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POPIS KRATICA

3-MT — 3-metoksitiramin

6-OHDA — 6-hidroksidopamin

AADC - dekarboksilaza aromatskih aminokiselina

Akt — proteinska kinaza B

ARC — arkuatna jezgra

ATP —adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

BACE - beta sekretaza

BBB — krvno-mozdana barijera (engl. Blood-Brain Barrier)

BDNF — mozdani neurotrofni ¢imbenik (engl. Brain-derived Neurotrophic Factor)
COMT - katekol O-metiltransferaza

DAT — transporter dopamina

DBS — duboka mozgovna stimulacija (engl. Deep Brain Stimulation)
DCFH-DA - 2',7'-diklorodihidrodifluorescein-diacetat

DHEA — dehidroepiandrosteron (engl. Dehydroepiandrosterone)
DHEAS — dehidroepiandrosteron sulfat (engl. Dehydroepiandrosterone Sulphate)
DMEM - engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DOPAC - 3,4-dihidroksifenil acetatna kiselina

DOPAL - 3,4-dihidroksifenilacetaldehid

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

ERK — ekstracelularnim signalom regulirana kinaza

GABA — gama-aminomaslac¢na kiselina

GPe — globus pallidus pars externa

GPi — globus pallidus pars interna

HVA — homovanili¢na kiselina

IL-6 — interleukin 6



L-dopa — I-3,4-dihidroksifenilalanin

LTD — dugotrajna depresija (engl. Long-Term Depression)
LTP - dugotrajna potencijacija (engl. Long-Term Potentiation)
MAO — monoamin-oksidaza

MAP2 — protein povezan s mikrotubulima 2

MAPK - protein-kinaza aktivirana mitogenom

MPP* - 1-metil-4-fenilpiridinij

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin

MTOR — meta rapamicina kod sisavaca

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid
NF-kB — nuklearni faktor kappa B

NMDA — N-metil-D-aspartat

PI3K — fosfoinozitid 3-kinaza

PKC — protein kinaza C

PLC — fosfolipaza C

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species)
RPMI - engl. Roswell Park Memorial Institute Medium

SN — substantia nigra

SNc — substantia nigra pars compacta

SNr — substantia nigra pars reticulata

STN — subtalamicke jezgre

TH — tirozin hidroksilaza

VMAT-2 — vezikularni monoaminski transporter 2

VTA — ventralno tegmentalno podrucje



1. UVOD

1.1. Dopamin
1.1.1. Metabolizam dopamina

Dopamin je katekolamin koji djeluje kao neurotransmitor ¢ija je osnovna funkcija modulacija
motori¢kog sustava, kontrola kognitivnih procesa te regulacija osje¢aja nagrade i zadovoljstva. Dopamin
je i prekursor za sintezu drugih katekolamina, adrenalina i noradrenalina, te se njegova sinteza, osim u

meduli nadbubrezne Zlijezde, odvija i u mozgu (Slika 1).

Tirozin | ! Dopamin (DA)
L-.dg‘a () Sinaptitka vezikula
e D.';;LiD'h(;AT s Transporter dopamina
/ -zl 9
/ '. @ , Receptor dopamina
: ®
o.kmom MAO @ Glija stanica
; DOPAC
Presmapticka ,G MAO
neuron o ! > DA e HV
' COMT

Sinaptitka pukotina

Postsmaptitla
neuron

Slika 1. Prikaz metabolizma dopamina (DA); na slici su oznaceni brojevima: 1) sinteza DA u dva
koraka djelovanjem tirozin hidroksilaze (TH) i dekarboksilaze aromatskih aminokiselina (AADC)
preko I-3,4-dihidroksifenilalanina (L-dopa) 2) pakiranje sintetiziranog DA u sinapticke vezikule
pomocu vezikularnog monoaminskog transportera 2 (VMAT-2) 3) oksidacija DA 4) razgradnja DA
djelovanjem monoamin oksidaze (MAO) i katekol O-metiltransferaze (COMT) do homovanili¢ne
kiseline (HVA) preko 3,4- dihidroksifenil acetatne kiseline (DOPAC)

(Preuzeto i prilagodeno prema: Zhang i sur. 2019)

Dopamin se sintetizira u citosolu neurona iz aminokiseline tirozin koja se konvertira u
I-3,4-dihidroksifenilalanin (L-dopa) djelovanjem enzima tirozin-hidroksilaze (TH) (Slika 1). Pomoc¢u
dekarboksilaze aromatskih aminokiselina (AADC), iz L-dope nastaje dopamin (Slika 1). Sintetizirani
dopamin se ne skladisti u citosolu zbog visokog pH, uslijed ¢ega dolazi do njegove oksidacije u

o-kinone, te se iz tog razloga skladiS$ti u sinaptickim vezikulama djelovanjem vezikularnog



monoaminskog transportera 2 (VMAT-2). pH vezikula je niZzi u odnosu na citosolni, §to osigurava
stabilnost dopamina, te se kao takav oslobada iz vezikula procesom egzocitoze u sinapsu nakon cega se
veze za presinapticke ili postsinaptiCke receptore (Latif i sur. 2021). Presinapticki receptori
(autoreceptori) imaju ulogu u odrZavanju normalnih razina dopamina te vezanje na njih uzrokuje
inhibiciju njegove sinteze i otpusStanja, a vezanje na postsinapticke dopaminske receptore (D1-D5)
omogucuje prijenos signala na postsinapticki neuron. Nakon obavljanja svoje funkcije, dopamin se
povratno unosi u presinapti¢ki neuron djelovanjem transportera dopamina (DAT) te se dio ponovno
pakira u vezikule djelovanjem VMAT-2, a dio razgraduje pomoc¢u dva enzima (Slika 2). Prvi od njih je
monoamin-oksidaza (MAO) koja postoji u dvije izoforme od kojih je MAO-A dominantna izoforma u
katekolaminskim neuronima, a MAO-B u astrocitima. MAO djeluje na nacin da razgraduje dopamin u
3,4-dihidroksifenilacetaldehid (DOPAL) koji se djelovanjem aldehid dehidrogenaze razgraduje u 3,4-
dihidroksifenil acetatnu kiselinu (DOPAC). Drugi enzim je katekol-O-metiltransferaza (COMT) koji je
primarno eksprimiran u glija stanicama, dok je njegova razina vrlo niska u neuronima ili COMT nije
uopce eksprimiran (Juarez Olguin i sur. 2016). S jedne strane, COMT Kkatalizira metilaciju DOPAC u
homovanili¢nu kiselinu (HVA) koja predstavlja jedan od glavnih produkata razgradnje dopamina
(Zhang i sur. 2019), a s druge strane razgraduje dopamin u 3-metoksitiramin (3-MT) koji se djelovanjem

MAO i aldehid dehidrogenaze reducira u HVA i eliminira urinom (Juarez Olguin i sur. 2016).

Dopamin
/ HiCY NH,
MAO H COMT
Aldehid dehidrogenazra
HOr y NH
DOPAC 3-MT
COMT
MAO

H,c - OoH Aldehid dehidrogenaza

HVA

Slika 2. Shematski prikaz enzimske razgradnje dopamina; lijevo je prikazana razgradnja do
homovanili¢ne kiseline (HVA) pomoc¢u monoamin-oksidaze (MAQ), katekol O-metiltransferaze
(COMT) i aldehid dehidrogenaze preko 3,4- dihidroksifenil acetatne kiseline (DOPAC), a desno preko
3-metoksitiramina (3-MT)

(Preuzeto i prilagodeno prema: Juarez Olguin i sur., 2016)



1.1.2. Dopaminergicki putovi u mozgu

Dopaminergicki neuroni se primarno nalaze u ventralnom tegmentalnom podrucju (VTA)
srednjeg mozga, substanciji nigri (SN) i u arkuatnoj jezgri (ARC) hipotalamusa odakle projiciraju svoje
aksone u razlicite dijelove mozga kroz Cetiri glavna puta poznata kao mezokortikalni, mezolimbicki,

tuberoinfundibularni i nigrostrijatalni put (Slika 3; Latif i sur. 2021, Judrez Olguin i sur. 2016).

Dorzalni striatum

Hipotalamus

VTA
1) = Mezolimbicki put 3) — Nigrostrijatalni put
2) = Mezokortikalni put 4) Tuberoinfundibularni put

Slika 3. Glavni putovi dopamina u mozgu; na slici su oznaceni brojevima: 1) mezolimbicki put koji
zapocinje u ventralnom tegmentalnom podrucju (VTA) i zavrSava u ventralnom striatumu (osjecaj
nagrade i zadovoljstva) 2) mezokortikalni put koji zapo€inje u VTA i zavrSava u prefrontalnom
korteksu (kontrola kognitivnih funkcija)

3) nigrostrijatalni put koji povezuje substanciju nigru sa striatumom (kontrola pokreta)

4) tuberoinfundibularni put koji povezuje hipotalamus s hipofizom (kontrola lu¢enja prolaktina)
(Preuzeto i prilagodeno prema: Nummenmaa i sur. 2020)

1.1.2.1. Nigrostrijatalni put

Substantia nigra je spljoStena ovalna struktura srednjeg mozga koju ¢ine dva dijela definirana
prema tipu stanica, substantia nigra pars reticulata (SNr) i substantia nigra pars compacta (SNc). Dok
aksoni SNr neurona inerviraju talamus, gornji kolikulus i pedunkulopontinu tegmentalnu jezgru te
sintetiziraju neurotransmiter gama-aminomasla¢nu kiselinu (GABA), SNc se primarno sastoji od tijela
dopaminergickih neurona podijeljenih na dorzalni (kalbindin-pozitivni) i ventralni (kalbindin-negativni)
sloj koji projiciraju na striatum (Prensa i sur. 2009). Striatum je zajedni¢ki naziv za nucleus caudatus i
putamen (Tel i Cakmakli, 2017), a podijeljen je na dva odjeljka koja se razlikuju po kemijskom sastavu



i ulazno-izlaznim vezama. Prvi odjeljak, zvan striosomi, karakterizira visoka razina opioidnih receptora,
enkefalina, neurotenzina i tvari P te je njegova glavna uloga primanje informacija iz limbickog sustava
(Prensa i sur. 2009). Drugi odjeljak, koji okruzuje striosome, poznat pod nazivom ekstrasomalni matriks,
a karakterizira ga visoka razina acetilkolinesteraze, proteina koji vezu kalcij, kolin-acetiltransferaze i
TH te predstavlja cilj projekcija iz talamusa (Prensa i sur. 2009). Striatum je glavna receptivna jezgra
bazalnog ganglija koji se, osim od striatuma, sastoji i od substancije nigre, globus pallidusa i
subtalamickih jezgri (STN). Bazalni ganglij ima vaznu ulogu u izvr§avanju nauc¢enog pokreta, odgovoru
na nove podrazaje te u motorici, a dopaminergicka inervacija je klju¢na za izvrSavanje tih funkcija (Tel
i Cakmakli, 2017).

Dopaminergicke projekcije iz neurona dorzalnog sloja SNc projiciraju primarno na matriks
striatuma, a projekcije iz ventralnog sloja na striosome, dok neki neuroni iz oba sloja mogu inervirati
oba odjeljka striatuma. Striatum integrira dobivene informacije te projicira direktnim ili indirektnim
putom do dvije glavne izlazne jezgre bazalnog ganglija — globus pallidus pars interna (GPi) i SNr.
Neuroni direktnog puta izravno projiciraju na GPi i SNr te koeksprimiraju tvar P i dinorfin koji djeluju
kao kotransmiteri, inhibiraju¢i ili stimuliraju¢i otpustanje dopamina. Za razliku od direktnog puta,
neuroni indirektnog puta projiciraju na STN preko globus pallidus pars externa (GPe) do GPi i SNr te
koeksprimiraju enkefalin (Tel i Cakmakli 2017). Oba puta kona¢ne signale Salju u talamus odakle se
dalje ekscitatorne ili inhibitorne informacije $alju u korteks za regulaciju pokreta na nacin da direktni

put potice, a indirektni put inhibira pokret (Latif i sur. 2021).

Poremecaji u direktnom 1 indirektnom putu, kao i opcenito disfunkcija u sustavu dopamina,
mogu biti povezani s razli¢itim neuroloskim bolestima i poremecajima od depresije i shizofrenije do

poremecaja kretanja.

1.2. Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest, za koju je karakteristicno propadanje dopaminergickih neurona
poremecaj kretanja i druga najc¢escéa neurodegenerativna bolest nakon Alzheimerove (Tysnes i Storstein
2017). Procjenjuje se da od Parkinsonove bolesti boluje 7-10 milijuna ljudi Sirom svijeta pri ¢emu
prevalencija za podruéje Europe iznosi 100-200/100 000 ljudi (JelLinger 2014). Glavni rizi¢ni faktor za
razvoj bolesti, uz spol, predstavlja dob. NajéeSc¢e oboljevaju ljudi dobi izmedu 60 i 65 godina, a Ce$ce
obolijevaju muskarci §to ukazuje na moguci neuroprotektivni ucinak estrogena kod Zena (Ball i sur.
2019). Smatra se da Parkinsonova bolest nastaje kao rezultat razli¢itih genetskih i okoli$nih ¢imbenika
(JelLinger 2014), a bolest karakteriziraju motoricki i ne-motoricki klini¢ki simptomi, dok rana dijagnoza

kao i u¢inkovito lijeCenje i dalje ostaju izazov (JelLinger 2014).



1.2.1. Simptomi bolesti
1.2.1.1. Motoricki simptomi

Bolest je uobicajeno dijagnosticirana prema prvim motorickim simptomima (Tablica 1) te se
procjenjuje da je oko 80% dopaminergickih neurona ve¢ degeneriralo prije pojavljivanja znacajnih

motori¢kih simptoma (Sveinbjornsdottir 2016).

Tablica 1. Klini¢ki kriteriji razvijeni od strane britanskog Drustva za Parkinsonovu bolest (United
Kingdom Parkinson's Disease Society Brain Bank), prema kojima se postavlja dijagnoza Parkinsonove
bolesti.

