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1. UVOD 
 

Alzheimerova bolest (AB) je najučestaliji oblik demencije. Procijenjeno je kako 

trenutno u svijetu oko 26 milijuna ljudi ima AB. Pretpostavlja se da će se broj oboljelih od 

AB, zbog sve dužeg životnog vijeka, udvostručavati svakih 20 godina te da će 2040. godine 

doseći 81 milijun oboljelih (Ferri i sur., 2005.). S obzirom na sve veći broj oboljelih osoba od 

AB, za koju još uvijek ne postoji adekvatno liječenje već se terapija svodi na smanjenje 

simptoma bolesti, istraživanja Alzheimerove bolesti su od izuzetne važnosti, jer imaju za cilj 

razvoj novih oblika liječenja, usporavanje progresije i/ili sprečavanje nastanka ove bolesti. 

Pojava izvanstaničnih senilnih plakova u mozgu predstavlja glavno patološko obilježje 

Alzheimerove bolesti. Osnovni sastojak senilnih plakova su nakupine peptida amiloid-β (Aβ) 

koji nastaju proteolitičkim cijepanjem proteina prekursora amiloida-β (eng. Amyloid 

Precursor Protein; APP). Pretpostavlja se da peptid Aβ ima središnju ulogu u patogenezi AB, 

odnosno da je promijenjen metabolizam / razina ovog peptida začetnik kaskade događaja koja 

u konačnici rezultira neurodegeneracijom i Alzheimerovom bolešću (Hardy & Selkoe, 2002.). 

S obzirom da se smatra da promijenjen metabolizam proteina APP i promijenjena razina 

peptida Aβ predstavljaju glavni uzrok nastanka Alzheimerove bolesti, razumijevanje njihovog 

mehanizma nastanka i razgradnje važno je za razvoj novih oblika liječenja AB. Opsežna 

istraživanja mehanizma cijepanja proteina APP i nastanka peptida Aβ zadnjih su 20-ak godina 

rezultirala mnoštvom spoznaja, no ne i djelotvornom terapijom. Pokazalo se da se 

transmembranski protein APP na površini stanice cijepa neamiloidogenim putem, dok se 

nakon internalizacije u endosomima cijepa amiloidogenim putem, kojim nastaje peptid Aβ. 

Dakle, molekularni mehanizmi koji reguliraju stanični transport proteina APP tj. njegov 

smještaj u endosomima imaju važnu ulogu u nastanku peptida Aβ. 

Postalo je također jasno da je amiloid-β dio složenog procesa te da na nastanak 

Alzheimerove bolesti mogu utjecati mnogi drugi stanični i molekularni čimbenici. Nedavna 

istraživanja su ukazala da bi kolesterol mogao utjecati na nastanak Alzheimerove bolesti. 

Utvrđeno je da razina kolesterola utječe na cijepanje proteina APP i nastanak Aβ. Veza 

između kolesterola i peptida Aβ ustanovljena je i u bolesti Niemann-Pick tipa C (NPC). Kod 

ove bolesti dolazi do nakupljanja kolesterola u jetri, slezeni i mozgu uslijed nedostatka 

funkcionalnog proteina NPC1 ili NPC2. Mutirani proteini NPC1/2 ne mogu obavljati svoju 

funkciju prijenosa kolesterola iz kasnih endosoma / lizosoma do endoplazmatskog retikuluma 

ili plazmatske membrane što uzrokuje njegovo nakupljanje u ovim organelima, te poremećaj 
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endocitoze. Interesantno je da nedostatak proteina NPC1 uzrokuje značajno povećanje razine 

peptida Aβ te progresivnu neurodegeneraciju, kao i u Alzheimerovoj bolesti.  

Razumijevanje mehanizma djelovanja kolesterola na nakupljanje peptida Aβ može 

doprinijeti otkrivanju novih ciljnih puteva i/ili molekula za razvoj djelotvorne terapije protiv 

Alzheimerove bolesti. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 
 

Cilj ovog rada je istražiti mehanizam djelovanja kolesterola na cijepanje i transport 

proteina APP, te nakupljanje peptida Aβ. U tu svrhu smo koristili stanični model bolesti 

Niemann-Pick tipa C (NPC) u kojoj je uz nakupljanje kolesterola utvrđeno i nakupljanje 

peptida Aβ. 

Prvo smo ispitali hipotezu da do nakupljanja peptida Aβ u stanicama NPC1-/- dolazi 

zbog njegove povećane proizvodnje tj. zbog povećanog amiloidogenog cijepanja proteina 

APP. Zatim smo provjerili je li povećano amiloidogeno cijepanje proteina APP posljedica 

promjenjene aktivnosti enzima koji sudjeluju u izrezivanju peptida Aβ iz proteina APP. 

Nadalje smo, snižavanjem razine kolesterola u stanicama, provjerili je li povećano 

amiloidogeno cijepanje proteina APP, te nakupljanje peptida Aβ ovisno o nakupljanju 

kolesterola u stanicama NPC1-/-. 

Kako cijepanje proteina APP amiloidogenim ili neamiloidogenim putem ovisi o 

njegovom transportu tj. endocitozi s površine stanice, pratili smo uzrokuje li nakupljanje 

kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima stanica NPC1-/- promjene u smještaju proteina 

APP. Analizirali smo smještaj proteina APP na staničnoj membrani i u endocitoznom putu, te 

njegovu internalizaciju i recikliranje s/na površinu stanice. Također smo provjerili popravlja li 

snižavanje razine kolesterola u stanicama NPC1-/- transport proteina APP, te izaziva li 

nakupljanje kolesterola u stanicama wt promjene u transportu proteina APP slične onima u 

stanicama NPC1-/-. Time smo željeli pokazati da povećana razina kolesterola, neovisno o 

proteinu NPC1, može uzrokovati promjene u smještaju proteina APP u endocitoznom putu te 

dovesti do njegovog povećanog amiloidogenog cijepanja, te nastanka peptida Aβ. 

Ovom disertacijom želimo doprinijeti razumijevanju uloge kolesterola u nastanku 

peptida Aβ, te veze između kolesterola, bolesti Niemann-Pick tipa C i Alzheimerove bolesti. 
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3. LITERATURNI PREGLED 
 

3.1. Alzheimerova bolest i protein APP 
 

Alzheimerova bolest (AB) je najčešća neurodegenerativna bolest te na nju otpada 60% 

svih oblika demencije. Karakterizira je tipična neuropatološka slika koja uključuje 

vanstanične senilne plakove i unutarstanične neurofibrilarne snopiće u moždanom tkivu 

oboljelih (Slika 3.1.). Dok neurofibrilarni snopići nastaju nakupljanjem hiperfosforiliranog 

proteina tau, osnovni sastojak senilnih plakova su nakupine peptida amiloid-β (Aβ) koji 

nastaju proteolitičkim cijepanjem proteina prekursora amiloida-β (eng. Amyloid Precursor 

Protein; APP).  

 

 
 
Slika 3.1. Prikaz patoloških lezija karakterističnih za Alzheimerovu bolest: senilnih plakova – 

izvanstaničnih nakupina peptida amiloid-β i neurofibrilarnih snopića – unutarstaničnih nakupina 

hiperfosforiliranog proteina tau. Slika je dijelom preuzeta iz članka Burns A. (2009.). 

 

Hipoteza amiloidne kaskade smatra se vrlo vjerojatnim mehanizmom nastanka 

Alzheimerove bolesti (Hardy & Selkoe, 2002.). Ova hipoteza pretpostavlja da je promijenjen 

metabolizam / razina peptida Aβ začetnik kaskade događaja koji uključuju i hiperfosforilaciju 

proteina tau. Dakle smatra se da peptid Aβ ima centralnu ulogu u patogenezi AB, te da 

njegovo nakupljanje u konačnici rezultira neurodegeneracijom i Alzheimerovom bolesti. 

Naime, dok je nakupljanje peptida Aβ i stvaranje senilnih plakova specifično za AB, 

nakupljanje i porast fosforiliranog oblika proteina tau prisutno je i u drugim oblicima 

demencija kao i u drugim neurodegenerativnim bolestima. No novija istraživanja ukazuju i na 
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mogućnost da su patološki putevi proteina tau i peptida Aβ, iako paralelni, međusobno 

neovisni (eng. dual pathway model), te da mogu biti potaknuti zajedničkim pokretačkim 

čimbenikom (Small & Duff, 2008.). 
 

3.1.1. Genetička osnova Alzheimerove bolesti 

 

Alzheimerova bolest uključuje nasljedne i sporadične oblike bolesti. Nasljedna AB 

(FAD, od eng. Familial Alzheimer's Disease) se prenosi na autosomno dominantan način, a 

prvi simptomi se javljaju prije 65. godine starosti (nazvana i EOAD, od eng. Early-Onset 

Alzheimer's Disease). Za razliku od nasljednog oblika Alzheimerove bolesti koji je vrlo 

rijedak (<0.1% oboljelih), sporadični oblik AB je najčešći i javlja se u pravilu nakon 65. 

godine života (LOAD, od eng. Late-Onset Alzheimer's Disease). Iako se ovaj oblik AB naziva 

sporadičnim, novija genetska istraživanja ukazuju kako on vrlo vjerojatno nije sporadičan, te 

da ima značajnu genetičku pozadinu tj. da postoji genetska predisponiranost za nastanak ovog 

oblika AB. Velika populacijska studija provedena na blizancima pokazala je kako nasljednost 

sporadičnog oblika AB može biti i do 80% (Gatz i sur., 2006.). Brojne asocijacijske studije 

kao i analize povezanosti (eng. linkage analysis) utvrdile su postojanje velikog broja gena koji 

bi mogli biti uključeni u nastanak ovog oblika AB. Danas se smatra da je Alzheimerova bolest 

kompleksna bolest te se javlja kao posljedica zajedničkog djelovanja nekoliko gena i više 

čimbenika rizika okoliša. 

Mutacije u genu za protein APP koji se nalazi na kromosomu 21 prve su otkrivene 

mutacije koje uzrokuju nasljedni oblik Alzheimerove bolesti (Goate i sur., 1991.). No, 

mutacije u genu APP odgovorne su za nasljedni oblik AB u svega nekoliko obitelji. Većinu 

slučajeva nasljednog oblika AB uzrokuju mutacije u genima za presenilin 1 (PS1) i presenilin 

2 (PS2) (Sherrington i sur., 1995.; Levy-Lahad i sur., 1995.). Ti geni kodiraju katalitičke 

podjedinice enzimskog kompleksa γ-sekretaze, ključnog u izrezivanju peptida Aβ iz proteina 

APP. Otkriće mutacija u genima APP, PS1 i PS2 pridonijelo je, razumijevanju molekularnog 

mehanizma nastanka Alzheimerove bolesti.  

Iako se spominju i drugi lokusi vezani uz sporadični oblik Alzheimerove bolesti, 

polimorfizam gena APOE (alel ε4) je jedini do sada sa sigurnošću utvrđen rizični čimbenik za 

nastanak sporadičnog oblika ove bolesti (Corder i sur., 1993.; Poirier i sur., 1993.). Dok je 

ovaj polimorfizam prisutan u 15% zdrave populacije, u grupi AB prisutan je u čak 65% 

bolesnika. Heterozigoti za APOE alel ε4 imaju tri puta veći rizik nastanka AB, dok se u 

homozigota taj rizik povećava 15 puta (Farrer i sur., 1997.). Osim toga, APOE alel ε4 utječe 
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na raniju pojavu simptoma bolesti i to svaka kopija alela za 10-ak godina (Corder i sur., 

1993.; Meyer i sur., 1998.). Zanimljivo, apolipoprotein E (ApoE) je glavni prijenosnik 

kolesterola u mozgu. 

Nedavne GWAS studije (od eng. Genome-Wide Association Study) su ukazale da 

stanični putevi metabolizma kolesterola i lipida, kao i imunološkog sustava sudjeluju u 

nastanku Alzheimerove bolesti (Jones i sur., 2010.) te da njihove promjene predstavljaju 

uzrok, a ne posljedicu patoloških procesa ove bolesti.  

 

3.2. Biologija proteina APP i nastanak peptida Aβ 
 

Amiloidnu hipotezu podupiru činjenice da se mutacije koje uzrokuju nasljedni oblik 

Alzheimerove bolesti nalaze upravo u genima za prekursor peptida Aβ (protein APP) i 

ključne enzime (preseniline) za njegov nastanak. Također, ljudi s Down-ovim sindromom, 

koji imaju tri kopije kromosoma 21 (trisomija 21) na kojem se nalazi gen APP, u pravilu 

obolijevaju od Alzheimerove bolesti. Suprotno tome, mutacije u genu koji kodira protein tau, 

iako mogu dovesti do njegove hiperfosforilacije, ne uzrokuju Alzheimerovu bolest. Te 

mutacije uzrokuju drugi tip demencije, tzv. frontotemporalnu demenciju (Hutton i sur., 

1998.).  

Sredinom 80-ih godina 20. stoljeća znanstvenici su uspjeli otkriti sekvencu 

aminokiselina peptida Aβ kojeg su izolirali iz plakova (Masters i sur., 1985.). Ubrzo nakon 

tog otkrića je kloniran i gen za prekursor protein amiloida-β koji kodira transmembranski 

protein APP od kojeg peptid Aβ nastaje (Kang i sur., 1987.). Prvotno su prevladavala 

mišljenja da je peptid Aβ protein koji ne nastaje u “normalnoj” stanici, no istraživanja su 

pokazala kako je on produkt uobičajenog metabolizma svake stanice (Haass, Schlossmacher, i 

sur., 1992.). 

 

3.2.1. Struktura i funkcija proteina APP 

 

Protein APP jest transmembranski protein tipa I. Njegova primarna struktura otkriva 

veliku izvanstaničnu N-terminalnu regiju, jednu transmembransku domenu i svega 47 

aminokiselina dugačak C-terminalni citoplazmatski rep. U ljudskim stanicama je 

eksprimirano 10 različitih izoformi proteina APP koje su posljedica alternativnog izrezivanja 

introna univerzalne mRNA (Entrez Gene ID: 351). Sve izoforme sadrže sekvencu peptida Aβ. 



 7 

Dominantne izoforme su proteini dugački 695, 751 odnosno 770 aminokiselina. Izoforma 

APP695 je najzastupljenija i nalazimo ju isključivo u neuronima, dok su izoforme APP751 i 

APP770 eksprimirane u stanicama neuronalnog porijekla, ali i ubikvitarno u drugim stanicama. 

Protein APP ima ortologe u različitim vrstama, uključujući tipične eksperimentalne modele 

poput miša, štakora, ribe zebrice, vinske mušice i crva Caenorhabditis  elegans.  

Struktura proteina APP najviše podsjeća na strukturu membranskih receptora, no bona 

fide ligand koji bi potvrdio takvu funkciju proteina APP još uvijek nije pronađen (Zheng & 

Koo, 2011.). Dosadašnja istraživanja uloge tog proteina u stanici pripisivala su mu razne 

funkcije poput uloge u razvoju i adheziji neurona, razvoju aksona, vezanju komponenti 

izvanstaničnog matriksa, smatra se da bi mogao biti uključen u neke signalne puteve, prijenos 

željeza (ferooksidaza), no istinska funkcija tog proteina i danas ostaje nepoznanicom. 

Istraživanja prave funkcije proteina APP dodatno su otežana postojanjem dva paraloga: 

APLP1 i APLP2. Naime, tek delecija gena APLP2 skupa s delecijom ili gena APP ili APLP1 

uzrokuje ranu postnatalnu letalnost u miševa, što ukazuje na funkcionalnu suvišnost između 

proteina APLP2 i ostala dva proteina u obitelji (Heber i sur., 2000.). Za razliku od proteina 

APP, proteini APLP1 i APLP2 ne sadrže peptid Aβ (Zheng & Koo, 2011.). 

 

3.2.2. Cijepanje proteina APP 

 

Peptidi Aβ nastaju sekvencijalnim proteolitičkim cijepanjem proteina APP. Protein APP 

se može cijepati dvama različitim proteolitičkim putevima: α-sekretaznim (tzv. 

neamiloidogenim) ili β-sekretaznim (tzv. amiloidogenim) putem (Slika 3.2.). U oba ova puta 

APP se cijepa kaskadom događaja koji uključuju proteolitičko cijepanje enzimom α-, odnosno 

β-sekretaza te zatim proteolitičko cijepanje enzimskim kompleksom γ-sekretaze. Nedavno 

istraživanje je otkrilo da fiziološku funkciju α-sekretaze obavlja enzim ADAM-10 (od eng. A 

Disintegrin And Metalloprotease Domain protein) (Kuhn i sur., 2010.), dok je već dulje 

vrijeme poznato da aspartil proteaza nazvana BACE1 (od eng. β-site APP Cleaving Enzyme) 

ima ulogu β-sekretaze (Vassar i sur., 1999.). Kompleks γ-sekretaze čine 4 podjedinice: protein 

presenilin 1 ili 2 (PS1/2) koji ima ulogu katalitičke podjedinice, te nikastrin, PEN-2 i APH-1 

(Takasugi i sur., 2003.; Edbauer i sur., 2003.; Kimberly i sur., 2003.). 

Cijepanjem proteina APP α- ili β-sekretazom nastaju veći topljivi odsječci sAPPα, 

odnosno sAPPβ (od eng. soluble APP) i manji transmembranski C-terminalni odsječci 

CTFα/C83, odnosno CTFβ/C99 (od eng. C-Terminal Fragment). Odsječci CTF su supstrati 
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enzima γ-sekretaze koji cijepanjem odsječka CTFβ oslobađa peptid amiloid-β, dok se 

cijepanjem odsječka CTFα oslobađa neamiloidogeni peptid p3. Cijepanjem odsječaka CTFα/β 

γ-sekretazom nastaje i C-terminalni peptid AICD (od eng. APP-IntraCellular Domain). 

Dakle, cijepanje proteina APP β-sekretaznim putem predstavlja ključni događaj u nastanku 

peptida Aβ, dok cijepanje proteina APP α-sekretazom sprečava njegov nastanak (Esch i sur., 

1990.). 

 

 
 

Slika 3.2. Shematski prikaz cijepanja proteina APP α-, β- i γ-sekretazom. 
 

Peptid Aβ je normalni metabolički produkt svake stanice, te se u normalnim uvjetima 

izlučuje i uklanja iz neurona. Upravo neravnoteža između proizvodnje i razgradnje peptida 

Aβ se smatra primarnim događajem koji dovodi do nastanka Alzheimerove bolesti. U prilog 

ovoj hipotezi stoji činjenica da mutacije koje uzrokuju nasljedne oblike AB najčešće 

rezultiraju povišenom proizvodnjom peptida Aβ. Npr. mutacija Swedish (sw) u genu APP, 

nazvana po švedskoj obitelji u kojoj je pronađena, uzrokuje izmjenu aminokiselina KM→NL 

u proteinu APP koje se nalaze odmah N-terminalno do mjesta cijepanja β-sekretaze (Mullan i 
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sur., 1992.). S ovom mutacijom protein APP postaje bolji supstrat β-sekretaze, što dovodi do 

dramatičnog porasta efikasnosti cijepanja proteina APP na tom mjestu i povišene proizvodnje 

peptida Aβ.  

Iako su detalji proteolitičkog cijepanja proteina APP dobro razjašnjeni još uvijek nije 

potpuno poznato kako se regulira i što uzrokuje, odnosno pokreće cijepanje proteina APP α-, 

odnosno β-sekretaznim putem. Povećanje razgradnje proteina APP α-sekretaznim putem te 

paralelno smanjenje njegove razgradnje β-sekretaznim putem smatra se jednim od 

potencijalnih načina za razvoj novih oblika liječenja AB. 

 

3.2.3. Peptidi Aβ 

 

Amiloid-β jest peptid koji nastaje amiloidogenim putem cijepanja proteina APP. Pri 

cijepanju C-terminalnog odsječka, CTFβ/C99, γ-sekretazom nastaju izrazito hidrofobni 

peptidi veličine 37-43 aminokiseline (~4 kDa) skloni agregaciji. Najzastupljeniji peptid jest 

Aβ40 (oko 85%), dok se Aβ42(43) smatra začetnikom agregacije amiloida i nastanka 

patoloških plakova zbog njegove veće hidrofobnosti u odnosu na kraće peptide (Jarrett i sur., 

1993.). Zanimljivo je kako više od 200 otkrivenih mutacija u genima PS1/2 koje uzrokuju 

nasljedni oblik AB ima jednak učinak na povećanje omjera peptida Aβ42/Aβ40 (Hardy & 

Selkoe, 2002.). 

Iako su amiloidni plakovi karakteristične lezije Alzheimerove bolesti, danas se smatra 

da su zapravo pre-amiloidne strukture ovog peptida, oligomeri Aβ, najtoksičniji te prvi 

uzrokuju neuronalna oštećenja i gubitak sinapsi što dovodi do demencije. Naime, pokazalo se 

da monomeri peptida Aβ vrlo brzo agregiraju te stvaraju oligomere različitih veličina. Za 

razliku od monomera, oligomeri peptida Aβ mogu biti otporni na detergent SDS (od eng. 

Sodium Dodecyl Sulfate) te ih je potrebno otopiti u mravljoj kiselini kako bi se mogli 

detektirati npr. ELISA-om (od eng. Enzyme-Linked Immunosorbant Assay) (Skovronsky i 

sur., 1998.). Ekstrakcijom u mravljoj kiselini mogu se osloboditi i monomeri Aβ vezani za 

strukture poput drugih proteina, lipida ili membrana. Također, pokazano je da oligomerizacija 

peptida Aβ počinje već u samim stanicama, a ne nakon sekrecije monomera u vanstanični 

prostor (Walsh i sur., 2000.).  

Niz istraživanja pokazuje korelaciju oligomera Aβ s jačinom neurodegeneracije (Lue i 

sur., 1999.; McLean i sur., 1999.), iako prava biokemijska struktura i uloga u in vivo 

patogenezi Alzheimerove bolesti treba biti dalje istražena.  
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3.2.4. Stanični transport proteina APP 

 

Protein APP je transmembranski glikoprotein. Poput ostalih tipičnih transmembranskih 

proteina tipa I, protein APP se kotranslacijski translocira preko membrane endoplazmatskog 

retikuluma (ER) gdje ostaje vezan tako da mu se samo mali C-terminalni rep nalazi u citosolu, 

a velika ekstracelularna N-terminalna domena u lumenu ER-a. Dalje se protein APP 

transportira iz ER-a u Golgijev aparat gdje dolazi do posttranslacijskih modifikacija koje 

uključuju N- i O-glikozilaciju. Protein APP koji još nije prošao glikozilaciju se naziva 

nezrelim (eng. immature), dok se potpuno posttranslacijski modificirani protein APP smatra 

zrelim (eng. mature). Nakon što prođe sortiranje u Golgijevom aparatu, protein APP se 

sekrecijskim vezikulama transportira na površinu stanice. Za vrijeme transporta proteina na 

staničnu membranu i na samoj membrani, protein APP dominantno cijepa α-sekretaza 

oslobađajući pritom veliku izvanstaničnu domenu tog proteina (sAPPα), dok C-teminalni 

odsječak (CTFα) ostaje vezan za membranu (Sisodia i sur., 1990.; Parvathy i sur., 1999.). 

Ovaj fragment dalje može cijepati γ-sekretaza, pri čemu nastaje neamiloidogeni peptid p3 

(Slika 3.3.).  

Protein APP u svom citoplazmatskom C-terminalnom repu sadrži koncenzusnu domenu 

-NPXY- koja posreduje u internalizaciji nekih membranskih receptora. Dokazano je da se 

protein APP internalizira klatrin-ovisnom endocitozom s površine stanice (Yamazaki i sur., 

1996.). Dio internaliziranih proteina APP završava endocitoznim putem u lizosomima gdje se 

razgrađuje (Haass, Koo, i sur., 1992.), no dio se može vrlo brzo reciklirati natrag na površinu 

stanice (Yamazaki i sur., 1996.). Za razliku od α-sekretaze, β-sekretaza (BACE1) ima najveću 

aktivnost u blago kiselim odjeljcima, tj. endosomima (Vassar i sur., 1999.). Dakle nakon 

internalizacije, protein APP u ranim endosomima može cijepati β-sekretaza (Koo & Squazzo, 

1994.). CTFβ koji ostaje vezan za membranu endosoma može još u endosomima cijepati γ-

sekretaza pri čemu nastaje peptid Aβ u unutrašnjosti stanice (u lumenu vezikula) ili može biti 

recikliran na površinu stanice gdje se nakon cijepanja γ-sekretazom o oslobađa peptid Aβ, tj. 

izlučuje u vanstanični prostor (Higaki i sur., 1995.). Peptidi Aβ nastali u endocitoznom putu 

mogu se ili izlučiti iz stanice ili razgraditi u lizosomima (Slika 3.3.). Istraživanja pokazuju da 

je zapravo unutarstanični Aβ taj koji je najtoksičniji i inicira oštećenja koja dovode do razvoja 

Alzheimerove bolesti (Walsh i sur., 2002.). 
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Slika 3.2. Shematski prikaz staničnog transporta i cijepanja proteina APP. 

 

Smatra se da se cijepanje proteina APP α-sekretazom odvija na površini stanice (Sisodia 

i sur., 1990.; Parvathy i sur., 1999.), dok se cijepanje β-sekretazom primarno odvija u 

endosomima (Koo & Squazzo, 1994.). Dakle, molekularni mehanizmi koji reguliraju stanični 

transport proteina APP imaju važnu ulogu u reguliranju njegovog cijepanja amiloidogenim ili 

neamiloidogenim putem te nastanku peptida Aβ. Štoviše, pokazano je da su promjene u 

endosomima i endocitoznom transportu proteina APP dio ranih procesa u patogenezi 

Alzheimerove bolesti (Cataldo i sur., 2000.; Cataldo i sur., 2004.; Ginsberg i sur., 2010.). 

