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1. UvOD

1.1. Oksidativni stres

Normalnim stani¢nim metabolizmom nastaju reaktivne kisikove (ROS) i dusikove vrste
(RNS). ROS i RNS c¢ine radikale koji mogu reagirati s drugim supstratima (Maes i sur. 2011).
U niskim i umjerenim koncentracijama vazan su dio normalnih fizioloskih procesa stanice (u
signalizacijskim putovima, poticanju mitogenog odgovora, obrani od patogena), a u velikim
koncentracijama dovode do razlicitih Stetnih promjena, modificiraju stanicne komponente kao
Sto su lipidi, proteini, DNA i RNA stanice (Birben i sur. 2012). Reaktivne kisikove i dusikove
vrste u mitohondrijima mogu uzrokovati promjenu u metabolizmu $to moze dovesti do
dodatnog povecanja ROS-a i RNS-a §to dovodi do oksidacije proteina, lipida i DNA i u
mitohondrijima (Islam 2017). Oksidativni stres kao pojam odnosi se na pomak u ravnotezi
izmedu oksidansa i antioksidansa u korist oksidansa (Birben i sur. 2012). Svi zdravi aerobni
organizmi imaju razvijen antioksidativni sustav koji sprje¢ava veca oSteCenja uzrokovana
ROS-om. Antioksidativni sustav sastoji se od enzimatskih i neenzimatskih antioksidansa
(Birben i sur. 2012).

1.1.1 Podrijetlo oksidansa

Oksidansi mogu biti endogenog ili egzogenog podrijetla. Unutar stanice postoji vise moguc¢ih
izvora ROS-a. Jedan od vaznih izvora unutarstani¢nih oksidansa je porodica membranskih
enzima koja koristi NADPH za svoju aktivnost, to su Nox (engl. NADPH-oxidase) i Duox
(engl. dual oxidase). Njihova jedina jasna funkcija je da kontrolirano proizvode ROS. Isprva
se mislilo da su ti enzimi specifi¢ni samo za fagocitne stanice, no sada znamo da ih posjeduju
i mnoge druge stanice. Drugi vazan izvor ROS-a su mitohondriji. Veéina dokaza pokazuje
kako oksidansi u mitohondriju u najvecoj mjeri nastaju na kompleksu I ili kompleksu III
citokromskog lanca u kojima elektroni iz NADH ili FADH, mogu reagirati s kisikom i
stvoriti superoksidni anion (Slika 1.) (Finkel 2011).
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Slika 1. Nastanak reaktivnih Kisikovih vrsta u mitohondriju
(Preuzeto i prilagodeno od: Finkel 2011)

NAD(P)H 1 elektronski transportni lanac nakon pojacane stimulacije mogu dovesti do
povecane produkcije ROS-a koja ukoliko zakaze endogena antioksidativna obrana moze
dovesti do oksidativnih oSteéenja kao §to su posttranslacijske modifikacije i oksidacije
proteina, oksidacije lipida i DNA/RNA (Islam 2017). Nekoliko topljivih stani¢nih
komponenata takoder doprinosi stvaranju unutarstani¢énog ROS-a, to su tioli, hidrokvinoni,
kateholamini i flavini koji mogu u¢i u redoks reakcije (Di Meo i sur. 2016). lzvor
unutarstani¢cnog ROS-a su i ezimi: ksantin oksidaza, ciklooksigenaza, enzimi citokroma p450
i lipooksigenaze (LOX) (Slika 2.)(Finkel 2011).
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Slika 2. Endogeni izvori kisikovih radikala
(Preuzeto i prilagodeno od: @vrevik i sur. 2015)

Postoje i brojni egzogeni izvori oksidansa. Jedan od njih je i dim cigarete. On sadrzi mnoge
oksidanse, slobodne radikale i organske spojeve, kao $to su superoksid i dusikov oksid (NO).
Osim toga udisanje dima cigarete u plu¢ima aktivira neke endogene mehanizme kao $to je
aktivacija neutrofila i makrofaga koji proizvodnjom oksidansa dovode do dodatnih o$tecenja
stanica. lzlaganje ozonu takoder je Stetno jer dovodi do lipidne peroksidacije i ulaska
neutrofila u epitel diSnih putova, te do otpusStanja upalnih medijatora kao Sto su
mijeloperoksidaza (MPOQ), eozinofilni kationski proteini, laktat dehidrogenaza i albumin.
Hiperoksija (prezasi¢enost organizma kisikom) jednako tako dovodi do poveéane proizvodnje
reaktivnih dusikovih i kisikovih vrsta. Ioniziraju¢a zracenja uzrokuju promjene na mnogim
molekulama i poti¢u transkripciju brojnih molekula. Ioniziraju¢e zracenje u prisutnosti
molekularnog kisika pretvara hidroksilne radikale, superokside i organske radikale u hidrogen
peroksid 1 organski hidroperoksid. Ove hidroperoksidne vrste reagiraju s redoks aktivnim
ionima metala (npr. Fe, Cu) putem Fentonove reakcije §to dovodi do oksidativnog stresa.
UVA zraCenje potice ekscitaciju porfirina, NADPH oksidaze i riboflavina. Rezultat su brojni
oksidacijski produkti, npr. 8-okso-7,8-dihidrogvanin je glavni oksidacijski produkt DNA
uzrokovan s UVA zraCenjem. lonizirajuéa zracenja poti¢u transkripciju p53, nuklearnog

faktora kB (NF-kB), p38, aktivacijskog proteina 1(AP-1) i dr. Mnogi teski metali (kadmij,
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zeljezo, bakar, Ziva, nikal, olovo, arsen) takoder poticu stvaranje reaktivnih radikala. Dio njih
poput Zeljeza i bakra stvaraju radikale putem Haber-Weiss/Fentonove reakcije. Dok dio
metalnih iona reagira direktno sa stani¢nim molekulama proizvodeci slobodne radikale poput

tiolnih radikala ili poti¢u stvaranje razli¢itih signalnih puteva (Birben i sur. 2012).

1.1.2. Kisikovi i duSikovi radikali

ROS-ove moZzemo podijeliti u dvije grupe, na slobodne radikale i neradikale. Slobodni
radikali su molekule koje u svojoj vanjskoj ljusci imaju nesparen jedan ili vise elektrona koji
im daju nestabilnost i veliku reaktivnost (Birben i sur. 2012). Kako bi imali sparene elektrone
slobodni radikali su u stalnoj potrazi za elektronima te ih uzimaju od drugih molekula.
Molekule donori kada izgube elektron same postaju nestabilne, tj. postaju slobodni radikali
(Chauhan 2006). Ukoliko se spoje dva slobodna radikala nastaje neradikal. Tri najcesca i
fizioloski vazna ROS-a su superoksidni anion (05), hidroksilni radikal (.OH) i dusikov
monoksid (NO-) (Tablical.).

Tablica 1. Glavni endogeni oksidansi

Oksidansi Formula Reakcijske jednadzbe

Superoksidni anion 05 NADPH + 20, < NADP*+20; +H*
207 +HY — 0, + H,0,

Vodikov peroksid H.0, hipoksantin + H,0, + 05 += ksantin + H,0,
ksantin + H,O + 0, < uri¢na kiselina + H.O,

Hidroksilm radikal -OH Fe?t + H,0, — Fe®* +0H™ + -OH

Hipoklorasta kiselina HOC1 H.0, +ClI” — HOCI+ H,O

Peroksilni radikali ROO- R + 0, —ROO-

Hidroperoksilni radikal HOO- 0; + H,O «—HOO- +0H"™

(Preuzeto i prilagodeno od: Birben i sur. 2012)

Molekule poput vodikova peroksida (H,0,) i peroksinitrita (ONOO -) nisu slobodni radikali
ali ih stvaraju razli¢itim kemijskim reakcijama (Uttara i sur. 2009). Glavno mjesto nastanka

superoksidnih aniona O; su mitohondriji. Nastanak O3 potice NADPH oksidaza, ksantin
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oksidaza ili mitohondrijski elektronski transportni sustav. Polimorfonuklearni leukociti,
monociti 1 makrofagi imaju NAD(P)H oksidazu, tj. mogu stvarati O; koji ima bekteriocidno
djelovanje, te u ovom slucaju pozitivnu fiziolosku ulogu. Djelovanjem superoksid dismutaze
03 prelazi u vodikov peroksid (H,0,). H,0, moze nastati i djelovanjem ksantin oksidaze,
aminokiselinske oksidaze, NAD(P)H oksidaze i u peroksisomima koriStenjem molekularnog
kisika u metabolickim reakcijama. H,0, lako difundira kroz plazmatsku membranu. U
prisutnosti metala poput Fe?* ili Cu?*H,0, moze prijeéi u OH-. Reakcije prelaska H,0, u
OH- nazivaju se Haber-Weiss i Fentonova reakcija. O; moze takoder reagirati s H,0, i dati
OH- . Hidroksilni radikali su najreaktivniji ROS-ovi. Granulocitni enzimi mogu dodatno
potaknuti reaktivnost H,0, preko eozinofilne peroksidaze i MPO. MPO Kkoristi H,0, u
aktiviranim neutrofilima. Ukoliko su prisutni ioni klora H,0, moze prije¢i u hipoklorastu
kiselinu (HOCI). Ona je jako oksidativna, te je vazna u uniStavanju patogena u di$nim
putovima, ali moze regirati i s DNA §to dovodi do stvaranja medureakcije izmedu DNA i
proteina, do nastanka pirimidinskih oksidacijskih produkata, a moze dodati i klor na baze
DNA. Oksidativnom stresu doprinose 1 peroksidaza eozinofila, te MPO, tako $to halogeniraju
i nitriraju proteine, te povezuju proteine preko tirozinskih radikala. Jo§ neki od Kisikovih
radikala su peroksilni radikali (ROO-). Najjednostavniji oblik ovog radikala je hidroperoksil
radikal (HOO-) koji dovodi do peroksidacije masnih kiselina. Peroksilni radikali zapocinju
lan¢anu reakciju koja dovodi do prelaska polinezasi¢enih masnih kiselina u lipidne
hidroperokside. Oni su vrlo nestabilne molekule koje se vrlo brzo raspadaju na sekundarne
produkte poput aldehida i malondialdehida. Peroksidacija lipida narusava cjelovitost stani¢ne

membrane i dovodi do promjene u njenoj strukturi (Birben i sur. 2012).

1.1.3 Antioksidativni sustav

U zdravom organizmu proizvodnja ROS-a i RNS-a regulirana je preko sustava neenzimskih
antioksidansa, antioksidativnih enzima i proteina. Antioksidansi skupljaju radikale, smanjuju
njihovu proizvodnju i tako sprje¢avaju nastanak oSte¢enja uzrokovanih njihovim djelovanjem
(Maes i sur. 2011). Neenzimatski antioksidansi su molekule male molekularne mase. U njih
ubrajamo vitamine C (askorbinska kiselina) 1 E (a-tokoferol), B-karotene, uri¢nu kiselinu,
GSH i tripeptid (L-y-glutamil-L-cisteinil-L-glicin) (Birben i sur. 2012). Kisikovi radikali

poput peroksida i superoksida mogu biti neutralizirani razli¢itim antioksidativnim enzimima



poput superoksid dismutaze (SOD), glutationperoksidaze (GPX) i katalaze koji su glavni
antioksidativni enzimi (Slika 3.) (Maes i sur. 2011).

402-F \> 2H,0, —>» 2H,0 + O,
4H* 20, 4GSH NADPH
2GSSG NADP *
v

4H,0

Slika 3. Enzimatski antioksidativni sustav obrane od ROS-a
(Preuzeto i prilagodeno od: Finosh i Jayabalan 2013)

Ti enzimi mogu do¢i u vise oblika, primjerice imamo 3 oblika SOD: CuzZn-SOD, Mn-SOD i
EC-SOD, razli¢iti oblici ovog enzima preferiraju razli¢ita mjesta u organizmu, primjerice Mn-
SOD se nalazi u matriksu mitohondrija, a EC-SOD primarno djeluje u izvanstani¢énom
matriksu (Birben i sur. 2012). Neki proteini djeluju poput antioksidansa vezu¢i ROS-ove i
RNS-ove. Takvi proteini su albumin, transferin, haptoglobin i ceruloplazmin. Ukoliko dode
do smanjene koncentracije antioksidansa u tijelu ili do smanjene aktivnosti antioksidativnih
enzima i povecane proizvodnje ROS-a i RNS-a moze do¢i do oksidativnog stresa, tj. do
oksidativnog oStecenja membranskih lipida (lipidna peroksidacija) i DNA, te nitrozativnog
oStecenja proteina. Daljnji procesi mogu dovesti do nefunkcioniranja stanice zbog oStecenja
stani¢ne membrane, mitohondrija, DNA i funkcionalnih proteina, $to u konacnici dovodi do

apoptoze stanice (Maes i sur. 2011).



1.1.4. Oksidativni stres i neuroupala

metaboli¢ke hiperaktivnosti i visoke stope konzumacije kisika (20%), velike potrebe za
energijom i male moguénosti regeneracije, t¢ mnogo polinezasi¢enih masnih kiselina u
staniénim membranama neurona, visokog sadrzaja Zeljeza i male aktivnosti antioksidativnih
ljudskog mozga prosjecno troSe 4,7 milijardi molekula ATP-a po sekundi. Mitohondriji zbog
svoje opskrbe neurona ATP-om uz pomo¢ oksidativne fosforilacije, ali i brojnih drugih vaznih
funkcija igraju vaznu ulogu u zdravom funkcioniranju mozga. Mitohondrijska proizvodnja
ATP-a podrzava stvaranje sinapsa, te stvaranje i prijenos akcijskog potencijala duz neurona.
U sinapti¢koj pukotini odrzavaju i reguliraju neurotransmisiju odrZzavanjem razine kalcija
(Ca?*). Kalcijevi ioni ¢iju koli¢inu reguliraju u stanici vazni su i u odrzavanju normalne
transkripcije gena. Oksidativnim stresom oStecena mtDNA, neravnoteza u mitohondrijskom
respiratornom lancu i homeostazi Ca?*, ekscitotoksi¢nost, apoptoza, propusnost membrane i
mitohondrijski obrambeni sustav odgovorni su za pojavnost neurodegnerativnih bolesti ili
povecéanje veé postojecih neuralnih disfunkcija i pokretanje neurodegeneracije (Islam 2017).
Ekscitacijske aminokiseline i neurotransmiteri u mozgu takoder mogu svojim metabolizmom
doprinijeti stvaranju ROS-a (Uttara i sur.2009). Povecane razine ROS-a poticu transkripciju
proupalnih gena, otpustanje citokina (interleukina-1 i -6), ¢cimbenika nekroze tumora (TNF-a)
i kemokina. Sve to dovodi do neuroupale. Upala potom pokrece aktivaciju mikroglija- stanica
i astrocita koji stvaraju velike koli¢ine dodatnog ROS-a. Na taj nacin dolazi do kroni¢nog
oksidativnog stresa (Islam 2017). Osim toga oSte¢enja uzrokovana ROS-om i RNS-om mogu
dovesti do autoimunog odgovora. Tijekom upale lipidi membrana mozga, miSi¢a 1 ziv€anih
stanica mogu biti oSte¢eni oksidativnim stresom. Aktivirani neutrofili 1 monociti mogu
dovesti do povecane proizvodnje dusikova oksida i peroksinitrita §to moze dovesti do nitracije
1 nitrozilacije proteina. Tijekom tih procesa dolazi do promjene kemijske strukture inace
sveprisutnih molekula, te nastaju brojni modificirani novi epitopi, koji su jako imunogeniéni.
Tako oksidacija masnih kiselina autoepitopa koji su u normalnim uvjetima sakriveni od
imunoloskog sustava, moze dovesti do njihova prepoznavanja od strane imunoloSkog sustava
§to dovodi do oste¢enja komponenti lipidne membrane (Maes i sur. 2011). Sve to pokrece
kaskadu dogadaja koji dovode do razvoja nekih neurodegenerativnih bolesti poput
Alzheimerove bolesti, Amiotroficne lateralne skleroze, Huntingtonove bolesti, Multiple

skleroze i Parkinsonove bolesti. Oksidativni stres u nekim slucajevima uzrokuje krivo
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smatanje proteina Sto takoder dovodi do nekih neurodegenerativnih bolesti poput: Creutzfeldt-
Jakobove bolesti, Govede spongioformne encefalopatije, Kuru bolesti, Gerstmann-Straussler-
Scheinkerovog sindroma i Fatalne obiteljske insomnije (Islam 2017).

