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ISPITIVANJE POREMECAJA NEUROGENEZE U SUBGRANULARNOJ ZONI
HIPOKAMPUSA NA MISJEM MODELU ALCHAJMEROVE BOLESTI

Sazetak

Alchajmerova bolest je progresivno neurodegenerativno oboljenje i najce$¢i uzrok
demencije kod starijih osoba, sa prevalencom dva puta ve¢om u zenskoj populaciji.
Jedna od struktura koje najranije bivaju zahvacene patohistoloSkim promenama u AB je
hipokampus, deo limbi¢kog sistema koji ima vaznu ulogu u procesima ucenja i
formiranja memorije. Nova istrazivanja potvrdila su da se i kod ljudi u subgranularnoj
zoni hipokampusa aktivno odvija proces neurogeneze u adultnom periodu. Imaju¢i u
vidu ¢injenicu da novostvoreni neuroni imaju ulogu u procesima ucenja i pamcenja,
odnosno da uti¢u na oblikovanje kognicije i ponaSanje individue, smatra se da se
kognitivni deficit 1 gubitak pamcenja kod neurodegenerativnih oboljenja moze delom
pripisati poremecenoj neurogenezi na nivou subgranularne zone hipokampusa.
Istrazivanja procesa i dinamike adultne neurogeneze u hipokampusu zivotinja ili osoba
obolelih od Alchajmerove bolesti su dala kontradiktorne rezultate. U zavisnosti od
eksperimentalnih uslova, kao §to su zivotinjski model Alchajmerove bolesti, starost i
pol zivotinje, kao i markeri kojima se analiziraju celijski procesi, rezultati su ukazali
kako na smanjenje, tako i na nepromenjen ili ¢ak poveéan obim neurogeneze kod
animalnih modela i kod pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti. Dosadasnja
istrazivanja ukazuju na vaznu ulogu ¢lanova SOXB grupe transkripcionih faktora u
brojnim ¢elijskim procesima uklju¢enim u neurogenezu tokom embrionalnog i adultnog
perioda razvoja, kao $to su odrzavanje multipotentnosti, proliferacije i diferencijacije
neuralnih mati¢nih/prekursornih ¢elija. Pored SOXB transkripcionih faktora odredeni
neurotroficki faktori, kao $to je neurotroficki faktor poreklom iz mozga (BDNF), utic¢u
na procese proliferacije 1 diferencijacije neuralnih mati¢nih/prekursornih celija.
Medutim, tacna uloga ovih faktora u nastanku razli¢itih neurorazvojnih i
neurodegenerativnih poremecaja nije dovoljno razjasnjena. Imajuéi u vidu navedeno,
cilj ove studije bio je da se utvrdi obrazac uzrasno-zavisnih promena u ekspresiji SOXB

transkripcionih faktora u okviru procesa adultne neurogeneze kod jedinki muskog i



zenskog pola, kao i da se ispitaju promene u ekspresiji SOXB transkripcionih faktora

kod 5xFAD misjeg modela Alchajmerove bolesti oba pola i razliCite starosti.

Za potrebe ovog istrazivanja koriS¢eni su SxFAD transgeni miSevi i1 njihove
odgovarajuce kontrole, netransgeni miSevi. 5XFAD miSevi koeksprimiraju pet mutacija
koje su karateristi¢ne za familijarni oblik Alchajmerove bolesti. U istrazivanje su bila
ukljuCena 72 misa razliCitog genotipa, pola i starosti (6, 8 i 16 nedelja). Nakon
Zrtvovanja zivotinja odgovarajuc¢eg uzrasta, hipokampusi su izolovani za potrebe
histohemijskih, imunohistohemijskih, kao i analize nivoa proteina razli¢itih markera
zrelih neurona, Celijske proliferacije, neurogeneze, neuralnih mati¢nih ¢éelija i sinapticke

plasti¢nosti (NeuN, Ki-67, PCNA, DCX, SOX1, SOX2, SOX21, BDNF).

Imunohistohemijske analize pokazale su da se ukupan broj granularnih neurona u
dentatnom girusu hipokampusa analiziranih zivotinja ne menja sa starenjem. Takode,
rezultati su pokazali da je proliferativni kapacitet unutar subgranularne zone
hipokampusa ujednacen kod jedinki oba genotipa i pola starosti 6 i 8 nedelja dok se kod
Zivotinja starosti 16 nedelja detektuje znacajan pad. Pokazano je takode da je kod
5xFAD transgenih muzjaka starih 8 nedelja broj mladih novostvorenih neurona manji
nego kod kontrolnih Zivotinja. Promene u broju mladih novostvorenih neurona izmedu
transgenih i netransgenih muzjaka, nisu detektovane kod miseva starih 6 i 16 nedelja.
Kod jedinki oba pola i genotipa detektovan je zna¢ajan pad u broju nezrelih neurona sa
starenjem. Polne razlike u morfologiji DCX pozitivnih ¢elija, u korist klase I kod
muzjaka, a klase II kod Zenki detektovane su kod zivotinja starih 8 nedelja. Celije u
stadijumu proliferacije bile su imunoreaktivne i na SOX1 i SOX2 transkripcione
faktore, dok je u malom broju novoformiranih neurona detektovana ekspresija SOX1
transkripcionog faktora. Broj celija koje eksprimiraju SOX1, SOX2 i SOX21 protein
znacajno se smanjuje kod svih Zivotinja tokom starenja i time prati pad u broju
novoformiranih DCX pozitivnih neurona. U okviru ispitivanih ¢lanova SOXB familije,
pad u broju SOX21 imunohistohemijski obelezenih ¢elija subgranularne zone utvrden je
kod transgenih muzjaka starosti 8 i 16 nedelja. Sa druge strane, imunoblot analiza
sugerise da je ukupna koli¢ina BDNF proteina u hipokampusu bila niza kod transgenih
muzjaka starih 6 nedelja u odnosu na njihove netransgene kontrole, dok u ostalim

analiziranim grupama nisu uocene promene u nivou BDNF proteina.



Na osnovu rezultata ovih istrazivanja izvedeno je nekoliko zakljucaka. Proliferativni
kapacitet, broj novoformiranih, nezrelih neurona i broj SOX1, SOX2 i SOX21
imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa smanjuje se tokom starenja
kako kod netransgenih, tako i kod transgenih jedinki oba pola. Uo¢ene promene ne uticu
znacajno na ukupan broj granularnih neurona u dentatnom girusu kod ovih Zivotinja.
Broj novoformiranih neurona je znacajno smanjen kod Tg muzjaka u odnosu na
kontrole, dok kod zenki ove promene nisu detektovane uprkos smanjenom broju Celija
koje eksprimiraju SOXB transkripcione faktore. Razlike u morfoloskim
karakteristikama DCX pozitivnih ¢elija uoCavaju se izmedu muzjaka i zenki, na osnovu
Cega se moze pretpostaviti da izvesni polno-specifi¢ni faktori imaju uticaj kako na sam
proces neurogeneze, tako i na kompenzatornu reakciju neurogene niSe kojom se
spreCava propadanje ili produzava prezivljavanje DCX pozitivnih Ccelija u

subgranularnoj zoni Zenki SXxFAD miSeva.

Zakljucci ovog istrazivanja ukazuju na dinamic¢nost procesa adultne neurogeneze, ¢ime
se otvara polje za veliki broj daljih istrazivanja u kojima bi se ispitivala ekspresija SOX
transkripcionih faktora tokom razli¢itih perioda bolesti, ali i u drugim zivotinjskim
modelima AB. Potrebna su i dodatna istrazivanja koja bi ispitala molekularne
mehanizme koji uticu na kontrolu SOXB transkripcionih faktora, a samim tim i na ceo

proces adultne neurogeneze.

Kljuéne reci: Familijarna Alchajmerova bolest, 5XxFAD miSevi, neurogeneza,

proliferacija, neuralna diferencijacija, SOXB transkripcioni faktori
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ANALYSIS OF NEUROGENESIS ALTERATIONS IN THE SUBGRANULAR
ZONE OF THE HIPPOCAMPUS IN A MOUSE MODEL OF ALZHEIMER’S
DISEASE

Abstract

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disease and the most common
cause of dementia in the elderly, with a prevalence of two times higher in the female
population. One of the earliest affected structures by pathohistological changes in AB is
the hippocampus, a part of the limbic system that plays an important role in the
processes of learning and memory formation. New research has confirmed that even in
humans the neurogenesis process actively occurs through the adult period in the
subgranular zone of the hippocampus. Bearing in mind the fact that newly created
neurons play a role in the processes of learning and memory, affecting the cognition and
behavior of an individual, cognitive deficit and memory loss in neurodegenerative
diseases can be partly attributed to altered neurogenesis at the level of the hippocampal
subgranular zone. Analysis of the adult neurogenesis processes in the hippocampus of
animals or persons suffering from Alzheimer's disease have resulted in contradictory
data. Depending on experimental conditions, such as the Alzheimer's animal model, age
and sex, as well as the markers used to analyze the neurogenesis, the results indicated
both a decrease, unchanged or even increased levels of neurogenesis both in animal
models, and even in patients suffering from Alzheimer's disease in smaller number of
studies. Previous results indicate the important role of members of the SOXB group of
transcription factors in numerous cellular processes involved in neurogenesis during
embryonic and adult developmental periods, such as the maintenance of multipotency,
proliferation and differentiation of neural stem/precursor cells. In addition to SOXB
transcription factors, certain neurotrophic factors, such as the brain derived neurotrophic
factor (BDNF), affect the processes of proliferation and differentiation of neural
stem/precursor cells. However, the exact role of these factors in the patogenesis of
various neurodevelopmental and neurodegenerative disorders is not sufficiently
clarified. Bearing in mind the above, the aim of this study was to determine the pattern
of age-dependent changes in the expression of SOXB transcription factors within the



adult neurogenesis process in male and female individuals and to examine the changes
in the expression of SOXB transcription factors in the 5XxFAD mouse model of

Alzheimer's disease of both sexes and different ages.

For the purpose of this study, 5XxFAD transgenic mice and their corresponding controls,
non-transgenic mice were used. 5XFAD mice coexpress five mutations that are charac-
teristic for familial Alzheimer’s disease. 72 mice of different genotypes, sex and age (6,
8 and 16 weeks) were included in the study. After sacrificing the animals at the
appropriate  age, their hippocampuses were isolated for histochemical,
immunohistochemical and protein level analysis of different markers of mature neurons,
cell proliferation, neurogenesis, neural stem cells, and synaptic plasticity (NeuN, Ki-67,
PCNA, DCX , SOX1, SOX2, SOX21, BDNF).

Immunohistochemical analysis have shown that the total number of granule neurons in
the dentate gyrus of the hippocampus does not change with aging, and that the
proliferative capacity within the subgranular zone of the hippocampus is uniform in
animals of both genotypes, aged 6 and 8 weeks. A significant decline in the proliferative
capacity within the hippocampal subgranular zone was seen in animals aged 16 weeks
when compared to animals aged 6 and 8 weeks. Also, in 5XFAD transgenic males aged
8 weeks the number of newly created neurons is lower than in control animals of the
same age. Changes in the number of newly created neurons between transgenic and
non-transgenic males have not been detected in mice aged 6 and 16 weeks. In animals
of both genders and genotypes, a significant decrease in the number of immature
neurons with aging was detected. Gender differences in the morphology of DCX-
positive cells, such as the predominance of class I cells in males, and class Il in females
were detected in animals aged 8 weeks. Proliferative cells were immunoreactive for
both SOX1 and SOX2 transcription factors, while a small number of newly formed
neurons were positive for the SOX1 transcription factor. The number of cells expressing
SOX1, SOX2, and SOX21 proteins significantly decreases in all animals during aging,
and thus follows the decline in the number of newly formed DCX-positive neurons.
Within the investigated members of the SOXB family, a decrease in the number of
SOX21 immunohistochemically labeled cells in the subgranular zone was detected in

transgenic males aged 8 and 16 weeks. On the other hand, the imunoblot analysis



suggested that the total amount of BDNF protein in the hippocampus was significantly
lower in transgenic males aged 6 weeks compared to their non-transgenic controls,
while in other analyzed groups no changes were observed in the levels of BDNF

protein.

Based on the above mentioned results, the following conclusions can be made. The first
Is that the proliferative capacity, the number of newly formed, immature neurons, and
the number of SOX1, SOX2 and SOX21 immunoreactive cells in the hippocampal
subgranular zone decrease with aging, and that these changes are present both in non-
transgenic and transgenic animals of both genders. The observed changes do not
significantly affect the total number of granular neurons in the dentate gyrus. Bearing in
mind the fact that the early alteration of neurogenesis occurs only in males, it can also
be concluded that in female animals there are no changes in the number of newly
formed neurons despite the reduced expression of SOXB transcription factors. The
differences are, however, detected in the morphological characteristics of DCX-positive
cells between males and females, which suggests that certain gender-specific factors
have an impact both on the neurogenesis process itself and on the compensatory
reaction of the neurogenic niche which aims to prevent the deterioration or to prolong

the survival of DCX-positive cells in subgranular zone of female 5xFAD mice.

The conclusions of this study indicate that the adult neurogenesis process is extremely
dynamic and thus present a big unexplored area for a large number of further studies,
such as the analysis of the expression of SOX transcription factors in different time
periods, but also in other Alzheimer's disease models. Further research is needed to
investigate the molecular mechanisms that influence the control of SOXB transcription

factors and, consequently, the entire process of adult neurogenesis.

Key words: Familial Alzheimer's disease, 5XFAD mice, neurogenesis, proliferation,

neural differentiation, SOXB transcription factors
Scientific field: Medicine
Specific scientific field: Molecular medicine
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1. UVOD



Uvod

1.1. Alchajmerova bolest

Alzhajmerova bolest (AB) je naj¢esc¢e neurodegenerativno oboljenje na svetu i najcesci
uzrok demencije kod starih osoba. Prema zvani¢nim podacima iz 2015. godine, od
nekog oblika demencije bolovalo je 46,8 miliona ljudi Sirom sveta. Procenjeno je,
takode, da ¢e se ovaj broj obolelih duplirati na skoro svakih 20 godina, tako da se
sredinom ovoga veka moze oc¢ekivati preko 130 miliona ljudi obolelih od demencije
(Prince i saradnici, 2016). O znacaju ovog oboljenja najbolje govori podatak da se na
svakih 66 sekundi u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama javi jedan novi slucaj AB, pri
¢emu je broj obolelih u ovoj drzavi procenjen na preko 5,5 miliona ljudi. Pored
medicinskog znacaja, ova neizleciva bolest sa sobom nosi i velike ekonomske troskove.
Pretpostavlja se da su u 2018. godini ukupni troSkovi prouzrokovani demencijama Sirom
sveta iznosili preko bilion dolara (Wimo i saradnici, 2017). S obzirom na prethodne
epidemioloske podatke, jasno je zaSto se istrazivanja na polju AB odvijaju velikom
brzinom i to kako sa klinickog, tako i sa pretklinickog, odnosno eksperimentalnog
aspekta. Laboratorijska istrazivanja imaju ogroman znacaj u otkrivanju molekularnih
mehanizama ukljuéenih u nastanak AB, s obzirom da se definitivha dijagnoza ovog
oboljenja i dalje jedino i isklju¢ivo moZe postaviti postmortalnom patohistoloskom

analizom tkiva mozga (Castellani i saradnici, 2010).

Promene na celijskom i molekularnom nivou odgovorne Su za klini¢ku sliku AB, u
kojoj postoje rani (poremecaj pamcenja, apatija i depresija) i kasni simptomi i znaci
(dezorijentisanost, poremecaj govora, rasudivanja, ponasanja, hodanja i gutanja) (Prince
i saradnici, 2016). Glavni histopatoloski nalaz podrazumeva promene koje se mogu
detektovati na mikroskopskom nivou, a to su neurofibrilarne petlje i amiloidni plakovi.
Neurofibrilarne petlje predstavljaju abnormalne nakupine patoloski fosforilisanog tau
proteina unutar citoplazme neurona, dok se senilni plakovi sastoje od ekstracelularno
natalozenog amiloidnog beta (AB) peptida, oko koga se nepravilno grupiSu neuriti,
odnosno aksoni i dendriti neurona (Perl, 2010). Histoloska evaluacija mozdanih ise¢aka
i pronalazak ovih karakteristiénih morfoloskih abnormalnosti je i dalje jedini nacin za

postavljanje definitivne dijagnoze AB.



Uvod

1.2. Patogeneza Alchajmerove bolesti

Iako je AB opisana jo§ 1906. godine od strane Alojza Alchajmera (Maurer i saradnici,
1997), mehanizam nastanka oboljenja, kao i uzroci koji dovode do nastanka ovog
najéeSéeg tipa demencije i dalje nisu poznati. Brojna otkri¢a u bazi¢nim istrazivanjima
na polju neuronauka, omogucila su istrazivac¢ima da steknu bolji uvid u patogenezu AB
1 da postave brojne hipoteze o nacinu nastanka karakteristicnih patoloskih lezija koje se
mogu prona¢i u ovom oboljenju. Medu najvaznijim hipotezama su holinergicka
hipoteza i hipoteze koje uzimaju u obzir povezanost oboljenja sa odredenim genotipom
apolipoproteina E (apoE), hiperfosforilacijom citokseletnih proteina, oksidativnim
stresom, poremecajima celijskog ciklusa, inflamacijom i abnormalnim metabolizmom
AP peptida. Od navedenih hipoteza smatra se da amiloidna hipoteza, tj. nakupljanje
senilnih amiloidnih plakova u ekstracelularnom prostoru, predstavlja najvazniji
mehanizam koji dovodi do nastanka AB (Dong i saradnici, 2012). Ipak, nijedna od
navedenih hipoteza sama po sebi ne moze da objasni sve molekularne, patoloske i

klinicke promene koje se javljaju kod pacijenata obolelih od AB.