L-dopa — I-3,4-dihidroksifenilalanin, MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin

(Preuzeto i prilagodeno prema: Sveinbjornsdotti 2016)

1. Korak: Dijagnoza Bradikinezija i barem jedan od sljede¢ih navedenih:
Parkinsonove bolesti rigidnost misic¢a, 4-6 Hz tremor u mirovanju, posturalna
nestabilnost koja nije uzrokovana vizualnom,
vestibularnom, cerebelarnom ili propriocepcijskom

disfunkcijom
2. Korak: Kriteriji iskljucenja za = Povijest ponovljenih mozdanih udara s postupnom
Parkinsonovu bolest progresijom bolesti, ponovljene ozljede glave, povijest
encefalitisa, okulogirne krize, neurolepticko lijeCenje na
pocetku simptoma, viSe 0d jednog oboljelog rodaka,
remisija bolesti, strogo unilateralna svojstva nakon 3
godine, progresivna supranuklearna paraliza, znakovi
bolesti malog mozga, rano ozbiljno oStecenje
autonomnog ziv€anog sustava, rana teska demencija s
poremecajima pamcenja i jezika, babinski refleks,
prisutnost cerebralnog tumora ili hidrocefalusa,
negativan odgovor na velike doze L-dope, izloZenost

MPTP-u

3. Korak: Potporni kriteriji za Unilateralnost, tremor u mirovanju, progresivni
dijagnozu Parkinsonove bolesti = poremecaj, trajna asimetrija koja viSe zahvaca stranu s
(3 ili vise potrebno za konaénu | pocetka bolesti, izvrstan odgovor (70-100%) na
dijagnozu) L-dopu, teska koreja izvazvana L-dopom, odgovor na L-

dopu 5 ili viSe godina, klinicki tijek od 10 ili vise godina



Motoricki simptomi kod veéine oboljelih su u pocetku unilateralni pri ¢emu se kontralateralni
simptomi pojavljuju s progresijom bolesti. S vremenom tijelo postaje pognuto, udovi ukoceni te se javlja
njihovo drhtanje, lice postaje bezizrazajno te koraci postaju sve manji i brzi §to dovodi do gubitka
ravnoteze 1 velikog postotka padova i ozljeda kod oboljelih. Takoder, ¢esto se pojavljuju i1 oralni
motori¢ki poremecaji poput brzog i tihog govora, problema s gutanjem i curenja sline (Sveinbjornsdottir

2016).
1.2.1.2. Ne-motoricki simptomi

U nekim slucajevima se kod oboljelih ne-motoricki simptomi, koji variraju od osobe do osobe,
manifestiraju prije motori¢kih (Sveinbjornsdottir 2016). Prema Sveinbjornsdottir (2016) postoje 4
skupine ne-motori¢kih simptoma: poremecaji autonomnih funkcija, poremecaji spavanja,
neuropsihijatrijski simptomi i demencija te senzorni simptomi. U prvu skupinu se ubrajaju simptomi
poput ortostatske hipotenzije, gastrointestinalnih simptoma (kao $to je konstipacija u 70-80% oboljelih
te disfunkcija rektalnog sfinktera), erektilna disfunkcija i disfunkcija znojenja te seboreja i poremecaj
kontrole mokrenja (Sveinbjornsdottir 2016; JelLinger 2014). Poremecaji spavanja, poput isprekidanog
sna i prekomjerne pospanosti tijekom dana, pojavljuju se kod otprilike dvije tre¢ine pacijenata. Vizualne
halucinacije, za razliku od olfaktornih, auditornih i taktilnih, su vrlo ¢este kod oboljelih te su uobicajeno
bezopasne i traju kratko. Depresija i anksioznost se pojavljuju kod otprilike tre¢ine oboljelih. Demencija
se ¢esto pojavljuje kod starijih pacijenata, a rani simptomi podrazumijevaju probleme s planiranjem i
organizacijom, snalazenjem u prostoru te poremecaje pamcenja. U senzorne simptome se ubrajaju
smanjen ili u potpunosti izgubljen osjet mirisa, abnormalni osjeti i bol u razli¢itim dijelovima tijela te

bol u udovima (Sveinbjornsdottir 2016).

Vazno je naglasiti da, iako su za Parkinsonovu bolest karakteristicni motoricki simptomi,
navedeni ne-motori¢ki simptomi takoder znacajno utjeCu na kvalitetu zivota oboljelih te u nekim

slucajevima predstavljaju veci problem od motorickih.
1.2.2. Klini¢ki tijek bolesti

Pocetak bolesti je postupan te se pre-motoricki simptomi mogu pojaviti 10-20 godina prije
pojave znacajnih motorickih simptoma zbog cega mogu biti zanemareni ili pogre$no protumaceni, a
podrazumijevaju umor, rigidnost, monotoni govor, poremecaje raspolozenja i spavanja te disfunkcije
razlicitih sustava. Neki simptomi, poput poteSko¢a u razlikovanju boja i mirisa, mogu pomoci
identificirati rani stadij najmanje pet godina prije pocetka bolesti. Ipak, najce$¢i simptom koji ukazuje
na pocetak bolesti kod 50% pacijenata je tremor jedne ruke ili noge u stadiju mirovanja koji se §iri na

druge udove. Drugi najée$¢i simptom je poremecaj hoda, a treci bradikinezija (JelLinger 2014).

Progresija simptoma bolesti je kod pacijenata varijabilna. U ranom stadiju navedeni simptomi

su blagi te obi¢no zahvacaju jednu stranu tijela, a lijeCenje je uspjesno. Kako simptomi napreduju,



odgovor na lijeCenje je sve slabiji, a uz motoricke simptome se nakon (ili prije) odredenog vremena
mogu pojaviti i ne-motoricki za koje trenutno postoje ograni¢ene mogucnosti lije¢enja. U konacnici,
kvaliteta Zivota osobe je znacajno naruSena te oboljeli zahtijevaju konstantnu brigu. Prosje¢no razdoblje
od trenutka dijagnoze do smrti iznosi 6,9-14,3 godina pri ¢emu su starost i demencija najveci prediktori

povecane smrtnosti (Sveinbjornsdottir 2016).
1.2.3. Etiologija bolesti

Postoje dva oblika Parkinsonove bolesti: obiteljski (s ranim pocetkom) za koji je karakteristi¢na

mutacija gena i sporadi¢ni (s kasnim pocetkom) od kojeg obolijeva oko 85% pacijenata za Ciji je

nastanak odgovorna interakcija gena i okoline (JelLinger 2014).
1.2.3.1. Genetski ¢imbenici

Do danas su poznata 23 gena za koje se smatra da su povezani s nastankom Parkinsonove bolesti
te se tim genima dodjeljuje naziv ,,PARK® redom kojim su otkriveni (Kouli i sur. 2018). Trenutno se
naj¢esce istrazuju mutacije u genima SNCA koji kodira za alfa-sinuklein, LRRK2 koji kodira za kinazu
bogatu ponavljaju¢im slijedom leucina 2, PRKN za protein parkin, PINK1 za PTEN induciranu kinazu
1 i GBA koji kodira lizosomalni enzim beta-glukocerebrozidazu (Bloem i sur. 2021; Kouli i sur. 2018;
Jagmag i sur. 2016). Mutacije u ovim genima pokazuju autosomno dominantno (npr. SNCA, LRRK2,
GBA) ili recesivno (npr. PRKN, PINK1) nasljedivanje (Kouli i sur. 2018). SNCA gen kodira protein alfa-
sinuklein pronaden u Lewyjevim tjeleScima oboljelih (Jagmag i sur. 2016), a mutacije u ovom genu su
povezane s ranijim poc¢etkom bolesti, brzim napretkom motorickih simptoma i prisutnosti ne-motorickih
simptoma (Bloem i sur. 2021). Nadalje, pronadeno je sedam mutacija odgovornih za 3-41% obiteljskih
oblika Parkinsonove bolesti u LRRK2 genu (Bloem i sur. 2021; Jagmag i sur. 2016). PRKN kodira
protein parkin koji djeluje kao ligaza unutar ubikvitin-proteasom sustava, a PINK1 mitohondrijsku
kinazu (Jagmag i sur. 2016). Kod osoba s PRKN i PINK1 mutacijama bolest sporo napreduje, ali je
karakterizirana distonijom i rjede demencijom te oboljeli dobro odgovaraju na lijeCenje (Bloem i sur.

2021). Osobe s mutacijom GBA gena pokazuju raniji pocetak i tezi oblik bolesti (Bloem i sur. 2021).

Bitno je spomenuti da potomci te braca i sestre oboljele osobe imaju 2-3 puta veci rizik za razvoj
bolesti u odnosu na opéu populaciju te da su monogenski slucajevi Parkinsonove bolesti koji mogu

varirati od ostalih oblika bolesti rijetki, ali zabiljezeni (Tysnes i Storstein 2017).
1.2.3.2. Okoli$ni ¢imbenici

Genotip svakog pojedinca je jedinstven te zbog toga izlozenost istim okoli$nim ¢imbenicima na
svakoga utjeCe drugacije Sto dovodi do razli¢itih fenotipova bolesti. Okolisni ¢imbenici, poput
izlozenosti teSkim metalima i  pesticidima, mogu utjecati na propadanje nigrostrijatalnih

dopaminergickih neurona (Ball i sur. 2019).



Zeljezo i bakar su teski metali koji uzrokuju smrt neurona mehanizmom oksidativnog stresa.
Toksi¢nost mangana uzrokuje oSte¢enje substancije nigre i drugih dijelova bazalnog ganglija Sto
uzrokuje poremecenu motoriku te povecava rizik za razvoj Parkinsonove bolesti. Olovo, imitirajuci
kalcij, moze u¢i u mozak putem kalcijevih kanala $to uzrokuje disfunkciju motorickog sustava u vidu
gubitka voljnih pokreta §to nastaje kao posljedica smrti neurona u centralnom i perifernom zivéanom
sustavu. Sli¢no djeluje i poznati neurotoksin ziva koja, uz gubitak voljnih pokreta, uzrokuje i drhtanje.
Dok pojedina istrazivanja pokazuju povezanost izlozenosti prethodno navedenim metalima s
povecanjem rizika od obolijevanja od Parkinsonove bolesti, vazno je napomenuti da su rezultati

istrazivanja oprecni (Ball i sur. 2019).

Pesticidi se danas ¢esto koriste u poljoprivredi u svrhu kontrole StetoCina i bolesti koje izazivaju
te je poznat njihov negativan utjecaj na dopaminergicke neurone. Jedna od dvije skupine insekticida
koje se najcesce istrazuju u ovom kontekstu su organoklorni insekticidi, specifi¢no dieldrin koji
uzrokuje oStecenja dopaminergickog sustava. Drugu skupinu ¢ine organofosforni insekticidi od kojih je
najpoznatiji rotenon koji djeluje kao dieldrin §to povecava rizik od razvoja Parkinsonove bolesti.
Takoder, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) selektivno cilja substanciju nigru $to ide u

prilog ¢injenici da su pesticidi povezani s oboljenjem od Parkinsonove bolesti (Ball i sur. 2019).

Vazan rizi¢ni faktor za razvoj Parkinsonove bolesti predstavlja i na¢in zivota, odnosno pusenje,

nacin prehrane, fizicka aktivnost i stres.
1.2.3.3. Oksidativni stres

Oksidativni stres se javlja kao posljedica prekomjernog nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta
(engl. Reactive Oxygen Species, ROS) jer stopa proizvodnje i uklanjanja ROS-a nisu u ravnotezi.
ROS-ovi djeluju negativno na makromolekule uzrokujuci oStecenje stanica i DNA, mitohondrijsku
disfunkciju i upalni proces §to doprinosi razvoju Parkinsonove bolesti uz pokretanje kaskada reakcija
koje uzrokuju sve vecée nakupljanje ROS-a §to u konaénici vodi ka gubitku dopaminergi¢kih neurona
(Guo i sur. 2018).

Kod oboljelih, znakovi oksidativnog stresa i oStec¢enja su vidljivi u substanciji nigri. Razine
oksidiranih produkata makromolekula se povecavaju, dok se razine antioksidansa smanjuju. Osim toga,
kompleks I mitohondrija je inhibiran, a poviSene razine oksidativnog stresa mogu u konacnici

uzrokovati apoptozu (Alexander 2004).
1.2.4. Neuropatologija bolesti

Konacna dijagnoza Parkinsonove bolesti se moze postaviti iskljuc¢ivo na temelju post mortem
karakteristicnih neuropatoloskih promjena u mozgu. Glavnu morfolosku promjenu predstavlja gubitak
tamno pigmentiranog podrucja u SNc koje nastaje kao posljedica gubitka dopaminergickih A9 neurona
(Slika 4; Kouli i sur. 2018).
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Slika 4. Obojenost substancije nigre (strelica) kod kontrolne skupine u usporedbi s oboljelima.
(Preuzeto i prilagodeno prema: JelLinger 2014)

Stupanj gubitka A9 neurona kao i gubitak aksona koji projiciraju u striatum $to uzrokuje
poremecaj funkcije, povezani su s tijekom i trajanjem bolesti (JelLinger 2014). Nestanak
dopaminergickih neurona se osim u SN¢ o€ituje i u drugim podru¢jima mozga poput raphe nuclei, locus
coereleus, hipotalamusu i olfaktornom bulbusu te u ne-dopaminergi¢kim neurotransmiterskim

sustavima za $to se smatra da pridonosi ne-motorickim simptomima bolesti (Kouli i sur. 2018).

Jos§ jedna od patoloskih znac¢ajki Parkinsonove bolesti je prisutnost proteinskih agregata u citoplazmi
neurona, Lewyjevih tjelesaca, koji su imunoreaktivni za protein alfa-sinuklein. Osim njih, Cesto su
prisutni i aksonalni distrofi¢ni neuriti poznati kao Lewyjevi neuriti (Kouli i sur. 2018), a Lewyjeva
patologija se $iri od ventrolateralnog ka dorzalnom dijelu SNc (JelLinger 2014). Udio neurona koji
pokazuju ove patoloske znacajke se smatra stalnim, odnosno nije povezan s trajanjem bolesti (JelLinger
2014). Primarna komponenta Lewyjevih tjelesaca je alfa-sinuklein koji se kod oboljelih abnormalno
fosforilira te iz filamentozne strukture prelazi u agregat (Kouli i sur. 2018). Smatra se da je razlog
selektivnog propadanja A9 neurona, a ne A8 i A10 koji su bogati kalbindinom i glikolitickim enzimima,
mitohondrijsku disfunkciju i oksidativni stres. Poznato je da se Lewyjeva tjeleSca stvaraju kroz nekoliko
faza, ali mehanizmi kojima agregacija alfa-sinukleina moze potaknuti njihovo stvaranje ostaju

nerazjasnjeni (JelLinger 2014).

Bitno je spomenuti da prisutnost Lewyjevih tjeleSaca nije karakteristicna iskljucivo za

Parkinsonovu bolest te da se njihova uloga i tijek pojavljivanja jos istrazuju (JelLinger 2014).



1.2.5. Modeli za istrazivanje Parkinsonove bolesti

Danas se koriste razli¢iti animalni (misevi, Stakori, Danio rerio, Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans..) i stani¢ni modeli za istrazivanje Parkinsonove bolesti u svrhu

otkrivanja potencijalnih lijekova te istrazivanja progresije bolesti.
1.2.5.1. Animalni modeli

Animalni modeli se dijele u dvije glavne grupe: genetski modeli i modeli bazirani na toksinima.
Cilj genetskih modela je istraziti signalne putove gena koji uzrokuju bolest uvodenjem mutiranih oblika
tih gena te istraziti bolest uvodenjem gena koji nisu uzroé¢ni, ali mogu uzrokovati poremecaj signalizacije
te tako oponasati fenotip bolesti u modelnom organizmu. Najces¢e se koristi pet gena u istrazivanju
Parkinsonove bolesti u genetskim modelima: SNCA, LRRK2, PRKN, PINK1 i DJ-1 (Jagmag i sur. 2016).
Istrazivanje je pokazalo da injektiranje mutiranog SNCA gena uzrokuje gubitak dopaminergickih
neurona i motoricku disfunkciju kod miSeva i Stakora kao i agregaciju alfa-sinukleina u prezivjelim
neuronima (Oliveras-Salva i sur. 2013). LRRK2 transgeni¢ni modeli pokazuju poremecen metabolizam
i neurotransmisiju dopamina te agregaciju alfa-sinukleina i drugih proteina (Melrose i sur. 2010, Tong
i sur. 2010, Li i sur. 2009). Nadalje, divlji tip i mutant PRKN uzrokuju smrt dopaminergic¢kih neurona
u modelima $takora (Dave i sur. 2014), kao §to je i slu¢aj kod PINK1 i DJ-1 transgeni¢nih modela (Van
Rompuy i sur. 2014). Vazno je naglasiti da neki genetski modeli bazirani na prethodno navedenim
genima nisu uspjesno demonstrirali fenotip Parkinsonove bolesti u istrazivanjima (Sanchez i sur. 2014,
Kitada i sur. 2009, Yamaguchi i Shen 2007). S obzirom da je u Parkinsonovoj bolesti ¢esto promijenjena
funkcija viSe od jednog gena, smatra se da su monogenski modeli bolesti manje uspjesni u usporedbi s

modelima baziranima na toksinima (Jagmag i sur. 2016).

