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1. UVOD

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) demencija je definirana kao sindrom prac¢en
pogorsanjem pamcenja, razmisljanja i ponasanja koji rezultiraju smanjenjem sposobnosti osobe u
obavljanju svakodnevnih zivotnih aktivnosti. Premda demencija zahvaca stariju populaciju, ona
nije normalna faza procesa starenja. Postoji puno razli¢itih oblika demencija koje su podijeljene s
obzirom na patoloske promjene, manifestaciju i prevalenciju. Alzheimerova bolest (AB) najcesci
je oblik demencije sa zastupljenoscu 60-70%. Svakako valja izdvojiti i druge ucestale oblike
demencija kao $to su primjerice vaskularna demencija, demencija s Lewyjevim tjeleScima,
frontotemporalna demencija i brojne druge. Osim $to demencije, a medu njima najvise AB imaju
fizicki, psiholoski i socijalno-ekonomski utjecaj na oboljelog pojedinca, predstavljaju enormni
globalni teret budu¢i da je ucinak bolesti vidljiv unutar njihovih obitelji, ali i u drustvu kao

zajednici. (http://www.who.int/)

1.1. Povijest i epidemiologija Alzheimerove bolesti

Povijesno gledajuc¢i, jos su Stari Grci i Rimljani, od Pitagore, Hipokrata, Platona i Aristotela
pa preko Cicerona, medu prvima pokazali intrigantnost prema procesima starenja, mentalnim
bolestima i senilnosti. Prema zapisima moze se zakljuciti da su zaista bili na tragu
neurodegenerativnoj bolesti koju danas nazivamo Alzheimerova bolest. Krajem 19. stoljeca,
to¢nije 1890. godine Alois Alzheimer 1 Otto Binswanger prvi su najopSirnije opisali atrofiju mozga.
Alzheimer je post mortem analizirao mozak zene preminule od ,,neuobi¢ajene demencije te je po
prvi puta opisao neurofibrilarne snopice, senilne (amiloidne) plakove i smrt neurona. Takoder je
zakljucio da klinicka slika bolesti ne pripada do tada nijednoj poznatoj i opisanoj bolesti u literaturi,
stoga je bolest nazvao ,,nedefiniranom*. Napretkom medicine i dijagnostike, ovaj oblik demencije

je bolje istrazen i nazvan u Cast Alzheimeru kao Alzheimerova bolest. (Berchtold i Cotman, 1998)

Trenutna statistika 1 brojke oboljelih od razlic¢itih oblika demencija su zastraSujuce i

zabrinjavajuce. U svijetu od nekog oblika demencije boluje oko 50 milijuna ljudi, a predvidanja su



da ¢e do 2050. godine biti preko 130 milijuna oboljelih. Troskovi pruzanja adekvatne zdravstvene
skrbi ove godine probili su granicu od trilijun dolara. (https://www.alz.co.uk/) Prema podacima iz
2018. godine, trenutno preko 5,7 milijuna Amerikanaca boluje od AB, od ¢ega je oko 200 000
osoba mladih od 65 godina. Ove brojke su zasigurno puno vece buduci da je bolest vrlo ¢esto
nedijagnosticirana i prolazi ,,ispod radara®, jer je zasad finalna potvrda dijagnoze jedino moguéa
post mortem. Gledaju¢i na rasnu i etnicku pripadnost, Afroamerikanci i Latinoamerikanci
obolijevaju vise od bijelaca, dok Azijati najmanje. Razlog u tome nije genetika, vec
socioekonomski faktori, zivotni stil te predispozicije za obolijevanje od drugih bolesti, primjerice

hipertenzije ili dijabetesa koje dodatno doprinose razvoju AB. (Alzheimer’s Association, 2018)

Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) za 2017. godinu, procjenjuje
se da u Republici Hrvatskoj od nekog oblika demencije boluje oko 86 000 osoba. ZabiljeZen je i
broj hospitalizacija pacijenata s dijagnosticiranom AB u razdoblju od 2012. do 2016. godine te je
uocen uzlazni trend. Naime, 2012. godine hospitalizirano je 225 pacijenata, dok je u 2016. godini
taj broj utrostruéen. (Graf 1) Buduéi da hrvatsko stanovnistvo pripada medu najstarije u Europi,

previda se da ¢e se ovakva uzlazna krivulja nastaviti u narednim godinama. (https://www.hzjz.hr/)
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Graf 1: Prikazuje broj hospitalizacija zbog Alzheimerove bolesti u stacionarnim ustanovama
tijekom petogodisnjeg razdoblja od 2012. do 2016. godine u Republici Hrvatskoj (Izvor:
https://www.hzjz.hr/)



1.2. Patofiziologija Alzheimerove bolesti

Alzheimerova bolest je ireverzibilna, progresivna neurodegenerativna bolest kompleksne
patogeneze koja u najranijim fazama zahvaca hipokampus i entorinalni korteks mozga. (Slika 1)
Uocene su i promjene u tkivu frontalnog i temporalnog reznja, amigdale, hipotalamusa, talamusa
te jezgrama mozdanog debla (engl. raphe nucleus), dok u kasnijim fazama bolesti dolazi do
promjena u podruc¢ju neokorteksa. Buducéi da je hipokampus prvi na ,,udaru* te najvazniji za uenje
i pamcenje, nastale neurodegenerativne promjene vode do glavnih i karakteristi¢nih simptoma AB,

smanjenja sposobnosti uéenja i gubitka paméenja. (Kocahan i Dogan, 2017; Masters i sur., 2015)
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Slika 1: Lijevo na slici je prikaz zdravog mozga, dok desno atrofiranog uslijed progresije Alzheimerove bolesti.
(Modificirano prema: https://www.nia.nih.gov/)

1.2.1. Nasljedna (obiteljska) i sporadi¢na Alzheimerova bolest

Etiologija AB je kompleksna i nedovoljno razjasnjena, a ugrubo ju mozemo podijeliti na
nasljednu (obiteljsku) 1 sporadicnu. Manje od 1% pacijenata oboli od dominantno autosomalne
nasljedne AB koju karakterizira rani nastup bolesti (engl. early onset) gdje je prosje¢na dob
oboljelih 45 godina. (Masters i sur., 2015) Uzrok su mutacije gena koji kodiraju: APP (engl.

amyloid precursor protein) na kromosomu 21, PS1 (engl. presenelin 1) na kromosomu 14 i PS2



(engl. presenelin 2) na kromosomu 1. Fizioloska uloga PS1 i PS2 je aktivacija kataliticke
podjedinice y-sekretaze koja sudjeluje u cijepanju APP na amiloid beta (Ap). Navedene mutacije
pojacavaju aktivnost y-sekretaze Sto za posljedicu ima povecano stvaranje hidrofobnijih i ve¢ih Ap
peptida. (Wang i Reddy, 2017; Scheltens i sur., 2016; Salkovic-Petrisi¢ i sur., 2009) Budu¢i da je
gen za APP smjesSten na krosmosomu 21, osobe oboljele od Down sindroma (trisomija kromosoma
21) imaju pretjeranu ekspresiju APP zbog koje gotovo svi stariji od 40 godina imaju povecane
stvaranje amiloidnih plakova i1 neurofibrilarnih snopi¢a. Klinicku sliku demencije i AB unutar

narednih 20 godina razvije preko dvije tre¢ine oboljelih od Down sindroma. (Wiseman i sur., 2015)