Peptid AP nastaje kao produkt proteolitiCkog cepanja amiloidnog beta prekursorskog
proteina (ABPP; APP). APP je integralni membranski glikoprotein eksprimiran unutar
centralnog nervnog sistema, kodiran od strane APP gena na hromozomu 21. Ta¢na
funkcija samog proteina u fizioloSkim uslovima 1 dalje nije u potpunosti poznata.
Eksperimentalna istrazivanja na Celijskim kulturama neurona hipokampusa pokazala su
da ovaj protein ima vaznu ulogu u normalnom formiranju sinapsi (Priller i saradnici,
2006), kao i da se njegova ekspresija povecava u uslovima celijskog stresa (Sanabria-
Castro i saradnici, 2017). Misevi kod kojih postoji deficit ovog proteina pokazuju
poremecaje u funkcionisanju neuromi$i¢nih sinapsi (Wang i saradnici, 2005), dok
prekomerna ekspresija ovog proteina povecava sinapticku plasticnost 1 prostornu

memoriju kod miseva (Dong i saradnici, 2012; Ma i saradnici, 2007).

Proteoliticka obrada APP-a moze se odigrati na razli¢ite nacine, dejstvom enzima a-
sekretaze, B-sekretaze i y-sekretaze (Slika 1). Neamiloidni put obrade podrazumeva
aktivnost enzima a-sekretaze, koja ne dovodi do produkcije toksi¢nog AP. Cepanje
APP-a pod dejstvom [B-sekretaze, a zatim i y-sekretaze je od patoloskog znacaja jer

dovodi do generisanja AP peptida koji mogu biti razlic¢itih duzina, od 38 do 43 amino-
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kiseline (Dong i saradnici, 2012). Najzastupljeniji su peptidi od 40 ili 42 amino-kiseline
(APB40 i AB42), pri cemu AP42 predstavlja dominantnu i toksi¢niju formu peptida koja
se talozi unutar plakova zbog svoje brze fibrilarizacije i nerastvorljivosti (Serrano-Pozo
i saradnici, 2011). Glavna forma B-sekretaze je enzim BACE1 (eng. beta-site APP
cleaving enzyme 1; enzim 1 koji cepa APP na beta lokaciji) koji cepaju¢i APP formira
jednu rastvorljivu varijantu proteina koja se oznacava kao SAPP, kao i duzi fragment
pod nazivom C99 (Swerdlow, 2007). Kompleks y-sekretaze je neophodan za kona¢no
obrazovanje AP peptida, a sastavljen je od 4 subjedinice, od kojih poseban znac¢aj imaju
proteini presenilin-1 (PSEN1) i presenilin-2 (PSEN2) koji su kodirani od strane PSEN1
I PSEN2 gena lociranih na hromozomima 14 i 1.

Tau fosforilacija

Disfunkcija
mitohondrija

%-.. liqomerizaciia —> Amiloidni plak | Homeostaza
..... ABPP Oligomerizacija P

B-sekretaza
Sinapticke promene

Kognitivno ostecenje

BACE P‘EN‘_Z Presenilin

Fala)

) VU
> U \Nicastrin
|

y-sekretaza

Slika 1. Proces nastanka toksi¢nog amiloida beta (AP) cepanjem amiloidnog-beta
prekursorskog proteina. Na slici su prikazane faze u procesu obrade ABPP i nastanka
AP, kao i enzimi ukljueni u ovaj proces. a — ozna¢ava mesto dejstva a-sekretaze koja
ne dovodi do produkcije toksi¢nog AP, tj. pripada neamiloidnom putu obrade ABPP; v i
€ — mesto dejstva y-sekretaze, ¢ime nastaju AB40 i AB42, kao i ABPP intracelularni
domen (eng. APP intracellular domain, AICD). Formiranje A, njegova oligomerizacija
i stvaranje plakova idukuju brojne toksi¢ne efekte koji ucestvuju u patogenezi AB.
Skracenice: BACE — eng. beta-site APP cleaving enzyme; enzim koji cepa APP na beta
lokaciji; PEN-2 — eng. PS-enchancer 2; PS pojaciva¢ 2; APH-1 — eng. anterior pharynx
defensive phenotype 1; odbrambeni fenotip 1 prednjeg farinksa. Preuzeto i
modifikovano iz: Sanabria-Castro i saradnici. Ann Neurosci. 2017;24(1):46-54.

Mutacije u navedenim genima, a pre svega u genu za PSEN1, odgovorne su za preko
90% slucajeva AB sa ranim pocetkom (eng. early-onset Alzheimer’s disease), koja

moze biti sporadi¢na ili familijarna (eng. Familial Alzheimer’s disease, FAD), a kod
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koje simptomi bolesti po¢inju pre 65. godine zivota (Bagyinszky i saradnici, 2014).
Prema podacima iz 2017. godine, prijavljeno je preko 220 razli¢itih mutacija u PSEN1
genu, dok su mutacije u PSEN2 genu dosta rede i opisano ih je ukupno 19 (Lanoiselée i
saradnici, 2017). Zajedno sa mutacijama u genu za APP kojih je opisano vise od 30, ovi
geni predstavljaju glavne uzro¢nike kod AB sa ranim pocetkom. Iako je broj pacijenata
sa familijarnom formom AB mali, znac¢aj ovih mutacija lezi u tome §to su one

upotrebljene za formiranje velikog broja razli¢itih animalnih modela AB.

Iz prethodno navedenog jasno je da sama amiloidna hipoteza nije dovoljna da objasni
sve promene koje se dogadaju u sklopu AB. Drugi vazan protein koji se navodi kao jos
jedan od glavnih uzro¢nika u etiopatogenezi AB je tau protien. Ovaj protein u
fizioloskim uslovima ucestvuje u stabilizaciji mikrotubula, ¢elijskih struktura koje su
veoma bitne u procesu rasta neuronskih produzetaka i aksonskog transporta (Guo i
saradnici, 2017). U AB je utvrdeno prisustvo hiperfosforilisanog tau proteina koji
remeti njegovu normalnu funkciju i na posletku dovodi do formiranja druge
karakteristicne mikroskopske lezije u sklopu ove bolesti koja je oznacena kao
neurofibrilarna petlja. Da tau protein ima vaznu ulogu u nastanku AB govori i podatak
da tau, sli¢no prionskom proteinu, ima sposobnost da izvrsi konverziju normalnog tau
proteina u abnormalnu formu. Na ovaj nadin je ¢ak i mala koli¢ina mutiranog tau
proteina sposobna da transmisijom od jednog do drugog neurona indukuje
neurodegeneraciju i nastanak bolesti (Kametani i Hasegawa, 2018). Medutim, brojna
eksperimentalna istrazivanja pokazala su da promene na ovom proteinu nastaju i kao
posledica stvaranja AP, a §to je dugi niz godina AP i celu amiloidnu hipotezu o nastanku
oboljenja stavljalo u sam centar istrazivanja (Sanabria-Castro i saradnici, 2017). Prema
ovoj hipotezi promene u sklopu AB direktna su posledica dejstva neurotoksi¢nog A
koji kako ekstracelularnim, tako i intracelularnim deponovanjem dovodi do sinapticke
disfunkcije i posledi¢ne smrti neurona (Dong i saradnici., 2012), ali i uzrokuje
inflamaciju unutar mozdanog parenhima aktiviraju¢i mikrogliju (Navarro i saradnici,
2018).

Razli¢iti pristupi i metode proucavanja mehanizama nastanka AB, ukazuju na to da
amiloidna hipoteza nije jedina, i da je patogeneza AB mnogo kompleksnija. Naime,

poslednjih nekoliko godina javlja se sve veci broj istrazivaca koji smatraju da sam A
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nije glavni krivac za neurotoksi¢nost, ve¢ da promene nastaju kao posledica poremecaja
u metabolizmu APP-a (Kametani i Hasegawa, 2018). Razlozi za ovakva miSljenja su
brojni podaci iz eksperimentalnih, ali, jo§ vaznije, klinickih studija. Danas je tako
poznato da postoje osobe koje imaju amiloidne depozite i kod kojih se ne uocavaju
poremecaji u kognitivnim funkcijama, kao i da postoje pacijenti sa AB kod kojih je broj
amiloidnih depozita veoma mali (Edison i saradnici, 2007). Imunoterapijski pokusaji
usmereni ka AP takode nisu dali oCekivane rezultate, poput ublazavanja simptoma
bolesti ili smanjenja nagomilavanja tau proteina, $to se opet moze objasniti time da AP
nije jedini uzro¢nik nastanka oboljenja (Kametani i Hasegawa, 2018; van Dyck, 2018).
U prilog ovome govori i podatak da se povecava broj eksperimentalnih lekova koji su

usmereni ka drugim faktorima bolesti, a ne ka Ap (Cummings i saradnici, 2018).

Iako se koli¢ina sredstava za istrazivanje AB povecava svake godine, broj neuspes$nih
studija koje su testirale nove lekove za terapiju ovog oboljenja je ve¢i od 400. Ovaj
podatak pokazuje da i pored ogromnog ulaganja u istrazivanje AB, ta¢ni mehanizmi
patogeneze i faktori koji dovode do nastanka bolesti, a koji bi predstavljali glavne
terapijske ciljeve i dalje nisu poznati. Uzimajuci u obzir multifaktorsku prirodu ovog
oboljenja, neophodno je da lekovi za terapiju deluju na S§to veéi broj patogeneznih
puteva koji su potencijalni uzrocnici oboljenja: na deponovanje Af peptida,
neurofibrilarnih petlji, inflamaciju, oksidativni stres, poremecaj nivoa minerala, kao i na

mnoge druge faktore (Carreiras i saradnici, 2013).
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1.3. Morfoloske promene u Alchajmerovoj bolesti

Kod pacijenata koji su bolovali od AB, makroskopski pregled mozga na obdukciji ne
pokazuje karakteristicne promene koje govore u prilog ovom oboljenju. Promene su
nespecifiéne i podrazumevaju najée$¢e odredeni stepen atrofije kore velikog mozga,
koji se moze prepoznati po prosirenju sulkusa i istanjenju i zaravnjenju girusa. Atrofija
primarno pogada frontotemporalni asocijativni korteks, ali vremenom i svi ostali delovi
mozga bivaju zahvaceni patoloSkim promenama. Kao posledica gubitka i smanjenja
mozdane mase dolazi do kompenzatornog proSirenja komornog sistema. Medutim,
poznato je da se ovakve promene javljaju i kod veoma starih osoba kao posledica
senilne atrofije mozga. Makroskopski uoc¢ene promene na mozgu koje neuropatologa
ipak mogu usmeriti u pravcu razmisljanja o postojanju AB kod obdukovanog pacijenta,
jesu izrazita atrofija hipokampusa sa posledi¢nom dilatacijom temporalnih rogova
lateralnih komora (Perl, 2010). Tako je kod pacijenata sa AB zabelezen gubitak od 4,4%
volumena hipokampusa godisnje, dok je kod zdravih starijih subjekata ovaj gubitak
iznosio svega 0,8% (Schuff i saradnici, 2009). Takode, najve¢i gubitak volumena
zabelezZen je u stadijumu blagog kognitivnog oStecenja, tj. neposredno pre zapocinjanja
klinicki prepoznatljivog oblika AB (Henneman i saradnici, 2009; Avila i saradnici,
2010). Hipokampus je, naime, jedan od prvih regiona mozga koji je pogoden
promenama u sklopu AB, ali je istovremeno i region kod koga su ove promene
najizrazenije. Ove informacije su dovele do postavljanja hipoteze o hipokampusno-
kortikalnoj-disocijaciji prema kojoj rana oSteCenja unutar hipokampusa remete
normalan tok informacija iz hipokampusa ka razli¢itim delovima kore velikog mozga i
koji dalje uzrokuju simptome AB (Anand i Dhikav, 2012).

Mikroskopski pregled histoloskih ise¢aka uzetih prilikom obdukcije pacijenata koji su
bolovali od AB pokazuje ¢itav niz razliitih morfoloskih promena od koji su
najznacajnije pojava amiloidnih plakova, neurofibrilarnih petlji i distrofiénih neurita,
kao i posledi¢ni gubitak sinapsi i samih neurona. Navedene promene predstavljaju

klju¢ne lezije neophodne za pravilno postavljanje dijagnoze AB (Perl, 2010).
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Kao $to je prethodno navedeno, dominantna patohistoloska promena u sklopu AB je
prisustvo senilnih, amiloidnih plakova, koji nastaju nagomilavanjem AP peptida. Ovaj
peptid tezine 4 kDa koji nastaje proteolitickim cepanjem APP, zauzima prostornu
organizaciju u vidu antiparalelne B-nabrane plo¢e (Evin i saradnici, 1994). Prostorna
orijentacija samog peptida je vrlo bitna posto je odgovorna za pozitivnost plakova na
odredena histohemijska bojenja kao $to su Congo red i Tioflavin-S, kao i za svojstvo
birefrigencije pod polarizacionim mikroskopom (Perl, 2010). Navedena bojenja takode
omogucavaju da se napravi razlika izmedu dva morfoloska tipa amiloidnih plakova —
difuznih i amiloidnih plakova sa gustim jezgrom. Tako je pokazano da su Tioflavin-S
pozitivni plakovi sa gustim jezgrom povezani sa toksicnim efektima na neuronske
nastavke, odnosno sa pojavom distrofi¢nih neurita i gubitkom sinapsi koji su dalje
praceni aktivacijom astrocita i mikroglije (Serrano-Pozo i saradnici, 2011). Amiloidni
plakovi koji pokazuju ovakav tip degeneracije neuronskih produzetaka u njihovoj
okolini nazivaju se neuritskim plakovima i od klinickog su znacaja jer se najéesce
nalaze kod pacijenata sa AB (Bussiere i saradnici, 2004). Za razliku od ovih plakova sa
gustim jezgrom, difuzni plakovi se mogu prona¢i i u mozgu osoba koje nemaju
osteéenje kognitivnih funkcija, $to ukazuje na vaznost pravilnog morfoloskog

razlikovanja ova dva tipa plaka.

Centralni deo plaka sastavljen je od AB4 peptida, dok je periferno okruzen abnormalno
savijenim produzecima neurona, tj. distrofijskim neuritima, Koji, kao i neurofibrilarne
petlje, pokazuju afinitet ka impregnaciji srebrom (Perl, 2010). Neuriti pokazuju i
dodatne karakteristike, kao $to je pozitivnost na hromogranin-A, protein porin u sastavu
spoljaSnje membrane mitohondrija i deficit citohorom-c oksidaze, a §to se smatra
posledicom citoskeletnih abnormalnosti koje dovode do poremecenog aksonskog
transporta i nakupljanja organela i sinaptic¢kih vezikula (Pérez-Gracia i saradnici, 2008).
Imunoreaktivnost na odredene neurotransmitere, kao S$to su holinergicki i
glutamatergicki markeri, ukazuju na poremecaje u grananju i stvaranju novih bo¢nih
produzetaka (Masliah i saradnici, 2003; Bell i saradnici, 2007), dok pozitivnost na
ubikvitin govori u prilog kompenzatornim pokusajima samih neurona da uklone
abnormalno nakupljene organele i citoskeletne proteine (Dickson i saradnici, 1990;

Serrano-Pozo i saradnici, 2011).



Uvod

Topografski, deponovanje amiloidnih plakova zapocinje na nivou izokorteksa, nakon
Cega dolazi do zahvatanja i dubljih subkortikalnih struktura. Amiloidni depoziti
primarno pogadaju ceo korteks velikog mozga, s tim $to su slojevi I i VI relativno
postedeni patoloskih promena u odnosu na ostale slojeve (Serrano-Pozo i saradnici,
2011). Braak i Braak (1991) navode tri stadijuma u deponovanju amiloidnih plakova,
dok Thal i saradnici (2002) navode ukupno pet stadijuma, koji se radi lakSeg
proucavanja opet mogu sumirati u tri faze: izokortikalnu, alokortikalnu ili limbicku 1

subkortikalnu (Slika 2).

| faza Il faza Il faza
(izokortikalna) (limbicka) (subkortikalna)

Slika 2. Topografska distribucija deponovanja amiloidnih plakova u mozgu pacijenata
sa Alchajmerovom boles¢u. Incijalno, depoziti amiloida nastaju u korteksu velikog
mozga gde zahvataju sve slojeve, nakon ¢ega sledi limbicka faza deponovanja u
entorinalnom koteksu, hipokampusnoj formaciji i amigdali. U kasnim fazama dolazi do
zahvatanja dubokih subkortikalnih struktura kao §to su bazalne ganglije, jedra
diencefalona i mozdanog stabla, kao i kora malog mozga. Preuzeto iz: Candela i
saradnici. Arch Ital Biol. 2013; 151(4):169-78. Modifikovano prema: Serrano-Pozo i
saradnici. Cold Spring Harb Perspect Med. 2011;1(1):a006189.