Povećani endosomi u neuronima su također primjećeni u Down-ovom sindromu gdje 

prethode simptomima demencije (Cataldo i sur., 2000.). Dodatno, nedavnim GWAS studijama 

(od eng. Genome-Wide Association Studies) dva gena, PICALM i BIN1, čiji produkti 

sudjeluju u klatrin-ovisnoj internalizaciji odnosno recikliranju su povezana s rizikom za 

sporadični oblik Alzheimerove bolesti (Harold i sur., 2009.; Hu i sur., 2011.; Kauwe i sur., 

2011.; Lambert i sur., 2011.). 
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3.3. Kolesterol i Alzheimerova bolest 
 

Mozak je kolesterolom najbogatiji organ u tijelu i sadrži oko 25% ukupnog tjelesnog 

kolesterola (Dietschy & Turley, 2004.). Priča o ulozi lipida u patogenezi Alzheimerove 

bolesti je stara više od 100 godina. Naime, uz amiloidne plakove i neurofibrilarne snopiće, 

upravo je dr. Alois Alzheimer na početku 20. stoljeća opisao i treću patološku karakteristiku 

Alzheimerove bolesti – lipidne inkluzije u moždanim preparatima svoje pacijentice Auguste. 

Iako je taj nalaz upućivao na poremećaj u metabolizmu lipida, znanstvenici su ga do nedavno 

zanemarivali (Foley, 2010.). 

 

3.3.1. Genetički i epidemiološki čimbenici 

 

1993. godine Corder i suradnici pronalaze da polimorfizm ε4 apolipoproteina E (APOE) 

predstavlja najsnažniji genetski rizik nastanka sporadičnog oblika Alzheimerove bolesti. 

Molekularni mehanizmi djelovanja apolipoproteina E (ApoE) u nastanku AB još uvijek nisu 

potpuno jasni. ApoE ima bitnu funkciju u prijenosu kolesterola u mozgu, te je pronađen u 

senilnim plakovima što ukazuje na direktnu interakciju ApoE s Aβ u mozgu (Rebeck i sur., 

1993.). Varijanta ε4 proteina ApoE ima slabiji afinitet za peptide Aβ od ostalih nepatoloških 

varijanti proteina ApoE što rezultira smanjenim uklanjanjem peptida Aβ iz stanica (LaDu i 

sur., 1994.). Također, ApoE ε4 potiče nakupljanje Aβ peptida te njegovu agregaciju i 

stvaranje plakova (Holtzman i sur., 2000.; Ye i sur., 2005.). Najnovija istraživanja su ukazala 

da bi poticanje ekspresije APOE agonistom retinoidnog X receptora (RXR) moglo biti 

djelotvorno u uklanjanju peptida Aβ iz mozga i liječenju AB (Cramer i sur., 2012.).  

Nedavno je u dvije paralelne GWAS analize otkriven i polimorfizam gena CLU kao 

drugi najjači genetski rizični čimbenik nastanka sporadičnog oblika Alzheimerove bolesti, 

odmah iza polimorfizma ε4 apolipoproteina E (Harold i sur., 2009.; Lambert i sur., 2009.). 

Zanimljivo, gen CLU kodira protein klusterin, poznat i kao apolipoprotein J (ApoJ) koji poput 

ApoE ima ulogu u prijenosu i metabolizmu kolesterola u mozgu. Postojanje više 

komplementarnih molekula odgovornih za prijenos kolesterola u mozgu objašnjava činjenicu 

da KO (od eng. KnockOut) gena APOE u miševima ne dovodi do ozbiljnijih neuroloških 

poremećaja. Za razliku od KO, DKO (od eng. Double KnockOut) gena APOE-/-/CLU-/- u 

miševima dovodi do povećanog nakupljanja peptida Aβ te stvaranja amiloidnih plakova 

(DeMattos i sur., 2004.). Naime, ApoJ sprečava polimerizaciju i agregaciju peptida Aβ 
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(Matsubara i sur., 1996.) te pospješuje njegovo uklanjanje (Zlokovic i sur., 1996.; Hammad i 

sur., 1997.). 

Nakon važnog otkrića genetičkog rizika polimorfizma gena APOE, kolesterol se našao u 

fokusu istraživanja patogeneze Alzheimerove bolesti. Pokazano je da nivoi ukupnog 

kolesterola i LDL-kolesterola (eng. Low Density Lipoproteins), ali ne i HDL-kolesterola (eng. 

High Density Lipoproteins) u serumu koreliraju s količinom Aβ42 u mozgu pacijenata s AB 

(Kuo i sur., 1998.). Čini se da hiperkolesterolemija u srednjim godinama doprinosi većem 

riziku oboljenja od Alzheimerove bolesti u starosti (Kivipelto i sur., 2001.; Pappolla i sur., 

2003.). No, Mielke i suradnici (2005) su također povezali povišenu razinu kolesterola u 

plazmi u starijoj dobi (70-79 godina) sa smanjenim rizikom od demencije u dubokoj starosti 

(79-88 godina). Nadalje, pokazano je da je razina kolesterola u mozgu pacijenata oboljelih od 

AB viša od one u zdravih kontrola slične dobi (Cutler i sur., 2004.; Xiong i sur., 2008.). 

Dvije retrospektivne epidemiološke studije su otkrile smanjenu prevalenciju 

Alzheimerove bolesti u osoba koje su primale terapiju statinima, lijekovima za snižavanje 

kolesterola (Wolozin i sur., 2000.; Jick i sur., 2000.). Statini su inhibitori 3-hidroksi-3-

metilglutaril koenzimA reduktaze (HMG-CoAR), ključnog enzima u de novo sintezi 

kolesterola. Također, uzimanje statina može sniziti razinu Aβ u serumu (Friedhoff i sur., 

2001.) te sAPPβ, ali i sAPPα u likvoru (Sjögren i sur., 2003.). No kasnije prospektivne 

epidemiološke studije, kao i klinička ispitivanja nisu uspjela pokazati pozitivne učinke statina 

kod Alzheimer pacijenata (Li i sur., 2004.; Zandi i sur., 2005.; Rea i sur., 2005.; Sparks i sur., 

2008.). 

 

3.3.2. In vivo i in vitro dokazi 

 

S druge strane, dokazi o vezi kolesterola s nastankom Alzheimerove bolesti dolaze iz in 

vivo i in vitro istraživanja koja pokazuju da promjene u homeostazi kolesterola utječu na 

procesiranje proteina APP i nastanak peptida Aβ. Sparks i suradnici (1994) prvi su primjetili 

da kolesterolom bogata prehrana vodi ka nakupljanju peptida Aβ u mozgu zečeva. Slijedili su 

pokusi koji su potvrdili da povećan unos kolesterola uzrokuje povećano nakupljanje peptida 

Aβ i odsječaka CTF, te smanjenje razine fragmenta sAPPα u mozgu transgeničnih miševa 

(Refolo i sur., 2000.; Shie i sur., 2002.). Uloga cirkulirajućeg kolesterola na rizik nastanka AB 

je pomalo kontroverzna, pogotovo u svjetlu činjenice da većina kolesterola u mozgu dolazi od 

de novo sinteze u središnjem živčanom sustavu, te kolesterol u pravilu ne prelazi intaktnu 

krvno-moždanu barijeru (Edmond i sur., 1991.). Ova činjenica stavlja upitnik na mehanizam 
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kojim prehrana bogata kolesterolom utječe na peptid Aβ u mozgu. Odgovor možda nudi 

pronalazak da je permeabilnost krvno-moždane barijere narušena u transgeničnih modela 

Alzheimerove bolesti (Ujiie i sur., 2003.). Ipak, više istraživanja je pokazalo da lijekovi koji 

spuštaju kolesterol, snižavaju razinu i nakupljanje peptida Aβ u mozgu transgeničnih miševa, 

miševa divljeg tipa i zamoraca (Fassbender i sur., 2001.; Refolo i sur., 2001.; Burns i sur., 

2006.). U ovim istraživanjima korišteni su lipofilni statini poput lovastatina, simvastatina i 

atorvastatina koji mogu prijeći krvno-moždanu barijeru. 

Povećanje i smanjenje razine kolesterola u staničnim modelima također utječe na 

stvaranje peptida Aβ. Tretman stanica statinima smanjuje proizvodnju peptida Aβ (Simons i 

sur., 1998.; Buxbaum i sur., 2001.; Fassbender i sur., 2001.; Guardia-Laguarta i sur., 2009.) i 

stimulira cijepanje proteina APP neamiloidogenim putem (Kojro i sur., 2001.). Začudo, 

relativno malo podataka je dostupno o utjecaju povišene razine kolesterola na cijepanje 

proteina APP u staničnim modelima. Istraživanja su pokazala smanjenu sekreciju sAPPα 

(Kojro i sur., 2001.; von Arnim i sur., 2008.), te povišenu aktivnost β-sekretaze i proizvodnju 

peptida Aβ (von Arnim i sur., 2008.; Xiong i sur., 2008.; Liu i sur., 2009.; Cossec i sur., 

2010.) u stanicama tretiranim slobodnim kolesterolom u obliku LDL čestica ili kompleksom 

metil-β-ciklodekstrina i kolesterola (MβC-kolesterol). Dok slobodni kolesterol posredstvom 

LDL čestica ulazi preko receptora u stanicu endocitozom, kompleks s MβC omogučava 

direktnu ugradnju kolesterola u stanične membrane. 

Iako većina istraživanja ide u prilog teoriji da povišena razina kolesterola potiče 

stvaranje i nakupljanje peptida Aβ, postoje i radovi čiji rezultati pokazuju suprotne efekte. 

Naime, Howland i suradnici (1998) su pokazali da prehrana bogata kolesterolom vodi ka 

smanjenju sekrecije peptida Aβ u mozgu transgeničnih miševa, dok su Abad-Rodriguez i 

suradnici (2004) pokazali da smanjenje kolesterola može potaknuti proizvodnju peptida Aβ. 

Dakle, pitanje pravog učinka kolesterola na metabolizam proteina APP i nakupljanje peptida 

Aβ nije sasvim razjašnjeno. 

  

3.3.3. Stanični i molekularni mehanizmi 

 

Protein APP, te enzimi uključeni u njegovo cijepanje su membranski proteini, a 

kolesterol ima vitalnu ulogu u građi i funkciji staničnih membrana. Štoviše, smatra se da 

protein APP, β- i γ-sekretaza, dakle enzimi ključni za nastanak peptida Aβ, mogu biti 

smješteni u membranskim domenama bogatim kolesterolom i sfingolipidima, tzv. lipidnim 

splavima (eng. lipid rafts) (Ehehalt i sur., 2003.; Vetrivel i sur., 2005.). Pojedina istraživanja 
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sugeriraju da izvan raftova protein APP dominantno cijepa α-sekretaza, dok se amiloidogeno 

cijepanje proteina APP događa upravo u lipidnim splavima (Vetrivel & Thinakaran, 2010.). 

Snižavanje kolesterola u staničnoj membrani utječe na smještaj proteina APP u raftovima, te 

uzrokuje smanjenu proizvodnju peptida Aβ (Simons i sur., 1998.). Dapače, naši rezultati 

pokazuju da nakupljanje kolesterola može dovesti do povećanog smještaja proteina APP u 

lipidnim splavima što može rezultirati povišenom razinom peptida Aβ (Košiček i sur., 2010.). 

No von Arnim i suradnici (2008) su pokazali da APP i BACE1, iako oboje mogu biti prisutni 

na staničnoj membrani, dolaze u neposrednu blizinu tek unutar stanice u endosomima. 

Nedavno, Marquer i suradnici (2011) su pokazali da povišena razina kolesterola u staničnoj 

membrani uzrokuje brzu internalizaciju proteina APP i BACE1 čemu ipak prethodi premještaj 

proteina APP u raftove i približavanje proteina APP i BACE1 na staničnoj membrani.  

Protein APP se sa stanične membrane internalizira klatrin-ovisnom endocitozom, a 

njegova prisutnost u endosomima ovisi o regulaciji endocitoze proteina APP s površine 

stanice. Poznato je da kolesterol može utjecati na endocitozu. Naime, povišene koncentracije 

kolesterola uzrokuju smanjenje fluidnosti membrane te povećanu endocitozu (Weber i sur., 

2006.). Istraživanja su pokazala da inhibicija ili aktivacija endocitoznog puta smanjuje 

odnosno povećava produkciju peptida Aβ (Grbović i sur., 2003.; Carey i sur., 2005.; Cirrito i 

sur., 2008.). Istraživanja koja su otkrila promjene u endosomima u ranoj fazi Alzheimerove 

bolesti, sugeriraju da je u mozgu pacijenata endocitoza vjerovatno povećana (Nixon, 2004.).  

Uz ove indirektne efekte kolesterola na cijepanje proteina APP, pokazano je da 

kolesterol može i direktno modulirati aktivnost sekretaza. Bodovitz i Klein (1996) su prvi 

pokazali da povišena razina kolesterola može utjecati na aktivnost α-sekretaze uzrokujući 

smanjenu proizvodnju sAPP. Kolesterol može stimulirati proteolitičku aktivnost β-sekretaze 

(Kalvodova i sur., 2005.), dok su rezultati vezani za utjecaj kolesterola na aktivnost γ-

sekretaze kontradiktorni (Wahrle i sur., 2002.; Wada i sur., 2003.; Osenkowski i sur., 2008.). 

Štoviše, nedavna studija je pokazala da je homeostaza kolesterola poremećena u mozgu 

oboljelih od AB što rezultira povećanom aktivnošću β- i γ-sekretaze (Xiong i sur., 2008.). 

Osim što kolesterol može utjecati na cijepanje proteina APP i aktivnost enzima koji 

sudjeluju u tom procesu, Grimm i suradnici (2005) su pokazali da APP i produkti njegovog 

cijepanja također utječu na metabolizam kolesterola te su predložili model povratne sprege 

između kolesterola i nastanka peptida Aβ. Naime, primjetili su da kod transgeničnih miševa 

kojima nedostaje protein APP dolazi do promjena u homeostazi lipida, te su pokazali da 

peptid Aβ može djelovati kao inhibitor enzima HGM-CoAR te time smanjiti de novo sintezu 

kolesterola (Grimm i sur., 2005.). 
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3.4. Veza Alzheimerove bolesti i bolesti Niemann-Pick tipa C 
 

Veza između kolesterola i peptida Aβ otkrivena je ne samo u Alzheimerovoj bolesti 

nego i u bolesti Niemann-Pick tipa C (NPC). Kod ljudi oboljelih od bolesti Niemann-Pick tipa 

C dolazi do nakupljanja kolesterola u jetri, slezeni i mozgu, te progresivne neurodegeneracije. 

Zadnjih 10-ak godina, sličnost histopatologija bolesti Niemann-Pick tipa C i Alzheimerove 

bolesti je pobudila interes znanstvenika (Nixon, 2004.). Naime, nedostatak proteina NPC1 

može uzrokovati hiperfosforilaciju proteina tau i značajno povećanje razine Aβ, kao i u 

Alzheimerovoj bolesti. Kako istraživanja sve više ukazuju na utjecaj lipida na cijepanje 

proteina APP i nastanak peptida Aβ, bolest NPC je postala važnim modelom za proučavanje 

veze između kolesterola, proteina APP i nastanka peptida Aβ. Dapače, pomoću staničnih i 

animalnih modela ove bolesti pokazano je da nakupljanje kolesterola kao i njegov poremećen 

transport mogu imati značajan utjecaj na cijepanje proteina APP. 

 

3.4.1. Bolest Niemann-Pick tipa C 

 

Bolest Niemann-Pick tipa C je nasljedna lizosomska bolest nakupljanja lipida koja 

nastaje zbog mutacija u genima NPC1 ili HE1, poznatog i kao NPC2. NPC1 je veliki 

membranski protein s 13 transmembranskih domena smješten u kasnim endosomima i 

lizosomima (Carstea i sur., 1997.), dok je NPC2 manji protein koji se nalazi u lumenu 

lizosoma (Naureckiene i sur., 2000.). Oba ova proteina imaju domene za vezanje kolesterola, 

te se smatra da djeluju u tandemu prilikom transporta kolesterola iz lizosoma (Infante i sur., 

2008.). To objašnjava kako mutacije u bilo kojem od ova dva gena uzrokuju isti fenotip tj. 

bolest NPC, iako svega je 5% slučajeva uzrokovano mutacijom u genu NPC2 (Vanier, 2010.). 

Kolesterol može nastati u stanici de novo sintezom ili ga stanica može unijeti klatrin-

ovisnom endocitozom. Naime, kolesterol se u obliku estera prenosi LDL česticama koje se 

vežu na receptore iz obitelji LDL-receptora. Kolesterol-esteri unešeni endocitozom se 

hidrolizom prevode u slobodni kolesterol koji dolazi do kasnih endosoma i lizosoma odakle 

se transportira u endoplazmatski retikulum (ER) i plazma membranu. U ER-u se regulira 

homeostaza staničnog kolesterola. Naime, kada je udio kolesterola manji od 5% ukupne 

količine lipida u ER-u dolazi do aktivacije de novo sinteze kolesterola. U slučaju viška 

kolesterola u ER-u, on se tamo esterificira uz pomoć enzima acil-kolesterol-aciltransferaze 

(ACAT), a kolesterol-esteri se skladište u lipidnim kapljicama u citosolu. Nedostatak 

funkcionalnog oblika proteina NPC1 ili NPC2 uzrokuje zastoj i nakupljanje slobodnog ne-
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esterificiranog kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima. Taj zastoj uzrokovan 

nedostatkom funkcionalnog proteina NPC1/2 dovodi do snižavanja razine kolesterola u ER-u 

što pak stimulira njegov povećan unos posredovan LDL-receptorima i de novo sintezu u 

stanici, te zaustavlja esterifikaciju (Pentchev i sur., 1985.; Pentchev i sur., 1986.; Pentchev i 

sur., 1987.; Liscum & Faust, 1987.). Osim kolesterola, u stanicama s nefunkcionalnim 

proteinom NPC1/2 dolazi i do nakupljanja drugih lipida poput glikosfingolipida, 

sfingomijelina te BMP-a (od eng. Bis (Monoacylglycero) Phosphate) u kasnim 

endosomima/lizosomima (Kobayashi i sur., 1999.; Zervas i sur., 2001.; Zhang i sur., 2001.; te 

Vruchte i sur., 2004.; Lloyd-Evans i sur., 2008.).  

 

3.4.2. Promjene metabolizma proteina APP u bolesti NPC 

 

Iako amiloidni plakovi uglavnom nisu primjećeni kod ljudi oboljelih od bolesti NPC, 

nedavna in vitro i in vivo istraživanja su pokazala da nedostatak funkcionalnog proteina NPC1 

uzrokuje značajno nakupljanje odsječka CTFβ i peptida Aβ (Yamazaki i sur., 2001.; Burns i 

sur., 2003.; Jin i sur., 2004.; Kodam i sur., 2010.). Dapače, Mattsson i suradnici (2010) su 

pronašli povišenu razinu peptida Aβ u likvoru NPC pacijenata. Većina ovih istraživača smatra 

da je povećana razina peptida Aβ kod pacijenata, te staničnih i animalnih modela bolesti NPC 

uzrokovana povečanom aktivnošću β-, odnosno γ-sekretaze (Burns i sur., 2003.; Kodam i sur., 

2010.; Mattsson i sur., 2010.).  

Zanimljivo, Saito i suradnici (2002) su primjetili amiloidne plakove kod pacijenata 

oboljelih od bolesti NPC, a koji su ujedno bili i homozigoti za APOE alel ε4. Dakle, čini se da 

alel ε4 ApoE potiče nakupljanje peptida Aβ u plakove u bolesti Niemann-Pick tipa C, kao i u 

Alzheimerovoj bolesti. 

Kod bolesti NPC primjećen je i poremećaj u endocitoznom putu koji uključuje i 

vezikule koje nisu glavna mjesta nakupljanja lipida. Tako istraživanja pokazuju smanjeno 

recikliranje receptora transferina na površinu stanice, te općenito promijenjen stanični 

transport membranskih proteina poput CI-MPR (od eng. Cation-Independent Mannose-6-

Phosphate Receptor) i Rab4 (Puri i sur., 1999.; Choudhury i sur., 2004.; Pipalia i sur., 2007.). 

Pokazano je da se uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1, odsječci CTFβ i peptidi 

Aβ nakupljaju u kasnim, kolesterolom bogatim, endosomima (Yamazaki i sur., 2001.; Runz i 

sur., 2002.; Jin i sur., 2004.), ali i u ranim endosomima (Jin i sur., 2004.). Dodatno, u 

preparatima moždanog tkiva NPC pacijenata, Jin i suradnici (2004) su primjetili da se Aβ i 
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CTFβ nakupljaju u abnormalno povećanim endosomima kakvi su također primjećeni i kod 

Alzheimerove bolesti. 

 

3.4.3. Promjene funkcije proteina NPC1 u Alzheimerovoj bolesti 

 

Osim sličnosti NPC patologije s onom Alzheimerove bolesti, novija istraživanja ukazuju 

na dvosmjernu povezanost te dvije bolesti. Naime, nedavno su otkrivene promjene u 

ekspresiji tj. u razini mRNA i proteina NPC1 u mozgu pacijenata oboljelih od Alzheimerove 

bolesti. Analizom sveukupne ekspresije gena pomoću oligonukleotidnih mikročipova (eng. 

microarray analysis) otkrivena je snižena ekspresija gena NPC1 (Ginsberg i sur., 2010.), dok 

je drugo istraživanje pak pokazalo povišenu ekspresiju NPC1 i na razini mRNA i na razini 

proteina. Oba su istraživanja rađena na postmortem hipokampalnim uzorcima osoba oboljelih 

od Alzheimerove bolesti. Iako su ova istraživanja naizgled dala oprečne rezultate, oba su 

otkrila promjene vezane za NPC1 i metabolizam kolesterola u dijelu mozga koji je najviše 

zahvaćen patologijom Alzheimerove bolesti. Naime, osim što nedostatak funkcionalnog 

proteina NPC1 uzrokuje nakupljanje kolesterola u bolesti NPC, pokazano je da u 

poremećajima u kojima dolazi do sekundarnog nakupljanja kolesterola dolazi i do povišene 

ekspresije proteina NPC1, što se tumači kao stanični odgovor na poremećenu homeostazu 

kolesterola (Puri i sur., 1999.). 

Dodatno, pokusi križanja NPC1+/- miša i transgeničnog mišjeg modela AB pokazali su 

da smanjena ekspresija NPC1 (NPC1+/-) uzrokuje povećano nakupljanje peptida Aβ i 

povećano stvaranje plakova u križanih transgeničnih miševa (Borbon & Erickson, 2010.). Ovi 

rezultati ukazuju na važnu ulogu promijenjenog metabolizma kolesterola, koji može 

uključivati i promjenu funkcije proteina NPC1, u patogenezi Alzheimerove bolesti. Dakle, 

bolest NPC predstavlja inovativan model za istraživanja molekularnih mehanizama djelovanja 

kolesterola na nastanak peptida Aβ, ključne molekule u patogenezi Alzheimerove bolesti. 
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4. MATERIJALI I METODE 
 

4.1. Kultura stanica 
 

U istraživanjima smo koristili staničnu liniju CHO (eng. Chinese Hamster Ovary) kojoj 

je deletiran gen za protein NPC1 (CHO-NPC1-/-), te parentalnu staničnu liniju CHO divljeg 

tipa (CHOwt). Kako bismo potvrdili da su rezultati dobiveni na stanicama NPC1-/- uistinu 

vezani za nedostatak proteina NPC1, u analize smo dodatno uključili i staničnu liniju CHO-

NPC1-/- koja stabilno eksprimira gen NPC1 (CHO-NPC1-/-+NPC1). Stanice CHO-NPC1-/-

+NPC1 bi trebale davati rezultate slične onima u stanicama divljeg tipa. Sva tri tipa stanica su 

dobivena ljubaznošću dr. Daniel S. Oryja (Washington University School of Medicine, St. 

Louis, SAD). 

 

4.1.1. Uzgoj stanica u kulturi 

 

Stanice CHO smo uzgajali u uvjetima in vitro u hranjivom mediju DMEM/F12 (Sigma-

Aldrich, SAD) s dodatkom 10% seruma goveđeg fetusa (eng. Foetal Bovine Serum, FBS; 

Sigma-Aldrich, SAD), 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, SAD) te otopine antibiotika i 

antimikotika koja sadrži 100 jedinica/ml penicilina, 100 µg/ml streptomicina i 0.25 µg/ml 

amfotericina B (Sigma-Aldrich, SAD). Stanice su rasle u sterilnim plastičnim T-bocama 

(Sarstedt, Njemačka) u inkubatoru s vlažnom atmosferom pri 37°C i 5% CO2. Stanice smo 

održavali u kulturi redovitim presađivanjem nakon odvajanja od podloge pomoću otopine 

0.05% tripsina s dodatkom 0.02% EDTA (Sigma-Aldrich, SAD). Broj stanica i njihovu 

vijabilnost određivali smo s 0.03% otopinom tripanskog modrila (Sigma-Aldrich, SAD) koja 

mrtve stanice boja u plavo. Za brojanje stanica koristili smo Neubauerovu komoricu te 

invertni svjetlosni mikroskop (Zeiss Axiovert 25). 

 

4.2. Transfekcija stanica 
 

Za potrebe ovog istraživanja u stanicama smo prolazno ili stabilno eksprimirali pojedine 

rekombinantne proteine. U tu svrhu stanice smo transfecirali pomoću transfekcijskog 

reagensa Lipofectamine LTX (Invitrogen, SAD). Transfekcijska smjesa se sastojala od medija 

DMEM/F12 koji nije sadržavao FBS niti antibiotike, transfekcijskog reagensa i DNA 
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(plazmidnog vektora koji kodira određeni protein). Sam volumen transfekcijske smjese i 

pojedinih komponenti u njoj prilagođavani su formatu pokusa prema uputama proizvođača. 

Nakon 30 minuta inkubacije transfekcijske smjese pri sobnoj temperaturi, smjesu smo 

nakapali na stanice koje su bile ~70% konfluentne. 

 

4.2.1. Prolazna transfekcija stanica 

 

U svrhu prolazne ekspresije proteina, stanice smo transfecirali s odgovarajućim 

plazmidnim vektorom koji kodira željeni protein. Stanice smo nakon toga održavali u kulturi 

24-48 sati kako bismo dozvolili ekspresiju unešenog proteina, te bi zatim analizirali 

ekspresiju, cijepanje ili smještaj tog proteina u stanicama.  