1.2. Alzheimerova bolest

Simptomi Alzheimerove bolesti prvi su put opisani 1901. godine. Opisao ih je doktor
Aloysius Alzheimer kod pacijentice Auguste Deter. 1906. nakon S§to je pacijentica umrla
doktor Alzheimer je zatrazio autopsiju. Tada je primjetio da je doslo do atrofije mozga, te da
su u mozgu prisutni amiloidni plakovi (AP) i neurofibrilarni snopié¢i (engl. NFT,
neurofibrillary tangles) koji su poslije postali sinonim ove bolesti (Hippius i Neundorfer
2003). Alzheimerova bolest (AB) je najées¢i tip demencije i prema procjenama 10% svjetske
populacije pati od ove neurodegenerativne bolesti (Islam 2017). Demencija je pojam Koji
predstavlja stanje smanjene moguénosti pamcenja i razmisljanja koje je uzrokovano
oSte¢enjem neurona u mozgu. Osteceni neuroni odumiru §to dovodi do promjena u ponasanju,
pamcenju i miSljenju. Ljudi u uznapredovaloj fazi ove bolesti imaju problema s osnovnim
zivotnim funkcijama kao $to su hodanje i gutanje, a u konacnici ova bolest dovodi do smrti
(Alzheimer's Association 2014). Postoji mnogo c¢imbenika rizika koji mogu dovesti do
pojavka Alzheimerove bolesti. Neki od njih su: ozljeda glave, depresija, hipertenzija,
dislipemija, puSenje, pretilost, dijabetes (Dillon i sur. 2016), virusi, toksini, niska razina
edukacije (Bird 2008). No jedan od najvaznijih ¢imbenika jest starost. Tako je u populaciji
ljudi od 60-65 godina vjerojatnost oboljenja veéa za ~0.1%, a u populaciji ljudi iznad 85
godina pojavnost je veca za 47%. Vecéina AB javlja se u kasnijoj zivotnoj dobi i nije geneticki
uvjetovana, te se takav tip AB karakterizira kao sporadi¢ni. Tek manji broj ljudi obolijeva od
AB koja je nasljedna i koja se javlja rano u zivotu. Takav tip AB-a uzrokovan je
nasljedivanjem nekih mutiranih gena. Najces¢e su to geni koji kodiraju za B-amiloidni
prekusorski protein (APP), presenilin 1 (PS1) i presenilin 2 (PS2). No tu su i neki drugi geni
¢ija mutacija moze dovesti do povecanog rizika od obolijevanja od AB. To su gen za
apolipoprotein E (ApoE), gen za a-makroglobulin i endotelnu dusik oksid sintazu-3 (Yamada
i Nabeshima 2000).



1.2.1. Geni ukljuceni u patologiju Alzheimerove bolesti

U 1-6% slucajeva AB javlja se ranije u zivotu (prije 60. godine), od toga 60% je tip AB koja
se javlja obiteljski, a 13% se nasljeduje na autosomno dominantan nadin. Cvrstu granicu
izmedu Alzheimerove bolesti koja se javlja ranije u zivotu (prije 60. godine) i kasnije (poslije
60. godine) nije moguée utvrditi (Bird 2008). No bez obzira o kojem se tipu bolesti radi,
obiljeZzava ga izmedu ostaloga abnormalno stvaranje, razaranje i nakupljanje p amiloida, koji
dovodi do dijela neuropatologije. A u nastanku tih procesa i posljedi¢no pokretanju ili
progresiji patologije AB sudjeluje vise gena, poput APP, BACE1L, PS1/2, ApoE, NEP,
IDE...(Dong i sur. 2012).

1.2.1.1. Gen za amiloid prekusorski protein (APP)

APP protein kodiran je jednim genom koji se nalazi na 21. kromosomu. Sastoji se od 19
egzona, te kodira za nekoliko alternativno izrezanih (engl. alternatively spliced) APP mRNA.
Prekomjerna ekspresija ovog gena prisutna je kod trisomije 21 (Downov sindrom), a
,missense” mutacije (pogresna mutacija koja mijenja kodon za jednu aminokiselinu u kodon
za drugu) prisutne su kod obiteljskog oblika AB-a. Osobe oboljele od Downovog sindroma
imaju mnogo AP plakova gradenih samo od Af,, i to ve¢ u njihovim dvadesetima, ali nemaju
NFT. Potpunu AB neuropatologiju razviju do njihovih pedesetih godina. ,,Missense* mutacije
APP gena javljaju se u blizini mjesta rezanja a, B i y sekretaze. Prva mutacija APP gena za
koju je otkriveno da je povezana s AB (glutamin zamijenjen s glutami¢nom kiselinom na
kodonu 693 APP770) javlja se u obiteljima s nasljednom cerebralnom hemoragijom s
amiloidozom Dutch tipa. Mutacija na kodonu 692 u nekim slu¢ajevima vodi do AB, a u
nekim do cerebralne hemoragije i angiopatije. U obiteljskom obliku AB pronadena su tri tipa
supstitucija u kodonu 717 (V7171, V717G, V 717F). Rana pojava AB u Svedskoj populaciji
povezana je s mutacijama u kodonima 670 i 671. Mutacije APP-a u AB koje dovode do
povecéane razine AfS,, su APP692, APP716 i APP717 mutacije, a do ukupnog povecanja AP
dovodi APP670/671 (Yamada i Nabeshima 2000).



1.2.1.2. Gen za apolipoprotein E

ApoE gen smjesten je na kromosomu 19 (Yamada i Nabeshima 2000) i ima tri vrste alela
ApoE2, ApoE3 i ApoE4. Aleli se razlikuju u samo dvije aminokiseline na mjestima 112 i 158.
ApoE3 ima cistein na mjestu 112 i arginin na mjestu 158, dok ApoE4 ima arginin na oba
mjesta, a ApoE2 cistein na oba mjesta. Ta razlika u alelima ApoE proteinu daje razli¢itu
funkciju. | dok je ApoE2 protein neuroprotektivan, ApoE4 se povezuje s brojnim bolestima
(Dong i sur. 2012). Kod obiteljske AB s kasnijom pojavnos¢u i sporadi¢ne AB primjecena je
znaajno povecana frekvencija ApoE4 alela, u usporedbi s optom populacijom(Yamada i
Nabeshima 2000), te se smatra da je on jedan od glavnih ¢imbenika rizika za obolijevanje od
AB s obzirom na prisutnu razinu kolesterola, homocisteina i nekoliko metalnih iona (Al, Cu,
Fe) (Bharathi i sur. 2008). Najveca korelacija izmedu ApoE4 alela i pojavnosti AB
primjecena je u slucaju kada je prisutan genotip e4/e4. ApoE glikoprotein je glavni serumski
protein uklju¢en u pohranu, transport i metabolizam kolesterola (YYamada i Nabeshima 2000),
te kakav Ce biti njegov utjecaj ovisi o razini kolesterola (Dong i sur. 2012). Astrociti ga
stvaraju i ispustaju u sredi$nji ziv€ani sustav. Akumulira se u senilnim plakovima i NFT. In
vitro je pokazano kako se ApoE veze za topljivi AP i poti¢e nastanak fibrila (Yamada i
Nabeshima 2000).

2.2.3. Geni za presenilin 112

Presenilin 1 gen nalazi se na kromosomu 14, a presenilin 2 gen na kromosomu 1(Yamada i
Nabeshima 2000). Mutacije u PS1 genu smatraju se najce$¢im genskim uzrokom rane
pojavnosti obiteljskog tipa AB (familial AD, FAD). Opisano je vise od 100 mutacija PS1
gena od kojih se neke povezuju s vrlo ranim (prije 30 godine zivota) smanjenjem kognitivnih
sposobnosti. Mnoge mutacije u PS1 genu dovode do povecanog stvaranja Af,, (Dong i sur.
2012). Proteini PS1 i PS2 su visoko homologni politopicki proteini. Sastoje se od 463 i1 448
aminokiselina (Yamada i Nabeshima 2000). PS 1 i 2 imaju vaznu ulogu u mnogim
fizioloskim funkcijama koje mozemo podijeliti na funkcije ovisne o y-sekretazi i funkcije
neovisne o njoj. PS je ukljucen u brojne funkcije koje reguliraju razvoj, homeostazu kalcija,
stani¢nu adheziju, transport, lokalizaciju i apoptozu. Smatra se da mutacije PS gena koje su
povezane s FAD smanjuju y-sekretaznu proteolizu nekih supstrata poput Notch unutarstani¢ne

domene, N-kadherina i tirozinaze, jer eksprimirani, promjenjeni PS protein ne moze vrsiti

10



svoju funkciju. Neke mutacije PS gena pronadene u FAD utjecu i na neke druge funkcije
neovisne o vy-sekretazi kao Sto su regulacija P-katenin-ovisnog signalnog puta,
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfatnog metabolizma, otpustanja Ca?*iz endoplazmatskog
retikuluma, regulacija neurozastite ovisne o PI3K/Akt (fosfoinozitol 3 kinaze/protein kinaza
B) signalnom putu, sinapticke homeostaze i brzog aksonalnog transporta APP-a. Produkti PS

gena sudjeluju i u regulaciji degradacije AP neprilizinom (Dong i sur. 2012).

1.2.2. Amiloid B-peptid

Amiloid B-peptid (AB) prvi je put izoliran iz amiloidnih nakupina mozga pacijenta oboljelog
od AB i Downova sindroma. Veli¢ine je od~4 kDa odnosno od 39-43 aminokiseline (Murphy
i LeVine Il 2010). AP nastaje iz APP-a koji je kodiran genom na 21. kromosomu.
Alternativnim izrezivanjem (engl. alternative splicing) nastaju tri glavne izoforme APP-a.
Najprisutnija izoforma je APP695 (695 aminokiselinskih ostataka) koja se eksprimira u
neuronima i nema domenu Kunitz proteazni inhibitor (engl. Kunitz protease inhibitor domain)
koja je prisutna u izoformama APP751 i APP770. APP se za vrijeme translacije translocira u
endoplazmatski retikulum pomoéu signalnog peptida, gdje sazrijeva prolazeéi kroz trans-
Golgi mrezu. U sekrecijskom putu postaje N-glikoziliran, O-glikoziliran i tirozil-sulfatiran.
APP ima brojne funkcije: doprinosi homeostazi stani¢nog Zeljeza, regulira unutarstani¢ni
transport putem medureakcije s motornim proteinima poput kinezina, receptor je na povrsini
stanice, potice prezivljenje neurona i njihovu uspjesnu adhezijsku medureakciju, potic¢e razvoj
neuritskih izrasta, sinaptogenezu i sinapti¢ku plasti¢nost. Takoder povecava sposobnost
pamcenja. Za izvanstani¢ne ulomke nastale njegovim izrezivanjem smatra se da imaju
neuroprotektivnu ulogu, da poticu rast aksona i da su povezani s nasljedenim imunoloSkim
mehanizmom obrane, te da imaju antibakterijska peptidna svojstva. lzrezivanje APP se
uglavnhom odvija kroz o i p put. U o putu (ne-amiloidni put) a-sekretaza (skupina
metaloproteinaznih enzima) reze APP kod lizina 16 i nastaje topljivi oblik APP-a, N-
terminalni a-APP fragment (Yamada i Nabeshima 2000). Nastali C-terminalni dio APP-a
(CTF, engl. C-terminal fragment) veli¢ine 83 aminokiseline reze y-sekretaza na N kraju i
nastaje peptid p3. y-sekretaza izrezivanjem CTF-a moze takoder stvoriti AICD (engl. APP
intracellular domain) koji se jos naziva i CTFy. AICD je citosolni element za koji se smatra
da ima ulogu u prijenosu signala (Murphy i LeVine Il 2010). Aktivirani muskarinski i

metabotropni glutamatni receptori dovode do povecanog lucenja a-APP-a putem protein

11



kinaznog C-ovisnog mehanizma. Do povecanog lu¢enja a-APP-a mogu dovesti i protein
kinaza C-neovisni putevi kao $to su kolesterolom, ApoE i stresom aktivirani putevi (Yamada i
Nabeshima 2000). U B-putu (amiloidni put) B- sekretaza (BACE/Asp2) reze APP na N-
terminalni topljivi APP fragment (B-APP) koji se otpusta i BCTF (engl. p-C-terminal
fragment of APP) fragment veli¢ine 99 aminokiselina koji ostaje vezan za membranu. BCTF

tada reze y-sekretaza i nastaje AP (Slika 4.).

| ne-amiloidni put : amiloidni put

SAPPS
sAPPu ‘
: AByo APy
. o- sekretaza B- sekretaza
e =  —
o P IDIDID P PIPP DI DIPIDID

y-sekretaza

QCD C83

Slika 4. Amiloidni i ne-amiloidni put procesiranja APP-a

‘ y-sekretaza

C99 AICD

(Preuzeto i prilagodeno od: Babusikova i sur. 2013)

Izrezivanje y-sekretaze je neprecizno te rezultira C-terminalnom heterogenosti i nastankom
peptidne populacije. Usprkos velikom broju razli¢itih vrsta amiloid pB-peptida ipak
prevladavaju oni gradeni od 40 aminokiselina (Af,,) na njih otpada ~80-90 % nastalih Ap.
Druga najée$ca vrsta AP su oni koji su gradeni od 42 aminokiseline (AB,,, ~5-10 %). AB,, Su
viSe hidrofobni i fibrilogeni, te su glavna vrsta AP koja se nakuplja u mozgu (Murphy i
LeVine 111 2010). Isprva se mislilo da je B-put abnormalni nacin izrezivanja APP-a, ali je
kasnije dokazano da je prisutan i u zdravih ljudi (Yamada i Nabeshima 2000).
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1.2.2.1. y- sekretaza

v- sekretaza je enzim Kkoji se sastoji od viSe podjedinica, tj. od proteina APH1, PENZ2,
nikastrina i presilina (PS1 ili PS2). Enzimski kompleks sadrzi po jednu kopiju svakog od
navedenih proteina. To¢na funkcija svake od komponenti jo$ nije posve poznata, ali su sve
Cetiri potrebne kako bi y-sekretaza normalno funkcionirala. Za presenilin se pretpostavlja da
tvori aktivno mjesto aspartilne proteaze, dok nikastrin povezuje podjedinice enzima. y-
sekretaza ima specifi¢an nain djelovanja, naime moze izrezivati supstrat samo ako je u
lipidnom dvosloju i ako je prije toga drugom proteazom izrezana i uklonjena velika
ektodomena. Ovaj enzim nema neki specificni slijed koji prepoznaje substrat, veé se
prepoznavanje odvija putem mnogih drugih ¢imbenika, pa tako i prepoznavanjem duljine
transmembranske domene. U AB y-sekretazna aktivnost se ne povecava ve¢ dolazi do
promjena u njezinom djelovanju $to za posljedicu ima stvaranje duzih oblika AB. Do njene
promjene dolazi zbog genskih promjena. Sve to dovodi do rane pojavnosti bolesti i razvoja
obiteljskog oblika AB (Murphy i LeVine 111 2010).

1.2.2.2. p-sekretaza

B-sekretaza je za membranu vezana aspartilna proteaza, koja reZze svoje supstrate izvan
lipidnog dvosloja. Postoje dva glavna oblika ovog enzima BACEL i BACE2. BACEL je
najviSe eksprimiran u mozgu, ali je U manjoj mjeri prisutan i u drugim organima. Odgovoran
je za stvaranje AP. Kod BACE?2 je obrnuta situacija, u maloj mjeri se eksprimira u mozgu, a u
puno vecoj je prisutan u veéini perifernih tkiva. U sporadi¢nom tipu AB znacajno je povecana

[-sekretazna aktivnost (Murphy i LeVine 111 2010).

1.2.2.3. Razgradnja AP

Neprilizin (NEP, engl. neprilysin) i inzulin razaraju¢i enzim (IDE, engl. insulin degrading
enzyme) su dva glavna enzima odgovorna za razaranje Ap. Neprilizin je tip II
metaloproteinaze koji je vezan za plazmatsku membranu i izvan stanice razara brojne peptide.
IDE je metaloproteinaza koja razara proteine u stanici i izvan nje. IDE ima 20 puta veéi

afinitet za inzulin nego za AP, ali daleko sporije hidrolizira inzulin. Inzulin se na taj nacin
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ponasa kao inhibitor razgradnje AP putem IDE. U AB smanjena je koli¢ina i NEP i IDE. Uz
ova dva navedena enzima ulogu u razaranju Ap imaju i lizosomi pomoc¢u enzima katepsina B.
Ipak velike koli¢ine AP ostaju nerazgradene, te postoje stanicni mehanizmi kojima se AP
prenosi preko krvo-mozdane barijere (engl. blood brain barrier) u krvotok. Ukoliko dode do
promjene u tim mehanizmima, dolazi do zaostajanja velikih koli¢ina AB u mozgu. Topljivi
AP se prenosi preko krvo-mozdane barijere pomocu LRP proteina (engl. low-density
lipoprotein receptor-related protein) koji se nalazi s mozdane strane i RAGE receptora (engl.
receptor for advanced glycation end products) koji se nalazi na luminalnoj strani krvne Zile.
Nije poznato zasto postoji taj dvosmjerni protok AP kroz krvo-mozdanu barijeru (Slika 5.)
(Murphy i LeVine 111 2010).

mozak ISF CSF

formacija [E

4 APP procesiranje

[a]

»| drenaia ) @

uklanjanje /.:54 \ E

/ 4

> stani¢nih A,:‘ VY :
ostataka(IDE, NEP) | A

transendotelni perivaskularni
i prostor

periferno
Ciscenje

AB

Slika 5. Dvosmjerni protok Ap kroz krvo-mozZdanu barijeru preko LRP i RAGE

receptora (Preuzeto i prilagodeno od: Vandal i sur. 2015)

