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Abstract

Introduction: Alzheimer’s disease is the most common neurodegenerative disorder, chara-
cterized by the formation of amyloid plaques and the neurofibrillary tangles in the brain of
an ill person, leading to neuronal damage and loss. Activation of astrocytes and astrogliosis
occurs along with this process. Due to ethical limitations in working with human tissue, nu-
merous transgenic animal models have been developed to study the pathogenesis of these
processes. Early AP deposition is observed in the cortex and the hippocampus.

Aim: This study aimed to determine the difference in the presence of GFAP positive cells in
the hippocampus between transgenic 5xFAD mice aged 36 weeks and their corresponding
controls.

Material and Methods: The 5xFAD mice model of Alzheimer’s disease was used, characte-
rized by early formation of amyloid plaques but without the presence of neurofibrillar tan-
gles. Transgenic and control animals were sacrificed at 36 weeks of age. The visualization of
GFAP-positive cells in the hippocampus of their brains was done by using immunohistoche-
mistry and antibody for glial fibrillary acidic protein — GFAP, the major marker of astrocytes.
Quantification of immuno-reactivity was done by using the Icy software system.

Results: There was a statistically significant difference in the expression of GFAP in the den-
tate gyrus and the granular zone of the hippocampus between the transgenic and control
group at 36 weeks of age, while the significant change in the CA1-3 regions was not observed
between investigated groups.

Conclusion: Obtained results confirm the involvement of astrogliosis in the pathophysio-
logy of Alzheimer’s disease and indicate an earlier occurrence of astrogliosis in the dentate
gyrus and granular zone, in relation to other regions of the hippocampus, in the 36-week-old
5xFAD mice.
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Sazetak

Uvod: Alchajmerova bolest je najces¢e neurodegenerativno oboljenje, koje se karakte-
riSe formiranjem amiloidnih plakova i neurofibrilarne klubadi u mozgu obolelih osoba,
$to dovodi do ostecenja i gubitka neurona. Uporedo sa ovim procesom dolazi do akti-
vacije astrocita i astroglioze. Zbog etickih ogranic¢enja u radu sa humanim tkivom, za
proucavanje patogeneze navedenih procesa razvijeni su brojni transgeni animalni modeli.
Strukture koje najranije bivaju zahva¢ene promenama jesu korteks i hipokampus.

Cilj: Cilj rada je bio utvrditi da li postoji razlika u zastupljenosti astrocita u hipokampusu
izmedu transgenih 5xFAD mi$eva starosti 36 nedelja i odgovarajucih kontrolnih jedinki.

Materijali i metode: Za potrebe istrazivanja koris¢en je 5xFAD model Alchajmerove bo-
lesti, koji se karakteri$e ranim formiranjem amiloidnih plakova, ali bez formiranja neu-
rofibrilarne klubadi. Transgena i kontrolna grupa Zivotinja Zrtvovane su u 36. nedelji, a
vizualizacija astrocita u tkivu hipokampusa uradena je imunohistohemijskom metodom
pomocu antitela na glijalni kiseli fibrilarni protein (GFAP). Kvantifikacija zastupljenosti
GFAP pozitivnih ¢elija radena je koris¢enjem Icy softvera.

Rezultati: Pokazana je statisticki znacajna razlika u prisustvu GFAP pozitivnih celija u
dentatnom girusu i granularnoj zoni hipokampusa izmedu transgene i kontrolne grupe
zivotinja, dok u CA1-3 regionima nije zapazena statisticki znacajna razlika izmedu ispi-
tivanih grupa.

Zakljucak: Dobijeni rezultati jasno ukazuju na postojanje astroglioze, kao bitnog meha-
nizma u patogenezi Alchajmerove bolesti, kod 5xFAD mi$eva u 36. nedelji, ali i na raniju
pojavu astroglioze u dentatnom girusu i granularnoj zoni u odnosu na ostale regione

GFAP hipokampusa.

