transporta preko receptora 1 Dostava uz pomo¢ virusnih vektora) (Sweeney et al., 2019).

a) Zastita oStecene KMB
Zatvaranje KMB

Do danas, ve¢ nekoliko farmakoloskih agenasa su pokazali da obnavljaju funkciju
KMB u zivotinjskim modelima neuroloskih oboljenja i neurodegeneracije. Aktivirani protein
C (APC), na primer, pokazuje plejotropna blagotvorna dejstva ukljucujuci zastitu integriteta
KMB, anti-inflamatorne efekte, neuroprotekciju, neuro- i angiogenezu (Zlokovic et al.,
2005). U endotelnim ¢elijama krvnih sudova u mozgu APC se vezuje za proteazom aktivirani
receptor 1, PARI, i1 dovodi do aktivacije P-arestina-2 signalne kaskade, Sto targetuje
fosfatidilinozitol 3-kinazu (PI3K) i promovise citoprotekciju 1 Racl GTPa S§to rezultira u
zatvaranju KMB (Guo et al., 2013). 3K3A-APC, rekombinantna varijanta APC-a sa
redukovanim antikoagulantnim aktivnostima, je uspeSno kompletirala drugu fazu klinickih
studija za Slog (NCT02222714), 1 ima potencijal za traumatsku povredu mozga, amiotrofi¢nu
lateralnu sklerozu i1 druga neurodegenerativna oboljenja (Lazic et al., 2019). Zatim, inhibicija
CypA-MMP-9 degradujuceg puta KMB uz pomo¢ ciklosporina, inhibitora CypA, obnavlja
KMB integritet i umanjuje neurodegenerativne promene u transgenim misevima koji nose
humani APOE4 (Bell et al., 2012), a pokazano je da je CypA-MMP-9 kaskadni put aktiviran
1 kod ljudi koji nose APOE4 alel 1 da je asociran sa oSte¢enjima KMB (Halliday et al., 2016).
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Eliminacija posledica ostecenja KMB

Kada je KMB otvorena, proteini iz plazme ulaze u mozdani parenhim i ¢esto imaju
toksi¢ne efekte na razliCite Celijske tipove u CNS-a (Montagne et al., 2016a). Zbog toga,
eliminacija toksina iz mozga predstavlja znacajan terapeutski pristup za neurodegenerativne
bolesti. Na primer, fibrin 1 fibrinogen mogu da aktiviraju integrinske receptore na glijskim
¢elijama 1 neuronima i da sprece regeneraciju (Schachtrup et al., 2007), ili receptore na
mikrogliji 1 makrofagama poreklom iz kosti 1 da pogorSaju neuroinflamaciju i aktiviraju
antigen-prezentujuce gene (Ryu et al., 2015). Uklanjanje fibrinogena i spre¢avanje njegove
akumulacije u mozgu ankrodom, supstancom izolovanom iz otrova zmije koja spreCava

smanjuje nivo fibrinogena u krvi, mozeda umanji neuroinflamaciju i vaskularnu patologiju

Povecanje efikasnosti uklanjanja toksicnih materija

KMB je glavno mesto za uklanjanje mnogih produkata poreklom iz mozga u krvotok,
Sto je naroc€ito vazno u odrzavanju homeostaze nivoa AP (Zlokovic, 2011). Protein LRP1
(eng. lipoprotein receptor-related protein 1) se eksprimira u endotelnim ¢elijama I glavni je
receptor za prenos AP iz mozga u krv. Pokazano je da dostava LRP1 minigena u KMB
pomocu virusnog vektora olakSava ¢is¢enje AP 1 smanjenje patologije (Winkler et al., 2015).
Sa druge strane, blokiranje endotelnog RAGE receptora (eng. receptor for advanced
glycation end products) dovodi do redukcije ponovnog ulaza AP u mozak, inhibicije
neuroinflamacije 1 poboljSava protok krvi u misjem modelu AB (Deane et al., 2012, 2003).
Mali molekuli inhibitori RAGE receptora su u fazi 3 klinickih istrazivanja kod pacijenata sa
AB (NCT02080364). Takode, i masSinerija transcitoze koja uklju¢uje PICALM na nivou
KMB moze biti jedan od targeta za ¢iS¢enje AP kroz KMB (Zhao et al., 2015a).
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Celijska terapija

Preklinicke studije na zivotinjama su pokazale da c¢elijska terapija ima veliki
potencijal za tretman CNS oboljenja i povrede (Sweeney et al., 2019). Transplantacija
mezenhimskih 1 nervnih stem c¢elija moze da stabiliSe KMB, promovise njen integritet 1
neuroprotekciju (Horie et al., 2011). Zatim, pokazano je da transplantacija pericita poreklom
iz adipoznog tkiva u ki¢menu mozdinu omogucéava produzenje zivota miSeva koji nose
SOD1G93A mutaciju (Coatti et al., 2017). Geneticko inZenjerstvo i1 editovanje pruzaju nove
mogucnosti da se poveca bezbednost ¢elijkse terapije, jer je pokazano da uklanjanje imunske
barijere reprogramiSuci polimorfne MHC lokuse, povecava prihvatanje transplanta (Kelton

etal., 2017).

b) Dostava lekova kroz KMB
Otvaranje KMB

Privremeno otvaranje KMB moze biti postignuto porastom osmotskog pritiskaili
fokusiranim ultrazvukom (eng. focused ultrasound, FUS) (Kovacs et al., 2017; Rapoport,
2000). Medutim, posledice otvaranja KMB, narocito dugoro¢ne, jo$ uvek nisu pazljivo
ispitane (Sweeney et al., 2019). Mikromehuri¢i, koji se koriste u FUS metodologiji, mogu da
indukuju inflamaciju u mozgu, koja je slicnih razmera kao u ishemiji ili traumatskoj povredi

(Kovacs et al., 2017).

Dostava pomocu koloidnih nosaca

Koloidni nosaci (nanopartikule, polimeri, lipozomi i micele) su postali jedno od
najraznovrsnijih pristupa za dostavu komponenti 1 makromolekula u slabo dostupne regione
kao $to je mozak. Da bi pros§le KMB, nanopartikule su ili negativno nalektrisane na povrsini,
ili su sposobne da se vezu za receptore na povrsini, ili su upakovane oko metalnog jezgra i
nose odredene aktivne supstance kao §to je npr. acetilholin, zatim lekove ili antitela (Leszek
et al., 2017). Neke nanopartikule su ve¢ testirane u mi§jim modelima AB (Martin-Rapun et

al., 2017; Mudshinge et al., 2011).
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Koriscenje transporta preko nosaca

L-DOPA je primer strukturnog analoga koji prolazi KMB koris¢enjem LATI1
transportera (Pardridge, 2012). Nakon prolaska kroz KMB, L-DOPA je konvertovana u

dopamin pomoc¢u aromati¢ne dekarboksilaze L-amino kiselina (Sweeney et al., 2019).

Transport preko specificnih receptora na KMB

Ovaj sistem je izuzetno selektivan zbog specificne interakcije izmedu liganda 1
njihovih receptora i zbog prostorne distribucije receptora (na luminalnoj ili abluminalnoj
strani KMB), Sto osigurava ekskluzivan ulaz esencijalnih peptida i proteina u mozak i
efikasno CiS¢enje toksi¢nih materijala iz mozga u krv, pruzaju¢i ogromne mogucénosti za
dostavu terapeutika (Sweeney et al., 2019). Neka od antitela, anti-TfR-BACEI1 1 anti-T{R-
AP, koja se vezuju za receptor transferin na KMB 1 na taj na¢in prenose u mozak, su pokazala
da dovode dosmanjenja nivoa ABu preklini¢kim studijama a u razvoju su i klinicke aplikacije

(Kanodia et al., 2016).

Dostava uz pomoc¢ virusnih vektora

Adeno-asocirani virus serotip 9 (AAV9), iako je jedan od najboljih vektora za dostavu
kroz KMB 1 ima visoku stopu infektivnosti ¢elija, njegov tropicki repertoar je limitiran i
favorizuje periferne organe (Sweeney et al., 2019). Inzenjerskim dizajnom virusnog kapsida,
nove variijante, kao §to su AAVPHP.B (146) i AAV-PHP.eB, pruzaju oko 40-puta vecu
dostavu u CNS nego wild-type verzije (Chan et al., 2017).

1.4. Vaskularni faktori rizika, faktori sredine i Zivotni stil

Pored genetickih faktora rizika za AB, vaskularni faktori rizika kao S§to su
hipertenzija, dijabetes, ateroskleroza, kao 1 traumatska povreda mozga 1
hiperhomocisteinemija mogu takode da doprinesu demenciji i uticu na rizik razvijanja
AB.Pokazano je da hipertenzija uzrokuje redukciju u mozdanom protoku krvi i pogorsava

reaktivnost cerebrovaskularnog sistema (Iadecola and Davisson, 2008). Dalje je pokazano da
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je dijabetes tipa 2 glavni vaskularni faktor rizika koji doprinosi razvoju AB 1 da kod ovih
pacijenata postoje promene u krvnoj mrezi i povecanje propustljivosti KMB. Razlog
patoloSkih promena u mozgu kod dijabeticara moze biti povecan nivo RAGE receptora,
oksidativni stres, smanjen transport insulina kroz KMB ili poremecen insulinska signalizacija
(Nelson et al., 2016). Traumatska povreda mozga povecava produkciju AP 1 povecava rizik
od AB (Franzblau et al., 2013). Takode, kod povrede, kao i kod AB, dolazi do curenja KMB
1 oStec¢enja neurovaskularne jedinice (Nelson et al., 2016).

Dodatno, uticaj zivotnog stila (obrazovanje, san, ishrana i fizicka aktivnost) i sredine
(zagadenje, obogacenje sredine) mogu znacajno da modifikuju rizik za demenciju.
Pretpostavlja se da skoro polovina svih AB slu¢ajeva potice od faktora koji se donekle mogu
kontrolisati, kao 1 da efikasna kontrola vaskularnih faktora, ve¢ postoje¢ih bolesti ili
psiholoskih stanja, zajedno sa intervencijama u Zzivotnom stilu mogu pruziti efikasnu
preventivnu strategiju u odlaganju pocetka ili progresiji AB (Nelson et al., 2016). Takode, ne
samo da je san poremecen kod AB, nego i poremecaji u spavanju, kao §to je opstruktivna
apnea (eng. obstructive sleep apnea, OSA) mogu da dovedu do AB. OSA dovodi do
intermitentne hipoksije, oksidativnog stresa i1 povecane produkcije AP (Pan and Kastin,
2014). Zagadenje vazduha takode povecava rizik od AB i patologije slicne AB (Nelson et al.,
2016). Istrazivanja su pokazala da srebro, bakar i aluminijum i aluminijum oksid mogu da
oStete KMB, redukuju ekspresiju ¢vrstih veza izmedu endotelnih Celija, smanje mozdani

protok krvi i dovedu do sinapti¢ke disfunkcije 1 neurodegeneracije (Nelson et al., 2016).

1.4.1. Ne-farmakoloske intervencije i dijetalni suplementi

U AB postoji prodromalna faza koja traje decenijama pre pojave klini¢kih simptoma
1 ne moze klinicki biti detektovana, a karakteriSe se biohemijskim i kompleksnim ¢elijskim
promenama koje ukljucuju ranu neurovaskularnu disfunkciju (Kisler et al., 2017a; Sweeney
etal., 2019, 2018)i dalju distrofiju neurona, astrogliozu i aktivaciju mikroglije(Dubois et al.,
2014; Sperling et al., 2011). Pokazano je da terapije koje su fokusirane na prevenciju mogu

biti efektivne jedino na pocetku biohemijskog stresa, kada nepovratne ¢elijske promene jos
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mesta za razvoj AB 1 gubitak sinapsi visoko koreliSe sa kognitivnim problemima kod AB
pacijenata (DeKosky and Scheff, 1990; Terry et al., 1991).

Dokozaheksaenoinska kiselina (DHA, eng. docosahexaenoic acid) je esencijalna
omega-3 masna kiselina koja je kriticna za formiranje nervnih sinapsi i1 za fluidnost
membrane (Yassine et al., 2017) 1 glavni je sastojak ribljeg i maslinovog ulja. Istrazivanja na
transgenim SXFAD miSevima su pokazala da tretman ribljim uljemima vaznu ulogu u
modulaciji odgovora mikroglije/makrofagai smanjenju distrofije neurita, olakSavajuci
patologiju AB u presimptomatskoj fazi (Jovi¢ et al., 2019). Neke studije su pokazale da kod
pacijenata postoji korelacija izmedu koli¢ine unosa omega-3 masnih kiselina, ukljucuju¢i i
DHA, sa smanjenim rizikom od AB, dok su brojne klini¢ke studije su dale pomeSane i ne-
konzistentne rezultate. Jedan od razloga moze biti 1 odabir pacijenata, zato Sto je pokazano
da nosioci APOE4 alela imaju smanjenu dostavu DHA u mozak (Yassine et al., 2017).
Dodatno, pokazano je da rezveratrol, bioloski aktivni biljni fitoaleksin, moze da prode KMB
1 reguliSe ekspresiju matriks metaloproteinaza, redukuje gubitak pericita, odrzi intergritet
KMB i1 promovise ¢iS¢enje AP (Nelson et al., 2016). Takode, istrazivanja su pokazala da

kakao 1 mediteranska ishrana povoljno uticu na kogniciju (Nelson et al., 2016).

1.4.2. Restrikcija hrane

Restrikcija hrane (eng. food restriction, FR) je najbolje opisan i dokumentovan ne-
geneticki 1 ne-farmakoloski pristup u pokusaju poboljSanja zdravstvenog stanja 1 produzenja
zivota, pre svega odlaganjem bolesti koje se javljaju sa starenjem (Fontana and Partridge,
2015; Van Cauwenberghe et al., 2016). Poznati su tako brojni povoljni efekti, kako kalorijske
restrikcije (eng. caloric restriction, CR), tako i1 intermitentne ishrane (eng. intermittent
feeding, 1F) poput ishrane svakog drugog dana (eng.every-other-day feeding, EOD), na
razliCite organe, ukljucujuc¢i i mozak. Mehanizam dejstva nije u potpunosti izucen, ali se
pretpostavlja da je u osnovi dejstvo restrikcije hrane kao stresa umerenog intenziteta koji
pokrece adaptivne mehanizme odgovora na stress koji se odrazavaju u npr. smanjenju nivoa
proinflamatornih citokina, reaktivnih vrsta kiseonika, kao 1 povecanju osetljivosti na insulin

(Martin et al., 2006). Neuroprotektivni efekti FR su potvrdeni i u nekoliko Zivotinjskih
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modela osteenja CNS-a - modelima epilepsije, Sloga, traumatske povrede mozga i1
neurodegenerativnih oboljenja (Arumugam et al., 2010; Bruce-Keller et al., 1999; Halagappa
et al.,, 2007; Loncarevic-Vasiljkovic et al., 2012; Loncarevi¢-Vasiljkovi¢ et al., 2009).
Dodatno, pokazano je i da je EOD u stanju da neutraliSe starosno-zavisne promene u
ekspresiji presinaptickih proteina, kao i specificnom metabolizmu holesterola u mozgu
(Mladenovic Djordjevic et al., 2010; Smiljanic et al., 2014). Pokazano je, medutim, 1 da
podaci o efektima FR na kogniciju u odsustvu patologije nisu konzistentni, odnosno da na
konacan efekat FR uti¢u genotip, pol, starost zivotinje, ali i vrsta i duzina trajanja primenog
rezima restrikcije hrane (Ingram and de Cabo, 2017; Smiljanic et al., 2018; Sohal and Forster,
2014). U pojedinim studijama je naime pokazano odsustvo neuroprotektivnih efekata FR,
kao i nedostatak poboljSanja u u¢enju i memoriji u razli¢itim animalnim modelima (Bond et
al., 1989; Brownlow et al., 2014; Carter et al., 2009; Kuhla et al., 2013). Stavise, pokazano
je da FR moze da dovede do neuhranjenosti i time dodatno doprinese patologiji ili
produzenom oporavku (Gardner, 2005; Goldberg et al., 2015; Hunt et al., 2012; Kivimiki et
al., 2018; Kristan, 2018; Seki et al., 2000; Sun et al., 2001; M. N. Thomas et al., 2016;
Waitzberg et al., 2001). Skorasnji podaci koji su dobijeni analizom tzv. parametra krhkosti
(eng. frailty), takode su doveli u pitanje opsti povoljan efekat FR na zdravlje (Kane et al.,
2016; Todorovic et al., 2018).

Prethodne studije su pokazale da FR uspesno smanjuje neuropatologiju asociranu sa
AB 1 kognitivnu disfunkciju u razli¢itim Zivotinjskim modelima. Naime, CR je ublazila
deponovanje AP kod majmuna (Qin et al., 2006) i u mnogim transgenim misjim modelima
AB (Mouton et al., 2009; Patel et al., 2005; Schafer et al., 2015; Wang et al., 2005). Dodatno,
pokazano je da 1 dugotrajni CR 1 IF rezimi ishrane umanjuju deficite u ponasanju u
trostrukom transgenom misjem modelu AB, 3xTgAD (Halagappa et al., 2007). U slucaju
EOD rezima, medutim, poboljSanje u funkcionalnim testovima nije bilo pra¢eno smanjenjem
nivoa AP 1 fosfo-tau proteina u hipokampusu miSeva, Sto je ukazalo da ovaj tip dijetalne
restrikcije ostvaruje svoje povoljne efekte mehanizmima koji su nezavisni od klasi¢ne AB
patogeneze (Halagappa et al., 2007). Sli¢no podacima dobijenim u zivotinjskim modelima,
studije u ljudskoj populaciji su pokazale da nisko-kalori¢na ishrana dovodi do smanjenog

rizika od AB (Luchsinger et al., 2002).
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2. CILJ RADA

Sve se viSe =znaCaja pridaje doprinosu krvno-mozdane barijere (KMB)
neurodegenerativnim oboljenjima. Dodatno, literaturni podaci ukazuju da se promene u
mozdanoj cirkulaciji, protoku krvi i propustljivosti kapilara, mogu primetiti mnogo pre
pojave klinicne slike oboljenja. Stoga bi upoznavanje ranih promena i uzroka koji dovode do
poremecaja mozdane cirkulacije moglo imati veliki dijagnostic¢ki znacaj u ranom klinickom
otkrivanju Alchajmerove bolesti. Upoznavanje poremecaja u funkcionisanju pericita i
endotelnih ¢elija 1 njihovoj medusobnoj interakciji prilikom odrzavanja stabilnosti KMB,
moze doprineti razvoju potencijalnih pristupa u kojima bi meta delovanja bile upravo celije
koje ulaze u njen sastav. Za tu svrhu, koristilo se nekoliko Zivotinjskih modela koji imaju
strukturne deficite na nivou KMB, kao i modeli koji imaju patologiju AB. Dodatno, ispitan
je 1 jedan farmakoloski pristup i jedan koji je vezan za promene Zivotnog stila u cilju

potencijalne terapije i/ili prevencije. U skladu sa navedenim, definisani su specifi¢ni ciljevi:

1. Ispitati ulogu pericita u strukturnom i funkcionalnom integritetu KMB.
Pratice se obim prekrivenosti KMB pericitima kod Pdgfi3” 1 Pdgfr""”
transgenih misSeva koji imaju delimi¢an gubitak PDGFR[ receptora. Koristi¢e se
prethodno ustanovljen imunohistohemijski metod uz upotrebu CD13 antitela,
markera pericita 1 fluorescentno obelezenog lektina, koji se vezuje za endotelne

¢elije krvnih sudova.

2. Ispitati ulogu pericita u ponasanju kod Pdgfrf”"” transgenih miSeva.
Koristi¢e se baterija testova ponasanja, senzorimotornih (test otvorenog polja,
hodanje po gredi i uklanjanje adheziva, rotarod, tr¢anje na kompleksnom tocku) 1

kognitivnih (radijalni lavirint 1 kontekstualno uslovljavanje straha) testova.

3. Ispitati integritet bele mase kod Pdgfrf”f” iZivotinja. Upotrebice se
imunohistohemijski metod koris¢enjem MBP 1 SMI312 antitela, koji obelezavaju

mijelinski omotac i nastavke nervnih ¢elija 1 dendritsku mrezu.
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4. Kireirati i okarakterisati misji model koji ima akutni, brz i specifi¢an gubitak
pericita, uz ofuvanost ostalih komponenti KMB. Za izvrSenje ovog cilja,
koristi¢e se strategija duplog promotora (Cspg4 i Pdgfr[), kako bi se obezbedila
specificna ekspresija receptora difterije toksina na pericitima. Nakon tretmana

difterijom, indukovace se smrt samo na pericitima.

4a. Potvrditi gubitak pericita kroz nekoliko vremenskih ta¢aka. Analizirace

se markeri CD13 i fluorescentno obelezeni lektin.

4b. Ispitati neuronsku homeostazu. Analizirace se markeri NeuN i SM1312 koji

obelezavaju neurone i neurite.

4c. Ispitati kognitivni status. Koristice se testovi prepoznavanje novog objekta

1 kontekstualno uslovljavanje straha.

5. Ispitati integritet KMB i funkcionalne karakteristike misjih modela AB koji

imaju povecanu ekspresiju i akumulaciju Ap.

Sa. Ispitati integritet KMB kod Tg2576, 3xTg-AD i SXFAD modela. Uradic¢e
se analiza zastupljenosti PDGFR, kao i imunoglobulina G (IgG) u mozdanom
parenhimu; analiza ekstravaskularnog IgG i fibrinogena i prekrivenost pericitima,

1 analiza mikro krvarenja.

Sb. Ispitati funkcionalne karakteristike SXFAD miSeva. Meri¢e se mozdani
protok krvi, 1 analizirati ponaSanje Zivotinja u testovima: iskopavanje peleta,
pravljenje gnezda, zakopavanje klikera, prepoznavanje nove lokacije objekta i

uslovljavanje straha.

6. Ispitati ulogu PICALM proteina u endotelnim ¢elijama i neuronima.
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6a. Ispitati da li farmakoloSko povecéanje ekspresije PICALM proteina ima
sposobnost smanjenja AP i da li utice na integritet KMB. Mozdani preseci ¢e
se analizirati koris¢enjem slede¢ih markera: tioflavin S, A, lektin, fibrinogen i

aSMA.

6b. Ispitati ulogu PICALM-a u neuronima. Najpre ¢e se kreirati misji model
koji ima specificni gubitak PICALM-a u neuronima, a zatim ¢e se ispitati
neuronska homeostaza koriS¢enjem NeuN 1 SMI312 antitela, kao i kognitivni
status koriS¢enjem testova prepoznavanja novog objekta, prepoznavanja nove

lokacije objekta i1 uslovljavanja straha.

. Ispitati efekte dijetalne restrikcije na patologiju AB kod Zenki SXFAD

miSeva.

7a. Ispitati efekte dijetalne restrikcije na nivo AP i integritet KMB. Uradice
se analiza broja amiloidnih plaka, ukupnog Ap42, zastupljenosti PDGFR[ i
imunoglobulina G (IgG) u mozdanom parenhimu, kao 1 analiza prekrivenost

pericitima.

7b. Ispitati efekte dijetalne restrikcije na inflamaciju, sinapticku plasti¢nost
i neuronsku homeostazu. Analizirace se slede¢i markeri: Iba-1, GFAP, TNF-a,

p38, EAAT2, GAP43, PSD95, sinaptofizin, aducin, NeuN 1 SMI312.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Zivotinjski modeli Alchajmerove bolesti - Tg2576, 3xTg-AD i 5XFAD, modeli
gubitka pericita - PdgfrB7"7,Pdgfi*1 Pericit-Cre, kao i PICALM-deficijentni sojevi -
Picalm™~; 5XFAD, Picalm’°x; Cadh-Cre; 5XFAD i Picalm’*; Camk2a-Cre-ER i
Camk2a-Cre-ER-Ail4*" su nabavljeni komercijalno (Jackson Laboratories ili Taconic,
SAD) ili su dobijeni od saradnika. U svim eksperimentima, kao kontrolne zivotinje su
koris¢ene odgovarajuce ne-transgene zivotinje iz istih okota i identicnog osnovnog genotipa:
za Tg2576 transgeni soj je koris¢en C57BL6 soj; za 3xTg-AD transgeni soj je koriS¢en
B6129SF2/J hibridni soj; za SXFAD transgeni soj je koriS¢en B6SJL hibridni soj; za Pdgfrf-
Flp; Cspg4-FSF-CreER soj je koris¢en C57BL6 kontrolni soj, a za Pdgfi3*" i Pdgfrpr""”
transgeni soj je koris¢en 129s/SvlmJ kontrolni soj. SojeviPicalm*~; 5XFAD, Picalm'¥'*,
Cadh-Cre; 5XFAD i Picalm'*"x; Camk2a-Cre-ER su generisani na C57BL6 soju.

U eksperimentima su istovremeno koriS¢eni muzjci i zenke, u priblizno istom broju.
Zivotinje su gajene u mati¢nim okotima do 21. postnatalnog dana, kada su odvajane od majki,
razdvajane po polovima i stavljane u zasebne kaveze (n = 5 miSeva po kavezu). Zivotinje su
gajene pod standardnim uslovima (temperatura: 23+£2° C; relativna vlaznost vazduha: 60-70
%; svetlosni rezim 12 sati svetlost/12 sati mrak; slobodan pristup hrani 1 vodi). Za ishranu
zivotinja koriS¢ena je standardna briketirana hrana (45% ugljeni hidrati; 5% masti; 20%
proteini). Svi eksperimenti na zivotinjama odobreni su od strane Etickog komiteta
Univerziteta Juzne Kalifornije (IACUC protokol broj 20041) 1 Etickog komiteta Instituta za
bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* (reSenje broj 1-06/13). Koris¢en je minimalan broj
zivotinja neophodan za realizaciju eksperimenata, uz maksimalnu brigu o zivotinjama i
svodenje patnje zivotinja na minimun, ukljucuju¢i totalnu anesteziju prilikom hirurskih

procedura.
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3.2. Odredivanje genotipa

Genotipizacija za svaku zivotinju novog okota je radena izolovanjem 1 analizom
DNK iz uSijuili repa zivotinja, upotrebom odgovarajuc¢ih i specificnih prajmera (eng.
primers) za umnozavanje gena od interesa u lanc¢anoj reakciji polimeraze (eng. polymerase

chain reaction, PCR) (Tabela 2).

Tabela 2. Prajmeri koriS¢eni prilikom genotipizacije eksperimentalnih Zivotinja.

Soj Uzvodni prajmer (5°—3°) Nizvodni prajmer (5°—3°)
Tg2576 GTGGATAACCCCTCCCCCAGCCTA | CTGACCACTCGACCAGGTTCTG
GACCA GGT
3xTg-AD AGGACTGACCACTCGACCAG CGGGGGTCTAGTTCTGCAT
SXFAD AGGACTGACCACTCGACCAG CGGGGGTCTAGTTCTGCAT
Pdgfif77 GAGATTTAGCAGTCACTAG GCGATAGGTCCTTTCAG
TGGCTACCCGTGATATTGCT
Pdgfrﬂ” - ACAATTCCGTGCCGAGTGACAG ATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTA
AAAAGTACCAGTGAAACCTCGCT | G
G
Picalm'" GTGTGGGATGAATGGTTGGGC CCACCATGTAGGGTCTAAAG
Picalm™” CATAAGCTAAGATTTCCCCTGTCA | CCACCATGTAGGGTCTAAAG
CA
GTGTGGGATGAATGGTTGGGC
Cre TCCATGAGTGAACGAACCTG ACCTGAAGATGTTCGCGATT
iDTR CAT CAA GGA AAC CCT GGA CTA | AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT
CTG
Ail4™° CTGTTCCTGTACGGCATGG GGCATTAAAGCAGCGTATCC

Za izolaciju DNK su prikupljana tkiva usiju koja su dobijena prilikom obelezavanja
zivotinja. Tkivo je prebaceno u tubu za PCR reakciju 1 svakom uzorku je dodato po 50 pl
rastvora A. Tkivo sa rastvorom A (alkalni pufer za liziranje tkiva: 25 mM NaOH, 0,2 mM

EDTA) je inkubirano 30-45 min na 95°C, nakon ¢ega je uzorak vorteksovan, dodato je po 50
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ul rastvora B (pufer za neutralizaciju, 40 mM Tris-HCI) u svaku tubu 1 uzorak je ponovo
kratko vorteksovan 1 centrifugiran.