Neurofibrilarne petlje predstavljaju nakupine abnormalnih fibrila, koji se javljaju u
parovima 1 zauzimaju helikalnu konformaciju, formiraju¢i tzv. parne helikalne
filamente. Ovi filamenti su dijametra oko 20 nm i suzavaju se na dijametar od 10 nm na
svakih 80 nm duzine (Miyasaka i saradnici, 2005). Veliki broj razli¢itih proteina ulazi u
sastav neurofibrilarnih petlji, ali glavni protein koji ¢ini osnovu ovih formacija je
abnormalno fosforilisan protein asociran sa mikrotubulama, oznacen kao tau (Perl,
2010). Posmatrano pod svetlosnim mikroskopom, ove petlje nalikuju na paralelne i
zadebljale filamente koji okruzuju jedro i projektuju se ka apikalnom dendritu, ukoliko

govorimo o zahvacenosti piramidalnih neurona korteksa i hipokampusa. Ovakve
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neurofibrilarne petlje se opisuju kao formacije koje nalikuju na plamen (eng. flame-
shapped) (Miyasaka i saradnici, 2005), dok su kod neurona koji imaju morfoloski
okruglo ili ovalno telo, ovi filamenti medusobno isprepleteni i oznaceni kao globoidne
neurofibrilarne petlje (Perl, 2010). Razvoj neurofibrilarnih petlji prolazi kroz nekoliko
morfoloskih stadijuma (Slika 3). U prvoj ranoj fazi, prisutha je samo
imunohistohemijska pozitivnost perikariona na tau protein, dok je morfologija neurona
o¢uvana. U razvijenoj fazi taloZzenja filamentozni agregati tau proteina dovode do
pomeranja nukleusa ka periferiji neurona, ¢ime zapocinje njihovo nagomilavanje u
proksimalnim delovima neurita, dok u kasnoj fazi dolazi do ekstracelularne pojave petlji
(eng. ghost tangles) usled smrti neurona (Serrano-Pozo i saradnici, 2011).

Stadijumi u sazrevanju neurofibrilarnih petlji

Kasna faza: Smrt neuronai  ////\\
fagocitoza Celijskog /'/‘ I\ \
debrija. Neurofibrilarne petlje /9 (/] \\\\
sada zaostaju kao eozinofilni [/ | /| 11} \
|

ekstraéelijski depoi (petlie |||/ | (| |
duhovi - eng, ghost tangles).||| | ‘ ‘
Vremenom dolazi do gubitka \" \Hel Il
imunoreaktivnosti na tau ‘
protein i deponovanja AR \\!
peptida oko ovih formacija, AW/

Rana faza: Disperzna akumulacija Razvijena faza: Agregacija tau Sto formira amiloidni plak.
tau proteina u citoplazmi neurona proteina u parne helikalne filamente. ~ INfiltracija produzetaka
koja se jedino moze detektovati Ubikvitinacija samog proteina dovodi  astroglijainih celija Cini ove
imunohistohemijski. Bojenje do nastanka imunoreaktivnosti na strukture imunoreaktivnim na
srebrom ne ukazuje na postojanje ubikvitin. Bojenje srebrom pokazuje GFAP.
abnormalnosti klasi¢ne neurofibrilarne petlje. ] Tau protein

] A8

Slika 3. Stadijumi sazrevanja neurofibrilarnih petlji. Neurofibrilarne petlje prolaze kroz
razli¢ite stadijume sazrevanja pocevsi od isklju¢ivo imunohistohemijski detektabilnog
nagomilavanja tau proteina u citoplazmi morfoloski neizmenjenih neurona, pa do
ekstracelularnih neurofibrilarnih petlji koje su jasno vidljive upotrebom srebrne
impregnacije. Skracenice: GFAP — eng. glial fibrillary acidic protein; glijalni kiseli
fibrilarni protein. Preuzeto i modifikovano sa: https://clinicalgate.com/dementias/
(Datum preuzimanja: 31. jul 2018. godine).

Neuroni koji su najvise pogodeni deponovanjem neurofibrilarnh petlji, ali i amiloidnih
plakova jesu neuroni CAL regiona hipokampusa, subikuluma, entorinalnog korteksa,
amigdale, kao i odredenih slojeva kore velikog mozga. Smatra se da oSte¢enje ovih
neuronskih populacija nastaje pre svega kao posledica njihove izrazite osetljivosti na
smanjenje nivoa glukoze i kiseonika, sto uzrokuje poremecaj sinapticke transmisije i

homeostaze kalcijuma, kao i stres endoplazmatskog retikuluma (Saxena i Caroni, 2011).
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Topografski prikaz distribucije neurofibrilarnin petlji unutar mozga pokazuje Sest
stadijuma kod kojih dolazi do deponovanja ovih formacija u razli¢itim delovim mozga
(Braak i Braak, 1991; Braak i saradnici, 2006). Ovih Sest stadijuma mogu se sumirati u
tri faze (Slika 4). U pocetnoj fazi, depoziti se mogu uod¢iti u entorinalnom korteksu,
nakon Cega se dalje deponovanje desava u limbickim strukturama, kao $to su subikulum
hipokampusa i amigdala. Na kraju, depoziti zahvataju citav izokorteks, ali sa
dominantnim i prvim promenama u asocijativnim delovima korteksa, koji su vise
pogodeni deponovanjem neurofibrilarnih petlji u odnosu na primarne motorne, senzorne
I vizuelne centre (Serrano-Pozo i saradnici, 2011). Znacaj poznavanja ove topografske
distribucije, kao i obima deponovanja neurofibrilarnih petlji je u direktnoj korelaciji
ovog tipa lezija sa tezinom demencije, kao i sa simptomima funkcionalnih ostecenja

koji se uoc¢avaju kod pacijenata sa AB (Bierer i saradnici, 1995; Perl, 2010).

| faza Il faza Il faza
(entorinalna) (limbicka) (izokortikalna)

Slika 4. Topografska distribucija deponovanja neurofibrilarnih petlji u mozgu
pacijenata sa Alchajmerovom boleS¢u. Prvi depoziti neurofibrila javljaju se u
entorinalnom korteksu i locus-u coeruleus-u (entorinalna faza), da bi se u sledecoj fazi
deponovanje nastavilo u hipokampalnoj formaciji, amigdali, talamusu i claustrum-u
(limbicka faza). U poslednjoj fazi (izokortikalna) dolazi do zahvatanja korteksa velikog
mozga unutar koga su primarno pogodene asocijativne zone. Preuzeto iz: Candela i
saradnici. Arch Ital Biol. 2013; 151(4):169-78. Modifikovano prema: Serrano-Pozo A i
saradnici. Cold Spring Harb Perspect Med. 2011;1(1):a006189.

Pored amiloidnih plakova i neurofibrilarnih petlji, u sklopu histopatoloskog nalaza AB
moze Se uociti jos ¢itav niz drugih lezija, od kojih su neke jedinstvene i mogu se pronaci
isklju¢ivo unutar hipokampusa. Takve lezije su npr. Hirano telasca i granulovaskularna
degeneracija, koje se javljaju u citoplazmi piramidalnih neurona hipokampusa, a ¢ije

poreklo i tacna funkcija u nastanku oboljenja i dalje nisu u potpunosti razjasnjeni
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(Serrano-Pozo i saradnici, 2011). Granovaskularna degeneracija se karakterise
prisustvom velikih telasca sa dvostrukom membranom, za koje se smatra da nastaju od
endoplazmatskog retikuluma, a kao posledica c¢elijskog stresa, usled odgovara na
akumulaciju nepravilno savijenih proteina (eng. unfolded protein response)
(Hoozemans i saradnici, 2009). S obzirom da pokazuju imunopozitivnost na protein
ubikvitin i odredene markere autofagije moguce je da predstavljaju i kasne stadijume
autofagocitoznih vakuola (Funk i saradnici, 2011; Serrano-Pozo i saradnici, 2011).
Hirano telaSca su aktinom bogate, eozinofilne, Stapic¢aste formacije, koje se kod
pacijenata sa AB najéeS¢e vidaju u CAl regionu hipokampusa. Medutim, ove
parakristalne inkluzije nisu specificne za AB 1 mogu se videti i u drugim
neurodegenerativnim oboljenjima, ali i u mozgu zdravih starijih osoba. Poslednji podaci
pokazuju da ove formacije mogu imati vaznu ulogu u nastanku tautopatija (Spears i
saradnici, 2014).

Gubitak neurona je jedna od glavnih patohistoloskih karakteristika AB i odgovoran je za
makroskopske promene kao $§to su smanjenje volumena mozga i istanjenje, tj. atrofija
kore velikog mozga. lako se ovaj gubitak moze detektovati na presecima obojenim
klasiénim histoloskim bojama, Cesto se za potrebe kvantifikacije gubitka koriste
imunohistohemijski markeri kao §to je NeuN (eng. neuronal nuclei; neuronsko jedro).
NeuN primarno boji jedro neurona, ali se signal moze detektovati i perinuklearno, pa
¢ak i u produzecima neurona. Gubitak NeuN imunoreaktivnosti ima tendenciju da prati
topografsku distribuciju deponovanja neurofibrilarnih petlji i pokazano je da bolje
korelira sa tezinom kognitivnog oStecenja kod pacijenata, nego Sto je to slucaj sa
neurofibrilarnim petljama (Serrano-Pozo i saradnici, 2011). Ranije se smatralo da je
sama smrt neurona direktna posledica dejstva neurofibrilarnih petlji, medutim podaci iz
eksperimentalnih studija pokazali su da je kod odredenih animalnih modela AB kod
kojih ne dolazi do formiranja neurofibrilarnih petlji, takode prisutan gubitak neurona
(Maarouf i saradnici, 2013). Zbog toga se danas smatra da postoje dva mehanizma
neuronske smrti: jedan koji je direktna posledica tautopatije i drugi koji se desava kod

neurona u kojima se ne stvaraju neurofibrilarne petlje (Serrano-Pozo i saradnici, 2011).
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1.4. Animalni modeli Alchajmerove bolesti

Molekularni procesi ukljueni u patogenezu AB ne mogu Se istrazivati u uzorcima
mozdanog tkiva obolelih osoba iz eti¢kih razloga, kao i zbog potencijalnog rizika koje
ova dijagnosticka procedura na mozgu sa sobom nosi. Takode, uzorci tkiva mozga uzeti
post mortem od osoba koje su bolovale od AB nisu pouzdani, obi¢no zbog dugog
vremenskog perioda koji protekne izmedu momenta nastupanja smrti i uzimanja uzorka,
kao i zbog postojanja drugih, dodatnih oboljenja. Odmah nakon smrti u ¢elijama
pacijenta zapocinju autoliti¢ki procesi koji mogu izmeniti ekspresiju i lokalizaciju
odredenih proteina i markera i tako uticati na tumacenje rezultata. Zbog toga su
istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjama koje se koriste kao modeli AB od
klju¢nog znacaja u proucavanju molekularnih promena koje se razvijaju u sklopu ovog

oboljenja.

Imajuéi u vidu da je genom miSa 99% homolog ljudskom genomu, ve¢ina animalnih
modela AB predstavljaju razliite sojeve miSeva U kojima je metodama genetickog
inzenjeringa utiSana endogena genska ekspresija ili uveden novi genetski materijal
(Orta-Salazar i saradnici, 2016). Danas se za potrebe istrazivanja najceS¢e koriste
transgeni modeli miSeva u kojima se ektopi¢no eksprimiraju humani geni sa mutacijama
koje su prethodno detektovane kod pacijenata sa FAD. Amiloidni plakovi kod miSeva se
tako produkuju ekspresijom mutiranog APP, Cesto zajedno sa ekspresijom mutiranih
proteina koji ulaze u sastav kompleksa y-sekretaze, a pre svega PSEN1. Stvaranje
neurofibrilarnih petlji se moze posti¢i ektopi¢nom ekspresijom mutiranog tau proteina,
odnosno ,,o8te¢enog” proteina koji je prisutan kod pacijenata sa frontotemporalnom
demencijom udruZzenom sa parkinsonizmom, a u okviru hromozoma 17 (G6tz i Ittner,
2008). U zavisnosti od toga da li model eksprimira mutiran APP, kompleks y-sekretaze

i/ili tau protein, razlikuju se jednostruki, dvostruki i trostruki transgeni modeli AB.

Prema podacima sa Alzforuma, baze podataka o AB koja je javno dostupna na internetu
(http://www.alzforum.org/research-models), do sada je napravljeno i opisano preko 150
razli¢itih modela AB. Samim tim, jasno je da je nemoguée na jednom mestu objediniti
sve informacije vezane za animalne modele AB. Ipak, neke od karakteristika modela su
zajednicke i prvenstveno se odnose na razlike u starosno-zavisnom obrascu patoloskih

promena kod animalnih modela i humanih pacijenata. Naime, misevi imaju kratak
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zivotni vek - od dve do Cetiri godine, dok novi podaci govore da se kod ljudi AB razvija
godinama pre ispoljavanja simptoma i ostecenja kognitivnih funkcija (Beason-Held i
saradnici, 2013; Donohue i saradnici, 2017). Samim tim, upotreba miseva eliminise
starenje kao jedan od bitnih faktora rizika za razvoj AB. Zbog toga, koris¢enje modela
kod kojih dolazi do veoma ranog deponovanja amiloidnih plakova, kao Sto je to npr.
slucaj sa 5xFAD modelom, sa sobom nosi odredene prednosti, ali i mane, jer Se
eliminiSe faktor starenja (Cuadrado-Tejedor i Garcia-Osta, 2014). Jos jedno od bitnih
otkri¢a koje je proisteklo iz rada sa transgenim modelima jeste da humani A u misu
zauzima formu koja se razlikuje po svojoj strukturi u odnosu na humanu formu (Schieb
I saradnici, 2011), kao i da AP, njegovi oligomeri, fibrile, pa i plakovi mogu biti prisutni
kod odredenih transgenih modela bez gubitka i smanjenja broja neurona i daljih
poremecaja kognitivnih funkcija (Kim i saradnici, 2013). Ovaj podatak opet govori u
prilog ¢injenici da su produkti patoloske obrade APP, a ne AP sam po sebi, odgovorni
za kognitivne poremecaje. Takode, kod transgenih modela AB postoji veoma rani
gubitak sinapsi, ali ne dolazi do tako intenzivnog gubitka neurona kao §to je to slucaj
kod humanog materijala, zbog Cega se smatra da ovi animalni modeli imitiraju

prodromalnu fazu bolesti (Cuadrado-Tejedor i Garcia-Osta, 2014).

Jedan od trenutno najc¢esce koriscenih transgenih animalnih misjih modela AB jeste
5XFAD model, koji su razvili Oakley i saradnici (2006). U celijama ovih transgenih
5xFAD miSeva, eksprimira se istovremeno pet mutacija koje su karakteristi¢ne za FAD.
U pitanju su zivotinje kojima je u genom ubacena sekvenca sa mutiranim humanim APP
i PSEN genima pod kontrolom misjeg Thyl promotora. Od pet prisutnih mutacija, tri su
u genima za APP (Swedish - K670N, M671L; Florida - 1716V; London - V7171), dok
su dve mutacije (M146L, L286V) prisutne u genu za PSEN1. Model je specifi¢an po
tome $to veoma rano razvija izrazenu amiloidnu patologiju. Usled prisustva prethodno
navedenih mutacija dolazi do prekomerne produkcije AB42, koji se ve¢ u uzrastu od oko
1,5 meseci deponuje i agregira unutar tela neurona i njegovih produzetaka. Depoziti
plakova mogu se uociti ve¢ od drugog meseca zivota SxXFAD miseva, i to pre svega u
subikulumu, kao i u dubokim slojevima kore velikog mozga. Gubitak sinapsi i neurona
nastupa znatno kasnije, oko 9. meseca starosti zivotinja, ali se poremecaj na nivou
dugotrajne potencijacije (eng. long-term potentiation, LTP) moze primetiti ve¢ oko 6.
meseca zivota jedinki (Slika 5) (Oakley i saradnici, 2006; Kimura i Ohno, 2009).
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PatoloSke promene kod 5xFAD miSeva sa starenjem

Poremecaj
» Glioza » LTP na nivou
hipokampusa

1. 2. 32 4. 5: 6. Tx 8. mesec 9.mesec 10. mesec
Amiloidni i ntiedis) ke
> o » kognitivne p> Sinapsti
depoziti e gubitak
funkcije

neurona

Slika 5. Vremenski prikaz patoloskih promena koje se javljaju kod 5XxFAD transgenog
modela Alchajmerove bolesti. Sema prikazuje najvaZnije patoloske promene kod
5xFAD modela, medu kojima su intraneuralno deponovanje amiloida na polovini 2.
meseca, pocetak glioze nakon 2. meseca, funkcionalna ostecenja od 5. meseca, kao i
gubitak neurona na nivou subikuluma i dubokog korteksa velikog mozga nakon 9.
meseca zivota. Skracenice: LTP — eng. long-term potentiation; dugotrajna potencijacija.