Kao i u slucaju genetskih modela, modeli bazirani na toksinima ne demonstriraju uvijek
uspjesno fenotip Parkinsonove bolesti, a moguci razlog je taj Sto oni ne postoje prirodno u ljudskom
mozgu te stoga ne mogu u potpunosti oponasati bolest. Takoder, neurotoksini uzrokuju brzi gubitak
velikog broja dopaminergi¢kih neurona u usporedbi s neurodegeneracijom koja se odvija dugi niz
godina prije pojave prvih simptoma bolesti (Herrera i sur. 2017). S obzirom na to da jo$ ne postoji
alternativa, naj¢es$¢i neurotoksini koji se nastavljaju koristiti za modeliranje Parkinsonove bolesti su:

parakvat, MPTP, 6-hidroksidopamin (6-OHDA) i rotenon.
1.2.5.1.1. Parakvat

Parakvat je herbicid koji je vrlo selektivan za SN¢ dopaminergi¢ke neurone te uzrokuje njihovu
smrt isklju¢ivo u prisutnosti mikroglije. Lako prolazi krvno-mozdanu barijeru (engl. Blood-Brain
Barrier, BBB) te u neuronima djeluje na antioksidativni sustav na na¢in da ometa funkciju glutationa i
tioredoksina. Osim toga, poti¢e apoptozu putem proapoptotskih proteina Bcl-2 te aktiviranjem
kaspaze 3 (Zeng i sur. 2018).
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1.25.1.2. MPTP

MPTP lako prolazi BBB te odlazi u glija stanice gdje se metabolizira pomocu MAO-B u
1-metil-4-fenilpiridinij (MPP") koji se potom transportira u dopaminergi¢ke neurone zbog visokog
afiniteta za DAT (Jagmag i sur. 2016). Unutar neurona, MPP* se nakuplja u mitohondrijima i uzrokuje
smanjenu sintezu adenozin trifosfata (engl. adenosine triphosphate, ATP) te akumulaciju ROS-a
inhibicijom kompleksa I mitohondrija Sto posljedi¢no ostecuje dopaminergi¢ke neurone u striatumu i

SNc (Zeng i sur. 2018; Jagmag i sur. 2016).
1.2.5.1.3. 6-OHDA

Neurotoksin 6-OHDA, analog dopamina, djeluje na nacin da selektivno uzrokuje gubitak
dopaminergic¢kih neurona jer pokazuje visoki afinitet za DAT (Lopes i sur. 2010). 6-OHDA se unosi
iskljucivo direktnim injektiranjem u SNc ili striatum jer zbog svojstva hidrofilnosti ne moze pro¢i BBB
(Jagmag i sur. 2016). Unutar neurona, 6-OHDA se akumulira i autooksidira $to dovodi do stvaranja
ROS-a i posljedi¢no lipidne peroksidacije te oksidacije proteina i DNA Sto rezultira oksidativnim

stresom i disfunkcijom mitohondrija (Zeng i sur. 2018).
1.2.5.1.4. Rotenon

Rotenon, poznati pesticid, je za razliku od 6-OHDA, hidrofoban te iz tog razloga uspjesno
prolazi BBB u neovisnosti 0 DAT. U animalnim modelima, moZe se injektirati intraperitonealno,
intravenozno, subkutano ili direktno u mozak (Jagmag i sur. 2016). Djeluje na nadin da u
dopaminergickim neuronima inhibira aktivnost kompleksa I mitohondrija $to uzrokuje akumulaciju
ROS-a i posljedi¢no oksidativni stres i disfunkciju mitohondrija (Zeng i sur. 2018). Osim toga, rotenon

inhibira mitozu i proliferaciju stanica (Jagmag i sur. 2016).

Vazno je naglasiti da se prethodno navedeni neurotoksini, osim u animalnim modelima, koriste

i U stani¢nim modelima u kojima uzrokuju ozljedu stanica nalik ozljedi u Parkinsonovoj bolesti.
1.2.5.2. Stani¢ni modeli

U usporedbi s animalnim modelima, stani¢ni modeli su jeftiniji, ne zahtijevaju odobrenje
etickog povjerenstva, brze razvijaju fenotip bolesti te je geneticka i farmakoloSka manipulacija
jednostavnija i pouzdanija (Falkenburger i sur 2016). Najces¢i stanicni modeli koji se koriste u
istrazivanju Parkinsonove bolesti su prikazani u Tablici 2, a koriste za istraZivanje gubitka
dopaminergic¢kih neurona u SNc te za istrazivanje proteinskih agregata koji sadrze alfa-sinuklein
(Falkenburger i sur. 2016).
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Tablica 2. Prednosti i nedostatci stani¢nih linija koje se koriste za istrazivanje Parkinsonove bolesti.

DAT — transporter dopamina, TH — tirozin hidroksilaza,VMAT-2 — vezikularni monoaminski transporter 2

(Preuzeto i prilagodeno prema: (Cagle i sur. 2021; Ferrari i sur. 2020; Slanzi i sur. 2020)

Stani¢na linija
N27

(Stanice mezencefalnih

Prednost

Nedavno (2016.) napravljen

novi klon s viS§im razinama

Nedostatak

Mala ekspresija DAT S$to

ogranicava koristenje stanicne

dopaminergi¢kih neurona TH i  DAT.  Stanice linije uispitivanju metabolizma
Stakora) eksprimiraju  VMAT-2 te = dopamina.
oslobadaju dopamin. Varijabilna ekspresija kljuénih
proteina.
SH-SY5Y Diferenciraju u stanice nalik @ Podrijetlo neuroblastoma moze
(Humane neuroblastoma | neuronima koje pokazuju @ utjecati na diferencijaciju,
stanice) dopaminergicki, kolinergicki | vitalnost, sposobnost rasta,
ili noradrenergicki fenotip. genomsku stabilnost.
PC12 Sintetizira, oslobada i = Nehumane, potjecu iz
(Stanice iz feokromocitoma = pohranjuje katekolamine. = neuralnog tumora S§to moze

srzi nadbubrezne zlijezde = Jednostavno rukovanje. utjecati na  signalizacijske

Stakora) putove.

Primarni neuroni Morfoloski i fizioloski sli¢ni | Eticki  problemi, mjeSovita

(Iz mozdanog tkiva embrija = ljudskim neuronima. kultura, teSko odrzavanje,

glodavaca) Prikladni za  stvaranje postupak  disekcije = moze
genetskih modela. uzrokovati  eksperimentalnu

varijabilnost, razlike ovisne o

vrsti.

1.2.6. Lijecenje Parkinsonove bolesti

Lijecenje Parkinsonove bolesti je vrlo kompleksno zbog progresivne prirode same bolesti kao i
kombinacije motorickih i ne-motorickih simptoma. Iako nijedan lijek ne moze u potpunosti izlijeciti

bolest, danas postoje razli¢iti pristupi lijecenju (Prediger i sur. 2014).
1.2.6.1. LijeCenje bazirano na lijekovima

Lijekovi bazirani na dopaminu predstavljaju glavnu strategiju lije¢enja Parkinsonove bolesti
(Tablica 3), a osim njih, koriste se i ne-dopaminergicki lijekovi poput antikolinergika i inhibitora N-
metil-D-aspartatnin (NMDA) receptora (Prediger 2014).
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Tablica 3. Skupine lijekova temeljene na dopaminu za lijeCenje Parkinsonove bolesti.
COMT - katekol O-metiltransferaza, L-dopa - I-3,4-dihidroksifenilalanin, MAO — monoamin-oksidaza (MAO-B;
izoforma MAO)

(Preuzeto i prilagodeno prema: Prediger i sur. 2014)

Lijek Nuspojave
L-dopa (primarni i najefektivniji lijek) Mucnina, diskinezija, hipotenzija,
halucinacije
COMT inhibitori Dijareja, pogorsava nuspojave L-dope

Agonisti dopamina (primjena i u ranim i Mucnina, glavobolja, vrtoglavica

kasnim fazama bolesti)

MAO-B  inhibitori  (koriste ~se  za Mucnina, nesanica, interakcija s drugim MAO
simptomatsko lije€enje bolesti te kao @ inhibitorima

adjuvantna terapija)

L-dopa, prekursor dopamina, predstavlja najucinkoviti lijek za ublazavanje motori¢kih
simptoma bolesti, a mehanizam djelovanja se temelji na moguénosti prolaska kroz BBB do
nigrostrijatalnog puta gdje se dekarboksilira u dopamin djelovanjem enzima. U ranoj fazi bolesti,
oboljeli odgovaraju dobro i dugo na primijenjene doze L-dope, ali s napretkom bolesti, konverzija
L-dope u dopamin postaje ograni¢ena. Osim toga, primjena velikih doza L-dope moze uzrokovati
diskineziju ¢iji mehanizam nastanka nije u potpunosti razjasnjen te neuropsihijatrijske simptome i
demenciju (Prediger i sur. 2014). Prema Bloem i sur. (2021), primjena lijekova baziranih na dopaminu
pogorsava ne-motoricke simptome bolesti Sto ukazuje na potrebu multidisciplinarnog pristupa lijecenju,

odnosno potrebu za kombinacijom farmakoloskog i nefarmakoloskog pristupa.
1.2.5.2. Nefarmakoloski pristup lijecenju

Danas postoji nekoliko nefarmakoloskih pristupa lijecenju Parkinsonove bolesti koji primarno
podrazumijevaju neurokirurgiju. Prvi pristup je usmjeren na obnovu funkcije bazalnog ganglija pomocu
dubinske mozgovne stimulacije (engl. Deep Brain Stimulation, DBS) GPi, STN i talamusa visokom
frekvencijom ili operacijom lezija. Za razliku od DBS-a, operacija lezija je unilateralna zbog rizika
oste¢enja govora, gutanja ili kognicije te predstavlja dugotrajnije rjeSenje jer je neovisno o stalnoj
potrebi za stimulacijom i podeSavanjem baterije (Bloem i sur. 2021). Drugi pristup je rekonstruktivna

operacija koja podrazumijeva implantaciju stanica koje proizvode dopamin u striatum (npr. ljudske
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fetalne mezencefalne stanice). Prethodno navedeni nefarmakoloSki pristupi sami po sebi ili u
kombinaciji s klasi¢nim lijekovima uzrokuju bolje poboljSanje simptoma bolesti nego lijekovi sami
(JelLinger 2014). Jedan od nekirurskih pristupa je i rehabilitacija u vidu fizioterapije ili rehabilitacije
govora (Prediger i sur. 2014).

Uzimajuci u obzir ¢injenicu da trenutno ne postoji lijek za Parkinsonovu bolest, jasna je vaznost

istrazivanja novih potencijalnih terapeutika koji ¢e lijeCenje uciniti u¢inkovitijima.

1.3. Neurosteroidi dehidroepiandrosteron (DHEA) i dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS)
1.3.1. Sinteza i metabolizam DHEA i DHEAS

Nadbubrezna Zlijezda lu¢i dva najbrojnija steroidna hormona u ljudskom organizmu —
dehidroepiandrosteron (DHEA) i dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS; u daljnjem tekstu DHEA(S)
kada se odnosi na oboje). DHEA se sintetizira de novo iz kolesterola (Slika 5). Prvi korak je
konvertiranje kolesterola u pregnenolon djelovanjem mitohondrijskog enzima citokrom P450scc, nakon
¢ega djelovanjem enzima citokrom P450c17, preko 17 OH-pregnenolon, iz pregnenolona nastaje
DHEA. DHEA se nadalje djelovanjem enzima hidroksisteroidne transferaze (DHEA sulfotransferaza)
prevodi u stabilniji sulfatni ester DHEAS te iz DHEAS moze ponovno nastati DHEA pomocu steroidne
sulfataze (Maninger i sur. 2009).

H Kolesterol
P450scc
. Pregnenolon | 1
= P450c17
0 Hidroksi o
] isteroidna transferaza 11
(DHEA sulfotransferaza)
Steroidna sulfatazs
Q-0 3 HO

D".'r Ly
© Dehidroeprandrosteron (DHEA)

Dehidroepiandrosteron sulfat
(DHEAS)

Slika 5. Prikaz metabolizma dehidroepiandrosteron (DHEA) i dehidroepiandrosteron sulfata
(DHEAS); na slici su oznaceni brojevima: 1) sinteza DHEA iz kolesterola djelovanjem P450scc i
P450c17 preko pregnenolona 2) konverzija DHEA u DHEAS djelovanjem hidroksisteroidne

transferaze 3) konverzija DHEAS u DHEA djelovanjem steroidne sulfataze

(Preuzeto i prilagodeno prema: Baulieu i Robel 1998)
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Sinteza zapocinje jos tijekom gestacijskog razdoblja kada se visoke razine DHEA(S) stvaraju i
luce iz fetalne zone nadbubrezne Zlijezde te opadaju Sest mjeseci nakon rodenja i ostaju niske do
adrenarhije. Nakon toga, zona reticularis nadbubrezne kore postaje glavno mjesto sekrecije DHEA(S)
te razina krece rasti do vrhunca u 20.-im godinama nakon ¢ega progresivno opada i doseze minimum
pri 65-70 godina starosti osobe kada se razvija vecina bolesti (Maninger i sur. 2009), sto je dovelo do
pretpostavke da je smanjenje razine povezano s neurodegeneracijom i disfunkcijom koji se javljaju
tijekom starenja (Quinn i sur. 2018). Muskarci dobi izmedu 40 i 80 godina prosje¢no gube 1-4%
DHEA(S) u plazmi godisnje, a zene 2% (Maninger i sur. 2009). Osim prirodnog gubitka DHEA(S),
pokazano je da su promjene koncentracije u serumu uocene kod bolesnika s kardiovaskularnim

problemima i neuropsihijatrijskim bolestima (Svob Strac i sur. 2020).

Osim nadbubrezne Zlijezde kao primarnog mjesta luéenja, 10-20% DHEA(S) stvaraju gonade,
a osobito je zanimljiva ¢injenica da se DHEA(S) sintetizira de novo u neuronima, oligodendrocitima i
astrocitima u mozgu gdje je koncentracija 6-8 puta visa nego u perifernoj krvi zbog ¢ega se DHEA(S)

smatra neurosteroidom (Svob Strac i sur. 2020).
1.3.2. Mehanizam djelovanja

Mehanizam djelovanja DHEA(S) nije u potpunosti razjasnjen (Maninger i sur. 2009), ali ima
klju¢nu ulogu u razli¢itim fizioloskim sustavima poput imunoloskog i ziv€éanog (Svob Strac i sur. 2020).
Poznato je da DHEA(S) posreduje svoju funkciju kroz spolne steroide i njihove metabolite poput
testosterona i estradiola koji nastaju iz DHEA(S) te aktivacijom receptora androgena ili estrogena u
tkivu poput koze, jetre i mozga (Maninger i sur. 2009). DHEA(S) se veze i za protein povezan s
mikrotubulima 2 (MAP2) te aktivira receptore u membrani povezane s G-proteinom §to moze npr.
potaknuti brzu ekspresiju miR-21 preko estrogenskog receptora s G-proteinom. Poznato je da DHEA
moze povecati razinu receptora faktora rasta slicnih inzulinu te, iako nije izravni ligand za
mineralokortikoidne receptore, aktivirati ih. Osim toga, DHEA u srcu inhibira T-tip kalcijevih kanala.