Sporadi¢na AB (sAB) manifestira se u kasnijoj zivotnoj dobi (engl. late onset), nakon 65
godine Zivota, a diljem svijeta geografski je podjednako zastupljena. Potencijalni rizi¢ni faktori jo§
nisu u potpunosti utvrdeni, no prema studijama komorbiditeti poput dijabetesa, hipertenzije 1
pretilosti, a s druge strane smanjena fizicka aktivnost, ali i niZi stupanj obrazovanja doprinose
stvaranju oksidativnog stresa i nastanku sAB. Jedan klju¢ni rizi¢ni ¢imbenik za razvoj sAB istice
se u brojnim studijama, a to je polimorfizam gena koji kodira apolipoprotein E (APOE). (Masters
1 sur., 2015) APOE gen je smjeSten na kromosomu broj 19, a kodira istoimeni protein graden od
299 aminokiselina (AK). Dolazi u tri izoforme koje se medusobno razlikuju u jednoj ili dvije AK,
ato su: APOE2, APOE3 i APOEA4. Od svih izoformi, APOE4 je najcesc¢i uzroénik sAB, a ukoliko
je osoba homozigot postoji viSe od 50% Sanse da oboli, dok su te Sanse neSto manje kod
heterozigota (20-30%). (Scheltens i sur., 2016; Masters i sur., 2015) Fizioloska uloga APOE je
sudjelovanje u normalnom katabolizmu lipoproteina obogacenih trigliceridima, primjerice
kolesterola koji je sastavni dio membrana. Time posredno utjeCe na funkcionalnost stani¢nih
membrana. Za razliku od ostalih izoformi, APOE4 ima manju protektivhu ulogu i loSije
regenerativne sposobnosti, primjerice kod ostecenja izazvanih vodikovim peroksidom i njegovim
radikalima. (Salkovié-Petrisié¢ i sur., 2009) U patologiji AB, uoéena je ukljuéenost APOE u
imunoreaktivnost koja vodi do smanjene uéinkovitosti mikroglije i makrofaga u razgradnji
izvanstani¢nih AP depozita te promjena u tau fosforilaciji 1 stvaranju neurofibrilarnih snopica.

(Scheltens i sur., 2016; Masters i sur., 2015)



1.2.2. HistopatoloSke promjene u Alzheimerovoj bolesti

Jedna od histopatoloskih promjena je povecano stvaranje netopljivih amiloidnih plakova u
mozgu, ali i na stijenkama mozdanih krvnih zila. Fizioloski Ap moze biti izgraden od 38 do 43 AK
(Masters i sur., 2015), a nastaje tijekom proteolitickog cijepanja APP djelovanjem enzima [-
sekretaze (BACE1) u prvom koraku i y-sekretaze (kompleks presenelina — PS1 i PS2) u drugom
koraku. (Slika 2)

Slika 2: Cijepanje APP sekretazama i nastanak amiloidnih plakova (Modificirano prema: https://emedicine.
medscape.com/article/1134817-clinical#showall)

APP je veliki transmembranski protein naden u mozdanim stanicama, dakle neuronima,
astrocitima i mikrogliji, no nalazi se i u perifernim tkivima i organima kao $to su adrenalne Zlijezde,
bubrezi, srce, jetra, slezena, guSteraca, mi$i¢i, no i u trombocitima i leukocitima. (Blennow i
Zetterberg, 2018; Wang i sur., 2017; Scheltens i sur., 2016) Funkcija APP u mozgu nije do kraja
razjasnjena, no pretpostavlja se da je uklju€en u sinapti¢ku plasticnost (neuroplasti¢nost). Nastanak
amilodnih plakova rezultat je povecanog stvaranja AP, posebice izoforme od 42 AK (Apa42) koja je
posebno sklona agregaciji. (Masters 1 sur., 2015) Prema istrazivanjima, osim $to formira plakove,
AP ima druge potencijalne funkcije, primjerice, sposobnost aktivacije brojnih kinaza, zastitu od
oksidativnog stresa, sudjeluje u transportu kolesterola i djeluje kao transkripcijski ¢imbenik.
(Osmanovi¢ Barilar, 2012) Do prevelikog stvaranja amiloidnih plakova najées¢e dolazi uslijed
promjena u homeostazi stvaranja i razgradnje Ap. U mozgu postoji nekoliko razgradnih putova,
primjerice: fagocitoza, endocitoza ili makropinocitoza od strane mikroglije, makrofaga, astrocita,
oligodendroglije i neurona; proteoliti¢ko cijepanje brojnim enzimima kao §to su nefrilizin, enzim