S obzirom da 5XxFAD model imitira neurodegeneraciju izazvanu amiloidom, on se moze
koristiti za proucavanje prodromalne faze AB, s obzirom na veoma rano intracelularno
deponovanje ApP42. Takode, ovaj model ispoljava bihejvioralne, biohemijske, ali
strukturne promene, kao $to je gubitak neurona, koje odgovaraju AB kod humane
populacije. Ono $to patologiju u ovom modelu razlikuje od humane patologije AB jeste
izostanak formiranja neurofibrilarnih petlji, $to nije u skladu sa amiloidnom hipotezom,
kao i sa eksperimentalnim podacima dobijenim na drugim transgenim modelima, prema
kojima prekomerno deponovanje amiloida indukuje hiperfosforilaciju tau proteina i
stvaranje neurofibrilarnih petlji (G6tz i saradnici, 2004; Maarouf i saradnici, 2013).
Moguca objasnjenja ovog fenomena jesu razlike u strukturi i mehanizmu nastanka tau
proteina kod ovog modela i ljudi, kao i mogu¢nost da se kod 5xFAD modela amiloidni
plakovi i neurofibrilarne petlje razvijaju nezavisno jedni od drugih, sto je potvrdeno i u
odredenim istrazivanjima na humanom materijalu (Wegiel i saradnici, 2001; Maarouf i
saradnici, 2013)

Iako je od kreiranja prvog animalnog modela AB proslo vise od 20 godina, nova
terapijska sredstva koja su testirana na ovim modelima nisu dala ocekivane rezultate i

nisu usla u svakodnevnu klini¢ku praksu. Naime, glavni problem u translaciji dobijenih
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eksperimentalnih pretklinickih rezultata jesu neke od gore pomenutih razlika u
patologiji AB izmedu humanog materijala i animalnih modela ovog oboljenja. Pored
nabrojanih razlika treba imati na umu da su ljudi koji se uklju¢uju u klinicke studije po
svojim karakteristikama heterogeni, dok su misevi uglavnom inbrednog soja. Izostanak
gubitka neurona kod misjih modela se takode moze objasniti vrstom soja, jer je C57/BI6
linija, jedna od najviSe koriS¢enih linija za formiranje transgenih modela, izuzetno
rezistentna na ekscitotoksicnost (LaFerla i Green, 2012). Medutim, najveci problem
jeste upravo Cinjenica da ovi modeli imitiraju FAD oblik AB, koji je u humanoj
populaciji i najredi, a ne sporadian oblik, koji je izrazito multifaktorijalnog porekla
(Cuadrado-Tejedor i Garcia-Osta, 2014; Orta-Salazar i saradnici, 2016). Ovako gledano,
moze se Ciniti da animalni modeli AB zapravo imitiraju sasvim drugaciju vrstu
oboljenja u odnosu na onu koja je cesto prisutna kod ljudi, pa samim tim i da
predstavljaju neadekvatnu polaznu osnovu za istrazivanja. Medutim, zahvaljujuéi ovim
modelima dobijene su brojne informacije o mehanizmu nastanka samog oboljenja, kao i
o funkciji amiloidnih proteina u normalnim fizioloskim uslovima. Znacaj ovih modela
moze upravo lezati u tome §to imitiraju¢i prodromalnu fazu bolesti oni omogucavaju
otkrivanje novih biomarkera za ranu dijagnozu AB, ali i molekula na koje potencijalni
novi lekovi mogu delovati u cilju prevencije nastanka oboljenja u humanoj populaciji
(LaFerlai Green, 2012).

1.5. Adultna neurogeneza u hipokampusu

Proces adultne neurogeneze predstavlja stvaranje novih neurona unutar centralnog
nervnog sistema nakon faze razvi¢a. lako je samo postojanje ovog fenomena otkriveno
jos daleke 1965. godine u hipokampusu pacova (Altman i Das, 1965), prvi ozbiljni
pomaci u proucavanju nacinjeni su tek nekoliko decenija kasnije, kada su Reynolds 1
Weiss (1992) uspeli da izoluju neuralne mati¢ne/prekursorne celije (eng. neural
stem/precursor cells, NSPCs) iz strijatuma misa. Time je zapravo srusena dotadasnja
dogma o izostanku stvaranja novih neurona nakon rodenja. Veliki pomak je nacinjen i
kada je proces adultne neurogeneze otkriven kod primata (Gould i saradnici, 1999;
Kornack i Rakic, 1999), ali i kod ljudi (Eriksson i saradnici, 1998). U ljudskom mozgu
proces adultne neurogeneze je u fizioloSkim uslovima prostorno ograni¢en na dva
regiona — subgranularnu zonu (SGZ) dentatnog girusa (DG) hipokampusa i

subventrikularnu zonu bo¢nih komora. Novi neuroni stvoreni u subventrikularnoj zoni
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kre¢u se duz rostralnog migratornog sistema do olfaktornog bulbusa gde se diferenciraju
u interneurone. U SGZ hipokampusa, proces adultne neurogeneze dovodi do stvaranja
novih granularnih neurona DG (Ming i Song, 2011). Smatra se da je proces adultne
neurogeneze u ostalim regionima mozga veoma ograni¢en u fizioloSkim uslovima, ali
da se moze indukovati nakon oste¢enja (Gould, 2007). Proces adultne neurogeneze je
dobio na ogromnom znacaju upravo zbog Cinjenice da su se ovim otkri¢ima stvorile
brojne ideje i nade o upotrebi NSPCs u leCenju neurodegenerativnih i traumatskih
oSte¢enja mozga. Takode, uzimajuéi u obzir funkciju hipokampusa u procesima ucenja 1
formiranja memorije, veliki zna¢aj posvecéen je ispitivanju procesa adultne neurogeneze
u SGZ hipokampusa s obzirom na njenu potencijalnu implikaciju u patogenezi
neurodegenerativnih oboljenja. Medutim, ta¢ni mehanizmi koji uti¢u na proces adultne
neurogeneze, njenu Kontrolu, kao i znacaj i funkciju novostvorenih neurona na nivou
hipokampusa i dalje predstavljaju veliku nepoznanicu (Kempermann, 2002; Ming and
Song, 2011). Stanoviste jedne grupe istrazivaca koji se bave problematikom adultne
neurogeneze jeste da novoformirani neuroni imaju fizioloski zadatak da nadoknaduju
redukovani kapacitet zrelih neurona u borbi sa potencijalnim ishemijskim osteé¢enjima,
kao i da vrSe njihovu postepenu zamenu unutar neuronskih kola hipokampusa tokom

celog zivota (Teixeira i saradnici, 2018).

Novija istrazivanja na polju adultne neurogeneze su, medutim, unela brojne kontraverze
u sam funkcionalni zna¢aj ovog procesa, ali I U postojanje adultne neurogeneze kod
ljudi. Istrazivanja na humanom materijalu nisu pruzila dokaze o postojanju NSPCs, pa
je zakljuceno da neurogeneza U hipokampusu ne postoji ili je ekstremno retka kod
odraslih osoba (Dennis i saradnici, 2016; Sorrells i saradnici, 2018). Glavno ogranicenje
ovakvih studija bila je vrsta materijala koji je koriS¢en za analizu, a to su postmortalni
ise¢ci mozgova koji su fiksirani u formalinu, a §to je samo po sebi bilo dovoljno da
odredeni istrazivaci ove rezultate dovedu u pitanje (Marucci, 2017). Drugi istrazivaci
su, Koriste¢i sliénu metodologiju, uspeli da dokazu da neurogeneza u hipokampusu
opstaje kod ljudi tokom C¢itavog Zivota i da je neurogena niSa u kojoj se nalaze
proliferiSuce progenitorne ¢elije, kao i nezreli neuroni, stabilna tokom starenja (Boldrini
I saradnici, 2018). Rezultat koji govori u prilog postojanju adultne neurogeneze kod
ljudi izneli su Spalding i saradnici (2013) koji su merili nivo *C inkorporiranog u
dezoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) neurona, a ¢ije je prisustvo posledica brojnih

17



Uvod

nuklearnih proba sredinom proslog veka. Zahvaljujuci ovim podacima zakljuceno je da
se u adultnom ljudskom mozgu svaki dan oko 700 novih neurona prikljuci postojec¢im
¢elijama jednog hipokampusa, kao i da su nivoi neurogeneze kod ljudi i miSeva

uporedivi.

Trenutno prihvac¢eno stanoviste jeste da neurogeneza u SGZ hipokampusa pocinje od
¢elija ,.tipa 1* koje predstavljaju mirujuce i sporo delec¢e neuralne mati¢ne celije (eng.
neural stem cells, NSCs), a koje imaju karakteristike radijalnih glija ¢éelija. Ove ¢elije
nakon aktivacije daju progenitorske celije, tzv. ,tip 2° celije koje oznacavaju fazu
prelaska iz stadijuma multipotentnih mati¢nih 1 visoko proliferativnih mati¢nih ¢elija
(NSPCs) u ¢elije ¢iji fenotip ima karakteristike neurona i koje eksprimiraju markere
mladih novostvorenih neurona kao Sto su dablkortin (eng. doublecortin, DCX) i
NeuroD1 (eng. neurogenic differentiation 1; neurogena diferencijacija 1) (Steiner i
saradnici, 2006). Nakon migratorne faze, u kojoj ¢elije preuzimaju morfologiju sli¢nu
neuroblastima (,,tip 3“ ¢elije), one napustaju celijski ciklus i ulaze u fazu sazrevanja u
kojoj pruzaju svoje dendritske produzetke ka molekularnom sloju i aksone ka CA3

regionu hipokampusa (Slika 6).
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Celijski markeri u procesu adultne neurogeneze u

hipokampusu
Zreli
. neuron
. Nezreli \ '
Tip 1 neuron
Tip 2a Tip 2b Tip 3
GFAP GFAP+/- DCX DCX DCX+/- Calbindin
Nestin Nestin NeuroD NeuroD Calretinin NeuN
SOX2 SOX2 Prox1 Prox1 NeuN NeuroD
BLBP BLBP Nestin PSA-NCAM NeuroD Prox1
Ki-67/PCNA Ki-67/PCNA SOX2+/- Ki-67/PCNA Prox1
Ki-67/PCNA GADG65 PSA-NCAM
B-lll-tubulin TUC4
GAD65+/-
GAD67
B-lll-tubulin
MAP2ab
mGIluR4

Slika 6. Celijski stadijumi u procesu sazrevanja neuralnih matiénih i prekursornih éelija
hipokampusa u neurone i imunohistohemijski markeri koji se koriste za vizuelizaciju
ovih Celija. Proces nastanka novih neurona unutar SGZ hipokampusa podrazumeva
prolazak celija kroz nekoliko razli¢itih stadijuma u kojima same celije menjaju svoje
fenotipske karakteristike, Sto omogucava njihovu identifikaciju primenom odredenih
nuklearnih 1 citoplazmatskih markera. Ekspresije odredenih proteina nisu jasno
vremenski definisane, tako da razli¢iti stadijumi eksprimiraju iste markere, dok za neke
faktore, kao $to su odredeni ¢lanovi SoxB grupe gena, i dalje nisu precizno definisana
mesta njihovog ispoljavanja, tj. tip ¢elije u kojima se oni mogu detektovati. Skracenice:
GFAP —eng. glial fibrillary acidic protein; glijalni kiseli fibrilarni protein; SOX2 — eng.
SRY Related High Mobility Group Box 2; BLBP — eng. brain lipid-binding protein;
mozdani lipid-vezujuéi protein; PCNA — eng. proliferating cell nuclear antigen; jedarni
antigen proliferiSsu¢ih c¢elija; DCX — eng. doublecortin; dablkortin; Proxl — eng.
prospero homebox protein 1; NeuroD1 — eng. neurogenic differentiation 1; neurogena
diferencijacija 1; PSA-NCAM - eng. polysialylated-neural cell adhesion molecule;
polisijalilizovani neuralni celijski adhezioni molekul;, GAD - eng. glutamate
decarboxylase; glutamat dekarboksilaza; MAP2ab — eng. microtubule-associated
protein 2 ab; mikrotubularni asocirani protein 2 ab; NeuN — eng. neuronal nuclei;
neuronsko jedro. Uradeno prema: Knoth i saradnici. PLoS ONE. 2010; 5(1):e88009.
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1.6. Adultna neurogeneza i SoxB geni

Molekularni mehanizmi ukljuceni u ¢elijsku deobu i sazrevanje specifi¢nih Celijskih
populacija u fiziolo§kim i patoloskim uslovima jo$ uvek su nedovoljno istrazeni (Mu i
Gage, 2011, Hollands i saradnici, 2016). Familija Sox (eng. SRY Related High Mobility
Group Box) gena kodira SOX proteine koji pripadaju HMG (eng. high-mobility group)
superfamiliji DNK vezuju¢ih proteina (Pevny i Lovell-Badge, 1997; Wegner, 1999).
Ovi transkripcioni faktori mogu aktivirati ili utisavati ekspresiju gena (Uchikawa i
saradnici, 1999; Popovic i saradnici, 2014) ¢ime reguli$u veliki broj ¢elijskih procesa,
od samoobnavljanja i odrzavanja pluripotentnosti ¢elija unutaréelijske mase blastocista,
do njihove diferencijacije 1 formiranja adultnih tkiva i organa (Wegner, 2011). Na
osnovu homologije unutar i van HMG boks domena familija gena Sox je klasifikovana u
grupe od A do J (Bowles i saradnici, 2000). Geni grupe B, koji su dodatno podeljeni u
dve podgrupe, SoxB1 (Sox1, Sox2 i Sox3) i SoxB2 (Sox14 i Sox21) podgrupu, uéestvuju
u regulaciji kljuénih procesa tokom razvoja nervnog sistema (Lefebvre i saradnici,
2007; Kamachi i Kondoh, 2013; Reiprich i Wegner, 2015). U adultnom mozgu SOX1-3
transkripcioni faktori su predominantno eksprimirani u neurogenim zonama gde
ucestvuju u regulaciji proliferacije i odrzavanju c¢elijske multipotentnosti (Pevny i
saradnici, 1998; Reiprich i Wegner, 2015). Od svih ¢lanova ove grupe, ekspresioni
obrazac i uloga SOX2 proteina u neurogenezi je najdetaljnije opisana u literaturi. Celije
koje eksprimiraju visok nivo SOX2 proteina predstavljaju populaciju nediferenciranih
¢elija, koje imaju sposobnost samoobnavljanja i diferencijacije u razli¢ite tipove celija
nervnog sistema, kao $to su neuroni i glijalne ¢elije (Zhang i Cui, 2014; Zhang i Jiao,
2015), sto SOX2 ¢ini dobrim markerom za detekciju NSPCs u SGZ hipokampusa (Ellis
i saradnici, 2004). Na molekulskom nivou, SOX2 predstavlja jedan multifunkcionalni
protein koji na proces razvoja nervnog sistema, pa samim tim i na proces adultne
neurogeneze uti¢e ne samo regulacijom procesa transkripcije, ve¢ i regulacijom mikro
ribonukleinskih kiselina i epigenetskom regulacijom, deluju¢i na enzime koji
modifikuju histone i hromatin, kao $to je histon deacetilaza 1 (eng. histone deacetylase
1, HDAC1) (Reiprich i Wegner, 2014). Nekoliko studija je pokazalo kriticnu ulogu
SOX21 protein u regulaciji diferencijacije NSPCs u nezrele neurone (Wegner,
2011;Whittington i1 saradnici, 2015). Dosada$nji rezultati ukazuju da se proces

odrzavanja fenotipa NSPCs i njihove diferencijacije u pravcu neurona odvija
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zahvaljuju¢i balansu u nivou ekspresije izmedu SoxB1 i SoxB2 grupe gena. Rezultati
studija su pokazali da proteini iz grupe SoxB1 gena regulisu odrzavanje progenitornih
karakteristika NSPCs, dok je visok nivo ekspresije SOX21 transkripcionog faktora u
¢elijama neophodan da bi se odvijala njihova dalja diferencijacija (Sandberg i saradnici,
2005). Medutim, rezultati su takode pokazali da ektopi¢na (visok nivo) ekspresija
SOX21 proteina suprimira proces neurogeneze i odrzavanje progenitornog stanja celija
(Whittington i saradnici, 2015). Sli¢no, SOX1 se eksprimira u aktivnim NSPCs gde se
pretpostavlja da ucestvuje u odrzavanju progenitornog stanja, dok njegova kontinuirana
ekspresija takode moze usmeriti ove ¢elije u pravcu neuronske linije (Kan i saradnici,
2007). Ovi podaci ukazuju da u zavisnosti od nivoa ekspresije u ¢elijama, geni SoxB
grupe mogu razli¢ito uticati na molekularne mehanizme koji ucestvuju u diferencijaciji

¢elija u sastavu neuogene niSe hipokampusa.

Imajuéi u vidu navedene rezultate mozemo zakljuciti da dalje ispitivanje ekspresije i
regulacije SOX transkripcionih faktora doprinosi boljem razumevanju molekularnih

mehanizama ukljucenih u proces adultne neurogeneze na nivou SGZ.

1.7. Celijska proliferacija, diferencijacija i adultna neurogeneza
U istrazivanjima Cesto kori§¢eni markeri za detekciju celija u fazi proliferacije su Ki-67,
jedarni antigen proliferiSuéih ¢elija (eng. proliferating cell nuclear antigen, PCNA), kao

i egzogeni marker-agens bromodeoksiuridin (BrdU).