DHEAS je povezan sa sintezom duSikovog oksida te s funkcijom ionskih kanala (Svob Strac i sur. 2020).
1.3.3. Neurobiolosko djelovanje DHEA(S)

U mozgu, DHEA(S) modulira djelovanje GABAA, NMDA te sigma 1 receptora na nacin da
djeluje kao nekompetitivni antagonist GABAAa receptora, pozitivni alostericki modulator NMDA
receptora i agonist sigma receptora (Maninger i sur. 2009). Nadalje, DHEA utjece na gene ukljucene u
regulaciju apetita, iskoristavanje energije, budnost, prezivljavanje stanica i apopotozu u hipotalamusu i
hipokampusu. Osim toga, DHEA(S) djeluje i na serotoninergicki te dopaminergicki sustav (Svob Strac

i sur. 2020). Ostale funkcije DHEA(S) u centralnom ziv€anom sustavu su sumirane u Tablici 4.
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Tablica 4. Multifunkcionalna uloga dehidroepiandrosterona (DHEA) i dehidroepiandrosteron sulfata
(DHEAS) u mozgu.
IL-6 — interleukin 6, NF-xB — nuklearni faktor kappa B, NMDA - N-metil-D-aspartat

(Preuzeto i prilagodeno prema: (Quinn i sur. 2018)
Centralni zivéani sustav Funkcija

Neuroprotekcija Stiti  neurone od  ekscitotoksi¢nosti
glutamata, toksi¢nosti beta-amiloida i
oksidativnog stresa. Inhibira NMDA-
induciranu aktivnost dusik oksid sintetaze i

proizvodnju dusikovog oksida.

Razvoj i regeneracija Odrzavanje i endokrina kontrola trudnoce.
Povezan s ljudskim rastom i razvojem
organa, osobito mozga, tijekom adrenarhije.
Potice neurogenezu 1 prezivljavanje

neurona.

Memorija i uc¢enje DHEAS olakSsava  neurotransmisiju,
kroni¢na administracija DHEAS stimulira
dugotrajno potenciranje, DHEA znacajno
¢uva radnu memoriju 1 povecava
koncentraciju acetilkolina, noradrenalina i

dopamina u mozgu Stakora.

Protuupalno djelovanje Inhibira lucenje interleukina 6 (IL-6),
inhibira citokinima potaknutu transkripciju
nuklearnog faktora kappa B (NF-xB)

antioksidativnim djelovanjem.

Glavno biolosko djelovanje DHEA(S) je neuroprotekcija $to je potvrdeno brojnim in vivo i in
vitro istraZivanjima. Naprimjer, u jednom istrazivanju je pokazano da primjena DHEA nakon ozljede
ledne mozdine poboljsava oporavak koordinacije i pokreta kod miseva (Fiore i sur. 2004). Cesta su
ispitivanja neuroprotekcije DHEA(S) u ishemiji te su rezultati razli¢itih istraZivanja pokazali da DHEA
smanjuje ozljedu neurona kod $takora (Li i sur. 2001) i produljuje toleranciju na ishemiju kod zeCeva

(Lapchak i sur. 2000). Takoder, u kulturi stanica izloZenoj anoksiji te u in vitro modelu ishemije
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DHEA(S) pokazuje neuroprotektivno djelovanje (Kaasik i sur. 2001; Marx i sur. 2000). Ovisno o dozi
te vremenu i trajanju lije¢enja, DHEA(S) moze djelovati i suprotno, odnosno neurotoksi¢no (Borowicz

i sur. 2011).

DHEA(S) ima vaznu ulogu i u modulaciji raspoloZenja, emocija, ponasanja te u kognitivnim
funkcijama S§to ¢ini DHEA(S) potencijalnom metom za prevenciju i lijeCenje razliCitih

neuropsihijatrijskih i neurodegenerativnih bolesti kao $to je Parkinsonova (Svob Strac i sur. 2020).

Takoder, DHEA(S) potice neurogenezu i prezivljavanje neurona, a jedan od potencijalnih
mehanizama koji omogucavaju tu funkciju ukljucuje utjecaj DHEA(S) na koncentracije mozdanog

neurotrofnog ¢imbenika (engl. Brain-derived Neurotrophic Factor, BDNF; Maninger i sur. 2009).

1.4. Mozdani neurotrofni ¢imbenik (BDNF)
1.4.1. Metabolizam i mehanizam djelovanja BDNF

BDNF je clan skupine neurotrofina koji se kao prekursor preproBDNF sintetizira u
endoplazmatskom retikulumu iz kojeg nastaje proBDNF odcjepljivanjem signalnog peptida. Potom se
proBDNF ili pakira u trans-Golgijevu mreZu za sortiranje u sekretorne vezikule ili djelovanjem enzima
pretvara u zreli protein BDNF (Lu i sur. 2014). Pro regija se veze na karboksipeptidazu E te stupa u
interakciju s proteinom Kkoji regulira sortiranje, poznat kao sortilin. Vezikule s BDNF-om se
transportiraju anterogradno i retrogradno do mijesta sekrecije u aksonima i dendritima putem
mikrotubula. Za transport su klju¢na dva proteina, kinezin u slu¢aju anterogradnog i dinein-dinaktin
kompleks za retrogradni transport. Protein huntingtin ima ulogu u kontroli brzine i smjera transporta na
nacin da njegova fosforilacija poti¢e anterogradni transport regrutiranjem kinezina 1, a u slucaju kada
nije fosforiliran, kinezin 1 se odvaja i vezikule odlaze retrogradnim transportom. Kao odgovor na
depolarizaciju, BDNF se otpusta iz aksona, dendrita ili tijela neurona. Nadalje, BDNF se veze za
tropomiozin receptorsku kinazu B (TrkB) $to potie dimerizaciju receptora te autofosforilaciju tirozina
Sto rezultira regrutacijom adaptorskih proteina i transdukcijskih molekula koje aktiviraju glavne tri
nizvodne kaskade fosforilacije putem kojih BDNF ostvaruje svoju ulogu (Slika 6; Benarroch 2015). S
druge strane, proBDNF se veze na p75 neurotrofinski receptor (p75SNTR) cCija aktivacija zahtijeva
nastanak i vezanje proBDNF/p75NTR/sortilin kompleksa $to pokrece razliite signalne putove koji
imaju ulogu u apoptozi, prezivljavanju neurona te odrzavanju adekvatnog broja neurona tijekom razvoja

(Kowianski i sur. 2018).
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Slika 6. Shematski prikaz signalizacije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF) i prekursora
proBDNF. BDNF ostvaruje svoju ulogu kroz ERK/MAPK, PI3K/Akt/mTOR i PLC/PKC signalne
putove do ¢ije aktivacije dolazi vezanjem BDNF na tropomiozin receptorsku kinazu B (TrkB).

Vezanje proBDNF na p75 neurotrofinski receptor (p7SNTR) potice apoptozu.

Akt — proteinska kinaza B, ERK — ekstracelularnim signalom regulirana kinaza, MAPK — protein-kinaza
aktivirana mitogenom, mTOR — meta rapamicina kod sisavaca, PI3K — fosfoinozitid 3-kinaza, PLC — fosfolipaza
C, PKC — protein kinaza C

(Preuzeto i prilagodeno prema: Zarneshan i sur. 2022)

BDNF je eksprimiran od rane embrionalne faze (Lu i sur. 2014), a razina ekspresije ostaje visoka
i u odrasloj dobi (Miranda i sur. 2019). Razina BDNF mRNA doseZe najvise razine do postnatalnog
dana (Lu i sur. 2014), a Siroko je eksprimirana u neokorteksu, hipokampusu, amigdali i cerebelumu. U

odnosu na periferna tkiva, razina BDNF je visa u mozgu (Benarroch 2015).
1.4.2. Neurobiolosko djelovanje BDNF

Jedna od glavnih funkcija BDNF u mozgu je neuroprotekcija sprje¢avanjem ekscitotoksi¢nosti
1 poticanjem regeneracije dendrita antiapoptotickim djelovanjem. Takoder, mikroglija oslobada BDNF

koji moZe imati neuroprotektivno djelovanje u kontekstu neuroupale (Benarroch 2015).

BDNF ima ulogu i u neurogenezi, odnosno odrzavanju optimalnog broja proliferirajuc¢ih
neuralnih progenitora i uvjeta koji omogucavaju daljnji rast i diferencijaciju (Kowianski i sur. 2018). U
vizualnom korteksu u razvitku, egzogena primjena BDNF-a je rezultirala pove¢anom duljinom dendrita
i sloZenosti piramidalnih neurona te je uoceno da neuroni moraju biti dovoljno aktivni da bi mogli
odgovoriti na djelovanje BDNF-a (Bathina i Das 2015). U istraZivanju gdje je koriSten model ozljede

centralnog zivéanog sustava, pokazano je da in vivo injektiranje BDNF-a povetava preZivljavanje
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neurona, inhibira apoptozu te poti¢e neurogenezu (Kldcker i sur. 2000). Takoder, BDNF mozZe potaknuti
gliogenezu te proliferaciju glija stanica tijekom razvoja mozga i nekih patoloskih procesa (Kowianski i
sur. 2018).

Dugotrajna potencijacija (engl. Long-Term Potentiation, LTP) i dugotrajna depresija (engl.
Long-Term Depression, LTD) predstavljaju dva modela sinapticke plasti¢nosti na koje BDNF moze
utjecati. LTP je sinapticki specifican, brzo induciran i postojan u usporedbi s LTD koji je induciran
stimulacijom niske frekvencije (Tapia-Arancibia i sur. 2008). Prema Tanaka i sur. (2008), BDNF je
potreban za induciranje dugotrajnih strukturnih promjena na dendritickim trnovima koji tvore sinapse s
drugim neuronima. Nadalje, kod miSeva kojima nedostaje BDNF gen LTP je poremecen (Tapia-
Arancibia i sur. 2008). Smatra se da BDNF eksprimiran nakon stimulacije visokom frekvencijom
pojacava LTP, a da proBDNF izrazen nakon stimulacije niskom frekvencije inducira LTD (Kowianski

i sur. 2018).

Nadalje, BDNF moZe imati ulogu u zastiti od oksidativnog stresa zbog antioksidativnih
svojstava, utjecati na kognitivne funkcije (Miranda i sur. 2019) te potaknuti proliferaciju stanica i
regulirati migracijom neuronskih progenitora rostralnog migratornog toka (Kowianski i sur. 2018).

Upravo zbog brojnih funkcija i Siroke rasprostranjenosti, poremecaj u funkciji ili metabolizmu
BDNF je povezan s razvojem neuropsihijatrijskih i neurodegenerativnih bolesti poput Parkinsonove
bolesti gdje je uoCen smanjen aksonski transport BDNF-a u dopaminergi¢kim neuronima (Lu i sur.

2014) te su uo¢ene smanjene razine BDNF-a kod oboljelih (Miranda i sur. 2019).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ispitati terapijski potencijal neurotrofina BDNF i neurosteroida DHEA i
DHEAS u prevenciji stanicne smrti dopaminergi¢kih neurona koristeé¢i stani¢ni model Parkinsonove
bolesti u kojem je ozljeda inducirana rotenonom ili pomoc¢u 6-OHDA, na stani¢noj liniji humanoga

neuroblastoma SH-SY5Y te na kulturi animalnih dopaminergickih neurona N27.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Kultura humanih neuroblastoma SH-SY5Y

SH-SY5Y je subklon SK-N-SH neuroblastoma stanica generiranih iz kostane srzi oboljele osobe
koje se od 1980-ih koriste kao stani¢ni model za razli¢ite bolesti, kao i za Parkinsonovu (Slika 7).
Sposobnost sinteze dopamina i ekspresija prijenosnika DAT su najvaznije karakteristike SH-SYSY
stanica koje ih Cine pogodnim modelima za istrazivanje Parkinsonove bolesti uz moguénost
diferencijacije u izrazeniji dopaminergicki fenotip djelovanjem npr. retinoi¢ne kiseline, purina,
staurosporina i BDNF-a. Takvi agensi mogu potaknuti toleranciju SH-SY5Y stanica te se iz tog razloga
u istrazivanju neurotoksi¢nosti i neuroprotekcije ¢esce koristi nediferencirani oblik (Hong-rong i sur.
2010).

Slika 7. Kultura SH-SY5Y stanica.
3.1.2. Kultura Stakorskih N27 dopaminergickih neurona

N27 (1RB3AN27) kultura je generirana 1990-ih iz embrionalnih $takorskih mezencefalnih
dopaminergic¢kih neurona te imortalizirana s SV40 velikim T antigenom (Slika 8). Stanice pokazuju
umjerenu ekspresiju enzima TH i nisku ekspresiju prijenosnika DAT te se danas Cesto koriste za
istrazivanje razli¢itih molekularnih mehanizama poput neurotoksi¢nosti i neurodegeneracije te kao in

vitro model za istrazivanje Parkinsonove bolesti (Gao i sur. 2016).

Slika 8. Kultura N27 stanica.
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3.1.3. Osnovne otopine

Sastav otopina koje sam koristila za uzgoj, presadivanje i odrzavanje SH-SY5Y i N27 stanica

je prikazan u Tablici 5.

Tablica 5. Popis i sastav koriStenih otopina i sastav za uzgoj, presadivanje i odrzavanje stanica.

Otopina
Potpuni i kompletirani medij za SH-SY5Y

stanice

Potpuni i kompletirani medij za N27 stanice

Antimikotik
Antibiotici
Puferirana otopina soli
za ispiranje stanica
(PBS)

Otopina tripsina za presadivanje stanica

Otopina tripanskog modrila (Trypan blue) za

brojanje stanica

Sastav

Medij DMEM (engl. Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, DMEM) (Gibco): s visokim
udjelom glukoze (4500 mg/L) s 10% fetalnim
govedim serumom (Gibco) (inaktiviranim 60
minuta na 56 °C), 2 mM L-glutaminom
(Sigma), 100 U/ml penicilinom (Sigma), 100
pg/ml  streptomicinom (Sigma), 2,5 pg/ml
amfotericinom B (Sigma);

pH 7,4; steriliziran filtriranjem kroz 0,2 uM
filter

Medij RPMI 1640 (engl. Roswell Park
Memorial Institute Medium, RPMI) (Gibco): s
10% fetalnim govedim serumom (Gibco)
(inaktiviranim 60 minuta na 56 °C), 2 mM L-
glutaminom (Sigma), 100 U/ml penicilinom
(Sigma), 100 pg/ml streptomicinom (Sigma),
2,5 ug/ml amfotericinom B (Sigma);

pH 7,4; steriliziran filtriranjem kroz 0,2 uM
filter

amfotericin B (Sigma)

penicilin (Sigma), streptomicin (Sigma)

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 81 mM
Na:HPOQOg4, 1,4 mM K;HPO4;
pH 7,4

0,05% tripsin, 1 mM etilendiamintetraoctena
kiselina (EDTA) u PBSA

0,4% tripansko modrilo, 0,81% NaCl, 0,06%
KzHPO,4
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Otopine koje sam koristila za ispitivanje terapijskog potencijala su prikazane u Tablici 6.

Tablica 6. Popis koristenih otopina u istrazivanju.