koji razgraduje inzulin (IDE — engl. insulin-degrading enzyme) i metaloproteinaze matriksa.
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Takoder je moguci izlazak (efluks) AP preko krvno mozdane barijere u perifernu cirkulaciju.
Smatra se da se na ovaj nacin ocisti preko 60% nastalog A u mozgu. Mehanizam degradacije na
periferiji nije u potpunosti razjasnjen, no postoji nekoliko katabolic¢kih puteva koji ukljucuju sli¢ne
mehanizme kao 1 u mozgu, fagocitozu i endocitozu, samo u ovom slucaju od strane monocita,
makrofaga, neutrofila, limfocita i hepatocita. Metabolizam je mogu¢ djelovanjem brojnih enzima,
ali i uz pomo¢ AP vezucih proteina i stanica kao Sto su: albumin, eritrociti, antritrombin I1I 1 APOE.
Moguca je 1 ekskrecija putem zuci ili urina. Zakljucak je da su sinergisticko djelovanje razliitih
katabolickih putova, bilo u mozgu ili na periferiji, kljuc¢ uspjeha u uklanjaju fizioloski nastalog A
te da promjene u bilo kojem od ovih putova (ili viSe njih) doprinose razvoju i progresiji AB zbog

neurotoksi¢nog djelovanja nastalih amiloidnih plakova. (Wang i sur., 2017)

Druga patoloska promjena je disfunkcionalnost i agregacija mikrutubula u neofibrilarne
snopi¢e u neuronima uslijed povecane hiperfosforilacije tau proteina. (Congdon i Sigurdsson,
2018; Masters i sur., 2015) Tau protein pripada strukturnim mikrotubularnim proteinima i u
normalnim, fizioloSkim uvjetima tau se fosforilira, veze za tubulin te stvara i stabilizira
mikrotubule duz neurona ¢ime je omogucéen aksonalni transport. Kod patoloSkih promjena u AB
proces fosforilacije je gotovo utrostru¢en, $to za posljedicu ima destabilizaciju mikrotubula i
njihovo sljubljivanje u neurofibrilarne snopicée s posljediénom smrti neurona. (Slika 3) (Blennow i
Zetterberg, 2018; Osmanovic¢ Barilar, 2012) Najées$ca mjesta na kojima se tau hiperfosforilira su
ATS (Sert9-200_ Thr205) j PHF-1 (Ser®%6-4%%) a bogata su prolinom ili se nalaze na C-terminalnom
dijelu tau proteina. (Mondragon-Rodriguez i sur., 2014) Ovisno o progresiji SAB razli¢ita mjesta
su hiperfosforilirana, a za kasnije stadije bolesti je najkarakteristi¢nija hiperfosforilacija Ser3®.
Stupanj hiperfosforilacije uzrokuje promijenjenu aktivnost brojnih protein kinaza i fosfataza koje
su u fizioloskim uvjetima odgovorne za ravnoteZzu u fosforilaciji tau proteina. Post mortem
analizama tkiva preminulih pacijenata sa SAB utvrdene su povecane razine kinaza: CDKS5 (engl.
cyclin-dependent-like kinase 5) i GSK-3p (engl. glycogen synthase-35). Prereaktivha GSK-3f
djeluje proupalno preko nuklearnog faktora kB (NF-kB) i na taj na¢in remeti aksonalni transport
Sto uzrokuje ostecenja i apoptozu neurona. Protein fosfataza 2A (PP2A —engl. protein phosphatase
2A) je tau fosfataza kojoj je jedna od uloga upravo regulacija aktivnosti CDK5 i GSK-3f, odnosno

odrzava fosforilaciju 1 defosforilaciju tau proteina u homeostazi. Progresijom AB snizena je



ekspresija PP2A te dolazi do dodatnog negativnog utjecaja na tau fosforilaciju. (Congdon i
Sigurdsson, 2018)
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Slika 3: Fizioloski procesi u zdravom neuronu i patofizioloske procese u oStecenom neuronu uslijed
hiperfosforilacije tau proteina (Modificirano prema: https://emedicine.medscape.com/article/1134817-
clinical#showall)