Kod analize ekspresije i cijepanja prolazno eksprimiranog proteina APP metodama 

Western blot i ELISA (od eng. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) u analizu smo uključili 

kontrolu uspješnosti transfekcije u stanicama CHOwt, CHO-NPC1-/- i CHO-NPC1-/-+NPC1. 

Uz prolaznu transfekciju konstruktom koji kodira protein APP, pojedinu staničnu liniju CHO 

smo u svakom eksperimentu paralelno u zasebnim bunarićima, odnosno pločama, prolazno 

transfecirali plazmidnim vektorom koji sadrži cDNA za alkalnu fosfatazu SEAP (od eng. 

SEcreted Alkaline Phosphatase). Razina aktivnosti izlučene alkalne fosfataze u mediju stanica 

ovisi samo o uspješnosti njene transfekcije te smo tu aktivnost upotrijebili za mjeru 

uspješnosti transfekcije između pojedinih staničnih linija. Uspješnost transfekcije pojedine 

stanične linije CHO smo uzeli u obzir prilikom određivanja količine prolazno transfeciranog 

proteina APP i produkata njegovog cijepanja u stanicama CHOwt, CHO-NPC1-/- i CHO-

NPC1-/-+NPC1 pri svakom pokusu. 

 

4.2.1.1. Mjerenje aktivnosti alkalne fosfataze SEAP 

 

Aktivnost alkalne fosfataze SEAP izmjerili smo u mediju stanica CHOwt, CHO-NPC1-/- 

i CHO-NPC1-/-+NPC1 prolazno transfeciranih s konstruktom SEAP. U ploči s 96 bunarića 

pomiješali smo 20 μl medija sakupljenog s transfeciranih stanica sa 180 μl otopine supstrata 

alkalne fosfataze: 1 mg/ml p-nitrofenilfosfata (pNPP; Sigma-Aldrich, SAD) u puferu za 

alkalnu fosfatazu (0.1 M glicin, 1 mM MgCl2, 1mM ZnCl2, pH 10.4). U reakciji cijepanja 

spoja pNPP alkalnom fosfatazom dolazi do nastanka žutog produkta čiju smo apsorbanciju 

očitali 30 minuta nakon dodavanja supstrata pomoću spektrofotometra pri valnoj duljini 405 

nm (Multiskan EX; ThermoLabsystems, SAD). Aktivnost fosfataze SEAP smo na taj način 
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izmjerili za svaku staničnu liniju u tehničkom duplikatu, a srednju vrijednost očitane 

apsorbancije smo podijelili s koncentracijom proteina u odgovarajućem staničnom lizatu. 

Tako izračunatu aktivnost fosfataze SEAP smo uzeli kao mjeru uspješnosti transfekcije 

pojedinih stanica u pokusu.  

 

4.2.2. Stabilna transfekcija stanica 

 

Kod stabilne ekspresije željenog proteina, stanice smo transfecirali s  plazmidnim 

vektorom koji kodira odgovarajući protein te sadrži gen za rezistenciju na određeni 

eukariotski antibiotik poput puromicina ili G418. 24-48 sati nakon transfekcije, stanicama 

smo promijenili medij dodajući im isti medij za održavanje u kulturi koji sada sadrži 

selekcijski antibiotik. U slučaju stanica CHO koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-

APPwt dodali smo 10 µg/ml puromicina (Sigma-Aldrich, SAD) odnosno 1.5 mg/ml G418 

(Sigma-Aldrich, SAD) za selekciju stanica CHO koje stabilno eksprimiraju protein BACE1-

GFP. Sljedećih dana smo promatrali rast / odumiranje stanica, a medij sa selekcijskim 

antibiotikom smo mijenjali po potrebi, svaka 2-3 dana. Netransfecirane stanice su brzo 

odumirale, a počele su se pojavljivati izolirane kolonije transfeciranih stanica koje su sve više 

rasle. Nakon što su postigle konfluentnost, presadili smo ih te smrznuli na odgovarajući način 

do daljnje upotrebe. Na ovaj način je dobivena mješovita kultura stabilnih staničnih linija. 

 

4.2.3. Plazmidni vektori 

 

U ovom smo istraživanju koristili različite plazmidne vektore koji kodiraju razne 

rekombinantne proteine, a koje smo željeli prolazno ili stabilno eksprimirati u stanicama 

CHO. Vektori su navedeni u Tablici 4.1., a sheme eksprimiranih rekombinantnih proteina su 

prikazane na Slici 4.1. U slučaju ekspresije egzogenog proteina APP, uvijek smo eksprimirali 

izoformu APP695. 
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Tablica 4.1. Popis plazmidnih vektora korištenih u istraživanju s referencama 

Protein Vektor Referenca 

SEAP pCS2 Dar dr. Kopana (Washington University, SAD) 

APPwt-6myc pCS2+6MT Hecimovic i sur., 2004. 

APPsw-6myc pCS2+6MT Hecimovic i sur., 2004. 

CTFβ-6myc pCS2+6MT Hecimovic i sur., 2004. 

myc-APPΔCT pSP65 Tienari i sur., 1996. ; dar dr. Lichtenthalera (DZNE, Njemačka) 

HA-SEAP-APPwt P12 KilA Dar dr. Lichtenthalera (DZNE, Njemačka) 

APP-RFP pmRFP-N1 von Arnim i sur., 2008.; dar dr. von Arnim (Ulm, Njemačka) 

BACE1-GFP pEGFP-N1 von Arnim i sur., 2008.; dar dr. von Arnim (Ulm, Njemačka) 

 

Biljezi: myc (epitop c-myc peptida, sekvenca N-EQKLISEEDL-C); HA (epitop proteina virusa ljudske gripe – 

hemaglutinin, sekvenca N-YPYDVPDYA-C) 

Ostalo: ΔCT (delecija citoplazmatskog repa, od eng. Citoplasmic Tail); RFP (od eng. Red Fluorescent Protein); 

GFP (od eng. Green Fluorescent Protein) 

 

 

 
 

Slika 4.1. Shematski prikaz rekombinantnih proteina korištenih u istraživanju. Na shemi je označena 

sekvenca peptida Aβ (crno), mjesto i promjena Swedish mutacije (*KM→NL), N- ili C-terminalni biljezi (sivo), 

te smještaj proteina u odnosu na plazma membranu. 
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4.3. Snižavanje i nakupljanje kolesterola 
 

U svrhu snižavanja razine kolesterola u stanicama CHO primjenili smo više različitih 

strategija: uzgoj stanica u mediju bez egzogenih lipida, te tretman stanica statinima ili spojem 

metil-β-ciklodekstrin. 

Pri uzgoju stanica bez egzogenih lipida, stanice su rasle u mediju za rast stanica u koji 

smo umjesto uobičajenog seruma FBS koji sadrži lipide dodali 10% seruma bez lipida (od 

eng. LiPid Deficient Serum, LPDS; Cocalico Biologicals, SAD). Stanice smo prvo nasadili u 

odgovarajućim sterilnim plastičnim pločama (TPP, Švicarska) u mediju DMEM/F12 s 

dodatkom 10% seruma FBS. Drugi dan smo stanice isprali tri puta sa sterilnim fosfatnim 

puferom (eng. Phosphate Buffered Saline, PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM 

Na2HPO4 x 2 H2O, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) kako bismo uklonili tragove seruma FBS. 

Stanicama smo zatim dodali medij DMEM/F12 s dodatkom 10% seruma LPDS te ih u tim 

uvjetima bez egzogenih lipida (tretman LPDS) uzgajali iduća 48 sata. 

Tretman statinima u prisustvu niske koncentracije mevalonata inhibira biosintezu 

kolesterola i uzrokuje snižavanje ukupnog kolesterola u stanicama. U pojedinim smo 

pokusima u medij s 10% seruma LPDS dodali 4 μM lovastatin (Sigma-Aldrich, SAD) s 

dodatkom 0.25 mM mevalonata (Sigma-Aldrich, SAD) te stanice inkubirali 48 sati. 

Spoj metil-β-ciklodekstrin (MβC) specifično uklanja stanični kolesterol (Christian i sur., 

1997.). Stanicama smo snizili razinu kolesterola korištenjem MβC (Sigma-Aldrich, SAD) 

provodeći akutni ili kronični tretman. Pri akutnom tretmanu, stanice smo inkubirali 1 sat s 10 

mM otopinom spoja MβC u mediju s 10% seruma LPDS. Stanicama smo zatim promijenili 

medij, te ih inkubirali sljedeća 24 sata u mediju s 10% serumom LPDS bez dodatka spoja 

MβC. Kod kroničnog tretmana, stanice smo inkubirali 24 sata s 1 mM otopinom spoja MβC u 

mediju s 10% seruma LPDS. 

Kako bismo uzrokovali nakupljanje kolesterola u stanicama CHOwt, stanice smo 

tretirali sa spojem U18666A ili s kolesterolom konjugiranim sa spojem MβC (kompleksom 

MβC-kolesterola). 

Amfifilni spoj U18666A (3-β-[2-(dietilamino)etoksi]androst-5-en-17-on) se u literaturi 

koristi za oponašanje fenotipa NPC (Lange i sur., 2000.). Stanice CHOwt smo nasadili u 

mediju DMEM/F12 s dodatkom 10% seruma FBS. Drugi dan smo stanicama dodali isti medij 

DMEM/F12 koji sadrži 10% serum FBS uz dodatak 3 μg/ml spoja U18666A (Sigma-Aldrich, 

SAD) te ih u tim uvjetima uzgajali iduća 48 sata. 
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Kolesterol konjugiran sa spojem MβC je topljiv u vodi, te nesmetano ulazi u stanicu 

gdje uzrokuje povećanje razine kolesterola. Stanice CHOwt smo nasadili u mediju 

DMEM/F12 s dodatkom 10% seruma FBS. Drugi dan smo stanice isprali tri puta sa sterilnim 

puferom PBS kako bismo uklonili tragove seruma FBS. Stanicama smo zatim dodali medij 

DMEM/F12 s 10% seruma LPDS te ih uzgajali iduća 24 sata kako bismo stanice izgladnili i 

time potaknuli bolji unos kolesterola u slijedećem tretmanu. Stanice smo zatim inkubirali 4 

sata sa 100 μM otopinom kompleksa MβC-kolesterol (Sigma-Aldrich, SAD) u mediju 

DMEM/F12 koji sadrži 10% seruma LPDS. 

 

4.3.1. Mjerenje razine ukupnog kolesterola u staničnom lizatu 

 

Koncentraciju ukupnog kolesterola u stanicama smo izmjerili komercijalnim kompletom 

„Amplex Red Cholesterol Assay“ (Invitrogen, SAD). Ovim kompletom mogu se detektirati 

kako slobodni kolesterol, tako i kolesterol-esteri jer u reakciji sudjeluje kolesterol esteraza 

koja hidrolizira kolesterol-estere do slobodnog kolesterola. Slobodni kolesterol se zatim 

oksidira kolesterol oksidazom pri čemu se oslobađa H2O2. Vodik peroksid reagira 

stehiometrijski 1:1 s reagensom „Amplex Red“ pomoću enzima peroksidaze pri čemu nastaje 

fluorescentni spoj resofurin koji pobuđujemo i čiju emisiju očitavamo uz pomoć fluorimetra 

(Fluoroskan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, SAD). Komplet sadrži liofilizirani 

kolesterol kao standard kojeg smo otopili u rasponu koncentracija 0-10 μg/ml te pomoću njih 

dobili standardnu krivulju iz čije smo jednadžbe izračunali koncentraciju ukupnog kolesterola 

u uzorcima. 

Kako bismo izmjerili stanični kolesterol, stanice smo lizirali u puferu CoIP (od eng. 

CoImmunoPrecipitation buffer; 50 mM Tris pH 7.6, 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 1% NP40) 

s dodatkom koktela inhibitora proteaza (Roche Diagnostics GmbH, Njemačka). U crnoj 

pločici s 96 bunarića, 50 μl staničnog lizata (~10 μg proteina) odnosno standarda smo 

pomiješali s 50 μl reakcijske smjese prema uputama proizvođača. Pločicu smo inkubirali 30 

min pri 37°C te očitali u fluorimetru. Koncentraciju ukupnog kolesterola u staničnom lizatu u 

μg/ml smo izračunali uz pomoć standardne krivulje. Količinu kolesterola u staničnom lizatu 

smo odredili tako što smo koncentraciju kolesterola podijelili s koncentracijom proteina u 

odgovarajućem staničnom lizatu te je konačna vrijednost izražena u μg-ima kolesterola po 

mg-u proteina za pojedini lizat.  
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4.3.2. Bojanje slobodnog neesterificiranog kolesterola u stanicama 

 

Kako bismo odredili smještaj slobodnog kolesterola, bojali smo stanice filipinom 

(Sigma-Aldrich, SAD). Filipin je antibiotik izoliran iz aktinomiceta Streptomyces filipiensis, 

ima svojstvo fluorescencije te se snažno veže na slobodni kolesterol. Stanice, uzgajane na 

okruglim pokrovnim stakalcima promjera 12 mm (Thermo Fisher Scientific, SAD) u 

pločicama s 24 bunarića, smo isprali tri puta u puferu PBS, fiksirali 15 min u 4% otopini 

paraformaldehida u puferu PBS pri sobnoj temperaturi te ponovo isprali tri puta u puferu 

PBS. Stanice smo bojali 1 sat u otopini filipina (50 μg/ml) u puferu PBS uz dodatak 10% 

seruma FBS. Stanice smo nakon bojanja ponovo dva puta isprali u puferu PBS i jedan put u 

kvarcnoj (mQ) vodi kako bismo spriječili nastanak kristalića soli iz pufera PBS na preparatu. 

Pokrovnice sa stanicama smo uklopili u mediju za uklapanje (Fluka, Švicarska). Filipinom 

obojane stanice smo promatrali epifluorescentnim mikroskopom (Olympus BX51) pri 

ekscitaciji 360 nm i emisiji 465 nm.  
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4.4. Protutijela 
 
Tablica 4.2. Popis specifičnih protutijela korištenih u istraživanju. 

Protutijelo Antigen / Organel Western blot Imunocitokemija Proizvođač 

22C11 N-terminus proteina APP 1:1000 / Chemicon 

5313 N-terminus proteina APP / 1:250 dar dr. Lictenthalera 

192wt sAPPβ 1:1000 / Elan 

14D6 sAPPα 1:10 / dar dr. Lictenthalera 

WO2 sAPPα 1:1000 / dar dr. Beyreuthera 

6687 C-terminus proteina APP 1:500 1:250 dar dr. Lictenthalera 

9E10 C-myc 1:1000 1:150 Sigma-Aldrich 

Anti-HA hemaglutinin / 1:500 dar dipl. ing. Mikecin 

EEA1 rani endosomi / 1:250 BD Transduction 

TfR reciklirajući endosomi / 1:100 Zymed 

BMP kasni endosomi / 1:50 dar dr. Gruenberg 

LAMP1 lizosomi / 1:100 Sigma-Aldrich 

NPC1 NPC1 1:1000  Abcam 

aktin β-aktin 1:1000  Sigma-Aldrich 

 
Markeri organela: EEA1 (od eng. Early Endosome Antigen 1); TfR, receptor transferina; BMP (od eng. Bis 

(Monoacylglycero) Phosphate); LAMP1 (od eng. Lysosomal-Associated Membrane Protein 1) 

 

4.5. Analiza razine proteina metodom Western blot 
 

Za analizu produkata cijepanja endogenog proteina APP, stanice smo nasadili u sterilne 

plastične ploče promjera 10 cm (TPP, Švicarska) u 10 ml medija DMEM/F12 koji sadrži 10% 

seruma FBS. Nasadili smo 1 x 106 stanica po ploči. Nakon što su stanice rasle 48h, zamijenili 

smo im medij te dodali 5 ml medija DMEM/F12 koji sadrži 10% seruma FBS te ih inkubirali 

još 24h. Cilj nam je bio, tih zadnjih 24 sata pokusa, sakupiti produkte cijepanja proteina APP 

u mediju (fragmenti sAPPα/β, izlučeni peptidi Aβ) u što manjem volumenu kako bismo ih 

ukoncentrirali. U slučaju inhibicije enzima γ-sekretaze, zadnjih 24 sata smo u medij dodali 1 

μM spoja DAPT (Sigma-Aldrich, SAD). 

U svrhu analize produkata cijepanja prolazno eksprimiranih rekombinantnih oblika 

proteina APP, stanice smo nasadili u sterilne plastične ploče promjera 10 cm u 10 ml medija 

DMEM/F12 koji sadrži 10% seruma FBS. Nasadili smo 1,2 x 106 stanica po ploči. Drugi dan 
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smo stanice transfecirali s odgovarajućim konstruktom pomoću transfekcijskog reagensa 

Lipofectamine LTX (Invitrogen, SAD), te inkubirali 6 sati. Zatim smo stanicama zamijenili 

medij kako bismo spriječili predugo izlaganje stanica transfekcijskom reagensu koji može biti 

toksičan. Idući dan smo stanicama ponovo zamijenili medij i dodali 5 ml medija DMEM/F12 

koji sadrži 10% seruma FBS te ih inkubirali još 24h kako bismo sakupili produkte cijepanja 

proteina APP u mediju. 

U slučaju tretmana snižavanja razine kolesterola, stanicama smo prije transfekcije 

zamijenili medij s DMEM/F12 medijem koji sadrži 10% seruma LPDS (tretman LPDS) te 

smo sve daljnje izmjene medija vršili s tim medijem kako bismo ostvarili potrebnu inkubaciju 

od 48 sati u uvjetima bez egzogenih lipida unutar pokusa. 

 

4.5.1. Priprema staničnog lizata 

 

Stanice su na kraju pokusa bile 90-100% konfluentne. Svi sljedeći koraci izvođeni su na 

ledu. Sakupili smo medij sa stanica u plastične tube volumena 15 ml (tzv. „falkonice“; TPP, 

Švicarska) te ga centrifugirali pri 720 x g, 10 min u ohlađenoj centrifugi pri 4°C (Eppendorf 

5408R) kako bismo istaložili eventualne mrtve stanice i njihove ostatke koji se nalaze u 

mediju. Supernantant smo dekantirali u nove tube. Tako sakupljeni medij smo smrznuli pri -

80°C ili smo odmah pristupili analizi. 

Stanice smo isprali tri puta u hladnom puferu PBS. Pazili smo da pri posljednjem 

ispiranju uklonimo sav pufer. Zatim smo stanice odvojili od plastične površine ploče na kojoj 

su rasle pomoću gumene strugalice (eng. Policeman, cell scraper; Sarstedt, Njemačka) u 800 

μl pufera CoIP (50 mM Tris pH 7.6, 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 1% NP40) s dodatkom 

koktela inhibitora proteaza (Roche Diagnostics GmbH, Njemačka). Lizate smo prebacili u 

mikrotubice volumena 1.5 ml (Sarstedt, Njemačka) te inkubirali 20 min na ledu. Zatim smo ih 

centrifugirali pri maksimalnoj brzini mikrocentrifuge Eppendorf 5415R (16 000 x g), 10 min 

pri 4°C kako bismo istaložili stanični debris. Supernatant smo prebacili u nove mikrotubice, te 

odredili koncentraciju proteina i pristupili analizi. Lizate smo čuvali pri -80°C. 

 

4.5.2. Određivanje koncentracije proteina 

 

Koncentraciju proteina u staničnim lizatima smo odredili uz pomoć komercijalno 

dostupnog kompleta reagensa baziranom na metodi prema Lowry-ju (DC Protein Assay; 

BioRad, SAD). Ukratko, proteini regiraju s lužnatom otopinom bakrenog tartarata koji potom 
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reducira Folinov reagens što dovodi do razvijanja plavog obojenja s maksimalnom 

apsorbancijom pri valnoj duljini 750 nm. Kao standard poznate koncentracije proteina uz 

pomoć koje smo pripravili standardnu krivulju poslužila nam je komercijalno dostupna 

otopina albumina goveđeg seruma (BSA od eng. Bovine Serum Albumin) koncentracije 2 

mg/ml (BioRad, SAD). Napravili smo razrijeđenja standarda koncentracija: 2, 1, 0.5, 0.25, 

0.125 i 0 mg/ml s puferom u kojem su lizirani uzorci kojima smo željeli odrediti 

koncentraciju proteina. Koncentracije proteina u uzorcima smo izračunali iz jednadžbe pravca 

koji opisuje standardnu krivulju. 

Koncentraciju proteina smo određivali u mikrotitarskim plastičnim pločicama s 96 

bunarića (Sarstedt, Njemačka). Prvo smo u jažice nanijeli po 5 μl standarda, odnosno uzorka, 

dodali 25 μl reagensa A' (u 1 ml reagensa A se doda 20 μl reagensa S) i zatim smo dodali 200 

μl reagensa B te promiješali i inkubirali 15 min pri sobnoj temperaturi. Apsorbanciju pri 750 

nm smo očitali na spektrofotometru (ThermoLabsystems Multiskan EX, SAD). 

 

4.5.3. Imunoprecipitacija i SDS-poliakrilamid gel elektrofreza 

 

Kako bismo mogli detektirati endogene odsječke CTF, morali smo ih imunoprecipitirati 

iz staničnog lizata. U uzorke staničnog lizata, normalizirane prema koncentraciji proteina, 

dodali smo 35 μl Protein A Sefaroze (Sigma-Aldrich, SAD) te specifično protutijelo za C-

terminus proteina APP (6687) u koncentraciji 1:300 v/v. Tako pripremljene uzorke smo 

inkubirali pri 4°C preko noći uz stalno miješanje. Zatim smo uzorke centrifugirali pri brzini 

od 2300 x g, 5 min pri 4°C (Eppendorf 5415R) kako bismo spustili kuglice sefaroze. 

Supernatant smo pokupili, te spremili pri -80°C za druge potencijalne analize. Na kuglice 

sefaroze na koje se prilikom imunoprecipitacije vezalo protutijelo s odgovarajućim antigenom 

(odsječci CTF) smo dodali 1 ml pufera CoIP, te ponovo spustili centrifugiranjem. Sefarozu 

smo na ovaj način isprali dva puta i jedan puta u PBS-u kako bismo uklonili nespecifično 

vezane proteine. Nakon zadnjeg ispiranja, sav pufer sa sefaroze smo odsisali pomoću igle 

30G (BD, SAD) i vakuum pumpe. Na posušene kuglice sefaroze smo dodali 2x koncentrirani 

pufer za nanošenje uzoraka – PLD (od eng. Protein Loading Dye; 6xPLD: 6 ml glicerola, 1.2 

g SDS-a, 0.31 g DTT-a, 1.25 ml 0.5 M pufera Tris pH 6.8, boja bromfenol modro, dH2O do 

ukupnog volumena 10 ml). Tako pripremljene uzorke smo denturirali pri 70°C, 10 min te 

razdvojili elektroforezom pomoću sustava Mini-PROTEAN za vertikalnu elektroforezu 

(BioRad, SAD) u peptidnom Tris-tricin gelu u denaturirajućim uvjetima (Tablica 4.3.) pri 

konstantnom naponu 120V (Schägger, 2006.). 
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Tablica 4.3. Sastav peptidnog Tris-tricin gela (volumen za dva 1.5 mm gela) te katodnog i anodnog pufera 

za elektroforezu. 

 

Gel za 

sabijanje 

Diskontinuirani 

gradijentni gel za 

razdvajanje 
4% gel 10% gel 16.5% gel 

dH20 4.2 ml 3.5 ml / 

Peptidni pufer (3 M Tris-HCl pH 8.45, 0.3% SDS) 1.55 ml 2.5 ml 3.5 ml 

32% glicerol / / 3.5 ml 

49.5% otopina akrilamida i bisakrilamida (48.5 : 1.5) 0.5 ml 1.5 ml 3.5 ml 

10% APS 50 µl 35 µl 32.5 µl 

TEMED 5 µl 4 µl 4 µl 

Katodni pufer: 0.1 M Tris-HCl, 0.1 M Tricin, 0.1% SDS 
Anodni pufer: 0.2 M Tris-HCl, pH 8.9 

 

 

Ostale produkte cijepanja proteina APP smo analizirali direktnim nanošenjem u 

poliakrilamidnom gelu u denaturirajućim uvjetima. Uzorke koje smo nanijeli na gel smo 

normalizirali prema koncentraciji proteina te prema uspješnosti transfekcije za određenu 

staničnu liniju u pokusu. Elektroforezom smo razdvojili proteine na temelju razlike u njihovoj 

molekularnoj masi. Koristili smo Mini-PROTEAN sustav za vertikalnu elektroforezu 

(BioRad, SAD). Svaki gel se sastojao od gela za sabijanje s 5% mješavine akrilamida i gela za 

razdvajanje proteina. Za razdvajanje endogenog proteina APP, te N-terminalnih fragmenata 

sAPPα/β koristili smo gel za razdvajanje s 8% mješavinom akrilamida. Egzogeni protein APP 

i C-terminalne produkte njegovog cijepanja razdvojili smo u gelu za razdvajanje s 12% 

mješavinom akrilamida. Detaljan opis komponenti gelova i pufera za elektroforezu se nalazi u 

tablici 4.4. Stanične lizate smo prije nanošenja pomiješali s puferom za nanošenje uzoraka 

6xPLD, te denaturirali pri 70°C, 10 min. Proteine smo razdvojili pri konstantnom naponu 

150V. 
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Tablica 4.4. Sastav Tris-glicin poliakrilamidnih gelova (5 ml) te pufera za elektroforezu. 

 5% gel 8% gel 12% gel 
dH20 3.45 2.35 1.65 

30% otopina akrilamida i bisakrilamida (29:1) 0.83 1.3 2.0 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) / 1.3 1.3 

1 M Tris-HCl (pH 6.8) 0.63 / / 

10% APS 0.05 0.05 0.05 

TEMED 0.005 0.03 0.002 

Pufer za elektroforezu: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0.1% SDS, pH 8.3 

 

 

4.5.4. Prijenos proteina na membranu 

 

Nakon elektroforeze, razdvojene proteine smo prenijeli na polivinilnu membranu 

(PVDF, Roche Diagnostics GmbH, Njemačka) također pomoću Mini-PROTEAN sustava. 

Transfer se odvijao pri konstantnoj jakosti struje  400 mA, 60 minuta u puferu za transfer (25 

mM Tris, 192 mM glicin, 20% metanol, pH 8.4). 