Uvod

Alchajmerova bolest je vode¢i neurodegenerativni
poremecaj, progresivnog toka, koji se karakterise preko-
mernim stvaranjem proteina amiloida beta (Ap) i hiper-
fosforilisanih tau proteina, kao i o$tecenjem i gubitkom
neurona. Ekstracelularnim nagomilavanjem A i agrega-
cijom i hiperfosforilacijom tau proteina nastaju amiloidni
(senilni) plakovi i taloZi se neurofibrilarna klubad, ¢ime se
otvara mogucnost za posledi¢ni gubitak funkcije nervnih
sinapsi i neurodegeneraciju (1). Gubitak neurona uzroko-
van AP i tau patogenezom dovodi se u neraskidivu vezu
sa klinickim manifestacijama Alchajmerove bolesti, koje
ukazuju na kognitivne poremecaje u centralnom nervnom
sistemu (2). Struktura koja je prevashodno odgovorna za
odrzavanje kognitivnih procesa u nervnom sistemu, po-
sebno za ocuvanje memorijskog sistema je hipokampus
(3). Najvece izmene u strukturi mozga osoba obolelih od
Alchajmerove bolesti zapazene su u medijalnom tempo-
ralnom reznju velikog mozga sa inicijalnim promenama u
hipokampusu (4, 5).

Iz etickih razloga nije moguce izvrsiti biopsiju hu-
manog mozga, tako da su za potrebe istrazivanja patoge-
neze i potencijalne terapije ove bolesti razvijeni brojni ani-
malni modeli. Jedan od najcesce koris¢enih Zivotinjskih
modela u tu svrhu je transgena zivotinja - 5xFAD mis, koju
karakteriSe rano formiranje amiloidnih plakova, ali bez
prisustva neurofibrilarne klubadi. Formiranje amiloidnih
plakova u ovom modelu zapazeno je ve¢ u 8. nedelji Zivota
u subikulumu i petom sloju korteksa velikog mozga, dok
je u hipokampusu vidljivo u 24. nedelji. Uporedo sa aku-
mulacijom Ap plakova u 8. nedelji pocinje i astroglioza (6).

Astrociti su glija celije zvezdastog oblika, koje ima-
ju vazne uloge u odrzavanju funkcije centralnog nervnog
sistema. Glavna uloga astrocita ogleda se u uticaju na
sinapticku transmisiju i informacione procese u neuron-
skim krugovima, kao i u izgradnji krvno-mozdane bari-
jere, obezbedivanju nutrijenata nervnom tkivu i dr (7).
Istrazivanja su pokazala vaznu funkciju astrocita u kogni-
tivnim procesima, kao i u patogenezi neurodegenerativnih
poremecaja sa razvojem demencije, poput Alchajmerove
bolesti (8,9). Dosadasnja saznanja ukazuju na dvostruku
ulogu astrocita, koja je povezana sa amiloidnim plakovi-
ma. S jedne strane, reaktivni astrociti oslobadaju medija-
tore inflamacije i indukuju oksidativni stres, cime nastaje
i deponuje se beta amiloid, formiraju¢i plakove (10). S
druge strane, astrocitna disfunkcija dovodi do gubitka
mogucnosti odstranjivanja amiloida (11). Promene u bro-
ju i zastupljenosti astrocita kao odgovor na proizvodnju
amiloida mogu se analizirati na osnovu ekspresije glavnog
markera astrocita — glijalnog fibrilarnog kiselog proteina
(GFAP) (12).

Uzevsi u obzir sve navedeno, osnovni cilj rada bio
je utvrditi da li postoji razlika u zastupljenosti astrocita,
tj. GFAP pozitivnih celija u hipokampusu izmedu 5xFAD
miSeva obolelih od Alchajmerove bolesti, starosti 36 nede-
lja i odgovarajucih kontrolnih netransgenih miseva.