Postoji nekoliko mehanizama nastanka neuropatoloskih i neurokemijskih promjena koje
rezultiraju smanjenim izlu€ivanjem pojedinih neurotransmitora, ekscitotoksi¢no$¢u, gubitkom
sinapsi i propadanjem neurona te generalno i globalno cerebralnom atrofijom. (Kocahan i Dogan,
2017; Masters i sur., 2015) Sve ove navedene promjene na razini sinapse povezane su s ucestalijom
aktivacijom NMDA receptora (engl. N-methyl-D-aspartate receptor) i pove¢anim oksidativnim

stresom kao popratnim rezultatom. (Kamat i sur., 2014)

Glutamat je neurotransmitor vazan u prijenosu signala te je ukljucen u procese ucenja i
pamcenja. Sintetizira se iz aminokiseline glutamina u presinaptickom neuronu i skladisti u

vezikule. Nakon egzocitoze u sinapti¢ku pukotinu veze se na ionotropne ili metabotropne receptore



presinapticki, postsinapticki ili na astrocite formirajuéi ,,tripartitnu sinapsu®. Vezanjem na astrocite
dolazi do mehanizma pozitivne povratne sprege i dodatnog lucenja glutamata. (Zhang i sur., 2016)
NMDAR su kationski kanali koji provode Ca?* iz izvanstani¢nog u unutarstaniéni prostor, nakon
uklanjanja iona magnezija. (Wang i Reddy, 2017) U patologiji AB, AP poti¢e izvanstani¢no
gomilanje glutamata i posljedicno tome njegovo ucestalije vezanje na NMDAR S§to dovodi do
esceg otvaranja kanala i poveéanog unosa Ca2* u postinapti¢ki neuron ili astrocite. Nakupljanje
Ca?" u postsinapti¢kom neuronu za posljedicu ima disfunkcionalnost mitohondrija zbog poveéane
permeabilnosti unutrasnje membrane. Time dolazi do poremecaja u prijenosu elektrona sto dovodi
do povecanog stvaranja ROS (slobodnih kisikovih radikala) i nastanka oksidativnog stresa te
smanjene produkcije energije (ATP). Krajnji ishod je ekscitotoksi¢ni u€inak glutamata uslijed

dugotrajne ekscitacije NMDAR. (Zhang i sur., 2016)

S druge pak strane, sredisnji kolinergicki sustav takoder ima vaznu ulogu u procesima ucenja
i pamcéenja, kao i1 odgovora na stres, ali i cirkardijalni ritam. Poremecaj kolinergicke transmisije i
propadanje kolinergic¢kih neurona progresijom AB praceno je kognitivnim deficitima, posebice
vizualno-spacijalnih sposobnosti, ali i pojavom psihijatrijskih simptoma bolesti. (Ferreira-Vieira i
sur., 2016) Uloga ACh u ranoj patogenezi AB joS$ nije sasvim razjasnjena. Naime, uslijed gubitka
kolinergickih neurona tesko je zakljuciti radi li se o pocetku AB ili je to normalan proces starenja
na §to ukazuju brojne studije budu¢i da nakon Cetrdesete godine Zivota oni poc¢inju blago propadati

u hipokampusu. (Craig i sur., 2011)