 

4.5.5. Detekcija proteina 

 

Prije inkubacije s protutijelima, membranu s proteinima smo blokirali kako bi došlo do 

zasićenja svih veznih mjesta na membrani i kako bi spriječili nespecifično vezanje protutijela 

za membranu. Zato smo membranu nakon transfera inkubirali 45 min u 5% otopini reagensa 

I-Block (Tropix, SAD) u puferu za ispiranje TBST (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 

0.1% Tween-20). Zatim smo membranu inkubirali u primarnom protutijelu razrjeđenom u 

otopini za blokiranje preko noći pri 4°C uz stalno zibanje. Korištena protutijela su navedena u 

tablici 4.2., kao i na slikama rezultata. Sljedeći dan smo membrane isprali 3 puta po 10 min u 

puferu za ispiranje TBST, te zatim inkubirali 90 min pri sobnoj temperaturi uz stalno zibanje 

u otopini sekundarnog kozjeg protutijela konjugiranog s peroksidazom hrena (1:5000 v/v). 

Koristili smo protumišja i protuzečja IgG (BioRad, SAD) te protuštakorska sekundarna 

protutijela (Sigma-Aldrich, SAD). Membrane smo isprali 3 puta po 10 min u puferu za 

ispiranje TBST. 

Proteinske vrpce na koje su se vezala protutijela detektirali smo kemiluminescencijom 

uz pomoć komercijalno dostupnog kompleta koji sadrži supstrat peroksidaze hrena prema 
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uputama proizvođača (BM Chemiluminescence Western Blotting Substrate; Roche 

Diagnostics GmbH, Njemačka). Signal smo vizualizirali na fotosenzitivnom filmu (Lumi-film 

chemiluminescent detection film; Roche Diagnostics GmbH, Njemačka). Eksponirane 

filmove smo razvili u aparatu za razvijanje filmova Curix 60 (Agfa, Belgija). Dobivene 

razvijene filmove smo digitalizirali pomoću aparata za skeniranje (HP LaserJet M1522nf). 

Dio membrana smo vizualizirali u aparatu za detekciju kemiluminescencije pomoću CCD 

kamere (UviTec, Velika Britanija). Dobivene slike smo uredili u računalnom programu 

Photoshop CS2 (verzija 9.0.; Adobe, SAD). Detektirane proteinske vrpce smo kvantificirali u 

računalnom programu ImageJ (NIH). 

 

4.6. Određivanje koncentracije peptida Aβ40 u staničnom lizatu i mediju 
 

Peptide Aβ40 smo detektirali u stanicama nasađenim u plastičnim pločama promjera 10 

cm te prolazno transfeciranim s odgovarajućim konstruktom. Tijek pokusa odgovara gore 

opisanim pokusima u svrhu Western analize produkata cijepanja prolazno eksprimiranog 

proteina APP (Materijali i metode, poglavlje 4.5.).  

Stanice su na kraju pokusa bile 90-100% konfluentne. Svi sljedeći koraci izvođeni su na 

ledu. Sakupili smo medij sa stanica u plastične tube volumena 15 ml (TPP, Švicarska) te ga 

centrifugirali pri 720 x g, 10 min u ohlađenoj centrifugi pri 4°C (Eppendorf 5804R) kako 

bismo istaložili eventualne mrtve stanice i njihov debris koji se nalazio u mediju. 

Supernantant smo dekantirali u nove tube. 

Stanice smo isprali tri puta u hladnom puferu PBS. Zatim smo stanice odvojili od 

plastične površine ploče na kojoj su rasle pomoću gumene strugalice (Sarstedt, Njemačka) u 1 

ml hladnog pufera PBS. Stanice u puferu PBS smo prebacili u mikrotubice volumena 1.5 ml 

(Sarstedt, Njemačka) te spustili centrifugiranjem pri brzini od 2300 x g, 5 min pri 4°C 

(centrifuga Eppendorf 5415R). Zatim smo pažljivo odsisali sav supernatnat, a na talog stanica 

dodali 400 μl pufera za lizu RIPA (0.5% Na-deoxycholate, 0.1% SDS, 1% NP40, 5 mM 

EDTA, 150 mM NaCl, 50 mM Tris–HCl, pH 8.0) za detekciju topljivog oblika 

unutarstaničnog peptida Aβ ili 100 μl 70% mravlje kiseline (Fluka, Njemačka) za detekciju 

netopljivog (agregiranog) oblika unutarstaničnog peptida Aβ. Stanice smo dobro 

resuspendirali pipetiranjem i inkubirali 20 min na ledu. Zatim smo stanice još dodatno 

mehanički homogenizirali provlačeći lizate 10 puta kroz iglu 23G (BD, SAD). Nakon 

homogenizacije, lizate smo centrifugirali pri maksimalnoj brzini mikrocentrifuge Eppendorf 
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5415R (16,000 x g), 30 min pri 4°C kako bismo istaložili stanični debris. Supernatant smo 

prebacili u nove mikrotubice. Lizat dobiven homogenizacijom stanica u 70% mravljoj kiselini 

smo neutralizirali s 1M otopinom Tris-a (Sigma-Aldrich, SAD) u omjeru 1:20 v/v. U RIPA 

lizatu smo odredili koncentraciju proteina i te vrijednosti primjenili i na odgovarajuće uzorke 

lizirane u mravljoj kiselini. 

Peptide Aβ40 smo detektirali komercijalno dostupnim kolorimetrijskim kompletom 

(Invitrogen, SAD) baziranim na metodi ELISA (od eng. Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay) prema uputama proizvođača. Izlučene peptide smo detektirali u sakupljenom mediju, a 

unutarstanične u lizatima i to topljive u puferu RIPA i agregirane u 70% mravljoj kiselini 

neutraliziranoj s otopinom Tris-a. Komplet sadrži liofilizirani peptid Aβ40 kao standard kojeg 

smo otopili u rasponu koncentracija 0-500 pg/ml te pomoću njih dobili standardnu krivulju iz 

čije smo jednadžbe izračunali koncentracije peptida u uzorcima. Standarde, odnosno uzorke 

smo nanijeli na pločice s 96 bunarića koji su presvučeni s monoklonalnim primarnim 

protutijelom specifičnim za N-terminus peptida Aβ. Na uzorke smo zatim dodali poliklonalno 

zečje primarno protutijelo specifično za C-terminus peptida Aβ, te inkubirali preko noći pri 

4°C. Jažice smo zatim dobro isprali četiri puta s puferom za ispiranje dobivenim u kompletu, 

te dodali otopinu sekundarnog protuzečjeg antitijela konjugiranog s peroksidazom hrena. 

Nakon inkubacije 30 min pri sobnoj temperaturi, ponovo smo jažice isprali i dodali otopinu 

supstrata peroksidaze (tetrametilbenzidin). U toj reakciji dolazi do razvitka boje čiji je 

intenzitet proporcionalan količini peptida Aβ40 u uzorku. Reakciju smo zaustavili nakon 30 

min, te očitali apsorbanciju pri 450 nm na spektrofotometru (Multiskan EX; 

ThermoLabsystems, SAD). Dobivenu koncentraciju peptida Aβ40 u uzorku u pg/ml smo 

normalizirali prema koncentraciji proteina u uzorku te prema uspješnosti transfekcije za 

pojedinu staničnu liniju u pokusu. 

 

4.7. Analiza katalitičke aktivnosti enzima α-, β- i γ-sekretaze 
 

Katalitičku aktivnost enzima α-, β- i γ-sekretaze u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- 

izmjerili smo komercijalno dostupnim kompletima (R&D Systems, SAD) baziranim na FRET 

(od eng. Fluorescence Resonance Energy Transfer) tehnologiji. Naime, staničnom lizatu u 

kojem želimo izmjeriti aktivnost pojedinog enzima dodaje se peptid baziran na sekvenci 

proteina APP koji sadrži specifično mjesto cijepanja pojedine sekretaze. Na peptid su 

konjugirane dvije reporterske molekule EDANS i DABCYL. Prije cijepanja peptida, 
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fluorescentna emisija molekule EDANS je spriječena bliskim prisustvom molekule DABCYL 

koja ima maksimalnu apsorbciju pri valnoj duljini 495 nm što odgovara emisiji molekule 

EDANS. Cijepanje peptida sekretazom dovodi do odvajanja te dvije molekule i dopušta 

oslobađanje fluorescencije. Razina aktivnosti sekretaze u uzorku je proporcionalna 

oslobođenom signalu. 

Pri mjerenju aktivnosti α- i β-sekretaze pridržavali smo se uputa proizvođača, dok smo 

pri mjerenju aktivnosti γ-sekretaze protokol dodatno optimizirali. U svrhu mjerenja aktivnosti 

α- i β-sekretaze stanice smo lizirali u isporučenom puferu. Stanične lizate, normalizirane 

prema koncentraciji proteina, smo pomiješali s reakcijskim puferom i supstratom sekretaze 

(gore opisani peptid) u crnim pločicama s 96 bunarića. Reakciju smo inkubirali 2 sata pri 

37°C, te očitali oslobođeni fluorescentni signal pomoću fluorimetra (Fluoroskan Ascent FL; 

Thermo Fisher Scientific, SAD). 

Za mjerenje aktivnosti γ-sekretaze priredili smo postnuklearni supernatant iz kojeg smo 

izolirali ukupne stanične membrane. Stanice smo sakupili u hipotoničnom puferu (10 mM 

Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA) uz dodatak koktela inhibitora proteaza (Roche Diagnostics 

GmbH, Njemačka) i homogenizirali provlačeći deset puta kroz iglu 23G (BD, SAD). 

Homogenat smo centrifugirali pri brzini 1000 x g, 15 min pri 4°C (Eppendorf 5415R) te 

sakupili postnuklearni supernantant. Iz supernatanta, normaliziranih prema koncentraciji 

proteina, izolirali smo stanične membrane ultracentrifugiranjem pri 20,000 x g, 45 min pri 

4°C (ultracentrifuga Beckman Coulter Optima XL-100K). Membrane smo isprali s 200 μl 

hipotoničnog pufera i ponovno spustili ultracentrifugiranjem pri 20,000 x g, 30 min pri 4°C. 

Talog membrana smo zatim resuspendirali u Tris-CHAPSO puferu (50 mM Tris, pH 6.5, 2 

mM EDTA i 0.25% CHAPSO), a alikvoti su pomiješani s reakcijskim puferom i supstratom 

sekretaze (gore opisani peptid). Nakon 2 sata reakcije, uzorke smo centrifugirali pri 16,000 x 

g, 15 min pri 4ºC (Eppendorf 5415R), a zatim smo supernatante prebacili u crne pločice s 96 

bunarića i očitali fluorescentni signal pomoću fluorimetra (Fluoroskan Ascent FL; Thermo 

Fisher Scientific, SAD). 

 

4.7.1. Analiza katalitičke aktivnosti γ-sekretaze reakcijom in vitro 

 

Osim određivanja aktivnosti γ-sekretaze pomoću komercijalnog dostupnog kompleta 

(B&D Systems, SAD) gdje dolazi do cijepanja sintetskog peptida baziranog na sekvenci 

proteina APP, mi smo aktivnost tog enzima u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- usporedili i u 

reakciji s izoliranim membranama stanica koje su prolazno eksprimirale odsječak CTFβ, 
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fiziološki supstrat γ-sekretaze. Naime, stanice smo prolazno transfecirali s konstruktom koji 

kodira odsječak CTFβ. Nakon 48 sati, iz stanica smo izolirali ukupne stanične membrane gore 

opisanim protokolom. Talog membrana dobiven ultracentrifugiranjem smo resuspendirali u 

200 μl citratnog pufera (150 mM natrijev citrat, pH 6.4) te alikvotirali u 4 jednaka dijela. 

Tako pripremljene uzorke smo inkubirali: 1) 4 sata na ledu inhibirajući tako rad enzima γ-

sekretaze; 2) i 3)  membrane smo inkubirali 1 sat odnosno 4 sata pri 37°C kako bismo 

analizirali kinetiku nastanka peptida Aβ40 i AICD; 4) membrane smo inkubirali 4 sata pri 

37°C uz prisustvo 10 μM WPE-III-31C, inhibitora γ-sekretaze (Calbiochem). Membrane smo 

zatim centrifugirali pri 20,000 x g, 30 min, pri 4ºC (ultracentrifuga Beckman Coulter Optima 

XL-100K), a u supernatantima smo analizirali nastale produkte: AICD, Western analizom i 

Aβ40, komercijalnim ELISA kompletom. 

 

4.8. Određivanje ekspresije proteina APP na površini stanice biotinilacijom proteina 
 

Za analizu proteina na površini stanica biotinilacijom, koristili smo EZ-LinkTM Sulfo-

NHS-SS-Biotin (Thermo Fisher Scientific, SAD) i NeutrAvidinTM (Thermo Fisher Scientific, 

SAD) koji se specifično veže za biotin. Stanice smo nasadili u sterilne plastične ploče 

promjera 10-cm (TPP, Švicarska) i uzgajali ih do konfluentnosti od 90%. Za vrijeme 

biotinilacije, stanice i reagensi su držani na ledu. Stanice smo isprali tri puta u puferu PBS 

(pH 8.5) i inkubirali u otopini 1 mg/ml biotina u puferu PBS (pH 8.5) na ledu, 30 min uz 

kontinuirano lagano zibanje. Zatim smo uklonili otopinu biotina i stanice tri puta isprali u 

otopini 100 mM glicina u PBS-u. Stanice smo lizirali u 800 μl pufera za lizu (1% NP40, 0.1% 

SDS u PBS-u pH 8.5) uz dodatak koktela inhibitora proteaza (Roche Diagnostics GmbH, 

Njemačka). Lizate smo inkubirali 20 min na ledu te centrifugirali pri maksimalnoj brzini 

mikrocentrifuge Eppendorf 5415R (15,600 x g), 10 min pri 4°C. Volumene supernatanta smo 

normalizirali prema koncentraciji proteina te precipitirali s 50 μl po uzorku kuglica 

NeutrAvidinTM-a preko noći uz stalno zibanje. Na kuglice NeutrAvidinTM-a su se prilikom 

precipitacije vezali biotinom obilježeni proteini. Zatim smo kuglice NeutrAvidinTM-a 

centrifugirali pri brzini od 2300 x g, 5 min pri 4°C (Eppendorf 5415R). Pažljivo smo posisali 

supernatant, na kuglice smo dodali 1 ml pufera PBS, te ih ponovo spustili centrifugiranjem. 

NeutrAvidinTM smo na ovaj način isprali tri puta kako bismo uklonili nespecifično vezane 

proteine. Nakon zadnjeg ispiranja, sav pufer s kuglica smo odsisali pomoću igle 30G (BD, 

SAD) i vakuum pumpe. Na posušene kuglice smo dodali 2x koncentrirani pufer za nanošenje 
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uzoraka PLD. Iz tako precipitiranih proteinskih uzoraka, Western analizom smo detektirali 

protein APP na površini stanice dok smo ukupnu količinu proteina APP u stanicama 

detektirali iz odgovarajućeg neprecipitiranog staničnog lizata. 

 

4.9. Analiza smještaja proteina APP imunofluorescencijom 
 

Smještaj proteina APP u stanicama smo detektirali imunofluorescencijom i analizirali 

konfokalnim mikroskopom u odgovarajućem računalnom programu (Leica, Njemačka). 

Stanice CHO smo nasadili na okrugle pokrovnice promjera 12 mm (Thermo Fisher Scientific, 

SAD) u sterilnim plastičnim pločama s 24 bunarića (TPP, Švicarska) u mediju za uzgoj 

stanica. Sve otopine reagensa korištenih u protokolu obilježavanja stanica protutijelima su 

pripremljene u puferu PBS. 

Za analizu smještaja endogenog proteina APP na površini stanice, nepermeabilizirane 

stanice smo inkubirali s protutijelom specifičnim za vanstanični N-terminus proteina APP 

(5313) razrjeđenim 1:50 v/v u hladnom mediju DMEM/F12 bez seruma FBS, par minuta na 

ledu kako bismo spriječili internalizaciju. Tako obilježene stanice isprali smo tri puta u 

hladnom puferu PBS, te ih fiksirali otopinom 4% paraformaldehida (Sigma-Aldrich, SAD), 

15 minuta na ledu. Stanice smo ponovo isprali tri puta u puferu PBS, te permeabilizirali 

otopinom 0.02% saponina (Sigma-Aldrich, SAD), 10 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice 

smo zatim, inkubirali 45 min pri sobnoj temperaturi u otopini za blokiranje koja sadrži 5% 

kozjeg seruma (Sigma-Aldrich, SAD). Ovaj korak u protokolu služi kako bismo zasitili vezna 

mjesta na koja bi se sekundarno protutijelo moglo nespecifično vezati. Proteine obilježene 

specifičnim primarnim protutijelom smo detektirali vezanjem sekundarnog kozjeg 

protuzečjeg antitijela konjugiranog s fluorokromom Alexa488 (eng. goat anti-rabbit-

Alexa488; Invitrogen, SAD). Stanice smo inkubirali 1 sat pri sobnoj temperaturi u 

sekundarnom protutijelu razrijeđenom u otopini za blokiranje (1:400 v/v). Stanice smo zatim 

isprali dva puta u puferu PBS te jedan put u kvarcnoj (mQ) vodi, te pokrovnice sa stanicama 

uklopili u mediju za uklapanje (Fluka, Švicarska). 

Za analizu smještaja endogenog odnosno stabilno eksprimiranog proteina APP u 

stanicama CHO, fiksirane i permeabilizirane stanice smo obilježili odgovarajućim 

protutijelom specifičnim za njegov N- ili C-terminus (vidi Tablicu 4.2.). Kako bismo mogli 

analizirati smještaj proteina APP u endocitoznom putu, stanice smo paralelno obilježili i s 

različitim specifičnim primarnim protutijelima za markere endocitoznih vezikula (vidi Tablicu 
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4.2.). Prije obilježavanja primarnim protutijelima stanice smo inkubirali 45 min pri sobnoj 

temperaturi u otopini za blokiranje. Zatim smo stanice inkubirali preko noći pri 4°C s 

primarnim protutijelima razrijeđenim u otopini za blokiranje. Drugi dan, stanice smo isprali 

tri puta u puferu PBS te obilježili sekundarnim protutijelom 1 sat pri sobnoj temperaturi. 

Koristili smo sekundarno kozje protuzečje odnosno protumišje antitijelo konjugirano s 

fluorokromom Alexa488 odnosno Alexa594 (eng. goat anti-rabbit-Alexa488 / anti-mouse-

Alexa594; Invitrogen, SAD). Stanice smo isprali dva puta u puferu PBS i jedan put u kvarcnoj 

(mQ) vodi, te pokrovice sa stanicama uklopili u mediju za uklapanje (Fluka, Švicarska). 

U stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- koje stabilno eksprimiraju protein BACE1-GFP 

smo prolazno eksprimirali protein APP-RFP kako bismo analizirali kolokalizaciju proteina 

APP s enzimom β-sekretaza. Stanice smo zatim fiksirali u otopini 4% paraformaldehida 15 

minuta pri sobnoj temperaturi, te ih isprali dva puta u puferu PBS i jedan put u kvarcnoj (mQ) 

vodi. Pokrovice sa stanicama smo zatim uklopili u mediju za uklapanje (Fluka, Švicarska). 

 

4.9.1. Analiza internalizacije i recikliranja proteina APP 

 

Internalizaciju proteina APP s površine stanice smo pratili u živim, nepermeabiliziranim 

stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/-, koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. 

Stanice smo prvo isprali tri puta u puferu PBS, a zatim inkubirali pri 37°C u vremenskim 

periodima od 1, 10 odnosno 20 min s primarnim protutijelom koje se specifično veže na 

vanstanični N-terminus proteina APP (5313). Protutijelo smo razrijedili 1:50 v/v u zagrijanom 

mediju DMEM/F12 bez seruma. Period od 1 min je dovoljan da se protutijelo veže na 

proteine APP koji se nalaze na staničnoj membrani, no vremenski onemogućava njegovu 

internalizaciju. U periodima od 10 i 20 min, dolazi do internalizacije obilježenih 

membranskih proteina. Nakon 1, 10 odnosno 20 min inkubacije s anti-APP protutijelom, 

stanice smo isprali tri puta s puferom PBS. Zatim smo ih fiksirali, permeabilizirali i inkubirali 

preko noći pri 4°C s primarnim protutijelom za protein EEA1 kako bismo obilježili rane 

endosome. Obilježene proteine smo detektirali sekundarnim protutijelima konjugiranim s 

fluorokromom Alexa488 odnosno Alexa594 (Invitrogen, SAD), te analizirali konfokalnim 

mikroskopom. Internalizaciju smo kvantificirali brojeći APP/EEA1 pozitivne vezikule po 

stanici (n=22). 

Recikliranje proteina APP na površinu stanice pratili smo u živim, nepermeabiliziranim 

stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- koje eksprimiraju samo endogeni protein APP. Stanice smo 

prvo isprali tri puta u puferu PBS, a zatim inkubiralipri 37°C 20 min s primarnim protutijelom 
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koje se specifično veže na vanstanični N-terminus proteina APP (5313). Protutijelo smo 

razrijedili 1:50 v/v u zagrijanom mediju DMEM/F12 bez seruma. U tom vremenskom periodu 

došlo je do internalizacije obilježenih proteina APP. Stanice smo zatim isprali u puferu PBS, 

te inkubirali u uobičajenom mediju za rast 30 odnosno 60 min pri 37°C kako bismo i pratili 

recikliranje internaliziranog obilježenog proteina APP na površinu stanice. Nakon 30 odnosno 

60 minuta inkubacije, stanice smo isprali u puferu PBS, fiksirali, permeabilizirali te obilježili 

sa sekundarnim protutijelom konjugiranim s fluorokromom Alexa488 (Invitrogen, SAD). 

Konfokalnom mikroskopijom smo analizirali smještaj proteina APP. 

 

4.9.2. Vizualizacija glikosfingolipida u stanici 

 

Smještaj glikosfingolipida u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- smo analizirali pomoću 

komercijalno dostupnog sintetskog analoga laktozilceramida konjugiranog s fluorokromom 

Bodipy® (Bodipy® FL C5-Lactosylceramide complexed to BSA, Bodipy®-LacCer-BSA; 

Invitrogen, SAD). Ovaj kompleks je spojen s albuminom iz goveđeg seruma (BSA od eng. 

Bovine Serum Albumin) i zato je topiv u vodi, što omogućava lako obilježavanje stanica bez 

otapanja tog lipofilnog kompleksa u organskim otapalima. Protokol za obilježavanje stanica 

ovim sintetskim analogom smo preuzeli iz članka Puri i suradnika (Puri i sur. 1999) uz 

dodatnu optimizaciju. Stanice uzgojene na okruglim pokrovnicama smo isprali u hladnom 

mediju HMEM (od eng. 10 mM Hepes-buffered Minimal Essential Medium, pH 7.4). Zatim 

smo stanice inkubirali na ledu 30 minuta s 5 μM otopinom Bodipy®-LacCer-BSA kako bi se 

analog lipida vezao na plazma membranu. Nakon obilježavanja stanične membrane, stanice 

smo isprali u hladnom mediju HMEM i zatim inkubirali 30 minuta u zagrijanom mediju 

HMEM pri 37°C kako bismo omogućili endocitozu vezanog analoga. Stanice smo nakon 30 

minuta isprali u hladnom mediju HMEM bez glukoze i 6 x 10 min s 5% otopinom BSA u 

mediju HMEM bez glukoze. Ovim ispiranjem s otopinom BSA smo uklonili višak molekula 

Bodipy®-LacCer-BSA sa stanične površine. Stanice smo zatim fiksirali, permeabilizirali te 

obilježili s protutijelom anti-HA koje se vezalo za N-terminus stabilno eksprimiranog proteina 

HA-SEAP-APPwt u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/-. Obilježene proteine APP smo 

detektirali sekundarnim protutijelom konjugiranim s fluorokromom Alexa594 (Invitrogen, 

SAD), te analizirali konfokalnim mikroskopom. 
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5. REZULTATI 
 

5.1. U stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do nakupljanja slobodnog  kolesterola 
 

Nedostatak funkcionalnog proteina NPC1 (od eng. Niemann-Pick type C) koji ima 

ključnu ulogu u prijenosu kolesterola iz lizosoma u druge stanične odjeljke (endoplazmatski 

retikulum, plazma membranu i Golgi), dovodi do nakupljanja slobodnog neesterificiranog 

kolesterola u kasnim endosomima i lizosomima (Roff i sur., 1992.; Carstea i sur., 1997.). 

Pokazali smo da u stanicama CHO-NPC1-/- nema ekspresije proteina NPC1 (Slika 5.1. A). 

Mjerenjem količine ukupnog kolesterola pomoću komercijalno dostupnog kompleta “Amplex 

Red Cholesterol Assay” (Invitrogen, SAD) u stanicama CHOwt (od eng. Chinese Hamster 

Ovary), CHO-NPC1-/- (stanice CHO kojima je deletiran gen NPC1), te stanicama CHO-NPC1-

/- koje stabilno eksprimiraju gen NPC1 (CHO-NPC1-/-+NPC1) pokazali smo da je količina 

kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- povećana otprilike 2x u odnosu na stanice CHOwt 

(Slika 5.1. B, p<0.01). Očekivano, stabilna ekspresija proteina NPC1 u stanicama CHO-

NPC1-/- vraća količinu ukupnog staničnog kolesterola na razinu kao u wt stanicama (Slika 5.1. 

B). Bojanjem stanica filipinom, fluorescentnim antibiotikom koji se specifično veže na 

slobodni kolesterol, te analizom pomoću epifluorescentnog mikroskopa pokazali smo da u 

stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do vezikularnog nakupljanja slobodnog kolesterola (Slika 5.1. 

C). Takvo nakupljanje slobodnog kolesterola nije prisutno u stanicama CHOwt kao ni u 

stanicama CHO-NPC1-/-+NPC1 (Slika 5.1. C). 
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Slika 5.1. Analiza ekspresije proteina NPC1 i kolesterola u stanicama CHOwt, CHO-NPC1-/- i CHO-NPC1-

/-+NPC1. (A) Analiza ekspresije proteina NPC1 metodom Western blot (WB). (B) Ukupnu količinu kolesterola u 

staničnom lizatu izmjerili smo komercijalnim kompletom „Amplex Red Cholesterol Assay“ (Invitrogen, SAD). 