1.2.2.4. Neurotoksi¢nost amiloid B-peptida

Oligomeri A nastaju u mnogo vecoj mjeri od AfS,, nego od Af,o. C kraj Ap,, je nuzan kako
bi doslo do sinteze oligomera. Znamo da su topljivi oligomeri bioloski aktivni i mogu dovesti
do stani¢ne smrti u odredenim fizioloskim uvjetima, ipak jos uvijek ne znamo nacin na koji to

rade (Murphy i LeVine 1l 2010). Da bi AP peptidi postali toksi¢ni moraju tvoriti fibrile,
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ukoliko ih ne tvore ve¢ ostanu u amorfnom stanju nisu neurotoksi¢ni. Za konformacijski
promijenjeni oblik AP koji moze potaknuti razvoj fibrila vjeruje se da nastaje u
unutarstani¢nim kolesterolom bogatim domenama (Yamada i Nabeshima 2000). Prvi korak u
nastanku fibrila jest nukleacija odnosno formiranje nukleusa agregacije. Pokazano je kako
fibrile moze stvoriti nukleus od dimera APB. U fazi elongacije na nukleus se vezu monomeri ili
oligomeri AP (Serpell 2000). Povecan rizik od AB imaju oni ljudi koji imaju ApoE4 alel koji
doprinosi metalom-induciranoj agregaciji Ap, posebice u prisutnosti bakra i cinka. In vitro je

pokazano da agregaciju poti¢e i enzim acetilkolinesteraza (AchE). Primjeceno je i da je

stvaranja H,0, i lipidne peroksidacije, tj. oksidativni stres je uklju¢en u AP neurotoksi¢nost.
AP destabilizira homeostazu Ca?* te su neuroni osjetljivi na ekcitotoksi¢nost, mijenja
stani¢nu ionsku aktivnost na nacin da stupa u medureakciju s postoje¢im ionskim kanalima ili
poti¢e stvaranje novih. Za neurotoksi¢nost AP vazna je i MAP kinaza (engl. mitogen-
activated protein kinase) koja upravlja s viSe aspekata AP inducirane neurotoksi¢nosti
(nakupljanjem  unutarstani¢nog Ca®*, reaktivnim  kisikovim vrstama, fosfo-tau
imunoreaktivno$¢u i apoptozom). Neurotoksi¢nost AB u konacnici dovodi do apoptoze
neurona. AP neovisno o navedenoj neurotoksicnosti ometa funkciju kolinergi¢nih neurona.
Primjerice topljivi ApB,, smanjuje aktivnost piruvat dehidrogenaze tako S$to aktivira
mitohondrijsku tau protein kinazu l/glikogen sintazu kinazu-3p i dovodi do smanjene sinteze
ACh. Takoder pokazano je da inhibira visoko afinitetni unos kolina i otpuStanje ACh u
hipokampusu $takora. AP ometa i muskarinske receptore tako §to se veze na G proteine i
dovodi do akumulacije fosfoinozitola i otpustanja Ca®*. Dosadasnja su istrazivanja pokazala
da se koli¢ina topljivog AfS,, povecava u ranoj i srednjoj fazi AB. Te se smatra da
kolinergi¢na hipofunkcija koju je uzrokovao topljivi Ap dovodi do osjetljivosti kolinergi¢nih
neuronskih populacija i kognitivnih poteskoca u ranoj fazi AB. A aktivira i mikroglija-
stanice koje otpustaju proteoliticke enzime, citokine, slobodne radikale i NO koji djeluju
neurotoksi¢no. Dokazane su dvije vrste mikroglijalnih receptora za AP, to su receptori Cistaci
(engl. scavenger receptors) za fibrile i RAGE receptor za topljivi Ap (Yamada i Nabeshima
2000).
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1.2.3. Tau protein

Tau je protein pridruzen mikrotubulima, uklju¢en je u gradu mikrotubula i njihovu
stabilizaciju. U mozgu postoji 6 izoformi koje su sve kodirane jednim genom na kromosomu
17 i potom nastale alternativnim izrezivanjem njihove pre-mRNA. Te izoforme razlikuju se u
tome da li sadrze 3(3R) ili 4 (4R) mikrotubul vezna mjesta od 31-32 aminokiseline na
karboksilnom kraju, te da li sadrze jedan (1N), dva (2N) ili ni jedan (ON) umetak od 29
aminokiselina na amino kraju (Slika 6.).
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Slika 6. 1zoforme Tau proteina
(Preuzeto i prilagodeno od:https://www.biolegend.com/tau)

Tau je fosfoprotein ¢ija je glavna zadaca pokretanje sastavljanja tubulina u mikrotubule i tada
njihova stabilizacija. Kao fosfoproteinu aktivnost mu je regulirana stupnjem fosforilacije. U
zdravom mozgu tau ima 2-3 mola fosfata po molu proteina $to je idealno za njegovu
medureakciju s tubulinom. Takoder u zdravom mozgu tau je prisutan u topljivom obliku, dok
ga u osoba oboljelih od AB nalazimo u topljivom obliku, obliku oligomera i fibrila. U mozgu
oboljeloga od AB nalazi se normalni citosolni tau u jednakoj koli¢ini kao i kod zdravog
mozga, ali je povecana ukupna koli¢ina tau zbog povecane koli¢ine hiperfosforiliranog tau
proteina. Abnormalno fosforilirani tau je 3 do 4 puta vise fosforiliran od normalnog zbog ¢ega
tvori uparene helikalne filamente i gubi sposobnost stabiliziranja aksonalnih mikrotubula.
Istrazivanja su pokazala da nema znacajnih promjena u ekspresiji tau proteina kod oboljelih
od AB, ve¢ se smatra da ga u stanicama ima viSe jer se ne razgraduje u mjeri u kojoj bi trebao.
Hiperfosfolirirani tau je rezistentan na kalcijem aktivirane proteaze, kalpain i ubikvitiski
proteosomski put razgradnje. Kod oboljelih od AB nisu pronadene mutacije u genu za Tau
(Igbal i sur. 2010).
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1.2.3.1. Neurotoksi¢nost proteina tau

Tau ima dugacke pozitivno i negativno nabijene regije koje nisu pogodne za medusobno
hidrofobno povezivanje molekula. Zato je P-Struktura tau proteina smjeStena samo U
ponavljajué¢im regijama R2 i R3 koje mogu tvoriti filamente, te se povezivati s heparinom. U
normalnih tau proteina amino i karboksilni kraj bo¢nih regija mikrotubul veznih mjesta
medusobno inhibiraju agregaciju, dok fosforilacija amino i karboksilnog kraja uklanja tu
inhibiciju i omogucava stvaranje fibrila. Neurofibrilarni snopi¢i su inertni i ne veZu se za

tubulin, te ne poticu nastanak mikrotubula nego ih narusavaju (Slika 7.).

Tau vee i stabilizira /-\_
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apoptoza neurona

Slika 7. Funkcija Tau proteina i promjene do kojih dolazi zbog njegove

hiperfosforilacije (Preuzeto i prilagodeno od: Duan i sur. 2012)

Hiperfosforilirani tau dovodi do smanjenja koli¢ine normalnog tau proteina kao i do
smanjenja druga dva vazna mikrotubulima pridruzena proteina MAP1 A/B i MAP2. U
somatsko-dendritickom dijelu neurona tau je povezan s hrapavim endoplazmatskim
retikulumom i Golgijevim aparatom. Njegova abnormalna hiperfosforilacija i akumulacija u
somatsko-dendritickom dijelu stanice vjerojatno je odgovorna za primjeéene morfoloske

promjene hrapavog endoplazmatskog retikuluma i Golgija, te abnormalnu N-glikozilaciju tau
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proteina koja je zamjeCena kod AB. Istrazivanja na stani¢noj kulturi neurona i na
transgeni¢nim misevima su pokazala da takav tau poti¢e fragmentaciju Golgija. Smatra se i da
kroni¢no nakupljanje nepravilno smotanog, hiperfosfoliriranog tau proteina moze dovesti do
neurodegeneracije i zbog dugotrajnog stresa koji nastaje u endoplazmatskom retikulumu
(Igbal i sur. 2010).

Istrazivanja su pokazala da postoji poveznica izmedu senilnih plakova i NFT-a. Naime AP
snopiéi poticu fosforilaciju tau proteina, te dolazi do gubitka sposobnosti mikrotubularnog
vezanja i somatsko-dendriti¢éne akumulacije. Tau moze fosforilirati vise protein kinaza: GSK-
3B, MAP kinaza, ciklin-ovisna kinaza-5, protein kinaza A, kinaza koja regulira afinitet
mikrotubula (engl. microtubule-affinity-regulating kinase). A Ap moze povecati aktivnost
vise vrsta proteinskih kinaza, primjerice GSK-3 koja tada pojacano fosforilira tau protein
(Yamada i Nabeshima 2000).

1.2.4. Neuroupala u Alzheimerovoj bolesti

Od samih pocetaka kako je Alzheimerova bolest otkrivena primijec¢eno je da je neuroupala
prisutna u mozgu bolesnika (Latta i sur. 2015). Ipak trebalo je dosta vremena da otkrijemo da
li je njeno djelovanje pozitivno ili negativno za mozak. Istrazivanja su pokazala da akutna
neuroupala ima pozitivan ucinak, jer pomaze uspostavljanju narusene homeostaze u mozgu,
dok kroni¢na neuroupala dovodi do progresivne neurodegeneracije. Klinicka istraZivanja s
nesteroidnim protuupalnim lijekovima pokazala su da ti lijekovi mogu odgoditi ili sprijec€iti
pojavnost simptoma AB samo ukoliko se daju u ranoj fazi razvoja bolesti dok jos nije doslo
do veceg oSteCenja mozga uzrokovanog kroni¢cnom neuroupalom. Uz sve dosadas$nje znanje
jos uvijek u potpunosti ne razumijemo na koji je nacin neuroupala prisutna u AB, te nam
pozitron emisijska tomografija (PET) uvelike olakSava daljnje neinvazivno, in vivo praéenje

neuroupalnih procesa u mozgu (Zimmer i sur. 2014).

1.2.4.1. Mikroglija

Glavni medijator neuroupalnog odgovora u mozgu su mikroglija-stanice. One u svojem
miruju¢em stanju uklanjaju patogene, stani¢ne ostatke i toksine iz mikrookoliSa neurona

(Latta i sur. 2015). Takoder mikroglija je vazna u odrzavanju plasti¢nosti neuronskog kruga,
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doprinoseci zastiti i remodeliranju sinapsi (Heneka i sur. 2015). Jednom kada su aktivirane
mikroglija-stanice proliferiraju i odlaze na mjesto ozljede kako bi svojom fagocitnom
funkcijom i otpustanjem razli¢itih proupalnih medijatora ponovno povratile homeostazu tkiva.
Razi€itim istrazivanjima je pokazano kako mikroglija-stanice ne otpuStaju samo
neurotoksicne molekule ve¢ i neuroprotektivne citokine poput transformirajuceg ¢imbenika
rasta-B1 (engl. transforming growth factor-£1) (Zimmer i sur. 2014). Bas poput makrofaga i
mikroglia-stanice mogu biti aktivirane na vi$e nacina ovisno o stimulansu i tako razli¢ito
odgovarati na potrebe organizma. U prisutnosti IFN-y ili TNFa iz T stanica, antigen
predo¢nih stanica ili NK stanica (engl. natural killer cell) mikroglia-stanice ¢e zapoceti
stvarati proupalne citokine (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, TNFa), te kisikove i duSikove radikale.
U ovom slucaju govorimo o M1 aktivaciji, takva mikroglija regulira upalni odgovor. M2
mikroglija poti¢e popravak i zastitu, te zaustavlja imunoloski odgovor. M2 mikroglija ovisno
o citokinima prelazi u M2a, M2b ili M2c oblik. Ukoliko su mikroglija-stanice stimulirane s
IL-4 ili IL-13 prelaze u M2a oblik koji karakterizira velika koli¢ina IL-1 receptornog
antagonista (IL-1Ra) i arginaze, te ekspresija hitinaza i drugih medijatora koji doprinose
akumulaciji i reorganizaciji izvanstanicnog matriksa. Prelazak u M2b oblik poticu
imunokompleksi (IgG antitijelo-antigen kompleks), Toll-like receptori i IL-1 receptorski
ligandi. M2b oblik karakterizira velika koli¢ina arginaze, IL-1p, IL-6 i TNFa, te mala koli¢ina
IL-12. I konacno u M2c oblik prelaze u prisutnosti IL-10, a karakterizira ga ekspresija TGFp i
velike koli¢ine IL-10. U istrazivanju provedenom na transgenicnom mi§jem modelu kod
kojega dolazi do nakupljanja A vidjelo se da se mikroglija u neuroupali ne javlja samo u M1,
ve¢ i u M2 obliku (Latta i sur. 2015). Naime za vrijeme neuroupale mikroglija je prisutna u
velikom broju razli¢itih fenotipskih stanja ovisno o mikrookoliSu koji ju okruzuje 1 fizickoj
medureakciji s drugim stanicama i njihovoj aktivnosti u mozgu (Heneka i sur. 2015). U AB
mikroglija se moze vezati za otopljene AP oligomere i AP fibrile svojim povrSinskim
receptorima: SCARA1, CD36, CD14, a6P1 integrin, CD47 i Toll-like receptorima (TLR2,
TLR4, TLR6 1 TLRY). Nakon vezanja mikroglija se aktivira i poc€inje stvarati proupalne
citokine i kemokine. Takoder zapocinje proces fagocitoze AP, topljivi Ap podlijeze razaranju
izvanstanicnim proteazama dok je AP u obliku fibrila Cesto rezistentan na enzimatsku
razgradnju. U mikroglija- stanicama najvaznije su proteaze NEP i IDE. Povisene
koncentracije citokina i smanjena ekspresija AP fagocitnog receptora smatraju se glavnim
uzrokom nedovoljnog fagocitnog kapaciteta mikroglija-stanica. Tu hipotezu da mikroglija ne
izvrsavaju svoju funkciju u dovoljnoj mjeri dokazala su i istrazivanja koja su pokazala da

rijetke mutacije u izvanstanicnoj domeni TREM2 (engl. triggering receptor expressed on
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myeloid cells 2) povec¢avaju rizik od AB. TREM2 u velikoj mjeri eksprimira mikroglija, a
kontrolira fagocitozu stani¢nih ostataka (Heneka i sur. 2015). U AB nekoliko mehanizama
medu kojima su stvaranje AP i pozitivna povratna petlja izmedu upale i procesiranja APP-a
dovele su do pojavka kroni¢ne upale. Stalna izloZenost AP, kemokini, citokini i drugi upalni
medijatori odgovorni su za poremec¢enu funkciju mikroglije u senilnim plakovima (Heneka i
sur. 2015).

1.2.4.2. Astroglija

Astrociti su vrsta glija stanica koje u medureakciji s neuronima upravljaju brojnim signalnim
putovima i formiranjem sinapsi. Kao i mikroglija mogu se aktivirati na brojne stimulanse.
Kod AB je primjeé¢ena poveéana ekspresija glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl. glial
fibrillary acidic protein, GFAP) u tkivu mozga (post-mortem), §to ukazuje na povecan broj
reaktivnih astrocita. Od toga su GFAP pozitivni astrociti nadeni oko amiloidnih nakupina.
lako se smatralo da astrociti imaju neuroprotektivnu ulogu i dovode do razaranja A, ¢ini se
da uz nju dovode i do amplifikacije amiloidnih nakupina u korteksu na nacin da poticu
izvanstani¢ne kalcijske valove (Zimmer i sur. 2014). Do aktivacije astrocita dolazi vjerojatno
ve¢ u ranim fazama AB, prije nego uopce pocne nakupljanje Ap. U animalnim modelima AB
rani odgovor je vidljiv iz astroglijalne atrofije. Ona vjerojatno ima utjecaj na sinapticku
povezanost neurona jer astrociti imaju sredi$nju ulogu u odrzavanju sinaptickog prijenosa, te
to doprinosi kognitivnom gubitku koji se javlja. Astrociti takoder proizvode citokine,
inerleukine, NO i druge potencijalno citotoksi¢éne molekule nakon §to su izlozeni Ap. ApoE
protein je vazan za uklanjanje AP astrocitima. Lipidacija ApoE uzrokovana astrocitima
povecéava sposobnost mikroglija- stanica da razaraju AP. Takoder astrociti poti¢u povecanu
ekspresiju izvanstani¢nih proteaza koje razaraju AP kao §to su: neprilizin, IDE, ECE2 (engl.
endothelin-converting enzyme-2) i ACE (engl. angiotensin converting enzyme). Astrociti
imaju ulogu 1 u uklanjanju otopljenog AP iz parenhima paravenoznom drenaZom u tome

veliku ulogu ima astrocitni vodeni kanal akvaporin 4 (Heneka i sur. 2015).
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1.2.4.3. Sustav komplementa

U mozgu proteine komplementa najvise proizvode mikroglija-stanice, a u manjoj mjeri
astrociti (Heneka 1 sur. 2015). Brojnim istrazivanjima primjec¢eno je da je u mozgu oboljelih
od AB povecana koli¢ina proteina komplementa C1g, C4 i C3 u amilodnim plakovima.
Proteini komplementa imaju veliku ulogu u pokretanju neuroupale, naime Clg ima
sposobnost vezanja AP na njihovim N krajevima i pokretanje neuroupale klasicnim putem
aktivacije komplementa (Zimmer i sur. 2014). Na vaznost komplementa u razvoju AB
ukazuje i1 to Sto klusterin (topljivi inhibitor sustava komplementa) i CR1 (receptor za
komplement koji je ukljucen u uklanjanje opsoniziranih imunokompleksa i u regulaciju C3

konvertazne aktivnosti) mogu utjecati na razvoj bolesti (Heneka i sur. 2015).