SmesSe za PCR reakcije su pripremljene na ledu, upotrebom Gotaq zeleni ,,Master
mix*, po uputstvu proizvodaca (QuantaBio, SAD). Uzorak DNK je dodat u zapremini od 2
ul bez prethodnog odredivanja koncentracije, dok je smeSa prajmera (pocetne koncentracije
10 uM) dodata u odnosima koji su prikazani u Tabeli 3. Nakon pripreme, specificni DNK
proizvodi su umnozeni upotrebom odgovaraju¢eg temperaturnog profila i broja ciklusa u
aparatu za PCR (BioRad, SAD). PCR produkti su zatim naneti na gel napravljen od 1,5%

agarose (Sigma, SAD) i1 koriS¢enjem TEA pufera izvrSena je elektroforeza PCR produkata.

Tabela 3. Priprema uzoraka za PCR reakciju

Za 1 uzorak Za 25 uzoraka
DNK 2ul 2 ul po uzorku
Smesa prajmera (2 prajmera) 3ul 75 ul
Zeleni Master mix (2x) 12.5 ul 3125 ul
ddH20 7.5 ul 187.5 ul

3.3. Restrikcija hrane

Zenke jedne kohorte 5XFAD migeva starih 2 meseca su nasumiéno podeljenje u dve
eksperimentalne grupe: grupu oznacenu ad [libitum (AL, lat.) koja je imala neogranien
pristup hrani i grupu oznacenu kao EOD (eng. every-other-day feeding) koja je hranu dobijala
svakog drugog dana ad libitum. Restrikcija hrane je trajala 4 meseca i zivotinje su zrtvovane

kada su dostigle starost od 6 meseci.
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3.4. Tretman supstancom T-65

Picalm™;5XFAD i Picalm'*,Cadh-Cre; S5XFAD miSevi su podvrgnuti
svakodnevnom intraperitonealnom injeciranju supstance T-65 (u koncentraciji od 32
mg/kg/danu) ili kontrolnim rastvorom (fizioloski rastvor sa 5% NaHCOs3) u trajanju od 2
meseca, pocevsi od 3 meseci starosti. Supstanca T-65 je odobreni lek od strane FDA (eng.
food and drug administration). Nakon tretmana, mozak ovih zivotinja je izolovan i tkivo je

analizirano imunohistohemijski.

3.5. Tretman tamoksifenom i difterija toksinom

Delecija PICALM proteina iz endotelnih ¢elija ili neurona se zasnivala na Cre-Lox
rekombinantnom sistemu (Song and Palmiter, 2018) (Slika 9). Cre rekombinaza je enzim
koji nakon prelaska u jedro ima osobinu da se veze za Lox mesta, kreira petlju i omoguci
isecanje dela gena koji je okruzen Lox mestima. Cre-ER je inducibilna varijanta Cre enzima
1 da bi preSao u jedro, neophodno je da bude indukovan tamoksifenom. Tamoksifen je
injeciran intraperitonealno tokom 7 uzasopnih dana, u koncentraciji od 40 mg/kg/danu, a
koris¢en je 4-hidroksitamoksifen, 4-OHT (Sigma, H6278), zbog vece efikasnosti u

indukovanju rekombinacije.

Delecija PICALM proteina iz endotelnih éelija u modelu Picalm'**; Cadh-Cre je
indukovana jo$ u toku embrionalnog razvi¢a, dok je u modelu Picalm’*°*; Camk2a-Cre-ER

delecija indukovana u adultnom periodu primenom 4-OHT.
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, S ' Slika 9. Sematski prikaz Cre-Lox
rekombinantnog sistema. Cre-Lox

rekombinantni sistem predstavlja Siroko

> cre koris¢en pristup genomske modifikacije.

U prisustvu Cre rekombinaze, LoxP
Cre mesta formiraju petlju i isecaju gen od
> interesa (PICALM) koji okruzuju (Cre-

Lox recombinantni _sistem, Addgene,
PICALM
/\__/

SAD, modifikovano).
Pored indukcije delecije gena, Cre rekombinaza u modelu Pericit-Cre miSeva

>

)

W

indukuje 1 ekspresiju receptora difterije toksina i time, nakon tretmana difterija toksinom
(Sigma, SAD) 10 uzastopnih dana intraperitonealnih injekcija (0,1 pg), izaziva smrt ¢elija

koje nose Cre rekombinazu.

3.6. Pracenje ponasanja Zivotinja

Svi testovi ponasanja, osim testova pravljenje gnezda i iskopavanja peleta, su radeni
u specijalnoj, zvucno i svetlosno izolovanoj sobi za ispitivanje ponaSanja. Ponasanje zivotinja
je snimano kamerom, a za analizu je koris¢en EthoVision XT (Noldus, SAD) kompjuterski
program za pracenje ponaSanja. Testovi su radeni u prepodnevnim casovima od 09 do 12h,
osim testa iskopavanje peleta koji je raden u periodu od 18-20h i testa pravljenja gnezda koji
je raden od 20h do 09 h narednog dana. Nekoliko dana pre pocCetka svakog testiranja, osim
za testove pravljenja gnezda, iskopavanja peleta i zakopavanja klikera, zivotinje su ostavljene
u sobi za testiranje po 30 min 3 uzastopna dana i po 5 min su bile drzane od strane

eksperimentatora kako bi se navikle na sredinu i eksperimentatora.

3.6.1. Test iskopavanja peleta

Iskopavanje peleta (eng. burrowing) je primer ponasanja koje je tipicno za miseve 1

nije izazvano problemima u motorici (Deacon, 2012, 2006a; Deacon et al., 2002). Deficiti u
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ovom testu mogu ukazati na probleme u funkciji hipokampusa koji nisu vezani za ucenje 1
pamcenje (Deacon et al.,, 2002). Na pocetku testiranja, svaka od Zivotinja je zasebno
prebacena u specificno dizajnirani kavez u kome se nalazila cev sa uzdignutim otvorom u
koji su sipani briketi hrane (pelet; 200 g) (Slika 10). Testiranje je zapoceto u vecernjim
casovima (18:00 h) 1 trajalo je ukupno 2 h. Po isteku 2 Casa, cev sa hranom je pazljivo
izvadena i1 izmerena je tezina hrane koja je preostala u cevi. Peleti hrane (u gramima) koji su

»iskopani‘ su uzeti kao parametar za dalju statisticku analizu.

Slika 10. Test iskopavanja peleta.
Na slici je prikazana PVC cev sa
200 g peleta hrane.

3.6.2. Test pravljenje gnezda

Pravljenje gnezda (eng. nesting), kao 1 test iskopavanja peleta, je ponasanje specificno
za vrstu koje nije izazvano motorickim problemima jedinke i podjednako je razvijeno kod
muzjaka i1 zenki. Ovim testom ponasSanja se takode moze zakljucivati o funkcionalnosti
hipokampusa (Deacon et al., 2002). U eksperimentalnim modelima hirurSkog uklanjanja
hipokampusa ili Sloga je pokazano da ostecenje hipokampusa dovodi do nemogucnosti ovih
zivotinja da sagrade gnezdo (Deacon et al., 2002; Yuan et al., 2018).

Testiranje je zapoceto u vecernjim ¢asovima (20:00 h), odmah nakon zavrSenog testa
iskopavanja peleta, a zavrSeno je sledeceg jutra (09:00 h). Svaka Zivotinja je prebacena u
individualne kaveze sa uobicajenim pristupom hrani i1 vodi i jednim komadi¢em vate oblika

kvadrata i dimenzija 16 x 25 x 13 cm (Slika 11). Sledeceg jutra, kvalitet gnezda je ocenjivan
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upotrebom skale 1-5 prema prethodno opisanim kriterijumima (Deacon, 2012, 2006b;
Deacon et al., 2002; Winkler et al., 2015):

1- Komadi¢ vate nije dotaknut

2- Komadi¢ vate je do 50% iscepkan

3- Komadi¢ vate je u potpunosti iscepkan, ali gradnja gnezda nije zapoceta

4- Komadi¢ vate je u potpunosti upotrebljen: pravljenje gnezda je zapoceto ali nije zavrSeno

(gnezdo nema zidove)

5- Komadi¢ vate je u potpunosti upotrebljen: pravljenje gnezda je zavrSeno (gnezdo ima sva

4 zida)

Slika 11. Ocenjivanje gnezda. (A) Strelica oznacava netaknuti komadi¢ vate (ocena 1), (B)
strelica oznacava da je vata iscepkana (ocena 3), dok u (C) strelica oznacava gnezdo sa zidovima
(ocena 5).

3.6.3. Test zakopavanja klikera

Zakopavanje klikera (eng. marble test) je vrsta ponasanja koje je specifi¢no za vrstu
1, kao 1 iskopavanje peleta i pravljenje gnezda, spada u dobrovoljne testove ponaSanja.
Promene u ponasanju u ovom testu mogu ukazati na opsesivno-kompulzivni poremecaj, pa i
anksioznost (Kim et al., 2012; Torres-Lista et al., 2015).

Test zakopavanja klikera je raden nakon testa pravljenja gnezda. Kavez je do polovine
napunjen piljevinom na ¢iju je povrSinu postavljeno 20 klikera, u 4 kolone i 5 redova (Slika
12). Pojedinacne zivotinje su ostavljene u kavezu sa klikerima 30 minuta, nakon ¢ega je broj
zakopanih klikera zablezen. Kliker je smatran zakopanim ako je zakopano minimalno 2/3

povrsine klikera.
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Slika 12. Test zakopavanja klikera. Klikeri su u kavezu rasporedivani u 4 kolone i 5 redova.

3.6.4. Test otvorenog polja

Testom otvorenog polja se meri opsta pokretljivost Zivotinje, ali test moze ukazati 1
na anksioznost (Chapman et al., 1999; Dodart et al., 1999). Ovaj test podrazumeva slobodno
kretanje ispitivane Zivotinje u kutiji kvadratnog oblika (dimenizija 30 cm x 30 cm) tokom 30
minuta. Kretanje se snima upotrebom kamere 1 analizira upotrebom kompjuterskog programa
EthoVision XT (Noldus, SAD). Analizirani su parametri ukupno predenog rastojanja,
prosecne brzine kretanja, ucestalosti ulaska u centar polja i vremena provedenog u centru

polja. Test otvorenog polja je uraden neposredno pre testa prepoznavanja novog objekta.

3.6.5. Test prepoznavanja novog objekta ili lokacije

Test prepoznavanja novog objekta ili lokacije je uraden prac¢enjem procedure koja je
prethodno objavljena (Bell et al., 2010; Lazic et al., 2019; Montagne et al., 2018; Sagare et
al., 2013a). Zivotinje su najpre habituirane u kutiji od pleksiglasa dimenzija 30 cm x 30 cm
x 30 cm, tokom 10 minuta, tri uzastopna dana. Tre¢eg dana, nakon 10 minuta habituacije,
zivotinja je vracena u kutiju nakon postavljanja dva identi¢na objekta veli¢ine 5 x 5 cm,

jednog u gornji levi i drugog u gornji desni ugao arene. Zivotinji je dozvoljeno da istrazi
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objekte 5 minuta nakon Sto je vradena u svoj kavez (ova faza je oznaCena kao “faza
treninga”). Nakon 1,5 h, jedan od objekata je premesten dijagonalno i zivotinja je ponovo
stavljena u kutiju gde je ostavljena 3 minuta da slobodno istrazi objekte (“faza testa”, test
prepoznavanja nove lokacije objekta). Nakon zavrSene faze testa, Zivotinja je vracena u svoj
kavez, a objekat kome je prethodno promenjena lokacija je zamenjen novim objektom koji
je razlicit po obliku 1 boji ali sli¢nog materijala (test prepoznavanja novog objekta). Nakon
1,5 h Zivotinja je jo$ jednom stavljena u kutiju za ispitivanje gde je ostavljena 3 minuta da
slobodno istrazi objekte. Nakon svakog treninga 1 testa, kutija je detaljno ¢iS¢ena sa 70%
etanolom. Svi testovi, ukljucujuci 1 habituaciju i trening, su snimani kamerom koja je bila
postavljena iznad arene za testiranje. Vremenski period koji je zivotinja provela istrazujuci
novi objekat ili novu lokaciju je izmeren 1 predstavljen u vidu % vremena provedenog oko
novog objekta u odnosu na ukupno vreme provedeno istrazujuc¢i novi i stari objekat zajedno.
Zivotinje koje su pokazale preferenciju za jedan od objekata u fazi treninga ili veéinu
vremena provele sakrivaju¢i se u nekom od uglova tokom faze testa, su iskljuCene iz

eksperimenta.

3.6.6. Test uslovljavanja straha (testiranje dugotrajne i sposobnosti prise¢anja)

Kontekstualno uslovljavanje straha je uradeno u skladu sa prethodno objavljenim
postupkom (Kimura et al., 2010; Lazic et al., 2019; Montagne et al., 2018). U eksperimentu
su kori$¢eni standardni kavezi za uslovljavanje na ¢ijem se dnu nalazi mreza od nerdajuceg
celika koja je prikljucena za izvor struje i kroz koju se upotrebom kompjuterskog programa
FreezeFrame (Coulbourn Instruments) struja kontrolisano pusta da bi se izazvao elektri¢ni
Sok. Ponasanje Zivotinje je pra¢eno preko digitalne kamere koja je bila prikacena za plafon
kaveza. Test se sastojao iz dve faze: faza trening i1 faza testa. Tokom treninga, miSevi su
pojedinacno stavljani u kavez za uslovljavanje na 5 minuta tokom ¢ega su primili Cetiri Soka
u razmaku od 1 minuta, a nakon 2 minuta od pocetka boravka u kavezu. Ja¢ina svakog Soka
je iznosila 0.4 mA 1 bila je trajanja od 1 sekunde. Kontekstualna dugotrajna memorija je
utvrdivana sledeceg jutra 1 2 nedelje nakon faze treninga (faza testa). MiSevi su ponovo

individualno stavljani u kavez za uslovljavanje, ovaj put bez primene elektricnog Soka, 1
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ostavljani su da slobodno istraze kavez tokom 5 minuta. Automatizovan kompjuterski
program FreezeFrame je koris¢en za kvantifikaciju % vremena provedenog u tzv.
“zamrznutom” stanju, tj. u stanju odsustva bilo kakvih pokreta osim misi¢a grudnog kosa
uklju€enih u disanje. Prag “zamrznutog stanja” je podeSen na 10% i racunato je vreme tokom

koga je zivotinja provela minimum 0,25 sekundi u zamrznutom stanju.

3.6.7. Radjjalni lavirint

Specificni problemi u prostornoj memoriji su ispitivani u testu sa radijalnim
lavirintom koji sadrzi 8 kraka, a koji ukazuje na deficite u funkciji kortikalne projekcije kroz
corpus callosum (oSte¢enja bele mase), dok hipokampus nije oste¢en (Montagne et al., 2018;
Shibata et al., 2007). Pre testiranja, misevi su bili podvrgnuti kalorijskoj restrikciji kako bi se
njihova telesna masa umanjila za 10-15%, poSto je pokazano da se uspeSnost testa poboljSava
u slucaju nagradivanja hranom. Do kraja testiranja, miSevi su bili drzani na istom rezimu
smanjenog unosa hrane. MiSevi su najpre trenirani dva uzastopna dana po 5 minuta kako bi
se upoznali sa eksperimentalnom okolinom, lavirintom i hranom (pahuljce Fruity Pebbles),
kao 1 zadatkom koji je od njih zahtevan. Dva dana pre treninga, pahuljice su bile posute po
lavirintu u svih 8 otvorenih kraka, a svaka zivotinja je ostavljena da prostor slobodno istrazi
tokom 5 minuta. Jedan dan pre treninga, po jedan komad pahuljica je postavljen na kraj
svakog kraka. Zivotinja je postavljena na centralnu platformu i ostavljena da slobodno
konzumira hranu iz svakog kraka. Narednog dana je zapoceto sedmodnevno testiranje.
Procedura je ponavljana svakog dana testiranja, uz ponovno stavljanje po jednog komada
pahuljice na kraj svakog kraka. Zivotinja je uvek postavljana na centralnu platformu sa svim
otvorenim vratima i dozvoljeno joj je da odabere krak. Kada je Zivotinja usla u jedan krak,
sva ostala vrata koja su bila pod automatskom kontrolom, su zatvorena. Nakon §to je pojela
hranu, zivotinji je dozvoljeno da se vrati na centralnu platformu i da ponovi odabir kraka.
Test se smatrao zavrSenim kada je Zivotinja pojela svih 8 pahuljica ili ako je proslo 25 minuta
od pocetka testa. Ponasanje je snimano kamerom pri¢vrS¢enom za plafon prostorije. Rezultati

su izrazeni kao broj gresaka koje zivotinja napravi pre nego Sto poseti svih 8 kraka.
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3.6.8. Rotarod

Standardni rotarod test je uraden prema prethodno objavljenom protokolu (Shibata et
al., 2007; Zlokovic et al., 2005). MiSevi su trenirani 3 dana 1 testirani ¢etvrtog dana. Inicijalna
brzina tokom prvih 60 sekundi je bila 5 obrtaja po minutu (rpm) i postepeno je povecana od
5 to 10 rpm tokom narednih 100 sekundi, a potom i od 10 to 25 rpm tokom narednih 120
sekundi. Ukupno trajanje pojedinacnog treninga i testa je trajalo 6 minuta. Rezultati su
izrazeni kao vreme koje Zivotinja provede na rotarod aparatu dok ne padne. Kod svake

zivotinje su radena po Cetiri pokusaja, a najbolji rezultat je uzet za dalje analize.

3.6.9. Kompleksni toc¢ak za tr¢anje

Kompleksni tocak za tranje je specifican test za utvrdivanje stepena povrede corpus
callosum-a (Schalomon and Wahlsten, 2002), regiona mozga koji povezuje levu i desnu
hemisferu i naroéito je bogat mijelinskim vlaknima. Zivotinje su razdvojene u individualne
kaveze dimenzija 40 cm sa 20 cm koji sadrze toCak za tr¢anje precnika 12,5 cm (Amazon
#B0002DGSEC, SAD). Zivotinje su trenirane na obi¢nom to¢ku za tréanje sa podjednako
razmaknutim precagama (34 precage razmaka 1,1 cm, Slika 13) ukupno 2 nedelje 1 3 dana.
Nakon treninga, zivotinjama je ponuden kompleksni toCak za tr€anje kome je nedostajalo
ukupno 20 nasumicnih precaga (14 pre¢aga razmaka 2, 2 1 3,3 cm, Slika 13) i test je ponavljan
ukupno 3 dana. Broj punih obrtaja tocka je meren kroz 30-minutne intervale tokom dana
upotrebom Micrologix 1000 kontrolera (Allen-BradleyCat# 1761-L10BWB F, Royal
Wholesale Electric) i rezima rada tipa prisustva/odsustva lasera (Keyence #LR-ZB240CB).
Rezultati svakog 24-Casovnog perioda su analizirani izraunavanjem ukupnog predenog puta
1 maksimalne brzine za svakog miSa. Samo rezultati dobijeni 15-, 16- i 17-og dana za
standardni tocak 1 18-, 19- 1 20-og dana za kompleksni tocak su ukljuceni u dalje statisticke
analize. Maksimalan broj obrtaja tocka u toku jednog dana je uzet kao vrednost maksimalne
brzine (m/min) za navedeni dan za svaku Zivotinju. Sve zivotinje su pokazale spontanu
aktivnost (svaka Zivotinja je svakodnevno u proseku presla izmedu 5-7 km) i nijedna nije bila

isklju¢ena iz eksperimenta.
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Obican toCak Kompleksni toak
(trening) (test)

§q y % v Prec::aga ‘ .
= Pre¢aga koja nedostaje
Z1

Slika 13. Sematski prikaz obi¢nog i kompleksnog to¢ka za tréanje. Kompleksnom tocku

nasumicno fale precage.

3.6.10. Test hodanja po gredi

Test hodanja po gredi je motoricki test kojim se mogu detektovati fine promene
umotornoj koordinaciji 1 balansu i najces¢e se koristi kod modela mozdane povrede 1 za
ispitivanje dejstva razliCitih genetickih manipulacija i farmakoloskih tretmana koji dovode
do poremecaja u motorici (Luong et al., 2011).

Zivotinja je postavljena na jedan kraj grede duZine 70 cm i beleZen je broj omagki
Sape prilikom prelaska na drugi kraj. Svaka Zivotinja je testirana 3 puta i srednja vrednost je

uzeta za dalje statisticke analize.

3.6.11. Uklanjanje adheziva

Uklanjanje adheziva je motoricki test koji, kao 1 test hodanja po gredi,
ispitujemotornu koordinaciju i simetriju (Fréchou et al., 2018). Na zadnje Sape Zivotinje je
zalepljen komadi¢ lepljive trake 1 merena su dva parametra: vreme provedeno do prvog

kontakta sa adhezivom i do njegovog potpunog uklanjanja od strane zivotinje.
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3.7. Merenje protoka krvi u mozgu

Protok krvi u mozgu je analiziran na anesteziranim zivotinjama upotrebom Doplerove
laserske metode kako je prethodno opisano (Kisler et al., 2017b; Lazic et al., 2019). Zivotinja
je najpre anestezirana meSavinom ketamina (100 mg/kg) 1 ksilazina (10 mg/kg). Delovanje
anestezije je proveravano mehanic¢kim stimulusanjem zadnje Sape. Kada je Zivotinja bila u
potpunosti anestezirana (odsustvo reakcije prilikom Stipanja Sape), postavljena je u
stereotaksicki ram. Koordinate su bile u skladu sa podacima iz atlasa misjeg mozga (Franklin
and Paxinos: The mouse brain atlas in stereotaxic coordinates). Koza 1 slojevi misi¢a i
veziva u regionu glave iznad dela somatosenzorne kore odgovorne za primanje stimulusa od
mi$jih brkova, Barelov korteks (eng. Barrel cortex), su detaljno ociS¢eni koriS¢enjem
sterilnog hirurSkog pribora (makaza i pinceta) i Stapica za uSi natopljenih u sterilni PBS
(fosfatni natrijumov puffer, eng. phosphate buffered saline, Sigma, SAD). Nakon CiS¢enja,
laser je prislonjen uz lobanju i pracen je bazalni nivo protoka krvi. Kada je bazalni nivo
protoka krvi postao stabilan (uz dozvoljenih 5% oscilacija), vrednost bazalnog nivoa je
zabelezena na svakih 10 sekundi u toku 1 minuta. Nakon 1 min, suv Stapi¢ za uho je
prislonjen uz misje brkove suprotne strane od pozicije lasera i relativno brzim pokretima (60
Hz) gore-dole je izazvana stimulacija brkova. Ova mehanicka stimulacija misjih brkova je
trajala 1 min 1 za to vreme je pracen protok krvi. Zabelezena je maksimalno dostignuta
vrednost protoka krvi. Nakon 5 minuta pauze, ista procedura je ponovljena jos§ dva puta na
istom miSu 1 izraunata je srednja vrednost za svaku jedinku. Procenat promene protoka krvi

u mozgu je izracunat pomocu formule:

% povecanja protoka krvi u mozgu Z(Bazalna vrednost (srednja vrednost) +

Max protok krvi(srednja vrednost)) * 100%

Ova procedura je smatrana terminalnom i1 odmah po zavrSetku, zivotinja je

transkardijalno perfundovana i izolovano je mozdano tkivo za dalje analize.
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3.8. Prikupljanje uzoraka

3.8.1. Transkardijalna perfuzija

Da bi se mozdano tkivo u velikoj vecini ocistilo od proteina krvi prisutnih u
cirkulaciji, zivotinje su podvrgavane transkardijalnoj perfuziji sa PBS-om, upotrebom
prirodne moc¢i pumpanja srca i osobina velikog krvotoka. Ukratko, nakon primene visoke
doze anestezije (100 mg/kg ketamine 1 10 mg/kg ksilazin) zivotinja je fiksirana na stiropornoj
podlozi, otvoren je grudni kos i u levu komoru srca je uvedena igla kroz koju je propusteno
oko 50 ml hladnog PBS-a (sa 1% 0,05 M EDTA) upotrebom peristalticke pumpe za perfuziju

zivotinja, dok je desna pretkomora zasecena.

3.8.2. Izolacija mozdanog tkiva

Mozak je izolovan iz perfundovanih zivotinja uklanjanjem pljosnatnih kostiju
lobanje, nakon cega je podeljen na dve hemisfere. Mozdane strukture korteks 1 hipokampus
su izdvojene iz jedne hemisfere mozga 1 zatim su trenutno zamrznute na suvom ledu i
saCuvane za dalju izolaciju proteina ili RNK na -80° C, dok je druga hemisfera ili odlozena
u rastvor paraformaldehida (PFA; 4%) (Electron Microscopy Sciences, SAD) ili je trenutno
zamrznuta u OCT sredstvu (eng. optimal cutting temperature, Sakura, SAD) za seCenje na
kriokatu. Komadi¢ repa je takode sa¢uvan za potvrdu genotipa, kao §to je opisano u odeljku

3.2.

3.9. Odredivanje nivoa proteina Western blot analizom

3.9.1. Izolovanje ukupnih proteina iz mozga

Ukupni proteini su izolovani iz korteksa. Za liziranje tkiva i izolovanje proteina je
koris¢en RIPA pufer (50 mM Tris pH7.5; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% Na-deoksiholat;
0.1% SDS, Roche, SAD) u koji je, na 10 ml, dodata pojedna tableta koktela proteaznih
inhibitora (Mini Protease Inhibitors Coctail, Boehringer M). Tkivo je, zatim sonifikovano 20

sekundi u 20 zapremina pufera (w/v). Homogenat je dalje centrifugiran na 20800 x g, 20
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minuta, na 4°C, a dobijeni supernatanti, koji su predstavljali ukupne celijske proteine

mozdanih struktura, su prebaceni u sterilne tube i ¢uvani do upotrebe na -80°C.

3.9.2. Odredivanje koncentracije proteina u totalnim ¢elijskim ekstraktima

Koncentracija proteina u totalnim ekstraktima mozdanog tkiva je odredena metodom
po Pierce-u upotrebom komercijalnog kompleta prema uputstvu proizvodaca (Micro BCA
Protein Assay Kit; Pierce Inc., Rockford, SAD). Uzorci su najpre razblazeni 500 puta i zatim
inkubirani 45 min na 60°C. Apsorbanca je ocitana na 562 nm koriS¢enjem spektrofotometra
(Bio-Rad Laboratories). Za standardnu krivu su koriS¢ene poznate koncentracije govedeg

albumina seruma (BSA, eng. Bovine serum albumin, Thermo Fisher, SAD).

3.9.3. Elektroforeza proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj tezini je uradeno na SDS
denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima (SDS-PAGE) u tzv. diskontinualnom sistemu. Za
elektroforezu je koriS¢ena aparatura Xcell4 Surelock Midi-Cell (Life Technologies, SAD) 1
komercijalni NuPAGE 4-12% Bis-Tris gelovi sa 10, 20 ili 26 bunarica, gradijenta 4-12%
(Life Technologies, SAD). Koli¢ina proteina koja je nanosena na gel je eksperimentalno
optimizovana za svakiprotein, upotrebom krivih sa sukcesivnim razblazenjima proteina i
koncentracijama primarnogantitela preporuc¢enim od strane proizvodaca. Kao optimalna
koliCina proteina je uzeta ona koja se nalazi u linearnom opsegu krive zavisnosti intenziteta
signala 1 koli¢ine nanetih proteina. Za ispitivane proteine nanoseno je po 5-20ug ukupnih
proteina. Proteini su razblazeni do koncentracije 1 pg/ul ili 2 pg/ul uz pomoc¢ RIPA pufera,
NuPAGE redukujuc¢eg agensa (Life Technologies, SAD) i NuPAGE LDS pufera za nalivanje
uzoraka (Life Technologies, SAD). Uzorci su pre nalivanja dodatno denaturisani kuvanjem
tokom 10 minuta na 70°C. Kao standard za molekulsku tezinu je koriS¢en obojeni marker
Sirokog opsega (3,5-260 kDa; Life Technologies). Elektroforeza se odvijala u NuPAGE MES
SDS puferu (Life Technologies) pod konstantnim naponom od 150 V, oko 100 min ili dok

zuta boja ne stigne do kraja gela.
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3.9.4. Elektrotransfer proteina

Za prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu koris¢en je
iBlot 2 sistem za transfer (Life Technologies) u trajanju od 7 minuta, pod naponom od 20 V.
Po zavrSenom transferu membrane su bojene bojom Ponceau-S (Sigma) u cilju dobijanja
vizuelne potvrde uspesSnosti transfera. Membrane obojene Ponceau-S su skenirane 1 zatim
odbojene ispiranjem u destilovanoj vodi i TBST puferu (fosfatni pufer sa dodatkom

deterdZenta - eng. tris-buffered saline with 0.1% Tween 20, TBST, Sigma, SAD).