Prikazane su relativne srednje vrijednosti iz 3 neovisna pokusa u odnosu na CHOwt, a statistička značajnost je 

izračunata Student t-testom: **p<0.01; ***p<0.001. (C) Slobodni neesterificirani kolesterol smo obilježili 

filipinom (Sigma-Aldrich, SAD) u fiksiranim stanicama i analizirali epifluorescentnim mikroskopom. 
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5.2. Utjecaj nakupljanja kolesterola na cijepanje proteina APP u stanicama  

CHO-NPC1-/-  
 

U različitim modelima bolesti NPC, uz nakupljanje slobodnog kolesterola, opisane su i 

povišene razine produkata cijepanja proteina APP (od eng. Amyloid Precursor Protein): 

odsječaka CTF (od eng. C-Terminal Fragment) i amiloidogenog peptida Aβ (od eng. 

Amyloid-β) in vitro i in vivo (Yamazaki i sur., 2001.; Burns i sur., 2003.; Jin i sur., 2004.; 

Kodam i sur., 2010.). 

 

5.2.1. Nedostatak proteina NPC1 dovodi do nakupljanja produkata amiloidogenog cijepanja 

proteina APP: sAPPβ i CTFβ 

 

Usporednom analizom cijepanja proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- 

željeli smo ispitati hipotezu da su povišene razine peptida CTF i Aβ u bolesti NPC posljedica 

njihove povećane proizvodnje amiloidogenim putem proteolitičke razgradnje proteina APP. 

Na slici 5.2. nalazi se shema sekvence proteina APP na kojoj su označena mjesta cijepanja 

enzima (α-, β- i γ-sekretaze), te epitopi vezanja specifičnih protutijela korištenih u ovom 

istraživanju. Također su označene razlike u sekvenci proteina APP kod ljudi i glodavaca 

(hrčka) koje su važne za kontekst analize rezultata.  

 

 
 

Slika 5.2. Shematski prikaz proteina APP. Na shemi su označena mjesta cijepanja α-, β- i γ-sekretaze, epitopi 

protutijela, sekvenca peptida Aβ40 (žuto), te razlike u aminokiselinskoj sekvenci proteina APP u čovjeka i 

glodavaca (zeleno).  

 

Western blot analizom pokazali smo da stanice CHO-NPC1-/- imaju povišenu razinu 

endogenih odsječaka CTF u odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.3. A) što je sukladno 

prijašnjim studijama na različitim modelima bolesti NPC (Burns i sur., 2003.; Jin i sur., 

2004.).  Stabilna ekspresija proteina NPC1 u stanicama CHO-NPC1-/- (CHO-NPC1-/-+NPC1) 
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vraća razinu odsječaka CTF na onu kakva je i u wt stanicama što dokazuje da je nakupljanje 

odsječaka CTF u stanicama CHO-NPC1-/- zaista posljedica nedostatka proteina NPC1, a ne 

nespecifičan učinak nekog sekundarnog čimbenika (Slika 5.3. A).  Pokazali smo da tretman 

stanica spojem DAPT (Sigma-Aldrich, SAD) koji inhibira enzim γ-sekretazu i tako sprečava 

daljnje cijepanje fragmenata CTF uzrokuje nakupljanje odsječaka CTF u stanicama CHOwt i 

CHO-NPC1-/- čime smo dodatno potvrdili identitet analiziranih proteina (Slika 5.3. B). 

Trebalo bi naglasiti da smo ovdje analizirali ukupnu količinu odsječaka CTF, koji se sastoje 

od fragmenata nastalih cijepanjem proteina APP α-sekretazom (CTFα) i β-sekretazom 

(CTFβ), tj. C-terminalne fragmente nastale i neamiloidogenom i amiloidogenom razgradnjom 

proteina APP (CTF = CTFα + CTFβ). Detaljnija specifična analiza pojedinih vrsta C-

terminalnih odsječaka koji nastaju cijepanjem proteina APP nije bila moguća na endogenoj 

razini zbog nedovoljne razlučivosti korištene gel elektroforeze u području veličina 

promatranih peptida (~10kDA). 

Kako smo na endogenoj razini mogli analizirati samo ukupnu količinu peptida CTF, no 

ne i pojedinu podvrstu CTFα, odnosno CTFβ i tako odvojeno promatrati cijepanje proteina 

APP α-, odnosno β-sekretazom, pristupili smo analizi N-terminalnih produkata cijepanja 

proteina APP u mediju, sAPP (od eng. soluble Amyloid Precursor Protein; sAPP = sAPPα + 

sAPPβ). Iznenađujuće, Western blot analiza proteina u mediju pokazala je da razina ukupnih 

N-terminalnih produkata cijepanja proteina APP u mediju, sAPP, nije promijenjena u 

stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na CHOwt (Slika 5.3. C). No, daljnja analiza otkrila je da 

je razina fragmenta sAPPβ u mediju stanica CHO-NPC1-/- povišena u odnosu na stanice 

CHOwt (Slika 5.3. C). Time smo po prvi puta pokazali da je u stanicama CHO-NPC1-/- 

povećano amiloidogeno cijepanje proteina APP β-sekretazom. Endogenu razinu odsječka 

sAPPα nismo bili u mogućnosti analizirati zbog nedostupnosti protutijela koje bi detektiralo 

specifičan sAPPα epitop u hrčka. Naime, dostupno primarno protutijelo koje prepoznaje 

sAPPα je specifično za humanu sekvencu proteina APP koja se u tom dijelu razlikuje od 

sekvence u glodavcima, dok protutijela za ukupni sAPP i sAPPβ prepoznaju specifične 

epitope koji su neizmijenjeni u sekvenci proteina APP kod ljudi i glodavaca (shema na slici 

5.2.). 
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Slika 5.3. Western blot analiza produkata cijepanja endogenog proteina APP u stanicama CHOwt, CHO-

NPC1-/- i CHO-NPC1-/-+NPC1. (A) Analiza odsječaka CTF; (B) analiza odsječaka CTF u uvjetima bez i s 

inhibitorom enzima γ-sekretaze spojem DAPT; (C) analiza fragmenata sAPP, te pojedine vrste sAPPβ. Proteine 

smo analizirali u staničnom lizatu i mediju metodama imunoprecipitacije (IP) i Western blot (WB) pomoću 

specifičnih protutijela navedenih na slici. APPm – zreli tj. posttranslacijski modificirani oblik proteina APP (eng. 

mature APP); APPim – nezreli oblik proteina APP (eng. immature APP). 

 

Prolazna ekspresija rekombinantnog oblika humanog proteina APPsw-6myc omogućila 

nam je detaljniju analizu produkata cijepanja proteina APP u stanicama CHO. Ova varijanta 

proteina APP s mutacijom Swedish (sw) uzrokuje povišenu produkciju peptida Aβ u 

stanicama te nam je omogućila detekciju unutarstaničnog Aβ koji se inače u stanici nalazi u 

vrlo malim količinama. Analiza stanica koje prolazno eksprimiraju protein APPsw-6myc 

otkrila je povišenu razinu fragmenta CTFβ (p<0.05) i nepromijenjenu razinu fragmenta CTFα 

u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na CHOwt (Slika 5.4. A). Moguće objašnjenje 

nepromjenjene razine fragmenta CTFα leži u činjenici da daljnjim cijepanjem odsječaka 

CTFβ može nastati i odsječak CTFα. Daljna analiza produkata cijepanja proteina APP 

pokazala je povišenu razinu sAPPβ (p<0.05) te smanjenu razinu sAPPα (p<0.01) u mediju 

stanica CHO-NPC1-/-, dok je ukupna razina sAPP ostala nepromijenjena u odnosu na stanice 

CHOwt (Slika 5.4. B). Ovi rezultati analize cijepanja egzogenog proteina APP potvrđuju 

rezultate analize produkata cijepanja proteina APP na endogenoj razini te potvrđuju da 

nedostatak proteina NPC1 uzrokuje povećano cijepanje proteina APP β-sekretazom. 
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Slika 5.4. Western blot analiza produkata cijepanja egzogenog proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-

NPC1-/- koje prolazno eksprimiraju protein APPsw-6myc. (A) Analiza odsječaka CTFα, CTFβ i AICD; (B) 

analiza N-terminalnih fragmenata sAPP, te pojedine vrste sAPPα i sAPPβ. Proteine smo analizirali u staničnom 

lizatu i mediju metodom Western blot (WB) pomoću specifičnih protutijela navedenih na slici. Rezultate 

Western analize smo kvantificirali programom ImageJ (NIH). Prikazane su relativne vrijednosti u odnosu na 

CHOwt, a statistička značajnost je izračunata Student t-testom: *p<0.05; **p<0.01. 

 

 

5.2.2. U stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do unutarstaničnog nakupljanja peptida Aβ40 

 

Cijepanjem odsječka CTFβ γ-sekretazom u stanici nastaju dva produkta: N-terminalni 

amiloidogeni peptidi Aβ, te C-terminalni fragmenti AICD (od eng. APP Intracellular 

Domain). Razinu unutarstaničnog peptida Aβ40 (topljivog i agregiranog oblika), te onog 

izlučenog u mediju analizirali smo metodom ELISA (od eng. Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay) pomoću komercijalno dostupnog kompleta (Invitrogen, SAD) u stanicama koje 

prolazno eksprimiraju protein APPsw-6myc. Razina unutarstaničnog peptida Aβ42 bila je 

ispod praga detekcije dostupnog kompleta, te ju nismo bili u mogućnosti analizirati. Topljivi 

unutarstanični oblik peptida Aβ40 (topiv u puferu RIPA) je bio povišen dva puta (p<0.05), a 

agregirani oblik (topiv u mravljoj kiselini) je bio povišen deset puta (p<0.01) u stanicama 

CHO-NPC1-/-, dok je razina izlučenog peptida Aβ40 u mediju bila gotovo nepromijenjena u 



 44 

odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.5.). Nepromijenjena razina unutarstaničnog peptida Aβ40 

u stanicama CHO-NPC1-/-+NPC1 u odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.5.) dokazuje da je 

nakupljanje peptida Aβ40 u stanici zaista posljedica nedostatka proteina NPC1, kao što smo 

uočili i u slučaju nakupljanja kolesterola (Slika 5.1. A i B) i nakupljanja odsječaka CTF (Slika 

5.3. A). Za razliku od peptida Aβ40, razina peptida AICD nije bila promjenjena u stanicama 

CHO-NPC1-/- u odnosu na CHOwt (Slika 5.4. A).  

 

 

 
 

Slika 5.5. Analiza unutarstaničnog i izlučenog peptida Aβ40 u stanicama CHOwt, CHO-NPC1-/- i CHO-

NPC1-/-+NPC1 koje prolazno eksprimiraju protein APPsw-6myc. Peptide smo analizirali u staničnom lizatu i 

mediju metodom ELISA pomoću komercijalnog kompleta (Invitrogen, SAD). Prikazane su relativne srednje 

vrijednosti iz 3 neovisna pokusa u odnosu na CHOwt, a statistička značajnost je izračunata Student t-testom: 

*p<0.05; **p<0.01. 

 

  

 

 

 

 

 



 45 

5.2.3. Povišena razina peptida Aβ40 u stanicama CHO-NPC1-/- nije posljedica povećanog 

cijepanja odsječka CTFβ γ-sekretazom 

 

Kako bismo dokazali da nakupljanje peptida Aβ40 nije posljedica povećanog cijepanja 

CTFβ γ-sekretazom, stanice CHO smo prolazno transfecirali s konstruktom CTFβ-6myc koji 

kodira fragment CTFβ čija će razgradnja, i nastanak peptida Aβ40, ovisiti isključivo o 

aktivnosti γ-sekretaze. Paralelno smo analizirali produkte cijepanja tog egzogenog fragmenta 

u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/-. Pokazali smo da je razina topivog i agregiranog oblika 

unutarstaničnog peptida Aβ40 (Slika 5.6. A), kao i fragmenta AICD (Slika 5.6. B), slična 

između stanica CHOwt i CHO-NPC1-/- koje prolazno eksprimiraju odsječak CTFβ. Kako smo 

nakupljanje peptida Aβ40 uočili u stanicama koje prolazno eksprimiraju protein APP (Slika 

5.5.), no ne i u stanicama koje prolazno eksprimiraju direktni supstrat enzima γ-sekretaze - 

fragment CTFβ (Slika 5.6.) zaključili smo da povišena razina peptida Aβ40 u stanicama 

CHO-NPC1-/- nije posljedica povećanog cijepanja proteina APP γ-sekretazom, već da je 

najvjerojatnije posljedica povišenog cijepanja β-sekretazom. Ovi rezultati, uz one prethodne u 

kojima smo pokazali povišene razine odsječka CTFβ (Slika 5.4. A) i sAPPβ (Slike 5.3. C i 

5.4. B) u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na CHOwt dokazuju da disfunkcija proteina 

NPC1 vodi ka povećanom amiloidogenom cijepanju proteina APP tzv. β-sekretaznim putem.  

 

 
 

Slika 5.6. Analiza produkata cijepanja γ-sekretazom u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- koje prolazno 

eksprimiraju odsječak CTFβ-6myc. (A) Peptide Aβ40 smo analizirali metodom ELISA pomoću 

komercijalnog kompleta (Invitrogen, SAD) u staničnom lizatu. Prikazane su relativne srednje vrijednosti iz 3 

neovisna pokusa u odnosu na CHOwt. (B) Western blot (WB) analiza razine fragmenata AICD u staničnom 

lizatu pomoću specifičnog protutijela navedenog na slici. 
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5.2.4. Aktivnost enzima α-, β- i γ-sekretaze nije promijenjena u stanicama CHO-NPC1-/-   

 

Kako bismo istražili jesu li promijenjene razine produkata cijepanja proteina APP u 

stanicama CHO-NPC1-/- posljedica promjena u katalitičkoj aktivnosti pojedine sekretaze 

izmjerili smo njihovu aktivnost u staničnim lizatima pomoću komercijalnih kompleta (R&D 

Systems, SAD) baziranih na FRET (od eng. Fluorescence Resonance Energy Transfer) 

tehnologiji. Princip testova je detaljnije opisan u poglavlju 4.7. Materijala i metoda. 

Testovima smo mjerili konačnu razinu enzimske aktivnosti pojedine sekretaze nakon 2 sata 

reakcije. S obzirom da su α-, β- i γ-sekretaza enzimi koji sadrže jednu (α- i β-) ili više (γ-) 

transmembranskih domena, pretpostavili smo da bi promijenjeni metabolizam kolesterola i 

drugih lipida u stanicama CHO-NPC1-/- mogao utjecati na lipidni sastav membrana pa tako i 

na konformaciju te aktivnost ovih enzima. Međutim, ovi testovi su pokazali da u stanicama 

CHO-NPC1-/- nije izmijenjena katalitička aktivnost pojedine sekretaze (Slika 5.7. A).  

Aktivnost γ-sekretaze smo dodatno ispitali reakcijom u in vitro uvjetima (Slika 5.7. B). 

Izolirali smo membrane stanica koje prolazno eksprimiraju protein CTFβ-6myc (direktni 

supstrat γ-sekretaze) te smo ih koristili u četiri različite in vitro reakcije u kojima smo pratili 

nastanak peptida Aβ40 i AICD: 1) membrane smo inkubirali 4 sata na ledu spriječavajući tako 

rad enzima γ-sekretaze; 2) i 3)  membrane smo inkubirali 1 sat odnosno 4 sata pri 37°C kako 

bismo analizirali kinetiku nastanka peptida Aβ40 i AICD; 4) membrane smo inkubirali 4 sata 

pri 37°C uz prisustvo inhibitora γ-sekretaze (WPE-III-31C, Calbiochem). Dok je u in vitro 

reakciji na ledu i u prisustvu inhibitora potpuno spriječeno cijepanje odsječka CTFβ i 

nastanak peptida Aβ40 i AICD, inkubacija membrana pri 37°C pokazala je jednaku količinu 

nastalog peptida Aβ40 i AICD nakon 1 sat, odnosno nakon 4 sata u stanicama CHOwt i CHO-

NPC1-/- (Slika 5.7. B). Ovom in vitro analizom aktivnosti enzima smo dodatno pokazali da γ-

sekretaza ima podjednaku aktivnost u ispitanim stanicama, te da povišena razina peptida 

Aβ40 u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice CHOwt nije posljedica povećane 

katalitičke aktivnosti γ-sekretaze. 
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Slika 5.7. Analiza aktivnosti enzima α-, β- i γ-sekretaze u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- . (A) Razinu 

enzimatske aktivnosti pojedine sekretaze nakon 2 sata reakcije izmjerili smo u staničnom lizatu komercijalnim 

kompletima (R&D Systems, SAD). Prikazane su relativne srednje vrijednosti iz 3 neovisna pokusa u odnosu na 

CHOwt. (B) Analiza katalitičke aktivnosti γ-sekretaze cijepanjem egzogenog odsječka CTFβ in vitro. Pratili smo 

nastanak peptida Aβ40 metodom ELISA, te AICD metodom Western blot (WB).  
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5.2.5. Nakupljanje unutarstaničnog peptida Aβ40 i odsječka CTFβ ovisi o nakupljanju 

kolesterola u stanicama  CHO-NPC1-/- 

 

Kako bismo provjerili ovisi li nakupljanje unutarstaničnog peptida Aβ40 i odsječka 

CTFβ o razini kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/-, koja je posljedica nedostatka proteina 

NPC1, stanice CHOwt i CHO-NPC1-/- smo uzgajali u uvjetima siromašnim lipidima s ciljem 

smanjenja količine kolesterola u stanici. Stanice smo uzgajali 48 sati u mediju u kojeg smo, 

umjesto uobičajenog seruma FBS (od eng. Foetal Bovine Serum) koji sadrži lipide, dodali 

10% seruma LPDS (od eng. LiPid Deficient Serum, Cocalico Biologicals, SAD) koji ne sadrži 

lipide, te smo usporedili cijepanje proteina APP u stanicama uzgajanim u uvjetima sa (serum 

FBS) i bez (serum LPDS) egzogenih lipida. 

U stanicama CHOwt i u stanicama CHO-NPC1-/- uzgajanim u mediju sa serumom LPDS 

koji ne sadrži lipide došlo je do smanjenja razine ukupnog staničnog kolesterola (Slika 5.8. 

A). Dapače, razina kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- snizila se na razinu usporedivu s 

onom u „netretiranim“ (uzgojenim u mediju sa serumom FBS) stanicama CHOwt (Slika 5.8. 

A), te smo zaključili da uzgoj stanica CHO-NPC1-/- u mediju sa serumom LPDS  spušta 

razinu kolesterola na onu kakva je u stanicama koje imaju funkcionalni protein NPC1. 

Bojanje filipinom potvrdilo je da u stanicama CHO-NPC1-/- uzgajanim u mediju sa serumom 

LPDS dolazi do značajnog smanjenja vezikularnih nakupina slobodnog kolesterola u odnosu 

na iste stanice uzgajane u mediju sa serumom FBS (Slika 5.8. B). 

Sniženje razine kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- rezultiralo je također sniženjem 

razine unutarstaničnog peptida Aβ40 (i topivog i agregiranog oblika) na razine usporedive s 

onima u „netretiranim“ stanicama CHOwt (Slika 5.8. C). Usporedo, i u stanicama CHOwt 

smo mogli primjetiti sniženje razine unutarstaničnog peptida Aβ40 nakon uzgoja u uvjetima 

siromašnim lipidima (LPDS) (Slika 5.8. C). Sniženje razine kolesterola u stanicama CHO-

NPC1-/- dovelo je i do značajnog sniženja razine kako endogenih (Slika 5.8. D), tako i 

egzogenih fragmenata CTF (Slika 5.8. E). Ovim smo rezultatima pokazali da sniženje razine 

kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- na razinu usporedivu s onom u stanicama CHOwt 

uzrokuje smanjenu proizvodnju produkata amiloidogene razgradnje proteina APP, peptida Aβ 

i odječka CTFβ. Činjenica da u stanicama CHO-NPC1-/- sniženje razine kolesterola daje isti 

efekt na nakupljanje produkata cijepanja proteina APP β-sekretazom kao i ekspresija proteina 

NPC1 (Slike 5.3. A i 5.5.), dovodi nas do zaključka da je povećana amiloidogena razgradnja 

proteina APP ovisna upravo o nakupljanju kolesterola kao posljedici nedostatka proteina 

NPC1. 
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Slika 5.8. Analiza cijepanja proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- uzgajanim u uvjetima sa 

(serum FBS) i bez (serum LPDS) egzogenih lipida. (A) Ukupnu količinu kolesterola u staničnom lizatu 

izmjerili smo komercijalnim kompletom „Amplex Red Cholesterol Assay“ (Invitrogen, SAD). Prikazane su 

relativne srednje vrijednosti iz 3 neovisna pokusa u odnosu na CHOwt. (B) Slobodni neesterificirani kolesterol u 

stanicama smo obilježili filipinom (Sigma-Aldrich, SAD) i analizirali epifluorescentnim mikroskopom. (C) 

Razinu unutarstaničnog peptida Aβ40 izmjerili smo metodom ELISA u lizatu stanica koje prolazno eksprimiraju 

protein APPsw-6myc. Prikazane su relativne vrijednosti iz 3 neovisna pokusa u odnosu na CHOwt. (D) Western 

analiza endogenih odsječaka CTF i (E) odsječaka CTFα, CTFβ i AICD u stanicama koje prolazno eksprimiraju 

protein APPsw-6myc. Statistička značajnost je izračunata Student t-testom: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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5.3. Utjecaj nakupljanja kolesterola na transport i smještaj proteina APP u stanicama 
CHO-NPC1-/- 
 

Smatra se da se cijepanje proteina APP α-sekretazom odvija na površini stanice (Sisodia 

i sur., 1990.; Parvathy i sur., 1999.), dok se cijepanje proteina APP β-sekretazom primarno 

odvija u endosomima (Koo & Squazzo, 1994.). Kako bismo istražili mehanizam učinka 

nakupljanja kolesterola na cijepanje proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/- analizirali smo 

smještaj proteina APP u stanici. Naša je hipoteza da su promjene u cijepanju proteina APP 

uslijed nakupljanja kolesterola posljedica promjena u njegovom unutarstaničnom transportu 

tj. smještaju. Točnije, smatramo da bi povišena amiloidogena razgradnja proteina APP u 

stanicama CHO-NPC1-/- mogla biti posljedica njegovog smanjenog smještaja na površini 

stanice, odnosno njegovog nakupljanja u endosomima.  

 

5.3.1. Internalizacija proteina APP je ključna za njegovu povećanu amiloidogenu razgradnju 

u stanicama CHO-NPC1-/- 

 

Preduvjet cijepanja proteina APP β-sekretazom u endosomima jest njegova 

internalizacija s površine stanice. Da bi dokazali da je internalizacija proteina APP nužna za 

njegovo povećano amiloidogeno cijepanje u stanicama CHO-NPC1-/-, u stanicama CHO smo 

prolazno eksprimirali rekombinantni protein myc-APPΔCT. Takav oblik proteina APP ne 

sadrži signal nužan za internalizaciju koji se nalazi u deletiranoj citoplazmatskoj domeni 

(shema konstrukata se nalazi u poglavlju 4.2. Materijala i metoda).  

Internalizaciju proteina APP analizirali smo u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- koje 

prolazno eksprimiraju protein APPwt N-terminalno obilježen s biljegom HA (HA-SEAP-

APPwt) ili protein APPΔCT N-terminalno obilježen s biljegom myc (myc-APPΔCT). Žive, 

nepermeabilizirane stanice smo inkubirali 20 min pri 37°C s odgovarajućim primarnim 

protutijelom koje prepoznaje antigen HA odnosno myc na vanstaničnom N-terminalnom 

dijelu egzogenog proteina APPwt odnosno APPΔCT kako bi omogućili njihovu 

internalizaciju. Obilježene proteine u stanicama smo nakon fiksacije detektirali sekundarnim 

protutijelom konjugiranim s fluorokromom Alexa594 (Invitrogen, SAD), te analizirali 

konfokalnim mikroskopom. Analiza stanica koje eksprimiraju egzogeni protein APPwt 

pokazala je da se on nakon 20 min nalazi u vezikulama u unutrašnjosti stanice i u stanicama 

CHOwt i u CHO-NPC1-/- što ukazuje na njegovu internalizaciju. Suprotno tome, i stanice 

CHOwt i stanice CHO-NPC1-/- koje eksprimiraju egzogeni protein APPΔCT pokazuju njegov 
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dominantno membranski smještaj što dokazuje da se takav krnji oblik proteina APP nije u 

mogućnosti internalizirati (Slika 5.9.). 

 

 
 

Slika 5.9. Analiza internalizacije egzogenog proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- koje 

prolazno eksprimiraju protein APPwt ili APPΔCT. Žive, nepermeabilizirane stanice smo inkubirali 20 min 

pri 37°C s odgovarajućim protutijelima specifičnim za biljeg na N-terminusu prolazno eksprimiranih proteina: 

anti-HA za APPwt i anti-myc (9E10) za APPΔCT. Internalizaciju tako obilježenih proteina smo analizirali 

konfokalnim mikroskopom. 

 

Nakon što smo dokazali da se protein APPΔCT zaista ne može internalizirati za razliku 

od proteina APPwt, analizirali smo produkte njegovog cijepanja kako bismo pokazali da se 

takav oblik proteina APP ne može cijepati enzimom β-sekretaza te da je cijepanje ovim 

enzimom preduvjet za povećano stvaranje peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/-. Stanice smo 

prolazno transfecirali s konstruktom APPwt-6myc ili myc-APPΔCT te usporedo pratili 

metabolizam tih egzogeno eksprimiranih proteina u stanicama. Pokazali smo da stanice CHO-

NPC1-/-, kao i stanice CHOwt, koje eksprimiraju egzogeni protein APPΔCT imaju vrlo 

sniženu razinu peptida Aβ, kako njegovog izlučenog oblika tako i topljivog i agregiranog 

unutarstaničnog oblika, u odnosu na stanice koje eksprimiraju protein APPwt (Slika 5.10. A). 