1.2.4.4. Medijatori neuroupale

Istrazivanja su pokazala da je akumulacija AP glavni uzrok pokretanja neuroupalnog
odgovora u AB. lIzlaganje mikroglije AB,, dovodi do povecanog luc¢enja proupalnih citokina
IL-1B, IL- 6 i TNFa, te MIP-la i M-CSF-a. Na miSjem modelu AB primjeceno je i da
mikroglija u nekim uvjetima stvara IL-12 i IL-23, koje ukoliko inhibiramo smanjujemo
pojavnost patoloskih promjena karakteristicnih za AB. Rizik prelaska blazeg oblika
kognitivnih poteskoca u fazu demencije u AB je uvelike povecan kod pacijenata s pove¢anom
koncentracijom proupalnog citokina TNFa i smanjenom koncentracijom antiupalnog TGF-p.
Za brojne citokine smatra se da dovode do poremecaja u funkciji prije nego li do strukturalnih
promjena. Naime dovode do supresije dugoro¢ne potencijacije (LTP) sinaptickog prijenosa

signala.

Citokini stimuliraju inducibilnu dusik oksid sintazu (iNOS) u mikroglija-stanicama i
astrocitima da proizvodi velike koli¢ine NO-a. U oboljelih od AB povecana je ekspresija
INOS-a, kao i NADPH oksidaze (PHOX). NADPH oksidazu takoder aktiviraju upalni
stimulansi poput AP, te dolazi do proizvodnje vodikova peroksida koji onda potice aktivaciju
mikroglije. Proizvodi 1 superokside koji reagiraju s duSikovim oksidom, te nastaje
peroksinitrit. U oboljelih od AB primje¢eno je da NO dovodi do posttranslacijskih
modifikacija: nitracija, S-nitrozilacija i stvaranja ditirozina. Dokazano je da nitracija Ap
peptida na tirozinu 10 dovodi do njegove vece sklonosti za agregacijom i moze zapoceti

formiranje senilnog plaka, sto pokazuje da ima centralnu ulogu u ranim fazama razvoja
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bolesti. Takoder takav nitrirani AP suprimira hipokampalni LTP ucinkovitije nego nenitrirani
oblik, $to ukazuje da dovodi i do funkcijonalnih i do strukturnih oste¢enja u mozgu (Heneka i
sur. 2015).

Kemokini su takoder vazni u AB, jer reguliraju migraciju mikroglije. U AB primjeéena je
povecana ekspresija CCL2, CCR3 i CCR5 u reativnih mikroglija-stanica, te CCL4 u
reaktivnih astrocita. Takoder mikroglijalna kultura stanica (stanice uzete autopsijom pacijenta
koji boluje od AB) nakon eksperimentalnog izlaganja AP pokazala je povecanu ekspresiju
CXCLS8 (poznat i kao IL-8), CCL2 i CCL3.

Kaspaze su porodica unutarstani¢nih proteaza koje igraju glavnu ulogu u apoptozi i upali. U
AB je primjeCena povecana aktivnost kaspaze 1, koja izrezuje IL-1p i1 IL-18 kako bi iz
neaktivnog oblika presli u aktivan. Kataliticka aktivnost kaspaze 1 regulirana je
inflamasomima. AP fibrili aktiviraju NLRP3 inflamasom tako Sto dovode do oStecenja
lizosoma, a inflamasom onda dovodi do aktivacije kaspaze 1. Ukoliko nema NLRP3 ili
kaspaze 1 mikroglija-stanica prelazi iz proupalnog M1 fenotipa u M2 fenotip. Daljnja
stimulacija mikroglije s proupalnim medijatorima dovodi do aktivacije apoptoticke kaspaze 8
i kaspaze 3/7. Kaspaza 3 u aktivnom obliku regulira aktivaciju NF-kB putem PKCS9, §to za
posljedicu ima povecanu proizvodnju neurotoksi¢nih proupalnih medijatora poput IL-1,
TNFa 1 NO. Ukoliko se ove kaspaze inhibiraju sprjecava se aktivacija mikroglije 1

neurotoksi¢nost.

Prostanoidi su derivati arahidonske kiseline sintetizirani uz pomo¢ cikooksigenaze 1 i 2, koje
proizvodi mikroglija. U AB primjeéena je povecana razina proupalnog prostaglandina 2
(PGE2) koji se veze na PTGER1-4 receptore. Te receptore eksprimira mikroglija, ali i mnoge
druge stanice u mozgu posebice neuroni. Mikroglija PTGER?2 receptor inhibira AP fagocitozu
i povecava neurotoksi¢nost mikroglije (pokazano in vitro). Na misjem modelu AB pokazano
je da delecija PTGER2 i PTGER3 receptora smanjuje oksidativni stres, neuroupalu, koli¢inu
AP 1 ekspresiju BACE1. Ukoliko na mikrogliju djelujemo agonistom PTGER4 receptora
dolazi do smanjenja upale, dok njegova delecija dovodi do povecanog nakupljanja AP i
stvaranja proupalnih citokina poput IL-13 i CCL3. Uloga PGE2 na razvoj neurodegeneracije

vjerojatno je jo$ daleko veca jer utjeCe na brojne druge stanice u mozgu.

Neuroprotektin D1 (derivat dokozaheksanoi¢ne kiseline) je vazna komponenta stani¢nih
membrana i autokrini/parakrini medijator u ranoj fazi neuroupale, smanjuje nastanak A tako

S§to smanjuje amiloidni nacin procesiranja APP-a, smanjuje ekspresiju proupalnih citokina i
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potice prezivljenje neurona. Njegova ekspresija je smanjena ve¢ u ranoj fazi AB (Heneka i

sur. 2015).

2.6. Animalni modeli Alzheimerove bolesti

Do sada su razvijeni brojni animalni modeli koji djelomi¢no prikazuju neuropatologiju koju
uzrokuje AB. No niti jedan model ne moze pokriti ba$ sve kognitivne, bihevioralne,
biokemijske i histopatoloske abnormalnosti koje su uocene kod ljudi (Yamada i Nabeshima
2000). Ipak njihova vaznost je velika jer svaki od tih modela pomaze nam u detaljnoj analizi,
jednog ili dva aspekta bolesti, koje nismo zbog etickih razloga u moguénosti proucavati na
ljudima (LaFerla i Green 2012).

2.6.1. Transgeni¢ni animalni modeli Alzheimerove bolesti

Stvoreni su brojni transgeni¢ni animalni modeli koji stvaraju senilne plakove i imaju
neuropatologiju povezanu s AB. To je postignuto ugradnjom gena za ljudski APP, te dolazi do

stvaranja AP, ali 1 gena za APP s mutacijama koje su prisutne kod obiteljskog tipa AB.

Pokusaji stvaranja transgenicnih Zivotinja u kojima bi doslo do stvaranja i nakupljanja NFT-a
za sada se nisu pokazali uspjesni. Transgeni¢ni miSevi s poveéanom ekspresijom 4
ponavljajuca oblika ljudskog tau proteina pokazala su hiperfosforiliranost koja je lokalizirana
na somatsko-dendriticke dijelove neurona, ali nisu uoCeni NFT. Transgeni¢ni miSevi s
povecanom ekspresijom serin/treonin kinaze Mos, pokazali su povecanu glijalnu reakciju i
progresivnu neurodegeneraciju, ali bez neurofibrilarninh promjena. I GSK-3 B transgeni¢ni

misevi takoder nisu stvarali NFT.

Stvoreni su i transgeni¢ni misevi S mutantnim PS1, te je u njima doslo do povecanog stvaranja

ABaz(a3), IStO je i s transgenicnim miSevima s mutiranim PS2 genom (Yamada i Nabeshima

2000).
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2.6.2. Netransgeni¢ni animalni modeli

Akutno injiciranje A ili kontinuirana infuzija u mozak dovodi do disfunkcije mozga sto se
odituje u smanjenoj moguénosti ucenja i paméenja. Prvi in vivo model za neurodegeneraciju
nastalu nakupljanjem Ap,, dobiven je injiciranjem Alz50-imunoreaktivnih proteina.
Injiciranjem netopljivih amiloidnih jezgri (iz mozga AB bolesnika) u mozak stakora takoder
dolazi do neurotoksi¢nosti. Pokazano je da neurotoksicnost fibrila AP ovisi o starosti i vrsti
pokusne Zzivotinje. Primjerice mikroinjektiranje netopljivog AB u cerebralni korteks starog
rhesus majmuna rezultira propadanjem neurona, tau fosforilacijom i mikroglijalnom
proliferacijom, dok za mlade majmune A nije neurotoksican. Takoder neurotoksi¢nost je
veca kod starih Rhesus majmuna nego kod starih Mormozet majmuna, a nije znacajna kod
starih Stakora. Utjecaj AP ulomaka na uéenje i pamcenje je prvo istrazen kod miseva i ta
istrazivanja su pokazala vaznost Val-Phe-Phe slijeda za pojavnost amnezije. Mnoga su
istrazivanja pokazala da razli¢iti AR ulomci poput Ao, ABszi AB2s_35 uzrokuju problem s

pamcenjem i ucenjem kod miSeva i Stakora.

Animalni modeli za AB s izraZzenim nastankom i nakupljanjem NFT-a mogu se dobiti
kroni¢nom intracerebroventrikularnom infuzijom fosfataznog 1/2A inhibitora, okadai¢ne

kiseline. Ona uzrokuje nastanak NFT-a, APP ekspresiju i nakupljanje Ap.

Animalni modeli Alzheimerove bolesti s kolinergi¢cnom disfunkcijom mogu se dobiti na vise
naéina: elektrokoagulacijom, eksitotoksinima, prerezivanjem fimbrije/forniksa, obradom s
kolinotoksinima. Kroni¢nim izlaganjem Zivotinje i.c.v. infuziji kvinolini¢ne kiseline dolazi do
sporog razvoja neurodegenerativnih bolesti pa i AB. Kod oboljelih od AB vrlo rano kod
pojavnosti bolesti dolazi do razaranja bazalnih kolinergi¢nih neurona prednjeg mozga koji su
zaduzeni za kognitivnu funkciju. Zato ukoliko izazovemo leziju u srediSnjem septalnom
nukleusu dobivamo promjene u ponasanju koje su najslicnije kognitivnim promjenama koje
se javljaju u ranom stadiju AB. Ovi modeli ne pokazuju neuropatoloske karakteristike kao §to
su senilni plakovi i NFT, ali su dobri za testiranje brojnih potencijalnih lijekova koji bi mogli
dovesti do oporavka kolinergi¢nih neurona. Noviji pristup stvaranja ovakvog tipa animalnog
modela jest imunoloSko ciljanje s nespecificnim citotoksinima. Kolinergi¢ni neuroni u
bazalnom dijelu prednjeg mozga imaju NGF receptor (p75NGFR) koji ima mali afinitet
vezanja, ali se nalazi u velikom broju na ovoj vrsti neurona te su pogodni da budu cilj
monoklonalnog antitijela 1921gG, koje na sebi nosi citotoksin saporin i izaziva smanjenu

aktivnost kolin acetiltransferaze (ChAT). Do stvaranja selektivnih lezija u kolinergi¢nim
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neuronima ovisnim 0 NGF-u moze doé¢i i konstantnim i.c.v. infuzijama ili direktnim
intraseptalnim infuzijama anti-NGF antitijela u septum. To direktno injiciranje anti-NGF
dovodi do promjena u pamcenju, smanjenoj ChAT aktivnosti i AchE promjenama u

hipokampusu.

2.7. Aluminij klorid (AICIl3) + D-galaktoza (D-gal) animalni model Alzheimerove bolesti

Budu¢i da postoji viSe tipova Alzheimerove bolesti tesko je dobiti animalni model koji ju
najbolje opisuje. Kod obiteljskog tipa AB otkrivene su mutacije u viSe gena, te se kao model
za ovaj tip AB Cesto koriste transgeni¢ne Zivotinje. No u sporadi¢nom tipu AB nisu pronadene
mutacije gena te ga transgeni¢ni animalni modeli ne opisuju najbolje. Zato se mnogo radilo na
otkrivanju najboljeg netransgeni¢nog animalnog modela. Takav animalni model nastao je
unosom AICl; i D-gal (Xiao i sur. 2011). Ovaj model koristen je i za ovo istrazivanje. Da bi
razumjeli nacin na koji AICl; i D-gal uzrokuju pojavnost obiljezja karakteristi¢nih za AB,

moramo prvo vidjeti kako Al i D-gal zasebno mogu djelovati na mozak.

Aluminij je jedan od naj¢es¢ih elemenata na Zemlji i ljudi ga koriste u mnogobrojne svrhe
kao $to je konzerviranje hrane, u izradi lonaca, u automobilima, u cjepivima kao adjuvans.
Vrlo je reaktivan s ugljikom 1 kisikom. Aluminij koji ude u na$ organizam hranom i iz okolisa
u velikoj mjeri izbacuju bubrezi, ipak aluminijeve soli zaostaju u tijelu i nakupljaju se u
zivéanom sustavu, te se Al povezuje s pojavnoséu brojnih bolesti poput AB, Amiotrofne
lateralne skleroze (ALS), Poremecaja iz spektra autizma (ASD) i Multiple skleroze (Chen i
sur. 2016). Aluminij kao teski metal vrlo je jak neurotoksin, nije esencijalan element i nije
potreban za enzimske reakcije, ipak ukoliko se nade u organizmu utjece na vise od 200
bioloski vaznih reakcija 1 ima Stetan utjecaj na mozak. Al utjeCe na sintezu neurotransmitera,
sinapti¢ku transmisiju (inhibiranjem naponom reguliranih Ca2* kanala i neurotransmiterskih
receptora), fosforilaciju i defosforilaciju proteina, razaranje proteina, gensku ekspresiju i
upalni odgovor. Zbog svoga pozitivnog naboja Al*3se veze s negativno nabijenim
molekulama kao §to su fosfati, karboksilati, deprotonirana hidroksilna grupa. 1z tog razloga se
veze na fosfatne grupe DNA i RNA utjecuci na ekspresiju gena vaznih za normalnu funkciju
mozga. VezZe se i za fosfatne grupe ADP-a i ATP-a utjeCuci na metabolizam. Inhibira brojne

proteinske kinaze i fosfataze, te enzime s Mg?*kofaktorom, te procese koji uklju¢uju brzu
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izmjenu Ca?*. Al*3 se veZze za metal vezujuée aminokiseline poput histidina, arginina,

tirozina ili za fosforilirane aminokiseline te ih medusobno povezuje (Slika 8.).

krvo-moZdana barijera 0

konformacijske

promjene

P

proizvodnja

promijenjena ekspresija
gena

Ao/

Slika 8. Utjecaj aluminija na srediSnji Ziv€ani sustav

inhibicija enzimskih
reakcija

energije

(Preuzeto od: Kawahara i Kato-Negishi 2011)

Na taj nacin potic¢e agregaciju i akumulaciju jako fosforiliranih citoskeletnih proteina kao $to
su neurofilamenti i proteini vezani za mikrotubule (MAPS). Uoceno je da kroni¢na izloZenost
Al poveéava rizik od AB za otprilike 70% (Chen i sur. 2016). Naime Al*3 dovodi do
konformacijskih promjena u ApB,, te poti¢e njegovu polimerizaciju i akumulaciju, a inhibira
respiraciju mitohondrija. Al uzrokuje konformacijske promjene i na nekim drugim proteinima
vaznim za razvoj AB, to su APP, tau i PHF-tau (engl. paired helical filaments-tau) (Kawahara
I Kato-Negishi 2011). Al poti¢e povecano stvaranje ROS-a I moze potaknuti oksidatvna
oStecenja kroz vise mehanizama. Vezanjem na negativno nabijene fosfolipide mozga, koji
sadrze polinezasi¢ene masne kiseline, olakSava napad ROS-ova poput 05, H,0, , OH i OH~
na njih. Takoder Al potice lipidnu peroksidaciju uzrokovanu zeljezom koja kroz Fentonovu
reakciju stvara ROS-ove i Fe3* (Yuan i sur. 2012). Kakve ée posljedice Al imati za
organizam ovisi i 0 njegovu unosu. Unos probavnim sustavom uzrokuje prvotno povecanje
aktivnosti ksantin oksidaze (XO) i glutation peroksidaze (GPX), a potom smanjenje aktivnosti
$to dovodi do nakupljanja toksi¢nih medumedijera poput vodikova peroksida i hidroksilnih

radikala. Injektiranje Al u mozak Stakora uzrokuje jaci upalni odgovor, jer dolazi do jace
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imunoreaktivnosti astrocita 1 fagocitnih mikroglija stanica. To je utvrdeno procjenom koli¢ine
glija fibrilarnog kiselog proteina (GFAP) i ED1 (CD68 marker aktivnosti mikroglija- stanica).
GFAP je pokazao da neuroni imaju puno veéu osjetljivost na Al nego astrociti. Kroni¢no
izlaganje Al dovodi do smanjenja bazalne aktivnosti gvanilat ciklaze i premecaja u glutamat-
dusikov oksid- cikli¢ki gvanozin monofosfat (¢cGMP) putu. Smanjuje i koli¢inu kalmodulina i
dusik oksid sintaze u malom mozgu. Kod Stakora Al smanjuje bazalnu aktivnost topljive
gvanilatne ciklaze za 66 %, a bazalnog cGMP-a u vanstani¢nom prostoru malog mozga za
50% (Xiao i sur. 2011).