Materijali i metode

Eksperimentalne zivotinje

U ovom istrazivanju koriS¢eni su 5xFAD transge-
ni misevi (TG) koji predstavljaju transgeni model AB. U
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pitanju su Zivotinje sa ubacenom sekvencom genoma sa 5
mutacija, od toga tri mutacije na genima za humani ami-
loid-B prekursorni protein (APPP695): Svedski (K670N,
M671L), Florida (I716V) i London (V717I) i dve mutacije
na genu za humani presenilin 1 protein (PSEN1): M146L i
1286V, koje dovode do prekomernog nakupljanja navede-
nih proteina koji formiraju amiloidne plakove. Zivotinje su
¢uvane u standardnim uslovima, sa ad libitum pristupom
hrani i vodi. U istrazivanje su bile ukljuc¢ene dve grupe zi-
votinja starosti 36 nedelja, Sest 5XFAD muzjaka i Sest muz-
jaka odgovarajuceg kontrolnog soja (engl. wild-type, WT).

Imunohistohemija

Mozgovi miseva su nakon Zrtvovanja fiksirani u 4%
puferisanom rastvoru paraformaldehida, standardno pro-
cesuirani i ukalupljeni u parafin. Nakon secenja, koronalni
preseci mozga, u nivou dorzalnog hipokampusa, debljine
5 um, deparafinisani su i rehidrirani, a demaskiranje anti-
gena je izvrSeno kuvanjem u citratnom puferu (pH =6,0) u
mikrotalasnoj peci (21 minut, 800 W). Aktivnost endogene
peroksidaze blokirana je 3% rastvorom vodonik-peroksida
(3% H,0,). Preseci su potom inkubirani tokom 1h u nor-
malnom kozjem serumu, a preko no¢i u ze¢jem poliklon-
skom anti-GFAP antitelu (1:500, Dako) na sobnoj tempera-
turi. Isecci su potom inkubirani 1h u biotiniliziranom anti-
ze¢jem sekundarnom antitelu, a zatim i u ABC kompleksu.
Vizualizacija imunoreaktivnih mesta uradena je korisce-
njem 3,3’-diaminobenzidin-hromogena (DAB). Preseci
su kontrastirani Majerovim hematoksilinom, dehidrirani,
prosvetljeni u ksilolu i pokriveni odgovaraju¢im mediju-
mom (DPX) i pokrovnim staklima. Fotografisanje oboje-
nih preseka hipokampusa uradeno je na Leica DM4000 B
LED mikroskopu sa digitalnom kamerom Leica DFC295
pomocu Leica Application Suite (LAS, 4.4.0) softverskog
sistema, uz koriS¢enje opcije multistep, na uvelicanju 200x,
kako bi bio obuhvacen ceo hipokampus.

Kvantifikacija imunoreaktivnih celija

Zastupljenost GFAP pozitivnih ¢elija na svakom pre-
seku hipokampusa odredivana je koris¢enjem Color Picker
Threshold Plugin-a u sklopu Icy softvera u 3 regiona: celom
dentatnom girusu, granularnom sloju dentatnog girusa i u
CA1-3 regionima hipokampusa (slika 1).

U Color Picker Threshold Plugin-u oznacene su: ,,po-
zitivne® boje, tj. nekoliko nijansi braon boje (reprezentuju
GFAP pozitivne ¢elije bojene DAB-om), i ,,negativne® boje,
tj. plava, bela i svetlo braon (predstavljaju nukleuse kontra-
stirane hematoksilinom, obezbojeno tkivo i svetlo nespeci-
fi¢no obojenu pozadinu) (slika 2).

Na osnovu pravilnog odabira “pozitivnih” i “negativ-
nih” boja program meri povrsinu prekrivenu ,,pozitivnim®
bojama, koja u ovom slucaju predstavlja povrsinu pokrive-
nu GFAP pozitivnim celijama. Zastupljenost GFAP pozi-
tivnih Celija izraZena je relativnim odnosom izmedu povr-
$ine koju zauzimaju GFAP pozitivne celije i povrsine celih
regiona od interesa (dentatnog girusa, granularnog sloja
dentatnog girusa i CA1-3 regiona hipokampusa).