Ovaj rezultat dokazuje da je internalizacija proteina APP zaista nužna za povećani nastanak 

peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/-.  
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Nadalje, analizom N-terminalnih fragmenata proteina APP, sAPPα i sAPPβ, dodatno 

smo pokazali da zaista ne dolazi do cijepanja proteina APPΔCT β-sekretazom (u stanicama 

CHOwt i CHO-NPC1-/- nismo detektirali produkt sAPPβ), dok je njegovo cijepanje α-

sekretazom povećano u odnosu na cijepanje proteina APPwt u stanicama CHO-NPC1-/-, kao i 

u stanicama CHOwt (detektirali smo povećanu razinu odsječka sAPPα u stanicama koje 

eksprimiraju konstrukt APPΔCT u odnosu na APPwt) (Slika 5.10. B). Ovakav rezultat je u 

skladu s već uvriježenim mišljenjem da se cijepanje proteina APP α-sekretazom odvija na 

površini stanice, dok se cijepanje β-sekretazom primarno odvija u endosomima, te potvrđuje 

našu hipotezu da je internalizacija proteina APP nužna za njegovo povećano amiloidogeno 

cijepanje uslijed nakupljanja kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/-. 

 

 

 
Slika 5.10. Analiza produkata cijepanja proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- koje prolazno 

eksprimiraju protein APPwt ili APPΔC. (A) Razinu peptida Aβ40 izmjerili smo metodom ELISA u lizatu i 

mediju. Prikazane su relativne srednje vrijednosti iz 3 neovisna pokusa u odnosu na CHOwt, a statistička 

značajnost je izračunata Student t-testom: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. (B) Western blot (WB) analiza 

razine sAPPα i sAPPβ u mediju pomoću specifičnih protutijela navedenih na slici. 
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5.3.2. Ekspresija proteina APP na površini stanice je značajno smanjena u stanicama CHO-

NPC1-/- 

 

Pošto smo dokazali da je internalizacija proteina APP presudna za njegovu 

amiloidogenu razgradnju β-sekretaznim putem i nastanak peptida Aβ analizirali smo 

ekspresiju proteina APP na površini stanica CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice CHOwt. 

Pretpostavili smo da je povišena proteolitička razgradnja proteina APP amiloidogenim β-

sekretaznim putem posljedica njegove smanjenje razine na površini stanice, tj. povećanog 

smještaja u endosomima.   

Ekspresiju endogenog proteina APP na površini stanice u stanicama CHOwt i CHO-

NPC1-/- smo analizirali metodom biotinilacije proteina. Proteine na površini stanica tj. 

staničnoj membrani smo obilježili biotinom (Thermo Fisher Scientific, SAD) na ledu kako 

bismo spriječili njegovu internalizaciju i obilježavanje unutarstaničnih proteina. Proteine na 

staničnoj membrani obilježene biotinom smo imunoprecipitirali pomoću NeutrAvidinTM-a 

koji se specifično veže na biotin (Thermo Fisher Scientific, SAD), te precipitirane proteine 

analizirali Westen blot-om specifičnim protutijelom za protein APP. Paralelno smo analizirali 

ukupnu razinu proteina APP u lizatu, a rezultate smo prikazali kao omjer obilježenog proteina 

na površini stanice u odnosu na ukupnu razinu proteina APP. Analiza je pokazala da se na 

površini stanica CHO-NPC1-/- nalazi značajno manje proteina APP u odnosu na stanice 

CHOwt (p<0.001, Slika 5.11. A i B). Zanimljivo, stabilna ekspresija proteina NPC1 u 

stanicama CHO-NPC1-/- (Slika 5.11. A) kao i snižavanje razine kolesterola uzgojem stanica 

CHO-NPC1-/- u mediju sa serumom LPDS (Slika 5.11. B), rezultiralo je vraćanjem ekspresije 

proteina APP na površini stanica CHO-NPC1-/- na razine usporedive s onima u stanicama 

CHOwt. Ovaj rezultat je pokazao da je smanjena ekspresija proteina APP na površini stanica 

CHO-NPC1-/- direktno ovisna o nakupljanju kolesterola kao posljedici nedostatka proteina 

NPC1. 
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Slika 5.11. Analiza ekspresije proteina APP na površini stanica obilježavanjem proteina biotinom 

(Thermo Fisher Scientific, SAD). (A) Biotinom obilježene proteine na staničnoj membrani smo analizirali 

metodom Western blot (WB) u stanicama CHOwt, CHO-NPC1-/- i CHO-NPC1-/-+NPC1. (B) Biotinom 

obilježene proteine na staničnoj membrani smo analizirali metodom Western blot u stanicama CHOwt, te CHO-

NPC1-/- uzgajanim u uvjetima sa i bez egzogenih lipida (serum LPDS). Rezultati Western analize su 

kvantificirani programom ImageJ, a statistička značajnost je izračunata Student t-testom: *p<0.05; ***p<0.001. 

 

Smanjenu lokalizaciju proteina APP na površini stanica CHO-NPC1-/- u odnosu na 

stanice CHOwt dokazali smo i imunocitokemijom. Žive, nepermeabilizirane stanice smo 

obilježili sa specifičnim protutijelom za vanstanični N-terminus proteina APP na ledu kako 

bismo spriječili internalizaciju membranskih proteina. Obilježene proteine APP na površini 

stanice smo detektirali sekundarnim protutijelom konjugiranim s fluorokromom Alexa488 

(Invitrogen, SAD), te analizirali konfokalnim mikroskopom. Na tako obilježenim stanicama 

primjetili smo da je ekspresija proteina APP na površini stanice izraženija u stanicama 

CHOwt u odnosu na stanice CHO-NPC1-/- (Slika 5.12.). 

Zanimljivo, kada smo fiksirane i permeabilizirane stanice obilježili specifičnim 

protutijelom za protein APP želeći tako analizirati njegov smještaj unutar stanice primjetili 

smo vezikularne nakupine u stanicama CHO-NPC1-/- dok je u stanicama CHOwt signal bio 

homogen te dominantno perinuklearan bez izraženih nakupina (Slika 5.12.). Ova analiza je 

pokazala da u stanicama CHO-NPC1-/- doista dolazi do nakupljanja proteina APP unutar 



 55 

stanice, najvjerojatnije u endosomima, te nas je navela na detaljnu analizu smještaja proteina 

APP u vezikulama endocitoznog puta. 

 

 
 

Slika 5.12. Analiza smještaja proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/-. Žive, nepermeabilizirane 

stanice smo obilježili sa specifičnim protutijelom za vanstanični N-terminus proteina APP (APP-NT: 5313) na 

ledu kako bismo spriječili internalizaciju membranskih proteina. Fiksirane i permeabilizirane stanice smo 

obilježili protutijelom specifičnim za C-terminus proteina APP (APP-CT: 6687) kako bismo analizirali njegov 

smještaj unutar stanice. Tako obilježene stanice smo analizirali konfokalnim mikroskopom. 
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5.3.3. U stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do nakupljanja proteina APP u ranim / 

reciklirajućim endosomima 

 

Kako bismo analizirali smještaj proteina APP u endocitoznom putu, koristili smo stanice 

CHOwt i CHO-NPC1-/- stabilno transfecirane s konstruktom HA-SEAP-APPwt. Stabilna 

ekspresija proteina HA-SEAP-APPwt u stanicama omogućila nam je analizu smještaja 

proteina APP protutijelima specifičnim za N-terminus odnosno C-terminus proteina APP, ali i 

protutijelom specifičnim za biljeg HA koji se nalazi na N-terminalnom kraju tog 

rekombinantnog proteina.  Tako smo bili u mogućnosti koristiti razne kombinacije protutijela 

za obilježavanje i praćenje kolokalizacije proteina APP s proteinima markerima različitih 

vezikula endocitoznog puta. Također stabilna ekspresija proteina APP rezultirala je 

povećanom razinom proteina APP u stanicama u odnosu na njegovu endogenu ekspresiju što 

nam je olakšalo detekciju proteina APP imunofluorescencijom. 

No, prije korištenja stanica koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt u 

narednim pokusima analize lokalizacije proteina APP, morali smo provjeriti da smještaj 

takvog egzogenog proteina s N-terminalnim biljezima nije promjenjen u odnosu na endogeni 

protein APP. Zato smo protutijelom specifičnim za protein APP paralelno obilježili stanice 

koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt, te one koje nisu stabilno transfecirane 

tj. one koje eksprimiraju samo endogeni protein APP. Pratili smo kolokalizaciju egzogenog 

odnosno endogenog proteina APP s dva različita markera za endocitozne vezikule u 

stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/-: receptorom transferina (TfR) koji je marker reciklirajućih 

endosoma i lipidom bis (monoacilglicero) fosfatom (eng. Bis (Monoacylglycero) Phosphate, 

BMP) markerom kasnih endosoma. Pokazali smo da se smještaj egzogenog proteina HA-

SEAP-APPwt kao i njegova kolokalizacija s endosomalnim markerima ne razlikuje od 

endogeno eksprimiranog proteina APP (Slika 5.13.) te time dokazali da stabilna ekspresija i 

N-terminalni biljezi ne mijenjaju stanični smještaj tog egzogenog proteina. 
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Slika 5.13. Usporedna analiza smještaja endogenog proteina APP u netransfeciranim stanicama i stabilno 

eksprimiranog proteina HA-SEAP-APPwt u endocitoznom putu stanica CHOwt i CHO-NPC1-/-. Fiksirane 

i permeabilizirane stanice smo obilježili protutijelom specifičnim za C-terminus proteina APP (APP-CT: 6687), 

te protutijelom specifičnim za receptor transferina (TfR, marker reciklirajućih endosoma) odnosno lipid BMP 

(marker kasnih endosoma). Tako obilježene stanice smo analizirali konfokalnim mikroskopom. 
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Tada smo pristupili analizi smještaja proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- 

koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. Imunofluorescencijom i konfokalnom 

mikroskopijom smo analizirali smještaj proteina APP i njegovu kolokalizaciju s različitim 

markerima vezikula endocitoznog puta: proteinom EEA1, markerom ranih endosoma; 

receptorom transferina (TfR), markerom reciklirajućih endosoma; lipidom BMP, markerom 

kasnih endosoma: te proteinom LAMP1, markerom lizosoma. Protein APP obilježili smo 

protutijelom specifičnim za N-terminus proteina APP ili anti-HA protutijelom koje također 

obilježava N-terminalni dio egzogenog proteina HA-SEAP-APPwt. Analiza konfokalnom 

mikroskopijom tako obilježenih stanica otkrila je izražen vezikularni smještaj proteina APP u 

stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice CHOwt u kojima je signal bio homogen te 

dominantno perinuklearan bez izraženih nakupina (Slika 5.14. A-D). Ovi rezultati su u skladu 

s rezultatima analize gdje smo pratili unutarstanični smještaj proteina APP u netransfeciranim 

stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- (Slika 5.12.) te dodatno dokazuju da ovaj egzogeni protein 

ima nepromijenjen smještaj u odnosu na endogeni protein APP.  

Najizraženiju promjenu u vezikulama endocitoznog puta smo primjetili u veličini kasnih 

endosoma / lizosoma koji su bili značajno veći u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice 

CHOwt (Slika 5.14. C i D). Također smo pokazali da u stanicama CHO-NPC1-/- uz 

nakupljanje kolesterola dolazi i do izrazitog nakupljanja lipida BMP (Slika 5.14. C) što je u 

skladu s literaturom (Kobayashi i sur., 1999.). Primjetili smo da stanice CHO-NPC1-/- imaju 

povećane kako lipidima bogate kasne endosome / lizosome, tako i rane te reciklirajuće 

endosome u odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.14. A i B). To ukazuje da nakupljanje 

kolesterola u kasnim endosomima / lizosomima uslijed disfunkcije proteina NPC1 može 

uzrokovati promjene u cijelom endocitoznom putu, a ne samo u vezikulama u kojima se 

kolesterol nakuplja. Naposljetku, pokazali smo da protein APP ima dominantno vezikularnu 

kolokalizaciju s markerima EEA1 i TfR u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice 

CHOwt (Slika 5.14. A i B), dok s markerima BMP i LAMP1 ne pokazuje kolokalizaciju 

(Slika 5.14. C i D). Ovi rezultati upućuju da se protein APP nakuplja u ranim odnosno 

reciklirajućim endosomima, a ne u vezikulama u kojima se nakuplja kolesterol - kasnim 

endosomima / lizosomima stanica CHO-NPC1-/- .  
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Slika 5.14. Analiza smještaja proteina APP u endocitoznom putu stanica CHOwt i CHO-NPC1-/- koje 

stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. Fiksirane i permeabilizirane stanice smo obilježili 

protutijelima specifičnim za N-terminus proteina HA-SEAP-APPwt (APP-NT: 5313 ili anti-HA) i protutijelima 

za različite markere vezikula endocitoznog puta: (A) EEA1 (rani endosomi), (B) receptor transferina (TfR, 

reciklirajući endosomi), (C) BMP (kasni endosomi/lizosomi) i (D) LAMP1 (lizosomi).        
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Kako bismo dodatno potvrdili da se protein APP ne nakuplja u kasnim 

endosomima/lizosomima u kojima se nakupljaju kolesterol i drugi lipidi poput 

glikosfingolipida, uslijed disfunkcije proteina NPC1, ispitali smo kolokalizaciju proteina APP 

i slobodnog kolesterola kao  i sintetskog analoga glikosfingolipida konjugiranog s 

fluorokromom Bodipy® i albuminom iz goveđeg seruma (Bodipy®-LacCer-BSA, Invitrogen, 

SAD). Ovom analizom smo pokazali da ne dolazi do kolokalizacije N-terminalno obilježenog 

proteina APP sa slobodnim kolesterolom niti s analogom glikosfingolipida Bodipy®-LacCer 

(Slika 5.15. A i B) te smo dodatno potvrdili da se protein APP u stanicama CHO-NPC1-/- ne 

nakuplja u vezikulama u kojima se nakupljaju lipidi. 
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Slika 5.15. Analiza kolokalizacije proteina APP s nakupljenim lipidima u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-

/- koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. Fiksirane i permeabilizirane stanice smo obilježili 

protutijelom specifičnim za N-terminus proteina HA-SEAP-APPwt (APP-NT: anti-HA). (A) Slobodni 

neesterificirani kolesterol u stanicama smo obilježili filipinom (Sigma-Aldrich, SAD). (B) Nakupljanje 

glikosfingolipida smo pratili internalizacijom sintetskog fluorescentno obilježenog analoga Bodipy®-LacCer 

(Invitrogen, SAD). 
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5.3.4. C-terminalni odsječci proteina APP (CTF) se nakupljaju u kasnim 

endosomima/lizosomima stanica CHO-NPC1-/- 

 

Dok protutijelo specifično za N-terminus proteina APP može detektirati nepocijepani 

protein APP, no i N-terminalne fragmente (sAPP), protutijelo specifično za C-terminus 

proteina APP također može detektirati nepocijepani protein APP, ali i C-terminalne fragmente 

(CTF). To smo pokazali tako što smo stanice koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-

APPwt obilježili i s protutijelom koje prepoznaje N-terminus egzogenog proteina APP i s 

protutijelom koje prepoznaje njegov C-terminus. U stanicama CHO-NPC1-/- se posebno lijepo 

može razlikovati obilježavanje C- i N-terminusa proteina APP specifičnim protutijelom zbog 

veličine vezikula u tim stanicama. Takvo obilježavanje proteina APP u stanicama otkrilo je 

vezikule koje su bile obilježene i N-terminalnim (crveno) i C-terminalnim (zeleno) anti-APP 

protutijelom (Slika 5.16., uvećani dio prikaza u stanicama CHO-NPC1-/-). Primjetili smo da 

C-terminalno protutijelo dominantno „boja“ većinom membranu vezikula, dok N-terminalno 

„boja“ njihov lumen što odgovara prostornom smještaju tih odsječaka proteina APP unutar 

endosoma (C-terminus sadrži transmembransku domenu proteina APP, dok je N-terminalni 

dio „topljiv“ i izlučuje se izvan stanice op.a.). No također smo zamijetili da su pojedine 

vezikule obilježene samo jednim od protutijela, što ukazuje da su u tim vezikulama prisutni 

samo N- ili C-terminalni produkti cijepanja proteina APP. 
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Slika 5.16. Analiza kolokalizacije N- i C-terminalno obilježenog proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-

NPC1-/- koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. Fiksirane i permeabilizirane stanice smo 

obilježili protutijelima specifičnim za N-terminus proteina HA-SEAP-APPwt (APP-NT: anti-HA) i za C-

terminus proteina HA-SEAP-APPwt (APP-CT: 6687). Tako obilježene stanice smo analizirali konfokalnim 

mikroskopom. 

 

Zato smo željeli provjeriti hoće li analiza smještaja proteina APP s protutijelom 

specifičnim za njegov C-terminus potvrditi rezultate analize dobivene s protutijelom 

specifičnim za N-terminus proteina APP. Imunocitokemija s protutijelom specifičnim za C-

terminus proteina APP potvrdila je kolokalizaciju proteina APP s markerima EEA1 (rani 

endosomi) i TfR (reciklirajući endosomi) potvrđujući da se protein APP, a vjerovatno i 

djelomice fragmenti CTF nakupljaju u ovim vezikulama endocitoznog puta u stanicama 

CHO-NPC1-/- (Slika 5.17. A i B). No za razliku od prijašnje analize s N-terminalnim anti-APP 

protutijelom, ova analiza je otkrila parcijalnu kolokalizaciju C-terminalno obilježenog 

proteina APP s kasnim endosomima/lizosomima u stanicama CHO-NPC1-/- (Slika 5.17. C). 



 65 

Kako smo takvu kolokalizaciju primjetili samo prilikom obilježavanja proteina APP 

protutijelom specifičnim za njegov C-terminus, ali ne i za njegov N-terminus, takav smo 

rezultat protumačili kao nakupljanje dominantno odsječaka CTF u kasnim endosomima / 

lizosomima stanica CHO-NPC1-/-.  
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Slika 5.17. Analiza smještaja proteina APP/CTF u endocitoznom putu stanica CHOwt i CHO-NPC1-/- koje 

stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. Fiksirane i permeabilizirane stanice smo obilježili 

protutijelom specifičnim za C-terminus proteina HA-SEAP-APPwt (APP-CT: 6687) i protutijelima za različite 

markere vezikula endocitoznog puta: (A) EEA1 (rani endosomi), (B) receptor transferina (TfR, reciklirajući 

endosomi) i (C) BMP (kasni endosomi/lizosomi).        
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5.3.5. Nakupljanje kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- uzrokuje bržu internalizaciju i 

smanjeno recikliranje proteina APP  

 

Smanjena ekspresija proteina APP na površini stanice i njegovo nakupljanje u ranim 

vezikulama endocitoznog puta u stanicama CHO-NPC1-/- može biti posljedica brže 

internalizacije s površine stanice i/ili smanjenog recikliranja proteina APP na staničnu 

membranu, ili pak sinergije oba učinka uslijed nakupljanja kolesterola u stanicama CHO-

NPC1-/- u odnosu na CHOwt. Internalizaciju proteina APP s površine stanice smo pratili tako 

da smo žive, nepermeabilizirane stanice CHOwt i CHO-NPC1-/-, koje stabilno eksprimiraju 

protein HA-SEAP-APPwt, inkubirali pri 37°C u određenim vremenskim periodima (1, 10 

odnosno 20 min) s primarnim protutijelom koje se specifično veže na vanstanični N-terminus 

proteina APP. Period od 1 min je dovoljan da se protutijelo veže na proteine APP koji se 

nalaze na staničnoj membrani, no vremenski onemogućava njegovu internalizaciju te zato 

primarno anti-APP antitijelo (zeleno) obilježava dominantno površinu stanice što se može 

vidjeti na slici 18A. U periodima od 10 i 20 min, dolazi do internalizacije membranskih 

proteina te smo tada pratili internalizaciju proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu 

na stanice CHOwt. Nakon 1, 10 odnosno 20 min inkubacije s anti-APP protutijelom stanice 

smo fiksirali, permeabilizirali te inkubirali s protutijelom za protein EEA1 (crveno) da bi 

obilježili rane endosome. Obilježene proteine smo detektirali sekundarnim protutijelom 

konjugiranim s fluorokromom Alexa488 ili Alexa594 (Invitrogen, SAD), te analizirali 

konfokalnim mikroskopom. Analiza EEA1/APP pozitivnih vezikula (žuto) nakon 10 i 20 min 

otkrila je da u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do pojačane (brže) internalizacije proteina APP 

u rane endosome (Slika 18 A i B) u odnosu na stanice CHOwt. Naime primjetili smo da nakon 

10 i 20 min u stanicama CHO-NPC1-/- ima više EEA1/APP pozitivnih vezikula (žuto) u 

odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.18. A), što smo potvrdili kvantifikacijom na 22 stanice po 

preparatu (Slika 5.18. B). Ovaj rezultat ukazuje da bi povišena razina kolesterola i njegovo 

nakupljanje u stanicama CHO-NPC1-/- moglo uzrokovati pojačanu internalizaciju proteina 

APP i njegovu smanjenu ekspresiju na površini stanica CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice 

CHOwt (Slike 5.11. A i B; 5.12). 
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Slika 5.18. Analiza internalizacije proteina APP u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- koje stabilno 

eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. (A) Žive, nepermeabilizirane stanice inkubirali smo pri 37°C u 

navedenim vremenskim periodima (1, 10 odnosno 20 min) s primarnim protutijelom koje se specifično veže na 

vanstanični N-terminus proteina APP (APP-NT: 5313, zeleno). Stanice smo zatim fiksirali, permeabilizirali te 

inkubirali s protutijelom za protein EEA1 (crveno) da bi obilježili rane endosome. (B) Internalizaciju proteina 

APP smo kvantificirali brojanjem APP/EEA1 pozitivnih vezikula (žuto) po stanici (n=22). Statistička značajnost 

je izračunata Student t-testom: *p<0.05; **p<0.01. 
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Recikliranje proteina APP na površinu stanice pratili smo u stanicama CHOwt i CHO-

NPC1-/- koje eksprimiraju samo endogeni protein APP. Žive, nepermeabilizirane stanice smo 

inkubirali s primarnim protutijelom koje se specifično veže na vanstanični N-terminus 

proteina APP na površini stanice pri 37°C, 20 min kako bismo omogućili njihovu 

internalizaciju. Stanice smo zatim isprali, te inkubirali u uobičajenom mediju za rast 30 

odnosno 60 min na 37°C kako bismo pratili recikliranje internaliziranog, protutijelom 

obilježenog proteina APP na površinu stanice. Stanice smo zatim fiksirali, permeabilizirali te 

obilježili sa sekundarnim protutijelom konjugiranim s fluorokromom Alexa488 (Invitrogen, 

SAD). Konfokalnom mikroskopijom smo analizirali kako se obilježeni proteini APP 

recikliraju na staničnu membranu. Primjetili smo da dok u stanicama CHOwt postupno 

nestaje „signal“ obilježenog proteina APP, u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do njegovog 

vezikularnog nakupljanja u unutrašnjosti stanice (Slika 5.19.). Kako smo protein APP 

obilježili specifičnim protutijelom za njegov N-terminalni kraj, „gašenje signala“ u stanicama 

CHOwt je vjerojatno rezultat recikliranja proteina APP na staničnu membranu gdje se oni 

cijepaju α-sekretazom, te se time oslobađaju N-terminalni fragmenti (sAPP) u medij. 

Nasuprot tome u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do unutarstaničnog vezikularnog nakupljanja 

proteina APP što smo protumačili njegovim usporenim tj. neučinkovitim recikliranjem na 

staničnu membranu. Ovaj rezultat, kao i onaj gdje smo prikazali povećanu kolokalizaciju 

proteina APP s markerom reciklirajućih endosoma (receptorom transferina, TfR) u stanicama 

CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.14. B) pokazuje da nakupljanje kolesterola 

uslijed disfunkcije proteina NPC1 uzrokuje poremećaj u recikliranju proteina na površinu 

stanice te dovodi do nakupljanja proteina APP u TfR-pozitivnim vezikulama endocitoznog 

puta. 
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Slika 5.19. Analiza recikliranja proteina APP na staničnu membranu u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/-. 
Žive, nepermeabilizirane stanice smo inkubirali s primarnim protutijelom koje se specifično veže na vanstanični 

N-terminus proteina APP (APP-NT: 5313) na površini stanice pri 37°C, 20 min kako bismo omogućili njihovu 

internalizaciju. Stanice smo zatim isprali, te inkubirali u uobičajenom mediju za rast 30 odnosno 60 min pri 37°C 

kako bismo pratili recikliranje internaliziranog obilježenog proteina APP na površinu stanice.  

 

 

5.3.6. U stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do kolokalizacije proteina APP s enzimom β-

sekretaza (BACE1) u velikim vezikulama 

 

Amiloidgeno cijepanje proteina APP β-sekretazom (BACE1, eng. β-site APP Cleaving 

Enzyme) se dominantno odvija u endosomima nakon internalizacije proteina APP s površine 

stanice (Koo & Squazzo, 1994.). Nakupljanje proteina APP u ranim i reciklirajućim 

endosomima stanica CHO-NPC1-/- kao posljedica njegove pojačane internalizacije i 

smanjenog recikliranja na površinu stanice može rezultirati većom dostupnošću supstrata, 

proteina APP, enzimu β-sekretazi te uzrokovati njegovu povećanu amiloidogenu razgradnju i 

nastanak peptida Aβ. Zato smo analizirali kolokalizaciju proteina APP i BACE1 u stanicama 

CHOwt i CHO-NPC1-/- (Slika 5.20.). Stanice CHOwt i CHO-NPC1-/- koje stabilno 

eksprimiraju rekombinantni protein BACE1-GFP smo prolazno transfecirali s konstruktom 

koji kodira rekombinantni protein APPwt-RFP. Protein BACE1 je fuzioniran s zelenim 

fluorescentnim proteinom GFP (od eng. Green Fluorescent Protein), a APPwt s crvenim 
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fluorescentnim proteinom RFP (od eng. Red Fluorescent Protein) što nam je omogućilo 

analizu kolokalizacije tih fluorokromima obilježenih proteina u stanici konfokalnom 

mikroskopijom. U stanicama CHO-NPC1-/- smo odmah uočili velike vezikule pozitivne na 

oba proteina, što je potvrdilo našu pretpostavku da se protein APP nakuplja u vezikulama u 

kojima se nalazi BACE1 i u kojima dolazi do njegovog amiloidgenog cijepanja (Slika 5.20.). 