D-gal u organizmu Stakora i miSeva izaziva metaboliCke abnormalnosti, poveéanu
proizvodnju ROS-a, osteCenje neurona i smanjenje kapaciteta za pamcenje i ucenje. S
vremenom je injiciranje D-gal prihvaceno kao model za starenje mozga (Hua i sur. 2007).
Naime unoSenje D-gal uzrokuje povecanje razine malondialdehida (MDA) i smanjenje
antioksidativnih enzima poput superoksid dismutaze (SOD) u serumu. Znacajno se povecava
broj tzv. TUNEL- pozitivnih stanica (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end labeling- positive cell) u dentatnom girusu (DG), te u CAl i CA3 regijama
hipokampusa, dok se broj bromodeoksiuridin(BrdU)-vezanih proliferacijskih stanica i stanica
za prezivljenje u DG smanjuje. D-gal smanjuje Zivotni vijek nekih zivotinjskih modela poput
vocéne musice (Drosophila melanogaster) i kuéne muhe (Musca domestica) $to se povezuje s
povecanjem oksidativnog stresa. Starenje kod miSeva D-gal ubrzava stvaranjem AGE (engl.
advanced glycation endproducts). Za ove promjene se smatra da doprinose starenju i poticu
nastanak bolesti povezanih s ranim starenjem. Toksi¢nost D-gal uzrokovana je vjerojatno
njegovim metabolitom D-gal etanolom koji stanica ne moze razgraditi te se nakuplja u njoj.
To rezultira pove¢anim osmotskim tlakom, bubrenjem stanice 1 metabolickom disfunkcijom.
Misevi obradeni D-gal-om pokazali su znac¢ajno smanjenje u motornoj aktivnosti, limfocitnoj
mitogenezi, stvaranju interleukina-2 (IL-2) i aktivnosti SOD enzima. Primjecena je povecana

razina ROS-a i lipidna peroksidacija.

Kombinirano unosenje D-gal i Al rezultira u smanjenoj mogucnosti ucenja i pamcenja te
poremecenim funkcioniranjem kolinergickih neurona. Do tih promjena dolazi brze i jace su
izrazene nego kada se koristi samo jedna od navedenih kemikalija. Za normalno paméenje i
ucenje bitan je neurotransmiter Ach, ali 1 enzim ChAT koji ga sintetizira, te AchE koji ga
razara. U AB navedeni enzimi imaju smanjenu aktivnost, te posljedicno ima manje Ach, takva
se opazanja dobiju i koriStenjem ovog AB modela. Primjeceni problemi s ucenjem i

kolinergic¢ka disfunkcija ovog modela najve¢im dijelom uzrokovani su djelovanjem D-gal. U
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D-gal+Al modelu dolazi i do povecane ekspresije AP i to obje najc¢esce vrste AByy 1| ABy. U
ovom modelu primjeéena je i pojava senilnih plakova i NFT struktura, odnosno injiciranje
obje kemikalije dovodi do poveéanog nakupljanja NFT-a i plakova S§to rezutira gubitkom

neurona (Xiao i sur. 2011).
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1.3. Cilj istrazivanja

Glavni cilj ovog istrazivanja je:

a) istraziti oksidativni u¢inak AICl;i D-galaktoze na mozak odredivanjem oksidacijskih
parametara (katalaze, superoksid dismutaze, glutationa, malondialdehida, NO-a)

b) procijeniti neuroupalu kroz analizu koncentracije proupalnih citokina, aktivnosti
arginaze 1 odredivanjem indeksa mozga

c) utvrditi postojanje Alzheimerove bolesti kod Zivotinja obradenih s AICl; i D-
galaktozom (imunohistokemija mozga, odredivanje AchE i BDNF-a)
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. MATERIJALI

2.1.1 Pokusne Zivotinje

U istrazivanju su koriSteni Y59 Stakori, muzjaci, stari 3 mjeseca uzgojeni na Zavodu za
animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu.
Istrazivanje je provedeno na ukupno 20 Y59 Stakora podijeljenih na 2 skupine s po 6
zivotinja obzirom na obradu (Tablica 2.). Hranjeni su standardnom hranom za
laboratorijske Zivotinje (Standard Diet GLP, 4RF21, Mucedola, SettimoMilanese MI,
Italija), uz stalnu dostupnost vode. Uvjeti su bili standardni (dnevni ritam od 12 sati dana i 12

sati mraka, temperatura 24 °C uz kontroliranu vlaznost zraka).

Istrazivanje je provedeno prema etickim nacelima vazeima u Republici Hrvatskoj
(Zakon o zastiti laboratorijskih Zivotinja, NN 19, 1999.) 1 prema Vodicu za drZanje i
koriStenje laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and Use ofLaboratory Animals,
DHHS (NIH) Publ # 86-23).

2.1.2. Kemikalije koriStene u obradi Stakora

e aluminijev klorid 6-hidrat (AICI; x 6H20),Mr = 241,45 g/mol (proizvoda¢: Gram-mol
d.o.o.,Hrvatska)

e D (+) - galaktoza, Mr = 180,16 g/mol (proizvoda¢: Merck, Njemacka)

e Natrijev klorid 0, 9% otopina za infuziju (proizvoda¢ B. Braun Adria d. o. o.,
Hrvatska)

2.1.3. Kemikalije koriStene u analizi

Glutation reduktaza (enzim, iz pekarskog kvasca), 100-300 U/mg proteina (Sigma-Aldrich
Corporation, SAD); Folin i Ciocalteu's fenol reagens (Sigma-Aldrich Corporation, SAD);
citokrom C iz govedeg srca 100 mg (Sigma-Aldrich Corporation, SAD); ksantin oksidaza,
Buttermilk 50 U, 1. 05 U/mg proteina (Calbiochem, SAD); NADPH tetranatrijeva sol, Mr =
833, 35 mg/mol (ApplichemGmbH, Njemacka); DTNB (5, 5'-ditiobis-(2-nitrobenzoi¢na

30



kiselina), Mr = 396, 36 g/mol (Fluka, Svicarska); Albumin iz govedeg seruma, BSA (Sigma-
Aldrich, SAD); SDS, natrij dodecil sulfat (Sigma-Aldrich, SAD); TBA, tiobarbituratna
kiselina, Mr = 144. 15 g/mol (ApplichemGmbH, Njemacka); L-glutation reduktaza, Mr =
307. 33 g/mol (ApplichemGmbH, Njemacka); Griess reagent system (Promega, SAD); Rat
BDNF ELISA kit (Thermo Fisher Scientific, SAD); Rat Inflammatory Cytokines Multi-
Analyte ELISArray Kit (Qiagen, Njemacka); Arginase Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich,
SAD).

2.1.4. Instrumenti

e Centrifuga: Centrifuge 5702 (proizvoda¢: Eppendorf); Mikro 200R (proizvodac:
Hettich,Njemacka)

e Analiticka Vaga: ABS 220 — 4 (proizvoda¢: Kern&Sohn, Njemacka), AUW220D
(proizvodac: Shimadzu, Japan)

e Vortex: VortexGenius 3 (proizvodac: IKA, SAD)

e Homogenizator: Sonopuls mini (proizvodac: Bandelin, Njemacka)

e Digestor: Mikrobioloski zastitni cabinet, KTB-NS (proizvoda¢: Klimaoprema,
Hrvatska)

e Spektrofotometar: UV-160 (Shimadzu); Libra S22 (Biochrom, UK)

e Mikrotitarski citaé: Microplate reader Model 550 (Bio-Rad); iEMSreader MF
(Labsystems)

e Svjetlosni mikroskop: Olympus Cx21; Olympus BX51 (proizvoda¢: Olympus, Japan)

e Kamera za mikroskop: Artrax +; Olympus U- CMAD3 (proizvodac: Olympus, Japan)

e Program za obradu slike: Quickphoto camera 2.3
e Mufolna pe¢ za spaljivanje: Program Controller LV 9/11/P320 (proizvodac:
Nabertherm, Njemacka)

e Susionik: EPSA 2000 (proizvoda¢: Bari, Hrvatska)
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2.2. METODE

2.2.1. Promjena tjelesne mase pokusnih Zivotinja

Mijerenje tjelesne mase (TM) vrseno je digitalnom vagom. Prije pocetka izvodenja pokusa kao
1 tijekom izvodenja pokusa zivotinje smo pojedinac¢no oznacili i1 izvagali na temelju cega smo
ih svrstali u skupine sa slicnom tjelesnom tezinom (+ 10 g). Na temelju tezine Zivotinja za
pojedinu skupinu smo odredili koli¢inu pojedina¢nih pripravaka koje smo davali tijekom

pokusa. Jednom tjedno zivotinjama smo pratili promjenu tezine.

2.2.2. Plan pokusa

Patofizioloske promjene izazvane su intraperitonealnim injiciranjem (i.p.) AICI; u dozi od
10 mg/kg Stakora i D-galaktoze u dozi 60 mg/kg Stakora tijekom 28 dana (Tablica 2.). Nakon
24 sata po zavrSetku obrade Zivotinje su anestezirane i analgezirane intraperitonealnim
injiciranjem kombinacije Narketana® (Vetoquinol S.A. BP 189 Lure Cedex, Francuska) i
Xylapana® (VetoquinolBiowetSp., Gorzow, R. Poljska), te zrtvovane kako bi se izolirao

mozak za daljnju analizu.

Tablica 2. Pokusne skupine i nacin obrade

Naziv vrste Oznaka Sastav pokusne | Doziranje | Nacin primjene Period
i soja skupine* otopine (dnevno) obrade
Zivotinja (dani)
Y59 0. Kontrola 0,9% NaCl 0,5mL intaperitonealno, 28
Stakori, .p.
muzjaci
Y59 1. AICI3 + D- | 10 mg/kg AICI3 0,5mL intraperitonealno, 28
Stakori, gal 60 mg/kg D- I.p.
muzjaci galaktoza
0,5mL 0,9%
NaCl

*N=6 zivotinja po skupini
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2.2.3. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

2.2.3.1. Izolacija i priprema tkiva

Izolirani mozak smo pohranili na -80 °C do pripreme za analizu i u 4% puferirani
formalaldehid do obrade za uklapnje u parafin. Tjedan dana nakon pohrane, odvagali smo 75-
100 mg tkiva (uzduzni prerez kroz sve regije mozga: prefrontalni korteks, korteks, mali
mozak, ledna mozdina) u eppendorf epruvetu, dodali fosfatni pufer (PBS) u omjeru 1:10 i
uzorke homogenizirali ultrazvu¢nim homogenizatorom. Dobivene homogenate smo
centrifugirali na 15000 okretaja kroz 15 min na 4 °C, nakon centrifugiranja smo odvojili
supernatant, razrijedili ga 10 puta (100 pL supernatanta i 900 uL fosfatnog pufera) i sve

uzorke pohranili na -80 °C do analize.

2.2.3.2. Odredivanje proteina po Lowry-u

Kako bi odredili koli¢inu proteina u tkivu mozga koristili smo metodu po Lowry-u. Metoda se
temelji na reakciji divalentnih iona bakra s peptidnim vezama u luznatoj sredini, te dolazi do
njihove redukcije u monovalentne ione bakra. Dodatkom Folin i Ciocalteu's fenolnog
reagensa monovalentni ioni bakra, ostaci tirozina, triptofana i cisteina iz proteina reagiraju s
njim tvoreci u pocetku nestabilan kompleks koji se postepeno reducira pri ¢emu nastaje plavo
obojenje. U oznacene staklene epruvete stavili smo po 100 uL 40 x razrijedenog uzorka
mozga, te dodali 2 mL otopine A. Potom smo sve inkubirali 10 min na sobnoj temperaturi u
zamraCenom prostoru. Nakon inkubacije u smjesu smo dodali 200 pL otopine B, sve
promijesali na vortexu i inkubirali jo§ 30 min na sobnoj temperaturi u mraku. Tada smo
izmjerili apsorbanciju na valnoj duljini od 600 nm. Kako bi mogli izracunati koli¢inu proteina
u uzorku mozga koristili smo kao standard albumin govedeg seruma (engl. BSA, Bovine
serum albumin) u koncentracijama od 2 mg/mL prema manjim koncentracijama ( 2; 1; 0,5;
0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312; 0,0156; 0 mg/mL). Iz dobivenih apsorbancija standarda i
poznatih koncentracija BSA dobili smo standardnu krivulju ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji BSA, te smo potom odredili nagib pravca. Iz nagiba pravca izracunali smo
koncentraciju proteina u uzorcima mozga prema formuli: ¢= (Ayzorka~ bstandardne krivutje !
nagib pravca standardne krivulje) x razrijedenje. Koncentraciju proteina izrazili smo u

mg/mL. Otopine potrebne za odredivanje proteina po Lowry-u prikazane su u Tablici 3.
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Tablica 3. Otopine za odredivanje proteina po Lowry-u

Otopina A Otopine pomijesati u omjeru 48:1:1 (A:B:C)
A: 2% (w/v) Na,C0O3 u 0,1 M NaOH

9,6 g Na,C0O5;+ 480 mL 0,1 M NaOH

B: 1% (w/v) natrij-kalij tartarat u dH,O
0,1 g natrij-kalij tartarat + 10 mL dH,0

C: 0,5% (w/v) CuS04x 5 H,O udH,0O
0,05 g CuS0, x5 H,0 + 10 mL dH,0

Otopina B Pomijesati Folin i Ciocalteu's fenol reagens i
dH,O u omjeru 2:1

2.2.3.3. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Koli¢ina lipidne peroksidacije u supernatantu mozga odredivana je modificiranom metodom
koju su opisali Jayakumar i sur. (2007). U metodi se mjeri koncentracija malondialdehida
(MDA), jednog od glavnih produkata lipidne peroksidacije. Temelji se na reakciji MDA s

tiobarbituratnom kiselinom (Slika 9.) pri ¢emu se stvara kromogen koji je moguée mjeriti

spektrofotometrijski.
i
o o P Sa,-No__oH HOo-_-N-~_-SH
- + 2H.0
A M+ 2 | L N ,]:c—f:—r:—%_,w 2
H >~ H 07 "NT s [ H [
OH OH
Malondialdehid 2- tiobarbituratna
o MDA-TBA
MDA
(MDA kiselina (TBA) kompleks

Slika 9. Strukturni prikaz reakcije MDA s 2-tiobarbituratnom kiselinom u kojoj nastaje
derivat MDA-(TBA)2 (Preuzeto i prilagodeno od: http://rsc.li/2CMyGRm)

U eppendorf-epruvetu smo dodali 100 uL 8,1%-tni SDS, 750 uL 20%-tne octene kiseline
(pH=3.,5), 750 uL 0,8%-tne TBA (pripremljeni prema: Tablica 4.) i 100 pL nerazrijedenog
supernatanta. Dobro zatvorene epruvete umotali smo u aluminijsku foliju i stavili u vodenu
kupelj na 95°C na 60 min. Potom smo uzorke naglo ohladili na ledu 10 min. Hladenjem su

nastale folikule koje su se slegle na dno. Uzorke smo centrifugirali na 15000/10 min/+4 °C.
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Dobiveni supernatant stavili smo u kivetu i izmjerili apsorbanciju pri 532 nm. Ukupnu
koncentraciju MDA dobili smo radunanjem prema formuli: €= Ayzorka X
Vreakcijske smjese(ML) € X Viyzorka (ML) X Cproteina (MP/ML). Ukupna koncentracija MDA

izrazena je kao nmol MDA po mg proteina.

Tablica 4. Otopine za odredivanje koncentracije MDA

8,1% SDS 0,81g SDS-a + 10 mL dH,0

20% octena kiselina U 20 mL 99,5% octene kiseline i 2,31 mL
HCl-a (37%) dodamo dH,O do 50 mL,
podesimo pH na 3.5, te nadopunimo s dH,0
do 100 mL

0,8% TBA 0,89 TBA, 40 mL dH,0 i 500 uL. 5M NaOH
lagano zagrijavamo dotle dok se ne otopi, te
potom nadopunimo s dH,O do 100 mL

Otopina A 100 pL 8,1% SDS-a +750 uL 20% octene
kiseline (pH = 3,5) + 750 uL 0,81% TBA

2.2.3.4. Odredivanje koncentracije proteinskih karbonila

Koncentraciju proteinskih karbonila odredivali smo metodom koju je razvio Levine (2002), a
temelji se na reakciji karbonilne skupine proteinskog lanca s 2,4- dinitrofenilhidrazinom
(DNPH) otopljenim u HCI-u. Reakcijom nastaje 2,4- dinitrofenilhidrazon. Nakon $to smo
pripremili potrebne otopine (Tablica 5.) u oznacene staklene epruvete stavili smo 200 pL
uzorka (homogenat mozga) i 300 pL 10 mM DNPH, smjesu smo vorteksirali i inkubirali 1 h
na sobnoj temperaturi u mraku. Potom smo u smjesu stavili 500 pL 10% TCA. Sve smo
vorteksirali, a tada stavili na 5 min na -20 °C. Nakon toga centrifugirali smo 10 min na 12 000
g 1 4 °C. U reakcijskoj smjesi doslo je do precipitacije proteina koji su nam potrebni za
analizu, te smo nakon centrifugiranja bacili supernatant, a talog smo 3x ispirali s etanolom i
etil acetatom (1:1) kako bi isprali nevezani DNPH. Potom smo dodali 1000 pL etanol: etil
acetat (1:1), te vorteksirali i centrifugirali 10 min na 12 000 g i 4 °C. Ponovno smo bacili
supernatant, a na talog smo dodali 1000 uL. 6 M gvanidin HCl-a i uzorke stavili u kupelj na 10

min na 35-37 °C. Kad se talog otopio izmjerili smo apsorbanciju na 370 nm. Koncentraciju
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proteinskih karbonilnih skupina izracunali smo prema formuli: Koncentracija proteinskih
karbonilnih skupina= A,,orka / € X Cproteina = NMOl mg™' proteina, gdje je &= 0,022

uM~tcm™1, a c= koncentracija proteina mg mi~1.