Uloga Kemikalije

Lijekovi DHEA (Avanti, mati¢na otopina (I mg/ml) u
metanolu, radna otopina u redestiliranoj sterilnoj
vodi — 1000 nM) , DHEAS (Supelco, m.o.
(I mg/ml) u metanolu, radna otopina u
redestiliranoj sterilnoj vodi — 1000 nM), BDNF
(Sigma-Aldrich, liofiliziran (10 pg), radna
otopina u redestiliranoj sterilnoj vodi — 1000
ng/mL)

Za induciranje ozljede 6-OHDA (Sigma-Aldrich, radna otopina u
redestiliranoj sterilnoj vodi — 75 pM), rotenon
(Sigma-Aldrich, radna otopina u etanolu
-1 uM)
Za mjerenje vijabilnosti stanica 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev
bromid (MTT; Sigma, 0,5 mg/ml)
Za odredivanje parametara oksidativnog stresa = 2',7'-diklorodihidrodifluorescein-diacetat

(DCFH-DA; Sigma-Aldrich, radna otopina u
DMSO -10 mM)

Za detekciju stani¢ne smrti Hoechst 33342 (Sigma, radna otopina u
redestiliranoj sterilnoj vodi - 1 mg/uL), propidij
jodid (PI; Sigma, radna otopina u redestiliranoj
sterilnoj vodi - 1 mg/ulL)

3.2. Metode
3.2.1. Uzgoj, odrzavanje i presadivanje SH-SY5Y i N27 stani¢nih kultura

Stanice su prethodno bile smrznute u tekuéem dusiku te sam u svrhu njihova topljenja, ampule
sa stanicama inkubirala u termalnoj kupelji na 37 °C. Stanice sam prebacila u 5 mL prethodno zagrijanog
hranjivog medija i centrifugirala 5 min na 300 g. Dobiveni talog stanica sam resuspendirala u 5 mL
novog medija te sam sve zajedno prenijela u posudu za uzgoj stani¢nih kultura (75 cm?, 250 mL) nakon
¢ega sam dodala jo§ 5 mL medija. Pri uvjetima od 37 °C i 5% CO,, stanice su ¢uvane u inkubatoru

(Heraeus).

23



Stanice su odrzavane na nacin da sam ih presadivala dva puta tjedno u slu¢aju SH-SY5Y stanica
te jednom dnevno u slucaju N27 stanica na nain da sam prvo iz posude za uzgoj stani¢nih kultura
odsisala medij, a potom stanice isprala 2 x 3 mL PBS-a kako bih uklonila ¢itav stari medij. Zatim sam
u posudu dodala 0,5 mL 0,05% tripsina u svrhu odvajanja stanica od podloge. Odvojene stanice sam
resuspendirala u 5 mL novog medija te sam dio stani¢ne suspenzije ostavila u posudi za daljnje
odrzavanje kulture s kojima je prethodno navedeni postupak nastavio biti ponavljan, a dio nasadila na

plocice za uzgoj stanica od 96 ili 12 jaZica.
3.2.2. Brojanje stanica

Kako bih mogla nasaditi stanice u broju koji je potreban za eksperiment te kako bih
uopce znala s kojim brojem stanica raspolazem, prvo sam brojala stanice. U tu svrhu, napravila sam
suspenziju za brojanje stanica koja se sastojala od 40 uL stani¢ne suspenzije (talog stani¢ne suspenzije
dobiven centrifugiranjem 5 min na 300 g resuspendiran u 5 mL medija), 60 pL medija i 100 pL
tripanskog modrila. Tripansko modrilo omogucava razlikovanje zivih od mrtvih stanica jer vijabilne
stanice ostaju bezbojne zato Sto tripansko modrilo ne moze prodrijeti u njih zbog netaknute stani¢ne

membrane. Za brojanje stanica koriStena je Burker-Turkova komorica.

Stanice sam brojala pod invertnim mikroskopom u cetiri vidna polja oznacena crvenom bojom
na Slici 9. od kojih se svako sastoji od 16 manjih polja, a stanice sam razrijedila na Zeljeni volumen

nakon $to sam odredila njihov broj u mililitru prema formuli:

ukupan broj stanica

5 (razrjedenje) * 250 * 103
ukupan broj polja * 5 (razrjedenje) * *

N (broj stanicauml) =

Slika 9. Mreza za brojanje stanica.
A- Cetiri vidna polja, B- uvec¢ano polje i prikaz nacina brojanja stanica

(Preuzeto sa: https://www.stemcell.com/how-to-count-cells-with-a-hemocytometer.html)
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3.2.3. Tretman stanica
3.2.3.1. Lijekovi

100 pL stani¢ne suspenzije koja je sadrzavala 0,5 x 10° stanica sam nasadila u svaku jaZicu
plocice s 96 jazica te 1 mL iste stanicne suspenzije u svaku jazicu plocice s 12 jazica. Pojedinacne
plocice od 96 1 12 jazica su koristene za SH-SYS5Y stanice i pojedinacne za N27 stanice. Nakon 24 sata,
nasadene stanice sam tretirala lijekovima DHEA (kona¢na koncentracija u mediju - 100 nM), DHEAS
(kona¢na koncentracija u mediju — 100 nM) i BDNF (kona¢na koncentracija u mediju — 100 ng/mL)
pojedinacno te u kombinaciji (DHEA+BDNF, DHEAS+BDNF) 16 sati prije ozljede (predtretman).
Kombinacije koncentracija sam nanosila u 6 replika u slu¢aju ploc€ice od 96 jazica te u 2 replike u slucaju
ploCice od 12 jazica. PloCice sam stavila u inkubator (37 °C i 5% CO,) na 16 sati do nastavka

eksperimenta.
3.2.3.2. Ozljeda

Za induciranje in vitro modela Parkinsonove bolesti, stanice sam ozlijedila rotenonom
(konacna koncentracija u mediju — 1 pM) i 6-OHDA (kona¢na koncentracija u mediju — 75 pM) 16 sati
nakon primjene lijekova. Kod ozljede, na svaku jazicu dodan je odgovaraju¢i medij s rotenonom ili 6-
OHDA, do zeljene koncentracije od 1 UM u slucaju rotenona i 75 UM u slucaju 6-OHDA. Plocice sam
ostavila 24 sata u inkubatoru (37 °C i 5% CO2) do mjerenja prezivljenja stanica MTT testom, parametara

oksidativnog stresa i detekcije stani¢ne smrti.

U svakom eksperimentu postojala je grupa stanica koje nisu tretirane lijekovima, ali su
ozlijedene rotenonom ili sa 6-OHDA. Kao kontrolnu grupu Kkoristila sam stanice koje nisu tretirane

lijekovima niti su ozlijedene.

3.2.4. MTT test

MTT je kolorimetrijski test koji se koristi za mjerenje vijabilnosti stanica na temelju redukcije
MTT tetrazolijeve soli u netopljive ljubicaste kristale formazana djelovanjem mitohondrijskih
dehidrogenaza. Sto je otopina tamnija, to je veéi broj metabolicki aktivnih stanica, a otopina se
kvantificira mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 570 nm (Slika 10). Oc¢itana apsorbancija je

proporcionalna broju Zivih stanica u uzorku.
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Slika 10. Shematski prikaz provodenja MTT testa; na slici su oznaceni brojevima: 1) Nasadivanje
odredenog broja stanica na plocicu s 96 jazica 2) Dodavanje MTT reagensa u svaku jazicu
3,4) Inkubacija plocice u inkubatoru unutar kojeg se odvija kolorimetrijska reakcija

5) Mjerenje apsorbancije pri 570 nm
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid
(Preuzeto sa: https://researchtweet.com/mtt-assay-protocol-for-cell-viability/)

Nakon inkubacije od 24 sata, stanicama sam odsisala medij te dodala 40 pL radne otopine
MTT-a (0,5 mg/ml), koju sam pripremila otapanjem mati¢ne otopine MTT-a u odgovaraju¢em mediju
(DMEM ili RPMI), u svaku jazicu plo€ice od 96 jazica. Plo¢ice sam vratila u inkubator (37 °C i 5%
CO») na Cetiri sata. Nakon toga, u svaku jazicu sam dodala 160 pL dimetil sulfoksida (Sigma) u svrhu
topljenja kristala formazana te stavila plo¢ice na mijeSalicu nekoliko minuta. Potom sam rezultate
ocitala pomocu c¢itaca mikrotitarskih ploCica (Thermo Labsystems Multiskan EX Microplate Reader)

pri apsorbanciji od 570 nm.

3.2.5. Detekcija parametara oksidativnog stresa

Pomoc¢u DCFH-DA testa mjeri se ukupna razina ROS-a u stanicama, a temelji se na oksidaciji
nefluorescentnog DCFH-DA u fluorescentni 2°,7’-diklorofluorescein (DCF) pomo¢u ROS-a te se
fluorescencija mjeri pri valnoj duljini pobude od 485 nm i valnoj duljini emisije od 530 nm (Slika 11).

Razina fluorescencije je proporcionalna razini ROS-a u stanicama.
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Slika 11. Shematski prikaz principa DCFH-DA testa; na slici su oznaceni brojevima: 1) DCFH-DA
kao nefluorescentni reagens propustan za stanice se deacetilira stani¢nim esterazama u DCFH-DA

nakon difuzije u stanicu 2) DCFH-DA se oksidira djelovanjem ROS-a u fluorescentni DCF
DCFH-DA - 2',7-diklorodihidrodifluorescein-diacetat, ROS - reaktivne kisikove vrste
(Preuzeto i prilagodeno prema: Nova i sur. 2020)

Nakon inkubacije od 24 sata, stanicama sam odsisala medij, isprala ih jednom u odgovaraju¢em
mediju (200 plL) te dodala 200 puL 10 uM otopine DCFH-DA u odgovaraju¢em mediju (DMEM ili
RPMI) u svaku jaZicu plocice od 96 jaZica. Plo¢ice sam zatim vratila u inkubator (37 °C i 5% CO,) na
30 min. Stanicama sam uKlonila ¢itavu radnu otopinu, isprala ih dva puta s 200 uLL PBS-a te dodala
PBS (200 pL) prije ocitavanja fluorescencije pomocu ¢itata mikrotitarskih ploca Infinite M200 PRO

(Tecan) pri valnoj duljini pobude od 485 nm i valnoj duljini emisije od 530 nm.

3.2.6. Detekcija stani¢ne smrti

Hoechst 33342 i propidij jodid su fluorescentne boje koje se koriste za detekciju apoptoti¢nih,
odnosno nekroti¢nih stanica. Hoechst 33342 je boja koja prolazi staniénu membranu te se veze na regije
DNA bogate timinom i adeninom te boji jezgre stanica, odnosno boji kondenzirani kromatin
apoptoti¢nih stanica svijetlije od kromatina neapoptoti¢nih stanica. Emitira plavu svjetlost valne duljine
460-490 nm nakon ekscitacije ultraljubi¢astim svjetlom. Propidij jodid je crvena interkalirajuca boja
koja se veze iskljucivo za DNA mrtvih stanica jer, za razliku od Hoechst 33342, ne moze proéi netaknutu
membranu zivih stanica. Emitira na valnoj duljini od 617 nm, a ekscitira se valnom duljinom od 488

nm.

Za provedbu ovog dijela eksperimenta, stanice sam nasadila te tretirala lijekovima i ozlijedila
po prethodno navedenom postupku na plo¢icama s 12 jazica. U svaku jazicu sam dodala 1 pL. Hoechst
333421 1 uL propidij jodida te inkubirala u mraku na sobnoj temperaturi nekoliko minuta kako bi boja

usla u stanice. Rezultate sam vizualizirala pomo¢u EVOS Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher
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Scientific) te naknadno prebrojala. Za detekciju fluorescencije koristen je plavi filter za Hoechst 33342
(ekscitacija 357 nm, emisija 447 nm) i crveni filter za propidij jodid (ekscitacija 531 nm, emisija 593

nm).

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koristila sam program GraphPad Prism verzija 4.00 (GraphPad
Software, San Diego, California, SAD). Graficki prikaz podataka je napravljen pomoc¢u GraphPad Prism
verzije 4.00 i Microsoft Excela 2020. Statisticki test koji sam koristila za usporedbu tri ili vise skupina
podataka je Kruskal-Wallis test jer su podatci odstupali od normalne razdiobe, a u slu¢aju usporedbe
dvije skupine koristila sam Mann-Whitney U test. U slu¢aju Kruskal-Wallis testa, kada je utvrdena
znacajna razlika izmedu pojedinih skupina, napravila sam Dunn-Bonferroni post-hoc analizu kako bi
medusobno usporedila pojedine skupine. Razinu znacajnosti o sam za sve analize postavila na 0,05, a
svi koristeni testovi su dvosmjerni. Podatke sam graficki prikazala kao medijan, interkvartilni raspon
izmedu 25. i 75. percentila te raspon izmedu minimuma i maksimuma. Rezultate bojanja s Hoechstom
33342 i propidij jodidom sam dobila manualnim prebrojavanjem stanica pomoc¢u programa ImageJ

(https://imagej.nih.gov/ij/).
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4. REZULTATI

4.1. Prezivljenje stanica

Stanice SH-SYS5Y i N27 su tretirane razli¢itim dozama rotenona (1 uM i 5 uM) i
6-OHDA (75 uM i 100 uM) 24 sata prije provodenja MTT testa u svrhu odabira doze neurotoksina za
daljnje postupke (Slika 12). Isprobane doze su odabrane prema literaturi. Za daljnje eksperimente
odabran je 1 uM rotenon te 75 uM 6-OHDA kao doze pri kojima se uocava optimalno toksican u¢inak
na prezivljenje SH-SY5Y i N27 stanica. Rezultati su grafi¢ki prikazani kao srednja vrijednost
vijabilnosti stanica (%) * standardna devijacija (Slika 12).
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Slika 12. Vijabilnost SH-SYSY i N27 stanica ozlijedenih rotenonom i 6-OHDA u razli¢itim dozama.

SH-SY5Y i N27 stanice su tretirane s DHEA(S) (100 nM) i s neurotrofinom BDNF (100 ng/mL)
pojedinacno i u kombinaciji (DHEA+BDNF, DHEAS+BDNF) 16 sati prije ozljede rotenonom (1 pM)
ili 6-OHDA (75 uM) te je prezivljenje stanica 24 sata nakon ozljede odredeno MTT testom koji mjeri

metabolicku aktivnost stanica ¢iji je broj proporcionalan ocitanoj apsorbanciji. Rezultati su prikazani

kao % vijabilnih stanica u odnosu na kontrolu koja nije tretirana lijekovima niti ozlijedena, a ra¢una se
prema formuli:

A (test) — A (negativna kontrola)

% viiabilnih stanica =
% vijabiinih stanica A (kontrola) — A (negativna kontrola) i

100

gdje je A apsorbancija, a negativna kontrola jazica bez nasadenih stanica (prosjeCna pozadinska

apsorbancija).
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4.1.1. U¢inak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na vijabilnost SH-SY5Y stanica ozlijedenih
rotenonom

Rezultati MTT testa nakon predtretmana SH-SY5Y stanica ozlijedenih rotenonom su prikazani
na Slici 13. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa postoji statisti¢ki znacajna
razlika u udjelu vijabilnih stanica (H = 27,11; df = 6; p < 0,001).

Iz rezultata je vidljivo da rotenon primijenjen u koncentraciji od 1 uM uzrokuje statisticki
znacajan (p < 0,001) pad vijabilnosti stanica za 34,8%, odnosno u usporedbi s kontrolnom skupinom
(medijan; minimum-maksimum; 100,7; 89,5 - 114,0) iznosilo je 65,2 (64,2 - 69,1). Statisticki znacajno
povecanje vijabilnosti nakon ozljede je dobiveno tretmanom s 100 nM DHEA (p < 0,001; Dunn-
Bonferroni post hoc test) pojedinacno i 100 nM DHEA + 100 ng/mL BDNF (p = 0,004; Dunn-
Bonferroni post hoc test) u kombinaciji. Naju¢inkovitiji tretman je bio s DHEA pri ¢emu je postotak
vijabilnosti koji je u ozljedi iznosio 65,2 (64,2 - 69,1) pove¢an na 86,5 (80,1 - 101,3) , dok su
DHEA-+BDNF u kombinaciji povecali vijabilnost na 86,6 (77,9 - 100,1) u odnosu na ozljedu. Trend
povecanja vijabilnosti u odnosu na ozljedu uocen je i u tretmanu s 100 nM DHEAS i 100 ng/mL. BDNF
pojedinacno te 100 nM DHEAS + 100 ng/mL BDNF u kombinaciji, ali nije statisticki znacajan (p =
0,230; p = 0,163; p = 0,290; Dunn-Bonferroni post hoc test).
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Slika 13. Vijabilnost rotenonom ozlijedenih SH-SY5Y stanica tretiranih s DHEA(S) i BDNF

pojedina¢no i u kombinaciji.