3.9.5. Imunoloska detekcija proteina specificnim antitelima — Western blot metoda

U cilju blokiranja nespecifi¢nog vezivanja antitela, membrane su prvo inkubirane u
blokiraju¢em rastvoru Superblock T20 (Life Technologies, SAD). Membrane su zatim
inkubirane u rastvorima antitela uz lagano muckanje na sobnoj temperaturi preko noci.
Primarna antitela su razblaZzena u blokiraju¢em agensu u odgovaraju¢em odnosu (razblazenje
v/v, Tabela 4). Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane 3 puta po
10 minuta u TBST-u 1 dalje inkubirane 1h na sobnoj temperaturi, sa odgovaraju¢im
sekundarnim antitelom obeleZenim enzimom peroksidazom rena (eng. horse radish
peroxidase, HRP) u 5% rastvoru nemasnog mleka u prahu (BioRad, SAD) (Tabela 4). Nakon
inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrane su ispirane 5 puta po 10 minuta u TBST-u.
Za detekciju hemiluminiscentnog signala, membrana je inkubirana 5 minuta u supstratu koji
sadrzi luminol (komercijalni komplet - Western blotting detection reagents,
chemiluminescent, Thermo Fisher) i izlozena autoradiografskom filmu osetljivom na plavu
svetlost (Kodak) u trajanju od 1 sekunde do 3 minuta. Filmovi su razvijeni u masini za

ravijanje filmova X-OMAT 3000 RA (Kodak) i skenirani radi dalje analize.

Tabela 4. Primarna i sekundarna antitela koriS§éena za imunoblot analizu.

Primarno antitelo Sekundarno antitelo ili IgG
(Proizvodac, kataloski broj, razblaZenje) (Proizvodac, kataloski broj, razblaZenje)
IgG
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N/A

HRP-konjugovano  anti-mi$je  (Santa
Biotechnology, 2096, 1:3000)

Cruz

Astrociti

Misje anti-GFAP (eng. glial fibrillary acidic
protein) (Millipore, MAB360, 1:1000)

HRP-konjugovano anti-misje (Dako, P0260, 1:3000)

Faktor nekroze tumora o

Misje anti-TNF-a (eng. tumor necrosis factor o)
(Abcam, ab1793, 1:1000)

HRP-konjugovano anti-misje (Dako, P0260, 1:3000)

p38 MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase)

Zecje anti-fosfo-p38 MAPK (Thr 180/Tyr 182,
Santa Cruz Biotechnology, sc-17852-R, 1:200)

HRP-konjugovano anti-zeCje  (Santa
Biotechnology, sc-2370, 1:3000)

Cruz

Misje anti-p38 MAPK (p38 o/, Santa Cruz
Biotechnology, sc-7972, 1:25)

HRP-konjugovano anti-misje (Dako, P0260, 1:3000)

Astrocitni glutamatni transporter

ZeCje anti-EAAT?2 (eng. excitatory amino acid HRP-konjugovano anti-ze¢je  (Santa  Cruz
transporter 2) (Abcam, ab41621, 1:1000) Biotechnology, sc-2370, 1:3000)

Protein 43 asociran sa rastom

ZCCJC’ anti-GAP-43 (eng. growth associated HRP-konjugovano anti-zede  (Santa  Cruz
protein 43) (Santa Cruz Biotechnology, sc-10786, Biotechnology, sc-2370, 1:3000)

1:1000)

Sinaptofizin

Zecje anti-sinaptofizin (Santa Cruz | HRP-konjugovano anti-zeCje  (Santa  Cruz
Biotechnology, sc-9116, 1:1000) Biotechnology, sc-2370, 1:3000)

Protein post-sinapticke gustine 95

ZeCje anti-PSD-95 (eng. post-synaptic density | HRP-konjugovano anti-zeCje  (Santa  Cruz
protein 95) (Millipore, 04-1066, 1:1000) Biotechnology, sc-2370, 1:3000)

Aducin

Zecje p-aducin (Santa Cruz Biotechnology, sc- | HRP-konjugovano  anti-ze¢je  (Santa  Cruz

12614, 1:1000)

Biotechnology, sc-2370, 1:3000)

Misje anti-aducin § (Santa Cruz Biotechnology,
s¢-376063, 1:1000)

HRP-konjugovano anti-misje (Dako, P0260, 1:3000)

Periciti

Kozje anti-PDGFRB (eng. platelet-derived
growth factor receptor f) (R&D Systems,
AF1042, 1:1000)

HRP-konjugovano  anti-kozje  (Santa
Biotechnology, sc2350, 1:3000)

Cruz

Endogene kontrole

Misje anti-B-aktin  (Sigma-Aldrich, AS5316,
1:1000)

HRP-konjugovano anti-misje (Dako, P0260, 1:3000)

Kozje anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology,
s¢-20357, 1:1000)

HRP-konjugovano  anti-kozje  (Santa
Biotechnology, sc2350, 1:3000)

Cruz
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3.9.6. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Intenzitet imuno signala na skeniranim membranama i filmovima je odreden
denzitometrijskom, kvantitativnom analizom, koriS¢enjem programskog paketa Imagel
(NIH). Dobijene vrednosti svakog uzorka su najpre normalizovane uodnosu na odgovarajucu
endogenu kontrolu ¢ime su dobijene relativne vrednosti nivoa proteina. Potom su izracunate
srednje vrednosti 1 standardna greska relativnih vrednosti za sve eksperimentalne grupe.
Zarad razmatranja efekata genotipa, vrednosti kontrola su izrazene kao vrednost 1, a vrednost
genotipa je izraZzena kao stepen promene u odnosu na vrednosti dobijene za odgovarajuce

kontrole.

3.10. HistoloSke analize

Za histoloske analize koriS¢ena su antitela ili komercijalne boje, a mikrografije su

snimane na fluorescentnom, konfokalnom ili svetlosnom mikroskopu.
3.10.1. Priprema uzoraka za imunohistohemijsku analizu

Mozdano tkivo je seCeno u koronalnoj ili sagitalnoj ravni upotrebom kriokata
(debljina preseka 20 um) ili vibratoma (debljina preseka 30 um). Preseci koji sadrze mozdane
regione od interesa, somatosenzorni korteks i hipokampus, bili su odmah upotrebljavani ili

su ¢uvani na temperaturi od -20°C za kasnije analize.
3.10.2. Imunohistohemijsko obelezavanje

Specificno imunohistohemijsko obelezavanje za konfokalnu mikroskopiju uradeno je
na nemontiranim (eng. free-floating) presecima ili na presecima zalepljenim za mikroskopske
plo¢ice. Citav postupak, osim inkubacije u primarnom antitelu, uraden je na sobnoj
temperaturi uz lagano muckanje, a rastvori su pripremani u 0,1 M fosfatnom puferu, pH 7,4.
Preseci su najpre dobro isprani 3 puta po 5 minuta u fosfatnom puferu i zatim prebaceni u
rastvor za blokiranje nespecifiénog vezivanja - 5% normalni serum magarca (Jackson
Laboratories, SAD) rastvoren u PBS-u sa dodatkom 0,3% Triton X deterdZenta (Sigma,
SAD), u kome su inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi. Ovako pripremljeni preseci su

prebaceni u rastvor primarnog antitela ili lektina (Tabela 5) 1 inkubirani preko no¢i na 4°C.
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Nevezana primarna antitela su uklonjena ispiranjem u fosfatnom puferu 3 puta po 5 minuta,
pa su preseci inkubirani 1 h sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom (Tabela 5). IgG je
nakon koraka blokiranja obelezen direktno sekundarnim antitelom. Preseci su nakon
inkubacije sa sekundarnim antitelima isprani 5 puta po 5 minuta u fosfatnom puferu, nakon
cega su free-float preseci postavljeni na SuperFrost® ploc¢ice (Dako, SAD) i1 osusSeni na
vazduhu 30 minuta. Plocice sa svim presecima su potom montirane nakapavanjem medijuma
za fluorescentno (Dako) ili svetlosno mikroskopiranje (Thermo Fisher, SAD) 1 preklopljeni
pokrovnim stakalcima. Medijum za fluorescentno mikroskopiranje je sadrzaavao DAPI (eng.
4',6-diamidino-2-phenylindole) boju (Southern Biotech, SAD) koja obelezava jedra celija 1
specificno se vezuje za A-T dvolancane DNK regione. Imunohistohemijsko bojenje je
analizirano na konfokalnom mikroskopu Nikon, dok je bojenje Prusko plavim snimljeno na
svetlosnom mikroskopu BZ9000 (Keyence, SAD). Odgovarajuc¢a negativna kontrola (bez
primarnog antitela) je potvrdila odsustvo nespecificnog vezivanja.

Krvni sudovi su obelezeni lektinom. Lektin je histoloSka boja izolovana iz paradajza
(lat. Lycoperison esclentum lectin), koja je hemijskim putem obeleZena fluoroforom (Alexa
Fluor 488 ili 594) i1 koja se specificno vezuje za ugljene hidrate na plazma membrani
endotelnih ¢elija (Robertson et al., 2015). Lektin moze biti injeciran u butnu venu misa ili u
retro-orbitalni prostor, ali se preseci mozga mogu inkubirati u lektinu 1 zajedno sa primarnim
antitelima.

Za obelezavanje plaka, preseci su inkubirani 8§ minuta u 1% rastvoru histohemijske
boje Tioflavin S (Sigma), dok je za obelezavanje depozita gvozda, koriS¢en rastvor Prusko

plavog (Thermo Fisher) u kome su preseci inkubirani 10 minuta.

Tabela 5. Primarna i sekundarna antitela koriS¢ena za imunohistohemiju.

Primarno antitelo ili lektin Sekundarno antitelo ili IgG
(Proizvodac, kataloski broj, razblaZenje) (Proizvodac, kataloski broj, razblaZenje)
Mikroglija

Zecje anti-misje Ibal (eng. ionized calcium binding | Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-zecje

adaptor molecule 1) (Wako, 019-19741; 1:500) (Invitrogen, A-10042,1:500)

Astrociti
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ZecCje anti-govedi GFAP (eng. glial fibrillary acidic
protein) (Dako, Z0334,1:500)

Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-zecje
(Invitrogen, A-10042,1:500)

Neuroni

Misje anti-miSje NeuN (eng. neuronal nuclear
antigen) (Millipore, ABN78, 1:500)

Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-zecje
(Invitrogen, A-10042, 1:500)

Misje anti-neurofilament H, klon SMI312

(Biolegend, 837904, 1:200)

Alexa fluor 488-konjugovano magarece anti-misje
(Invitrogen, A-21202, 1:500)

Misje anti-MAP2 (eng. microtubule-associated
protein 2) (BD Pharmingen, 556320, 1:500)

Alexa fluor 488-konjugovano magarece anti-misje
(Invitrogen, A-21202, 1:500)

Kozje anti-MBP (eng. myelin basic protein) (Santa
Cruz, sc-13914-R, 1:500)

Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-kozje
(Invitrogen, A-11057, 1:500)

Krvni sudovi

Dylight 488-konjugovani L. esculentum lektin

(Vector Labs, DL-1174, 1:200)

N/A

Periciti

Kozje anti-CD13 (R&D Systems, AF2335, 1:200)

Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-kozje
(Invitrogen, A-11057, 1:500)

Cvrste veze endotela

ZeCje anti-ZO1 (eng. zonula occludens 1) (R&D
Systems, AF2335, 1:200)

Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-zecje
(Invitrogen, A-10042, 1:500)

Fibrinogen

Zecje anti-humani fibrinogen (Dako, A0080,1:400)

Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-zecje
(Invitrogen, A-10042,1:500)

IgG

N/A Alexa fluor 647-konjugovano magarece anti-misje
(Invitrogen, A-31571,1:200)

PICALM

Kozje anti-PICALM klon C-18 (Santa Cruz
Biotechnology, sc-6433 1:200)

Alexa fluor 568-konjugovano magarece anti-kozje
(Invitrogen, A-11057, 1:500)

Glatke misicne celije

Misje FITC-konjugovano aSMA (eng. o-smooth
muscle actin) (Sigma, klon 1A4, F3777, 1:500)

N/A

Amiloid-f

Zecje anti-AP (Cell Signaling, 8243S, 1:500)

Alexa fluor 647- konjugovano magarecée anti-zecje
(Invitrogen, A-31573,1:500)
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3.10.3. Kvantifikacija broja Iba-pozitivnih mikroglijskih i GFAP-pozitivnih astrocitnih

¢elija

Kvantifikacija je wuradena sa mikrografija koje su snimljene na BZ9000
fluorescentnom mikroskopu (uveli¢anje 20x). Intenzitet signala je analiziran upotrebom
ImageJ programa (US National Institutes of Health) programa 1 specifi¢ne obrade signala
(Otsu), nakon cega je izmeren % regiona koji je pokriven sa Iba-1- i GFAP-pozitivnim
signalom. Za svaku zivotinju je analizirano po 5 nasumic¢no odabranih polja na 2-4 nesusedna
preseka. Reprezentativne mikrografije su snimane na Nikon konfokalnom mikroskopu uz
konstantne uslove snimanja (ista standardna jacina, digitalni ofset i intenzitet lasera prilikom

snimanja svih grupa Zivotinja koje su poredene).

3.10.4. Kvantifikacija zastupljenosti amiloid-f3 depozita i plaka obelezenih sa Tioflavin S

bojom

Amiloid-B- 1 tioflavin-S-pozitivni signali su analizirani koriS¢enjem ImageJ
programa (US National Institutes of Health). Mikrografije dobijene upotrebom BZ9000
fluorescentnog mikroskopa i1 uvelicanja 20x (veli¢ina slika 640 x 480 um) su podvrgnute
obradi koriS¢enjem kompjuterskog programa sa prethodno definisanim parametrom za
analizu Otsu (ImageJ) nakon €ega je izmeren % regiona koji je pokriven signalom (Lazic et
al., 2019; Sagare et al., 2013a). Za svaku zivotinju je analizirano po 5 nasumi¢no odabranih
polja na 4 nesusedna preseka (razmaka ~100 pm). Analizirano je Sest do osam zivotinjau

svakoj grupi.

3.10.5. Kvantifikacija nivoa fibrinogena i IgG

Kvantifikacija je uradena sa maksimalnih Z-projekcija debljine 10 um koje su
dobijene upotrebom BZ9000 fluorescentnog mikroskopa. Analiza je bila ista kao Sto je
prethodno opisano(Lazic et al., 2019; Montagne et al., 2018). Ukratko, koli¢ina depozita
fibrinogena 1 IgG izvan kapilara je odredena kao intergisana gustina signala (eng. integrated

density) na spoljasnjoj strani kapilara koji su bili obojeni lektinom. Reprezentativne
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mikrografije su snimljene na Nikon konfokalnom mikroskopu uz konstantne uslove snimanja
(ista standardna jacina, digitalni ofset i intenzitet lasera prilikom snimanja svih grupa
zivotinja koje su poredene). Za svaku zivotinju je analizirano po 5 nasumi¢no odabranih polja
iz korteksa 1 hipokampusa na 4 nesusedna preseka (razmaka ~100 pwm). Analizirano je Sest

do osam Zivotinja u svakoj grupi.

3.10.6. Kvantifikacija cerebralne amiloidne angiopatije

Za vizualizaciju cerebralne amiloidne angiopatije (CAA), preseci mozga su dvojno
obelezeni sa a-aktinom glatkih misSica (aSMA) 1 AP antitelom, pa slikani na BZ9000
fluorescentnom mikroskopu upotrebom uvelicanja od 10x. U svakoj zivotinji, 3 preseka i 5
slika po preseku koji sadrze pialne arterije i1 penetrirajuce arteriole (= 20 um) su analizirani
kao Sto je prethodno opisano (Cortes-Canteli et al., 2010; Lin et al., 2016) uz modifikacije.
Ukratko, na mikrografijama koje sadrze oba kanala (aSMA 1 A), krvni sudovi su opcrtani
rucno, pa je region izvan krvnog suda izbrisan. Nakon podeSavanja praga za oba kanala
(Otsu), % povrsine koja je bila prekrivena signalom je izraunat za oba kanala u okviru
prethodno odredene zone. Procenat zastupljenosti A signala je podeljen sa % povrSine koja
je bila obeleZena sa aSMA kako bi se dobio % koli¢ine AP u krvnim sudovima. Analizirano

je ukupno 10-15 krvnih sudova po Zivotinji, u 5-7 Zivotinja po grupi.

3.10.7. Kvantifikacija pokrivenosti krvnih sudova pericitima

Kvantifikacija je wuradena sa mikrografija koje su snimljene na BZ9000
fluorescentnom mikroskopu (uveli¢anje 20x). Region prekriven CD13- i lektin-pozitivnim
signalom je izmeren koriS¢enjem Otsu obrade signala (ImageJ), nakon Cega je prekrivenost
pericitima izraunata kao odnos % povrsSine CD13 signala u okviru lektin-pozitivne teritorije.
Analizirani su samo kapilari, definisani kao krvni sudovi dijametra < 6 um. Za svaku
zivotinju je analizirano po 5 nasumi¢no odabranih polja na 2-4 nesusedna preseka.

Reprezentativne mikrografije su snimljene na Nikon konfokalnom mikroskopu uz konstantne
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uslove snimanja (ista standardna jacina, digitalni ofset i intenzitet lasera prilikom snimanja

svih grupa zivotinja koje su poredene).

3.10.8. Odredivanje i kvantifikacija depozita hemosiderina

Depoziti hemosiderina u mozdanom tkivu su detektovani uz pomo¢ komercijalnog
eseja (eng. Prussian blue kif) kao §to je prethodno opisano (Zhong et al., 2008). Procenat
regiona okupiran Prusko plavim je kvantifikovan u softverskom paketu ImageJ.
Fotomikrografije iz 5 nasumicno selektovanih polja iz korteksa 1 hipokampusa iz 4 preseka

(razmaka 100 um) su analizirane za svaku Zivotinju.

3.10.9. Odredivanje PICALM signala u MAP2-pozitivnim neuronima

Koli¢ina PICALM-pozitivnog signala je odredena u MAP2-pozitivnim neuronima
hipokampusa, uz pomo¢ ImageJ programa. Mikrografije za analizu 1 reprezentativne
mikrografije su snimljene na Nikon konfokalnom mikroskopu uz konstantne uslove snimanja
(ista standardna jacina, digitalni ofset i intenzitet lasera prilikom snimanja svih grupa

zivotinja koje su poredene).

3.10.10. Odredivanje broja NeuN-pozitivnih i NeuN/tdTomato-duplo pozitivnih ¢elija, kao
1 SMI312 i MBP-pozitivnog signala

Broj NeuN-pozivnih, kao 1 duplo pozivitnih (NeuN/tdTomato) ¢elija je odreden
rucno, sa mikrografija jednakih dimenzija, snimljenih na BZ9000 mikroskopu. Koli¢ina
SMI312 ili MBP-pozitivnog signala je odredena uz pomo¢ ImageJ softvera nakon Otsu
obrade signala. Mikrografije za analizu i reprezentativne mikrografije su snimljene na Nikon
konfokalnom mikroskopu uz konstantne uslove snimanja (ista standardna jacina, digitalni

ofset 1 intenzitet lasera prilikom snimanja svih grupa Zivotinja koje su poredene).
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3.11. Odredivanje koncentracije humanog Ap42 ELISA metodom

Koncentracija humanog AB42 u uzorku korteksa i hipokampusa je odredena ELISA
(eng. enzyme-linked immunosorbent assay) metodom upotrebom kompleta i po uputstvu
proizvodaca (Invitrogen, SAD). Ukratko, tkivo korteksa i hipokampusa je homogenizovano
u puferu koji sadrzi 5 M guanidin HC1/50 mM Tris HCI (pH 8.0) u zapremini 8 puta vecoj od
tezine tkiva 1 inkubirano 3 sata na sobnoj temperaturi na Sejkeru. Uzorci su zatim razblazeni
sa hladnim PBS-om koji sadrzi koktel proteaznih inhibitora (Roche, SAD) i centrifugirani na
brizni 16000x g, 20 minuta na 4 °C. Standardne krive su oformljene za raCunanje

koncentracije AP42 iz supernatanta i1 rezultati su prezentovani kao pg/ml.

3.12. Statisticka i graficka obrada rezultata

Statisicka obrada rezultata je uradena u programu GraphPadPrism 7.0. Prilikom
poredenja dve eksperimentalne grupe, najpre je uraden F test da bi se odredila razlika u
varijansi izmedu grupa koje se porede, dok je statistiCka znacajnost odredena upotrebom
Studentovog t-testa ili dodatkom Welch-ove korekcije ukoliko su standardne varijanse bile
znacajno razlicite. Poredenje tri ili viSe grupa je uradeno jednofaktorskim, dvofaktorskim
ANOVA testom (eng. analysis of variance) ili dvofaktorskim ANOVA testom sa
ponavljujué¢im merenjima i post-hoc testom za odredivanje znaCajnosti (Kruskal-Wallis ili
Tukey). Za sve analize, koriS¢en je Shapiro-Wilk-ov test za testiranje normalnosti i
odgovarajuci test je koriS¢en za odredivanje statisticke znacajnosti u softverskom programu
GraphPad Prism 7.0. Statisticki znacajnim razlikama su smatrane one kod kojih je p<0.05.
Na graficima, statisticki znacajnepromene u odnosu na kontrolnu grupu su obelezene

simbolom * za vrednosti p<0.05, ** za vrednosti p<0.01 ili *** za vrednosti p<0.001.

Za graficku obradu rezultata koris¢en je GraphPad Prism 7.0 1 Adobe Creative Cloud
2017 kompjuterski program.
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4. REZULTATI

4.1.Nedostatak pericita dovodi do deficita u ponaSanju u odsustvu patologije izazvane

p-amiloidom

4.1.1. Karakterizacija Zivotinjskog modela hroni¢nog gubitka pericita
4.1.1.1. Karakterizacija KMB

Da bi se ispitala uloga pericita i1 receptora PDGFR u odrzanju stabilnosti krvno-
mozdane barijere, upotrebljene su transgene zivotinje sa mutacijom u receptoru PDGFRp.
Nekoliko transgenih modela sa mutacijama u receptoru PDGFRp je prethodno kreirano i
opisano, od kojih neki imaju samo delimi¢an gubitak receptora, kao Sto su heterozigotne
Zivotinje Pdgfi*", dok su kod drugih prisutne mutacije koje remete transdukciju signala koja
zavisi od aktivnosti PDGFR receptora, kao $to su npr. Pdgfi57”7 miSevi. Zivotinje koje
karakteriSe potpuni gubitak PDGFRp receptora, Pdgfi3”- Zivotinje, nisu vijabilne i umiru
rano u perinatalnom razvoju, $to dodatno govori o vaznosti funkcionalnog PDGFRf
receptora (Tallquist et al., 2003).

Na pocetku analiza Pdgfif™" Zivotinja, najpre je imunohistohemijski ispitana
prekrivenost kapilara pericitima upotrebom markera pericita, CD13, i markera krvnih
sudova, lektina (izolovanog iz paradajza, Lycoperiscon esculentum lectin) koji se specificno
vezuje za ugljene hidrate endotelnih ¢elija (Robertson et al., 2015). Ovaj imunohistohemijski
metod je prihvacen kao pouzdan i relativno brz metod za odredivanje koli¢ine pericita koji
nalezu na krvne sudove, narocito kapilare, i time indirektno ukazuju na stabilnost krvno-
mozdane barijere. Imunohistohemijska analiza Pdgfi3" miSeva starosti 6-8 meseci je
pokazala smanjenje pokrivenost pericitima za oko 40% u poredenju sa odgovarajuéim

kontrolama (129s/SvimJ) (Slika 14).
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Slika 14. Prekrivenost krvno-moZdane barijere pericitima kod Pdgfif”- miSeva. (A)
Reprezentativne mikrografije 1 (B) kvantifikacija prekrivenosti kapilara (obelezenih
lektinom, zeleno) pericitima (obelezenih markerom CD13, ljubic¢asto) u korteksu Pdgfi*"
transgenih 1 129s/SvimJ kontrolnih Zivotinja starosti 6-8 meseci. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu (n=4 zivotinje po grupi). **p <0,01.
Skala =20 pm.

Ista analiza primenjena je i za ispitivanje pokrivenost kapilara pericitima u drugom
transgenom modelu, Pdgfi77F7. Kod ovog modela, dolazi do brzeg razvijanja procesa
gubitka pericita u odnosu na Pdgfi3"" model, usled prisustva 7 mutacija na PDGFRf
receptoru na mestima koje sadrze tirozin, ¢ime se onemogucava fosforilacija tirozinskih
ostataka i vezivanje proteina koji sadrze domen SH2 i time dalje iniciranje mnogih signalnih
puteva (Tallquist et al., 2003). Ispitivane su stoga zivotinje starosti 2 nedelje, 4-6 nedjelja, 3-
4 meseca 1 9-12 meseci 1 rezultati su uporedeni sa odgovaraju¢im 129s/SvilmJ kontrolnim
Zivotinjama. Analizom pokrivenosti kapilara pericitima kod Pdgfif"”F Zivotinja starih 4-6
nedjeljaje utvrdeno da je gubitak prekrivenosti pericitima ve¢ prisutan i da iznosi oko 24%,
dok je kod 4 meseca starih Zivotinja gubitak iznosio 1 do 50% pericita u region corpus
callosumu odnosu na kontrolne zivotinje odgovarajuce starosti. Kod zivotinja starih 9-12

meseci, gubitak pericita je iznosio skoro 60% (Slika 15).
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Slika 15. Prekrivenost krvno-mozZdane barijere pericitima kod Pdgfr, miSeva. (A)
Reprezentativne mikrografije miSeva 4-6 meseca starosti 1 (B) kvantifikacija prekrivenosti
kapilara (obelezenih lektinom, plavo) pericitima (obeleZenih markerom CD13, ljubicasto) u
corpus callosum-u PdgfipF”F7 transgenih i 129s/SvlmJ kontrolnih Zivotinja starosti 2 nedelje,
4-6 nedjelja, 3-4 meseca 1 9-12 meseci. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost =+
standardna devijacija za svaku grupu. n=4 Zivotinje po grupi. StatistiCka znacajnost je
prikazana u vidu tacnih p vrednosti. Skala =40 um.
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4.1.1.2. Gubitak pericita ne dovodi do promena u ponasanju u testu generalne aktivnosti

Prema podacima u literaturi, heterozigotni gubitak PDGFRp receptora kod misjeg
modela Alchajmerove bolesti Pdgfir37"; AppSw™?, dovodi do veéeg gubitka pericita u odnosu
na Pdgfr* zivotinje (Sagare et al., 2013b). Utvrdeno je takode da nedostatak pericita u

AppSw+/0

modelu dodatno pogorsava kognitivne funkcije (Sagare et al., 2013b). Medutim,
rezultati do sada nisu pokazali da li sam gubitak pericita, bez prisustva A} moze da dovede
do promena u ponasanju. Stoga se u daljim analizama pristupilo karakterizaciji ponaSanja
Zivotinja i to koris¢enjem miSijeg modela Pdgfif*”F” kod koga je dektovan veéi gubitak
pericita nego u modelu Pdgfif*" miseva.

Zivotinje starosti 5-7 meseci su okarakterisane ispitivanjima u testovima ponasanja,
ukljucujuéi senzorimotorne i kognitivne testove. Od testova za ispitivanje motorike, ispitani
su test otvorenog polja, hodanje po gredi, uklanjanje adheziva, rotarod 1 kompleksni tocak za
tr€anje (Slike 16 - 19).