Tablica 5. Priprema otopina potrebnih za odredivanje koncentracije proteinskih
karbonila

2 M HCI 42,95 mL 36% HCI + 207,05 mL dH,0

10 mM DNPH u 2 M HCI 198 mg DNPH + 100 mL 2 M HCI

10% TCA (trikloroctena kiselina) 20g TCA + 100 mL dH,0O

etanol: etil acetat = 1:1 50 mL EtOH + 50 mL etil acetata

6 M gvanidin HCl u 2 M HCI 57,18 g gvanidin HCI + 100 mL 2 M
HCI

2.2.3.5. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Za odredivanje ukupne koncentracije glutationa koriStena je modificirana metoda koju je
opisao Tietze (1969). Naime tiolni reagens 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne kiseline (DTNB,
Ellmanov reagens) reagira sa sulfhidrilnom grupom GSH i nastaje Zzuto obojeni TNB
(kromofor 5-tionitrobenzoi¢na kiselina) koji apsorbira pri valnoj duljini 405-414 nm (Slika
10.). Uz TNB nastaje i GS-TNB koji se reducira s GSH reduktazom i NADPH, te pri tome
otpusta drugu molekulu TNB-a i reciklira GSH. Ta brzina nastanka TNB-a proporcionalna je
recikliraju¢oj reakciji koja je proporcionalna koncentraciji glutationa u uzorku. Ovom
metodom sav oksidirani GSH prisutan u reakcijskoj smjesi ili nastao iz mijeSanog disulfida
GSH s GS-TNB-om brzo se reducira do GSH. Dobiveni konaé¢ni rezultat odgovara ukupnoj
koncentraciji reduciranog i oksidiranog GSH u uzorku.
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Slika 10. Prikaz modificirane metode po Tietzeu iz koje se izracunava aktivnost
glutationa

(Preuzeto i prilagodeno od:http://rsc.li/2CMyGRm)

Za odredivanje ukupne koncentracije GSH u uzorku koristili smo mikrotitarsku plocicu. U
svaku jazicu stavili smo po 20 pL nerazrijedenog uzorka, 40 puL 0,035 M HCl-a i 40 pL 10
mM DTNB-a (Tablica 6.). Reakcijsku smjesu smo inkubirali 10 min na sobnoj temperaturi, te
potom izmjerili apsorbanciju na valnoj duljini od 415 nm. Zatim smo dodali 100 pl reakcijske
smjese B, te mjerili apsorbanciju tijekom 5 min. Za slijepu probu smo koristili PBS, a za
standard koncentraciju reduciranog GSH (0-100 uM). Za standard smo nacrtali pravce kao
promjenu apsorbancije u vremenu. 1z vrijednosti nagiba pravaca nacrtali smo pravac ovisnosti
nagiba pravca o koncentraciji GSH. Uz pomo¢ tog pravca izracunali smo koncentraciju
ukupnog GSH u uzorku prema formuli: c= (nagib pravca uzorka — nagib pravca slijepe
probe/ nagib pravca standarda) x razrijedenje. Ukupnu koncentraciju GSH prikazali smo kao

ug GSH po mg proteina.

Tablica 6. Otopine za odredivanje koncentracije GSH

0,035 M HCI 7mL 0,1 M HCI + 193 mL dH,0

0,5 M pufer PBS 17 mL 1 M Na,HPO, x 2H,0
(3 g Na,HPO, x 2H,0 do 17 mL dH,0) +

183 mL 1 M Na,HPO, x 12H,0
(65,5 g Na,HPO, x 12H,0 do 183 mL dH,0)
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0,5 EDTA 37,2 g EDTA u 200 mL dH,O

0,5M pufer PBS s 0,5 M EDTA 200 mL 0,5 M PBS + 200 mL 0,5 M EDTA

Reakcijska smjesa A (10 mM DTNB) 20 mg DTNB + 0,5 M pufer PBSs 0,5 M
EDTA do 5 mL

0,8 mM NADPH 6,67 mg NADPH + 0,5 M pufer PBSs0,5M
EDTA do 10 mL

Reakcijska smjesa B 9980 uL 0,8 mM NADPH +20 uL glutation
reduktaze

2.2.3.6. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Za odredivanje SOD-a u uzorcima Koristili smo metodu po Flohe i Ottingu (1971). Ova
metoda temelji se na inhibiciji redukcije citokroma ¢ u sustavu ksantin/ksantin oksidaza.
Koristili smo dvije slijepe probe, prva slijepa proba sastojala se od 1,45 mL otopine A
(Tablica 7.). Odredili smo joj apsorbanciju mjerenjem u spektrofotometru na 550 nm tijekom
3 min. Zatim smo slozili drugu slijepu probu. Ona se sastojala od 1,45 mL otopine A, 25 pL
dH,O i 40-50 pL ksantin oksidaze (0,8 U/mL) kako bi dobili aktivnost ksantin oksidaze od
priblizno 0,025 U/min. Odmah nakon dodavanja enzima smjesu smo brzo izmijeSali 1 mjerili
joj promjenu apsorbancije tijekom 3 min na 550 nm, tj. aktivnost enzima ksantin oksidaze.
Kad smo postigli optimalnu aktivnost SOD-a, analizirali smo uzorke. Svaka reakcijska smjesa
se sastojala od 25 pL uzorka i odgovarajuéeg dobivenog volumena ksantin oksidaze.
Reakcijsku smjesu smo brzo promijesali i potom mijerili apsorbanciju. Enzimsku aktivnost

odredili smo kao postotak inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze.

%inhibicije = 100 — (4Ay;orka / 4Astijepa proba) X 100

Enzimska aktivnost SOD-a se rac¢una po formuli:

Aktivnost SOD = 10"((% inhibicije+12,757)/30,932) 4 jzrazava se kao U/mg proteina.

Tablica 7. Otopine za odredivanje aktivnosti SOD

50 mM PBS 17 mL (1,56 g NaH,P0O, x 2H,0 u 50 mL
dH,0) + 183 mL (5,678 g Na,HPO, u 200
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mL dH,0)

—> namjestiti pH= 7,8 te nadopuniti s dH,0
do 800 mL

50 mM PBS s 0,1 mM EDTA

3,72 mg EDTA u 100 mL 50 mM PBS-a

Citokrom C 0,05 mM

29 mg citokroma C + 190 mL 50 mM PBS-a
s0,1 mM EDTA

Ksantin 1 mM

3 mg ksantina + 19,74 mL 1 mMNaOH->
lagano zagrijavati, tesko se otapa

Reakcijska otopina A

190 mL 0,05 mMcitokroma C + 19 mL 1 mM
ksantina

Reakcijska otopina B (XOD, aktivnost 0,8
U/mL)

20 pL ksantinoksidaze + 480 puL dH,O

2.2.3.7. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT)

Za odredivanje aktivnosti katalaze koriStena je spektrofotometrijska metoda po Aebiju (1984).

Ovom metodom aktivnost katalaze odreduje se kao koli¢ina potrosenog H,0,. U kiveti smo

pripremili reakcijsku smjesu ukupnog volumena 1 mL: 980 puL 10 mM H,0, i 20 pL

nerazrijedenog uzorka. Reakcijsku smjesu smo brzo promijesali i na spektrofotometru pratili

promjenu apsorbancije pri 240 nm kroz jednu minutu. Aktivnost katalaze prati se kao

smanjivanje koli¢ine H,0,, tj. kao pad apsorbancije u zadanom vremenu, a izraZena je preko

ekscitacijskog koeficjenta H,0, (¢ = 39,4 mM~*cm™") prema formuli: ¢c= (Ayzorka! (€n,0,X

1)) x razrijedenje, gdje je | put koji zraka svjetla prode kroz kivetu 1 iznosi 1 cm. Dobiveni

rezultat izrazavamo kao U/mg proteina $to odgovara umolu razgradenog H,0, po minuti po

miligramu proteina.

2.2.4. Metode utvrdivanja prisutnosti znac¢ajki Alzheimerove bolesti

2.2.4.1. Odredivanje koncentracije moZdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF, engl.

Brain-derived neurotrophic factor)
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Za odredivanje BDNF-a koristili smo komercijalni Stakorski BDNF ELISA kit proizvodaca

Thermo Fisher Scientific. Ovaj kit radi na metodi direktne sandwich ELISE, naime jaZice

mikrotitarske plocice oblozene su s protutijelom specificnim za Stakorski BDNF, te ukoliko u

naSem uzorku ima Stakorskog BDNF-a on se veze za ta protutijela. Tada se stavljaju

biotinirana anti-Stakorska BDNF protutijela, nakon ispiranja streptavidin konjugiran s HRP-

om (engl. Horseradish peroxidase) i na kraju supstrat TMB (Tablica 8.). Reakcija izmedu

HRP enzima i TMB supstrata daje plavo obojenje, a dodatkom stop otopine u reakcijsku

smjesu boja se promijeni u zutu i tada se mjeri apsorbancija spektrofotometrom na 450 nm.

Tablica 8. Priprema otopina potrebnih za izvodenje $takorskog BDNF ELISA testa

20x koncentriran pufer za ispiranje

U 20 mL 20x koncentriranog pufera za
ispiranje dodamo dH,O do 400 mL, te

dobijemo 1x koncentriran pufer

Protein standarda (Stakorski BDNF)

Radimo serijska razrijedenja s otapalom C,

kako je prikazano na Slici 11.

Antitijelo za detekciju BDNF-a(anti-
Stakorski BDNF)

Kratko centrifugiramo i potom dodamo 100

uL 1x koncentriranog otapala B

200 x koncentriran HRP-streptavidin

Razrijediti 200x s 1x otapalom B

TMB supstratni reagent (3, 3, 5, 5'-

tetrametilbenzidin u puferskoj otopini)

Stop otopina (0.2 M sumporna kiselin)

Otapalo C

Otapalo C koristimo za razrijedenje uzoraka,

preporuca se razrijediti serum/plazmu 10x

5 x koncentrirano otapalo B

5x razrijediti s dH,O - dobijemo 1x

koncentrirano otapalo B
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U proteinski standard stavili smo 400 uL otapala C, te dobili koncentraciju proteina od 50
ng/mL. Potom smo iz dobivenog BDNF standarda uzeli 30 pL i stavili u eppendorf epruvetu s
470 uL otapala C, te dobili koncentraciju proteina od 3000 pg/mL. U preostale epruvete
stavili smo po 300 uL otapala C, te 200 pL prethodno razrijedenog standarda, kao Sto je

prikazano na Slici 11.

30pl 200 200 pl 200 pi 200 pl 200 pl 200 pl

mmmmmm ary

5588868 8

Protein Std1 Std3 Stdd Bezstd.
standarda otopine

Volumen
otapala | 200ul 4704 || 300 || 3004 |f 300 || 300 || 300 || 300 i IL 300 i

L ! 50 ngimi 3000 || 1200 || 480 || 192 || 76.8 || 30.72 |[ 12.29 fo ik
e pg/mi || pg/ml || pg/mi || pg/mi || pg/ml || pg/mi “ pg/mi \ A

Slika 11. Prikaz priprave razrijedenja standarda (Preuzeto i prilagodeno iz protokola Rat

BDNF ELISA Kit Thermo Fisher Scientific)

Postupak izvodenja ELISA testa za odredivanje koli¢ine BDNF-a:

1. Oznacili smo jazice za uzorke, kontrolu i standard (sve je radeno u duplikatu). Nakon
toga smo ispipetirali po 100 pL standardne otopine (50 ng/mL, 3000, 1200, 480, 192,
76.8,30.72, 12.29, 0 pg/mL) i 100 pL uzorka mozga, te nakon toga inkubirali 2,5 h na

mjesalici na sobnoj temperaturi.

2. Nakon inkubacije uklonili smo sadrzaj plocice i 4 puta ispirali s 1x koncentriranom

otopinom za ispiranje.

3. Zatim smo stavili u svaku jazicu po 100 pL 1x koncentriranih biotiniziranih antitijela i

inkubirali 1 h na mjesalici, na sobnoj temperaturi.

4. Potom smo ponovno 4x ispirali plo¢icu s otopinom za ispiranje, a onda u svaku jazicu
stavili 100 pL otopine sa streptavidinom. Sve smo stavili inkubirati na 45 min na

mjesalici 1 sobnoj temperaturi.
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5. Kao i prethodna 2x isprali smo jaZice s otopinom za ispiranje, a onda dodali 100 pL

TMB reagenta i inkubirali 30 min na mjesalici i sobnoj temperaturi.

6. Na kraju smo dodali 50 pL stop otopine i mikrotitarskim ¢istacem postavljenim na 450

nm, odredili opticku gustoéu svake jazice.
Koriste¢i poznate vrijednosti koncentracija standarda (x-0s) i dobivene apsorbancije standarda

(y-0s) nacrtali smo standardnu krivulju. Koncentraciju BDNF-a u uzorcima odredili smo

ocitavajuci je sa x-0Si, a na temelju dobivenih apsorbancija uzoraka (y-0s).

2.2.4.2. Odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze (AchE)

Kod odredivanja aktivnosti acetilkolinesteraze koristili smo kolorimetrijsku metodu koju su
osmislili Ellman i suradnici (1961). Metoda se temelji na mjerenju nastanka tiokolina kao
nusprodukta hidrolize acetiltiokolina. Nastali tiokolin reagira s Ellmanovim reagensom (5,5'-
ditio-bis-(2-nitrobenzojevim) anionom) (Tablica 9.), te nastaje zuto obojeni anion 5-tio-2-
nitrobenzojeve kiseline. Reakcija se odvija pri neutralnom ili alkalnom pH. U eppendorf
epruvetu stavili smo 1g tkiva mozga i homogenizacijski pufer u omjeru 1:5 wlv, te
homogenizirali ultrazvu¢nim homogenizatorom. Dobivene homogenate centrifugirali smo 30
min na 9000 okretaja pri 4 °C, a potom izdvojili supernatant. Nakon toga smo u kivetu stavili
1,4 mL fosfatnog pufera, 25 uL DTNB-a, 40 pL dobivenog supernatanta i 35 pL acetiltiokolin
jodida, te mjerili apsorbanciju na 412 nm tijekom 30 sekundi. Iz izmjerene apsobancije, a uz
pomo¢ formule navedene u gore citiranom radu izraunali smo aktivnost AchE koja je

izrazena kao R (molL / min / g tkiva).

Tablica 9. Otopine za odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze

Otopina A 3,45 g NaH,PO, x H,0O + dH,0 do 125 mL

Otopina B 7,1 g Na,HPO,(bezvodni) + dH,0O do 250
mL

0,1 M fosfatni pufer pH= 7.2 84 mL otopine A + 216 mL otopine B + 300

(homogenizacijski pufer) mL dH,O -> provjeriti pH, po potrebi ga
namjestiti pomoc¢u NaOH + HCI

1,6 mM DTNB (5,5'-ditio-bis(2- 0,0317 g DTNB + 50 mL fosfatnog pufera

nitrobenzojeva kiselina)
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156 mM acetiltiokolin jodid 0,4511 g acetiltiokolinjodida +10 mL dH,0O
-> otopina je fotosenzitivna, tijekom mjerenja
potrebno ju je zastititi od svjetla

2.2.4.3. Imunohistokemija

Termin imunohistokemije se odnosi na proces lokalizacije specificnih antigena u tkivu,
pomocu ciljno usmjerenih protutijela, koriste¢i osnovni princip u imunologiji da se
odredeno protutijelo veZe i prepoznaje samo ciljni antigen. Nakon fiksacije u 4% puferiranom
formalaldehidu i uklapanja u parafin imunohistokemija (debljina reza 7 um) je napravljena u
Labortaoriju za razvojnu neuropatologiju, Hrvatski institut za istrazivanje mozga. Radi
postizanja boljeg signala koriStene su dvije metode: peroksidaza antiperoksidaza (PAP) i
avidin-biotin (ABC) prema uputama proizvodaca. Primarno protutijelo: Purifiedanti-p-
Amyloid, 17-24 Antibody (4G8) , 1:2000, (proizvoda¢: BioLegend, San Diego, CA).
Sekundarno protutijelo: HRP (1:200), VECTASTAIN® ABC-HRP Kit (Peroxidase, Mouse
1gG), (proizvodad:VECTOR  LABORATORIES, SAD). Tercijalno protutijelo:
VECTASTAIN® ABC Kit,1: 200, (proizvoda¢:VECTOR LABORATORIES, SAD). BSA
(Sigma-Aldrich, Njemacka). DAB (3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklorid) with Metal
EnhancerTablet Set (SigmaAldrich, Njemacka). Preparate smo gledali pod svjetlosnim

mikroskopom (Olympus Cx21 i Olympus Cx51).