Upotreba BrdU, sintetskog analoga timidina, predstavljala je dugo vremena zlatni
standard za proucavanje procesa proliferacije unutar nervnog sistema s obzirom na
njegovu sposobnost inkorporacije u novostvoreni molekul DNK u proliferiSu¢im
¢elijama (Nowakowski i saradnici, 1989). Medutim, markeri kao $to su Ki-67 i PCNA u
poslednjih nekoliko godina su odneli primat nad BrdU i pokazali brojne prednosti u
odnosu na upotrebu BrdU. Tako se BrdU ugraduje u DNK samo u toku S faze ¢elijskog
ciklusa, dok je Ki-67 sposoban da markira sve faze ¢elijskog ciklusa izuzev Go i da bude
eksprimiran tokom celog mitotskog procesa (Kee i saradnici, 2002). Ki-67 je endogeni
marker, dok je BrdU egzogeni marker-agens i samim tim se mora aplikovati
eksperimentalnim zivotinjama, zbog ¢ega njegova upotreba zavisi od brojnih faktora
(Kee i saradnici, 2002). S obzirom na brojne metodoloske prednosti, specifican i

senzitivan obrazac ekspresije na parafinskim isecima, nije iznenadujuce §to je veliki
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broj skorasnjih studija koje su proucavale proces neurogeneze u hipokampusu koristio
Ki-67 kao marker ¢elijske proliferacije (Allen i saradnici, 2016; Dennis i saradnici,
2016; Sorrells i saradnici, 2018).

DCX je mikrotubularni neuron-specifi¢ni protein koji se prolazno eksprimira tokom
neurogeneze u neuroblastima i novostvorenim neuronima (Couillard-Despres i
saradnici, 2005). Navedene ¢elije koeksprimiraju i druge rane neuronske antigene kao
Sto su TuJ1 (eng. neuron-specific class 11 beta-tubulin; neuron-specifi¢na klasa III beta-
tubulina), PSA-NCAM (eng. polysialylated-neural cell adhesion molecule;
polisijalilizovani neuralni Celijski adhezioni molekul) i Pax6 (eng. paired box protein
Pax-6; upareni box protein Pax-6) (Filippov i saradnici, 2003), ali ne i markere
specificne za glijalne, mati¢ne, apoptoske ¢elije i zrele neuronske celije, §to ga Cini
pouzdanim markerom novostvorenih neurona u DG hipokampusa (Brown i saradnici,
2003; Knoth i saradnici, 2010). Visok nivo ekspresije DCX u neuroblasnim i
novostvorenim neuronima, tj. ¢elijama ,tipa 2, se postepeno utiSava tokom dalje
diferencijacije ¢elija u zrele neurone. Paralelno sa padom nivoa ekspresije DCX dolazi
do porasta nivoa ekspresije NeuN kao markera zrelih neurona (Brown i saradnici,
2003).

Veliki broj istrazivanja je pokazao i da odredeni neurotroficki faktori, kao §to je
neurotroficki faktor poreklom iz mozga (eng. brain-derived neurotrophic factor,
BDNF), uticu na procese proliferacije i diferencijacije NSPCs (Waterhouse i saradnici,
2012). Hipokampus kao klju¢na struktura u procesu nastanka razli¢itih oblika
dugotrajne memorije, predstavlja vazno mesto dejstva BDNF. Naime, utvrdena je brza i
selektivna ekspresija BDNF u hipokampusu tokom kontekstualnog ucenja (Hall 1
saradnici, 2000), dok primena anti-BDNF antitela (Alonso i saradnici, 2002) ili upotreba
BDNF knock-out miSeva (Linnarsson i saradnici, 1997) narusava njihovo spacijalno
(prostorno) ucenje. lako je primarna funkcija BDNF-a regulacija sinapticke plasticnosti,
veliki broj eksperimentalnih studija pokazao je da su adekvatni nivoi BDNF neophodni
za pravilnu stimulaciju procesa neurogeneze, kao i1 za prezivljavanje samih neurona
(Zaletel i saradnici, 2017). Tako primena egzogenog BDNF-a u hipokampusu stimulise
proces neurogeneze (Liu i Nusslock, 2018), dok heterozigotni misevi za BDNF

pokazuju nize nivoe ¢elijske proliferacije u SGZ hipokampusa (Lee i saradnici, 2002),
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kao i nemoguénost stimulacije neurogeneze primenom nekih drugih faktora i postupaka
(Rossi i saradnici, 2006). Jos jedna od potencijalnih veza izmedu BDNF-a i procesa
neurogeneze jeste fizicka aktivnost, za koju je pokazano da ima stimulativne efekte na
stvaranje i prezivljavanje novih neurona unutar hipokampusa (van Praag i saradnici,
1999; Liu i Nusslock, 2018). Naime, pretpostavlja se da se ova povezanost izmedu
fizicke aktivnosti i neurogeneze odvija upravo putem povecane sinteze i ekspresije
BDNF na nivou hipokampusa (Liu i Nusslock, 2018). Smatra se da BDNF ove efekte
ostvaruje preko svog glavnog receptora TrkB (eng. tropomyosin-related kinase B), koji
se nalazi na povrsini NSPCs i koji dovodi do njihove aktivacije, proliferacije i
posledi¢ne diferencijacije (Shohayeb i saradnici, 2018). Tako je pokazano da tréanje
stimuliSe stvaranje novih DCX imunoreaktivnih neurona koji na svojoj povrSini
eksprimiraju TrkB receptor u SGZ hipokampusa (Lafenétre i saradnici, 2010). Ovi
efekti na diferencijaciju su veoma bitni za proces stvaranja dopaminergickih i
holinergic¢kih neurona, s obzirom da su poremeceni nivoi BDNF zabelezeni u uzorcima
hipokampusa pacijenata obolelih od AB (Ferrer i saradnici, 1999) i u substancia-i
nigra-i pacijenata sa Parkinsonovom boles¢u (Mogi i saradnici, 1999; Howells i
saradnici, 2000).

1.8. Adultna neurogeneza u Alchajmerovoj bolesti

Iako je tacna funkcija adultne neurogeneze, kao i njeno postojanje, i dalje tema velikih
debata, smatra se da novostvoreni neuroni imaju ulogu u procesima ucenja i formiranja
memorije, samim tim i u oblikovanju kognicije i ponasanja individue. S obzirom da je
hipokampus jedan od prvih regiona mozga koji je pogoden promenama u sklopu AB,
kognitivni deficit i gubitak pamcenja kod ovog i drugih neurodegenerativnih oboljenja,
delom se upravo pripisuje poremecenoj neurogenezi na nivou SGZ (Mu and Gage,
2011; Rodriguez i Verkhratsky, 2011; Hollands i saradnici, 2016). U prilog ovome
govori sve veci broj dokaza dobijenih kod transgenih modela, a koji ukazuju da je
proces adultne neurogeneze veoma rano poremecen u AB (Demars i saradnici, 2010;
Moon i saradnici, 2014; Unger i saradnici, 2016). Na ovaj nain, ne samo da je
poremecen proces stvaranja novih neurona, nego su oSteceni i endogeni reparatorni
mehanizmi koji bi mogli da nadomeste patoloski gubitak neurona koji se javlja u sklopu

AB (Mu and Gage, 2011; Hollands i saradnici, 2016).
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Razli¢iti animalni modeli AB su kori$éeni u cilju ispitivanja uticaja patologije AB na
neurogenezu u SGZ (Varela-Nallar i saradnici, 2010; Mu and Gage, 2011; Winner i
Winkler, 2015). Ove studije su dale veliki broj kontradiktornih dokaza o disregulaciji
neurogeneze, koja zapocinje pre ili nakon pojave znakova i simptoma AB, a u vidu
njenog povecanja, odsustva promena ili smanjenja nivoa neurogeneze (Jin i saradnici,
2004b; Wen i saradnici, 2004; Chevallier i saradnici, 2005; Donovan i saradnici, 2006;
Chen i saradnici, 2008; Moon i saradnici, 2014; Ziegler-Waldkirch i saradnici, 2018).
Ove razlike mogu biti prouzrokovane razli¢itim eksperimentalnim uslovima, a pre svega
razli¢itim vrstama animalnih modela koji su ispitivani i mutacijama koje kod njih
postoje, kao i staros¢u zivotinja u vreme pocetka same bolesti i markera koji su
koriS¢eni za detekciju procesa neurogeneze (Varela-Nallar i saradnici, 2010; Mu and
Gage, 2011; Winner i Winkler, 2015).

Dugo godina se smatralo da poremecaj neurogeneze kod Alchajmerove bolesti nastaje
kao posledica toksi¢nog efekta amiloidnih plakova (Haughey i saradnici, 2002).
Medutim, novija istrazivanja su pokazala da ovi plakovi mogu i indukovati neurogenezu
kod odredenih transgenih animalnih modela AB (Martinez-Canabal, 2014). Kao $to je
prethodno navedeno, pomenuti modeli AB najées$¢e nastaju uvodenjem modifikovanih
gena za amiloidne i presenilinske proteine, koji samo delimi¢no dovode do nastanka
fenotipa karakteristicnog za AB. Zbog upotrebe razliCitih sojeva zivotinja, mutacija na
razli¢itim genima, kao i usled razli¢itog stepena ekspresije odgovarajucih transgena,
animalni modeli AB ¢esto imaju medusobno neuporedive fenotipove, $to dodatno
otezava interpretaciju dobijenih rezultata i donoSenje odgovarajucih zakljucaka (Toda i
saradnici, 2018). Novija istrazivanja su pokazala da cak i razli¢ite forme AP pokazuju
razli¢ite efekte na proces Celijske proliferacije unutar hipokampusa. Tako, rastvorljiva
forma AP inhibira proliferaciju, dok oligomerne forme, koje se javljaju u
intermedijernom stadijumu AB, stimulisu formiranje mikroglije (Baglietto-Vargas i
saradnici, 2017).

Zbog prethodno navedenih podataka moZe se Ciniti da upotreba animalnih modela u
cilju proucavanja adultne neurogeneze u sklopu AB predstavlja veliki izazov 1
potencijalni problem zbog postojanja izrazenih varijacija izmedu samih modela.

Medutim, proucavanje ovog procesa na mozgovima ljudi obolelih od AB takode sa

24



Uvod

sobom nosi velike kontradiktornosti koje su do sada zabelezene u brojnim
istrazivanjima. Dobijeni rezultati se kreCu od toga da su adultna neurogeneza i
sazrevanje neurona inhibirani (Boekhoorn i saradnici, 2006; Li i saradnici, 2008; Crews
i saradnici, 2010), do visoko citiranog rada Jin i saradnika (2004a) u kome je pokazano
povecéano stvaranje novih neurona unutar hipokampusa. Ove razlike su mozda proizvod
razliitih stadijuma AB koji su upotrebljeni u trenutku kada je vrSeno ispitivanje ili se
jednostavno mogu objasniti izrazitom heterogeno$¢u samog oboljenja. Naravno, u obzir
se moraju uzeti 1 tehnicki aspekti samih istrazivanja, tj. analiza odredenih markera
neurogeneze koji se razlic¢ito ili neadekvatno eksprimiraju u patoloskim uslovima, kao i
u postmortalnom humanom materijalu, a o ¢emu je veé bilo reci ranije (Toda i saradnici,

2018).
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U dostupnoj literaturi postoji veliki broj razlicitih i kontradiktornih podataka o procesu
adultne neurogeneze unutar SGZ hipokampusa, kako kod zdravih jedinki, tako i kod
jedinki obolelih od AB. Imaju¢i u vidu ¢injenicu da ta¢an mehanizam regulacije ovog

procesa takode nije dovoljno istrazen, postavljeni su sledec¢i ciljevi istrazivanja:

1. Uporedna analiza broja zrelih granularnih neurona u DG hipokampusa kod
5XFAD transgenih (Tg) miseva i odgovarajuc¢ih netransgenih (NeTg) kontrola
starosti 6, 8 i 16 nedelja;

2. Uporedna analiza broja cCelija u aktivnim fazama c¢elijskog ciklusa u SGZ
hipokampusa kod 5XFAD Tg miseva i odgovaraju¢ih NeTg kontrola starosti 6, 8
I 16 nedelja;

3. Uporedna analiza broja mladih novoformiranih neurona u SGZ hipokampusa

kod 5XxFAD Tg miSeva i odgovaraju¢ih NeTg kontrola starosti 6, 8 i 16 nedelja;
4. Uporedna analiza broja ¢elija u kojima se detektuje ekspresija SOX1, SOX2 i
SOX21 proteina u SZG hipokampusa kod 5XxFAD Tg miseva i odgovarajucih

NeTg kontrola starosti 6, 8 i 16 nedelja;

5. Uporedna analiza ukupne koli¢ine BDNF proteina u hipokampusu kod 5xFAD

Tg miSeva i odgovaraju¢ih NeTg kontrola starosti 6, 8 i 16 nedelja.

27



3. MATERIJAL | METODE

28



Materijal i metode

3.1. Eksperimentalne zivotinje

Za potrebe ovog istrazivanja koriséeni su SXxFAD Tg miSevi i njihove odgovarajuce
kontrole, NeTg miSevi. Eksperimentalne zivotinje su nabavljene od firme ,Jackson
laboratorije” (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). Za dalji rasplod i dobijanje
potomstva oba pola, heterozigotni SxXFAD muzjaci su ukrstani sa B6/SJL F1 sojem
zenki. Za svakog potomka radena je genotipizacija, postupkom lan¢ane reakcije
polimeraze (eng. polymerase chain reaction, PCR), upotrebom DNK izolovane iz repa
zivotinje. Briga 0 Zivotinjama i eksperimentalne procedure su bile u skladu sa
Direktivom 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u nauc¢ne svrhe i odobrene su
od strane Eticke komisije za laboratorijske Zivotinje Medicinskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu, kao i Eticke komisije za laboratorijske zivotinje Instituta za bioloska

istrazivanja ,,Sinisa Stankovic”.

3.2. Eksperimentalne grupe

U istrazivanje su bila ukljucena 72 misa razli¢itog genotipa (Tg i NeTg zivotinje),
starosti 1 pola. MiSevi su gajeni u providnim kavezima od pleksiglasa, obloZenim
Suskom, sa ziCanom reSetkom postavljenom odozgo, pod standardnim uslovima
spoljasnje sredine (temperatura 23 + 2° C, relativna vlaznost vazduha 50-60% i 12-
Casovni rezim svetlo-tama). Hrana (specijalni briketi za ishranu eksperimentalnih
zivotinja, Veterinarski zavod Subotica) i voda bili su dostupni ad libitum. Zdravstveni

status Zivotinja je redovno pracen.

Tg 5xFAD zivotinje su gajene u standardnim laboratorijskim uslovima do dostizanja
starosti od 6, 8 i 16 nedelja (Tge, s, 16), kao i njihove kontrole, NeTg Zivotinje (NeTgs, s,
16). Na osnovu starosti, pola i genotipa zivotinja formirano je ukupno 12 razli¢itih

eksperimentalnih grupa sa po Sest Zivotinja u svakoj od navedenih grupa:
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Tg 5xFAD muzjaci starosti Sest nedelja (TgMs; n = 6);

Tg 5xFAD Zenke starosti $est nedelja (TgZe; n = 6);

NeTg kontrolni muzjaci starosti Sest nedelja (NeTgMs; n = 6);
NeTg kontrolne Zenke starosti Sest nedelja (NeTgZe; n = 6);

Tg 5xFAD muzjaci starosti osam nedelja (TgMs; n = 6);

Tg 5xFAD Zenke starosti osam nedelja (TgZs; n = 6);

NeTg kontrolni muzjaci starosti osam nedelja (NeTgMs; n = 6);

NeTg kontrolne Zenke starosti osam nedelja (NeTgZs, n = 6);

© o N o g~ w D P

Tg 5xFAD muZjaci starosti Sesnaest nedelja (TgMz1s; N = 6);
10. Tg 5XFAD Zenke starosti $esnaest nedelja (TgZis; n = 6);
11. NeTg kontrolni muzjaci starosti Sesnaest nedelja (NeTgMas; n = 6);

12. NeTg kontrolne Zenke starosti $esnaest nedelja (NeTgZ1s, N = 6).

Odabir uzrasta u kojima ¢e Zivotinje biti Zrtvovane izvrSen je na osnovu prethodnih
literaturnih podataka u kojima je pokazano da unutarcelijsko deponovanje Ap kod ovog
modela zapocinje ve¢ u 6. nedelji, dok u 8. nedelji dolazi i do pojave amiloidnih
plakova van c¢elija. Plakovi se javljaju i unutar hipokampusa, §to potencijalno moze
uticati na odvijanje procesa adultne neurogeneze. U 4. mesecu, tj. 16. nedelji starosti Tg

miseva, Uocava se znacajan porast u broju amiloidnih plakova.
Graficki prikaz Seme organizacije eksperimentalnih grupa prikazan je na slici 7.