Test otvorenog polja je jedan od osnovnih testova za ispitivanje generalne aktivnosti
miseva, ali se moze koristiti 1 za detektovanje anksioznosti (Seibenhener and Wooten, 2015).
U eksperimentima su mereni parametri kao Sto su predeno rastojanje, proseCna brzina

kretanja, ucCestalost ulaska u centar polja i vreme provedeno u centru. Kod 5-7 meseci starih

Pdgfif77F miSeva nisu zapaZzene promene ni u jednom od ispitivanih parametara (Slika 16).
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Slika 16. PonaSanje u testu otvorenog polja nije izmenjeno kod Pdgfif*”*” miseva u
poredenju sa 129s/SvimJ kontrolnim Zivotinjama. (A) Predeno rastojanje, (B) prosecna
brzina kretanja, (C) ucestalost ulaska u centar polja i (D) vreme provedeno u centru polja kod
Pdgfirf77F7 (F7/F7) transgenih i 129s/SvimJ (129S) kontrolnih Zivotinja starosti 5-7 meseci.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu. n=>5-7
zivotinja po grupi. NS - nema znacajnosti (eng. non significant).
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4.1.1.3. Gubitak pericita ne dovodi do promena u ponasanju u senzorimotornim testovima

Senzorimotorni testovi, test hodanja po gredi i1 uklanjanje adheziva, se uglavnom
koriste da bi se detektovale promene u motorici kao odgovor na senzorni stimulus, kao 1
asimetrije u funkcionisanju leve odnosno desne strane tela, na primer tokom asimetri¢ne
lezije ili ishemije (Frost et al., 2006; Schallert et al., 1982). Tokom testa hodanje po gredi,
zabelezen je broj omasaja Zivotinje da postavi Sapu na gredu, i uprkos velikoj varijabilnosti
kod Pdgfrp”F7 miSeva, nisu detektovani deficiti (Slika 17A). Tokom testa uklanjanja
adheziva mereno je vreme potrebno do inicijalnog kontakta sa adhezivom i vreme potrebno
da zivotinja ukloni adheziv. Kod 5-7 meseci starih Pdgfif"”FmisSeva nisu detektovani

deficiti u poredenju sa njihovim kontrolama (Slika 17B, C).
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Slika 17. Pdgfip"”"” miSevi ne pokazuju deficite u senzorimotornim testovima
ponasanja: hodanje po gredi i uklanjanje adheziva. (A) Broj omasaja u testu hodanje po
gredi, (B) vreme provedeno do kontakta sa adhezivom i (C) vreme potrebno za uklanjanje
adheziva kod Pdgfip”F7 (F7/F7) transgenih i 129s/SvimJ (129S) kontrolnih Zivotinja starosti
5-7 meseci. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost &+ standardna devijacija za svaku
grupu. n=>5-7 zZivotinja po grupi. Statisticka znacajnost je oznacena sa NS - nema znacajnosti
(eng. non significant).
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4.1.1.4. Gubitak pericita dovodi do promena u ponaSanju u rotarod testu i testu tr€anja na

kompleksnom tocku

Pdgfirf77F7 mievi su takode testirani u rotarod testu, gde su pokazali deficite Setvrtog
dana testa (Slika 18). Ovaj test je, za razliku od prethodnih testova, sloZeniji posto ukljucuje
1 period treninga (tri uzastopna dana, rezultat treninga prvog dana nije prikazan) i ukazuje na
promene ne samo umotornom korteksu, ve¢ i u regionima korteksa odgovornim za
emocionalno 1 visceralno procesiranje informacija (Scholz et al.,, 2015), kao 1 u
kortikostrijatalnom putu (Costa et al., 2004) 1 mijelinizaciji (Franco-Pons et al., 2007;
McKenzie et al., 2014). Rezultati su pokazali da &etvrtog dana treninga, Pdgfi37”F7 misevi
provode znacajno manje vremena na rotarodu u poredenju sa njihovim kontrolama (Slika
18A). Uprkos identi¢cnom treningu, dok kontrolni miSevi pokazuju uzlaznu krivu u ucenju i

sposobnosti izvodenja testa, Pdgfi”F’

miSevi ne pokazuju isti odgovor prilikom testiranja
(p vrednost je 0,0732 kada su rezultati analizirani dvofaktorskom ANOVA testom sa

ponavljaju¢im merenjima) (Slika 18B).
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Slika 18. Pdgfr"”F” miSevi pokazuju deficite u rotarod testu. (A) Vreme provedeno na
rotarodu izrazeno u sekundama tokom 3 uzastopna dana i (B) grafikon koji pokazuje
sposobnost izvodenja testa kod Pdgfip7F7 (F7/F7) transgenih i 129s/SvimJ (129S)
kontrolnih Zivotinja starosti 5-7 meseci. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost =+
standardna devijacija za svaku grupu. n=5-7 Zivotinja po grupi. * p < 0,05; NS - nema
znacajnosti (eng. non significant).
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Kako su ovi rezultati ukazali da Pdgfrf7”F7 miSevi imaju deficite u beloj masi, kao
Sto su demijelinizacija i gubitak neurona (Montagne et al., 2018), u nastavku istrazivanja su
koris€eni testovi ponaSanja koji su zavisni od bele mase, naro¢ito od regiona corpus
callosum-a (McKenzie et al., 2014; Schalomon and Wahlsten, 2002), regiona mozga koji
povezuje levu i1 desnu hemisferu i narocito je bogat mijelinskim vlaknima. Jedan od takvih
testova je kompleksni tocak za trcanje, koji pored motoricke aktivnosti ukljucuje i paznju,
¢ime se aktivirajui projekcije iz corpus callosum-a do kontralateralnog senzorimotornog i
premotornog korteksa i strijatuma (Fame et al., 2011). Nakon treninga u obi¢nom tocku za
tr€anje, gde nisu pokazali znacajne deficite u poredenju sa kontrolnim misevima, kada je u
kavez postavljen kompleksni tocak za tréanje, Pdgfif"”F” miSevi su pokazali deficite u

parametru postizanja maksimalne brzine tréanja (Slika 19).
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Slika 19. Pdgfrf"”"” misevi pokazuju deficite u testu tréanja na kompleksnom to¢ku.
Maksimalna brzina (m/min) u testu tréanja na kompleksnom toc¢ku kod PdgfiB77F7 (F7/F7)
transgenih 1 129s/SvlmJ (129S) kontrolnih Zivotinja starosti 4-6 nedelja, 3-4 1 9-12 meseci.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = standardna devijacija za svaku grupu. n=6
zivotinja po grupi. Statisticka znacajnost je oznacena tacnom p vrednosti.
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4.1.1.5. Gubitak pericita dovodi do deficita u prostornoj memoriji u testu radijalni lavirint
Prethodno objavljene studije su pokazale da povreda bele mase, npr. u stanju kao $to
je Slog, ne ostavlja posledice na sposobnosti Zivotinja u izvrSavanju motorickih testova, ali
ima znacajne negativne efekteu testu radijalnog lavirinta koji detektuje promene u
prostornom ucenju i pamcenju (Coltman et al., 2011; Ni et al., 1994; Shibata et al., 2007).
Ovaj test takode sadrzi i komponentu motivacije (hranom) i ukljuCuje intenzivan trening
(Shibata et al., 2007). Rezultati testa sa radijalnim lavirintom su ukazali da Pdgfif"”"” misevi
prave znatno veci broj gresaka pri odabiru novog kraka (predstavljeno dijagramom na Slici
20A) koji se mogu uociti ve¢ sedmog dana testiranja (Slika 20B). Sli¢no rotarodu, ne-
transgene zivotinje istog okota su pokazale tendenciju ka ucenju i pravljenju zna¢ajno manje
greSaka u odabiru kraka radijalnog lavirinta u odnosu na Pdgfi37”F7 miSeve starosti 3-4
meseca (Slika 20C). Medutim, kada se rezultati analiziraju ANOV A testom sa ponavljaju¢im

merenjima, razlika izmedu dve grupe nije statisticki znac¢ajna sedmog dana testiranja.
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Slika 20. Pdgfr”F” miSevi pokazuju deficite u radijalnom lavirintu, testu prostorne
memorije. (A) Sematski prikaz radijalnog lavirinta i primer broja gre$aka transgenih i ne-
transgenih miseva istog okota. (B) Broj greSaka u radijalnom lavirintu i (C) razlike u trendu
ucenja kod Pdgfipt”F7 (F7/F7) transgenih i 129s/SvimJ (129S) kontrolnih Zivotinja starih 3-
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4 meseci. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu.
n=6 zivotinja po grupi. * p < 0,05; NS - nema znacajnosti (eng. non significant).

4.1.1.5. Gubitak pericita dovodi do deficita u povlacenja memorije u uslovljavanju straha

Pdgfrf7F7 miSevi starosti 5-7 meseci su zatim ispitani kognitivnim testovima
ponasanja. Klasicno uslovljavanje straha je Siroko koriS¢en test ponaSanja za detekciju
odredenih tipova memorije koji mogu ukazati na deficite u funkciji hipokampusa (Phillips
and LeDoux, 1992), ali 1 prednja pojasna kora (Frankland et al., 2004). Rezultati na
klasi¢nom kontekstualnom testu uslovljavanja straha su pokazali da su kod Pdgfip”f’
miSeva prisutni deficiti u sposobnosti priseCanja koje se testira 2 nedelje nakon izlaganja

Soku, ali ne 1 u dugotrajnoj memoriji koje je testirana 1 dan nakon izlaganja Soku (Slika 21).
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Slika 21. PdgfrfF”F” misevi pokazuju deficite u sposobnosti priseéanja, ali ne i u
dugotrajnoj memoriji u testu kontekstualnog uslovljavanja straha. Vreme provedeno
mirujuéi u testu kontekstualno uslovljavanje straha 1 dan (A) i dve nedelje (B) nakon
izlaganja Soku kod transgenih Pdgfi377F7 (F7/F7) i 129s/SvimlJ kontrolnih Zivotinja (129S)
starosti 5-7 meseci. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za
svaku grupu. n=4-7 Zivotinja po grupi. *p < 0,05 ili NS - nema znacajnosti (eng. non
significant).
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4.1.1.6. Gubitak pericita dovodi do ostecenja bele mase

S obzirom na dobijene rezultate u testovima ponasanja koji su ukazali na promene u
beloj masi, dalje je se pristupilo imunohistohemijskoj analazi corpus callosum-a (CC).
IzvrSeno je duplo imunohistohemijsko bojenje koris¢enjem mijelin baznog proteina, MBP 1
neurofilamenta H (SMI-312). Dobijeni rezultati su ukazali na znacajnu razliku u debljini CC
kod F7/F7 miSeva u poredenju sa ne-transgenim kontrolama, sojem 129S (Slika 22A).
Takode je pokazano da CC kod F7/F7 zivotinja starosti 3-4 1 9-12 meseci ima znatno
smanjenu koli¢inu MBP-a (Slika 22B) i SMI-312 (Slika 22C) neuronskih markera, $to

ukazuje na gubitak mijelina 1 aksonsku degeneraciju.
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Slika 22. Corpus callosum (CC) kod Pdgfrf"”*” (F7/F7) i kontrolnih miSeva (129S)
obelezen SMI-312 i MBP antitelima. (A) Reprezentativne mikrografije CC kod 129S i1
F7/F7 miSeva starih 9 meseci 1 (B-C) kvantifikacija MBP-pozitivnih (B) 1 SMI-312-
pozitivnih signala (C) kod 129S i1 F7/F7 zivotinja starih 4-6 nedelja, 3-4 meseca 1 9-12
meseci. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu.
n=4-7 zivotinja po grupi. Statisticka znacajnost je oznacena tacnom p vrednosti. Skala = 100
pm.
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4.1.2. Karakterizacija zZivotinjskog modela akutnog gubitka pericita

Prethodno navedeni rezultati su pokazali da je u slu¢ajevima geneticke manipulacije
receptora PDGFRp, 1 u odsustvu patologije izazvane AP, moguce detektovati izvesne
promene u ponaSanju zZivotinja, uklju¢ujuc¢i pojedine oblike senzorimotornih deficita, kao i
deficite u memoriji. Medutim, kod prethodno opisana dva modela u genetickom materijalu
zivotinja, mutacije se ispoljavaju joS od ranog embrionalnog razvica, tako da se ne moze
iskljuciti mogucnost da su ovi misevi razvili odredene adaptacije na nasledene mutacije
(Nikolakopoulou et al., 2019). Dodatno, PDGFRp receptor, iako najvise eksprimiran na
pericitma, nalazi se 1 na vaskularnim glatkim mis$i¢nim ¢elijama (Vanlandewijck et al., 2018),
Sto otezava zakljucak o specifi¢noj ulozi pericita u detektovanim promenama u ponasanju.

Da bi se iskljuCio uticaj adaptivnih osobina na mutaciju tokom razvica, kao 1
specificnost receptora PDGFR[3 kao markera za pericite, dalje je ispitivan model sa akutnim
1 specificnim gubitkom pericita. Ovaj misji model je razvijen koriS¢enjem strategije duplog
promotora (Slika 23A). Naime, receptor PDGFR[P se eksprimira, kako je prethodno
pomenuto, na pericitima i glatkim miSi¢nim c¢elijama krvnih sudova. Sa druge strane,
hondroitin-sulfatni proteoglikan 4 (CSPG4) se eksprimira na pericitima 1 c¢elijama
oligodendrocitne loze (Zhang et al., 2014). Kako bi se obogatila frakcija pericita, injecirana
su dva konstrukta u isti blastocist: jedan sa promotorom Pdgfrf receptora koji kontroliSe
ekspresiju flipaze (Flp), 1 drugi sa promotorom za Cspg4 koji kontrolise ekspresiju Frt-Stop-
Frt-CreER elementa. Istovremena ekspresija ova dva konstrukta u celiji dovodi do
kontrolisane ekspresije Cre rekombinaze predominantno u pericitima u odnosu na druge
¢elije mozga. Kada se Pdgfr[-Fip-Cspg-Frt-Stop-Frt-CreER mis (tzv. Pericit-Cre) ukrsti sa
miSem koji nosi gen za iDTR (eng. inducible diphteria toxin receptor) koji je zavistan od
ekspresije Cre, nakon tretmana tamoksifenom, eksprimirace se Cre-ER, zajedno sa DT
receptorom (Slika 23B). Nakon primene difterija toksina, do smrti ¢elija ¢e doc¢i samo u

¢elijama koje eksprimiraju DT receptor.
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Slika 23. Strategija duplog promotora i dizajn Pdgfrf-Flp; Cspg4-FSF-CreER (tzv.
Pericit-Cre) miSeva. (A) Konstrukt 1 sadrzi receptor Pdgfrf ¢iji promotor kontroliSe
ekspresiju Flp (eng. flippase) rekombinaze. Konstrukt 2 sadrzi Cspg4 promotor koji
kontrolise ekspresiju Frt-Stop-Frt (eng. flippase recognition target) i Cre-ER gena. (B)
Sematski prikaz ukrSanja Pericit-Cre miSa sa miSem koji nosi gen za iDTR (eng. inducible
diphteria toxin receptor). (C) Eksperimentalni dizajn: Pericit-Cre; iDTR miSevi su injecirani
tamoksifenom sedam dana, nakon ¢ega je napravljena pauza od sedam dana. Nakon toga, isti
misevi su tretirani difterija toksinom (DT) 10 dana. Treceg i petnaestog dana nakon zavrsetka
tretmana DT, Zivotinje su ispitane testovima ponasSanja.

Eksperiment je dizajniran na slede¢i nacin: najpre su Pericit-Cre;iDTR miSevi
svakodnevno intraperitonealno injecirani tamoksifenom, tokom sedam dana, kako bi se
omogucila ekspresija inducibilnog Cre-ER elementa i time ekspresija inducibilnog receptora
humanog difterija toksina koji se inace ne nalazi u misjem genomu (Slika 24C). Nakon
zavrSenog tretmana tamoksifenom, napravljena je pauza od sedam dana, kako bi se osigurala
ekspresija svih elemenata neophodnih za slede¢i korak. Nakon toga, misSevi su podeljeni u
dve grupe. Jedna grupa je deset dana primala intraperitonealne injekcije toksina difterija, Sto
je omogucilo da se toksin veZe sa svoj receptor na pericitima i izazove njihovu smrt, dok je
druga grupa primala intraperitonealne injekcije kontrolnog rastvora. Rezultati
imunohistohemijske analize su pokazali da Pericit-Cre miSevi imaju zna¢ajno smanjenu

prekrivenost krvnih sudova pericitima u korteksu i hipokampusu, §to je potvrda uspesnosti i

specificnosti modela (Slika 24).
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Slika 24. Prekrivenost pericitima krvno-mozZdane barijere kod Pericit-Cre miSeva. (A)
Reprezentativne mikrografije 1 (B) kvantifikacija prekrivenosti kapilara (obelezenih
lektinom, plavo) pericitima (obeleZzenih markerom CD13, zeleno) u korteksu (Ctx) i1
hipokampusu (Hpp) Pericit-Cre miSeva tretiranih toksinom difterije (eng. diphteria toxin,
DT) ili kontrolnim rastvorom. Prekrivenost pericitima je odredena u tackama pre tretmana
(0), kao 1 3, 6, 9 dana nakon tamoksifena, 1 3 1 15 dana nakon DT ili tretmana kontrolnim
rastvorom. Rezultati suprikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku
grupu. n=4 zivotinje po grupi. Statisticka znacajnost je prikazana kao ta¢na p vrednost. Skala
=20 pum.

4.1.2.1. Akutni gubitak pericita dovodi do gubitka neurita i smrti neurona

Imajuc¢i u vidu da su periciti metabolicki aktivne ¢elije 1 da sekretuju mnoge troficke
faktore, nedostatak pericita moze direktno uticati na zdravlje mnogih drugih ¢elija mozdanog
tkiva. Stoga je dalje uradena imunohistohemijska analiza sa markerima neurona, NeuN i
SMI-312, da bi se proverio morfoloski integritet i ukupan broj neurona i njihovih nastavaka
(Slika 25A). Kvantifikacija imunohistohemijskih signala je pokazala da Pericit-Cre miSevi,
15 dana nakon zavrSetka primene DT, imaju znacajno smanjen broj neurona za oko 30%, dok

je signal SMlI-pozitivno obelezenih neurita bio smanjen za oko 40% u korteksu i
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hipokampusu u odnosu na kontrolne Zzivotinje. Medutim, 3 dana nakon DT doziranja,

integritet 1 broj neurona su bili jo§ uvek nepromenjeni (Slika 25B, C).
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Slika 25. Pdgfirp-Flp;Cspg4-FSF-CreER (tzv. Periciti-Cre) miSevi pokazuju deficite u
broju neurona i neurita. (A) Reprezentativne mikrografije korteksa i hipokamusa nakon
imunohistohemijskog obelezavanja sa NeuN (crveno) i SMI312 (zeleno), (B) kvantifikacija
NeuN-pozitivnih ¢elija 1 (C) kvantifikacija SMI312-pozitivnih neurita u korteksu (Ctx) i
hipokampusu (Hpp) kod PdgfrS-Flp;Cspg4-FSF-CreER miSeva tretiranih toksinom difterije
(eng. diphteria toxin, DT) ili kontrolnim rastvorom. Broj neurona i neurita je kvantifikovan
u taCkama pre tretmana (0), kao 1 3, 6, 9, dana nakon tamoksifena, i 3 1 15 dana nakon DT ili
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tretmana kontrolnim rastvorom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija za svaku grupu. n=4-6Zivotinja po grupi. Statisticka znacajnost je oznacena kao
tacna p vrednosti. Skala =20 um.

4.1.2.2. Akutni gubitak pericita dovodi do deficita u pamcéenju

Nakon tretmana sa DT ili kontrolnim rastvorom, Pericit-Cre Zivotinje su ispitivane u
testovima ponaSanja: prepoznavanje nove lokacije objekta (Slika 26A) 1 kontekstualno
uslovljavanje straha (Slika 26B). Pracene su dve vremenske tacke: 3 i 15 dana nakon
tretmana sa DT ili kontrolnim rastvorom. Rezultati su pokazali da Zivotinje tretirane sa DT
pokazuju deficite u pamcenju u oba testa 15 dana nakon tretmana (pad od 20% u testu
prepoznavanja nove lokacije objekta 1 50% u uslovljavanju straha), dok 3 dana nakon
tretmana sa DT zivotinje ne pokazuju statisticki znacajne deficite u odnosu na kontrolne
zivotinje bez DT tretmana. Svi ovi rezultati zajedno ukazuju da prisustvo pericita moze u
znacajnoj meri uticati na integritet nervnih ¢elija i da nedostatak pericita moze dovesti do

pada sposobnosti pamcenja.
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Slika 26. Pdgfirp-Flp;Cspg4-FSF-CreER (tzv. Periciti-Cre) miSevi pokazuju deficite u
testovima ponaSanja: prepoznavanje novog objekta i uslovljavanje straha. (A) Vreme
provedeno ispitiju¢i novi objekat 1 (B) vreme provedeno mirujuéi u testu
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kontekstualnoguslovljavanja straha kod Pdgfrf-Fip, Cspg4-FSF-CreER miSeva tretiranih
toksinom difterije (eng. diphteria toxin, DT) ili kontrolnim rastvorom. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu. n=6-10 zivotinja po grupi. * p
< 0,05 ili NS - nema znacajnosti (eng. non significant).

Da bi se dodatno potvrdili specifi¢ni efekti DT, ukljucena je jo$ jedna kontrolna grupa
zivotinja: iDTR misevi tretirani sa TAM 1 DT. Rezultati su pokazali da zivotinje u nedostatku
Cre rekombinaze ne eksprimiraju DT receptor 1 time nemaju gubitak pericita (Slika 27A, B),
ne pokazuju promene u ¢vrstim vezama endotela (Slika 27C), neuronima (Slika 27D-F)i

ponasanju (Slika 27G, H).
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Slika 27. Pdgfrf-Flp;Cspg4-FSF-CreER(tzv.Periciti-Cre) miSevi tretirani kontrolnim
rastvorom i iDTR miSevi tretirani sa DT ne pokazuju razlike u prekrivenosti pericitima,
neuronalnom broju i ponasanju. (A) Reprezentativne mikrografije 1 (B) kvantifikacija
prekrivenosti endotelnih ceija (obelezenih lektinom, zeleno) pericitima (obelezenih
markerom CD13, crveno) kod Pericit-Cre 1 iDTR misSeva. (C) Dvojno bojenje lektinom (sivo)
1 markerom veza izmedu endotelnih ¢elija (eng. tight junction) ZO1, ljubicasto. (D)
Reprezentativne mikrografije preseka nakon imunohistohemijskog obelezavanja sa NeuN
(crveno) 1 SMI312 (zeleno), (E) kvantifikacija NeuN-pozitivnih ¢elija 1 (F) kvantifikacija
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SMI312-pozitivnih neurita u korteksu (Ctx) 1 hipokampusu (Hpp) kod Pericit-Cre 1 iDTR
misSeva. (G) Vreme provedeno u ispitivanju novog objekta i (H) vreme provedeno u
mirovanju, u testu kontekstualnog uslovljavanja strahom kod Pericit-Cre 1 iDTR misSeva.
Rezultati suprikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu. n=4
zivotinja po grupi. Statisticka znacajnost je oznacena sa NS - nema znacajnosti (eng. non
significant). Skala =20 um (A 1 C) 1 50 um (D). Preuzeto i modifikovano iz Nikolakopoulou
1 saradnici, 2019 (Nikolakopoulou et al., 2019).

4.2. NaruSenost strukturnog integriteta krvno-mozdane barijere u razli¢itim

modelima Alchajmerove bolesti

U prethodnom odeljku su opisani rezultati dobijeni ispitivanjem uloge pericita u
ponasanju zivotinja, kako u senzorimotornim testovima tako i u testovima pamcenja, ali u
odsustvu patologije Alchajmerove bolesti. U daljim eksperimentima je analizirana KMB 1
AB.

Pored analize stepena prekrivenosti krvnih kapilara pericitima upotrebom
imunohistohemijskog obeleZzavanja markerima pericita i krvnih sudova, prisustvo molekula
imunoglobulina tipa G (IgG) iz krvi u parenhimu mozga takode moze biti upotrebljeno kao
jedan od indikatora strukturne poremecenosti krvno-mozdane barijere. Kada se Zivotinje
perfunduju hladnim rastvorom PBS-a, iz krvnih sudova se ispraju molekuli koji se nalaze u
krvi. U sluc¢aju neosteene krvno-mozdane barijere, molekuli IgG-a se takode ispiraju,
medutim, u sluajevima otvorenosti krvno-mozdane barijere, molekuli koji su poreklom iz
krvi, poput IgG-a, se mogu na¢i u mozdanom parenhimu. U ovoj studiji je stoga dalje
ispitivan integritet KMB u razli¢itim modelima AB analizom prisustva IgG molekula u

parenhimu mozga.
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4.2.1. Tg2576 1 3xTg-AD modeli

Od modela AB koji sadrze 1 amiloidne plake i neurofibrilarnu klubad koriS¢eni su

Tg2576 1 3xTg-AD misevi. Za prvi od modela, Tg2576 misevi, Western blot analiza je

pokazala da je nivo IgG u perfundovanom tkivu korteksa ovih Zivotinja znacajno visi (za oko

2 puta) u poredenju sa ne-transgenim kontrolnim Zivotinjam iz istog okota (Slika 28). Slicno

Tg2576 miSevima, analiza 3xTg-AD misSeva je takode pokazala viSe nivoe IgG u mozdanom

tkivu. Kod ovih transgenih zivotinja nivo IgG je povecan za skoro 6 puta u odnosu na

odgovarajuce kontrolne zivotinje (Slika 29). Ovi rezultati su ukazali na narusen integritet

krvno-mozdane barijere u oba ispitivana modela sa amiloidnom patologijom.
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Slika 28. Integritet krvno-moZdane barijere je narusen
kod Tg2576 miSeva. Gornji panel: reprezentativni blotovi
Westren blot analize relativne zastupljenosti IgG u
mozdanom tkivu korteksa Tg2576 transgenih 1 C57B6
kontrolnih Zivotinja 12-13 1 25-28 meseci starosti (m.s.).
Donji panel: kvantifikacija koli¢ine IgG u odnosu na
endogenu kontrolu (B-aktin). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu.
Poredene su transgene Zivotinje sa ne-transgenim
kontrolama iz istog okota, n=4 zivotinja po grupi. * p <
0,05.
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B6129SF2/J  3xTg-AD Slika 29. Integritet krvno-moZdane barijere je
IgG- e - = m» ~ '60kD2 paruSen kod 3xTg-AD miSeva. Gornji panel:
reprezentativni blotovi Westren blot analize relativne
zastupljenosti IgG u mozdanom tkivu korteksa 3xTg-

B-aktin- eEmemme— -0 kDa

<10- AD transgenih 1 B6129SF2/J kontrolnih Zivotinja, 18-

:w’ N 2 20 m. s. Donji panel: kvantifikacija koli¢ine 1gG u

g odnosu na endogenu kontrolu (B-aktin). Rezultati su
O 'S-' 6+ prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
2 g 4. 00 za svaku grupu. n=3 Zivotinja po grupi. * p <0,05.
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4.2.2. 5XFAD model

Dalje je ispitivan integritet krvno-mozdane barijere u SXFAD modelu Alchajmerove
bolesti, koga za razliku od prethodnih modela karakteriSe veoma rana akumulacija A ali bez
formiranja neurofibrilanih klubadi. Talozenje A u ovom modelu zapocinje unutar neurona
ve¢ kod zivotinja starih 1,5 mesec, dok se pojava vancelijskih plaka moze detektovati kod
zivotinja pocevsi od starosti od dva meseca. Preseci transgenih SXFAD miSeva i njihovih ne-
transgenih kontrola su najpre imunohistohemijski analizirani obeleZavanjem na fibrinogen 1
IgG, proteine poreklom iz krvi, kao i bojenjem sa lektinom (Slika 30A). Koli¢ina
ekstravaskularnog fibrinogena i IgG-a, ukazuje na narusenost krvno-mozdane barijere.
Kvantifikacija trojnog imunohistohemijskog bojenja je pokazala da je koli¢ina
ekstravaskularnog fibrinogena i IgG molekula znacajno ve¢a kod SXFAD miseva starih 7
meseci (oko 3 puta), u poredenju sa njihovim ne-transgenim kontrolnim zivotinjama iz istog
okota 1 iste starosti (Slika 30B).