2.2.5. Metode provjere neuroupale

2.2.5.1. Odredivanje razine proupalnih citokina

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je i vidjeti koliko jaku upalu u mozgu mogu uzrokovati
teSki metali u ovom slu¢aju aluminijev klorid, te SeCer D-galaktoza. 1z tog razloga Koristili
smo Multy-Analyte ELISArray Qiagen kit za odredivanje Stakorskih proupalnih citokina kako
bi odredili razinu proupalnih citokina i kemokina u mozgu kod nasih eksperimentalnih
zivotinja. Ovim ELISA kitom analizirali smo razinu 12 citokina i kemokina (IL1a, L1, IL2,
L4, 1L6, IL10, IL12, IL13, INFy, TNFa, GM-CSF, RANTES). Tkivo mozga je
homogenizirano u PBS-u (1:5), potom centrifugirano na 15000 rpm/10 min/+4 °C.
Supernatant je pohranjen na -80 °C do analize. ELISA kit je koriSten prema uputama

proizvodaca. Koncentraciju smo izrazili u pg/mL.
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2.2.5.2. Odredivanje aktivnosti arginaze

Kako bi provjerili razinu arginaze | u pokusnim zivotinjama koristili sSmo Arginase activity
assay kit (proizvodac: Sigma- Aldrich, Njemacka). Prema uputama proizvodaca u Al i A2
jazicu stavili smo50 pL 1mM standardne radne otopine uree, u B1 i B2 jazicu 50 puL vode, au
preostale jazice po 40 uL seruma u duplikatu. Stupci 2,4,6,8,10 i 12 su slijepe probe. Potom
SMo u sve jazice izuzev onih za slijepu probu dodali 10 puL 5x koncentriranog supstratnog

pufera, plo¢icu smo prekrili i uzorke inkubirali 2 h na 37 °C (Slika 12.).
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Slika 12. Konstrukcija mikrotitarske plocice kod odredivanja aktivnosti arginaze

Nakon inkubacije smo dodali 200 pL reagensa uree u svaku jazicu kako bi zaustavili reakciju,
a zatim 10 pL 5x supstratnog pufera u jazice za slijepu probu (stupci 2, 4, 6, 8,10 i 12). Sve
smo inkubirali 1 h na sobnoj temperaturi, potom od¢itali apsorbancijuna 430 nm. Aktivnost

arginaze smo izracunali prema formuli:

Aktivnost  arginaze= (A(uzorka) — A(prazne jazice))l (A (standarda) — A (vode)) X
((1mM x50 x 10%) / (V xT)), gdje je T vrijeme reakcije u minutama, V volumen uzorka
dodan u jaZice, 1 mM koncentracija standarda ureje, 50 reakcijski volumen, a 103

konverzijski ¢imbenik mM u pM.

Jedna jedinica arginaze je koli¢ina enzima dovoljna za pretvorbu 1 pmola L- arginina u
ornitin i ureu u minuti, pri 37 °C i pH 9,5. Otopine potrebne za mjerenje arginazne aktivnosti

prikazane su na Tablici 10.
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Tablica 10. Otopine potrebne za odredivanje aktivnosti arginaze

Pufer arginina, pH 9,5

Reagens A

Standard uree, 50 mg/dL 24 pL 50 mg/dL standarda uree + 176
uL H,O - dobili 1 mM standardnu radnu
otopinu

Mn otopina

Reagens B

5x koncentrirani pufer za supstrat 8 uL arginin pufera + 2 uL. Mn otopine (za 1
jazicu)

Reagens uree 100 pL reagensa A + 10 ulL reagensa B (za 1
jazicu)

2.2.5.3. Odredivanje dusSikovog oksida indirektnom metodom prema Griess-u

Za odredivanje duSikovog oksida koristili smo Promegin Griess reagens sistem, koji se
zasniva na indirektnoj metodi prema Griess-u kojom zapravo odredujemo koli¢inu NO3. Ova
metoda se temelji na medureakciji spojeva sulfanilamida i N-1-naftiletilendiamin
dihidroklorina (NED) u kiselom okoliSu. U ovoj reakciji nitrit reagira sa sulfonilnom
kiselinom i stvara diazo kation koji se spaja u aromatske amine ruzi¢astog obojenja Koji
apsorbiraju u vidljivom dijelu spektra pri 540 nm. Sulfanilamid i NED natjecu se za nitrit u
Griess-ovoj reakciji, te se veca senzitivnost postize kada se te dvije komponente dodaju u
reakciju razdvojeno. Razina detekcije je bila 2,5 uM (125 pmol). Da bi dobili $to precizniju
kvantifikaciju iona nitrita prvo smo pripremili dvostruka serijska razrijedenja standardne 0,1
M nitritne otopine, iz koje smo dobili referentnu krivulju. Nakon $to smo ispipetirali 50 pL
standarda u triplikatu u preostale jazice smo u duplikatu stavili po 50 pL eksperimentalnih
uzoraka (tkivo mozga), 50 uL. PBS-a (slijepa proba za korekciju) i po 50 uL sulfanilamidne
otopine. Sve smo inkubirali 10 min u mraku i pri sobnoj temperaturi. Potom smo u sve jaZice
dodali po 50 uL NED otopine i unutar 30 min mjerili apsorbanciju pomoc¢u mikrotitarskog
Citaca koriste¢i filter od 540 nm. Tada smo za nitritnu standardnu otopinu nacrtali krivulju, na
x-0si bila je koncentracija nitritnog standarda, a na y-osi dobivena apsorbancija. 1z dobivene
krivulje, a na temelju izmjerene apsorbancije uzorka ocitali smo koncentraciju nitrita u

pojedinom uzorku.
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2.2.5.4. Odredivanje relativnog indeksa mozga

Nakon zrtvovanja Stakora izvadili smo mozak i izvagali ga na digitalnoj vagi (Analytical
balance ABS 220 — 4, Kern&Sohn, Njemacka). Dobivene vrijednosti mase mozga, zajedno s
dobivenim vrijednostima mase zivotinja prije zrtvovanja iskoristili smo u izraCunavanju

relativnog indeksa mozga prema formulama:

Relativni indeks mozga (g/ 100 g) = (masa mozga X 100)/ masa tijela Zivotinje prije

Zrtvovanja

2.3. Statisti¢ka analiza

Svi pokusi provedeni su u duplikatu. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SV £ SD) 1/ili standardna pogreSska (SV + SP). Podaci su analizirani pomocu
Kruskal-Wallis ANOVA-a testa. Daljnja analiza razlika izmedu skupina napravljena je
viSestrukom komparacijom srednjih vrijednosti svih skupina. Statisticka analiza je provedena
pomoc¢u STATISTICA 12 programa (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Statisticka to¢nost odredena

je narazini P <0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Promjena tjelesne mase pokusnih Zivotinja

Iz dobiveni rezultata postotka promjene tjelesne mase (Slika 13.) vidimo da je veci rast u masi
imala skupina obradena kombiniranim unosom AICIl; i D-galaktoze u odnosu na kontrolnu

skupinu.
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Slika 13. Promjena tjelesne mase (%) kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i D-
galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. s NaCl-om tijekom 28 dana.
Tjelesna masa u obje skupine je mjerena prije pocetka pokusa, jednom tjedno za vrijeme

pokusa i neposredno prije zrtvovanja. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV.
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3.2. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.2.1. Koncentracija proteina po Lowry-u

Iz Slike 14. vidljivo je da je veca koncentracija proteina prisutna u skupini obradenoj AlCl; i
D-galaktozom u odnosu na kontrolnu skupinu. Razlika u koncentraciji proteina nije statisticki

znacajna.
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Slika 14. Koncentracija proteina u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i
D-galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).
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Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija

3.2.2. Koncentracija malondialdehida (MDA)

Dobiveni podaci ukazuju (Slika 15.) na povec¢anu koncentraciju MDA u skupini obradenoj
AICl; i D-galaktozom. Ipak dobivena razlika nije statisticki znacajna.

0,70

0,65 1

0,60 r

0,55 1

0,50 r

0,45 1

0,40 r

MDA (nmol/mg proteina mozga)

0,35 1

—
0,30 1 m|

N

, , B sv
Kontrola AICI3+ D-gal U svisp
SKUPINE L svisp

0,25

Slika 15. Koncentracija MDA u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i D-

galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. s NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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3.2.3. Koncentracija proteinskih karbonila

Slika 16. pokazuje koncentraciju proteinskih karbonila, gdje je vidljivo da je koncentracija

proteinskih karbonila statisticki znacajno (P < 0,05) vec¢a u skupini obradenoj s AICl; + D-gal

u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 16. Koncentracija proteinskih karbonila u mozgu kontrolne skupine i skupine

obradene AICI; i D-galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60

mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni stakori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kontrola vs AICIl; + D-gal (P <0,05)

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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3.2.4. Koncentracija glutationa

Koncentracija glutationa je manja kod skupine obradene AICIl; i D-galaktozom u odnosu na

kontrolnu skupinu (Slika 17.) Razlika nije statisti¢ki znacajna.
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Slika 17. Koncentracija glutationa u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AlCl;

i D-galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICl; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. s NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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3.2.5. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD)

Veca aktivnost superoksid dismutaze zabiljezena je u skupini obradenoj s AICI; i D-
galaktozom u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 18.). Ta razlika izmedu skupina nije

statistiCki znaCajna.
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Slika 18. Aktivnost SOD u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i D-

galaktozom u soju stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni §takori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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3.2.6. Aktivnost katalaze (CAT)

Iz dobivenih rezultata (Slika 19.) vidljivo je da je veca aktivnost katalaze u skupini obradenoj

AICI; i D-galaktozom. Razlika izmedu AICl; + D-gal skupine i kontrolne skupine nije

statistiCki znaCajna.
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Slika 19. Aktivnost katalaze u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i D-

galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni §takori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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3.3. Metode utvrdivanja prisutnosti znacajki Alzheimerove bolesti

3.3.1. Koncentracija mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF)

Iz Slike 20. vidljivo je da je koncentracija BDNF-a u mozgu skupine $takora obradene s
AICl; i D-galaktozom manja u odnosu na kontrolnu skupinu. Smanjenje je statisticki
znacajno (P < 0,05).
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Slika 20. Koncentracija BDNF-a u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i

D-galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni §takori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kontrola vs AICIl; + D-gal (P <0,05)
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Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija

3.3.2. Aktivnost acetilkolinesteraze (AchE)

Iz analize rezultata (Slika 21.) vidljiva je povecana aktivnost acetilkolinesteraze u mozgu u
skupini obradenoj s AICI; i D-galaktozom u odnosu na kontrolnu skupinu. Povecanje nije
statistiCki znacajno.
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Slika 21. Aktivnost acetilkolinesteraze u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene

AICl; i D-galaktozom u soju Stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV£SD (SP).

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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3.3.3. Imunohistokemija

Slika 22. pokazuje prisutnost AR plakova u kontrolnoj skupini (Slike A1-3) i u skupini
obradenoj AICl; i D-galaktozom (Slike B1-3). U kontrolnoj skupini plakovi su prisutni u
manjem broju i sporadi¢no su rasporedeni. Takoder u kontrolnoj skupini je dobiven slabiji
signal $to upucuje na manju koli¢inu A u odnosu na AICl; + D-gal skupinu. U kontrolnoj
skupini nakupine A nalazimo u blizini krvnih zila, dok u AlCl; + D-gal skupini nisu samo u
blizini krvnih zila ve¢ i u dubljim slojevima kore. Na Slici 23. vidimo da je broj plakova u
prefrontalnoj kori (Slika D) i kori (Slika A) veéi u AICl; + D-gal skupini u odnosu na
kontrolnu skupinu. S tim da je statisticki zna¢ajno povecanje (P < 0,05) zapazeno samo u kori
mozga. Priblizno podjednak broj plakova u obje skupine zapazen je u malom mozgu (Slika B)

1 produZenoj mozdini (Slika C).
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Slika 22. Prisutnost AP plakova u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICI; i
D-galaktozom u soju Stakora Y59.

A: Imunohistokemija mozga (korteks kontrolne skupine Stakora (0,9% NaCl), primarno
protutijelo: 4G8, bojanje: DAB ); Al: 4G8 (1:2000); 40x, A2: 4G8 (1:2000); 100x i A3: 4G8

(1:2000); 200x. Dijaliticki plak oznacen crnom strelicom.

B: Imunohistokemija mozga (korteks skupine Stakora obradene s 10 mg/kg AICls + 60 mg/kg
D-galaktoze, primarno protutijelo: 4G8, bojanje: DAB ); B1: 4G8 (1:2000); 40x, B2: 4G8
(1:2000); 100x , B3: 4G8 (1:2000); 200x. Dijaliticki plak oznacen crnom strelicom.
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Slika 23. Broj AP plakova u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICIl; i D-
galaktozom u soju $takora Y59. A: Broj plakova u kori (lat. cortex) mozga; B: Broj
plakova u malom mozgu (lat. cerebellum); C: Broj plakova u produZenoj mozdini (lat.

medulla oblongata); D: Broj plakova u prefrontalnoj kori (lat. prefrontal cortex)

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. s NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kontrola vs AICI; + D-gal (P < 0,05) u kori mozga

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija

58



3.4. Provjera prisutnosti neuroupale

3.4.1. Koncentracija proupalnih citokina

Iz rezultata (Slika 24.) vidljiva je povecana koncentracija proupalnih citokina u skupini
obradenoj s AICl; i D-galaktozom u odnosu na kontrolnu skupinu. U AICl; + D-gal skupini
povecane SU koncentracije interleukina 1, interleukina 6, interleukina 10, interleukina 13 1
interferona vy.
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Slika 24. Koncentracija proupalnih citokina u mozgu kontrolne skupine i skupine
obradene AlICl; i D-galaktozom u soju stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni §takori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kratice: IL-1a — interleukin la, IL-1B — interleukin 1, IL-2- interleukin 2, IL-4 — interleukin 4, 1L-6-
interleukin 6, IL-10 — interleukin 10, IL-12 — interleukin 12, 1L-13 — interleukin 13, IFN-y — interferon
Y, TNF-o - ¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor - a), GM- CSF- granulocitno-
makrofagni ¢imbenik rasta kolonija (GM-CSF, engl. granulocyte/macrophage colony stimulating
factor), RANTES- vrsta kemokina (engl. regulated on activation normal T cell expressed and
secreted)
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3.4.2. Aktivnost arginaze |

Iz Slike 25. vidljivo je da je prisutna pojacana aktivnost arginaze 1 u skupini obradenoj s
AICIl; i D-galaktozom u odnosu na kontrolnu skupinu. Poveéanje u aktivnosti arginaze 1 je

statisti¢ki znacajno (P < 0,01) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 25. Aktivnost arginaze | u mozgu kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i D-
galaktozom u soju stakora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni §takori (N=6) su injicirani i.p. S NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kontrola vs AICl; + D-gal (P <0,01)

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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3.4.3. Koncentracija dusikovog oksida

Slika 26. pokazuje koncentraciju duSikovog oksida u mozgu kontrolne skupine i skupine

obradene AICl; i D-galaktozom u soju Stakora Y59. Iz Slike 26. je vidljivo da je koncentracija

NO veca u svim izmjerenim regijama mozga (A prefrontalna kora, B kora, C mali mozak i D

cijeli mozak) u skupini obradenoj s AICl; i D-galaktozom u odnosu na kontrolnu skupinu.

Statisti¢ki znacajna razlika (P < 0,05) izmjerena je samo u prefrontalnoj kori mozga u skupini

obradenoj s AlCl; + D-gal u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Koncentracija dusSikovog oksida u mozgu kontrolne skupine i skupine

AICl; 1 D-galaktozom u soju Stakora Y59. A: koncentracija NO u

prefrontalnoj kori (lat. prefrontal cortex) mozga; B: koncentracija NO u kori (lat.

cortex) mozga; C: koncentracija NO u malom mozgu (lat. cerebellumu); D:

koncentracija NO u cijelom mozgu
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Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60

mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. s NaCl-om tijekom 28 dana.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kontrola vs AICl; + D-gal (P < 0,05) u prefrontalnoj kori mozga

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija

3.4.4. Relativni indeks mozga

Slika 27. pokazuje relativni indeks mozga gdje je vidljivo da je relativni indeks mozga u

skupini obradenoj s AICI; i D-galaktozom ve¢i u odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez

statistiCcke znacajnosti.
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Slika 27. Relativni indeks mozga kontrolne skupine i skupine obradene AICl; i D-

galaktozom u soju $takora Y59

Stakori skupine AICI; + D-gal (N=6) su injicirani i.p. s AICI; (10 mg/kg) i D-galaktozom (60
mg/kg) tijekom 28 dana. Kontrolni $takori (N=6) su injicirani i.p. s NaCl-om tijekom 28 dana.
Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+SD (SP).

Kratice: SV- srednja vrijednost, SP- standardna pogreska, SD- standardna devijacija
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4. RASPRAVA

Alzheimerova bolest je neurodegenerativna bolest danasnjice od koje obolijeva sve vise ljudi.
AB ima viSestruku etiologiju. Razvijene su brojne hipoteze kojima se nastoji objasniti na koji
nacin dolazi do njenog razvoja. Neke od hipoteza su da na razvoj bolesti utjeCu mutacije u
nekim genima, oksidativni stres, poremecaj homeostaze kalcija, hormoni, upala i poremecaj u
stanicnom ciklusu, Sto kao rezultat ima poremecaj u neurotransmiterima i1 smanjenje
kognitivnih sposobnosti (Mohandas i sur. 2009). Ovim istrazivanjem zeljelo se vidjeti u
kolikoj mjeri oksidativni stres i njime uzrokovana neuroupala doprinose nastanku pokazatelja

AB i to kroz pracenje neurotoksi¢nosti AICl; i D-galaktoze.

Naime aluminij je sveprisutan u naS§em svakodnevnom Zivotu mozemo ga nac¢i U zraku, vodi,
hrani i lijekovima putem kojih moze u¢i i u na§ organizam (Turgut i sur. 2006). Ve¢ je 1960.
godine predlozena hipoteza da aluminij doprinosi patogenezi AB. Ta hipoteza je dodatno
ucvrséena kada se istrazivanjima doSlo do zakljucka da konformacijske promjene AP igraju
bitnu ulogu u patogenezi. Metali poput aluminija, Zeljeza, bakra i cinka utjeu na
oligomerizaciju i konformacijske promjene AP. Ipak brojna istrazivanja koja su uslijedila
pokazala su da aluminij ima daleko veci utjecaj na razvoj patologije u AB. Usprkos brojnim
istrazivanjima jo§ uvijek u potpunosti ne razumijemo kakav utjecaj aluminij ima na mozak

(Kawahara i Kato- Negishi 2011).