3.3. Zrtvovanje Zivotinja

U 6, 8. ili 16. nedelji zivota (u zavisnosti od eksperimentalne grupe) Zivotinje Su
zrtvovane primenom intraperitonealne injekcije ketamina (100 mg/kg), nakon Cega je
otvaran grudni kos$ i kroz levu sr¢anu komoru je izvrSena kratkotrajna transkardijalna
perfuzija sa 0,1 M fosfatnim puferom (eng. phosphate-buffered saline, PBS, pH = 7,4).
Mozgovi zivotinja su u cilju njihove prezervacije brzo i precizno izolovani iz lobanje i

na ledu podeljeni na levu i desnu hemisferu upotrebom odgovarajucih instrumenata.
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5xFAD muzjaci
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Slika 7. Sema eksperimentalnog protokola i primenjenih eksperimentalnih metoda.
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3.4. Priprema tkiva za histohemijska i imunohistohemijska bojenja

Leve polovine mozgova, koris¢ene za histohemijske i imunohistohemijske analize,
fiksirane su u 4% puferisanom paraformaldehidu u trajanju od 24 h. Nakon fiksacije,
hemisfere su podvrgnute standardnoj proceduri za parafinsko kalupljenje koja
podrazumeva sledece korake: dehidraciju tkiva u seriji alkohola rastu¢e koncentracije
(etanol, 70%, 96%, 100%, Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija); prosvetljavanje
(ksilol, Zorka Pharma-Hemija, Srbija); kalupljenje u parafinu (Bio-plastextra, Bio-
optica, Italy). Nakon dobijanja kalupa, tkivo je se¢eno u koronarnoj ravni na rotacionom
mikrotomu (debljina preseka 4 pum), nakon Cega su preseci ispravljani u vodenom
kupatilu i lepljeni na obi¢na i specijalna predmetna stakla za potrebe histoloskih analiza
(Superfrost™ Ultra Plus Adhesion Slides, Thermo Scientific, USA). Nivoi preseka za
histoloSke analize su bili izmedu -1.656 i -2.255 mm u odnosu na bregmu, a prema
atlasu mozga miSeva sa stereotaksickim koordinatama (The Allan Mouse Brain Atlas)
(Lein i saradnici, 2007). Za svaki imunohistohemijski analizirani protein, obojena su po
dva preseka hipokampusa po zivotinji. Obojeni preseci su dalje koris¢eni za
kvantifikaciju broja imunoreaktivnih celija, statistiCku analizu i dobijanje digitalnih

mikrofotografija. Minimalno rastojanje izmedu dva preseka iznosilo je najmanje 200

pm.

3.5. Histohemijska bojenja

U cilju orijentacije na tkivnim presecima, procene o¢uvanosti morfologije hipokampusa
i dobijanja digitalnih mikrofotografija, primenjena je Kluver-Barrerova metoda bojenja.
Vizuelizacija amiloidnih plakova izvrSena je bojenjem tkivnih preseka Tioflavinom-S
(Sigma-Aldrich, USA). U oba sluc¢aja, parafinski isecci su najpre deparafinisani u
ksilolu (Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija), nakon &ega su rehidrirani u seriji
alkohola opadajuce koncentracije (etanol, 100%, 96%, 70%, Zorka Pharma-Hemija,
Sabac, Srbija). Bojenje po Kluver-Barrerovoj metodi je uradeno upotrebom luksola,
litijum karbonata i krezil violeta po standardnoj proceduri, nakon Cega su preseci
dehidrirani u seriji alkohola rastu¢e koncentracije, potopljeni u ksilol i pokriveni
odgovaraju¢im medijumom i pokrovnim stakalcima. Preseci namenjeni za vizuelizaciju
amiloidnih plakova tretirani su vodenim rastvorom Tioflavina-S (1%), u uslovima
zaSticenim od svetlosti, nakon Cega su ispirani u alkoholima rastu¢e koncertacije i

destilovanoj vodi, a zatim pokriveni odgovaraju¢im vodenim medijumom i pokrovnim
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stakalcima. Analiza preparata i dobijanje digitalnih mikrofotografija izvrSeno je
upotrebom Zeiss Axiovert mikroskopa Z1 i AxioVs40 V softverskog paketa.

3.6. Fluorescentna imunohistohemijska bojenja

Imunofluorescentna detekcija SOX1, SOX2, PCNA i DCX proteina izvrSena je na
parafinskim ise¢cima, koji su deparafinisani u ksilolu (Zorka Pharma-Hemija, Sabac,
Srbija), rehidrirani u seriji alkohola opadajuce koncentracije (etanol, 100%, 96%, 70%,
Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija) i tretirani citratnim puferom (pH = 6.0) u trajanju
od 15 minuta na 121°C u ekspres loncu. Isecci su nakon toga blokirani u 1% BSA (eng.
bovine serum albumine, albumin iz govedeg seruma) i 10% normalnom serumu (Sigma-
Aldrich, MO, USA) u PBS-u u trajanju od sat vremena, na sobnoj temperaturi.
Inkubacija sa slede¢im specificnim antitelima je radena tokom noéi, na sobnoj
temperaturi: zecje anti-SOX1 antitelo (rabbit polyclonal 1gG, 4194, Cell signaling,
razblazenje 1:50); anti-SOX2 antitelo (pAb, rabbit polyclonal 1gG, 39823, Active Motif,
razblazenje 1:1000); anti-PCNA antitelo (mouse monoclonal IgG, sc-56, Santa Cruz
Biotechnology, razblazenje 1:100); anti-DCX antitelo (Doublecortin C-18, goat
polyclonal 1gG sc-8066, Santa Cruz Biotechnology, razblazenje 1:300). Nakon ispiranja
u PBS-u preseci su inkubirani u trajanju od sat vremena u rastvoru kozjih anti-ze¢jih
sekundarnih antitela konjugovanih sa Alexa Fluor® 488 fluoroforom (Invitrogen TM,
razblazenje 1:500 u 1% BSA u PBS-u). Anti-DCX i anti-PCNA antitela su najpre
obelezena sa biotinilizovanim magare¢im anti-kozjim IgG (Vector, Burlingame, CA,
USA) ili biotinilizovanim kozjim anti-misjim IgG (Vector, Burlingame, CA, USA)
tokom 1h na sobnoj temperaturi, a zatim i sa DyLight® 594-streptavidinom (Vector,
Burlingame, CA, USA, razblazenje 1:1000) razblazenim u PBS-u, takode tokom 1h na
sobnoj temperaturi. Jedra su obojena sa 0.1 mg/ml diaminofenilindolom (DAPI, Sigma-
Aldrich, MO, USA). Rezovi su isprani PBS-om i pokriveni odgovarajuéim medijumom
(Mowiol, Calbiochem, USA). Analiza preparata i dobijanje digitalnih mikrofotografija
je uradeno na Leica TCS SP8 konfokalnom mikroskopu i upotrebom Leica
Microsystems LAS AF-TCS SP8 softverskog paketa.
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3.7. Imunohistohemijska bojenja

U cilju imunohistohemijskog bojenja parafinski isecci su deparafinisani u ksilolu (Zorka
Pharma-Hemija, Sabac, Srbija), rehidrirani u seriji alkohola opadaju¢e koncentracije
(etanol, 100%, 96%, 70%, Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija) i kuvani u citratnom
puferu (pH = 6.0) u mikrotalasnoj pe¢i (21 minut, 800 W) u cilju demaskiranja antigena.
Aktivnost endogene peroksidaze blokirana je 3% hidrogenom (H20O2), nakon ¢ega su
uzorci inkubirani tokom jednog sata u normalnom zecjem ili kozjem serumu
komercijalno dostupnih paketa za imunobojenje (VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit -
Peroxidase, Goat 119G, PK-6105; Peroxidase, Rabbit I1gG, PK-6101, Vector
Laboratories), a u zavisnosti od tipa antitela koje je prethodno upotrebljeno. Preseci su
tokom no¢i inkubirani sa slede¢im antitelima: anti-NeuN antitelo (mouse monoclonal
IgG, MAB377, Chemicon, razblazenje 1:100); anti-Ki-67 antitelo (rabbit polyclonal
IgG, ab15580, Abcam, razblazenje 1:3500); anti-DCX antitelo (Doublecortin C-18, goat
polyclonal 1gG sc-8066, Santa Cruz Biotechnology, razblazenje 1:100); anti-SOX1
antitelo (rabbit polyclonal 1gG, 4194, Cell signaling, razblazenje 1:100), anti-SOX2
antitelo (pAb, rabbit polyclonal 1gG, 39823, Active Motif, razblazenje 1:4000); anti-
SOX21 antitelo (goat polyclonal 1gG, AF3538, R&D systems, razblazenje 1:500).
Nakon toga, preseci su inkubirani jo§ sat vremena sa odgovarajuéim sekundarnim
antitelom obelezenim biotinom (biotinylated rabbit anti-goat IgG ili biotinylated goat
anti-rabbit 1gG u zavisnosti od antitela) i potom tretirani sa ABC kompleksom
(VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit - Peroxidase, Goat IgG, PK-6105; Peroxidase,
Rabbit 1gG, PK-6101, Vector Laboratories). Izmedu svakog koraka uzorci su ispirani u
svezem PBS-u (3 x 5 minuta). Vizuelizacija je izvrsena primenom 3,3’-diaminobenzidin
hromogena pojacanog niklom (DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit (with Nickel), SK-
4100, Vector Laboratories). Preseci su kontrastirani Majerovim hematoksilinom,
dehidrirani u seriji alkohola rastu¢e koncentracije, prosvetljeni u ksilolu i pokriveni
odgovaraju¢im medijumom (DPX, 44581, Sigma, St. Louis, MO, USA) i pokrovnim

stakalcima.
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3.8. Kvantifikacija imunoreaktivnih celija

Kvantifikacija NeuN, Ki-67, DCX, SOX1, SOX2 i SOX21 imunoreaktivnih ¢elija na
imunohistohemijski obojenim preparatima hipokampusa uradena je primenom Leica
DM4000 B LED mikroskopa sa digitalnom kamerom Leica DFC295, a uz pomo¢ Leica
Application Suite (LAS, v4.4.0) softverskog sistema. Brojanje Ki-67, DCX, SOX1,
SOX2 i SOX21 imunoreaktivnih ¢elija uradeno je duz SGZ hipokampusa, koja je za
potrebe ovog istrazivanja definisana kao grani¢ni region izmedu hilusa i sloja
granularnih ¢elija (Moon i saradnici, 2014). Duzina SGZ izmerena je na svakom
preseku uz pomo¢ Leica Application Suite (LAS, v4.4.0) softverskog sistema, nakon
¢ega je izbrojan ukupan broj imunoreaktivnih ¢elija na datoj izmerenoj duzini. Brojanje
¢elija je izvrSeno pod uveli¢anjem objektiva od x40, a brojane su sve imunoreaktivne
¢elije bez obzira na njihovu veli¢inu i oblik. Broj detektovanih imunoreaktivnih ¢elija je
izrazen po 1 mm duzine SGZ hipokampusa u cilju standardizacije ukupnog broja
izbrojanih c¢elija (Slika 8). Reprezentativne histoloske mikrofotografije iz svake
eksperimentalne grupe Zivotinja napravljene su pomocu OlympusBX41 svetlosnog
mikroskopa i OlympusC5060A-ADU digitalne kamere, a pod uveli¢anjem objektiva od

x40 i dalje sa imerzionim objektivom (x100).

Kvantifikacija broja imunoreaktivnih NeuN c¢elija unutar DG, izvrSena je po sliénom
principu kao 1 kvantifikacija ostalith markera koriS¢enih u studiji, s tim §to je broj
granularnih c¢elija pozitivnih na NeuN kvantifikovan po jedinici povrsine DG. Kako bi
se standardizovala kvantifikacija, ukupan broj detektovanih NeuN imunoreaktivnih

éelija je izrazen po 0,1 mm? povrsine DG (Slika 9).
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Slika 8. Kvantifikacija imunoreaktivnih ¢éelija duz subgranularne zone hipokampusa.
Reprezentativni primer preseka hipokampusa obojenog na NeuN marker na kome je
plavom linijjom oznacena SGZ duz koje je vrSena kvantifikacija Ki-67, DCX, SOXI,
SOX2 i SOX21 imunoreaktivnih ¢elija. Uvecanje objektiva: 10x.

Slika 9. Kvantifikacija imunoreaktivnih ¢elija unutar dentatnog girusa hipokampusa.
Reprezentativni primer preseka hipokampusa obojenog na NeuN marker na kome je
plavom linijom oznacen DG unutar koga je vrSena kvantifikacija granularnih neurona,
obojenih NeuN markerom. Uvecanje objektiva: 10x.
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3.9. Imunoblot (Western blot) analiza

Desni hipokampus eksperimentalnih Zivotinja je odmah nakon zrtvovanja precizno
disekovan na ledu i brzo zamrznut u te¢nom azotu, nakon ¢ega su uzorci prebaceni 1
¢uvani na —80 °C do odgovaraju¢ih analiza ekspresije proteina. Pre zapocinjanja
analiza, uzorci hipokampusa su homogenizovani i sonifikovani u 10 volumena hladnog
RIPA pufera (50 mM Tris—HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5%
Triton x-100, 10mM EDTA, 10 mM EGTA) Kkoji je sadrzao proteazne i fosfatazne
inhibitore. Nakon centrifugiranja na 20 000 g na 4 °C u trajanju od 30 min, supernatant

je prikupljen i ¢uvan na —80 °C do upotrebe.

Koncentracija proteina je odredena upotrebom Micro BCA Protein Assay Kit
(PierceBiotechnology, Rockford, IL, USA) i BSA kao standarda. Jednake koli¢ine
proteina (15 pum po traci) razdvojene su pomoc¢u SDS-poliakrilamidne gel elektroforeze
(12%) i blotovane na PVDF membrane (GE Healthcare, Princeton, NJ, USA). U cilju
blokiranja nespecifi¢nog vezivanja, membrane su inkubirane tokom jednog sata na
sobnoj temperaturi u 3% BSA/TBST (150mM NaCl, 50mM Tris, pH 7.4, i 0.1%
Tween20). Nakon inkubacije preko noé¢i u anti-BDNF antitelu (BDNF N-20 rabbit
polyclonal 1gG, sc-546, Santa Cruz Biotechnology, razblazenje 1:50), membrane su
inkubirane sa odgovarajuéem anti-ze¢jim HRP (eng. horse radish peroxidase)
konjugovanim sekundarnim antitelom (Santa CruzBiotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) u trajanju od jednog sata. HRP-imunoreaktivne trake su vizuelizovane upotrebom
komercijalnog paketa za pojac¢anu hemiluminiscenciju (ECL, GE Healthcare, Princeton,
NJ, USA) i ekspozicijom na filmu (MXBE, Carestream Health, Inc., Rochester, NY,
USA). Svaki blot je dalje inkubiran sa misjim anti-p-aktin antitelom (Sigma-Aldrich
Biotechnology, St. Louis, MO, USA), a intenzitet signala je upotrebljen kao kontrola
koli¢ine nanetog uzorka. Signali su kvantifikovani denzitometrijski, upotrebom Image
Quant softvera (v. 5.2, GE Healthcare, Princeton, NJ, USA) i ImageJ softvera (v. 1.52i,
NIH, Bethesda, MD, USA).
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3.10. Statisticka analiza

U ovom radu primenjene su metode deskriptivne i inferencijalne statistike. Provera
normalnosti podataka izvrSena je upotrebom D’Agostino-Pearson omnibus testa. Za
procenu postojanja statisticke razlike u broju imunoreaktivnih celija u SGZ
hipokampusa kod NeTg i Tg miSeva oba pola koris¢ena je dvofaktorska analiza
varijanse (eng. analysis of variance, ANOVA) nakon Cega je za otkrivanje postojanja
razlike izmedu odredenih grupa koris¢en post hoc Tukijev test za medusobno
uporedivanje (eng. Tukey’s multiple comparison test). Za statisticku analizu imunoblot
rezultata koris¢en je Kruskall-Wallis test i post hoc Dunov test za medusobno
uporedivanje (eng. Dunn’s multiple comparison test). Rezultati su prikazani numericki i
graficki i to kao srednja vrednost + standardna devijacija za rezultate imunohistohemije
1 kao medijana i interkvartilni opseg za imunoblot rezultate. Statisti¢ki znafajnom

razlikom smatrana je p vrednost < 0,05.
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4.1. Ispitivanje histoloske strukture subgranularne zome hipokampusa kod S5xFAD
misSeva

Analiza histoloske strukture hipokampusa kod svih ispitivanih Zivotinja, na presecima
obojenih Kluver-Barrerovom metodom, nije  ukazala na  prisustvo
svetlosnomikroskopski vidljivih patoloskih promena koje su karakteristicne za
neurodegenerativna oboljenja (Slika 10). Zabelezeno je prisustvo odredenog broja
tamnih neurona (eng. dark neurons) za koje se smatra da predstavljaju artefakt koji
nastaje u toku procesa vadenja i fiksacije mozdanog tkiva (Jortner, 2006). Ovi neuroni

nisu uzimani u analizu i nisu uticali na dalji ishod imunohistohemijskih ispitivanja

procesa neurogeneze u SGZ.