{
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Slika 1. Koronalni presek hipokampusa misa starosti 36
nedelja. Slike redom prikazuju ispitivane regione hipo-
kampusa: dentatni girus (A), granularnu zonu (B) i CA1-3
regione (C). Ukupno uveli¢anje 200x.
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Slika 2. Koraci u obradi slike za potrebe kvantitativne
analize ekspresije GFAP-a. Selektovana granularna zona
dentatnog girusa pre (A) i nakon (C) obelezavanja GFAP
pozitivnih Celija izdvajanjem ,pozitivnih” i ,negativnih”
boja. Deo granularnog sloja dentatnog girusa u hipokam-
pusu sa GFAP c¢elijama prepoznatih pomocu Color Picker
Threshold Plugin-a (B).

NG STl 3. b2 0 e

Rezultati

Poredenjem dobijenih vrednosti povrsine koju po-
krivaju astrociti, tj. GFAP pozitivne Celije u hipokampu-
su 5XFAD miSeva starosti 36 nedelja i kontrolnih Zivoti-
nja pokazano je da postoji statisticki znacajno povecanje
zastupljenosti GFAP pozitivnih celija (%) u transgenoj
grupi u odnosu na WT grupu u predelu dentatnog girusa
hipokampusa (t = 2,127, p < 0,05) i granularnog sloja hi-
pokampusa (t = 2,510, p < 0,05). Nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u zastupljenosti GFAP pozitivnih celija
kod transgene u odnosu na WT grupu u predelu CA1-3
regiona hipokampusa (p = 0,468) (grafikon 1, slika 3).

Zastupljenost povrsine zahvaéene
GFAP pozitivhim ¢elijama

Povrsina zahvac¢ena GFAP pozitivnim celijama

20-
) HCA
] ODG
15 0Gz

WTTG WTTG WTTG
Ispitivane grupe

Grafikon 1. Zastupljenost (izrazena u procentima ili
relativna zastupljenost) povrsine zahvacene GFAP po-
zitivnim Celijama u razli¢itim regionima hipokam-
pusa. Statisticki znacajna razlika zabelezena je izme-
du transgene i kontrolne grupe miseva u granularnoj
zoni i dentatnom girusu hipokampusa (* oznacava p
< 0,05). Rezultati su prikazani kao medijana i stan-
dardna devijacija. Skracenice: CA - CA1-3 regioni hi-
pokampusa; DG - dentatni girus; GZ - granularna
zona dentatnog girusa; TG - transgena Zivotinja; WT -
wild-type, kontrolne Zivotinje.

Slika 3. Reprezentativne slike ekspresije GFAP u hipokampusu kontrolne (A) i transgene (B) Zivotinje. Uvelicanje x200.
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Diskusija

Zakljucak

Dobijeni rezultati pokazuju povecano prisustvo
GFAP pozitivnih celija u dentatnom girusu i granularnoj
zoni hipokampusa, dok u CA1-3 regionima nije primecena
znacajna promena u zastupljenosti GFAP pozitivnih celija
izmedu dve testirane uzrasne grupe. Ovi rezultati ukazuju
na raniji razvoj glioze upravo u dentatnom girusu i granu-
larnoj zoni hipokampusa.