D-galaktoza je monosaharid koji se u velikom postotku nalazi u mlijeku, tj. nastaje
razgradnjom laktoze. Za D-galaktozu se pokazalo da uzrokuje starenje mozga kod
eksperimentalnih Zivotinja ukoliko im se unosi u organizam kroz duze vrijeme. Starenje
mozga karakterizira disfunkcija mitohondrija koju obiljezava smanjena aktivnost
respiratornog lanca enzima i produkcije ATP-a i povecana proizvodnja slobodnih radikala, te
mutacije u mMDNA. Kod D-galaktozom uzrokovanog starenja dolazi i do upale, apoptoze, te
smanjene koli¢ine BDNF-a. Sve to dovodi do smanjenja kognitivnih funkcija (Shwe i sur.
2017).

Nasi rezultati potvrduju poznate znacajke AICl; 1 D-galaktoze u proizvodnji oksidacijskog
stresa, neurotoksicnih 1 neuroupalnih promjena u mozgu, te pokazatelja znacajki
Alzheimerove bolesti (Slike 14-27). Tijekom pokusa pratili smo postotak promjene mase
zivotinja kao moguéeg pokazatelja toksicnosti AlCI; ili mogucéeg povecanja mase zivotinja
zbog unosa D-galaktoze. Ve¢i rast u masi tijekom 28 dana imala je grupa AICl; + D-gal, tome

je vjerojatno uzrok D-galaktoza koja je kao Secer doprinijela brzem dobivanju na masi (Slika

64



13.). Da bi utvrdili da li je doslo do nastanka pokazatelja AB u AICl; + D-gal
eksperimentalnoj grupi zivotinja, napravili smo tri testa. Mjerili smo koncentraciju BDNF-a,
aktivnost acetilkolinesteraze i napravili imunohistokemijsku analizu mozga kako bi utvrdili
postojanje AP. Dobiveni rezultati pokazali su statisticki znac¢ajno manju (P < 0,05)
koncentracija BDNF-a u AICI; + D-gal skupini u odnosu na kontrolnu skupinu. Smanjenju
BDNF-a doprinose oba primjenjena spoja AlCl; i D-galaktoza sto je u sukladu s podacima
Said i Abd Rabo (2017) i Shwe i suradnici (2017). BDNF je jako vazan za normalnu funkciju
centralnog 1 perifernog Ziv€anog sustava, jer sprijeCava odumiranje postoje¢ih neurona, te
potiCe neurogenezu i sinaptogenezu. IstraZivanjima je pokazano da je vazan za ucenje i
pamcéenje, te da je pojacano eksprimiran u hipokampusu za vrijeme ucenja. Iz toga razloga
njegove smanjene koli¢ine povezuju se s razli¢itim neuroloskim poremecajima i bolestima pa
tako i s Alzheimerovom bole$¢u. Takoder poznato je da je mozak sa Smanjenom
koncentracijom BDNF podloZniji oSte¢enjima od oksidativnog stresa (Binder i Scharfman

2004) sto je u sukladu s nasim rezultatima (Slike 14-20).

Aktivnost acetilkolinesteraze, enzima koji katalizira razgradnju neurotransmitera acetilkolina
na acetil i kolin, u nasim rezultatima (Slika 21.) je povecana u skupini obradenoj s AlCl; + D-
gal u odnosu na kontrolnu skupinu. Povecana aktivnost moze ukazivati na prisutnost Ap.
Naime istrazivanja su pokazala da AP utjeCe na ekspresiju AchE S§to sugerira da je povecanje
AchE oko plakova direktna posljedica nakupljanja AB. AchE moze do¢i u vise oblika, u
obliku tetramera (u najvecoj mjeri prisutan u zdravom mozgu) i u obliku dimera i monomera.
Omijer ovih vrsta je znacajno promijenjen u AB, gdje imamo manje tetramera, a vise
monomera. Pokazano je i da se aktivnost i to posebno monomera u blizini plakova poveéava.
AchE igra ulogu u AP fibrilogenezi i modulira amiloidni metabolizam. Povec¢ano stvaranje
AchE dovodi do niza poremecaja u ponasanju i do kolinergicke disregulacije (Garcia-Ayllon i
sur. 2007). Acetilkolinesteraza je vazna u kontroli prijenosa signala acetilkolinom. A
acetilkolin je neurotransmiter vazan i u centralnom i u perifernom Zzivéanom sustavu. U
mozgu acetilkolin mijenja ekscitabilnost neurona, utjeCe na sinapti¢ki prijenos akcijskog
potencijala, stvara sinapti¢ku plasticnost i koordinira aktivacijom grupa neurona. Na taj nacin
mijenja stanje neuronske mreze u mozgu kako bi mogli odgovoriti na vanjske i unutarnje
podrazaje (Picciotto 1 sur. 2012). Ukoliko dode do poremecaja u prijenosu akcijskog
potencijala acetilkolinom, na $to moze utjecati i koli¢ina i aktivnost acetilkolinesteraze moze
do¢i do problema s u¢enjem i pamcenjem, Sto nalazimo i kod oboljelih od Alzheimerove

bolesti.
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Imunohistokemijska analiza pokazala je prisutnost AB plakova u obje skupine Zivotinja (Slike
22.1 23.). Ipak u kontrolnoj skupini (u zdravom mozgu) prisutni su u manjoj koli¢ini. Takoder
vidjeli smo da su nakupine Ap u zdravom mozgu prisutne uglavnom uz krvne zile $to ukazuje
na podatke Murphy i LeVine Il (2010) koji u svom istrazivanju sugeriraju da se dio AP
prenosi putem LRP proteina preko krvo-mozdane barijere u krvotok, te da i poremecaj u
prijenosu AP u krv zajedno s poremecéajem u njegovoj razgradnji moze dovesti do
prekomjernog nakupljanja AP u mozgu. Povecano nakupljanje AP (veci broj plakova i jaci
intenzitet signala) vidljiv u skupini obradenoj s AICl; i D-galaktozom vjerojatno je
uzrokovano u vec¢oj mjeri AlCl;, buduci da su dosadasnja istrazivanja pokazala da Al moze
uzrokovati promjene u konformaciji Af,q, prijelaz iz nasumiéne spiralne strukture u strukturu
B ploce koja potice stvaranje netopljivih amiloidnih fibrila i njihovu akumulaciju (Zhang i sur.

2015).

Analizom dobivenih parametara oksidacijskog stresa vidimo da je oksidativni stres prisutan u
skupini obradenoj s AICI; i D-galaktozom (Slike 14-19 ) na S$to ukazuje povecana
koncentracija MDA i karboniliranih proteina, te NO-a i pojac¢ana aktivnost CAT i SOD dok je

koncentracija GSH snizena.

SOD i CAT su endogeni antioksidativni enzimi vazni u obrani organizma od slobodnih
radikala. SOD Katalizira razgradnju superoksida u vodikov peroksid i molekularni kisik, a
CAT Kkatalizira razgradnju vodikova peroksida na vodu i kisik (Hacioglu i sur. 2016).
Povecéana aktivnost SOD i CAT koju smo dobili kod skupine AICI; + D-gal sugerira na
povecanu koncentraciju superoksidnog radikala, a potom i vodikovog peroksida. Reducirani
oblik glutationa (GSH) takoder je vazan antioksidans u stanicama sisavaca. Svaki put dok
reagira s nekom od reaktivnih kisikovih vrsta prelazi u oksidirani oblik glutationa (GSSG), te
je jako vazna glutation reduktaza koja ga ponovno reducira u GSH. Mi smo u nasem
istrazivanju dobili da je koncentracija GSH manja u skupini AICl; + D-gal u odnosu na
kontrolu (Slika 17.). Razlog navedenom je brza potrosnja GSH u neutralizaciji radikala ROS-
a 1 nemogucnost dostatne sinteze zbog visoke koncentracije ROS-a. Ali moguce i da su
reaktivne kisikove vrste dovele do modifikacije gena koji kontroliraju njegovu ekspresiju, §to
navode kao moguénost Naidu i sur. (2013) u svojem radu. Povecana koli¢ina ROS-a i
smanjena koncetracija GSH vjerojatno su dovele do pojacane lipidne peroksidacije u skupini
AICIl; + D-gal (Slika 15.) ¢iji je konacni proizvod povecanje koncentracije MDA. MDA
pripada u sekundarne glasnike lipidne peroksidacije, te sluzi kao biomarker oksidacijskog

stresa (Hacioglu i sur. 2016). Povecanje MDA prati i statisticki znac¢ajno (P< 0,05) poveéanje
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koncentracijae proteinskih karbonila u skupini AICl; + D-gal. To takoder ukazuje na
poveéanu koncentraciju ROS-a u mozgu. Naime ROS kao vrlo reaktivne molekule lako
dovode do nespecificne oksidacije proteina koja ima negativan u¢inak na njihovu strukturu i
funkciju. U oksidaciju proteina ubrajamo cijepanje polipeptidnih lanaca, modifikaciju
postranih lanaca aminokiselina 1 prelazak proteina u derivate jako osjetljive na proteoliticku
razgradnju. Navedene promjene doprinose i promjeni funkcije pojedinih proteina kao i

poremecaju signalnih puteva (Orsoli¢ i sur. 2016).

Derivati karbonila mogu nastati na viSe nacina ali najcece nastaju u reakcijama kataliziranim s
metalima (MCO, engl. metal catalyzed oxidation). U MCO reakcijama na specificne
aminokiseline postranih lanaca proteina vezu se oksidirani lipidi ili Seceri koji sadrze
karbonilnu skupinu. Istrazivanja su pokazala da su prolin, arginin i lizin medu najvaznijim
metama MCO reakcija. Oksidacijom arginina i prolina nastaje glutaminski semialdehid, a
oksidacijom lizina aminoadipinski semialdehid. To su ujedno dva kvantitativno najvaznija

produkta reakcije karbonilacije (Requena i sur. 2003).

Koncentracije NO mijerili smo u prefrontalnoj kori, kori, malom mozgu, te u cijelom mozgu
(Slika 26.). Bez obzira o kojoj je regiji rije¢ svugdje smo dobili vecu koncentraciju NO u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali statisticki znacajno (P < 0,05) povecanje bilo je samo u
prefrontalnoj kori koja je jako vazna u pamcenju i u€enju (Siddiqui 1 sur. 2008). Do pojacanog
stvaranja ROS-a vjerojatno je doslo jer je AICl; prosao krvo-mozdanu barijeru kao L-
glutamatni kompleks, te se talozio u mozgu kao $to je to bio sluc¢aj u radu Naidia i suradnika

(2013).

Prisutnost neuroupale utvrdili smo odredivanjem koncentracije proupalnih citokina, aktivnosti
arginaze 1 i relativnim indeksom mozga. Kod AICI; + D-gal skupine bila je veca
koncentracija proupalnih citokina, posebno IL-1p, IL-6, i INF-y, ali zapaZzeno je i povecanje
antiupalnih citokina kao $to su IL-10 i IL-13 (Slika 24.). Na temelju koncentracija citokina
mozemo pretpostaviti kako su u mozgu u najvecoj mjeri prevladavale M1, M2b 1 M2c
aktivirane mikroglija- stanice. M1 aktivirani oblik mikroglija- stanica karakterizira stvaranje
proupalnih citokina (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, TNFa). M2b oblik obiljezava velika koli¢ina
arginaze, IL-1pB, IL-6 i TNFa, te mala koli¢ina IL-12, a M2c velike koli¢ine IL-10 (Latta i sur.
2015). Istrazivanjima je pokazano da izlaganje mikroglije AB,, dovodi do povecanog lucenja
proupalnih citokina IL-1p, IL- 6 i TNFa, te MIP-1a i M-CSF-a (Heneka i sur. 2015), pa je

67



moguce da su i nakupine AP, uz ROS te koje su pojacano aktivirale mikroglija-stanice u

mozgu skupine Stakora obradene s AICl; + D-gal.

Arg 1 se Cesto koristi kao marker M2 aktiviranih mikroglija-stanica. Arg 1 u najvec¢oj mjeri je
izrazen kod mikroglije, ali mogu ga proizvoditi i druge stanice primjerice neutrofili. Arg 1+
mikroglija doprinosi razgradnji AP plakova za vrijeme IL-1p neuroupale. M1 mikroglija slabo
fagocitira AP, neka su istrazivanja pokazala da mogu uvuéi AP, ali ga ne mogu dovoljno
razgraditi. Redukcija plakova je primije¢ena samo kad su bile prisutne Arg+ stanice. In vivo je
primije¢eno 1 da povecana razina Arg 1 i smanjena razina iINOS-a dovodi do povecane
fagocitoze. Ne zna se zasto je to to¢no tako, no M2 aktivirane mikroglija- stanice inducirane s
IL-4 imaju nizi pH u lizosomima, $to im Vjerojatno daje veci proteoliticki kapacitet (Cherry i
sur. 2015). S obzirom da smo dobili statisticki znac¢ajno vecu (P < 0,01) aktivnost arginaze 1
u AICI; + D-gal skupini moZemo zakljuciti da je u mozgu bilo dosta M2b stanica. Odnosno
da je mikroglija bila aktivirana upravo u tom obliku jer su postojali AP plakovi koje je trebalo
razgraditi. Medutim, ¢ini se da upalna i protuupalna svojstva mikroglije nisu strogo
ograni¢ena samo na M1 ili M2 polarizirane stanice; umjesto toga, M1 i M2 mikroglia-stanice
su samo na ekstremnim krajevima spektra mikroglialnih fenotipa (Mosser i Edwards 2008),
jer vec¢ina nedavnih dokaza pokazuje da je mjeSoviti fenotip M1/M2 realniji (Sudduth i sur.
2013) na S$to upucuju i nasi podaci (Slike 24. i 25.). Medutim, tamo gdje cijela populacija
mikroglija-stanica prvenstveno podrzava upalu proizvodnjom proupalnih medijatora, smatra
se da bi mogla diktirati ishode bolesti u odnosu na populaciju koja prvenstveno proizvodi

protuupalne medijatore (Kigerl i sur. 2009).

Relativni indeks mozga je veéi u AICl; + D-gal skupine. Razlog tome je vjerojatno
neuroupala koja je bila prisutna u mozgu. ROS koji je nastao zbog injiciranja AICl; i D-
galaktoze, pokrenuo je neuroupalu za vrijeme koje je doSlo do stvaranja velikog broja
proupalnih medijatora, ali i nakupljanja stanica, te do nastanka edema. Sve to pridonijelo je

povecéanju mase mozga kod obradenih zivotinja.

Ono $to se joS primjecuje nakon svih ovih analiza jest da je kora mozga podloZznija
oksidacijskom stresu i nakupljanju AP plakova. Naime kod analize koncentracije NO najveca
koncentracija je bila u prefrontalnoj kori, dok je najve¢i broj plakova zabiljezen u
prefrontalnoj kori i kori opéenito $to ukazuje na prisutnost ROS-a, posebice O;" koji reagira s
NO i stvara peroksinitrite (ONOO"), kojima je poluzivot 0,9 s. Stabilnost NO omogucava

njegovo prolazenje kroz staniénu membranu i prijenos signala u stanicama. NO se uklanja
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konjugacijom pomocu glutationa; niske razine glutationa dovode do starenja mozdanih
stanica, a prekomjerna razina NO moze nitrozilirati proteine, te dovesti do njihove disfunkcije
ili reagirati s drugim reaktivnim molekulama pri ¢emu nastaju RNS. Peroksinitriti zajedno s
drugim reaktivnim dusikovim vrstama (RNS) nastalim od dusikovog monoksida (NO),
primjerice, dusikovim dioksidom (NO; °) i nitritnom kiselinom (HNO, ) mogu prouzrociti
veci citotoksi¢ni uc¢inak od HO" i O, *~ jer imaju duzi poluzivot, na to ukazuju i nasi rezultati
(Slike 26., 22., 23.). Ipak pri normalnim fizioloskim koncentracijama, NO ima ulogu

unutarstani¢nog glasnika za gvanilat ciklazu i protein kinazu.
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata mozemo zakljuciti:

1. AICI; i D-galaktoza uzrokuju oksidativni stres u mozgu
a) Povecavaju lipidnu peroksidaciju (MDA)
b) Povecavaju karboksilaciju proteina
c) Povecavaju koncentraciju NO
d) Posljedi¢no dovode do povecane aktivnosti SOD i CAT, te smanjene koncentracije
GSH
2. Buduc¢i da uzrokuju oksidativni stres dovode i do razvoja neuroupale
a) Preko slobodnih radikala koje stvaraju aktiviraju mikroglija-stanice koje ovisno o
tipu aktivacije stvaraju razli¢ite upalne medijatore
b) Nakupljanje stanica imunoloskog sustava i medijatora upale dovodi do svaranja
edema na $to ukazuje i relativni indeks mozga
3. Preko oksidativnog stresa i neuroupale AICl; i D-galakotoza potpomazu razvoju
obiljezja Alzheimerove bolesti
a) Poticu stvaranje i nakupljanje Ap
b) Smanjivanjem koncentracije BDNF-a remete normalnu funkciju mozga

c) Utjecudi na aktivnost acetilkolinesteraze remete prijenos akcijskog potencijala
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