Sredis$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a sredi$nja

linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.
*p < 0,050 vs. rotenon (Dunn-Bonferroni post hoc test)
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4.1.2. U¢inak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na vijabilnost SH-SY5Y stanica ozlijedenih
6-OHDA

Rezultati MTT testa nakon predtretmana SH-SYSY stanica ozlijedenih 6-OHDA su prikazani
na Slici 14. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika u udjelu vijabilnih stanica (H = 10,43; df = 6; p = 0,108).

Medutim, u usporedbi s kontrolom, primjena 75 uM 6-OHDA je uzrokovala statisti¢ki znacajno
(U=1,00; p<0,001; Mann-Whitney U test) smanjenje vijabilnosti stanica. U uzorcima koji su isklju¢ivo
ozlijedeni sa 6-OHDA, % vijabilnosti je iznosio 87,1 (69,2 - 91,1), a u kontrolnoj skupini % vijabilnosti
iznosio je 100,0 (91,0 - 111,2). lako su predtretmani s 100 nM DHEA, 100 nM DHEAS, 100 ng/mL
BDNF pojedinac¢no i s 100 nM DHEA + 100 ng/mL BDNF i 100 nM DHEAS + 100 ng/mL BDNF u
kombinaciji povecali vijabilnost stanica u usporedbi s ozljedom, to povecanje nije doseglo razinu
statistiCke znacajnosti (H = 10,43; df = 6; p = 0,108; Kruskal-Wallis test). Iako nije statisti¢ki zna¢ajno,
najvece povecanje vijabilnosti od 18.56%, u odnosu na ozljedu, zabiljezeno je kod pojedina¢ne primjene
DHEA (Slika 14).
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Slika 14. Vijabilnost 6-OHDA ozljedenih SH-SY5Y stanica tretiranih s DHEA(S) i BDNF
pojedina¢no i u kombinaciji.

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a srediSnja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.
*p < 0,050 vs. 6-OHDA (Mann-Whitney U test)
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4.1.3. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na vijabilnost N27 stanica ozlijedenih
rotenonom

Rezultati MTT testa nakon predtretmana N27 stanica ozlijedenih rotenonom su prikazani na
Slici 15. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa postoji statisti¢ki znacajna razlika
u udjelu vijabilnih stanica (H = 24,83; df = 6; p < 0,001).

Prema rezultatima (Slika 15) MTT testa, u slu¢aju ozljede 1 M rotenonom je doslo do statisticki
znacajnog (p < 0,001; Dunn-Bonferroni post hoc test) pada vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu
(kontrola: 99,8%; 96,2 - 104,4% vs. rotenon: 54,4%; 42,2 - 55,2%). Statisticki znacajno povecéanje je
uzrokovao tretman s 100 nM DHEAS (p = 0,035; Dunn-Bonferroni post hoc test) i 100 ng/mL BDNF
(p = 0,003; Dunn-Bonferroni post hoc test) pojedina¢no te 100 nM DHEA + 100 ng/mL BDNF (p =
0,050; Dunn-Bonferroni post hoc test) i 100 nM DHEAS + 100 ng/mL BDNF (p = 0,003; Dunn-
Bonferroni post hoc test) u kombinaciji u usporedbi s vijabilno$¢u izmjerenom u iskljucivo ozlijedenim
N27 stanicama. Stanicama tretiranim s DHEAS, povecana je vijabilnost na 72,6% (68,7 — 78,0%), a
stanicama tretiranim s BDNF na 80,6% (63,9 — 103,4%). Primjena DHEA + BDNF i DHEAS + BDNF
u kombinaciji je povecala vijabilnost na 71,5% (64,7 — 90,1%), odnosno na 79,1% (72,2 — 86,5%).
BDNF primijenjen samostalno se pokazao kao najucinkovitiji tretman s povecanjem vijabilnosti za
48.21% u odnosu na ozljedu. U slucaju tretmana s DHEA, vidljiv je trend pobolj$anja vijabilnosti u

odnosu na ozljedu, ali nije statisti¢ki zna¢ajan (p =0, 111; Dunn-Bonferroni post hoc test).
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Slika 15. Vijabilnost rotenonom ozlijedenih N27 stanica tretiranih s DHEA(S) i BDNF pojedinaéno i
u kombinaciji.

Sredis$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a sredi$nja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.

*p < 0,050 vs. rotenon (Dunn-Bonferroni post hoc test)
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4.1.4. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na vijabilnost N27 stanica ozlijedenih 6-
OHDA

Rezultati MTT testa nakon predtretmana N27 stanica ozlijedenih sa 6-OHDA su prikazani na
Slici 16. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika
u udjelu vijabilnih stanica (H = 25,24; df = 6; p < 0,001).

Prema rezultatima (Slika 16) MTT testa, u slucaju ozljede sa 75 uM 6-OHDA je doslo do
statisti¢ki znacajnog (p < 0.001; Dunn-Bonferroni post hoc test) pada vijabilnosti stanica u odnosu na
kontrolu (kontrola: 99,8%; 96,2 —104,4% vs. 6-OHDA: 55,1%; 52,5 — 70,3%). U slu¢aju u¢inka terapije,
trend povecanja vijabilnosti stanica u odnosu na ozljedu vidljiv je isklju¢ivo kod tretmana s 100 ng/mL
BDNF (p = 0.069; Dunn-Bonferroni post hoc test). Tretman s BDNF-om povecao je vijabilnost s 55,1%
(52,5 - 70,3%) na 78,8% (58,2 — 90,3%). Tretman s 100 nM DHEAS pojedina¢no te 100 nM DHEA +
100 ng/mL BDNF i 100 nM DHEAS + 100 ng/mL BDNF u kombinaciji su povecali vijabilnost, ali to
povecanje nije doseglo razinu statisticke znaéajnosti (p = 0,497; p =0,222; p = 0,143; Dunn-Bonferroni
post hoc test). Kada je koristeno 100 nM DHEA pojedina¢no, uocen je toksi¢ni ucinak na stanice,

odnosno pad vijabilnosti stanica na 44,8% (35,5 — 72,7%).
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Slika 16. Vijabilnost 6-OHDA ozlijedenih N27 stanica tretiranih s DHEA(S) i BDNF pojedinaéno i u
kombinaciji.
Sredis$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a sredi$nja

linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.
*p < 0,050 vs. 6-OHDA (Dunn-Bonferroni post hoc test)
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4.2. Parametri oksidativnog stresa

Nakon $to sam ispitala prezivljenje SH-SY5Y i N27 stanica tretiranih s DHEA(S) (100 nM) i BDNF
(100 ng/mL) pojedinacno i u kombinaciji (DHEA+BDNF, DHEAS+BDNF) 16 sati prije ozljede
rotenonom (1 pM) i 6-OHDA (75 uM) MTT testom, istrazila sam ucinak ozljede i navedenih lijekova
na nakupljanje unutarstani¢nog ROS-a pomo¢u DCFH-DA testa. Razina ROS-a u stanicama kolerira s
intenzitetom fluorescencije DCF-DA produkta koji nastaje redukcijom DCFH-DA. Rezultati su izrazeni
kao prosjec¢ni intenzitet fluorescencije svake grupe stanica umanjen za prosjecni pozadinski signal

(negativna kontrola bez nasadenih stanica).

4.2.1. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na nakupljanje ROS-a u SH-SY5Y

stanicama ozlijedenima rotenonom

Rezultati DCFH-DA testa nakon predtretmana SH-SYSY stanica ozlijedenih rotenonom su
prikazani na Slici 17. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa postoji statisticki
znacajna razlika u proizvodnji ROS-a (H = 25,99; df = 6; p < 0,001).

Iz rezultata je vidljivo da u slu¢aju ozljede 1 uM rotenonom je doslo do statisticki znacajnog
(p = 0,009; Dunn-Bonferroni post hoc test) povecanja razine ROS-a u odnosu na kontrolu (medijan;
minimum - maksimum; kontrola: 1220,1; 1170,1 — 1331,1 vs. rotenon: 1998,1; 1874,1 — 2067,5). Niti
jedan od tretmana (100 nM DHEA, 100 nM DHEAS, 100 ng/mL BDNF, 100 nM DHEA + 100 ng/mL
BDNF, 100 nM DHEAS + 100 ng/mL BDNF) nije uzrokovao statisti¢ki zna¢ajno povecanje/smanjenje
proizvodnje ROS-a u usporedbi s ozljedom. Tretman s DHEA (p = 0,103; Dunn-Bonferroni post hoc
test), DHEAS (p = 0,657; Dunn-Bonferroni post hoc test) i BDNF-om (p = 0,775; Dunn-Bonferroni post
hoc test) uzrokovali su smanjenje proizvodnje ROS-a, ali ono nije bilo statisticki zna¢ajno. Za razliku
od pojedinacéne primjene lijekova, lijekovi u kombinaciji, DHEA + BDNF (p = 0,266; Dunn-Bonferroni
post hoc test) i DHEAS + BDNF (0,120; Dunn-Bonferroni post hoc test), ¢ak su djelovali toksi¢no na
stanice, odnosno potaknuli su stvaranje ROS-a u usporedbi s ozljedom. lako nije statisticki znacajno,
najvece smanjenje razine ROS-a od 16.4%, u odnosu na ozljedu, zabiljezeno je kod pojedinacne
primjene DHEA (Slika 17).

34



4000

3500 1 |

3000 -

2500 +

2000 - == = [

1500 -

1000 -

500

0 T T T T

5 o 8 D D
“ntrory Roteng, OMEq  OHeag Ok OHeg *BDNZEAS “Bop,
/S

DCF-DA intenzitet fluorescencije (%)

Terapija

Slika 17. DCFH-DA intenzitet fluorescencije rotenonom ozlijedenih SH-SY5Y stanica tretiranih s
DHEA(S) i BDNF pojedina¢no i u kombinaciji.

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a srediSnja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.

*p < 0,050 vs. rotenon (Dunn-Bonferroni post hoc test)

4.2.2. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na nakupljanje ROS-a u SH-SY5Y

stanicama ozlijedenima 6-OHDA

Rezultati DCFH-DA testa nakon predtretmana SH-SY5Y stanica ozlijedenih 6-OHDA su
prikazani na Slici 18. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa postoji statisticki
znacajna razlika u proizvodnji ROS-a (H = 17,34; df = 6; p = 0,008).

U usporedbi s kontrolom, primjena 75 uM 6-OHDA je uzrokovala statisticki znacajno
(p = 0,009; Dunn-Bonferroni post hoc test) povecanje razine ROS-a. U uzorcima koji su iskljuc¢ivo
ozlijedeni s 6-OHDA, intenzitet fluorescencije je iznosio 584,4 (555,7 — 657,31), a u kontroli 434,7
(283,7 — 531,7). Statisticki znac¢ajno smanjenje u odnosu na ozljedu je uzrokovao iskljucivo tretman s
100 ng/mL DHEA (p = 0,016; Dunn-Bonferroni post hoc test) koji je smanjio razinu ROS-a s 584 4
(555,7 - 657,31) na 526,1 (293,5 — 541,7). Tretman s 100 nM DHEAS i 100 ng/mL BDNF pojedina¢no
te 100 nM DHEAS + 100 ng/mL BDNF u kombinaciji su smanjili razine ROS-a, ali to smanjenje nije
doseglo razinu statisticke znacajnosti (p = 0,224; p = 0,096; p = 0,578; Dunn-Bonferroni post hoc test).
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Kada je koristeno 100 nM DHEA + 100 ng/mL BDNF u kombinaciji, uocen je statisticki neznacajan (p

= 0,476; Dunn-Bonferroni post hoc test), ali toksi¢ni u¢inak na stanice.
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Slika 18. DCFH-DA intenzitet fluorescencije 6-OHDA ozlijedenih SH-SY5Y stanica tretiranih s
DHEA(S) i BDNF pojedinac¢no i u kombinaciji.

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a srediSnja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.
*p < 0,050 vs. 6-OHDA (Dunn-Bonferroni post hoc test)

4.2.3. Uc¢inak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na nakupljanje ROS-a u N27 stanicama

ozlijedenima rotenonom

Rezultati DCFH-DA testa nakon predtretmana N27 stanica ozlijedenih rotenonom su prikazani
na Slici 19. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa postoji statisti¢ki znacajna
razlika u proizvodnji ROS-a (H = 16,73; df = 6; p = 0,010).

Prema rezultatima (Slika 19) DCFH-DA testa, u slucaju ozljede 1 uM rotenonom doslo je do
statisti¢ki znacajnog (p < 0,001; Dunn-Bonferroni post hoc test) povecanja razine ROS-a u odnosu na
kontrolu (kontrola: 729,7; 297,0 — 817,9 vs. rotenon: 2624,4; 2435,9 — 3205,4). Statisticki znacajno
smanjenje je uzrokovao tretman s 100 nM DHEA (p = 0,007; Dunn-Bonferroni post hoc test), s 100 nM
DHEAS (p = 0,043; Dunn-Bonferroni post hoc test) i 100 ng/mL BDNF (p = 0,019; Dunn-Bonferroni
post hoc test) pojedinaéno te 100 nM DHEA + 100 ng/mL BDNF (p = 0,008; Dunn-Bonferroni post hoc
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test) u kombinaciji u usporedbi s razinom ROS-a izmjerenom u iskljuéivo ozlijedenim N27 stanicama.
Stanicama tretiranim s DHEA razina ROS-a je smanjena na 1079,6 (247,4 — 1329,6), s DHEAS razina
ROS-a je smanjena na 1098,9 (304,4 — 1807,0), a stanicama tretiranim s BDNF na 872,7 (777,5 —
1623,4). Primjena DHEA + BDNF u kombinaciji je smanjila razinu ROS-a na 787,4 (188,5 — 1733,7).
DHEA + BDNF primijenjeni u kombinaciji se pokazalo kao najuéinkovitiji tretman za smanjenje razine
ROS-a za 70% u odnosu na ozljedu (Slika 19).
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Slika 19. DCFH-DA intenzitet fluorescencije rotenonom ozlijedenih N27 stanica tretiranih s
DHEAC(S) i BDNF pojedinac¢no i u kombinaciji.

Sredisnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a srediSnja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.

*p < 0,050 vs. rotenon (Dunn-Bonferroni post hoc test)

4.2.4. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na nakupljanje ROS-a u N27 stanicama
ozlijedenima 6-OHDA

Rezultati DCFH-DA testa nakon predtretmana N27 stanica ozlijedenih sa 6-OHDA su prikazani
na Slici 20. Kruskal-Wallis test pokazao je da izmedu ispitivanih grupa postoji statisti¢ki znacajna
razlika u proizvodnji ROS-a (H = 23,53; df = 6; p = 0,001).