Kako i u stanicama CHOwt dolazi do kolokalizacije proteina APP i BACE1 (Slika 5.20.), 

zaključili smo da upravo nakupljanje proteina APP u endosomima ima presudnu ulogu u 

povećanom amiloidogenom cijepanju i nastanku peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/-. 

 

 
 
Slika 5.20. Analiza kolokalizacije proteina APP i BACE1 (β-sekretaze) u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- 

koje stabilno eksprimiraju protein BACE1-GFP. Stanice smo prolazno transfecirali s konstruktom APP-RFP 

te smo pratili kolokalizaciju ta dva fluorokromima obilježena proteina u stanici. 
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5.3.7. Promjene u transportu i smještaju proteina APP su posljedica nakupljanja kolesterola 

u stanicama CHO-NPC1-/- 

 

Pokazali smo da su povećano amiloidogeno cijepanje proteina APP i njegova smanjena 

ekspresija na staničnoj membrani u stanicama CHO-NPC1-/- ovisne upravo o nakupljanju 

kolesterola u tim stanicama. Zato smo pretpostavili da je nakupljanje proteina APP u 

endosomima stanica CHO-NPC1-/- također posljedica nakupljanja kolesterola. Kako bismo 

ispitali tu hipotezu, analizirali smo smještaj proteina APP u ranim endosomima u netretiranim 

stanicama i nakon različitih tretmana s ciljem snižavanja razine kolesterola u stanicama CHO-

NPC1-/-.  

Uz prije korištenu strategiju deplecije kolesterola uzgojem stanica CHO-NPC1-/- bez 

egzogenih lipida u mediju sa serumom LPDS, stanice smo još dodatno tretirali statinima, 

inhibitorima endogene sinteze kolesterola ili spojem metil-β-ciklodekstrin (MβC, Sigma-

Aldrich, SAD) koji „izvlači“ kolesterol iz stanica. Ovi različiti tretmani deplecije kolesterola 

su detaljno opisani u poglavlju 4.3.Materijala i metoda. Ukratko, stanice CHO-NPC1-/- smo 

uzgajali 48 sati u mediju sa serumom LPDS („LPDS“ tretman) ili u istom LPDS mediju uz 

dodatak statina („statin“ tretman). Također, stanice CHO-NPC1-/- smo tretirali spojem MβC: 

10 mM, 1 h („akutno“) ili 1 mM, 24 h („kronično“) u mediju sa serumom LPDS. Učinkovitost 

spuštanja razine kolesterola svakog pojedinog tretmana smo pratili bojanjem stanica filipinom 

(Sigma-Aldrich, SAD). Dok je uzgoj stanica CHO-NPC1-/- u mediju bez egzogenih lipida 

(LPDS), očekivano uzrokovao depleciju kolesterola u kasnim endosomima/lizosomima 

stanica CHO-NPC1-/- kao i u prijašnjim pokusima (Slika 5.8.), primjetili smo da dodatni 

tretman statinima ili spojem MβC, bilo akutno bilo kronično, isto ima značajan efekt na 

snižavanje razine kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- (Slika 5.21.).  
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Slika 5.21. Analiza utjecaja snižavanja količine kolesterola na smještaj proteina APP u stanicama CHO-

NPC1-/- koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt. Nakupljanje kolesterola u stanicama CHO-

NPC1-/- snizili smo uzgojem stanica bez egzogenih lipida (serum LPDS) ili tretmanom statinima odnosno metil-

β-ciklodekstrinom. Stanice smo zatim fiksirali i obilježili protutijelima specifičnim za N-terminus proteina APP 

(APP-NT: 5313) i za marker ranih endosoma, EEA1. Uspješnost sniženja količine kolesterola u stanicama smo 

pratili filipnom (Sigma-Aldrich, SAD).  
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Analiza APP/EEA1 pozitivnih vezikula u stanicama CHOwt, te stanicama CHO-NPC1-/- 

sa i bez tretmana otkrila je da svi tretmani snižavanja kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- 

uzrokuju smanjenje broja odnosno gotovo potpuni nestanak takvih vezikula (Slika 5.22.). 

Dapače, tretman statinima ili spojem MβC, doveli su i do gotovo potpunog nestanka 

APP/EEA1 pozitivnih vezikula, za razliku od uzgoja stanica CHO-NPC1-/- samo u mediju bez 

egzogenih lipida (LPDS) koji je uzrokovao značajno smanjenje broja, no ne i potpun nestanak 

tih vezikula (Slike 5.21. i 5.22.). Osim toga, tretman stanica CHO-NPC1-/- statinima ili 

spojem MβC dao je APP/EEA1 obojanje slično onom u stanicama CHOwt. Ovim smo 

pokusom dokazali da je nakupljanje proteina APP u ranim endosomima u stanicama CHO-

NPC1-/- posljedica nakupljanja kolesterola u kasnim endosomima/lizosomima te da smo u 

uvjetima nedostatka proteina NPC1 i deplecije kolesterola uspjeli „popraviti“ smještaj 

proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/- na razinu smještaja u stanicama CHOwt. Ovaj 

rezultat također ukazuje da je povećano amiloidogeno cijepanje proteina APP u stanicama 

CHO-NPC1-/- posljedica promjena u njegovom unutarstaničnom transportu tj. smještaju. 

 

 
 

Slika 5.22. Kvantifikacija rezultata imunocitokemijske analize sniženja razine kolesterola na smještaj 

proteina APP u ranim endosomima. Utjecaj sniženja  kolesterola na smještaj proteina APP u ranim 

endosomima u stanicama CHO-NPC1-/- smo kvantificirali brojanjem APP/EEA1 pozitivnih vezikula po stanici 

(n=20) nakon navedenih tretmana. 
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5.3.8. Nakupljanje kolesterola u stanicama CHOwt uzrokuje promjene u smještaju proteina 

APP 

 

Tretmanima stanica CHOwt koji uzrokuju povišenu razinu unutarstaničnog kolesterola 

željeli smo dokazati da nakupljanje kolesterola može uzrokovati promjene u smještaju 

proteina APP i u stanicama divljeg tipa (wt), tj. u prisustvu proteina NPC1. Kako bismo 

povisili razinu kolesterola u stanicama CHOwt upotrijebili smo dvije strategije: stanice 

CHOwt smo tretirali sa spojem U18666A (Sigma-Aldrich, SAD) koji se koristi za oponašanje 

fenotipa NPC ili smo stanice CHOwt tretirali s kolesterolom konjugiranim sa spojem MβC 

(MβC-kolesterol, Sigma-Aldrich, SAD) koji nesmetano ulazi u stanicu gdje uzrokuje 

povećanje razine kolesterola. Detaljni opisi navedenih tretmana su navedeni u poglavlju 4.3. 

Materijala i metoda. Učinkovitost oba tretmana smo pratili bojanjem stanica filipinom 

(Sigma-Aldrich, SAD).  Dok je U-tretman u stanicama CHOwt uzrokovao vezikularno 

unutarstanično nakupljanje kolesterola nalik onome u stanicama CHO-NPC1-/-, tretman 

stanica s kompleksom MβC-kolesterola uzrokovao je  izraženo povećanje signala filipina po 

cijeloj stanici (Slika 5.23.). Ovakav rezultat je očekivan, jer se smatra da spoj U18666A 

inhibira funkciju proteina NPC1 te time uzrokuje nakupljanje slobodnog kolesterola u kasnim 

endosomima/lizosomima dok tretman stanica s MβC-kolesterolom, koje imaju funkcionalan 

protein NPC1, uzrokuje povećanje razine kolesterola u cijeloj stanici. 

Smještaj proteina APP u tretiranim stanicama CHOwt i netretiranim stanicama CHOwt i 

CHO-NPC1-/- koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt pratili smo kao i dosada 

imunocitokemijom i analizirali konfokalnom mikroskopijom. Nakupljanje kolesterola u 

kasnim endosomima / lizosomima stanica CHOwt uzrokovano U-tretmanom, kao i povećanje 

razine unutarstaničnog kolesterola MβC-kolesterolom dovelo je do promjene u smještaju 

proteina APP u stanicama CHOwt u odnosu na netretirane stanice. Naime, dok je 

obilježavanje proteina APP u netretiranim stanicama CHOwt očekivano dalo dominantno 

perinuklearan homogen signal bez izraženih nakupina, u tretiranim stanicama smo mogli 

primjetiti da dolazi do vezikularnog nakupljanja proteina APP, koje je bilo slično onome u 

stanicama CHO-NPC1-/- (Slika 5.23.).  
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Slika 5.23. Analiza nakupljanja slobodnog kolesterola i smještaja proteina APP u stanicama CHOwt 

nakon tretmana sa spojem U18666A i kompleksom MβC-kolesterol. Slobodni neesterificirani kolesterol u 

stanicama smo obilježili filipinom (Sigma-Aldrich, SAD) i analizirali epifluorescentnim mikroskopom. Stanice 

koje stabilno eksprimiraju protein HA-SEAP-APPwt smo obilježili protutijelom specifičnim za N-terminus 

proteina APP (APP-NT: anti-HA) i analizirali konfokalnim mikroskopom. 

 

Dodatno, analizirali smo kolokalizaciju proteina APP s proteinom EEA1 i receptorom 

transferina (TfR) te uočili pojačanu vezikularnu kolokalizaciju proteina APP s tim markerima 

ranih i reciklirajućih endosoma nakon U18666A-, odnosno MbC-kolesterol-tretmana stanica 

CHOwt (Slika 5.24. A i B). Ovaj rezultat pokazuje da nakupljanje kolesterola u stanicama 

CHOwt može uzrokovati promjene u smještaju proteina APP u endocitoznom putu slične 

onima koje smo pokazali u stanicama CHO-NPC1-/-. To dokazuje da povišene razine 

kolesterola, uzrokovane bilo disfunkcijom proteina NPC1 bilo dizanjem razine 

unutarstaničnog kolesterola tretmanom s MβC-kolesterolom mogu utjecati na smještaj tj. 

endocitozu proteina APP. 
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Slika 5.24. Analiza utjecaja povišene razine kolesterola u stanicama CHOwt na smještaj proteina APP u 

endocitoznom putu. Stanice CHOwt smo tretirali spojem U18666A i kompleksom MβC-kolesterol kako bismo 

potaknuli nakupljanje tj. povišenje razine kolesterola u njima. Zatim smo fiksirane i permeabilizirane stanice 

obilježili protutijelom specifičnim za N-terminus proteina HA-SEAP-APPwt (APP-NT: 5313) i protutijelom za: 

(A) EEA1 (marker ranih endosoma) i (B) receptor transferina (TfR,  marker reciklirajućih endosoma).  
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6. RASPRAVA 
 

Nakupljanje peptida amiloid-β (Aβ) predstavlja središnji događaj u patogenezi 

Alzheimerove bolesti. Peptid Aβ nastaje amiloidogenim cijepanjem proteina prekursora 

peptida amiloid-β (protein APP) β-sekretaznim putem koji se primarno odvija u endosomima 

(Koo & Squazzo, 1994.), dok se neamiloidogeni α-sekretazni put proteolitičkog cijepanja 

proteina APP odvija na površini stanice (Sisodia i sur., 1990.; Parvathy i sur., 1999.). Iako 

molekularni pokretači amiloidogenog / neamiloidogenog puta razgradnje proteina APP još 

uvijek nisu poznati, pretpostavlja se da regulacija staničnog transporta proteina APP može 

imati važnu ulogu u ovim procesima. Brojna istraživanja su ukazala na povezanost 

kolesterola, razine peptida Aβ i nastanka Alzheimerove bolesti. Međutim, molekularni 

mehanizam/i ovih događaja još uvijek nisu razjašnjeni. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati 

mehanizam djelovanja kolesterola na nakupljanje peptida Aβ i cijepanje te transport proteina 

APP. Pri tom smo koristili stanični model bolesti Niemann-Pick tipa C (NPC), nasljedne 

neurodegenerativne bolesti nakupljanja kolesterola kod koje dolazi do povećane razine 

peptida Aβ, slično kao u Alzheimerovoj bolesti. Ovim istraživanjem smo pokazali da 

povišena razina kolesterola na indirektan način modulira stvaranje peptida Aβ uzrokujući  

nakupljanje proteina APP u endosomima te na taj način potičući amiloidogeni put cijepanja 

proteina APP enzimom β-sekretaza.  

 

6.1. Stanični model 
 

U ovom smo istraživanju koristili staničnu liniju CHO (od eng. Chinese Hamster Ovary) 

kojoj je deletiran gen za protein NPC1 (CHO-NPC1-/-), te parentalnu staničnu liniju CHO 

divljeg tipa (CHOwt). Stanične procese vezane uz protein APP moguće je promatrati i u 

stanicama koje nisu nužno neuronskog, pa niti humanog porijekla. Naime, protein APP je 

ubikvitarno eksprimiran, te ima ortologe u različitim vrstama, uključujući tipične 

eksperimentalne modele poput miša, štakora, ribe zebrice, vinske mušice i crva C. elegans. 

Štoviše, peptid Aβ je produkt uobičajenog metabolizma svake stanice (Haass, Schlossmacher, 

i sur., 1992.). Tako je i u stanicama CHO protein APP endogeno eksprimiran, kao i sekretaze 

koje sudjeluju u njegovom cijepanju. Dapače, većina istraživanja cijepanja proteina APP, te 

njegovog staničnog smještaja je napravljena na ne-neuronskim stanicama poput HEK293 ili 

CHO. Razlog tome leži u činjenici da su ovakve imortalizirane stanične linije puno 
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jednostavnije za uzgoj i rad od neurona čije su kulture zahtjevnije i kratkotrajne. Naime, rad s 

neuronima podrazumijeva uvijek iznova pre/postnatalno izoliranu primarnu kulturu iz 

animalnih modela, najčešće miša ili štakora, što je skuplje, te iziskuje više vremena i 

specifičnu vještinu istraživača. Ipak, nakupljanje peptida Aβ vodi ka dominantno 

neurodegenerativnim promjenama, a neuroni su morfološki i fiziološki visoko specijalizirane 

stanice. Zato je ipak poželjno, ako ne i nužno, rezultate o staničnim procesima uključenim u 

patogenezu Alzheimerove bolesti potvrditi na primarnim kulturama neurona, te naposljetku in 

vivo da bi se potvrdila biološka i fiziološka značajnost otkrivenih promjena i mehanizama. 

Niemann-Pickova bolest tip C je nasljedni autosomno recesivni poremećaj kod kojeg 

nedostatak funkcionalnog proteina NPC1/2 uzrokuje nakupljanje slobodnog kolesterola u 

kasnim endosomima i lizosomima. Više od 90% slučajeva bolesti NPC uzrokovano je 

mutacijama u genu NPC1 (Vanier, 2010.). Kod ljudi oboljelih od ove bolesti primjećene su 

različite razine ekspresije proteina NPC1, od potpunog nedostatka proteina do ekspresije 

slične onoj u zdravih kontrola, ovisno o tipu mutacije koju nose (Yamamoto i sur., 2000.). U 

stanicama CHO-NPC1-/-, korištenim u ovom istraživanju, nema ekspresije proteina NPC1 što 

smo pokazali analizom staničnog lizata metodom Western blot (Slika 5.1. A). Nadalje, 

bojanjem filipinom smo utvrdili da u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do vezikularnog 

nakupljanja slobodnog kolesterola kao što je dokumentirano u primarnim fibroblastima 

izoliranim biopsijom kože pacijenata oboljelih od bolesti NPC (Pentchev i sur., 1985.). 

Stabilna ekspresija proteina NPC1 u stanicama CHO-NPC1-/- (stanice CHO-NPC1-/-+NPC1) 

sprečava nakupljanje kolesterola čime smo dokazali da je ono u ovim stanicama zaista 

uzrokovano nedostatkom proteina NPC1 (Slika 5.1. C). Ovim preliminarnim analizama smo 

pokazali da stanični model CHO-NPC1-/- posjeduje glavne karakteristike bolesti NPC. 

 

6.2. Nakupljanje peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/- uzrokovano je povećanim 
amiloidogenim cijepanjem proteina APP β-sekretazom 

 

U bolesti Niemann-Pick tipa C uz nakupljanje kolesterola dolazi i do izražene 

taupatologije, neurodegeneracije te nakupljanja peptida Aβ, glavnih patoloških obilježja 

Alzheimerove bolesti. Kako su mnoga istraživanja već prije pokazala utjecaj kolesterola na 

nakupljanje peptida Aβ, bolest Niemann-Pick tipa C postala je važnim modelom za 

proučavanje veze između kolesterola, proteina APP i nastanka peptida Aβ. U ovom radu smo 

pokazali da, osim što u stanicama NPC dolazi do nakupljanja kolesterola uslijed nedostatka 

funkcionalnog proteina NPC1, dolazi i do nakupljanja peptida Aβ, te odsječaka CTFβ u 
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odnosu na stanice CHOwt. Time smo potvrdili nalaze prijašnjih istraživanja u različitim in 

vitro i in vivo modelima bolesti NPC koja su također pokazala povećanu razinu peptida Aβ i 

odsječka CTFβ (Yamazaki i sur., 2001.; Burns i sur., 2003.; Jin i sur. 2004.; Kodam i sur., 

2010.). Međutim, razlog povećane razine peptida Aβ kao i odsječka CTFβ u uvjetima 

nakupljanja kolesterola uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 do sada nije bio 

poznat. Stoga smo detaljnom analizom produkata proteolitičke razgradnje proteina APP u 

stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice CHOwt u ovom radu željeli utvrditi koji je od 

procesa cijepanja proteina APP α-, β- i/ili γ-sekretazom promijenjen uslijed nakupljanja 

kolesterola. 

Naime prije desetak godina, Yamazaki i suradnici (2001) su postavili hipotezu da 

nakupljanje kolesterola u stanicama NPC može dovesti do promjena u metabolizmu peptida 

Aβ. Tretirali su stanice CHO i HEK293 amfifilnim spojem U18666A, koji uzrokuje fenotip 

NPC (Lange i sur., 2000.), te su također koristili stanice CHO koje imaju mutirani oblik 

proteina NPC1. U takvim su stanicama, te dodatno u mozgu mišjeg modela bolesti NPC, prvi 

pokazali da nakupljanje kolesterola uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 dovodi 

do nakupljanja unutarstaničnog peptida Aβ, i to dominantno peptida Aβ42 u agregiranom 

obliku (ekstrahiranom u mravljoj kiselini). Nedugo nakon tog otkrića, Burns i suradnici 

(2003) su potvrdili da kod mišjeg modela bolesti NPC dolazi do nakupljanja peptida Aβ u 

mozgu, ali njegove topljive forme i to kako peptida Aβ42, tako i Aβ40. Dodatno su utvrdili da 

uz nakupljanje peptida Aβ, dolazi i do nakupljanja odječaka CTFβ. U primarnoj kulturi 

neurona tretiranoj spojem U18666A također dolazi do nakupljanja produkata amiloidogenog 

cijepanja proteina APP, CTFβ i Aβ (Jin i sur., 2004.). Značajno, Jin i suradnici (2004) su 

uočili nakupljanje peptida Aβ i odsječaka CTF u mozgu pacijenata oboljelih od bolesti NPC 

te time potvrdili patološku relevantnost pronađenih promjena u bolesti NPC.  

Za razliku od prijašnjih istraživanja koja su koristila stanice tretirane spojem U18666A 

ili koje su imale mutirani oblik proteina NPC1, odnosno mišje modele s null mutacijom, mi 

smo u ovom istraživanju koristili staničnu liniju CHO u kojoj je deletiran gen NPC1. Pokazali 

smo da u stanicama CHO-NPC1-/- nedostatak proteina NPC1 uzrokuje nakupljanje peptida 

Aβ40 unutar stanice, i to njegovog topljivog (otopljenog u puferu RIPA koji sadrži SDS), kao 

i agregiranog oblika (ekstrahiranog u mravljoj kiselini). Razina unutarstaničnog peptida Aβ42 

je bila ispod praga detekcije korištenog komercijalnog kompleta za ELISA-u. Naši rezultati 

pokazuju da je u stanicama CHO-NPC1-/- nakupljanje agregiranog oblika Aβ40 izraženije 

nego nakupljanje njegovog topljivog oblika (Slika 5.5.). Za razliku od unutarstaničnog Aβ, 

razina izlučenog peptida Aβ40 u mediju stanica CHO-NPC1-/- nije bila promjenjena u odnosu 
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na stanice CHOwt (Slika 5.5.), što je u skladu s rezultatima Yamazaki i suradnika (2001). Kao 

i u prije opisanim modelima bolesti NPC, pokazali smo da u stanicama CHO-NPC1-/-, osim 

Aβ, dolazi i do nakupljanja odsječaka CTFβ (Slike 5.3. A; 5.4. A). Sva ova istraživanja, 

uključujući i naše, pokazuju da nedostatak funkcionalnog proteina NPC1 uzrokuje 

nakupljanje peptida Aβ i odsječka CTFβ unutar stanice, a navedene razlike u vrsti (Aβ40/42) i 

agregiranosti nakupljenog peptida Aβ mogu biti posljedica različitosti korištenih modela 

bolesti NPC. 

Nakupljanje peptida Aβ u bolesti NPC može biti posljedica njegove povećane 

proizvodnje i/ili smanjenog uklanjanja. Cijepanje proteina APP β-sekretaznim putem 

predstavlja ključni događaj u nastanku peptida Aβ koji se ili izlučuju iz stanice ili razgrađuju 

u lizosomima (Haass, Koo i sur., 1992.). Upravo neravnoteža između proizvodnje i uklanjanja 

peptida Aβ se smatra primarnim događajem koji dovodi do njegovog nakupljanja u mozgu i 

do nastanka Alzheimerove bolesti. Uz nakupljanje odsječka CTFβ, u ovom smo istraživanju 

pokazali i povišenu razinu N-terminalnog fragmenta sAPPβ u mediju stanica CHO-NPC1-/- u 

odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.3. C; 5.4. B). CTFβ i sAPPβ su neposredni produkti 

cijepanja proteina APP β-sekretazom, te ovaj rezultat upućuje da u stanicama CHO-NPC1-/- 

dolazi do povećanog cijepanja proteina APP β-sekretazom. 

Peptid Aβ nastaje izrezivanjem iz odsječka CTFβ γ-sekretazom (Slika 3.2.). Pokazano je 

da kolesterol može utjecati na aktivnost sekretaza (Bodovitz & Klein, 1996.; Wahrle i sur., 

2002.; Wada i sur., 2003.; Kalvodova i sur., 2005.; Osenkowski i sur., 2008.). Dapače, Runz i 

suradnici (2002) su pokazali da u stanicama CHO s mutiranim proteinom NPC1 ili neuronima 

tretiranim sa spojem U18666A dolazi do promjena u aktivnosti β- i γ-sekretaze koje mogu 

utjecati na razinu peptida Aβ u tim stanicama. Nedavno su Mattsson i suradnici (2010) 

pronašli povišenu razinu peptida Aβ, no ne i sAPPβ, u likvoru osoba oboljelih od bolesti 

Niemann-Pick tipa C te pretpostavili da je povišena razina peptida Aβ u bolesti NPC 

posljedica povišene aktivnosti γ-sekretaze. Štoviše, čini se da je aktivnost γ-sekretaze 

povišena u mozgu mišjeg modela bolesti NPC (Burns i sur., 2003.). Kako bismo provjerili je 

li nakupljanje peptida Aβ40 posljedica povećanog cijepanja odsječka CTFβ γ-sekretazom, 

stanice CHO smo prolazno transfecirali s konstruktom CTFβ-6myc koji kodira fragment 

CTFβ – direktni supstrat γ-sekretaze. Kako smo nakupljanje peptida Aβ40 uočili u stanicama 

koje prolazno eksprimiraju protein APP (Slika 5.5.), no ne i u stanicama koje prolazno 

eksprimiraju fragment CTFβ (Slika 5.6.), zaključili smo da povišena razina peptida Aβ40 u 

stanicama CHO-NPC1-/- nije posljedica povećanog cijepanja proteina APP γ-sekretazom. 

Dodatno, mjerenjem aktivnosti γ-sekretaze u staničnim lizatima pomoću komercijalnog 
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kompleta (R&D Systems, SAD) pokazali smo da u stanicama CHO-NPC1-/- nije izmijenjena 

katalitička aktivnost γ-sekretaze u odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.7. A). Naprečac, mogli 

bi zaključiti da promjene u stanicama CHO-NPC1-/- nisu u skladu s nalazom povišene 

aktivnosti γ-sekretaze u in vivo modelu bolesti NPC (Burns i sur., 2003.). No, povišena 

aktivnost enzima γ-sekretaze uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 donekle je u 

sukobu s činjenicom da je u modelima bolesti NPC pokazano nakupljanje njenog supstrata - 

odsječka CTFβ. Burns i suradnici (Burns i sur., 2003.) su u tom istraživanju koristili pufer za 

lizu koji sadrži detergent CHAPSO, a za koji je kasnije pokazano da može narušiti lipidni 

profil okruženja i tako utjecati na aktivnost γ-sekretaze (Osenkowski i sur., 2008.) što može 

objasniti njihov nalaz o promijenjenoj aktivnosti γ-sekretaze. Kako pufer koji smo mi koristili 

prilikom određivanja aktivnosti γ-sekretaze kompletima R&D također sadrži CHAPSO, mi 

smo aktivnost γ-sekretaze u stanicama CHO-NPC1-/- dodatno provjerili određivanjem in vitro 

proizvodnje produkata γ-sekretaze u suspenziji staničnih membrana (Slika 5.7. B) gdje smo 

koristili citratni pufer (150 mM natrijev citrat, pH 6.4) koji ne sadrži detergent CHAPSO 

(detaljnije opisano u poglavlju 4.8.1. Materijala i metoda). Ovim pokusom smo potvrdili da u 

stanicama CHO-NPC1-/- aktivnost γ-sekretaze nije povišena.  