Slika 10. Histoloska grada hipokampusa. Reprezentativni primer preseka hipokampusa
obojenog Kluver-Barrerovom metodom, kod transgenih muzjaka starosti 8 nedelja.
Uvecanje objektiva: 4X.
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4.2. Detekcija amiloidnih plakova u hipokampusu 5xFAD miseva

5xFAD model AB se karakteriSe veoma ranim razvojem amiloidne patologije, pri cemu
se plakovi mogu detektovati ve¢ od drugog meseca i to pre svega u subikulumu, kao i u
dubokim slojevima kore velikog mozga (Oakley i saradnici, 2006; Moon i saradnici,
2014). Primenom Tioflavin-S bojenja utvrdeno je da deponovanje AP kod 5xFAD
miSeva ukljucenih u nasu studiju odgovara prethodno opisanim obrascima deponovanja.
Naime, kod miSeva starosti 6 i 8 nedelja prisustvo amiloidnih plakova unutar
hipokampusa nije detektovano ili su bili prisutni jako retki pojedinaéni depoziti (Slike
11 i 12). Medutim, kod Tg miSeva starosti 16 nedelja uoceno je intenzivnije
deponovanje plakova u DG hipokampusa, kao i u dubokim slojevima kore velikog
mozga. Unutar DG hipokampusa, plakovi su predominantno bili lokalizovani u
molekularnom sloju i hilusu, dok su u granularnom sloju i SGZ detektovani uglavnom

sporadi¢no rasporedeni depoziti (Slika 13).
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Slika 11. Reprezentativne slike preseka hipokampusa obojenih Tioflavinom-S kod
5XFAD Tg muzjaka (A) i zenki (B) starosti 6 nedelja. Na presecima se ne uocavaju
amiloidni plakovi. Uvecanje objektiva: 4x.
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Slika 12. Reprezentativne slike preseka hipokampusa obojenih Tioflavinom-S kod
5XFAD Tg muzjaka (A) i zenki (B) starosti 8 nedelja. Na presecima se ne uocavaju
amiloidni plakovi. Uveli¢anje objektiva: 4x.
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Slika 13. Reprezentativne slike preseka hipokampusa obojenih Tioflavinom-S kod
5XFAD Tg muzjaka (A) i zenki (B) starosti 16 nedelja. Uocava se prisustvo amiloidnih
plakova u dentatnom girusu, sa predominantnom lokalizacijom u molekularnom sloju i
hilusu, dok su u granularnom sloju i SGZ depoziti AP uglavnom sporadi¢no prisutni.
Uveli¢anje objektiva: 4x.
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4.3. Analiza ukupnog broja granularnih neurona unutar dentatnog girusa hipokampusa
AB se karakteriSe progresivnim neurodegenerativnim promenama U odredenim
regionima mozga. Posebno osetljivi su specifi¢ni regioni hipokampusa, medu kojima se
pre svega izdvajaju DG i CAL region, unutar kojih dolazi do izrazenog gubitka neurona
(Zarow i saradnici, 2005; Padurariu i saradnici, 2012). U cilju detekcije potencijalnog
smanjenja broja neurona unutar DG hipokampusa kao zone u kojoj se odvija adultna
neurogeneza, kod svih grupa ispitivanih zivotinja je kvantitativnom analizom odreden
broj granularnih neurona koji su imunohistohemijski obelezeni nuklearnim markerom
NeuN (Slika 14).

Slika 14. Reprezentativna slika preseka hipokampusa nakon imunohistohemijskog
bojenja NeuN markerom i kontrastiranja sa hematoksilinom kod netransgenih muzjaka
starosti 8 nedelja. Uvecéanje objektiva: 10x.

Analizom dobijenih podataka nije utvrdeno postojanje statisti¢ki znacajne razlike u
broju granularnih ¢elija DG hipokampusa izmedu NeTg i Tg miSeva oba pola, starosti 6
nedelja (F = 0,355, p > 0.05) (Grafik 1), 8 nedelja (F = 0,2981, p > 0.05) (Grafik 2) i 16
nedelja (F = 0,012, p > 0.05) (Grafik 3).
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Grafik 1. Prose¢an broj granularnih neurona po jedinici povrSine U hipokampusu
netransgenih i transgenih 5xFAD miSeva starosti 6 nedelja. Analiza broja granularnih
neurona kod razli¢itih grupa Zzivotinja starosti 6 nedelja nije pokazala postojanje
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + standardna devijacija. Skracenice: DG — dentatni girus; NeTg —
netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi.
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Grafik 2. Prose¢an broj granularnih neurona po jedinici povrSine u hipokampusu
netransgenih i transgenih 5XFAD miSeva starosti 8 nedelja. Analiza broja granularnih
neurona kod razli¢itih grupa zivotinja starosti 8 nedelja nije pokazala postojanje
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + standardna devijacija. Skracenice: DG — dentatni girus; NeTg —
netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi.
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Grafik 3. Prose¢an broj granularnih neurona po jedinici povrSine u hipokampusu
netransgenih i transgenih SxFAD miSeva starosti 16 nedelja. Analiza broja granularnih
neurona kod razli¢itih grupa Zzivotinja starosti 16 nedelja nije pokazala postojanje
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + standardna devijacija. Skracenice: DG — dentatni girus; NeTg —
netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi.
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4.4. Analiza broja Ki-67 imunoreaktivnih celija u subgranularnoj zoni hipokampusa

Adultna neurogeneza u hipokampusu, tj. formiranje novih granularnih neurona u DG,
predstavlja seriju dogadaja koja podrazumeva asimetricnu deobu i samoobnavljanje
¢elija, i dalje migraciju, diferencijaciju i maturaciju novonastalih ¢elija (Kempermann,
2015). Deo eksperimentalnog istrazivanja je stoga imao za cilj da ispita prvi korak u

ovoj kaskadi dogadaja, a to je proces proliferacije ¢elija u SGZ hipokampusa.

Analiziran je ukupan broj proliferiSué¢ih ¢elija koje su bile pozitivne na Ki-67, protein
koji je eksprimiran tokom ¢itavog procesa celijske deobe, tj. tokom svih aktivnih faza

¢elijskog ciklusa (Kee 1 saradnici, 2002).

Kvantitativna analiza imunohistohemijskih rezultata pokazala je da ne postoje statisticki
znacajne razlike u broju Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija izmedu NeTg i Tg miseva oba
pola, kako kod zivotinja starosti 6 nedelja (F = 0,003, p > 0,05) (Slika 15), tako i kod
zivotinja starih 8 nedelja (F = 0,366, p > 0,05) (Slika 16) i 16 nedelja (F = 3,943, p >
0,05) (Slika 17). Analizom broja Celija moze se zapaziti izraziti pad u broju Ki-67
imunoreaktivnih ¢elija u 16. nedelji starosti. Navedeni podaci ukazuju da proces Celijske
proliferacije nije oStecen kod 5xFAD animalnog modela AB, kako kod muskih tako i
kod Zenskih jedinki.
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Slika 15. Kvantitativna analiza Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5XxFAD miseva starosti 6 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja Ki-67 imunoreaktivnih ¢éelija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skrac¢enice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
misevl.
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Slika 16. Kvantitativna analiza Ki-67 imunoreaktivnih ¢éelija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miSeva starosti 8 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) 1 Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
miS€evil.
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Slika 17. Kvantitativna analiza Ki-67 imunoreaktivnih ¢éelija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miseva starosti 16 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja Ki-67 imunoreaktivnih ¢éelija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skrac¢enice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni

miSevi.
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4.5. Analiza broja DCX imunoreaktivnih celija u subgranularnoj zoni hipokampusa.

U cilju detekcije neuroblasta i novostvorenih neurona, histoloski preseci zivotinja su
imunohistohemijski tretirani antitelom na DCX, protein asociran sa mikrotubulima koji
se u toku procesa neurogeneze prolazno eksprimira u ovim formama nezrelih neurona
(Couillard-Despres i saradnici, 2005; Varela-Nallar i saradnici, 2010; Winner i Winkler,
2015).

Rezultati analize broja DCX imunoreaktivnih ¢elija pokazali su postojanje znacajne
statisticke razlike samo kod muzjaka starosti 8 nedelja (NeTg vs. Tg: 27,98 + 4,57
vs.17,33 + 5,05, p < 0,05). U ostalim starosnim grupama, naime, statisticki znacajna
razlika izmedu NeTg i Tg zivotinja nije wutvrdena (Slike 18, 19, 20).
Imunohistohemijsko bojenje takode je pokazalo da kod Zenki starosti 6 i 8 nedelja, bez
obzira na njihov genotip, DCX imunoreaktivni neuroni imaju izrazenije, duze i
razgranatije dendrite, dok u 16 nedelji dominiraju c¢elije sa slabije razvijenom
dendritskom arborizacijom. Nasuprot zenkama, kod muZzjaka je zabelezena brojnija
populacija ¢elija sa slabije razvijenom arborizacijom ve¢ u 8 nedelji, pa je samim tim u
tom periodu najupecatljivija morfoloska razlika u izgledu DCX pozitivnih ¢elija izmedu
polova. Ovaj podatak ukazuje na potencijalni uticaj izvesnih polno-zavisnih faktora na
proces diferencijacije i/ili prezivljavanja neuroblasta/nezrelih neurona u razli¢itim

stadijumima diferencijacije i sazrevanja u hipokampusu (Slika 19).
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Slika 18. Kvantitativna analiza DCX imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miSeva starosti 6 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike DCX imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja DCX imunoreaktivnih ¢elija kod razli¢itih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: DCX — eng. doublecortin; dablkortin; SGZ — subgranularna zona; NeTg —
netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi.
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Slika 19. Kvantitativna analiza DCX imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miseva starosti 8 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike DCX imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) 1 Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja DCX imunoreaktivnih ¢elija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: DCX — eng. doublecortin; dablkortin; SGZ — subgranularna zona; NeTg —
netransgeni miSevi; Tg — transgeni misevi. * <0,05; *** < 0,001.
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Slika 20. Kvantitativna analiza DCX imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miseva starosti 16 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike DCX imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja DCX imunoreaktivnih ¢éelija kod razli¢itih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skrac¢enice: DCX — eng. doublecortin; dablkortin; SGZ — subgranularna zona; NeTg —
netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi.
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4.6. Imunofluorescentna detekcija ekspresije SOX1 i SOX2 proteina u subgranularnoj
zoni hipokampusa

S obzirom da dostupni podaci ukazuju na ekspresiju SOXB proteina unutar SGZ
hipokampusa u populaciji NSPCs, slede¢i deo eksperimentalnog istrazivanja imao je za
cilj da ispita kakav je obrazac ekspresije ovih proteina u proliferiSuéim ¢elijama i
nezrelim neuronima u nasim uzorcima. Duplo imunofluorescentno bojenje je uradeno
kori$¢enjem slede¢ih kombinacija markera: SOX1/PCNA, SOX2/PCNA i SOX1/DCX.

Rezultati ispitivanja ekspresije SOX1 proteina unutar proliferisucih ¢elija pokazala su
da se mala populacija ¢elija u SGZ nalazi u stadijumu proliferacije, tj. da pokazuje
PCNA imunopozitivnost. Medutim, sve ove proliferiSuce celije pokazivale su i

imunoreaktivnost na SOX1 protein (Slika 21, A1-A6).

Sledeci korak podrazumevao je i analizu ekspresije SOX1 proteina u neuroblastima i
nezrelim neuronima, koji su identifikovani bojenjem na protein DCX. Rezultati
imunofluorescentnog ispitivanja SOX1/DCX koekspresije pokazali su da je samo mali
broj ¢elija pokazivao pozitivnost na oba markera, dok je ve¢ina SOX1 imunoreaktivnih

¢elija bila negativna na DCX protein (Slika 22, A1-AG6).

Rezultati ispitivanja ekspresije SOX2 proteina pokazala su razli¢it nivo ekspresije ovog
proteina u celijama SGZ hipokampusa. Nivo ekspresije SOX2 proteina u nekim
¢elijama bio je umeren, dok je u drugim bio veoma visok. Isklju¢ivo u éelijama u
kojima je detektovan visok nivo SOX2 proteina istovremeno je detektovana i ekspresija
PCNA proteina (Slika 21, B1-B6).
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SOX1 PCNA SPOJENO
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SOX2 PCNA SPOJENO

Slika 21. Imunofluorescentna detekcija ekspresije SOX1 i SOX2 proteina u
proliferisu¢im ¢elijama subgranularne zone hipokampusa. Reprezentativne slike
koronarnih preseka u nivou dorzalnog hipokampusa kontrolnih miseva obojenih anti-
SOX1 (A1, A2), anti-SOX2 (B1, B2) i anti-PCNA (A3, A4, B3, B4) antitelima, slikanih
pod konfokalnim mikroskopom. Kolona SPOJENO (slike AS, A6, B5, B6) ¢ine slike
koje su dobijene medusobnim preklapanjem signala prethodno navedenih antitela.
Uokvireni regioni na slikama Al, A3, AS, B1, B3, B5 predstavljeni su uve¢ano na
slikama A2, A4, A6, B2, B4 i B6, tim redom. Bele strelice na slikama A2, A4 i A6
pokazuju na celije koje su imunoreaktivne na SOX1, dok bele strelice na slikama B2,
B4, B6 pokazuju éelije koje su imunoreaktivne na SOX2. Zute strelice na slikama A2,
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A4, A6, B2, B4, B6 pokazuju ¢elije koje su pozitivne na oba proteina (SOX1 ili SOX2 i
PCNA). Razmernik: 100 um. Skra¢enice: SOX1 — eng. SRY Related High Mobility
Group Box 1; SOX2 — eng SRY Related High Mobility Group Box 2; PCNA — eng.
proliferating cell nuclear antigen; jedarni antigen proliferisucih celija.

'DCX/SOX1 DCX/DAPI SPOJENO

Slika 22. Imunofluorescentna  detekcija  ekspresije SOX1 proteina u
neuroblastima/nezrelim granularnim ¢elijama hipokampusa. Reprezentativne slike
koronarnih preseka u nivou dorzalnog hipokampusa kontrolnih miSeva obojenih anti-
SOX1 i anti-DCX antitelima (A1-A9) slikanih pod konfokalnim mikroskopom. Kolonu
SPOJENO (slike A3, A8, A9) cine slike koje su dobijene medusobnim preklapanjem
signala prethodno navedenih antitela. Uokvireni regioni na slikama A4, A6, A8
predstavljeni su uvecano na slikama A5, A7, A9, tim redom. Glave belih strelica
pokazuju na celije koje su imunoreaktivne na SOX1, dok bele strelice pokazuju celije
koje su imunoreaktivne na DCX. Glave zutih strelica pokazuju ¢elije koje su pozitivne
na oba proteina. Jedra celija su kontrastirana sa diamidinofenilindolom (DAPI).
Razmernik: 100 pm. Skracenice: SOX1 — eng. SRY Related High Mobility Group Box 1;
DCX — eng. doublecortin; dablkortin; DAPI — diamidinofenilindol.
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4.7. Analiza broja SOXI imunoreaktivnih celija u subgranularnoj zoni hipokampusa.
Kvantitativna imunohistohemijska analiza ekspresije SOX1 proteina pokazala je
statisti¢ki znacajno smanjenje broja SOX1 imunoreaktivnih ¢elija kod 5XxFAD miSeva u
odnosu na njihove NeTg kontrole kako kod muzjaka (NeTg vs. Tg: 23,83 = 6,00
vs.17,47 + 5,20, p < 0,05) tako i kod zenki (NeTg vs. Tg: 30,88 + 2,87 vs. 24,83 + 5,11,
p < 0,05) starosti 8 nedelja (Slika 24). Veéi broj SOX1 ¢elija zabelezen je kod zenki
miSeva oba genotipa, nego kod muzjaka, i to u sve tri ispitivane starosne grupe.
Medutim, statisticki znacajna razlika zabeleZena je samo kod miSeva starosti 8 nedelja
(NeTg muzjaci vs. NeTg Zenke: 23,83 £ 6,00 vs. 30,88 £ 2,87, p < 0,01; Tg muZzjaci vs.
Tg zenke: 17,47 £ 5,20 vs. 24,83 £ 5,11, p <0,01) i kod NeTg miseva starosti 6 nedelja
(muzjaci vs. zenke: 37,74 + 10,53 vs. 47,78 £ 7,79, p < 0,05) (Slika 23).
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Slika 23. Kvantitativna analiza SOX1 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5XxFAD miSeva starosti 6 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX1 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) zenki. E) Grafi¢ki prikaz broja SOX1 imunoreaktivnih ¢éelija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skrac¢enice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
misevi; SOX1 —eng. SRY Related High Mobility Group Box 1. * < 0,05.
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Slika 24. Kvantitativna analiza SOX1 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5XxFAD miseva starosti 8 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX1 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) Zenki. E) Graficki prikaz broja SOX1 imunoreaktivnih ¢elija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
miSevi; SOX1 —eng. SRY Related High Mobility Group Box 1. * <0,05; ** <0,01.
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Slika 25. Kvantitativna analiza SOX1 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miSeva starosti 16 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX1 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) 1 Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja SOX1 imunoreaktivnih ¢éelija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
misevi; SOX1 —eng. SRY Related High Mobility Group Box 1.
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4.8. Analiza broja SOX2 imunoreaktivnih celija u subgranularnoj zoni hipokampusa.