Prema rezultatima (Slika 20) DCFH-DA testa, u slucaju ozljede 75 uM 6-OHDA doslo je do

statisti¢ki znacajnog (p < 0,001; Dunn-Bonferroni post hoc test) povecanja razine ROS-a u odnosu na
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kontrolu (kontrola: 729,7; 297,0 — 817,9 vs. 6-OHDA: 3372,4; 2744,9 — 3581,6). Statisti¢ki znacajno
smanjenje je dobiveno tretmanom s 100 ng/mL BDNF (p = 0,007; Dunn-Bonferroni post hoc test)
pojedinac¢no te 100 nM DHEAS + 100 ng/mL BDNF (p = 0,033; Dunn-Bonferroni post hoc test) u
kombinaciji u usporedbi s razinom ROS-a izmjerenom u iskljuc¢ivo ozlijedenim N27 stanicama.
Najucinkovitiji tretman je bio s DHEAS+BDNF pi ¢emu je razina ROS-a, koja je u ozljedi iznosila
3372,4 (2744,9 — 3581,6), smanjena na 1141,0 (1044,9 — 2077,4) dok je tretman s BDNF razinu ROS-a
smanjio na 1414,1 (117,7 — 1867,7). Tretman s 100 nM DHEA i 100 nM DHEAS pojedinac¢no te 100
nM DHEA + 100 ng/mL BDNF u kombinaciji su smanjili koncentraciju unutarstani¢cnog ROS-3, ali to

smanjenje nije doseglo razinu statisticke znacajnosti (p = 0,339; p = 0,060; p =0,113).
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Slika 20. DCFH-DA intenzitet fluorescencije 6-OHDA ozlijedenih N27 stanica tretiranih s DHEA(S) i

BDNF pojedina¢no i u kombinaciji.

Sredis$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentila), a sredi$nja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije predstavljaju minimalne i maksimalne vrijednosti.
*p < 0,050 vs. 6-OHDA (Dunn-Bonferroni post hoc test)

4.3. Detekcija stani¢ne smrti

U nastavku eksperimenta, istrazila sam utjecaj predtretmana s 100 nM DHEA(S) i 100 nM
BDNF pojedina¢no i ozljede rotenonom (1 pM) i 6-OHDA (75 pM) na razini stani¢ne smrti.

Primijenjeni lijekovi i ozljeda uzrokuju nakupljanje ROS-a u stanicama $to uzrokuje oksidativni stres i
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posljedi¢no smanjenje prezivljenja stanica, odnosno dolazi do stani¢ne smrti procesom apoptoze ili
nekroze. Jedna od glavnih karakteristika apoptoti¢nih stanica je kondenzacija kromatina §to sam pratila
bojanjem stanica fluorescentnom Hoechst 33342 bojom (1 mg/uL). Osim Hoechst 33342, koristila sam
i crvenu boju propidij jodid (1 mg/uL) koja ne moze pro¢i netaknutu membranu zivih stanica te iz tog

razloga boji jezgre samo onih stanica koje imaju oSte¢enu membranu tj. jezgre mrtvih stanica.

Stanice su vizualizirane i slikane pomocu fluorescentnog mikroskopa EVOS FLoid Cell Imaging Station
(Thermo Fisher Scientific) (Slika 21). Slike su slikane zasebno odgovarajuc¢im filterom i preklopljene
pomocu softvera EVOS FLoid Cell Imaging Station-a. Ljubicasta boja nekroti¢nih stanica i stanica u

zavr$noj fazi apoptoze potjece od preklapajuceg efekta koriStenih fluorescentnih boja.
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Slika 21. Rotenonom i 6-OHDA ozlijedene SH-SY5Y i N27 stanice bojane fluorescentnim bojama
Hoechst 33342 i propidij jodidom. Slike B, C, E i F su prikazane kao preklopljena slika bojanja s
Hoechst 33342 i propidij jodidom (Napomena: Nedostatak crvene fluorescencije mrtvih stanica

obojenih propidij jodidom je posljedica male rezolucije slika).

A —kontrolne SH-SY5Y stanice, B — SH-SYSY stanice ozlijedene rotenonom obojane Hoechst 33342 i propidij
jodidom, C — SH-SY5Y stanice ozlijedene 6-OHDA obojane Hoechst 33342 i propidij jodidom, D — kontrolne
N27 stanice, E — N27 stanice ozlijedene rotenonom obojane Hoechst 33342 i propidij jodidom,

F — N27 stanice ozlijedene 6-OHDA obojane Hoechst 33342 i propidij jodidom
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4.3.1. Uctinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na mehanizam stani¢ne smrti kod

rotenonom ozlijedenih SH-SY5Y stanica

Primjena 1 pM rotenona je uzrokovala stanicnu smrt apoptozom kao i nekroticne
promjene u SH-SY5Y stanicama. Rezultati su graficki prikazani kao srednja vrijednost (%)
apoptoti¢nih, odnosno nekroti¢nih stanica (%) unutar jedne jazice za svaku skupinu (kontrola, ozljeda
rotenonom, ozljeda rotenonom + DHEA, ozljeda rotenonom + DHEAS, ozljeda rotenonom + BDNF)
unutar koje su prebrojane sve stanice (Slika 22). Udio stanica s apoptoti¢nim, odnosno nekroti¢nim
promjenama je u slucaju ozljede rotenonom iznosio 11,5%, odnosno 6,1%. Predtretmani s 100 nM
DHEA(S) i 100 ng/mL BDNF su smanjili proporciju apoptoti¢nih/nekroti¢nih stanica u usporedbi s
ozljedom (Slika 22). Najznacajnije smanjenje udjela apoptoti¢nih stanica za 49,56% te nekroti¢nih za
55,74% vidljivo je u slucaju tretmana s BDNF-om (Slika 22).

SH-SY5Y stanice

14 -
<
c
0 12 1
=
)
X 10
()
C
o 8
5 <
4= 6 -
58
= c
o
o8 41
s 7
o 2
o
o 0 -
g' Kontrola Rotenon DHEA DHEAS BDNF m Apoptoza
o Terapija m Nekroza

Slika 22. Udio apoptoti¢nih i nekroti¢nih SH-SY5Y stanica nakon ozljede rotenonom i tretmana s
DHEA(S) i BDNF pojedinacno.

4.3.2. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na mehanizam stani¢ne smrti kod 6-OHDA
ozlijedenih SH-SY5Y stanica

Primjena 75 uM 6-OHDA je uzrokovala stani¢nu smrt apoptozom kao i nekroti¢ne promjene u
SH-SY5Y stanicama. Rezultati su graficki prikazani kao srednja vrijednost (%) apoptoti¢nih, odnosno
nekroti¢nih stanica (%) unutar jedne jaZice za svaku skupinu (kontrola, ozljeda 6-OHDA, ozljeda 6-
OHDA + DHEA, ozljeda 6-OHDA + DHEAS, ozljeda 6-OHDA + BDNF) unutar koje su prebrojane
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sve stanice (Slika 23). Udio stanica s apoptotiénim, odnosno nekroti¢énim promjenama je u slucaju
ozljede iznosio 13,35%, odnosno 8,7%. Predtretmani s 100 nM DHEA(S) i 100 ng/mL BDNF su
smanyjili proporciju apoptoti¢nih/nekroti¢nih stanica u usporedbi s ozljedom (Slika 23). Najznacajnije
smanjenje udjela apoptoti¢nih stanica za 69,66% te nekroti¢nih za 73,56% vidljivo je u slu¢aju tretmana

s BDNF-om (Slika 23).
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Slika 23. Udio apoptoti¢nih i nekroti¢nih SH-SY5Y stanica nakon ozljede sa 6-OHDA i tretmana s
DHEA(S) i BDNF pojedinacno.

4.3.3. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na mehanizam stani¢ne smrti kod

rotenonom ozlijedenih N27 stanica

Primjena 1 uM rotenona je uzrokovala stani¢nu smrt apoptozom kao i nekroti¢ne promjene u
N27 stanicama. Rezultati su grafi¢ki prikazani kao srednja vrijednost (%) apoptoti¢nih, odnosno
nekroti¢nih stanica (%) unutar jedne jazice za svaku skupinu (kontrola, ozljeda rotenonom, ozljeda
rotenonom + DHEA, ozljeda rotenonom + DHEAS, ozljeda rotenonom + BDNF) unutar koje su
prebrojane sve stanice (Slika 24). Udio stanica s apoptoti¢nim, odnosno nekroti¢nim promjenama je u
slucaju ozljede iznosio 13,8%, odnosno 11%. Predtretmani s 100 nM DHEA(S) i 100 ng/mL BDNF su
smanjili proporciju apoptoticnih/nekroti¢nih stanica u usporedbi s ozljedom (Slika 24). Najznacajnije
smanjenje udjela apoptoti¢nih stanica za 34,06% te nekroti¢nih za 25,45% vidljivo je u slucaju tretmana
s DHEAS (Slika 24).
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Slika 24. Udio apoptoti¢nih i nekroti¢nih N27 stanica nakon ozljede rotenonom i tretmana s DHEA(S)

i BDNF pojedinacno.

4.3.4. Ucinak neurosteroida DHEA(S) i neurotrofina BDNF na mehanizam stani¢ne smrti kod 6-
OHDA ozlijedenih N27 stanica

Primjena 75 uM 6-OHDA je uzrokovala stani¢nu smrt apoptozom kao i nekrotiéne promjene u
N27 stanicama. Rezultati su grafi¢ki prikazani kao srednja vrijednost (%) apoptoti¢nih, odnosno
nekroti¢nih stanica (%) unutar jedne jaZice za svaku skupinu (kontrola, ozljeda 6-OHDA, ozljeda 6-
OHDA + DHEA, ozljeda 6-OHDA + DHEAS, ozljeda 6-OHDA + BDNF) unutar koje su prebrojane
sve stanice (Slika 25). U usporedbi s rotenonom, 6-OHDA je djelovao toksi¢nije na N27 stanice. Udio
stanica s apoptoti¢nim, odnosno nekroti¢nim promjenama je u slucaju ozljede iznosio 69,6%, odnosno
34%. Predtretmani s 100 nM DHEA(S) i 100 ng/mL BDNF su smanjili proporciju
apoptoti¢nih/nekroti¢nih stanica u usporedbi s ozljedom (Slika 25). Najznacajnije smanjenje udjela
apoptoti¢nih stanica za 59,2% te nekroti¢nih za 30,88% vidljivo je u sluc¢aju tretmana s BDNF-om (Slika
25).
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Slika 25. Udio apoptoti¢nih i nekroti¢nih N27 stanica nakon ozljede sa 6-OHDA i tretmana s
DHEAC(S) i BDNF pojedinacno.
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5. RASPRAVA

Parkinsonova bolest je naj¢eS¢a neurodegenerativna bolest koja zahvaca lokomotorni sustav za
koju je karakteristi¢no propadanje dopaminergickih neurona nigrostrijatalnog puta te pojava Lewyjevih
tjelesaca i neurita §to uzrokuje heterogenu klinicku sliku bolesti (JelLinger 2014). Unato¢ ulozenim
naporima, danas ne postoji terapija koja u potpunosti zaustavlja neurodegeneraciju i progresiju
Parkinsonove bolesti te se iz tog razloga javlja potreba za razvojem novih odgovarajuéih
neuroprotektivnih terapija usmjerenih na smanjenje oksidativnog stresa i toksi¢nih uc¢inaka i/ili na

poticanje rasta i oporavka neurona (Alexander 2004).

Neurosteroidi poput DHEA(S), kao i neurotrofini poput BDNF-a imaju vaznu ulogu u brojnim
funkcijama mozga poput neuroprotekcije, neurogeneze, neuralne plasti¢nosti, diferencijacije i rasta
neurona te djeluju antioksidativno i protuupalno (Svob Strac i sur. 2020; Miranda i sur. 2019; Bathina i
Das 2015; Benarroch 2015, Lu i sur. 2014). Iz tog razloga, cilj ovog istrazivanja je bio istraziti
neuroprotektivni potencijal DHEA(S) i BDNF-a u in vitro modelu Parkinsonove bolesti u kojem je
ozljeda inducirana rotenonom ili 6-OHDA na stani¢noj liniji humanoga neuroblastoma
SH-SYS5Y te na kulturi animalnih dopaminergic¢kih neurona N27. U istrazivanju se pratio potencijal
DHEA(S) i BDNF-a u prevenciji stani¢ne smrti dopaminergickih neurona kroz pracenje vijabilnosti
stanica (MTT test), nakupljanje ROS-a (DCFH-DA test) i detekciju stani¢ne smrti apoptozom (bojanje

stanica fluorescentnom bojom Hoechst 33342) ili nekrozom (bojanje stanica propidij jodidom).

Glavni rezultati ovog istrazivanja pokazali su da kada se prati vijabilnost stanica MTT testom, u slu¢aju
ozljede animalnih dopaminergickih neurona N27 rotenonom ili 6-OHDA, najbolji terapijski u¢inak ima
BDNF. U slucaju stani¢ne linije humanoga neuroblastoma SH-SY5Y, kod ozljede rotenonom pozitivan
u¢inak na vijabilnost stanica ima terapija s neurosteroidom DHEA i kombinacija DHEA i BDNF.
Medutim, u sluéaju ozljede stanica SH-SY5Y sa 6-OHDA ni jedan se terapijski pristup nije pokazao
uc¢inkovit. Kada je istraZivan ucinak ozljede i navedenih lijekova na nakupljanje unutarstanicnog ROS-
apomocu DCFH-DA testa, u slucaju stani¢ne linije N27 kod ozljede rotenonom najznacajnije smanjenje
proizvodnje ROS-a postignuto je tretmanom DHEA u kombinaciji s BDNF-om, dok je u slucaju ozljede
sa 6-OHDA najbolji u€inak postignut tretmanom BDNF-om pojedinacno i u kombinaciji s DHEAS. U
slucaju ozljede stanica SH-SYSY sa 6-OHDA jedino je u€inkovit bio tretman neurosteroidom DHEA,
a kod ozljede stanica SH-SYS5Y s rotenonom ni jedan se terapijski pristup nije pokazao ucinkovit. Kako
bi dodatno istrazili mehanizam djelovanja pojedinih terapijskih pristupa, DHEA(S) i BDNF, na
mehanizam stani¢ne smrti koju uzrokuju ozljede rotenonom i 6-OHDA, stanice su bojane
fluorescentnim bojama Hoechst 33342 i propidij jodidom. Rezultati upuéuju na to da je kod oba tipa
ozljede ¢es¢i mehanizam stani¢ne smrti apoptoza u odnosu na nekrozu. Takoder, svi tretmani su imali
znacajniji uCinak na smanjenje udjela apototi¢nih stanica nego stanica u nekrozi te je u pravilu kod oba

tipa stanica i oba tipa ozljeda najznacéajnije smanjenje udjela apoptoti¢nih i nekroti¢nih stanica vidljivo
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u slu¢aju tretmana s BDNF-om. Iznimka navedenog je samo kod rotenonom ozlijedenih N27 stanica

gdje je bolji u¢inak od BDNF-a imao tretman s DHEAS.

Mitohondriji su stani¢ni organeli povezani s prezivljavanjem i smrcu stanica te je promjena u
njihovoj funkciji povezana s razvojem Parkinsonove bolesti, odnosno s gubitkom dopaminergickih
neurona. S obzirom da je mitohondrijski kompleks 1 vazno mjesto proizvodnje ROS-a, njegova
inhibicija dovodi do povecanog stvaranja ROS-a. Sami mitohondriji su osjetljivi na nakupljanje ROS-a
zbog ¢ega ih poviSene razine ostecuju te uzrokuju promjene u permeabilnosti mitohondrijske membrane
§to dovodi do aktivacije kaspaza koje predstavljaju glavne medijatore u smrti Stanica procesom apoptoze
u neurodegenerativnim bolestima (Hao i sur. 2017).