Mikro krvarenja 1 depoziti gvozda su takode jedan od pokazatelja narusene krvno-
mozdane barijere koji nastaju talozenjem gvozda iz krvi u mozdani parenhim. Rezultati

kvantifikacije histoloSkog bojenja Prusko plavim su pokazali da korteks SXFAD miSeva
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sadrzi drasti¢no vecu, skoro 4 puta, koli¢inu depozita gvozda u odnosu na odgovarajuce

kontrolne zivotinje stare 7 meseci (Slika 30C, D).
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Slika 30. Integritet krvno-moZdane barijere je narusen kod 5XFAD miSeva. (A)
Reprezentativne mikrografije korteksa 1 (B) kvantifikacija ekstravaskularnog fibrinogena 1
IgG kod 5XFAD i kontrolnih B6SJL Zivotinja starosti 7 meseci. (C) Reprezentativne
mikrografije 1 (D) kvantifikacija depozita gvozda izvan krvnih sudova kod SXFAD i B6SJL
zivotinja starosti 7 meseci. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija za svaku grupu. n=4-12 Zzivotinja po grupi. NS - nema znacajnosti (eng. non
significant); *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****p <(0,0001. Skala =20 pm.
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Dalje funkcionalne analize SXFAD miSeva su pokazale da je kod ovih Zivotinja
mozdani protok krvi znacajno umanjen u poredenju sa njihovim kontrolama (Slika 31A).
Dodatno, testovi ponasanja su ukazali da 7 meseci stari SXFAD miSevi najpre pokazuju
deficite u testovima ponasanja koji su uobicajeni za vrstu, kao Sto je test pravljenja gnezda i
zakopavanja klikera (Slika 31C, D). Testovi iskopavanja klikera kod 7 meseci starih miSeva,
kao 1 test pravljenja gnezda kod 3 meseca starith SXFAD misSeva, iako pokazuju tendenciju
ka smanjenoj sposobnosti izvodenja testa, nisu ukazali na znacajne razlike izmedu SXFAD 1
kontrolnih zivotinja (Slika 31B, C). Testovi memorije koja je zavisna od hipokampusa, kao
Sto su prepoznavanje nove lokacije objekta (Slika 31E) i klasi¢no uslovljavanje straha (Slika

31F), su otkrili znacajne deficite kod SXFAD miSeva navedene starosti.
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Slika 31. SXFAD miSeve karakteriSu deficiti u mozdanom protoku krvi i testovima
ponasanja. (A) Mozdani protok krvi, (B) iskopavanje peleta, (C) pravljenje gnezda, (D)
zakopavanje klikera, (E) prepoznavanje novog objekta i (F) uslovljavanje straha kod SXFAD
miSeva 7 meseci starosti. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija
za svaku grupu. n=4-12 zivotinja po grupi. NS - nema znacajnosti (eng. non significant), *p
<0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

4.3.Uloga PICALM proteina u endotelnim ¢elijama krvno-moZdane barijere i

neuronima

Pored strukturnog integriteta krvno-mozdane barijere, vazna je 1 njena funkcionalna
uloga u odrzavanju homeostaze mozga, kako spre¢avanjem ulaska molekula iz krvi u mozak,
tako 1 eliminacijom nepozeljnih molekula iz mozga u krv 1 dalje izvan tela. Poznato je da je
ova funcija KMB posredovana razli¢itim proteinima i1 receptorima. Medu njima, protein
PICALM, koji je u mozgu najvise eksprimiran u endotelnim ¢elijama, a zatim u mikrogliji 1
neuronima, ima posebno vaznu ulogu u uklanjanju A} iz mozga u krv preko krvno-mozdane

barijere (Zhao et al., 2015b).

4.3.1. Povecana ekspresija PICALM proteina nakon tretiranja supstancom T-65

Da bi se dodatno ispitala uloga PICALM proteina i testirala hipoteza da povecana
ekspresija PICALM proteina moze drasticno povecati eliminaciju AP u modelu
Alchajmerove bolesti, upotrebljeni su Picalm™;5XFAD misevi koji sadrze jednu kopiju
Picalm-a u svim ¢éelijama. Jedna grupa Picalm™ ;5XFAD Zivotinja je tretirana supstancom
T-65 za koju je, pri screening-u od oko 2000 razli¢itih supstanci odobrenih od FDA (eng.
food and drug administration), pokazano da povecava ekspresiju PICALM-a u endotelnim
¢elijama, kao i da prolazi KMB. Druga grupa Picalm®~;5XFAD Zivotinja je tretirana
fizioloSkim rastvorom.

Tretman supstancom T-65 ili kontrolnim rastvorom je zapocet kad su Picalm™”;
SXFAD zivotinje bile starosti 2 meseca. Tretman je trajao ukupno 3 meseca, nakon ¢ega su

zivotinje zrtvovane 1 uradena je analiza tkiva mozga.
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Dobijeni rezultati su pokazali da je nivo AB u korteksu i hipokampusu Picalm™"
5XFAD Zivotinja znac¢ajno smanjen nakon tretmana supstancom T-65, za oko 30-40% u
odnosu na kontrolne zivotinje (Slika 32A). Dodatno, bojenje histoloSkom bojom Tioflavin S
je pokazalo da je 1 koli¢ina amiloidnih plaka zna¢ajno smanjena, za oko 30%, nakon tretmana
supstancom T-65, (Slika 32B). Supstanca T-65, ne samo da je umanjila koli¢inu amiloida u
parenhimu mozdanog tkiva, ve¢ je smanjila i naruSenost integriteta krvno-mozdane barijere,
Sto se ogledalo u smanjenoj koli¢ini ekstravaskularnog fibrinogena za 23% (Slika 32C).
Znacajno je bila smanjena i koli¢ina amiloida u krvnim sudovima, poznata kao cerebralna

amiloidna angiopatija (eng. cerebral amyloid angiopathy, CAA), za 40% (Slika 32D).
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Slika 32. Tretman supstancom T-65 poveéava ekspresiju PICALM-a u endotelnim
¢elijama krvno-moZdane barijere i pove¢ava eliminaciju AP iz mozga. Reprezentativne
mikrografije 1 kvantifikacija (A) AP, (B) tioflavina, (C) ekstravaskularnog fibrinogena i (D)
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akumulacije AP u glatkim miSi¢nim ¢elijama imunohistohemijski obelezenim sa aSMA u
korteksu (Ctx) i hipokampusu (Hpp) Picalm™-; 5XFAD Zivotinja starih 5 meseci koje su
tretirane supstancom T-65 ili kontrolnim rastvorom tokom 2 meseca. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu. n=7-12 zivotinja po grupi. * p
<0,05, ** p<0,01, *** p <0,001. Skala =500 um (A i B) 125 um (C i D).

Dodatni dokaz da supstanca T-65 specificno povecava ekspresiju PICALM proteina
u endotelnim ¢elijama je dobijen eksperimentima na misevima (Picalm'®”"**; Cadh-Cre;
SXFAD) koji eksprimiraju PICALM protein u svim, osim u endotelnim celijama.
Picalm**; Cadh-Cre; 5XFAD miSevi su tretirani supstancom T-65 ili kontrolnim
rastvorom tokom 3 meseca pocevsi od 2 meseca starosti Zivotinja. Nivoi A} 1 amiloidinh
plaka u korteksu 1 hipokampusu se nisu promenili nakon tretmana, kao $to je ocekivano
(Slika 33A-D). Takode, ni nivoi AP u krvnim sudovima nisu bili promenjeni nakon tretmana
supstancom T-65 (Slika 33E, F), ukazuju¢i da je prisustvo endotelnog PICALM proteina
neophodno za efekte T-65.
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Slika 33. Tretman supstancom T-65 Zivotinja kojima nedostaje PICALM u endotelnim
¢elijama krvno-moZdane barijere ne pospeSuje eliminaciju AB iz mozga.
Reprezentativne mikrografije i kvantifikacija (A-B) AP, (C-D) tioflavina i (E-F) akumulacije
AP u glatkim miSi¢nim ¢elijama imunohistonemijski obelezenim sa aSMA u korteksu (Ctx)
i hipokampusu (Hpp) Picalm’*"**; Cadh-Cre; 5SXFAD Zivotinja starih 5 meseci koje su
tretirane supstancom T-65 ili kontrolnim rastvorom tokom 2 meseca. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost & standardna devijacija za svaku grupu. n=6 zivotinja po grupi. NS -
nema znacajnosti (eng. non significant). Skala =500 um (A1 C) 125 um (E).
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4.3.2. Delecija PICALM proteina u neuronima dovodi do gubitka neurona i poremecaja u

ponasanju

Sve je viSe podataka o pozitivnoj korelaciji izmedu protektivne PICALM varijante
(tzv. sa polimorfizmom u jednom nukelotidu, SNP, od eng. single-nucleotide polymorphysm)
u humanoj populaciji 1 uveCane debljine korteksa koja je detektivana magnetnom
rezonancom (Biffi et al., 2010; Xu et al., 2016). Iako je PICALM najzastupljeniji u
endotelnim ¢elijama mozga gde ima centralnu ulogu u uklanjanju A} iz mozga (Zhao et al.,
2015b), ovaj protein ima vaznu ulogu 1 u klatrin-zavisnoj endocitozi (Ishikawa et al., 2015).
Dosadasnja istrazivanja nisu uspela da u potpunosti otkriju ulogu PICALM proteina
specificno u neuronima i da li nedostatak neuronskog PICALM proteina moze da doprinese
do povecanja patologije.

Da bi se ispitala funkcija PICALM-a u neuronima, generisan je novi misji model sa
specificnom akutnom delecijom PICALM-a u CAMK2a-pozitivnim ¢elijama, od kojih
vecina zapravo predstavlja ekscitatorne neurone (Liu and Murray, 2012). Model sadrzi Lox
elemente oko egzona 2 Picalm gena (Picalm'**%). Nakon ukr$tanja Picalm'®”"* miSeva sa
Camk2a-CreER sojem, Picalm gen je dostupan za isecanje Lox-Cre sistemom indukcijom
Cre 1 vezivanjem tamoksifena za estrogenski receptor §to omogucava prenos Cre
rekombinaze u jedro (detaljnije u Odeljku 3.5.) (Slika 34A).

Rezultati imunohistohemijske analize su pokazali da ovako generisan misji model,
Picalm"*-Camk2a-CreER, nema ekspresiju PICALM-a u neuronima nakon tretmana
tamoksifenom, $to je pokazano dvojnim imunohistohemijskim obelezavanjem PICALM-a sa

neuronalnim markerom, MAP2 (Slika 34B, C).
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Slika 34. Strategija kreiranja soja miSa kome nedostaje PICALM (PICALM KO, eng.
knock-out) u neuronima i karakterizacija soja. (A) Strategija ukrStanja miSeva. (B)
Reprezentativne mikrografije i (C) kvantifikacija signala koji potice od PICALM proteina
(zeleno) u MAP2-pozitivnim neuronima (ljubi¢asto) u hipokampusu Picalm'®"~; Camk2a-
Cre-ER transgenih zivotinja i Picalm’*°* kontrolnih Zivotinja 4 nedelje nakon indukcije
tamoksifenom. Rezultati suprikazani kao srednja vrednost + standardna greska za svaku

grupu. n=6 zivotinja po grupi. ***** p < 10, Skala = 20 um.
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Radi dodatne karakterizacije Camk2a-CreERmodela i1 provere specificne ekspresije
Cre rekombinaze u neuronima, Camk2a-CreER misji model je ukrSten sa misjim modelom
koji nosi Ail4*geneticki element (Slika 35A). U tako nastalom Camk2a-CreER-Ail4™"
modelu, nakon tretmana tamoksifenom, aktivirana je ekspresija 4il47°, §to bi trebalo da
dovede do produkcije TdTomato reportera samo u ¢elijama koje nose promotor vezan za Cre
rekombinazu, u ovom sluéaju Camk2a. Celije koje nose Cre bi stoga trebalo da budu
obelezene crvenom bojom, jer je talasna duzina emisije TdTomato proteina 581 nm. Radi
provere specificnog obelezavanja TdTomato u neuronima (i indirektne provere specificne
ekspresije Cre rekombinaze u neuronima), uradena je imunohistohemijska analiza sagitalnih
preseka obelezenih sa TdTomato i NeuN markerom neurona, na konfokalnim mikrografijama
upotrebom malog (Slika 35B) 1 velikog uvelicanja (Slika 35C). Analiza je pokazala da su
skoro svi NeuN-pozitivni neuroni takode obelezeni sa TdTomato reporterskim molekulom
(izmedu 70%-80%, Slika 35D) i to u svim strukturama osim u malom mozgu (Slika 35B-D),
Sto je u skladu sa podacima koji su prijavljeni u literaturi za ovaj soj.

Nakon trojnog obelezavanja sa TdTomatom, NeuN-om i1 markerima glijskih celija
(GFAP-om kao markerom astrocita i Ibal, markerom mikroglije), pokazano je da je
TdTomato specificno eksprimiran u neuronima, a ne u astrocitima ili mikrogliji (Slika 3E),

obezbedujuc¢i ovom modelu potencijal za ispitivanje uloge PICALM-a u neuronima.
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Slika 35. Karakterizacija Camk2a-Cre-ER miSeva nedelju dana nakon indukcije
tamoksifenom. (A) Strategija parenja. (B 1 C) Reprezentativne mikrografije 1 (D)
kvantifikacija kolokalizacije Camk2a-Cre-ER-tdTomato (crveno) 1 NeuN (plavo) u
somatosenzornom korteksu (S7Ctx), regionima hipokampusa: cornus ammonis 1 (CA1),
cornus ammonis 3 (CA43) i dentatnom girusu (DG) 1 malom mozgu (Crbl) Camk2a-Cre-ER-
Ail14%" transgenih zivotinja. (E) Camk2a-Cre-ER-tdTomato nije eksprimiran u mikrogliji ili
astrocitima. Rezultati suprikazani kao srednja vrednost + standardna greska za svaki region
mozga. n=4 zivotinja. Skala = 1 mm (B), 200 um (C) 1 50 um (E).

Da bi se jos detaljnjije proucili efekti gubitka PICALM-a u neuronima, uraden je jos
jedan eksperiment u kome su Picalm'*"**-Camk2a-CreER miSevi tretirani tamoksifenom da
bi se obezbedila delecija PICALM-a iz Camk2a-pozitivnih neurona (Slika 36). S obzirom da
se tamoksifen, kao 1 njegov potentniji derivat, 4-OHT, uobicajeno koriste kao tretman tumora
dojke 1 da mogu indukovati poviSenu gensku ekspresiju gena koji nisu relevantni u ovome
istrazivanju (Alshabi et al., 2019), odlu¢eno je da se i eksperimentalne Zivotinje, Picalm'*"~-
Camk2a-CreER, i kontrolne Zivotinje, Picalm'¥'°* tretiraju tamoksifenom, kako bi se
normalizovali potencijalni sporedni efekti na gensku ekspresiju. Tretman obe grupe Zivotinja
je trajao sedam dana i miSevi su svakodnevno injecirani istom dozom 4-OHT (40 mg/kg).
Nakon cetiri nedelje, ispitan je efekat na ponasSanje zivotinja, nakon Cega su Zivotinje

zrtvovane 1 mozdano tkivo je izolovano za histoloske analize (Slika 36).

4-OH-Tamoksifen injekcije:

lox/lox .

Picalm i Picalm'®/°X _Camk2a-CreER migevi Histologija

Vreme (d)

Testovi ponasanja
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Slika 36. Eksperimentalni dizajn tretmana Picalm'*"°*-Camk2a-CreER i Kkontrolne
Picalm’™"** 7ivotinje tamoksifenom. Zivotinje starosti 6-12 meseci su tretirane sa 4-OHT
tokom 7 dana i nakon mesec dana su ispitani efeketi u testovima ponasanja, nakon Cega je
tkivo prikupljeno za histolosku analizu.

Dobijeni rezultati su pokazali da Picalm''* - Camk2a-CreER Zivotinje pokazuju
deficite u memoriji zavisnoj od hipokampusa u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama,
Picalm** (Slika 37A-C). Picalm'"** - Camk2a-CreER Zivotinje su provele znacajno
manje vremena istrazuju¢i novu lokaciju objekta u testu prepoznavanja nove lokacije objekta
(Slika 37A), a zatim su provele znacajno manje vremena istrazujuci novi objekat u testu
prepoznavanja novog objekta (Slika 37B). U testu kontekstualnog uslovljavanja strahom,
zivotinje su takode provele manje vremena u stanju mirovanja (Slika 37C).

Analize duplog imunohistohemijskog bojenja za markere neuronskih tela, NeuN, 1
markera nastavaka neurita, SMI312, su pokazale da gubitak PICALM proteina iz neurona,
dovodi do gubitka nervnih ¢elija (Slika 37D, E) kao 1 njihovih projekcija (Slika 37D, F) u
CA1 regionu hipokampusa.
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Slika 37. Nedostatak PICALM-a dovodi do gubitka neurona i problema u ponasanju.
(A) Prepoznavanje nove lokacije objekta i (B) novog objekta kod Picalm’*"**; Camk2a-Cre-
ER transgenih Zivotinja i Picalm'¥'** kontrolnih Zivotinja 4 nedelje nakon indukcije
tamoksifenom. (C) Uslovljavanje straha prikazan kao vreme provedeno ne pomerajuci se kod
Picalm**; Camk2a-Cre-ER transgenih Zivotinja i Picalm'*°* kontrolnih Zivotinja 4
nedelje nakon indukcije tamoksifenom. (D) Reprezentativne mikrografije obelezene sa NeuN
(crveno) 1 SMI312 (zeleno), (E) kvantifikacija NeuN-pozitivnih ¢elija 1 (F) kvantifikacija
SMI312-pozitivnih neurita u hipokampusu Picalm’*"**; Camk2a-Cre-ER transgenih
Zivotinja i Picalm'¥'** kontrolnih Zivotinja 4 nedelje nakon indukcije tamoksifenom.
Rezultati suprikazani kao srednja vrednost = standardna greska za svaku grupu. n=6 Zivotinja
po grupi. * p <0,05. Skala =20 pum.
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4.4.Efekti restrikcije hrane na patologiju AB

Istrazivanja su pokazala da dijetalna restrikcija moze da produzi Zivotni vek kod
kratkozivecih organizma, kao i da deluje protektivno u brojnim modelima starosno-zavisnih
patologija (Fontana and Partridge, 2015; Van Cauwenberghe et al., 2016). Primena dijetalne
restrikcije je takode ispitivana u kontekstu neuroprotektivnih efekata i1 odlaganja
neurodegenerativnih bolesti (Arumugam et al., 2010; Bruce-Keller et al., 1999; Halagappa et
al., 2007; Loncarevic-Vasiljkovic et al., 2012), ali dosadasnja istrazivanja nisu pokazala da
li dijetalna restrikcija tipa intermitentnog gladovanja u toku 4 meseca ima uticaja na
stabilnost krvno-mozdane barijere, kao ni na patologiju AB u SXFAD modelu.

Da bi se ispitalo da 1i dijetalna restrikcija uti¢e na neki od aspekata patologije
Alchajmerove bolesti, zenke SXFAD miSeva su sa 2 meseca starosti podvrgnute rezimu
restrikcije hrane tipa ishrane svakog drugog dana (eng. every-other-day, EOD) u toku
naredna 4 meseca. Kontrolna grupa je ukljucivala zenke SXFAD misSeva koje su bile iz istih
okota i na regularnom rezimu ishrane koji podrazumeva neograni¢en unos hrane (AL, lat. ad
libitum). Da bi se uporedili efekti rezima restrikcije hrane u odsustvu AD patologije, u
pojedine analize su dodatno ukljuene ne-transgene zivotinje iz istih okota, B6SJL, koje su

bile izlozene AL ili EOD rezimu ishrane. Eksperimentalni dizajn je prikazan na Slici 38A.

4.4.1. Restrikcija hrane EOD ne menja zastupljenost AB u korteksu i hipokampusu SXFAD

miSeva

5SXFAD miseve karakteriSe rana i izrazena amiloidna patologija, koja se najpre javlja
kao unutarcelijski depoziti u neuronima ve¢ od 1,5 meseci starosti. Vancelijski depoziti A3
se javljaju od oko 2,5 meseci starosti i sastoje pre svega od AB42, dok je zastupljenost Ap40
oko 20 puta manja. Da bi se ispitala zastupljenost A plaka i solubinog AB42 u mozdanom
tkivu 5XFAD miSeva, kao i uticaj EOD na njihovu zastupljenost, uradeno je najpre bojenje
Tioflavinom S, kao 1 ELISA imunoesej za merenje solubilnog AB42. Pokazano je da EOD
ne uti¢e na broj akumuliranih plaka (Slika 38B) i koli¢inu ukupnog APB42 u korteksu 1
hipokampusu 6 meseci starih Zenki SXFAD miseva (Slika 38C).
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Slika 38. Restrikcija hrane ne menja broj AP plaka kod S5XFAD miSeva. (A)
Eksperimentalni dizajn: SXFAD misSevi starosti 2 meseca su podeljeni u dve grupe, od kojih
je jedna grupa tokom naredna 4 meseca imala neogranicen pristup hrani (ad libitum- AL),
dok je druga grupa dobijala hranu svaki drugi dan (eng. every-other-day, EOD). Tkivo je
analizirano kod zivotinja starih 6 meseci. (B) Tioflavin-S bojenje 1 kvantifikacija broja plaka
u korteksu 1 (C) analiza ukupnog AB42 u korteksu (Ctx) i hipokampusu (Hipp) kod SXFAD
zivotinja starth 6 meseci nakon restrikcije hrane (EOD) ili uobicajenog, ad libitum nacina
ishrane (AL). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku
grupu. n=4-9 zivotinja po grupi. NS - nema znacajnosti (eng. non significant). Skala = 500
pm.
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4.4.2. EOD nema uticaja na integritet krvno-mozdane barijere kod SXFAD miSeva

Prethodni podaci su pokazali da intermitentno gladovanje kod APP/PS1 modela AB
uti¢e na polarnost akvaporina 4 (AQP-4) (Zhang et al., 2017), proteina eksprimiranog na
astrocitnim stopalima za koji se smatra da ima ulogu u transport vode na KMB (Bonomini et
al., 2010), 1 da na taj na¢in mozZe da utice na stabilnost KMB. Stoga su ispitani efekti EOD
na integritet KMB kod 5XFAD miSeva. Rezultati su najpre pokazali da 6 meseci stari SXFAD
misevi imaju smanjenu zastupljenost receptora PDGFR u ukupnom mozdanom ekstraktu
(Slika 39A), kao 1 smanjenu prekrivenost kapilara pericitima na mozdanim presecima u
odnosu na ne-transgene zivotinje (Slika 39B). Dodatno, rezultati su pokazali povecani nivo
proteina IgG u mozdanom parenhimu kod 5SXFAD miSeva u odnosu na ne-transgene kontrole
(Slika 39C). Ovi rezultati zajedno ukazuju na to da SXFAD miSevi imaju naruseni integritet
KMB u odnosu na njihove ne-transgene kontrole i potom je uradena analiza uticaja restrikcije
hrane na gore pomenute parameter. Rezultati su pokazali da se Zenke SXFAD miseva iz EOD
grupe nisu razlikovale u parametrima integriteta krvno-mozdane barijere u odnosu na
SXFAD-AL zivotinje. Kod ovih zivotinja nije utvrden uticaj EOD rezima ishrane na
zastupljenost receptora PDGFR[3 (Slika 39A), prekrivenost pericitima (Slika 39B), kao ni na

koli¢inu IgG-a u mozdanom parenhimu (Slika 39C).
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Slika 39. Restrikcija hrane nema uticaja na integritet krvno-moZdane barijere kod
S5XFAD miSeva. (A) Relativna zastupljenost PDGFRP u mozdanom tkivu korteksa, (B)
reprezentativne mikrografije 1 kvantifikacija prekrivenosti pericitima i1 (C) relativna
zastupljenost tesSkog lanca IgG kod 5XFAD 1 B6SJL zivotinja starih 6 meseci nakon
restrikcije hrane (EOD) ili uobicajenog rezima ishrane (ad [libitum, AL). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaku grupu. n=3-7 Zivotinja po
grupi. NS - nema znacajnosti (eng. non significant), * p < 0,05 ili ** p < 0,01. Skala = 20
pm.
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4.4.3. EOD pogorsava inflamaciju kod 5XFAD miSeva

Pored izuzetno brze akumulacije amiloida i1 ranog poremecaja krvno-mozdane
barijere, karakteristika SXFAD miSeva je 1 izuzetno rana i intenzivna inflamacija, pre svega
u regionima mozga u kojima dolazi do izrazenog talozenja AP, kao Sto su subikulum
hipokampusa i V sloj kore velikog mozga (Giannoni et al., 2016; Oakley et al., 2006). Stoga
su dalja ispitivanja imala cilj da se pokaze da 1i EOD, iako nema efekata na koli¢inu
zastupljenog amiloida, kao ni na poboljSanje integriteta krvno-mozdane barijere, moze da
umanji nivo inflamacije.

Imunohistohemijsko bojenje sa markerima glioze, Iba-1 markerom mikroglije 1
GFAP-om markerom astrocita, ukazalo je da u korteksu SXFAD miSeva dolazi do porasta
intenziteta obojenosti mikroglijskih ¢elija za oko 5 puta i astrocita za oko 3 puta u poredenju
sa ne-transgenim kontrolama (Slika 40A, B). Dobijeni rezultat je bio u skladu sa ocekivanim
porastom inflamacije usled patoloskih procesa talozenja AB. Nasuprot dobro poznatim anti-
inflamatornim efektima restrikcije hrane, kod trangenih Zivotinja na EOD rezimu ishrane je
uocen dalji porast u zastupljanosti ispitvanih markera u korteksu zenki SXFAD misSeva,
odnosno povecanje od dodatnih 1.5 — 2 puta u poredenju sa 5SXFAD misevima hranjenim AL
(Slika 40A, B).

Kako bi se ustanovilo da li je uoCen porast specifican za trangene Zivotinje, u
analizu je dalje ukljucena grupa ne-trangenih zivotinja (B6SJL miSevi) koje su bile na EOD
rezimu ishrane. Efekti EOD u korteksu transgenih i ne-transgenih miSeva su uporedeni
Western blot analizom astrocitnog markera, GFAP (Slika 40C). Rezultati su pokazali da je
EOD povecao nivo GFAP proteina kod 5SXFAD miseva, dok je kod ne-transgenih Zivotinja

prisutan trend ka smanjenju proteinskog nivoa GFAP, ali bez statisticke znac¢ajnosti.
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Slika 40. Restrikcija hrane povecava gliozu kod SXFAD miSeva. Reprezentativne
mikrografije 1 kvantifikacija Iba-1 (A) i GFAP (B) imunobojenja u korteksu i1 (C) relativna
zastupljenost GFAP u korteksu SXFAD i1 B6SJL Zivotinja starosti 6 meseci nakon primene
restrikcije hrane (EOD) ili uobicajenog nacina ishrane ad libitum (AL). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost & standardna devijacija za svaku grupu. n=3-7 Zivotinja po grupi. NS -
nema znacajnosti (eng. non significant), * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001 1 ****p <
0,0001. Skala =25 pm.
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Pored glioze 1/ili proliferacije glijskih ¢elija nakon EOD reZima ishrane, ispitivani su
1 dodatni markeri inflamacije. Najpre su izmereni nivoi inflamatornog citokina TNFa, 1
dobijeni rezultati su pokazali da su nivoi TNFa znacajno povecani kod SXFAD-AL miSeva
u poredenju sa njihovim ne-transgenim kontrolama, kao i da je nivo TNFa kod SXFAD
miseva na EOD rezimu ishrane jo§ viSe povecan u odnosu na SXFAD-AL (Slika 41A).
Dodatno, analize p38 mitogen-aktiviraju¢e protein kinaze (p38 MAPK), kinaze koja je
ukljucena u produkciju citokina poreklom iz glijskih ¢elija 1 inflamacijom-indukovane
neurotoksicnosti koja je povecana u prisustvu citokina (Bachstetter and Van Eldik, 2010), su
pokazale da je fosforilisana forma ove kinaze povecana za 30% (Slika 41B), dok je njen
ukupni nivo povecan za 25% u korteksu SXFAD-EOD miSeva u poredenju sa SXFAD-AL
zivotinjama (Slika 41C).

Nivo glutamatnog transportera koji je specifiCan za astrocite (eng. excitatory amino
acid transporter 2, EAAT2) (Vanlandewijck et al., 2018), pokazao je trend ka povecanju
nivoa proteina kod SXFAD-EOD miSeva, za ~30% u poredenju sa SXFAD-AL zivotinjama
(Slika 41D), sto je u skladu sa prethodnim studijama koje su pokazale da reaktivne astrocite
karakteriSe povecana ekspresija EAAT2 (Desilva et al., 2008). Navedeni rezultati stoga

ukazuju da EOD rezim pojacava ve¢ postojecu inflamaciju u korteksu SXFAD miseva.