Imunohistohemijska analiza SOX2 proteina u SGZ hipokampusa kontrolnih i 5xFAD
miSeva razliCite starosti i pola pokazala je postojanje statisticki znacajne razlike u broju
SOX2 imunoreaktivnih ¢elija samo kod Zenki miSeva starosti 8 nedelja (NeTg vs. Tg:
47.83 = 13.48 vs. 33.73 + 6.81, p < 0,01) (Slika 27). Postojanje statisti¢ki znacajne
razlike nije pokazano kod miSeva starosti 6 i 16 nedelja, $to ukazuje na to da je od
analiziranih SOX proteina najmanje varijacija u broju imunoreaktivnih ¢elija prisutno

kod c¢elija koje eksprimiraju SOX2 protein (Slike 26 i 28).
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Slika 26. Kvantitativna analiza SOX2 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miSeva starosti 6 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX2 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) Zenki. E) Graficki prikaz broja SOX2 imunoreaktivnih ¢elija kod razli¢itih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
misevi; SOX2 — eng. SRY Related High Mobility Group Box 2.
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Slika 27. Kvantitativna analiza SOX2 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5XFAD miSeva starosti 8 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX2 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) Zenki. E) Graficki prikaz broja SOX2 imunoreaktivnih ¢elija kod razlicitih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skrac¢enice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
miSevi; SOX2 — eng. SRY Related High Mobility Group Box 2. ** < 0,01.
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Slika 28. Kvantitativna analiza SOX2 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miseva starosti 16 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX2 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i NeTg
(C) i Tg (D) Zenki. E) Graficki prikaz broja SOX2 imunoreaktivnih ¢elija kod razli¢itih
grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
misevi; SOX2 —eng. SRY Related High Mobility Group Box 2.
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4.9. Analiza broja SOX21 imunoreaktivnih celija u subgranularnoj zoni hipokampusa.

Poslednji u nizu analiziranih SOX proteina bio je SOX21 protein, ¢ija je ekspresija
neophodna za pravilno odvijanje procesa proliferacije neuroblasta i diferencijacije
neurona. Imunohistohemijska analiza pokazala je smanjenje broja SOX21
imunoreaktivnih ¢elija u SGZ hipokampusa kod 5xFAD miseva starosti 8 nedelja u
odnosu na njihove NeTg parnjake i to kako kod muzjaka (NeTg vs. Tg: 21,36 £+ 2,95 vs.
12,25 + 4,48, p < 0,0001), tako i kod jedinki zenskog pola (NeTg vs. Tg: 17,79 + 3,27
vs. 12,47 + 5,03, p < 0,01) (Slika 30). Statisti¢ki znacajna razlika pokazana je i kod
miSeva starosti 16 nedelja, ali samo kod muskih jedinki (NeTg vs. Tg: 11,19 + 2,84 vs.
7,19 £ 2,25, p < 0,01) (Slika 31). Kod Zivotinja starosti 6 nedelja nije utvrdena

statisticki zna¢ajna razlika izmedu Zivotinja razli¢itog pola i genotipa (Slika 29).
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Slika 29. Kvantitativna analiza SOX21 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5XFAD miSeva starosti 6 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX21 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i
NeTg (C) i Tg (D) zenki. E) Grafi¢ki prikaz broja SOX21 imunoreaktivnih ¢elija kod
razli¢itih grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
misevi; SOX2 — eng. SRY Related High Mobility Group Box 21.
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Slika 30. Kvantitativna analiza SOX21 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih SxFAD miSeva starosti 8 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX21 imunoreaktivnih celija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i
NeTg (C) i Tg (D) zenki. E) Grafi¢ki prikaz broja SOX21 imunoreaktivnih ¢elija kod
razli¢itih grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni
miSevi; SOX2 — eng. SRY Related High Mobility Group Box 21. ** < 0,01; **** <

0,0001.
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Slika 31. Kvantitativna analiza SOX21 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni
hipokampusa netransgenih i transgenih 5xFAD miseva starosti 16 nedelja. A-D)
Reprezentativne slike SOX21 imunoreaktivnih ¢elija NeTg (A) i Tg (B) muzjaka i
NeTg (C) i Tg (D) zenki. E) Graficki prikaz broja SOX21 imunoreaktivnih ¢elija kod
razli¢itih grupa zivotinja. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Uvecanje objektiva: 40x (A, B, C, D); 100x pod imerzijom (uokvirene slike).
Skracenice: SGZ — subgranularna zona; NeTg — netransgeni misevi; Tg — transgeni
misSevi; SOX2 —eng. SRY Related High Mobility Group Box 21. ** <0,01; *** <0,001.
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4.10. Poredenje broja granularnih neurona izmedu Zivotinja razlicite starosti
Odredivanje ukupnog broja granularnih neurona vizuelizovanih NeuN markerom unutar
DG hipokampusa nije pokazalo promenu broja ovih neurona tokom procesa starenja
kako kod muzjaka (F = 6,65; p > 0,05) (grafikon 4), tako i kod zenki analiziranih
misSeva (F = 0,61; p > 0,05) (grafikon 5).
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Grafikon 4. Broj granularnih neurona u dentatnom girusu hipokampusa netransgenih i
transgenih muzjaka 5xFAD miSeva razliCite starosti. Skrac¢enice: DG — dentatni girus;
NeTg — netransgeni misevi; Tg — transgeni misevi.
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Grafikon 5. Broj granularnih neurona u dentatnom girusu hipokampusa netransgenih i
transgenih Zenki 5xFAD miSeva razliite starosti. Skracenice: DG — dentatni girus;
NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi.

4.11. Poredenje broja Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija izmedu Zivotinja razlicite starosti

Rezultati poredenja brojeva Ki-67 imunoreaktivnih ¢éelija u SGZ hipokampusa kod
zivotinja razliite starosti pokazali su da se njihov broj statisti¢ki znacajno razlikuje kod
muzjaka istih genotipova (F = 48,88, p < 0,0001) i to izmedu muZjaka starosti 6 i 16
nedelja (NeTg vs. NeTg: 9,05 + 3,43 vs.2.54 +0,43, p < 0,0001; Tg vs. Tg: 9,02 + 2,75
vs. 2,78+ 0,73, p < 0,0001) i starosti 8 i 16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 9,87 £ 3,14 vs.
2.54+ 0,43, p<0,0001; Tgvs. Tg: 9,2+ 3,7 vs. 2,78 £ 0,73; p < 0,0001) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Broj Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih muzjaka 5xFAD miSeva razliCite starosti. Skracenice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi. **** <0,0001.

Sliéni rezultati dobijeni su i analizom broja Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija kod Zenki
miseva razli¢ite starosti (F = 37,43, p < 0,0001). Statisticki znacajna razlika dobijena je
izmedu zenki starosti 6 i 16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 8,49 + 2,68 vs. 3,57 £ 1,38, p <
0,0001; Tgvs. Tg: 8,56 + 3,14 vs. 2,7 £ 1,06, p <0,0001) i starosti 8 i 16 nedelja (NeTg
vs. NeTg: 9,1 + 3,05 vs. 3,57 £ 1,38, p <0,0001; Tg vs. Tg: 9,63 + 3,82 vs. 2,7 + 1,06, p
< 0,0001) (Grafikon 7). Analiziraju¢i broj Ki-67 imunoreaktivnih celija moze se
primetiti njihov izrazit pad kod zivotinja starosti 16 nedelja, pri ¢emu ovaj pad iznosi

¢ak oko 70% u odnosu na broj ¢éelija koji je prisutan kod jedinki starosti 6 i 8 nedelja.
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Grafikon 7. Broj Ki-67 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih zenki 5XxFAD miseva razli¢ite starosti. Skracenice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni misevi; Tg — transgeni miSevi. *** < 0,001,
**xx <0,0001.

4.12. Poredenje broja DCX imunoreaktivnih celija izmedu Zivotinja razlicite starosti
Uporedivanjem broja DCX imunoreaktivnih ¢elija u SGZ hipokampusa kod zivotinja
razlicite starosti pokazano je da se njihov broj statisticki znacajno razlikuje kod muzjaka
istih genotipova (F = 136,1, p < 0,0001) i to izmedu muzjaka starosti 6 i 8 nedelja
(NeTg vs. NeTg: 72,93 £ 10,62 vs. 27,98 + 4,57, p < 0,0001; Tg vs. Tg: 77,05 £ 29,99
vs. 17,33 = 5,05, p < 0,0001) i starosti 6 i 16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 72,93 + 10,62
vs.18,12 + 3,22, p < 0,0001; Tg vs. Tg: 77,05 + 29,99 vs.15,97 + 3,38; p < 0,0001)
(Grafikon 8).

Analizom promene broja DCX imunoreaktivnih ¢elija sa starenjem moze se primetiti da
nakon 6 nedelje starosti dolazi do izrazitog pada u broju nezrelih neurona unutar DG (od
60 do 80% u zavisnosti od genotipa), dok period nakon 8. nedelje karakterise manje

izrazen pad u broju ovih ¢elija kod zivotinja oba genotipa.
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Grafikon 8. Broj DCX imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih muzjaka 5XxFAD miSeva razliCite starosti. Skraé¢enice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni misevi; Tg — transgeni misevi. **** <0,0001.

Analizom broja DCX imunoreaktivnih ¢elija kod zenki miSeva razlicite starosti takode
je pokazana razlika i uzrasno-zavisno smanjenje broja nezrelih neurona (F = 178,6, p <
0,0001). Statisticki znacajna razlika dobijena izmedu zenki starosti 6 i 8 nedelja (NeTg
vs. NeTg: 68,18 + 13,46 vs. 36,88 + 13,81, p <0,0001; Tg vs. Tg: 73,23 £ 7,83 vs. 34,02
+ 8,07, p < 0,0001), starosti 6 i 16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 68,18 + 13,46 vs. 20,16 +
5,83, p <0,0001; Tgvs. Tg: 73,23 + 7,83 vs. 17,53 + 5,75, p < 0,0001), kao i starosti 8 i
16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 36,88 + 13,81 vs. 20,16 £ 5,83, p <0,01; Tg vs. Tg: 34,07 +
8,07 vs. 17,53 £ 5,75, p < 0,01) (Grafikon 9).

Nagli pad u broju DCX imunoreaktivnih ¢elija nakon 6. nedelje Zivota jedinki prisutan
je 1 kod zenki analiziranih miseva i krece se oko 50% kako za NeTg, tako i za Tg
Zivotinje. Medutim, sli¢an procentualni pad prisutan je i kada se uporede Zenke starosti
8 1 16 nedelja, Sto ukazuje na ravnomerno i kontinuirano opadanje nivoa neurogeneze sa

starenjem kod jedinki Zenskog pola.
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Grafikon 9. Broj DCX imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih zenki 5XFAD miseva razli¢ite starosti. Skracenice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi. ¥* < 0,01; ****
<0,0001.

4.13. Poredenje broja SOXI imunoreaktivnih celija izmedu Zivotinja razlicite starosti
Imunohistohemijska analiza SOX1 proteina u SGZ hipokampusa tokom starenja
pokazala je smanjenje broja SOX1 imunoreaktivnih neurona kako kod muzjaka (F =

46,44, p <0,0001), tako i kod Zenki miSeva oba genotipa (F = 81,53, p < 0,0001).

Kod muZjaka miSeva statisti¢ki znacajna razlika otkrivena je izmedu Zivotinja starosti 6
i 8 nedelja (NeTg vs. NeTg: 37,74 £ 10,53 vs. 23,83 £ 6,00, p < 0,001; Tg vs. Tg: 40,38
+9,87 vs. 17,47 £ 5,19, p < 0,0001), kao i izmedu zivotinja starosti 6 i 16 nedelja (NeTg
vs. NeTg: 37,74 £ 10,53 vs. 23,20 + 3,80, p < 0,0001; Tg vs. Tg: 40,38 = 9,87 vs. 22,68
+ 5,16, p < 0,0001) (Grafikon 10).

Iste promene zabelezene su i izmedu Zenki miSeva starosti 6 1 8 nedelja (NeTg vs.
NeTg: 47,78 = 7,79 vs. 30,88 + 2,87, p < 0,0001; Tg vs. Tg: 47,76 + 6,64 vs. 24,83 *
5,11, p <£0,0001), kao i izmedu 6 1 16 nedelja starosti (NeTg vs. NeTqg: 47,78 £ 7,79 vs.
25,48 + 8,46, p < 0,0001; Tg vs. Tg: 47,76 + 6,64 vs. 26,95 = 6,62, p < 0,0001)
(Grafikon 11). Nakon 6. nedelje starosti, evidentan je izrazit pad u broju ¢elija, kKoji se

nakon 8. nedelje starosti gubi kod Zivotinja oba pola i genotipa.
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Grafikon 10. Broj SOX1 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih muzjaka 5xFAD miSeva razlicite starosti. Skracenice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi. SOX1 — eng.
SRY Related High Mobility Group Box 1. *** <0,001; **** < 0,0001.
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Grafikon 11. Broj SOX1 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih zenki 5xFAD miSeva razliCite starosti. Skracenice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi. SOX1 — eng.
SRY Related High Mobility Group Box 1. **** <(0,0001.
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4.14. Poredenje broja SOX2 imunoreaktivnih céelija izmedu Zivotinja razlicite starosti
Analiza broja SOX2 imunoreaktivnih ¢éelija u SGZ hipokampusa tokom starenja
pokazala je smanjenje broja ovih ¢elija i kod muzjaka (F = 47,82, p < 0,0001) i kod
zenki miSeva (F = 29,48, p < 0,0001) oba genotipa, s tim S§to je kod zenki miSeva
pokazana i statisticki znacajna interakcija izmedu genotipa i starosti (F = 4,73, p <
0,05).

Kod muzjaka miSeva statisticki znacajna razlika otkrivena je izmedu Zivotinja starosti 6
I 8 nedelja (NeTg vs. NeTg: 49,86 + 9,34 vs. 39,19 + 8,41, p <0,05; Tg vs. Tg: 50,85 *
11,43 vs. 31,3 £ 5,6, p < 0,0001), 6 i 16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 49,86 + 9,34 vs. 25,68
+ 4,29, p <0,0001; Tgvs. Tg: 50,85 + 11,43 vs. 27,93 £ 9,5, p <0,0001) i 8 i 16 nedelja
(NeTg vs. NeTg: 39,19 + 8,41 vs. 25,68 + 4,29, p <0,01) (Grafikon 12).

Sli¢ne promene zabelezene su i izmedu zenki miSeva starosti 6 i 16 nedelja oba genotipa
(NeTg vs. NeTg: 50,88 £ 12,75 vs. 31,96 £ 10,77, p <0,001; Tg vs. Tg: 54,69 £ 9,13 vs.
28,66 £ 5,28, p < 0,0001), izmedu NeTg jedinki starosti 8 i 16 nedelja (NeTg vs. NeTg:
47,83 £ 13,48 vs. 31,96 + 10,77, p < 0,01), kao 1 izmedu Tg jedinki starosti 6 1 8 nedelja
(Tg vs. Tg: 54,69 £ 9,13 vs. 33,73 = 6,81, p < 0,0001) (Grafikon 13). Za razliku od
SOX1 proteina kod koga je izraziti pad u broju imunoreaktivnih ¢elija prisutan kod oba
genotipa, kod SOX2 proteina ovaj izrazit pad uocen je samo kod Tg jedinki oba pola i

iznosio je oko 40%.
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Grafikon 12. Broj SOX2 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih muzjaka 5xFAD miSeva razliCite starosti. Skrac¢enice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi. SOX2 — eng.
SRY Related High Mobility Group Box 2. * <0,05; ** <0,01; **** <0,0001.
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Grafikon 13. Broj SOX2 imunoreaktivnih ¢elija u subgranularnoj zoni hipokampusa
netransgenih i transgenih zenki 5xFAD miSeva razliCite starosti. Skracenice: SGZ —
subgranularna zona; NeTg — netransgeni miSevi; Tg — transgeni miSevi. SOX2 — eng.
SRY Related High Mobility Group Box 2. ** <0,01; *** <0,001; **** <0,0001.
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4.15. Poredenje broja SOX21 imunoreaktivnih Celija izmedu Zivotinja razlicite starosti

Analiza broja SOX21 imunoreaktivnih ¢elija u SGZ hipokampusa tokom starenja
pokazala je smanjenje broja ovih celija kako kod muskih jedinki (F = 48,55, p <
0,0001), tako i kod zenki miseva (F = 40,91, p < 0,0001) oba genotipa. Kod oba pola
pokazana je i statisticki znacCajna interakcija izmedu genotipa i starosti (muzjaci: F =

10,13, p <0,001; Zzenke: F = 10,01, p <0,001).

Kod analiziranih muzjaka miSeva statisticki znacajna razlika utvrdena je izmedu
zivotinja starosti 6 1 16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 18,21 + 3,63 vs. 11,20 £ 2,84, p <
0,0001; Tg vs. Tg: 17,78 + 3,55 vs. 7,20 + 2,25, p < 0,0001), 8 i 16 nedelja (NeTg vs.
NeTg: 21,36 + 2,95 vs. 11,20 + 2,84, p < 0,0001; Tg vs. Tg: 12,25 + 4,48 vs. 7,20 *
2,25, p £0,01), kao i izmedu Tg jedinki starosti 6 i 8 nedelja (Tg vs. Tg: 17,78 = 3,55
vs. 12,25 £ 4,48, p <0,01) (Grafikon 14).

Kod miSeva zenskog pola statisticki znacajna razlika pokazana je izmedu jedinki
starosti 6 i 16 nedelja (NeTg vs. NeTg: 21,59 + 5,67 vs. 7,19 + 2,25, p < 0,001; Tg vs.
Tg: 19,98 £ 5,11