U dostupnoj literaturi nema podataka o zastupljenosti
GFAP pozitivnih Celija kod transgenih 5xFAD miseva staro-
sti 36 nedelja, niti odnosa zastupljenosti astrocita izmedu
TG i WT zivotinja. Zirar (Giarard) i saradnici su, medutim,
na ovom eksperimentalnom modelu ustanovili progresivni
porast broja reaktivnih astrocita obelezenih GFAP-om kod
miSeva starosti 24 nedelje u odnosu na one starosti 16 (p <
0,01) ili 8 nedelja (p < 0,05) kako u dentatnom girusu, tako
iu CAl i CA3 regionima hipokampusa (13). Ovi rezultati,
tj. opisani trend promena poklapaju se sa nasim rezultati-
ma u dentatnom girusu i granularnoj zoni dentatnog gi-
rusa, medutim, rezultati u CA1-3 ne prate navedeni trend.
Razlika u nalazima se moze objasniti razli¢itim metodolos-
kim pristupom i razlicitom osetljivos¢u primenjenih meto-
da analize zastupljenosti GFAP pozitivnih Celija. Prethodne
studije na drugim transgenim modelima Zivotinja obolelih
od Alchajmerove bolesti takode su pokazale astrogliozu u
tkivu mozga. Znacajnu razliku u ekspresiji GFAP-a nasli su
Olsena i saradnici kod 16 meseci starih APPArcSwe mise-
va u odnosu na odgovaraju¢e WT grupe (p < 0,001), kao
i kod 12 meseci starih APPArcSwe miseva u odnosu na
odgovaraju¢e WT grupe (p < 0,01) (12). Formiranje ami-
loidnih plakova, kao i astroglioza koja dokazano prati tu
pojavu u APPArcSwe transgenom misu zapocinje u perio-
du od 5. do 6. meseca i desava se u hipokampusu, ali i u
mozdanom korteksu i talamusu (14). Iako se ovde ispitivani
model zivotinje razlikuje od onog koji je bio ukljuc¢en u nase
istrazivanje, znacajan je podatak da postoji identi¢an trend
razvoja astroglioze u hipokampusu transgenih miseva ovih
uzrasnih grupa. Pored formiranja plakova i propadanja ne-
urona, astroglioza se moze povezati i sa smanjenim obimom
adultne neurogeneze u dentatnom girusu. Istrazivanja no-
vijeg datuma pokazuju da se pad u ekspresiji markera neu-
rogeneze u dentatnom girusu moze detektovati kod 5xFAD
muzjaka ve¢ u 8. nedelji starosti (15).

Poznato je da glioza doprinosi napredovanju
Alchajmerove bolesti (8,9). Hong i saradnici su uz pomo¢
kvantitativne proteomske analize, radene u hipokampu-
su transgenih 5XxFAD miSeva starosti 4 meseca i u odgo-
varajucoj kontrolnoj grupi pokazali porast proteina koji
se eksprimiraju u glija ¢elijama i ucestvuju u patogenezi
Alchajmerove bolesti (16). Iako se amiloidni plakovi ne
otkrivaju lako u hipokampusu misSeva ovog uzrasta, medu
ostalim proteinima nadena je i povecana ekspresija GFAP-a,
$to sugerise da glioza moze delimi¢no i da prethodi formi-
ranju plaka.

Bazirano na prethodnim studijama, kao i na re-
zultatima naSeg istrazivanja, mozemo zakljuciti da po-
stoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti GFAP
pozitivnih celija izmedu transgene i kontrolne grupe
miseva kori$¢enih u studijama o Alchajmerovoj bolesti.
Dobijeni rezultati svedoce o pove¢anom prisustvu GFAP
pozitivnih Celija u dentatnom girusu i granularnoj zoni
hipokampusa transgenih 5xFAD miSeva, starosti 36 ne-
delja. Uzimaju¢i u obzir sve navedeno, ovom studijom
je dodatno potvrdeno da je astrocitni odgovor na for-
miranje amiloidnih plakova u mozgu, koji je prikazan
kroz povecanu ekspresiju glavnog astrocitnog markera
— GFAP-a, jako bitan u patogenezi Alchajmerove bolesti,
ali i da navedeni metodoloski pristup ukazuje na vecu
osetljivost dentatnog girusa u odnosu na preostale regio-
ne hipokampusa kod 5xFAD miseva.
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