96



B
B6SJL-AL 5XFAD-AL 5XFAD-EOD B6SJL-AL 5XFAD-AL 5XFAD-EOD

-p38

o S oy
o S o o S
p-akti 0kDa B-aktin ok

2009 S 250

7] * ~
2 . B 200-
5 150, % < § 200
f 2 g = 1504
Z (er 100- 0 %
> L ®©
5 501 *S 50
e s
0 e 0
B6SJL + . - B6SJL + - -
5XFAD - + o+ 5XFAD - + 4+
AL +  + - AL +  + -
EOD - - + EOD - - +
C B6SJL-AL 5XFAD-AL5XFAD-EOD D B6SJL-AL 5XFAD-AL5XFAD-EOD

p38
Mapy TR0 0. EAAT2 R <. -
p-aktin-[EREEEE o.  cAPDH- I 02

$200, __ o — 3150- NS p=0.oes§
= 7 [o)

X 0 17}

o o 1504 g

il el T B

25 815 55

(90 =1 100' 0

2% £ ||o

EN 5 50-

T ©

g5 s

3 ©

° 0 o0

B6SJL + - - B6SJL + - -
SXFAD -+ 4+ 5XFAD -  +  +

AL + + - AL + + -

EOD - - + EOD - - +

Slika 41. Restrikcija hrane povecava inflamaciju kod 5XFAD miSeva. (A) relativna
zastupljenost TNF-a, (B) fosforilisane forme p-38 MAPK, (C) ukupne p-38 MAPK i (D)
EAAT?2 kod 6 meseci starihi SXFAD 1 B6SJL Zivotinja izloZenih restrikciji hrane (EOD) u
odnosu na kontrolne, ad libitum hranjene Zivotinje (AL). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna devijacija za svaku grupu. n=3-7 zZivotinja po grupi. * p < 0,05, ** p
<0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001.
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4.4.4. EOD dovodi do smanjenja ekspresije markera sinapticke plasti¢nosti kod 5SXFAD

miSeva

Degenerativne promene sinapsi u SXFAD modelu su opisane i poznato je da su ve¢
prisutne kod 6 meseci starih zivotinja (Oakley et al., 2006). Takode, rezultati iz nase i drugih
laboratorija su pokazali neuroprotektivni efekat restrikcije hrane na ekspresiju sinaptickih
proteina u ne-transgenim zivotinjama (Loncarevi¢-Vasiljkovi¢ et al., 2009; Mladenovic
Djordjevic et al., 2010; Singh et al., 2015). Stoga su, u narednim eksperimentima ispitivani
efekti EOD na ekspresiju sinaptickih proteina u 5XFAD 1 ne-transgenim misevima.
Analizirani su presinapticki marker, GAP-43 (eng. growth associated protein of 43 kDa) 1
postsinapticki marker, PSD-95 (eng. postsynaptic density protein 95), Western blot
analizama kortikalnog tkiva ne-transgenih miseva hranjenih AL 1 EOD, kao i 5XFAD miSeva
koji su bili na AL 1 EOD rezimu ishrane. Rezultati su pokazali blago poviSenje u nivou
GAP43 proteina kod ne-transgenih-EOD misSeva u poredenju ne-Tg-AL miSevima, dok je
znacajan pad u GAP43 proteinu detektovan izmedu SXFAD-EOD 1 5XFAD-AL misSeva.
Dodatno, nivo GAP43 proteina je smanjen za oko 30% kod 5XFAD-EOD miSeva u
poredenju sa ne-Tg-EOD grupom (Slika 42A). Prilikom analize Western blot rezultataza
protein PSD95 utvrdeno je da je nivo PSD95 znacajno povisen kod ne-Tg miSeva hranjenih
EOD u poredenju sa ne-Tg-AL miSevima, za oko 25% (Slika 42B), Sto je bilo 1 ocekivano.
EOD rezim je ipak znacajno smanjio nivo PSD95 proteina kod 5XFAD miSeva, za oko 32%
u poredenju sa SXFAD-AL 1 za oko 57% u poredenju sa ne-Tg-EOD grupom. Rezultati su
dalje pokazali statisticki znacajnu interakciju izmedu rezima ishrane i1 genotipa prilikom
analize nivoa proteina GAP43 1 PSD95, sa znaCajnim efektom genotipa u oba slucaja.

Dalje analize su pokazale da se nivoi dodatnih markera sinapticke plasti¢nosti,
sinaptofizina i aducina (Add), kod ne-Tg-AL, SXFAD-AL 1 SXFAD-EOD miseva takode
znacajno menjaju nakon restrikcije hrane. Western blot analize su pokazale znacajni pad od
35% u nivou sinaptofizina kod 5XFAD-AL Zivotinja u poredenju sa ne-Tg-AL miSevima.
Kod 5XFAD-EQOD Zivotinja, je detektovan znac¢ajan dalji pad od 43% u nivou sinaptofizina
u poredenju sa SXFAD-AL miSevima. Dodatno, nivoi ukupne i fosforilisane forme aducina
(p-Add), proteina koji reguliSe stabilnost sinapse, su bili takode smanjeni kada su kao faktori

za analizu bili genotip 1 primenjen rezim ishrane (Slika 42D, E). Kod SXFAD-AL Zivotinja,
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nivoi p-Add 1 Add proteina su redukovani za 35-40% u poredenju sa nivoima istih proteina
u ne-Tg-AL kontrolnim Zivotinjama. EOD rezim ishrane u trajanju od 4 meseca je doveo do
dodatnog pada nivoa fosforilisane forme Add proteina za 40%, dok je nivo ukupnog Add
ostao nepromenjen izmedu SXFAD-AL i SXFAD-EOD grupe miseva, iako pokazuje trend
ka smanjenju kod SXFAD-EOD grupe (Slika 42D, E).
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Slika 42. Restrikcija hrane izaziva smanjenu ekspresiju sinapti¢kih proteina kod
S5XFAD miseva. (A) Relativna zastupljenost GAP43, (B) sinaptofizina, (C) PSD-95, (D) p-
aducina 1 (E) ukupnog aducina kod 5XFAD i B6SJL zivotinja starih 6 meseci nakon
restrikcije hrane (EOD) ili uobicajenog rezima ishrane (AL). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost & standardna devijacija za svaku grupu. n=>5-7 Zivotinja po grupi. NS - nema
znacajnosti (eng. non significant), * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 ili **** p <0,0001.

4.4.5. EOD dovodi do povec¢anjabroja distrofi¢nih neurita i gubitka neurona kod SXFAD

miSeva

Utvrden pad sinaptickih proteina kod SXFAD miseva koji su bili na EOD rezimu
ishrane je wuslovio dalju analizu statusa 1 zdravlja neurona, istovremenim
imunohistohemijskim obelezavanjem sa SMI312, markerom neuritskih nastavaka 1 NeuN,
markerom neuronskih tela, u korteksu Zenki SXFAD i ne-Tg miSeva. Razultati SMI312
imunohistohemijske analize su pokazali znaCajni porast broja tzv. aksonskih sferoida,
obelezja distrofi¢nih neurita, kod SXFAD-EOD u poredenju sa ne-Tg-AL, kao i u poredenju
sa SXFAD-AL miSevima (Slika 43A, B). Dodatno, kvantitativna analiza NeuN-obelezenih
¢elija je ukazala na smanjen broj NeuN-pozitivnih ¢elija u 5SXFAD-EOD grupi u poredenju
sa ne-Tg-AL grupom (Slika 43A, C). Ovi rezultati, zajedno sa rezultatima dobijenim za
sinapticke markere, ukazuju da EOD rezim ishrane u trajanju od 4 meseca ugrozava
sinapticku plasti¢nost i dovodi do oStecenja koja rezultuju u smanjenom broju neurona kod
SXFAD misSeva, kao i da su ovi deficiti verovatno posledica povecane inflamacije koja je

izazvana EOD rezimom ishrane kod transgenih, SXFAD Zzivotinja.
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Slika 43. Restrikcija hrane izaziva gubitak neurona kod S5XFAD miSeva. (A)
Reprezentativne mikrografije 1 kvantifikacija broja aksonskih sferoida (B) 1 NeuN-pozitivnih
¢elija (C) kod SXFAD 1 B6SJL Zivotinja starih 6 meseci nakon restrikcije hrane (EOD) ili
uobicajenog rezima ishrane (AL). Rezultati suprikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija za svaku grupu. n=5-7 zivotinja po grupi. NS - nema znacajnosti (eng. non
significant), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 ili **** p <0,0001. Skala =25 pm.
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5. DISKUSIJA

5.1. Uticaj hroni¢nog gubitka pericita KMB na neurone i ponasanje

Periciti, muralne ¢elije KMB, imaju mnogobrojne uloge u odrzavanju fizioloske
homeostaze mozga (Armulik et al., 2011). Nalezu¢i na povrSinu endotelnih ¢elija, na
elektronskoj mikroskopiji pokazano je da periciti prekrivaju kapilare sa oko 85% u retini 1
mozgu kod zdravih majmuna i ljudi (Frank et al., 1990). Osim elektronske mikroskopije,
prekrivenost pericitima se moze utvrditi i na dvojnom imunohistohemijskom bojenju
koris¢enjem markera pericita CD13 (poznat i kao aminopeptidaza N) 1 lektina koji obelezava
krvne sudove (Bell et al., 2010; Halliday et al., 2016; Kisler et al., 2017b; Montagne et al.,
2018; Nikolakopoulou et al., 2017). Gubitak ili geneticke mutacije na receptoru PDGFRf3
dovode do znacajnog gubitka pericita i time smenjene pokrivenosti kapilara, Sto dalje dovodi
do strukturnog narusenja integriteta KMB (Winkler et al., 2014).

Pokazano je da Pdgfrf"- miSevi starosti od 1-2 meseca gube ve¢ oko 20% pericita
(Kisler et al., 2017b; Sagare et al., 2013b), dok su nasi rezultati su pokazali da Pdgfi3""
miSevi starosti 6-8 meseci imaju za oko 40% manju prekrivenost kapilara pericitima u
somatosenzornom korteksu u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama (129s/SvimJ), Sto se
poklapa sa prethodno objavljenim studijama (Sagare et al., 2013a). Pokazano je takode da
kod Pdgfif”F7 miSeva dolazi do brzeg gubitka pericita i time smanjenja pokrivenosti
kapilara u corpus callosum-u (CC), koje poCinje ve¢ od 4-6 nedelja starosti 1 iznosi oko 24%,
dok kod 3-4 meseca starih Zivotinja iznosi do 50%, a 60% kod 9-12 meseci starih Zivotinja.
PDGFR je tirozin kinaza receptor, koji nakon vezivanja liganda podleze dimerizaciji 1
autofosforilaciji na 13 tirozinskih ostataka. Ovi fosforilisani tirozini su zatim dostupni
vezivanju proteina koji sadrze domen SH2 ¢ime se inicira kaskada mnogih signalnih puteva.
Ovi signalni putevi imaju uloge u kontroli brojnih ¢elijskih funkcija, ukljucujuéi
proliferaciju, migraciju, taloZenje matriksa 1 odgovor ranih gena (Tallquist et al., 2003).
Razlog za obilniji gubitak prekrivenosti pericitima u odnosu na Pdgfi3"~ model, je prisustvo
7 mutacija na PDGFRp receptoru na mestima koje sadrze tirozin, §to dovodi do odsustva

fosforilacije tirozinskih ostataka i vezivanja proteina koji sadrze domen SH2, te do odsustva
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aktivacije mnogih prethodno nabrojanih signalnih puteva, dok je kod Pdgfi3”" miSeva
prisutna jedna funkcionalna kopija PDGFRp receptora koja je sposobna da inicira signalnu
kaskadu. U poredenju sa prethodno objavljenim podacima (Nikolakopoulou et al., 2017),
nasi rezultati su pokazali da je prekrivenost kapilara pericitima u CC znacajno manja u
odnosu na korteks, hipokampus i talamus kod PdgfiF”F’ miSeva u svim ispitanim
vremenskim taCkama, dok prekrivenost kapilara u talamusu nije narusena kod ovih Zivotinja
starih 4-6 nedelja. Regionalne razlike u vaskularnom fenotipu, narocito u CC, su verovatno
posledica regionalnih razlika u prenosu signala u okviru odgovaraju¢ih neurovaskularnih
jedinica, ali ¢elijski 1 molekularni mehanizmi nisu sasvim razjasnjeni (Nikolakopoulou et al.,
2017).

Prethodno objavljeni podaci su pokazali da Pdgfi377F7 Zivotinje imaju gubitak
pericita u ve¢ini mozdanih regiona (Nikolakopoulou et al., 2017). Medutim, ove Zivotinje
nemaju deficite na svim testovima ponasanja podjednako, verovatno zbog kombinacije
osetljivosti odredenog regiona na vaskularne promene i osetljivost testa da detektuje deficite.

F7/F7 zivotinje 3-4 meseca starosti nemaju probleme u testu

U ovoj tezi je pokazano da Pdgfr,
otvorenog polja, hodanje po gredi i uklanjanje adheziva, a pokazano je da nemaju ni gubitak
neurona u korteksu i hipokampusu (Montagne et al., 2018). Za razliku od ovih testova,
Pdgfir77F7zivotinje su pokazale probleme u uéenju na testu rotarod, tréanje na kompleksnom
toCku 1 ¢ak u testu prostorne memorije - radijalnom lavirintu. Kod ovih zivotinja je
detektovan i gubitak mijelina i nervnih nastavaka u CC koji se pogorsava sa starenjem, $to je
verovatno razlog deficita u ovim testovima. Ovo je u skladu sa literaturnim podacima da
ucenje motornih vestina zahteva centralnu mijelinizaciju (McKenzie et al., 2014), kao i da
modeli hirurskog ili genetickog uklanjanja CC (Schalomon and Wahlsten, 2002) ili
kuprizonski modeli demijelinizacije (Franco-Pons et al., 2007; Hibbits et al., 2009) pokazuju
probleme u rotarodu i tré¢anju na kompleksnom tocku. Dodatno, ispitivanja su pokazala da
hroni¢na hipoperfuzija izazvana stenozom bilateralne karotidne arterije, dovodi do oSte¢enja
bele mase i gubitka mijelina, bez gubitka nervnih ¢elija u hipokampusu, S$to se na
funkcionalnom nivou ogleda jedino u problemima sa prostornim ucenjem i pamcéenjem u
radijalnom lavirintu, a ne u drugim testovima koji su zavisni od hipokampusa (Coltman et

al., 2011; Shibata et al., 2007). Sli¢cno objavljenim rezultatima (Shibata et al., 2007),
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strukturne promene bele mase ne utic¢u na ponasanje u klasi¢cnom kontekstualnom uslovljanju
straha, Sto se slaZe 1 sa nasim rezultatima. Medutim, gubitak pericita je doveo do deficita u
sposobnosti prisecanja (2 nedelje nakon izlaganja elektricnom Soku), verovatno zbog
oStecenja bele mase i1 time neadekvatnog prenosa informacija od hipokampusa do anteriornog
cingulatnog korteksa (Bubb et al., 2017) koji ima veliku ulogu u ovom tipu memorije
(Einarsson and Nader, 2012; Frankland et al., 2004)

Nasi rezultati su pokazali da periciti imaju klju¢nu ulogu u odrZzavanju optimalne
fizioloSke sredine u beloj masi §to je izuzetno vazno za pravilno funkcionisanje nervnih ¢elija
kod PdgfrF77 zivotinja. Medutim, mehanizmi kojima gubitak pericita dovodi do promena
na nekim vrstama ponaSanja i gubitka mijelina u CC, su nepoznati. Prethodna istrazivanja su
pokazala da gubitak pericita dovodi do povecane propustljivosti krvno-mozdane barijere
preko najmanje dva mehanizma: reguliSuci ekspresiju gena specificnih za KMB u endotelnim
¢elijama, kao 1 indukujuci polarizaciju astrocitnih stopala koji okruzuju krvne sudove CNS-
a (Armulik et al., 2010). Takode je pokazano da prekrivenost pericitima (i time integritet
KMB) u velikoj meri korelise sa koli¢inom fibrina 1 fibrinogena u vankapilarnom prostoru u
okolnom mozdanom tkivu (Bell et al., 2010; Nikolakopoulou et al., 2017). Fibrinogen je
protein veli¢ine 340 kDa koji se primarno sintetiSe u hepatocitama i najzastupljeniji je u krvi
(Kattula et al., 2017), mada postoje podaci da se lanci Ao, Bf 1y eksprimiraju i u astrogliji 1
neuronima (Golanov et al., 2019). Kako je ve¢ pomenuto, fibrinogen se sastoji od dva dimera,
od kojih se svaki sastoji od Aa, Bf 1y lanca. U krvi, molekuli fibrinogena cirkulisu sve dok
trombin (serin proteaza koja je prisutna i u mozgu) ne odvoji fibrinopeptide FpA i FpB od
lanaca Aa 1 B formiraju¢i fibrinske monomere, koji dalje podlezu polimerizaciji formirajuci
mrezu fibrina na mestu povrede tkiva (Golanov et al., 2019; Kattula et al., 2017). Fibrinogen
1 fibrin imaju ulogu u zgruSavanju krvi, fibrinolizi, interakcijama izmedu ¢elija i sa ¢elijskim
matriksom, inflamaciji, zarastanju rana i neoplaziji (Mosesson, 2005). Kada je KMB
narusena, molekuli fibrinogena cure iz krvnih kapilara u mozdani parenhim gde imaju
direktan kontakt sa razli¢itim ¢elijama mozga 1 ekstracelijskim matriksom. U mozgu AB
pacijenata, fibrinogen kolokalizuje sa amiloidnim plakama, koreliSe sa gubitkom pericita,
distroficnim neuritima i aktiviranom mikroglijom, a njegovo povecanje u krvnoj plazmi i

cerebrospinalnoj tecnosti koreliSe sa atrofijom mozga (Petersen et al., 2018; Strickland,
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2018). Depoziti fibrina se javljaju u mnogim zivotinjskim modelima AB, kao i u pericit-
deficijentnim 1 APOE transgenim miSevima (Montagne et al., 2017). Pokazano je da se
fibrinogen vezuje za CD11b-CD18 integrin receptor (tzv. komplement receptor 3, Mac-1 1
aMPB2) 1 indukuje aktivaciju mikroglije (Petersen et al., 2018). Zatim, pokazano je da
fibrinogen vezuje 1 AP 1 da farmakoloSka ili geneticka delecija fibrinogena smanjuje
kognitivne deficite i neuropatologiju u AB modelima (Cortes-Canteli et al., 2010; Montagne
et al., 2018). Fibrinogen 1 fibrili fibrina su izuzetno toksicni za oligodendrocite i pericite in
vitro, 1 pokrecu celijsku smrt aktiviraju¢i autofagiju, dok nemaju uticaja na astrocite
(Montagne et al., 2018). Zatim je pokazano da, u prisustvu AP, fibrinogen u mozgu pokrece
aktivaciju mikroglije kroz receptor CD11b, indukuju¢i produkciju reaktivnih vrsta kiseonika
(eng. reactive oxygen species, ROS), Sto dalje promovise eliminaciju dendritskih trnova 1
dendrita na neuronima dovode¢i do pada kognitivnih sposobnosti (Merlini et al., 2019).
Medutim, 1 u wild-type mozgu, fibrinogen takode aktivira mikrogliju §to dovodi do gubitka
dendritskih trnova, §to pokazuje da je fibrinogen dovoljan da izazove oStecenje neurona ¢ak
1 u odsustvu abnormalne akumulacije AB. S obzirom da je proinflamatorni agens, fibrinogen
paralelno sa AP moze da indukuje oStecenje dendrita i deficite u kogniciji (Merlini et al.,
2019). Studije su takode pokazale da fibrin promovise inflamaciju i aktivaciju mikroglije u
zivotinjskim modelima AB (Paul et al., 2007) 1 multiple skleroze (Akassoglou et al., 2004) 1
stimuliSe aktivaciju 1 indukciju antigen-prezentuju¢ih gena u kulturi primarne mikroglije i
makrgofagama iz koStane srzi (Ryu et al., 2015).

Degeneracija pericita u modelu Pdgfrf77F7 dovodi do ranog narusavanja KMB $to
rezultuje u ranoj akumulaciji fibrin(ogena) u beloj masi, dovodeci do agresivnog vaskularnog
fenotipa 1 gubitka mijelina, Sto dalje dovodi do poremecaja u nervnim mrezama i
funkcionalnim deficitima, mnogo ranije nego Sto se moze detektovati gubitak neurona
(Montagne et al., 2018). Kod Pdgfif777 zivotinja 3-4 meseca starosti, iako je prekrivenost
pericitima smanjena i u sivoj i u beloj masi, smanjen broj neurona je primecen samo u beloj
masi (Montagne et al., 2018). Ove regionalne razlike su verovatno posledica nekoliko
procesa. Pre svega, u beloj masi se nalazi znatno manje krvnih sudova u poredenju sa sivom

masom po jedinici merenja i ¢ak 1 mala promena u propustljivosti kapilara moze da utice na
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relativno veliku povr§inu mozdanog tkiva. Zatim, pokazano je da oligodendrociti i neuroni
razli¢ito reaguju na akumulaciju fibrinogena: dok oligodendrociti preuzimaju fibrinogen i
fibrin nastao od mreze fibrinogena, neuroni ne preuzimaju fibrinogen 1 time ,kasne* sa
preuzimanjem toksi¢nog molekula, fibrina (formiranog u mozdanom tkivu iz fibrinogena).
Zbog toga je pad broja neurona u korteksu 1 hipokampusu primecen kasnije, u grupi 9-12
meseci starosti (Montagne et al., 2018). Modulacija sistemskog nivoa fibrinogena smanjuje
nivo depozita fibrin(ogena), bilo farmakoloskim (koriS¢enjem ankroda, supstance serin
proteaze sli¢ne trombinu, koji je defibrinogeneriSuc¢i agens izolovan iz otrova zmije i koji je
ima antikoagulativno dejstvo) ili genetiCkim manipulacijama (kod fibrinogen heterozigotnih,
Fga*~miSeva), moze da umanji nivo fibrinogena u plazmi i time umanji stepen akumulacije
fibrin(ogena), zatim degeneraciju pericita, vaskularnu patologiju 1 degeneraciju bele mase,
dok je povecanje fibrinogena u plazmi pomocu traneksamicne kiseline, TXA, imalo suprotne
efekte (Montagne et al., 2018). Ovi rezultati su pokazali da akumulacija fibrin(ogena) vazan
patogeni faktor povezan sa gubitkom pericita, mikrovaskularnom disfunkcijom, patologijom
bele mase 1 gubitkom oligodendrocita. Osim uloge u odrzavanju KMB, periciti fizicki mogu
da reaguju sa razli¢itim tipovima ¢elija, kao $to je potpora diferencijacije oligodendrocitnih
prekursorskih Celija (eng. oligodendrocyte precursor cells, OPC) u oligodendrocite, kao Sto
je pokazano in vitro 1 in vivo (Maki et al., 2015).

Jo$ jedan mehanizam kojim nedostatak pericita moze da dovede do smrti neurona 1
poremecaja u ponasanju zivotinja je odsustvo neurovaskularnog kuplovanja.
Neurovaskularno kuplovanje je proces kojim se aktivnim regionima mozga adekvatno
dostavljaju kiseonik i1 nutrijenti. Mozak je najaktivniji organ u naSem telu, troSe¢i jednu
petinu od ukupne koli¢ine kiseonika 1 glukoze (Kisler et al., 2017a), ali nema sposobnost
sinteze 1 skladiStenja kiseonika i nutrijenata. Zbog toga, zahtevi za kiseonikom i nutrijentima
su precizno regulisani mozdanim protokom krvi. Neurovaskularno kuplovanje je regulisano
sinhronizovanom aktivnos$¢u razli¢itih tipova cCelija u okviru neurovaskularne jedinice, i
ukljucuje neurone, glatke misi¢ne celije, endotel 1 astrocite, ali 1 pericite. Kako je pokazano,
Pdgfirf”- miSevi 1-2 meseci starosti pokazuju poremecaje u neurovaskularnom kuplovanju:
imaju smanjeni mozdani protok krvi, smanjenu i odlozenu promenu i smanjenu amplitudu

promene dijametra kapilara nakon stimulusa, kao 1 smanjenu oksigenaciju tkiva i pojavu
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metaboli¢kog stresa u poredenju sa njihovim Pdgfi-3”* kontrolama (Kisler et al., 2017b).
Ove promene nakon duzeg vremena dovode do kompromitovanja nervne funkcije i
neurodegeneracije, 1 pokazano je da Pdgfi3”- miSevi 6-8 meseci starosti imaju izrazene
deficite u odgovoru neurona nakon elektricnog stimulusa, $to je zabelezeno odsustvom
promene fluorescentnog signala boje koja je osetljiva na voltazu (eng. voltage sensitive dye,
VSD), pove¢anu smrt neurona i poremecaje u ponasanju, ukazujuci na dodatni mehanizam

kojim periciti doprinose ukupnoj homeostazi nervnog tkiva.

5.2. Uticaj akutnog gubitka pericita KMB na neurone i ponasanje

U prethodnom odeljku je diskutovano o ulozi pericita u modelima koji imaju hroni¢an
gubitak ovih ¢elija. Postavlja se pitanje, medutim, da li akutni gubitak pericita takode moze
da dovede do poremecaje u ponasanju, i koji su potencijalni mehanizmi. Stoga smo kreirali
specijalan mi$ji model, Pericit-Cre, kod kojeg se, uz pomo¢ strategije duplog promotora,
eksprimira DT receptor samo na pericitima i nakon tretmana sa toksinom difterije dolazi do
njihove smrti. Za razliku od Pericit-Cre miSeva, kod kojih je gubitak specifi¢an za pericite 1
ne utice na druge ¢elije KMB (Nikolakopoulou et al., 2019), kod modela sa naslednim
formama mutiranog PDGFRp receptora, gubitak celija nije specifican samo za pericite
(Tallquist et al., 2003). Nasi rezultati su pokazali da kod Pericit-Cre miSeva, gubitak neurona
u korteksu se javlja ve¢ 15 dana nakon administracije difterije toksina, dok se gubitak
neurona kod modela sa naslednim formama mutiranog PDGFRJ javlja kasnije u Zivotu oko
6-8 meseci starosti 1 odvija se 20 puta sporije. Ovo je verovatno posledica brzog gubitka
pericita u Pericit-Cre modelu, za oko 60-80 puta brze nego kod modela sa mutacijom na
PDGFRp, sto dalje dovodi do akutnih problema u cirkulaciji. Takode, u naslednim
mutacijama na receptoru PDGFRp, gubitak pericita se deSava tokom razvi¢a Sto pruza
organizmu Sansu da kompenzuje i prilagodi na vaskularne promene.

Neurotroficki faktori su kriticni za pravilno razvi¢e i odrzanje nervnog sistema
(Wanaka et al., 1993). Prve studije su zapocete na NGF (eng. nerve growth factor), za koji
je pokazano da je nephodan za prezivljavanje perifernih simpati¢kih 1 senzornih neurona

poreklom iz nervne kreste. Zatim je pokazano da se NGF kao i BDNF (eng. brain derived
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neurotrophic factor) (Leibrock et al., 1989) 1 neurotrofin-3 (NT-3) (Hohn et al., 1990;
Maisonpierre et al., 1990) eksprimiraju u neuronima CNS-a i da promovisu njihovo
prezivljavanje. Drugi faktori kao Sto su faktori rasta koji vezuju heparin (eng. heparin binding
growth factors) takode mogu da uticu na nervnu funkciju. Plejotrofin (eng. pleiotrophin,
PTN) je protein koji vezuje heparin koji je izolovan 90tih godina iz neonatalnog mozga
pacova i pokazano je da promovise rast neurita iz kortikalnih neurona (Rauvala, 1989), a
nezavisna studije je pokazala prisustvo PTN-a u uterusu goveda (Milner et al., 1989). lako
su biohemijske 1 funkcionalne osobine PTN-a vrlo slicne proteinima koji pripadaju FGF
familiji (eng. fibroblast growth factor), primarna struktura PTN-a se razlikuje od ¢lanova
FGF familije. PTN se eksprimira na regulisan nacin tokom razvica. Narocito je zastupljen u
mozgu, crevima 1 miSi¢ima tokom ranog postnatalnog perioda, dok kod odraslih Zivotinja,
ekspresija PTN-a drasti¢no opada (Wanaka et al., 1993). PTN je sekretovani faktor rasta, ali
1 citokin koji je asociran za vancelijskim matriksom. U tkivima koja ga eksprimiraju uti¢e na
¢elijsku proliferaciju, rast i diferencijaciju kroz interakcije sa razli¢itim receptorima. U CNS-
u, PTN ima neurotroficke i protektivne efekte u kasnijem razvicu i njegova uloga je
prepozanta i u neurodegenerativnim i nervnim poremecajima (Gonzalez-Castillo et al.,
2014). Pokazano je da u modelu koji ima deleciju Ptn-a, (Ptn knock-out misevi), PTN ima
ulogu u ucenju i pamcenju, §to ukazuje da je PTN neuromodulatorni molekul u CNS-u,
narocCito hipokampusu (Gonzélez-Castillo et al., 2014).