Rezultati su pokazali da u obje stanicne linije ozlijedene rotenonom (1 pL) ili 6-OHDA
(75 pL) postoji znacajna razlika u stani¢noj vijabilnosti i razini ROS-a u odnosu na kontrolu. Tretman
rotenonom ili 6-OHDA je smanjio vijabilnost i povecao proizvodnju ROS-a $to ukazuje na toksi¢no i
prooksidacijsko djelovanje navedenih neurotoksina. Taj rezultat je u skladu s rezultatima drugih
istrazivanja koja su koristila rotenon i 6-OHDA za induciranje in vitro Parkinsonove bolesti (Simdes i
sur. 2022; Mehdizadeh i sur. 2019; Hao i sur. 2017; Giordano i sur. 2012; Latchoumycandane i sur.
2011). Rotenon i 6-OHDA su djelovali manje toksi¢no na SH-SYSY stanice $to ukazuje na njihovu vecu
otpornost na neurotoksine u odnosu na N27 stanice gdje je ozljeda rotenonom smanjila prezivljenje za
gotovo 50% u odnosu na kontrolu. U usporedbi rotenona i 6-OHDA, rotenon je viSe smanjio vijabilnost
u obje stani¢ne linije. Moguéi razlog tome je drugaciji mehanizam djelovanja. Rotenon je lipofilna
molekula koja prolazi staniénu membranu bez potrebe za specificnim membranskim transporterima te
djeluje na nacin da ireverzibilno inhibira mitohondrijski kompleks I. S druge strane, 6-OHDA inhibira
mitohondrijske komplekse 1 i 1V, lako se oksidira i proizvodi slobodne radikale (Simdes i sur. 2022).
Veca toksic¢nost rotenona u usporedbi s 6-OHDA je u skladu s rezultatima istraZivanja koje su proveli
Giordano i sur. (2012) na stani¢noj kulturi SH-SY5Y stanica. Prema njima, rotenon i 6-OHDA uzrokuju
stani¢nu smrt razli¢itim mehanizmima te razli¢ito utjecu na stani¢nu bioenergetiku pri cemu 6-OHDA
ima slabiji utjecaj.

DHEAC(S) kao neurosteroid ima brojne neurobioloske funkcije od kojih je jedna od najvaznijih
neuroprotekcija. Rezultati MTT testa su pokazali bolji ufinak DHEA (100 nM) na
SH-SYS5Y stanice izlozene rotenonu, dok je DHEAS (100 nM) imao bolji u¢inak na N27 stanice izloZene
rotenonu. Razlidita istraZivanja se bave ovom tematikom, a rezultati su vrlo varijabilni $to je posljedica
koristenja razli¢itih eksperimentalnih modela (Gil-ad i sur. 2001) i moguéih razli¢itih mehanizama

neuroprotekcije DHEA i DHEAS (Maninger i sur. 2009).

Rezultati istrazivanja Gil-ada i sur. (2001) ukazuju na utjecaj DHEA(S) na smanjenje
vijabilnosti stanica pri ¢emu DHEA(S) (1 nM — 10 uM), primijenjen iskljuc¢ivo u kombinaciji, pokazuje

neuroprotektivni u¢inak u primarnim misjim kulturama neurona i SK-N-SH neuroblastoma stanicama
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dok DHEA primijenjen pojedina¢no djeluje neurotoksi¢no. Sli¢no tome, neurotoksi¢an ucinak je
uzrokovala primjena 100 nM DHEA pojedinaéno na N27 stanice ozlijedene 6-OHDA u mom
istrazivanju. Sliéne rezultate su dobili i Safiulina i sur. (2006) te Bologa i sur. (1987) u in vitro
istrazivanjima te je prema Safiulina i sur. (2006) razlog neurotoksi¢nosti inhibiranje kompleksa I

mitohondrija kao posljedica povisenih koncentracija DHEA.

Nadalje, in vivo istrazivanje provedeno od strane Choe i sur. (2011) je ispitivalo moze li DHEA
oporaviti misi¢nu atrofiju u animalnom modelu Parkinsonove bolesti induciranom 6-OHDA. 20 pg 6-
OHDA (4 pg/pL) je ubrizgano direktno u lijevi striatum Stakora te im je tijekom tri tjedna davano 0,34
mmol’kg DHEA intraperitonealno. Kao rezultat, DHEA je uzrokovao povecanje broja TH pozitivnih
neurona te ojacao atrofirane misice §to omogucava oporavak lokomotorne funkcije. Navedeni rezultati
ukazuju na moguénost koristenja DHEA u svrhu povecanja misi¢ne snage starijih i oboljelih od

Parkinsonove bolesti.

Osim neuroprotektivnog uc¢inka DHEA(S), rezultati MTT testa su pokazali pozitivan
neuroprotektivni u¢inak BDNF-a (100 ng/mL) na N27 stanice ozlijedene rotenonom i 6-OHDA. BDNF
je neurotrofin koji potie prezivljavanje i diferencijaciju dopaminergickih neurona $to ukazuje na
mogucénost upotrebe BDNF-a kao neuroprotektivne terapije za Parkinsonovu bolest. Dobiveni rezultat
je u skladu s podatcima istrazivanja Hyman i sur. (1991) u kojem su in vitro ispitivanjem potvrdili

pozitivan utjecaj BDNF-a na prezivljenje mezencefalnih dopaminergic¢kih neurona.

Nadalje, Levivier i sur. (1995) su u in vivo istrazivanju koristili fibroblaste geneti¢ki
modificirane da proizvode BDNF S§to je povecalo prezivljenje dopaminergickih neurona
nigrostrijatalnog puta kod animalnog modela Parkinsonove bolesti induciranog pomocu 6-OHDA.
Prema tome, BDNF ¢ini dopaminergicke neurone otpornijima na 6-OHDA tako $to potice jacu aktivnost

obrambenih mehanizama stanica u vidu uklanjanja ROS-a.

Primjena DHEA (100 nM) + BDNF (100 ng/mL) u kombinaciji je uzrokovala neuroprotektivni
ucinak na N27 i SH-SYSY stanice izlozene rotenonu. Dostupna literatura o istrazivanjima koja koriste
DHEA i BDNF u kombinaciji je ograni¢ena. Medutim, istraZivanja provedena od strane Wu i sur. (2020)
i Sakr i sur. (2014) su ispitivala moguéi utjecaj DHEA na modulaciju proizvodnje BDNF-a. Prema
rezultatima, DHEA djeluje neuroprotektivno putem povecane ekspresije BDNF-a $to potice zastitu,
prezivljavanje i proliferaciju neurona. Nadalje, kod oboljelih od Parkinsonove bolesti zabiljezene su
nize razine BDNF-a U odnosu na zdravu kontrolu, $to je povezano s razvojem klinickih simptoma bolesti
i povecanim rizikom od degeneracije neurona (Wang i sur. 2016; Scalzo i sur. 2010; Howells i sur.
2000). Prema tome, primjena DHEA u kombinaciji s BDNF-om pokazuje znacajan terapijski potencijal
jer, osim pozitivnog u¢inka DHEA, DHEA moze utjecati na proizvodnju BDNF-a, a time i na povisenje
razine BDNF-a kod oboljelih.
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S jedne strane, niska razina ROS-a je potrebna za normalno funkcioniranje neurona, a s druge,
njihov suviSak uzrokuje oksidativni stres popra¢en mitohondrijskom disfunkcijom, apoptozom i
ekscitotoksicnoséu §to doprinosi razvoju neurodegenerativnih bolesti poput Parkinsonove. Osim
antioksidansa, vaznu ulogu u sprjecavanju oste¢enja neurona, koje nastaje kao posljedica oksidativnog

stresa, imaju i druge molekule poput DHEA(S) i BDNF-a (Chen i sur. 2017).

Prema rezultatima DCFH-DA testa, razine ROS-a su nize u SH-SY5Y stanicama ozlijedenima
6-OHDA i tretiranima s DHEA kao i u N27 stanicama ozlijedenima rotenonom ili
6-OHDA tretiranima s DHEA, DHEAS i BDNF pojedinacno ili u kombinaciji. Poznato je da DHEA(S)
djeluje antioksidativno. Bastianetto i sur. (1999) su istrazili antioksidativno djelovanje DHEA (10 — 100
uM) u in vitro modelu oksidativnog stresa u primarnoj kulturi hipokampalnih neurona pri ¢emu je
predtretman s DHEA ucinkovito zastitio od toksi¢nosti inducirane pomocu H>O, i natrijevim
nitroprusidom nerazjasnjenim mehanizmom djelovanja. Takoder, DHEA djeluje zaStitno protiv
toksi¢nosti uzrokovane amiloid f (AP) proteinom koji je vazan za razvoj Alzheimerove bolesti
(Cardounel i sur. 1999). Nastajanje AP posreduje enzim beta sekretaza (BACE), a predtretman NT>
neurona s DHEA je u istrazivanju Tamagno i sur. (2003) smanjio ekspresiju BACE i razinu proteina §to
u konacnici smanjuje razinu AP putem inhibicije enzima BACE. Hernandez i Camargo (2021) su uoc¢ili
da DHEAS neutralizira esktracelularni H.O; u C. elegans u uvjetima hipoksije §to uzrokuje nakupljanje
ROS-a. Hacioglu Gulay i sur. (2016) su izlagali stresu BDNF knock-down miseve te su zakljuéili da su

te djelovanja i razine BDNF-a u mozgu, ali mehanizam djelovanja ostaje nepoznat.

Stani¢na smrt se u neurodegenerativnim bolestima odvija apoptozom ili nekrozom. Oba procesa
karakteriziraju morfoloske promjene te je za apoptozu karakteristicna kondenzacija kromatina,
fragmentacija jezgre i kondenzacija citoplazme, a za proces nekroze bubrenje jezgre i citoplazme te
gubitak cjelovitosti membrane (Blum i sur. 2001). U svrhu razlikovanja apoptoze i nekroze, stanice su

bojane Hoechst 33342 (apoptoza; plava boja) i propidij jodidom (nekroza; crvena boja).

Bojanje s Hoechst 33342 i propidij jodidom je pokazalo da rotenon i 6-OHDA uzrokuju
promjene karakteristi¢ne za jezgre apoptoti¢nih stanica kao i1 kasne apoptoti¢ne/nekroti¢ne promjene u
SH-SYS5Y i N27 stanicama. Skupina tretirana isklju¢ivo rotenonom i 6-OHDA je imala najveci broj
apoptoti¢nih i nekroti¢nih stanica, a u usporedbi rotenona i 6-OHDA, ozljeda 6-OHDA je uzrokovala
vedi broj apoptoti¢nih i nekroti¢nih stanica, osobito u N27 stanicama. Prema Callizot i sur. (2019), 6-
OHDA uzrokuje rani oksidativni stres jer brzo ulazi u stanice zbog prisutnosti DAT-a te u nekoliko
minuta od primjene povecava unutarstaniénu razinu ROS-a u primarnoj kulturi mezencefalnih neurona.
Dok su za 6-OHDA zabiljezili stani¢nu smrt isklju¢ivo procesom apoptoze, rotenon je uzrokovao smrt
apoptozom i nekrozom ovisno o dozi i vremenu primjene pri c¢emu je niska koncentracija pokretala

apoptozu, a visoka (>10 nmol/L) nekrozu.
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Predtretmani s 100 nM DHEA(S) i 100 ng/mL BDNF su smanjili proporciju
apoptoti¢nih/nekroti¢nih stanica u usporedbi s ozljedom. Sli¢ne rezultate su dobili i Charalampopoulos
i sur. (2004) koji su ispitivali antiapoptoticko djelovanje DHEA(S) na PC12 stani¢noj liniji te zakljuéili
da su glavni medijatori uéinka antiapoptoti¢ki Bcl-2 proteini, nuklearni faktor kappa b (NF-xB) i
antiapoptoska kinaza (PKC)a/B. U jednom istrazivanju, uoceno je smanjenje postotka apoptoti¢nih
stanica nakon primjene DHEA (50 i 100 nM) u kulturi proliferirajuc¢ih neuralnih prekursora. Mehanizam
koji je podloga djelovanja ukljucuje aktivaciju serin-treonin proteinske kinaze Akt koja je kljucna za
signalizaciju stani¢nog prezivljavanja. U istom istrazivanju, primjena DHEAS (50 i 100 nM) je
uzrokovao povecanje broja apoptoti¢nih stanica kroz smanjenu aktivaciju kinaze Akt (Zhang i sur.
2002). Sli¢no tome, DHEA je u kulturi P19-N neurona uzrokovao smanjenje broja apoptoti¢nih stanica
dok djelovanje DHEAS nije bilo znacajno (Xilouri i Papazafiri 2006). Cinjenica da DHEA i DHEAS
utjecu razli¢ito na prezivljavanje neurona sugerira da ravnoteza izmedu njih ima vaznu ulogu u razvoju

i odrzavanju zivéanog sustava (Maninger i sur. 2009).

Osim toga, sli¢ne rezultate su dobili i Kubo i sur. (1995) koji su zakljucili da BDNF smanjuje
apoptozu u staniénim kulturama cerebelarnih granula te Hetman i sur. (1999) koji su uocili da BDNF
Stiti kortikalne neurone od apoptoze. Mehanizam kojim BDNF utjeCe na apoptozu se sastoji od

kompleksne kaskade aktivacije TrkB/MAPK/ERK1/2/IP3K/Akt puta (Palasz i sur. 2020).
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6. ZAKLJUCAK

o Neurosteroidi dehidroepiandrosteron (DHEA) i dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS)
te mozdani neurotrofni ¢imbenik (BDNF) pokazuju neuroprotektivni u¢inak u in vitro
modelu Parkinsonove bolesti

e Neurotoksini rotenon (1 uM) i 6-OHDA (75 uM) uzrokuju znac¢ajno smanjenje stani¢ne
vijabilnosti i poviSenje razine ROS-a u stanicama humanih neuroblastoma SH-SY5Y i
Stakorskih N27 dopaminergic¢kih neurona u odnosu na netretiranu kontrolu

e Predtretmani s 100 nM DHEA, 100 nM DHEAS i 100 ng/mL BDNF pojedinacno i
DHEA + BDNF, DHEAS + BDNF u kombinaciji u obje stani¢ne linije povecavaju
prezivljenje stanica pri ¢emu je najucinkovitiji tretman s BDNF pojedinacno u slucaju
N27 stanica ozlijedenih i rotenonom i 6-OHDA te tretman s DHEA pojedina¢no u SH-
SYSY stanicama ozlijedenih i rotenonom i 6-OHDA

e Predtretmani s 100 nM DHEA, 100 nM DHEAS i 100 ng/mL BDNF pojedina¢no i
DHEA + BDNF, DHEAS + BDNF u kombinaciji smanjuju razinu unutarstani¢nog
ROS-a u obje stani¢ne linije

e Predtretmani s 100 nM DHEA, 100 nM DHEAS i 100 ng/mL BDNF pojedina¢no
smanjuju proporciju apoptoti¢nih/nekroti¢nih stanica u obje staniéne linije

e Dobiveni rezultati istrazivanja se mogu upotrijebiti kao temelj za daljnja istrazivanja o
terapijskom potencijalu DHEA(S) i BDNF-a u in vitro modelu Parkinsonove bolesti te
0 mogucim pozitivnim ucincima tretmana s DHEA(S) i BDNF u kontekstu prezivljenja

stanica, oksidativnog stresa i stani¢ne smrti opéenito
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