Nedostatak nakupljanja peptida Aβ u stanicama koje prolazno eksprimiraju odsječak 

CTFβ (Slika 5.6.), za razliku od stanica koje prolazno eksprimiraju protein APP (Slika 5.5.) 

također ukazuje da povišena razina peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/- nije posljedica 

njegove smanjene razgradnje. Naime, prijašnja istraživanja su pokazala da u staničnim 

modelima bolesti NPC degradacija u lizosomima nije kompromitirana nakupljanjem lipida 

(Liscum & Faust, 1989.; Cadigan i sur., 1990.; Cruz i sur., 2000.). Također, poznato je da 

hidrofobni peptidi Aβ mogu doći u direktnu interakciju s lipidima - u amiloidnim plakovima 

osim peptida Aβ nakupljaju se i različiti lipidi. Yamazaki i suradnici (2001) su zato 

pretpostavili da do nakupljanja peptida Aβ dolazi zbog vezanja peptida Aβ na nakupljene 

lipide u stanici. Isto to može vrijediti i za odsječke CTFβ. No ovim smo pokusom također 

pokazali da nakupljanje kolesterola per se nije odgovorno za nakupljanje peptida Aβ i/ili 

odsječka CTFβ u stanicama CHO-NPC1-/-. Iako naši rezultati ukazuju da je povišena razina 

unutarstaničnog Aβ/CTF u stanicama CHO-NPC1-/- prvenstveno posljedica njihove povećane 

proizvodnje cijepanjem proteina APP β-sekretazom, ne možemo, međutim, potpuno isključiti 

mogućnost da je nakupljanje Aβ / CTF u stanicama CHO-NPC1-/- posljedica njihove 

smanjene degradacije u lizosomima. Dodatna istraživanja su nužna da se potpuno razjasni ova 

mogućnost. Nedavno su Tamboli i suradnici (2011) pokazali da do nakupljanja odsječaka 

CTF u različitim lizosomskim bolestima nakupljanja lipida, uključujući bolest NPC, 
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vjerojatno dolazi zbog usporednog učinka njihove povećane proizvodnje i smanjene 

razgradnje u autofagosomima. 

Povišena razina odsječka CTFβ i N-terminalnog fragmenta sAPPβ može biti posljedica 

povećane aktivnosti enzima β-sekretaze. Štoviše, u ovom smo istraživanju također pokazali 

sniženu razinu sAPPα u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.4. B) 

koja može biti uzrokovana sniženom aktivnošću α-sekretaze. Naime, povišena razina 

kolesterola može utjecati na aktivnost α-sekretaze uzrokujući smanjenu proizvodnju sAPP 

(Bodovitz & Klein, 1996.), te može stimulirati proteolitičku aktivnost β-sekretaze (Kalvodova 

i sur., 2005.). No, mjerenjem aktivnosti α- i β-sekretaze u staničnim lizatima pomoću 

komercijalnog kompleta (R&D Systems, SAD), pokazali smo da u stanicama CHO-NPC1-/- 

nije izmijenjena njihova katalitička aktivnost u odnosu na stanice CHOwt (Slika 5.7. A ). 

Dakle promjene u cijepanju proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/- u odnosu na stanice 

CHOwt nisu posljedica povišenih katalitičkih aktivnosti β- i/ili γ-sekretaze, niti snižene 

aktivnosti α-sekretaze. 

Ovim smo analizama pokazali da nakupljanje peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/- nije 

uzrokovano njegovim smanjenim uklanjanjem, niti promjenama u aktivnosti sekretaza, već je 

posljedica njegove povećane proizvodnje zbog povećanog amiloidogenog cijepanja proteina 

APP β-sekretazom. 

 

6.3. Povećano amiloidogeno cijepanje proteina APP  u stanicama CHO-NPC1-/- je 
posljedica promjenjenog smještaja / transporta proteina APP 

 

Povećano amiloidogeno cijepanje proteina APP može biti posljedica promjena u 

njegovom staničnom smještaju tj. transportu. Naime, pojedina istraživanja predlažu da se 

amiloidogeno cijepanje proteina APP događa u kolesterolom bogatim membranskim 

domenama, lipidnim splavima (Vetrivel & Thinakaran, 2010.). Također, čini se da razina 

kolesterola može utjecati na smještaj proteina APP u tim domenama (Simons i sur., 1998.). 

Našim ranijim rezultatima smo pokazali da u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do povećanog 

smještaja proteina APP u lipidnim splavima (Košiček i sur., 2010.). No von Arnim i suradnici 

(2008) su pokazali da APP i BACE1 (β-sekretaza), iako oboje mogu biti prisutni na staničnoj 

membrani, dolaze u neposrednu blizinu tek unutar stanice u endosomima. Također, BACE1 

ima najveću aktivnost u blago kiselim odjeljcima, tj. endosomima (Vassar i sur., 1999.) gdje 

je pokazano da se primarno odvija cijepanje proteina APP β-sekretazom (Koo & Squazzo, 
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1994.). Dakle, internalizacija proteina APP sa stanične površine je ključna za njegovo 

cijepanje β–sekretazom i nastanak peptida Aβ.  

No, Yamazaki i suradnici (2001) su pokazali da internalizacija proteina APP nije 

potrebna za nakupljanje peptida Aβ u stanicama tretiranim spojem U18666A. Za razliku od 

tog rezultata, mi smo u ovom istraživanju pokazali da je internalizacija proteina APP 

presudna, kako za nastanak peptida Aβ u stanicama CHOwt, tako i za njegovo nakupljanje u 

stanicama CHO-NPC1-/- (Slika 5.10. A). Štoviše, analizom N-terminalnih fragmenata proteina 

APP, sAPPβ, dodatno smo pokazali da u stanicama koje su prolazno eksprimirale protein 

APPΔCT, a koji se ne može internalizirati, ne dolazi do cijepanja proteina APPΔCT β-

sekretazom (u stanicama CHOwt i CHO-NPC1-/- nismo detektirali produkt sAPPβ – Slika 

5.10. B). Ovaj rezultat dodatno potvrđuje da je internalizacija proteina APP nužna za njegovo 

povećano amiloidogeno cijepanje u stanicama CHO-NPC1-/-. Također smo pokazali da je 

cijepanje proteina APPΔCT α-sekretazom povećano u odnosu na cijepanje proteina APPwt u 

stanicama CHO-NPC1-/-, kao i u stanicama CHOwt (detektirali smo povećanu razinu odsječka 

sAPPα u stanicama koje eksprimiraju konstrukt APPΔCT u odnosu na APPwt - Slika 5.10. B). 

Dakle, naši rezultati su u skladu s već uvriježenim mišljenjem da se cijepanje proteina APP α-

sekretazom uglavnom odvija na površini stanice (Sisodia i sur., 1990.; Parvathy i sur., 1999.), 

dok se cijepanje β-sekretazom primarno odvija u endosomima (Koo & Squazzo, 1994.). 

Pošto smo dokazali da je internalizacija proteina APP nužna za nastanak i nakupljanje 

peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/-, pretpostavili smo da je povećano cijepanje proteina 

APP β-sekretazom u stanicama CHO-NPC1-/- posljedica promjena u njegovom transportu. 

Naime, protein APP se sa stanične membrane internalizira klatrin-ovisnom endocitozom, a 

njegova prisutnost u endosomima ovisi o regulaciji endocitoze proteina APP s površine 

stanice. Cossec i suradnici (2010) su pokazali da razina kolesterola može utjecati na 

endocitozu proteina APP i time na sekreciju peptida Aβ. U ovom smo istraživanju pokazali da 

se na površini stanica CHO-NPC1-/- nalazi značajno manje proteina APP u odnosu na stanice 

CHOwt (Slike 5.11. A i B; 5.12.), te da u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do nakupljanja 

proteina APP unutar stanice (Slika 5.12.). Dapače, u stanicama CHO-NPC1-/- protein APP se 

nakuplja u ranim / reciklirajućim endosomima (Slika 5.14. A i B) gdje je kolokaliziran s 

BACE1 (Slika 5.20.) što je pokazalo da se protein APP nakuplja u vezikulama u kojima se 

nalazi β-sekretaza i u kojima dolazi do njegovog amiloidgenog cijepanja. Kako i u stanicama 

CHOwt dolazi do kolokalizacije proteina APP i BACE1 (Slika 5.20.), zaključili smo da 

upravo nakupljanje proteina APP u endosomima ima presudnu ulogu u povećanom 

amiloidogenom cijepanju i nastanku peptida Aβ u stanicama CHO-NPC1-/-. Zanimljivo, 
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protein APP se ne nakuplja u vezikulama u kojima se nakuplja kolesterol - kasnim 

endosomima / lizosomima stanica CHO-NPC1-/- (Slike 5.14. C i D; 5.15. A i B).  

Nakupljanje proteina APP u ranim / reciklirajućim endosomima može biti posljedica 

njegove ubrzane internalizacije i/ili smanjenog recikliranja na površinu stanice u stanicama 

CHO-NPC1-/-. Cossec i suradnici (2010) su pokazali da povišena razina kolesterola uzrokuje 

povećanu internalizaciju proteina APP. Kod bolesti NPC primjećen je i poremećaj u 

endocitoznom putu koji uključuje i vezikule koje nisu glavna mjesta nakupljanja lipida, te 

općenito promijenjen stanični transport membranskih proteina poput CI-MPR (od eng. 

Cation-Independent Mannose-6-Phosphate Receptor) i Rab4 (Puri i sur., 1999.; Choudhury i 

sur., 2004.). Štoviše, Pipalia i suradnici (2007) su pokazali u staničnom modelu bolesti NPC 

smanjeno recikliranje receptora transferina na površinu stanice. U skladu s ovim rezultatima, 

mi smo pokazali da u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do pojačane internalizacije i smanjenog 

recikliranja proteina APP na površinu stanice koji mogu biti uzrokom njegove smanjene 

lokalizacije na površini stanice i nakupljanja u ranim / reciklirajućim endosomima stanica 

CHO-NPC1-/-. 

Poremećaj u endocitoznom putu proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/- uzrokuje 

njegovo nakupljanje u ranim / reciklirajućim endosomima, vezikulama optimalne aktivnosti 

β-sekretaze. Dodatno, pokazali smo da u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do nakupljanja 

odsječaka CTF u ranim / reciklirajućim endosomima (Slika 5.17. A i B). No za razliku od 

proteina APP, odsječci CTF se također nakupljaju i u kolesterolom bogatim kasnim 

endosomima / lizosomima (Slika 5.17 C). Runz i suradnici (2002) su pokazali da u stanicama 

tretiranim spojem U18666A dolazi do nakupljanja presenilina1 (katalitičke podjedinice γ-

sekretaze) u odjeljcima bogatim kolesterolom – kasnim endosomima. Dapače, istraživanja na 

različitim modelima bolesti NPC su pokazala da se peptidi Aβ, koji nastaju cijepanjem 

odsječaka CTFβ,  nakupljaju u kasnim endosomima (Yamazaki i sur., 2001.; Jin i sur., 2004.). 

Dakle, naši rezultati analize smještaja proteina APP ukazuju da se cijepanje proteina APP β-

sekretazom najvjerojatnije odvija u ranim / reciklirajućim endosomima gdje nastaju fragmenti 

CTF, koji zatim bivaju prenešeni u kasnije odjeljke tj. kasne endosome/lizosome gdje se dalje 

razgrađuju γ-sekretazom do peptida Aβ. 

Shema na slici 6.1. sumarno prikazuje promjene u transportu proteina APP i sekretaza 

koje sudjeluju u njegovom cijepanju opisane u ovom i prijašnjim istraživanjima u različitim 

modelima bolesti NPC (Yamazaki i sur., 2001.; Runz i sur., 2002.; Burns i sur., 2003.; Jin i 

sur., 2004.). U normalnim uvjetima (wt), protein APP je više smješten na površini stanice, a 

manje u endosomima. Uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1, protein APP se brže 
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internalizira te sporije reciklira natrag na staničnu membranu što uzrokuje njegovo 

nakupljanje u endosomima i povećano amiloidogeno cijepanje β-sekretazom. Paralelno u 

stanicama NPC dolazi do smanjene lokalizacije proteina APP na površini stanice, te 

smanjenog cijepanja α-sekretazom. Nedostatak funkcionalnog proteina NPC1 također 

uzrokuje nakupljanje presenilina1 (γ-sekretaze) u kasnim endosomima (Runz i sur., 2002.). 

Fragmente CTF prenešene iz ranih / reciklirajućih endosoma u kasnije odjeljke tj. kasne 

endosome/lizosome cijepa γ-sekretaza oslobađajući peptide Aβ.  

 

 

 
 

Slika 6.1. Shematski prikaz promjena u transportu proteina APP i sekretaza koje sudjeluju u njegovom 

cijepanju opisanih u ovom i prijašnjim istraživanjima u modelima bolesti NPC (Yamazaki i sur., 2001.; 

Runz i sur., 2002.; Burns i sur., 2003.; Jin i sur., 2004.).  

 

  

6.4. Nakupljanje kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- uzrokuje promjene u cijepanju i 
staničnom transportu proteina APP 
 

Mi smo u ovom istraživanju pokazali da je nakupljanje peptida Aβ u stanicama CHO-

NPC1-/- posljedica povećanog amiloidogenog cijepanja proteina APP β-sekretaza (BACE1). 

Također smo pokazali da u tim stanicama dolazi do nakupljanja proteina APP u ranim / 

reciklirajućim endosomima, vezikulama optimalne aktivnosti β-sekretaze. Za razliku od 

prijašnjih istraživanja koja su također uočila poremećaj u cijepanju i transportu proteina APP 
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u različitim modelima bolesti NPC, mi smo dokazali da je povišena razina kolesterola uslijed 

nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 pokretač navedenih promjena. 

Od otkrića da polimorfizam gena APOE ( koji kodira glavni transporter kolesterola u 

mozgu – apolipoprotein E) predstavlja najsnažniji genetski rizik nastanka sporadičnog oblika 

Alzheimerove bolesti (Corder i sur., 1993.), mnoga su istraživanja pokazala da kolesterol 

može utjecati na stanični transport i cijepanje proteina APP, te nastanak peptida Aβ. Dapače, 

većina istraživanja je pokazala da povišena razina kolesterola vodi ka povećanoj razini 

peptida Aβ i obrnuto da njegovo sniženje, najčešće statinima, uzrokuje sniženje razine ovog 

peptida. Dodatno, povišena razina kolesterola može stimulirati endocitozu (Weber i sur., 

2006.), te dovesti do povećanja endosoma (Cossec i sur., 2010.). U ovom smo istraživanju 

pokazali da stanice CHO-NPC1-/- imaju povećane, kako lipidima bogate kasne 

endosome/lizosome, tako i rane te reciklirajuće endosome u odnosu na stanice CHOwt (Slika 

5.14. A i B), što potvrđuje da nakupljanje kolesterola u kasnim endosomima / lizosomima 

uslijed nedostatka funkcionalnog preoteina NPC1 uzrokuje zastoj u endocitoznom putu te 

promjene i u vezikulama endocitoznog puta koje nisu glavna mjesta nakupljanja lipida (rani / 

reciklirajući endosomi). 

Kako bismo provjerili ovisi li nakupljanje unutarstaničnog peptida Aβ40 i odsječka 

CTFβ o razini kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/-, stanice CHOwt i CHO-NPC1-/- smo 

uzgajali u uvjetima siromašnim lipidima s ciljem smanjenja količine kolesterola u stanici. 

Mnoga istraživanja u svrhu snižavanja kolesterola koriste statine ili/i spoj metil-β-

ciklodekstrin (MβC). Statini su inhibitori ključnog enzima u sintezi kolesterola 3-hidroksi-3-

metilglutaril koenzimA reduktaze (HMG-CoAR) koja regulira korak prevođenja HMG-CoA u 

mevalonat. No statini uz inhibiciju sinteze kolesterola u stanicama, mogu imati i druge učinke 

jer sprečavaju sintezu, ne samo kolesterola, već i drugih nizvodnih produkata, poput 

mevalonata koji je važan za izoprenilaciju proteina. Izoprenilacija je kovalentno vezanje 

izoprenoida koje omogučava sidrenje proteina s unutrašnje strane membrana stanica u 

sisavaca. Važna je za funkciju malih GTPaza poput onih iz obitelji Rho, Ras i Rab koje su 

ključne u signalnim putevima i staničnom transportu. Naime, pokazano je da statinima 

snižena razina izoprenoida, neovisno o razini kolesterola, uzrokuje promjene u transportu 

proteina APP i dovodi do nakupljanja odsječaka CTFβ i unutarstaničnog peptida Aβ (Cole i 

sur., 2005.). Zato je pri upotrebi statina u svrhu snižavanja kolesterola i analiziranja procesa 

vezanih uz cijepanje i transport proteina APP važno poduprijeti izoprenilaciju dodajući 

stanicama mevalonat u manjoj količini. Metil-β-ciklodekstrin je spoj koji izvlači kolesterol iz 

membrana, iako mehanizam njegovog djelovanja nije u potpunosti razjašnjen. Mi smo u 
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ovom istraživanju odlučili stanice uzgajati u uvjetima siromašnim lipidima, pošto smo 

prilikom tretmana statinima uz dodatak mevalonata ili dodavanjem spoja MβC primjetili da 

mogu imati toksičan učinak na stanice. Umjesto u mediju koji sadrži serum FBS,  stanice smo 

uzgajali u mediju s dodatkom seruma LPDS koji ne sadrži lipide s ciljem smanjenja količine 

kolesterola u stanici. Pokazali smo da sniženje razine kolesterola u stanicama CHO-NPC1-/- 

na razinu usporedivu s onom u stanicama CHOwt (Slika 5.8. A i B) uzrokuje smanjenu 

proizvodnju produkata amiloidogene razgradnje proteina APP, peptida Aβ i odječka CTFβ 

(Slika 5.8. C i D). Štoviše, pokazali smo da je snižena lokalizacija proteina APP na staničnoj 

površini (Slika 5.11. B), kao i njegovo nakupljanje u ranim endosomima (Slike 5.21.; 5.22.) 

također ovisno o nakupljanju kolesterola uzrokovanog nedostatkom proteina NPC1. Dodatno 

smo ove rezultate potvrdili snižavanjem kolesterola statinima uz dodatak mevalonata ili 

spojem MβC (Slike 5.21.; 5.22.) s obzirom da je većina prijašnjih istraživanja koristila ove 

tretmane, a statini su, štoviše, predloženi kao terapija za Alzheimerovu bolest. Ovi rezultati 

koji pokazuju da su nakupljanje peptida Aβ i odsječaka CTF, jednako kao i promjene u 

transportu proteina APP ovisne o nakupljanju kolesterola, potvrđuju da je povećano 

amiloidogeno cijepanje proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/- posljedica promjena u razini 

kolesterola, a ne direktno nedostatka proteina NPC1. 

Prijašnja su istraživanja pokazala da u bolesti NPC, osim primarnog nakupljanja 

kolesterola, dolazi i do sekundarnog nakupljanja drugih lipida (Kobayashi i sur., 1999.; 

Zervas i sur., 2001.; Zhang i sur., 2001.; te Vruchte i sur., 2004.; Lloyd-Evans i sur., 2008.). 

To smo potvrdili i u ovom istraživanju pokazavši da u stanicama CHO-NPC1-/- dolazi i do 

nakupljanja glikosfingolipida (Slika 5.15. B), te BMP-a (od eng. bis (monoacylglycero) 

phosphate), lipidnog markera kasnih lizosoma (Slika 5.14. C). Čini se da je nakupljanje 

kolesterola u bolesti NPC, usko povezano s nakupljanjem ostalih lipida. Naime, pokazano je 

da snižavanje razine kolesterola uzrokuje i snižavanje razine glikosfingolipida u mozgu 

mišjeg modela bolesti NPC (Davidson i sur., 2009.). Aktivacija sfingomijelinaze smanjuje 

razinu nakupljenog sfingomijelina u staničnom modelu bolesti NPC, te uzrokuje dramatično 

snižavanje razine kolesterola i popravak u transportu lipida i proteina (Devlin i sur., 2010.). 

Kako smo u ovom istraživanju stanice uzgajali u mediju s dodatkom seruma LPDS koji ne 

sadrži lipide s ciljem smanjenja količine kolesterola, ne možemo isključiti da opisane 

promjene u cijepanju i transportu proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/-  nisu samo 

posljedica nakupljanja kolesterola, već i drugih lipida. Također, zastoj kolesterola u kasnim 

endosomima / lizosomima uslijed nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 uzrokuje 

značajno snižavanje esterifikacije kolesterola u stanici. Puglielli i suradnici (Puglielli i sur., 
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2001.) su pokazali da sama količina ukupnog kolesterola možda nije ključni čimbenik u 

moduliranju cijepanja proteina APP i nastanka peptida Aβ, već bi to mogao biti omjer 

slobodnog kolesterola i kolesterol-estera. Kako bismo dodatno potvrdili da povišena razina 

kolesterola specifično može utjecati na transport proteina APP, a time i na njegovo cijepanje, 

u stanicama CHOwt smo povisili razinu kolesterola (Slika 5.23.). Pri tom smo koristili dvije 

strategije: stanice CHOwt smo tretirali spojem U18666A, koji se koristi za oponašanje 

fenotipa NPC, te smo stanice CHOwt tretirali s kolesterolom konjugiranim sa spojem MβC 

(MβC-kolesterol) koji takav nesmetano ulazi u stanicu gdje uzrokuje povećanje razine 

kolesterola. Smatra se da spoj U18666A inhibira funkciju proteina NPC1 ili nekog drugog 

čimbenika u istom putu te time uzrokuje nakupljanje slobodnog kolesterola u kasnim 

endosomima/lizosomima dok tretman stanica s MβC-kolesterolom, koje imaju funkcionalan 

protein NPC1, uzrokuje povećanje razine kolesterola u cijeloj stanici. Pokazali smo da 

nakupljanje kolesterola u stanicama CHOwt može uzrokovati promjene u smještaju proteina 

APP u endocitoznom putu slične onima koje smo pokazali u stanicama CHO-NPC1-/- (Slika 

5.24.). Ovaj rezultat dokazuje da povišene razine kolesterola, neovisno o statusu proteina 

NPC1, mogu utjecati na smještaj tj. endocitozu proteina APP. 

Dakle, rezultati ove disertacije ukazuju da bi povišena razina kolesterola mogla biti 

pokretač patoloških procesa koji dovode do nastanka Alzheimerove bolesti. Naime, pokazali 

smo da promjene u metabolizmu kolesterola u stanicama uzrokuju promjene transporta i 

smještaja proteina APP potičući tako njegovu amiloidogenu razgradnju. Rasvjetljavanje 

mehanizma utjecaja kolesterola na nakupljanje peptida Aβ može doprinijeti otkrivanju novih 

ciljnih puteva i molekula za razvoj terapije protiv Alzheimerove bolesti. Naime, brojna 

klinička istraživanja usmjerena ka direktnom moduliranju aktivnosti sekretaza koje sudjeluju 

u razgradnji proteina APP su se pokazala neuspješnima. Stoga je cilj naći alternativne 

strategije liječenja AB te istraživanja usmjeriti ka uzvodnim procesima i čimbenicima koji 

potiču nastanak bolesti.  

Štoviše, s obzirom da je promijenjen metabolizam lipida pronađen i kod drugih 

neurodegenerativnih bolesti, kao npr. Parkinsonove bolesti (Mazzulli i sur., 2011.), rezultati 

ove disertacije mogu dati veliki doprinos razumijevanju molekularnog mehanizma utjecaja 

lipida na nastanak ne samo Alzheimerove bolesti već i drugih neurodegenerativnih bolesti. 
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7. ZAKLJUČAK 
 
 

U ovom smo istraživanju otkrili više dokaza da nakupljanje kolesterola uslijed 

nedostatka funkcionalnog proteina NPC1 uzrokuje promjene u transportu proteina APP koje 

rezultiraju njegovim povećanim amiloidogenim cijepanjem i nastankom peptida Aβ.  

Nedostatak proteina NPC1 u stanicama CHO-NPC1-/- uzrokuje povišenu razinu 

produkata amiloidogenog cijepanja proteina APP, CTFβ i sAPPβ, te nakupljanje topivog i 

agregiranog oblika peptida amiloid-β (Aβ) unutar stanice. Nakupljanje peptida Aβ nije 

posljedica povećanog cijepanja odsječka CTFβ γ-sekretazom, niti je uzrokovana povišenim 

aktivnostima enzima β- i  γ –sekretaze u stanicama CHO-NPC1-/-. Dakle, nakupljanje peptida 

Aβ u stanicama CHO-NPC1-/- je posljedica njegove povećane proizvodnje tj. povećanog 

amiloidogenog cijepanja proteina APP β-sekretazom. Povećana amiloidogena razgradnja 

proteina APP u stanicama CHO-NPC1-/- ovisna je o nakupljanju kolesterola, jer snižavanje 

razine kolesterola u ovim stanicama uzrokuje snižavanje razine odsječaka CTF i peptida Aβ. 

Internalizacija proteina APP je nužna za nastanak i nakupljanje peptida Aβ u stanicama 

CHO-NPC1-/-, a nakupljanje kolesterola kao posljedica nedostatka proteina NPC1 uzrokuje 

promjene u staničnom transportu proteina APP. U stanicama CHO-NPC1-/- dolazi do pojačane 

internalizacije i smanjenog recikliranja proteina APP s/na površinu stanice što uzrokuje 

smanjenu lokalizaciju proteina APP na površini stanice i njegovo nakupljanje u povećanim 

ranim / reciklirajućim endosomima, vezikulama optimalne aktivnosti β-sekretaze (BACE1). 

Dapače, protein APP je kolokaliziran s enzimom BACE1 u velikim vezikulama stanica CHO-

NPC1-/-. 

Nakupljanje kolesterola u stanicama CHOwt uzrokuje pojačanu vezikularnu 

kolokalizaciju proteina APP s ranim i reciklirajućim endosomima. Dakle, nakupljanje 

kolesterola u stanicama CHOwt može uzrokovati promjene u smještaju proteina APP u 

endocitoznom putu slične onima koje smo pokazali u stanicama CHO-NPC1-/-. 

Ovim istraživanjem smo pokazali da povišena razina kolesterola može biti pokretač 

patoloških procesa u Alzheimerovoj bolesti jer potiče promjene u transportu proteina APP u 

endosomima koje rezultiraju njegovim povećanim amiloidogenim cijepanjem i nastankom 

peptida Aβ. 
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