Pokazano je da su periciti veliki izvor trofickog faktora PTN-a u mozgu
(Vanlandewijck et al., 2018), ali nekoliko studija pokazuju da 1 druge ¢elije CNS-a mogu da
eksprimiraju Ptn osim pericita (Zeisel et al., 2018), narocito glijske ¢elije olfaktornog bulbusa
koje po nekim podacima eksprimiraju najvise nivoe Ptn (Zeisel et al., 2018). Kako je
pokazano da postoji vise podtipova pericita (Zeisel et al., 2018), moguce je da se nivoi
ekspresije Ptn razlikuju izmedu njih. Pokazano je da infuzjiom PTN-a u lateralne komore
Pericit-Cre misa dovodi do poboljSanja u kognitivnim testovima ponasanja i do odsustva
smrti neurona (Nikolakopoulou et al., 2019). Medutim, pokazano je da injekcijom malih
interferiSu¢ih RNK molekula (eng. small interfering RNA, siRNA), u ovom slucaju siPtn,
koji imaju ulogu u blokiranju ekspresije Ptn gena (eng. silencing) u modelu koji nije tretiran

sa DT, ne dolazi do smrti neurona, ni problema u ponasanju, $to govori o tome da je za izrazen

109



fenotip potrebno i gubitak pericita (i time problemi u KMB) 1 gubitak trofickog faktora
vaznog za pravilno funkcionisanje neurona. Smrt neurona i problemi u ponasanju nisu
detektovani 3 dana nakon poslednje DT injekcije, iako je broj pericita znacajno smanjen u
toj ispitanoj tacki, verovatno zbog delimi¢ne plasti¢nosti 1 tolerancije neurona na gubitak
neurotroficke podrske.

Zdravlje pericita i mehanizme kojima oni doprinose fiziologiji i patologiji je izuzetno
vazno dodatno ispitati i razumeti. Pokazano je da kod pacijenata AB, degeneracija pericita i
poremec¢aj KMB mogu biti rani nezavisni markeri kognitivne disfunkcije (Nation et al.,
2019), medutim mehanizmi njihove degeneracije u razliCitim neuroloskim oboljenjima

zahtevaju dodatne studije.

5.3. Poremecenost KMB u modelima AB

Nasi rezultati na starim Tg2576 1 3xTg-AD misSevima su pokazali povecanu koli¢inu
IgG proteina u mozdanom parenhimu ukazujuc¢i na otvorenost KMB. Kod Tg2576, povecani
nivo IgG smo detektovali 1 u 12-13 meseci starim zivotinjama, mnogo ranije nego S§to je
zabelezen gubitak neurona. Slicno, na$i rezultati na SXFAD miSevima su pokazali da 7
meseci stare zivotinje imaju izuzetnu otvorenost KMB. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa
literaturnim podacima da SXFAD misevi imaju otvorenu KMB veoma rano, ¢ak od 4 meseca
starosti, Sto je nekoliko meseci pre poCetka gubitka neurona u ovom modelu (Eimer and
Vassar, 2013; Oakley et al., 2006). Gubitak neurona kod 6 meseci starih SXFAD Zivotinja
nije jasno pokazan, a izgleda da nije ni uniforman kod svih zivotinja (Eimer and Vassar,
2013). Nasi rezultati su pokazali da 7 meseci stari SXFAD miSevi imaju probleme u kogniciji,
pre gubitka neurona, a koje je verovatno posledica toksicnosti izazvane amiloidom (Cleary
et al., 1995; Lesné et al., 2006) 1 probleme u dugotrajnoj potencijaciji (Walsh et al., 2002),
ali verovatno i zbog povecane propustljivosti KMB 1 prisustva fibrinogena i fibrina, koji su
toksi¢ni za mnoge ¢elije mozga, kao Sto je prethodno diskutovano (poglavlje 5.1.).

Poremecaji KMB u AB modelima i kod pacijenata su evidentni, i vecina istrazivaca
bi se slozila da je intaktna KMB neophodna za fiziolosko funkcionisanje mozga (Erickson

and Banks, 2013). Medutim, da li se prvo javljaju poremecaji KMB ili A dovodi do njih,
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jos uvek je predemt debate i mnogih istrazivanja. Naime, postavljena je alternativna hipoteza
vaskularnoj, a to je da amiloidogeneza promoviSe neoangiogenezu sto dovodi do povecane
propustljivosti krvnih sudova 1 posledi¢noj hipervaskularizaciji (Biron et al., 2011; Hartz et
al., 2012). U mi§jem modelu Tg2576 je pokazana poremecenost Cvrstih veza izmedu
endotelnih ¢elija, kao posledica povecane gustine krvnih sudova, a ne apoptoze, Sto podrzava
pretpostavku da hipervaskularnost izazvana amiloidom moze dalje da izazove remecenje
KMB i njenu povecanu propustljivost (Biron et al., 2011). Sli¢ni rezultati su prikazani i kod
AB pacijenata (Biron et al., 2011). Sa druge strane, poremec¢ena KMB dovodi do smanjenog
efluksa AP iz mozga u krv, §to dodatno povecava amiloidnu patologiju i poremecaje KMB.
Deponovanje AP u krvnim sudovima je oznaceno kao CAA, i prisutno je kod vecine
pacijenata i1 zivotinjskih modela AB. CAA doprinosi patologiji neurovaskularne jedinice
ukljucujuéi hemoragiju, mikrokrvarenja, ishemiju 1 hemosiderozu, i smatra se da je CAA
patologija izazvana uticajem AP} na KMB (Hartz et al., 2012). Naime, pokazano je da A3
dovodi do smanjene ekspresije proteina Cvrstih veza, klaudina-1 i klaudina-5, kao i1 do
povecane ekspresije MMP-2 1 MMP-9 (Hartz et al., 2012), matriks metaloproteinaza koje
reguliSu stabilnost vancelijskog matriksa i bazalne membrane u okviru KMB (Misko et al.,

2002), zajedno doprinoseci povecanoj propustljivosti KMB.

5.4. Uloga PICALM-a u AB

Alchajmerova bolest je progresivna neurodegenerativna bolest asocirana sa AP
plakama, tau neurofibrilarnim klubadima, ozbiljnoj neurovaskularnoj disfunkciji i
poremecajima u kogniciji (Benilova et al., 2012; Farkas and Luiten, 2001; Hardy and Selkoe,
2002; Marchesi, 2011). Kako je ve¢ pomenuto, vecina slucajeva se javlja sporadi¢no i1 ve¢ina
bioloskih mehanizama koji doprinose nastanku ili progresiji bolesti je nepoznata. Prisustvo
mutacija u PICALM genu koji kodira fosfatidilinozitol vezujuéi protein koji pomaze u
povezivanju klatrina (eng. phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein),
predstavljaju faktor rizika za sporadi¢nu AB, kako je pokazano u nekoliko genomskih studija
(eng. genome-wide association studies, GWAS) (Furney et al., 2011; Harold et al., 2009;
Huang et al., 2017; Kunkle et al., 2019; Lambert et al., 2013; Naj et al., 2014).
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U mozgu, PICALM se visoko eksprimira u endotelnim ¢elijama (Ando et al., 2013;
Zhao et al., 2015b), ali se nalazi 1 u neuronima i mikrogliji (Ando et al., 2013; Baig et al.,
2010; Parikh et al., 2014). Pokazano je da ima centralnu ulogu u regulaciji unutarc¢elijskog
prometa endocitotskih vezikula (Ishikawa et al., 2015; Merthan et al., 2019). U neuronima,
PICALM igra osnovnu ulogu u regulaciji rasta aksona (Bushlin et al., 2008), kao 1 u regulaciji
prometa sinaptickih vezikula 1 receptora 1 asistira fuziju sinaptickih vezikula sa
presinaptickom membranom na taj nacin reguliSuci njihovu veli¢inu i gustinu, 1 doprinoseci
sinaptickoj transmisiji (Petralia et al., 2013).

Mnogi polimorfizmi u jednom nukleotidu (SNP) blizu PICALM-a, od kojih je ve¢ina
u ne-kodirajué¢em region, su identifikovani kao izuzetno asocirani sa AB, sa statistickom
vredno$c¢u nizom od 108 (SNP 153851179 p=6.02 x 10+, rs541458 p=1.49 x 10°'8, 592297
p=5.518x 107, rs10792832 p=6.872 x 10/, rs561655 p=1.90 x 10, rs1237999 p=1.212
x 10°°, rs543293 p=1.841 x 10-*%) (Kunkle et al., 2019; Lambert et al., 2013). Objavljeno je
nekoliko studija koje su koristile strukturnu i funkcionalnu magnetnu rezonancu sa ciljem da
utvrde da li geneticki polimorfizmi PICALM-a mogu da uti¢u na stepen mozdane atrofije ili
da moduliSu funkcionalnu konektivnost kod kognitivno zdravih, blago poremecenih ili
pacijenata sa AB. Za SNP 75642949 C, koji je u pozitivnoj neravnoteznoj povezanosti (eng.
linkage disequilibrium, LD) sa SNP rs592297, je pokazano da je asociran sa brzom
mozdanom atrofijom u desnom posteriornom cingulatnom korteksu (Xu et al., 2016), dok je
SNP rs541458 T povezan sa smanjenom spontanom aktivno$¢u, narocito u okviru default
mode network (DMN) (Zhuang et al., 2019), koje uklju¢uju hipokampus, precuneus,
medijalni prefrontalni korteks i lateralni partijetalni korteks. DMN je aktivan u stanju
mirovanja, dok tokom izvodenja kognitivno zahtevnog zadatka, DMN aktivnost dramati¢no
opada kod pacijenata AB (Montagne et al., 2016b). Dodatno, SNP rs38571179 G je asociran
sa istanjivanjem entorinalnog korteksa (Saykin et al., 2010), dok interakcija rs3851179 G sa
apolipoproteinom E4 (APOE4), najes¢im genetickim faktorom rizika za AB, dovodi do
smanjenog volumena sive mase (Morgen et al., 2014). U jednoj od naSih ranijih studija smo
pokazali da neuroni nastali od indukovanih pluripotentnih stem celija (eng. induced
pluripotent stem cell, iPSC) koji nose rs3851179 G alel imaju znac¢ajno smanjen nivo

PICALM proteina u poredenju sa rs3851179 A (Zhao et al., 2015b), Sto je i potvrdeno u
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literaturi da SNP 53857179 G dovodi do smanjene ekspresije izoforme 2 PICALM proteina
u frontalnom i1 temporalnom korteksu (Thomas et al., 2016), ukazuju¢i da nizi nivo PICALM-
a moze povecati rizik za AB. Dodatno, nasi preliminarni rezultati koji nisu prikazani u ovoj
disertaciji su pokazali redukciju ekspresije PICALM-a u neuronima u korteksu i
hipokampusu kod pacijenata AB (Braak stupanj III-IV), u poredenju sa kognitivho
normalnim kontrolama, §to je konzistentno sa studijom koja pokazuje nize nivoe full-length
PICALM-ainjegovog abnormalnog isecanja kod AB pacijenata (Braak stupanj V-VI) (Ando
et al., 2013). Sa druge strane, nekoliko PICALM SNP, rs3851179 A, rs561655 G, rs543293
A, rs592297 C, rs1237999 G and rs7941541 G su asocirani sa pove¢anom debljinom korteksa
1 povecanim volumenom hipokampusa, kao i1 sa sporijim stepenom atrofije desnog
posteriornog cingulatnog korteksa (Biffi et al., 2010; Furney et al., 2011; Ramirez et al.,
2016; Saykin et al., 2010; Xu et al., 2016; Yang et al., 2016; Zhao et al., 2015b).

Prethodni podaci su pokazali da u miS§jem modelu AB, heterozigotni gubitak
PICALM-a dovodi do brze AB patologije. Ova patologija se ogleda u smanjenoj eliminaciji
AP iz mozga, merenoj pomocu mikrodijalize intrasticijalne te¢nosti u hipokampusu kod

+/0

Picalm™ ;AppSw*° miSeva. Smanjena sposobnost eliminacije AR dovodi dalje do obilnije

akumulacije AP u mozgu i losijim rezultatima na kognitivnim testovima u poredenju sa
kontrolnim, AppSw*”’ miSevima (Zhao et al., 2015b). Nakon ukrsStanja Picalm™;AppSw*"°
miSeva sa Tie2-Cre sojem 1 injekcijom AAV-Flex-Picalm virusa dolazi do specifi¢ne re-
ekspresije Picalm-a u endotelnim ¢elijama, znacajno smanjene akumulacije A u mozgu i
poboljsanja na testovima ponasanja, ukazuju¢i na ulogu endotelnog PICALM-a u eliminaciji
AP (Zhao et al., 2015b). Pokazano je da eliminacija AP iz mozga ukljuc¢uje LRP-1 i da A
nakon dodatka u jednoslojnoj endotelnoj ¢elijskoj kulturi vezuje LRP-1 1 menja konformaciju
C-terminusa, Sto omogucava vezivanje PICALM-a za njegov C-terminalni citoplazmatski
domen (motiv YXXL) sa kojim ostaje asociran tokom dugog vremenskog perioda. Kompleks
PICALM-LRP-1-AB podleze internalizaciji 1 regrutovanju klatrina i njegovih adaptornih

proteina, nakon Cega se klatrin 1 adaptor odvajaju, a AP podleze transcitozi uz pomoc¢

GTPaza, Rab5 i Rabl1 (Zhao et al., 2015b).
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Da bi se ispitali efekti farmakoloske intervencije i povecanja ekspresije PICALM-a
na nivoe AP u jo§ agresivnijem modelu AB (5XFAD), kreiran je Picalm™";5XFAD misji
model koji je tretiran supstancom T-65, koja je pri testiranju od vise od 2000 supstanci
odobrenih od strane FDA pokazala da u EA.hy926 humanim endotelnim ¢elijama povecava
ekspresiju Picalm-a 2-3 puta na genskom i proteinskom nivou. Picalm™;5XFAD miSevi su
tretirani 3 meseca pocevsi od 2 meseca starosti, kako bi se ispitala rana faza akumulacije A3
1 utvrdilo da li tretman poboljSava njegovu eliminaciju. Rezultati su pokazali da farmakoloski
izazvana povecana ekspresija Picalm-a uz pomo¢ T-65 dovodi do smanjenog AP nivoa u
mozdanom parenhimu i krvnim sudovima, i poboljSava integritet KMB. Medutim, tretman
T-65 nije imao nikakvog efekta na nivo AP, ni integritet KMB kod Picalm'**; Cdh5-Cre;
SXFAD zivotinja koje nemaju PICALM u endotelnim ¢elijama, ukazuju¢i da je endotelni
PICALM narocito odgovoran za eliminaciju A} kroz KMB. Mehanizam kojim T-65 utice na
povecanje je nepoznat, kao ni sama geneticka regulacija Picalm ekspresije. Neki podaci
ukazuju da receptor ranog faktora rasta 1 (eng. early growth factor receptor 1, EGR1) moze
da utice na ekspresiju Picalm-a, 1 da povecanje ekspresije ovog receptora uti¢e i na povecanje
ekspresije PICALM-a (Koldamova et al., 2014). Pokazano je da PI3K/Akt signalni put moze
da uti¢e na regulaciju u ekspresiji EGR1 (Liu et al., 2015), ali da 1i je aktivacija ovog
signalnog mehanizma odgovorna za efekte koje T-65 ima na PICALM, ostaje da se ispita u
budué¢im studijama. Ovi rezultati ukazuju na vaznost PICALM-a u odrZavanju vaskularnog
integriteta 1 eliminacije A} kroz KMB u cilju prevencije progresije patologije slicne AB. lako
je na$ tretman bio uspeSan kod Zivotinja sa ranim stupnjem p-amiloidoze, pre razvijanja
kompletne AB patologije, stepen uspesnosti istog tretmana u zivotinjama starijim od 10
meseci, kada AP patologija dostize plato, nije za sada poznat. Buduce klinicke studije bi
takode trebalo da ispitaju efekte T-65 i kod pacijenata, naroCito u ranom stupnju AB sa
blagim kognitivnim poremecajem.

Iako prethodno opisani rezultati pokazuju da globalna delecija PICALM-a ubrzava
patologiju AB, kao 1 da globalna farmakoloskim putem povecana ekspresija PICALM-a utice
na smanjenje AB patologije, nase razumevanje do kog stepena pojedinacni Celijski tipovi,

naroc¢ito neuroni kojima nedostaje PICALM, doprinose patologiji AB je jos uvek nepotpuno.
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PICALM u neuronima reguliSe internalizaciju 1 unutaréelijski promet APP-a, kao 1 enzima
koji obraduju APP, B i y sekretaze, Sto utice na modulaciju produkcije AP (Kanatsu et al.,
2014; R. S. Thomas et al., 2016; Tian et al., 2013; Xiao et al., 2012). Takode je pokazano da
u in vitro modelu toksi¢nosti AP, povecana ekspresija PICALM-a u primarnoj celijskoj
kulturi neurona izolovanih iz pacova umanjuje toksi¢nost solubilnih AP oligomera (Treusch
et al., 2011), a neki od nasih prethodnih podataka, koji nisu prikazani u ovoj disertaciji,
ukazuju da su PICALM-deficijentni neuroni znatno podlozniji toksi¢nosti izazvanoj AP
oligomerima. Precizan mehanizam ove povecane osetljivosti neurona kojima nedostaje
PICALM tek treba da se razjasni 1 bi¢e predmet buducih ispitivanja.

Kalcijum/kalmodulin zavisna protein kinaza II (CaMKII) pripada familiji
serin/treonin kinaza koje su aktivirane kalcijumom 1 koje su izuzetno zastupljene u mozgu,
cak do 0.3% ukupnih proteina (Chia et al., 2018), od ¢ega 1% eksprimira prednji mozak, a
2% hipokampus (Wang et al., 2013). CaMKII familija kinaza ima 4 izoforme: a, 3, y 1 9
(Bayer et al., 1999). U ranom stupnju razvi¢a eksprimirane su samo vy i é izoforme, dok kod
adulta o 1 B preuzimaju glavnu ekspresiju (Miller and Kennedy, 1985). CaMKlIla se
uglavnom eksprimira u prednjem mozgu 1 nalazi se u citoplazmi, ali i specificnim
subéelijskim kompartmanima. Cak do 75% svih neurona u hipokampusu eksprimiraju
CaMKlIla (Wang et al., 2013). Zbog izuzetne zastupljenosti CaMKIIa u mozgu, da bi ispitali
ulogu PICALM-a u neuronima i njegov doprinos u odrzavanju mozdane homeostaze, kreirali
smo model koji ima akutni gubitak PICALM-a specifi¢no u Camk2a neuronima. Ukrstili smo
model koji sadrzi inducibilnu Cre rekombinazu u Camk2a neuronima sa modelom koji ima
lox mesta sa obe strane egzona 2 Picalm gena, 1 potvrdili gubitak PICALM-a nakon
administracije tamoksifena. Nas$i rezultati su pokazali gubitak neurona u hipokampusu i
probleme u kognitivnim testovima, ¢ak i u odsustvu A patologije, Sto ukazuje na vaznost
prisustva PICALM-a u neuronima. Prethodne studije su pokazale da poremecaji u klatrin-
zavisnoj endocitozi moze da dovede do povecane osetljivosti celija na glutamatnu
ekscitotoksi¢nost smanjenom stopom internalizacije povrSinskih glutamatnih receptora
(Rudinskiy et al., 2009; Shi et al., 2019, 2018). S obzirom da PICALM ima krucijalnu ulogu
u intracelijskom prometu proteina i receptora (Harel et al., 2011; Maritzen et al., 2012), kao

1 da inhibicija transkripcije Picalm gena koris¢enjem siRNK dovodi do nagomilavanja GluR2
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subjedinice glutamatnog receptora (Harel et al., 2011), moguce je da u odsustvu PICALM-a
dolazi do nagomilavanja receptora na ¢elijskoj membrane, Sto dalje neurone ¢ini podloznim
1 osteljivim za vezivanje liganda sa ve¢im afinitetom iz okolne sredine. Glutamat je jedan od
glavnih neurotransmitera ekscitatornih sinapsi (Hackett and Ueda, 2015; Lewerenz and
Maher, 2015), ali u slucajevima povecane aktivacije glutamatnih receptora bilo povec¢anjem
koncentracije glutamata u okolnoj sredini ili povecane ekspresije njegovih receptora
(Lewerenz and Maher, 2015), moze da dode do ekscitotksi¢nosti, oblika celijske smrti
neurona koja se javlja u hroni¢nim i akutnim oboljenjima CNS-a (Meldrum and Garthwaite,
1990). Postoje 3 klase glutamatnih jonotropnih receptora: AMPA, NMDA i kainatni 1
nekoliko metarbotropnih receptora kuplovanih sa G proteinom (Choi, 1994; Dong et al.,
2009). Nakon vezivanja glutamata za svoje receptore, dolazi do poremecaja u balansu
kalcijuma, aktivacije sinteze azot monoksida, generacije slobodnih radikala, promene
permeabilnosti mitohondrija, degradacije proteina, membrana i nukleinskih kiselina §to vodi
u progamiranu c¢elijsku smrt (Dong et al., 2009). Smatra se da NMDA receptori najvise
doprinose eksitotoksi¢nosti (Rothstein, 1996). Kontinuirana aktivnost ovih receptora
(narocito subjedinica NR1/NR2B) dovodi do povecanih koncentracija kalcijuma u ¢eliji 1
povecanih katabolickih aktivnosti enzima, Sto dalje moze da aktivira kaskadu dogadaja
dovodec¢i do apoptoze ili nekroze (Ndountse and Chan, 2009). AMPA receptori su takode
prepoznati u ekscitotoksi¢nosti i pokazano je dasmanjenje GluR2 subjedinice dovodi do
zastite od neurodegeneracije (Van Damme et al., 2007). Preliminarni rezultati koji nisu
prikazani u ovoj tezi su pokazali pove¢an nivo NR1 i GluR1 u izolovanim post-sinaptickim
gustinama (eng. post-synaptic density, PSD) iz Picalm'*'**; Camk2a-CreER miSeva. Moguée
je da u odsustvu PICALM-a dolazi do nagomilavanja NMDA 1 AMPA receptora na povrsini
¢elije za koje se inace vezuje glutamat u fizioloSkim koncentracijama od oko 3,5 uM
(Nikolakopoulou et al., 2019), sto dalje pokre¢e kaskadu koja vodi ekscitotoksicnosti i
apoptozi (Elmore, 2007) neurona 1 poremecajima u ponasanju.

Dodatno, moguce je da nedostatak PICALM-a dovodi do poremecene homeostaze u
Saperonima. Naime, nasi prelimirani podaci koji nisu prikazani u ovoj disertaciji su pokazali
da PICALM vezuje ¢lanove familije proteina toplotnog stresa 70 (eng. heat shock protein 70,

HSP70), narocito protein regulisan glukozom 75 (eng. glucose-regulated protein 75, GRP75)
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koji ima ulogu u uspostavljanju fizickog kontakta izmedu mitohondrija i endoplazmati¢nog
retikuluma (ER) tzv. MAM (eng. mitochondria-associated membranes), $to ima ulogu u
distribuciji kalcijuma (Honrath et al., 2018). Pokazano je i da farmakoloska ili geneticka
inhibicija proteina GRP75 dovodi do umanjene toksi¢nosti nakon tretmana glutamatom
(Honrath et al., 2017). Stoga, moguce je da u odsustvu PICALM-a, pored povecane
ekspresije glutamatnih receptora u PSD, dolazi do povecane koncentracije GRP75 koji je u
slobodnom, nevezanom stanju, dostupnom da ude u sastav MAM, omogucuju¢i povecan
ulazak kalcijuma u mitohondrije, dovode¢i do oksidativnog stresa i celijske smrti. Ovi
predlozeni mehanizmi ranjivosti neurona u odsustvu PICALM-a zahtevaju dodatna
istrazivanja 1 potvrde, a narocito u sredini koja sadrzi A, kao §to je u sluaju AB.
Povecana proteoliza adaptornih proteina kao $to su a- 1 f2-adaptin, epsin 1, adaptor
protein 180 1 PICALM, je prisutna u ishemiji 1 AB (Rudinskiy et al., 2009), i pokazano je da
je hidroliza a- 1 B2-subjedinica adaptornog kompleksa 2 kalpainom indukovana glutamatom
1 da dovodi do smanjenja klatrin zavisne endocitoze, ukazujuci da kalpain moze da promovise
neurodegeneraciju povecanjem osetljivosti ¢elija na glutamatnu ekscitotoksi¢nost tako Sto
uti¢e na smanjenu internalizaciju receptora sa povrsine ¢elijske membrane (Rudinskiy et al.,
2009). Da li je nivo hidrolize drugih adaptornih proteina u odsustvu PICALM-a povecan, 1
time dodatno doprinosi gomilanju glutamatnih receptora na membrani, takode ostaje

budu¢im studijama da utvrde.

5.5. Uticaj restrikcije hrane na patologiju SXFAD Zenki miSeva

Produzetak Zivota ljudske populacije donosi i nove bolesti tipicne za starenje, za koje
za sada nema leka. Koncept krhkosti (eng. frailty) predstavlja klinicki sindrom usko ascoiran
sa starenjem koji je evoluirao na osnovu klinickog iskustva gerijatara. Krhkost je tesko
definisati jer su uzroci kompleksni i preplicu se, a smatra se da poticu iz uzajamnog dejstva
genetickih, bioloskih, fizioloskih, psiholoskih, socioloskih 1 sredinskih faktora (Fulop et al.,
2010). Krhkost je nespecificno stanje ranjivosti organizma, koje se ogleda u mnogim
fizioloSkim promenama, koje ne dovode uvek do bolesti ¢ak ni kod starih ljudi. Smatra se da

ne samo fizicki, ve¢ 1 psiholoski, kognitivni 1 socijalni faktori doprinose ovom sindromu i
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moraju se uzeti u obzir u njegovom definisanju i tretmanu. Generalno je prihva¢eno da u
starenju dolazi do smanjenja funkcionalnih rezervi i pada sposobnosti adaptacije na bilo
kakve izvore stresa (Cak 1 u odsustvu spoljasnjeg stresa), Sto dovodi do toga da su krhki stariji
ljudi pod visokim rizikom pada fizickih 1 kognitivnih sposobnosti, invalidnosti i smrti.
Smatra se da je glavni doprinos krhkosti poviSena sistemska inflamacija (Fulop et al., 2010).
Alchajmerova bolest je jedna od bolesti koja se pojavila kao posledica produzenog Zivotnog
veka 1 predvida se da ¢e u narednoj deceniji oko 15 miliona ljudi oboleti od AB (Barnard et
al., 2014). Pokazano je da je kod pacijenata povecan stepen krhkosti u pozitivnoj korelaciji
sa depozitom A (Maltais et al., 2019), ali i sa drugim biomarkerima AB (Wallace et al.,
2018).

Restrikcija ili modifikacija ishrane se praktikuje kao metod za produzenje duzine 1
kvaliteta zivota ve¢ vise od 500 godina (Speakman and Mitchell, 2011). Restrikcija hrane je
oduvek bila predmet fascinacije 1 izuavanja, 1 jos je pocetkom 20. veka pronadena korelacija
izmedu koli¢ine 1 sastava obroka sa dijabetesom 1 gojaznosti kod ljudi (Modern and Johnson,
1928; Spriggs, 1916), a ubrzo su zapocela 1 istrazivanja na Zivotinjama (McCay, 1947). Ovaj
vid intervencije predstavlja verovatno najjednostavniji nacin da se poboljsa zdravlje i odloze
bolesti koje su inace javljaju u starenju i dan danas je popularan u mnogim kulturama Sirom
sveta. Postoji viSe tipova restrikcije hrane, a najviSe su izuCene kalorijska restrikcija i
intermitentno gladovanje (Anson et al., 2003). Kalorijska restrikcija obuhvata ili izmenjeni
sastav hrane ili smanjeni unos, dok intermitentno gladovanje obuhvata pravljenje velike
pauze izmedu obroka. Najces¢i oblik intermitentnog gladovanja je potpuno oduzimanje hrane
svakog drugog dana, dok je u toku ostalih dana hrana dostupna ili u neograni¢enim
koli¢inama (lat. ad libitum) ili u odredenim smanjenim koli¢inama(Speakman and Mitchell,
2011).

Brojna istrazivanja su pokazala protektivne efekte dugotrajne restrikcije hrane na
starenje 1 patologiju kod mnogih organizama (Fontana and Partridge, 2015). Intermitentni
rezim restrikcije hrane tipa ishrane svakog drugog dana (eng. every-other-day, EOD) je u
prethodnim studijama jasno pokazao poboljSanje u sinapti¢koj plasti¢nosti tokom starenja
(Mladenovic Djordjevic et al., 2010; Singh et al., 2012), kao 1 kogniciji nakon ishemicne 1
ekscitotoksi¢ne povrede (Anson et al., 2003; Fann et al., 2014; Kaur et al., 2008; Parinejad
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et al., 2009; Sharma and Kaur, 2005). Iako su efekti EOD rezima pokazali redukciju
inflamacije 1 oksidativnog stresa u mozgu i povec¢anu produkciju neurotrofickih faktora kao
Sto je neurotroficki faktor poreklom iz mozga (Martin et al., 2006), skoraSnja studija je
pokazala da produzenje duZzine zivota usled EOD-a, moze pre biti objasnjeno odlaganjem
neoplasti¢nih poremecaja, nego generalnog usporavanja procesa starenja (Xie et al., 2017).
U zivotinjskim modelima AB je pokazano da EOD povecava stopu uklanjanja A iz mozga
kod APP/PS1 miSeva indukuju¢i promene polarnosti akvaporin 4 proteina (Zhang et al.,
2017), dok je druga studija na 3xTgAD misevima pokazala da EOD indukuje poboljSanje
kognitivnih performansi bez uticaja na nivo AP ili tau proteina (Halagappa et al., 2007).
Podaci o efektu EOD na nivo tau proteina takode nisu u saglasnosti u istrazivanjima na
razli¢itim modelima AB (Brownlow et al., 2014; Dhurandhar et al., 2013), Sto zajedno
ukazuje da zivotinjski soj, kao 1 tip 1 obim ve¢ postojece patologije mogu u znacajnoj meri
da uticu na ishod EOD.

Za izradu ove teze je odabrano intermitentno gladovanje kao restriktivni rezim
ishrane, koji je popularan u mnogim kulturama i religijama (npr. za vreme posta) i generalno
obuhvata duge periode gladovanja izmedu obroka. Konkretno, odabran je tip ishrane svaki
drugi dan (EOD), u trajanju od 4 meseca 1 ispitani su efekti ovog tipa ishrane na patologiju
Alchajmerove bolesti u SXFAD misijem transgenom modelu. Promene su pracene kod Zenki
SXFAD miseva zbog vece prevalence AB u humanoj populaciji kod Zena u odnosu na
muskarce (Schmidt et al., 2008). Najpre su ispitani efekti EOD na koli€inu 1 raspored plaka,
1 rezultati ove teze su pokazali, za razliku od prethodnih studija u kojima EOD dovodi do
smanjenja nivoa plaka (Zhang et al., 2017), da EOD nema efekta na koli¢inu amiloidnih
plaka, kao ina ukupni nivo AB42 u korteksu i hipokampusu 5SXFAD miSeva. U prilog nas§im
rezultatima ide studija na 3xTg-AD miSevima gde je pokazano da EOD nije promenila nivo
AP, ni tau proteina (Halagappa et al., 2007). Razlog za suprotstavljene nalaze u naSoj studiji
1 studiji na 3xTg-AD miSevima u poredenju sa studijom na APP/PS1 modelu, moze biti
razliCit stepen AB patologije u ovim modelima AB, razli¢ita starost Zivotinja kada je
restrikcija hrane zapoceta, kao 1 tip 1 duzina trajanja restrikcije hrane. SXFAD miSevi imaju
brzu i izrazeniju amiloidnu patologiju od ostalih modela i moguce je da je EOD rezim uveden

prekasno. U tezi su koris¢ene samo zenke jer su neki podaci pokazali da zenke SXFAD
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miseva bolje reaguju na tretmane 1 intervencije, kako farmakoloske 1 primenu suplemenata,
tako 1 genetiCke manipulacije (Bhattacharya et al., 2014; Devi et al., 2010; Dinkins et al.,
2015; Fragkouli et al., 2014; Sadleir et al., 2015). Nasuprot ovome, skoro je pokazano da
muzjaci APP/PS1 miSeva znatno bolje reaguju od Zenki na tretman antibiotika koji dovodi
do izmena u crevnoj mikroflori, smanjenja amiloidnih plaka i glioze. Sli¢ni rezultati samo na
muzjacima su pokazani kada je izvrSena transplantacija fekalnih peleta iz muzjaka tretiranih
antibiotikom u muzjake koji nisu prethodno tretirani, ukazuju¢i tako na vaznu ulogu
mikrobioma u modulaciji amiloida 1 mikroglije (Dodiya et al., 2019). S obzirom da postoje
znacajne razlike izmedu ishodatretmana izmedu muzjaka i Zenki, odsustvo muzjaka u ovim
eksperimentima takode moze, bar delimicno, biti uzrok suprotstavljenim rezultatima
prethodno objavljenjih studija.

SXFAD misevi pocevsi od 4 meseci starosti imaju izuzetno naruSenu KMB, §to je
pokazano smanjenjem broja pericita, i povecanoj propustljivosti (Giannoni et al., 2016; Kook
etal., 2012; Lazic et al., 2019; Park et al., 2017). Rezultati su nakon restrikcije hrane prvi put
pokazali da EOD nije imala uticaj na prekrivenost kapilara pericitima, kao ni na
propustljivost IgG u mozdani parenhim, Sto zajedno ukazuje da stabilnost KMB nije
promenjena nakon EOD. Kako A} moze da dovede do poremec¢aja KMB (Hartz et al., 2012),
odsustvo promena u propustljivosti pod EOD rezimom nije iznenadujuc¢e i moze se objasniti
odsustvom promena u nivou Af.

Intaktna tkivna homeostaza je izuzetno vazna da se odrzi optimalna funkcija nervnih
¢elija, koje su veoma osetljive 1 na najmanje promene okolne sredine. Mnoge ¢elije mozga,
kao 1 krvni sudovi, imaju upravo ulogu da obezbede neuronima odgovarajuce uslove za
njihovo funkcionisanje. Mikroglijske celije su jedne od prvih celija koje reaguju na
potencijalnu ,,opasnost”. Tranzicija od miruju¢e mikroglije do aktivirane je precizno
regulisana 1 izazvana razli¢itim egzogenim (npr. CD200, CX3CR1 and TREM?2) ili
endogenim signalima (npr. Runx-1, Irf8 1 Pu. 1) (Kierdorf and Prinz, 2013). U fizioloskim
uslovima, ¢ak 1 male promene ovih signala su dovoljne da izazovu fatalnu poremecanu
homeostazu mikroglijskih ¢elija i izazovu ozbiljnu patologiju CNS-a. Aktivacija egzogenim
signalima je posredovana receptorima na ¢elijskoj povrsini mikroglijske membrane. Vecina

molekula na povrsini mikroglije pripada familiji citokinskih receptora, receptora Cistaca (eng.
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scavenger) 1 receptora koji prepoznaju odredeni obrazac (eng. pattern recognition receptors,
PRPs), kao i hemokinski receptori koji prepoznaju pro-inflamatorne medijatore prilikom
inflamacije ili infekcije. Vecina ovih receptora vezuje ligande koji su sekretovani ili se
eksprimiraju na membrani zdravih neurona, i njihova aktivacija rezultuje u brzoj aktivaciji
,miryju¢e mikroglije* u pokretne celije koje dodatno doprinose postojec¢oj inflamaciji
(Kierdorf and Prinz, 2013). Jedino mali broj molekula tzv. ,,inhibitorni molekuli* na povrSini
mikroglije, nakon vezivanja za svoje ligande, ne dovode do pro-inflamatorne aktivacije
(Ransohoff and Perry, 2009). Endogeni signali koji kontroliSu aktivaciju mikroglije su
razliciti transkripcioni faktori koji imaju dodatne kljucne uloge u regulaciji diferencijacije
tokom embriogeneze. Vecina studija je zabalezila anti-inflamatorne efekte gladovanja (Fann
etal., 2014; Faris et al., 2012; Johnson et al., 2007; Lavin et al., 2011; Loncarevic-Vasiljkovic
et al., 2012; Shojaie et al., 2017; Vasconcelos et al., 2014). Nasi rezultati su takode pokazali
anti-inflamatorne efekte zabelezene smanjenom ekspresijom GFAP, markera astrocita u
korteksu ne-transgenih zivotinja nakon EOD. Medutim iznenaduju¢e, EOD rezim je
rezultovao u dodatnom izuzetnom porastu kortikalne inflamacije SXFAD miSeva. Neke
studije su zabelezile slicne efekte u modelu Poly(I:C) tretmana, gde je pokazano da
intermitentno gladovanje dovodi do jo$ viSe izrazene inflamacije i pogorSanja u ponasanju
C57BL6 miseva (Zenz et al., 2019), zatim da kalorijska restrikcija ima negativne efekte na
broj NK ¢elija kod miSeva 1 da stari miSevi imaju pojacan odgovor na tretman Poly (I:C),
poznat stimulator NK ¢elija (Weindruch et al., 1983).

Suprotstavljaju¢i rezultati su takode prijavljeni 1 za druge tipove FR, narocCito
povodom duzine zivota i kongitivnih deficita (Ingram and de Cabo, 2017; Sohal and Forster,
2014). Naime, pokazano je da je FR Stetna u veoma ranom ili veoma kasnom zivotnom dobu
(Cardoso et al., 2016; Forster et al., 2003; Todorovic et al., 2018), kao 1 da pol 1 ¢ak najmanje
geneticke razlike imaju znacajnu ulogu u dostizanju protektivnih efekata ¢ak i u okviru iste
vrste (Sohal et al., 2009). Postoje takode dokazi da FR moze da pogorsa toksi¢nost nekih
jedinjenja (Seki et al., 2000), smanji rezistenciju na infekciju (Gardner, 2005; Goldberg et
al., 2015; Kristan, 2018; Sun et al., 2001), kao 1 da oduZzi proces zarastanja rana (Hunt et al.,
2012). Brojni negativni efekti su takode zabelezeni kod ljudi koji praktikuju FR ukljucujuéi

smanjeni krvni pritisak, hormonalni disbalans, osteoporozu, izmenjenu osetljivost na hladno,
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gubitak snage i1 razvoj psiholoskih problema kao Sto su depresija 1 disforija (Dirks and
Leeuwenburgh, 2006), Sto implicira da FR fenomen ima selektivne, a ne univerzalne efekte.
Dodatno, FR moze vrlo lako da dovede do neuhranjenosti koja je zajedno sa
imunokompromitovanosti u direktnoj vezi sa povecanim rizikom od post-operativnih
komplikacija, rizikom od infekcije, 1 pove¢anim stepenom smrtnosti kod pacijenata (Thomas
et al., 2016; Waitzberg et al., 2001). Zbog toga, duzina, zivotno doba u kome se primenjuje 1
stepen striknosti FR su identifikovani kao glavni faktori koji odreduju finalni molekularni,
bihevioralni i funkcionalni ishod (Mattson et al., 2017; Sohal and Forster, 2014; Todorovic
et al., 2018).

Jedna studija je identifikovala intermitentno gladovanje kao povoljan stres (eng.
eustress) 1 pokazala da za razliku od nepovoljnog stresa (eng. distress), IF ima efekte u
smanjenju inflamacije indukovane distresom (Shojaie et al., 2017). Distres (u ovom slucaju
elektricni Sok) je, kao 1 IF znacajno povecao nivo kortikosterona (CORT) u krvnoj plazmi,
medutim, IF zajedno sa distresom je dovelo do znacCajnog smanjenja kortikosterona,
ukazujuci da se dve razliCite vrste stresa medusobno mogu neutralisati (Shojaie et al., 2017).
IF je dodatno dovela do smanjenja IL-6 1 TNF-a, proinflamatornih citokina koji mogu da
stimuliSu hipotalamo-hipofizno-adrenalnu osu (eng. hypothalamic-pituitary-adrenal axis,
HPA) 1 povecaju nivo CORT-a, koji dodatno doprinosi neuroinflamaciji i kognitivnim
poremecajima (Kelly et al., 2012). Fizicka aktivnost je jo§ jedan vid povoljnog stresa,
medutim, kratkotrajno vezbanje dovodi do povecanja CORT-a, dok hroni¢no vezbanje
dovodi do njegovog smanjenja, $to je vazno uzeti u obzir prilikom evaluacije povoljnih
efekata razlicitih stresora (Hare et al., 2014). U slucaju robustne patologije, kao $to je prisutna
u SXFAD miSevima, moguce je da povoljan stresor deluje kao negativan. Opisana studija je
jedan od primera hormezisa, teorije tolerancije restrikcije hrane (Calabrese and Mattson,
2017). Hormezis efekti restrikcije hrane, naroCito kao preventivne metode kod starenja i
patologije, obuhvataju sposobnost organizma da se navikne na blagi nivo stresa i tako
pripremi za veliki stres. U modelu izu¢avanom u ovoj tezi, koji ve¢ ima znacajnu patologiju
1 pre pocetka restrikcije hrane, princip hormeze verovatno nije bio mogu¢. SXFAD misevi su
u konstantnoj borbi sa postoje¢om patologijom, koja je izuzetno robustna, za Sta im treba vise

energije u poredenju sa ne-transgenim kontrolama. Naroc¢ito u danima kada hrana (i energija)
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nisu dostupni, postojece rezerve su limitirane da bi se ogranizam izborio sa patologijom.
Zbog toga, stres izazvan nedostatkom energije, dovodi do jo§ povecane inflamacije kao deo
imunskog odgovora na ve¢ postojece stresore. Slican odgovor imunskog sistema tokom IF je
1 ranije prijavljen u starenju, ali 1 u uslovima akutne inflamacije (Weindruch et al., 1983;
Zenz et al., 2019).

PredloZeno je da su povoljni efekti FR zavisni od metabolickog stanja organizma
(Sacher, 1977). Imbalans izmedu preuzimanja energije i potroSnje energije u uslovima
povecanih zahteva za energijom, mogu time da ogranice odrzavanje telesne homeostaze.
Negativni balans energije izazvan FR je asociran sa povecanom podloznosti bolestima
(Dorighello et al., 2014; Hamadeh et al., 2018). Hroni¢na inflamacija predstavlja jedan od
faktora koji su ukljuceni u kontrolu potroSnje energije. Aktivacija neuroinflamacije je jedan
od centralnih 1 klju¢nih koraka u patogenezi AB (Heneka et al., 2015), 1 naSi rezultati
pokazuju da EOD rezim dodatno promovise inflamaciju u mozgu 5XFAD miSeva. U
prethodnim istrazivanjima je naime pokazano da smanjena inflamacija moze imati povoljne
efekte na zdravlje neurona (Spangenberg et al., 2016) 1 da EOD utic¢e povoljno na ponaSanje
zivotinja (Halagappa et al., 2007), ¢ak 1 bez promene u broju plaka. U nasoj studiji EOD
izaziva povecanu inflamaciju, takode bez promene u broju plaka. Moguce je da inflamacija
deluje nezavisno na nekoliko signalnih puteva koji sinergisticki doprinose deficitima u
sinaptickoj plasti¢nosti i povredi neurona. Prethodne studije su pokazale da TNFa moze da
aktivira p38 MAPK signalnu transdukciju u mikrogliji ili drugim ¢elijama CNS-a (astrociti 1
neuroni), koja povratno aktivira p38 MAPK i otpustanje proinflamatornih citokina iz
mikroglije, formirajuc¢i pozitivnu povratnu spregu, Sto dalje doprinosi progresiji i ozbiljnosti
bolesti (Bachstetter and Van Eldik, 2010). Dodatno, aktivirana p38 MAPK moze direktno da
izazove sinapticku disfunkciju u AB (Lee and Kim, 2017). Imbalans u GABAergickim and
glutamatergi¢kim sinapsama moze takode da bude posledica neuroinflamacije (El-Ansary
and Al-Ayadhi, 2014), jer TNFa indukuje brzo i uporno smanjenje jacine inhibitornih sinapsi
(Pribiag and Stellwagen, 2013), i time reguliSe homeostazu nervnih mreza pogorsavajuci
ekscitotoksi¢no ostecenje rezultujuéi u nervnoj povredi (Stellwagen et al., 2005). Jos jedna
vazna komponenta inflamacije je nuklearni faktor kapa B (NFkB), i pokazano je da je NFkB

kljucni faktor uklju¢en u indukciju ekspresije EAAT2 i njegove transportne sposobnosti
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(Ghosh et al, 2011). Zbog toga, povecana ekspresija EAAT2 u S5XFAD-EOD
eksperimentalnoj grupi moze biti zbog povecanog inflamatornog odgovora. EOD je u ne-
transgenim SXFAD miSevima dovela do povecanja ekspresije sinaptickih markera, GAP43 1
PSD95, kao §to je bilo i ocekivano na osnovu prethodnih studija (Mladenovic Djordjevic et
al., 2010). Medutim, kod 5XFAD miSeva je dovela do drasti¢nog smanjenja u ovim, ali 1
drugim ispitanim pre- 1 post-sinaptickim markerima. Ne samo to, ve¢ je dovela i do gubitka
neurona i povecanja distroficnih neurita kod 6 meseci starih SXFAD zivotinja, koji na
normalnoj ishrani ve¢inom nemaju gubitak neurona (Eimer and Vassar, 2013).

Tacan mehanizam koji stoji iza povecane inflamacije i povrede neurona nakon EOD
je nepoznat. Da bi se objasnilo povecanje ve¢ postojece inflamacije kod SXFAD miSeva,
buduce studije bi trebalo da ispitaju vaznu kariku koja povezuje dijetalnu restrikciju sa
neuroinflamacijom, tj. da odgovore na pitanje kako EOD signalizira imunskom sistemu da
se aktivira. Jedan od mehanizama moze da ukljucuje nivo grelina i leptina u cirkulaciji
(Demas and Sakaria, 2005; Dixit et al., 2004), ali i CORT. Povecana inflamacija zatim moze
da deluje na smanjenje nivoa neurotrofi¢kih faktora koji su kljucni za mozdanu plasti¢nost
kao Sto je BDNF (Zhang et al., 2016), i da ovo redukuje interakciju sa njegovim TrkB
receptorom. Pokazano je da disfunkcionalni TrkB pogorSava memoriju bez uticaja na -
amiloidozu, ali pogorSava i procese koji su AB-zavisni Sto ukljucuje deficijentne CREB- 1
Akt-posredovane signalizacije i povecanje NMDAR2B nivoa (Devi and Ohno, 2015). Dalje
je moguce da EOD utice na oksidativni stres, hormonski imbalans, promene u mozdanom
protoku krvi ili modifikujuéi postojec¢i mikrobiom u gastrointestinalnom traktu, ali dodatna
istrazivanja su neophodna da bi se testirale ove hipoteze.

Nasi rezultati po prvi put pokazuju u zivotinjskom modelu da EOD ima nepovoljne
efekte u korteksu 5XFAD miSeva, Sto je suprotno od Siroko prihvacenih, prethodno
objavljenih studija, koje su pokazale protektivne efekte dijetalne restrikcije na neurone i
sinapse tokom starenja (Guo et al., 2000; Mladenovic Djordjevic et al., 2010), ali 1 od naSih
rezultata sa ne-transgenim Zzivotinjama. lako uzro¢no-posledi¢na veza izmedu EOD 1
progresije bolesti se ne moze utvrditi na osnovu ove studije, rezultati sugeriSu sledece: najpre
da 5XFAD misji model mozda nije najbolji model za studiranje EOD-a, jer samo u nekoliko

aspekata imitira AB kod ljudi, a brzina kojom se razvija amiloidna patologija svakako nije
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jedan od njih; i dodatno, da odluku o koris¢enju EOD kod pacijenata AB treba pazljivo
doneti. Kako je vec¢ istaknuto, nekoliko faktora doprinose riziku razvoja kasnog oblika AB,
ukljucujuci starenje, geneticke faktore (narocito APOEe4 alel), porodi¢nu istoriju, povredu
glave, hipertenziju u srednjem dobu, gojaznost, dijabetes 1 hiperholesterolemiju (Bendlin et
al., 2010; Nelson et al., 2016). Nekoliko studija su pokazale da su izvesni dijetalni i faktori
zivotnog stila, ukljucujuéi unos zasi¢enih masti, vitamina E 1 fizicka aktivnost asocirani sa
smanjenim rizikom od AB, sugeriSuci da preventivne strategije mogu biti primenjene za ove
faktore. Nazalost, nau¢ni dokazi su nekompletni. Buduce studje efekata EOD na AB
patologiju su neophodne da bi se odredio stepen EOD-a, trajanje, starosno doba kada se
zapocinje, kao 1 upotreba pre ili nakon pojave simptoma, da bi se postiglo optimalno zdravlje,
promovisala nervna rezistencija na povredu i smanjilo oSte¢enje mozga, kao 1 da bi osobe sa
rizikom od nastanka AB imale mogu¢nost da donesu odluku o dijetalnim 1 drugim faktorima
zivotnog stila baziraju¢i se na dokazima koji su im dostupni, ¢ak i kada nauc¢ni konsenzus

nije postignut (Barnard et al., 2014).
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6. ZAKLJUCAK

Ova doktorska disertacija je pruzila dublji uvid u znacaj fizioloski adekvatne strukture

1 funkcije KMB, koja je naruSena u mnogim bolestima 1 patoloSkim stanjima, kao i kod

pacijenata i zivotinjskih modela AB. Pokazano je dalje da PICALM, pored opste uloge u

regulaciji endocitoze, u endotelnim celijama i1 neuronima ima naizlged odvojene uloge, u

endotelnim ¢elijama ima ulogu u izbacivanju AP, dok u neuronima ima ulogu u odrzavanju

homeostaze, a da gubitak PICALM-a iz neurona uti¢e negativno na kognitivne sposobnosti.

Zatim je pokazano da restrikcija hrane tipa intermitentne ishrane moze da ima negativne

efekte 1 da pogorsava patologiju AB. Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj tezi, mogu se

izvesti sledeci specificni zakljucci:

1.

Geneticke mutacije ili heterozigotni gubitak PDGFRP receptora dovode do
smanjenja broja pericita koji prekrivaju kapilare KMB mozga. Gubitak pericita kod
Zivotinja koje nose 7 mutacija u PDGFR receptoru, Pdgfif77*7, je veéih razmera nego
kod zivotinja koje imaju heterozigotni gubitak PDGFRP receptora, kao §to su Pdgfi™

Zivotinje.

Periciti imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju fizioloSke homeostaze mozga i njihov
gubitak dovodi do poremecaja u nekim motorickim i kognitivhim testovima

ponasanja.

2a. Gubitak pericita ne dovodi do promena na testu otvorenog polja koji meri opStu
pokretljivost, aktivnost i anksioznost, kao ni na senzorimotornim testovima, kao Sto su

hodanje po gredi i uklanjanje adheziva kod 5-7 meseci starih Pdgfipt""”.

2b. Gubitak pericita kod 5-7 meseci starih Pdgfi”F” miseva dovodi do deficita u rotarod

testu Cetvrtog dana testiranja.

2c. PdgfrBF7F7 miSevi starosti 3-4 1 9-12 meseci pokazuju deficite u testu tréanja na

kompleksnom to¢ku, za razliku od Pdgfif*”F” miSeva starosti 4-6 nedelja. Pdgfipt""”
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misSevi ne pokazuju deficite u testu tr€anja na obicnom tocku ni u jednoj ispitanoj

starosnoj grupi.

2d. PdgfirS77F7 miSevi starosti 3-4 meseca prave znacajno vise greSaka u odabiru kraka u
radijalnom lavirintu i time pokazuju deficite u testu prostorne memorije ve¢ sedmog dana

testiranja.

2e. PdgfrpF”f7 misevi starosti 5-7 meseci ne pokazuju deficite u memoriji 24 h nakon
izlaganja elektricnom Soku u testu kontekstualnog uslovljavanja straha, medutim
pokazuju blage ali znacajne deficite u memoriji dve nedelje nakon izlaganja elektricnom

Soku.

Gubitak pericita dovodi do gubitka bele mase. Kod Pdgfi877F7 zivotinja dovodi do
stanjivanja corpus callosum-a ve¢ od 3-4 meseca starosti i do znaCajnog smanjenja
ekpsresije mijelin baznog proteina i SMI312, markera neurofilamenata. Pad ekspresije
MBP i SMI312 je dodatno izraZen u starijoj grupi Pdgfrf”F7 zivotinja od 9-12 meseci
starosti. Promena u ekspresiji MBP 1 SMI312 proteina nije zabeleZen kod Zivotinja starih

4-6- nedelja.

Akutni gubitak pericita kod adultnih Zivotinja ima negativne posledice na mozdanu

homeostazu.

4a. Strategija duplog promotora Pdgfir i Cspg4, zajedno sa ekspresijom iDTR receptora
1 tretmana sa DT, omogucava akutnu i specifi¢nu deleciju pericita, koja se detektuje vec

treceg dana tokom administracije DT.

4b. Akutni gubitak pericita dovodi do gubitka neurita i smrti neurona u korteksu 1

hipokampusu 15 dana nakon DT-a kod Pericit-Cre miSeva.

4c. Akutni gubitak pericita 15 dana nakon DT-a dovodi do problema u kratkotrajnoj

memoriji detektovanoj testom prepoznavanja lokacije novog objekta i dugotrajnoj
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memoriji u testu kontekstualnog uslovljavanja straha 24 h nakon izlaganja elektri¢nom

Soku.

4d. iDTR nije eksprimiran bez prisustva Cre rekombinaze 1 tretman miseva koji nose
iDTR toksinom difterije ne dovodi do smrti pericita i time ne dovodi do promena u

krvnim sudovima, broju neurona i ponasanju.

Transgeni modeli AB imaju povecanu propustljivost KMB i funkcionalne

poremecaje pre gubitka neurona.

Sa. Tg2576 miSevi starosti 12-13 meseci 1 25-28 meseci 1 3xTg misevi starosti 18-20
meseci sadrze visi nivo IgG u mozdanom parenhimu u poredenju sa njihovim ne-

transgenim kontrolama.

5b. 5XFAD miSevi 6-7 meseci starosti imaju naruSenu KMB, §to je pokazano curenjem
fibrinogena 1 IgG-a izvan krvnih sudova u mozdani parenhim, kao i smanjenom
ekspresijom 1 PDGFR receptora u ukupnom kortikalnom homogenatu i smanjenoj
prekrivenosti kapilara pericitima. Zabelezena je 1 akumulacija hemosiderina u korteksu

ovih Zivotinja, takode ukazujuci na povecanu propustljivost KMB.

5c. 5XFAD misevi 7 meseci starosti pokazuju deficite u funkcionalnim testovima kao §to
je mozdani protok krvi i nekim od testova ponasanja. Ove zivotinje ne pokazuju deficite
u testu iskopavanja peleta, ali imaju deficite u pravljenju gnezda i testu zakopavanja
klikera, ukazuju¢i na delimi¢ne probleme u svakodnevnom ponaSanju karakteristi¢nom
za vrstu. Ove zivotinje takode pokazuju probleme u memoriji u testovima prepoznavanja

nove lokacije objekta 1 kontekstualnog uslovljavanja straha.

PICALM protein ima zna¢ajnu ulogu u endotelnim ¢éelijama KMB u eliminaciji AP

i odrzanju homeostaze neurona.
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6a. Povecana ekspresija PICALM-a u endotelnim ¢elijama KMB pomoc¢u farmakoloSkog
agensa, T-65, dovodi do smanjenja koli¢ine A3 u mozdanom parenhimu, kao i u zidovima

krvnih sudova kod 5 meseci starih Picalm™*~; 5XFAD miSeva.

6b. Povecanje ekspresije PICALM-a kod 5 meseci starih Picalm™; SXFAD miSeva

nakon tretmana sa T-65 dovodi do smanjene propustljivosti KMB.

6¢. Gubitak PICALM proteina specifi¢no iz endotela krvnih sudova kod Picalm!",
Cadh-Cre; 5XFAD zivotinja onemogucava dejstvo supstance T-65, pri ¢emu nakon
tretmana sa T-65 ne dolazi do promena u zastupljenosti A} u mozdanom parenhimu 1

zidovima krvnih sudova.

6d. Specifi¢na delecija egzona 2 Picalm gena dovodi do gubitka PICALM-a iz Camk2a-
pozitivnih neurona i dovodi do smanjenja broja nervnih ¢elija i njihovih nastavaka u
hipokampusu, kao i do problema u memoriji i u testovima prepoznavanje novog objekta,

nove lokacije objekta 1 kontekstualno uslovljavanje straha.

. EOD restriktivni reZim primenjen kao preventivni tretman u prodromalnoj fazi AB
ima nepovoljne posledice na patologiju AB kod Zenki SXFAD miSeva starosti 6

meseci.

7a. EOD nije doveo do promene broja amiloidnih plaka ni zastupljenosti ukupnog A342
u korteksu i hipokampusu, kao ni do promena u prekrivenosti kapilara pericitima,
zastupljenosti proteina PDGFRP, kao ni u nivou IgG u mozdanom kortikalnom

parenhimu.
7b. EOD rezim je rezultovao u povecanju kortikalne inflamacije koja se ogleda u

povecanju ekspresije glijskih markera GFAP 1 Ibal, kao 1 ekspresije pro-inflamatornog

TNFa 1 p38 MAPK.
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7c. EOD rezim je doveo do pada ekspresije markera sinapticke plasticnosti GAP43,
PSDO95, sinaptofizina i aducina, kao i do gubitka nervnih ¢elija i poveéanog broja

distrofi¢nih neurita.
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