Ucinak acetilkolina (Ach) vidljiv je vezanjem na muskarinske ili nikotinske receptore na
postinaptickom neuronu (Slika 4). Vezanjem na nikotinske receptore (o ligandu ovisni ionski kanal
za Na*), regulira se izlu¢ivanje brojnih drugih neurotransmitora, primjerice: glutamata, dopamina,
serotonina, ACh, GABA (engl. gamma-aminobutyric acid). Ovisno o vrsti i smjeStaju
muskarinskih receptora, vezanje ACh rezultira inhibitornim djelovanjem ili ekscitacijom (Cesce).
Postsinaptickim  vezanjem, odnosno ekscitacijom dolazi do inhibicije gabanergicke
neurotransmisije, a s druge pak strane posredno se poveca aktivnost NMDA receptora. Zaklju¢no,
inhibicija gabanergicne, a stimulacija glumatne neurotransmisije dovode do prekomjerne

ekscitacije 1 prethodno opisane ekscitotoksi¢nosti glutamata. Zakljucak je da su ove dvije promjene



na razini sinapsi usko povezane jedna s drugom i zajedno doprinose razvoju AB. (Ferreira-Vieira
i sur., 2016)

1.2.3. Inzulinsko rezistentno stanje u mozgu

Na fenomen inzulinsko rezistentnog stanja u mozgu (IRBS — engl. insulin-resistant brain
state) upucuje sve vise znanstvenih studija podrzavajuci cerebralni hipometabolizam glukoze kao
jednu od temeljnih patoloskih promjena odgovornu za nastanak sAB. IRBS na molekularnoj razini
karakteriziraju promjene u inzulinskoj signalizaciji, a ugrubo se moze definirati kao metabolicki
sindrom u mozgu koji je povezan s metabolickim i oksidativnim stresom te neuroupalnim
promjenama. Takoder, vazno je naglasiti da IRBS moze nastati individualno i neovisno o
prisutnosti dijabetesa tip 2 za koji je poznato da povecava rizik od nastanka SAB. Spoznaju da
promjene u inzulinskoj signalizaciji sudjeluju u patogenezi sAB prvi put je opisao Hoyer pred
gotovo 25 godina. (Knezovi¢ i sur., 2017; Barilar i sur., 2015; de la Monte, 2012)

1.2.3.1. Inzulin i inzulinski receptor u mozgu

Inzulin je peptidni hormon graden od 51 AK kojeg proizvode B stanice guSterace na podrazaj
povecéane koncentracije glukoze u organizmu. U mozgu je 0sim u metabolizam glukoze, ukljucen
I u procese ucenja i pamcenja. Povrh toga, djeluje neuroprotektivno, a utjeCe na rast i razvoj
neurona. Samim time sudjeluje u procesima sinapti¢ne plasti¢nosti preko GABA, NMDA i AMPA
(a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionska kiselina) receptora, a ima i znac¢ajnu ulogu u
regulaciji gena vaznih za dugoro¢no paméenje. (Arnold i sur., 2018; Barilar i sur., 2015) Inzulin u
mozak ulazi posebnim transporterima preko endotelnih stanica krvno mozdane barijere. Na
transport utjeCu brojni Cimbenici kao Sto su pretilost, upalni procesi, dijabetes i trigliceridi.
Posljednjih godina, pojedine studije sugeriraju da se inzulin sintetizira de novo u mozgu. Kod
Stakora 1 miSeva pronadena je ekspresija mRNA koja kodira za inzulin, a potvrdena je i sinteza
inzulina u neuronima, no ne i u gliji. (Arnold i sur., 2018; Vieira i sur., 2018) Kod ljudi mRNA
koje kodiraju za inzulin dokazane su post-mortem analizama u hipokampusu i hipotalamusu, a ono

Sto je posebno zanimljivo — njihova ekspresija je smanjena kod osoba s AB. (Arnold i sur., 2018)



Nekoliko vrsta transportera omogucavaju ulazak glukoze u mozdane stanice. Dijelimo ih na:
0 inzulinu-ovisne transportere glukoze (GLUT2 i GLUT4) i o inzulinu-neovisne transportere
glukoze (GLUT1 i GLUT3). Ekspresija i gusto¢a GLUT3 na somi, dendritima ili aksonu ovisi o
energetskim potrebama. Buduc¢i da GLUT3 ne treba inzulin za transport glukoze, depolarizacijom
NMDA receptora stimulira se ulazak glukoze kroz GLUT3 u neurone. GLUT4 su najvise smjesteni
u hipokampusu, amigdali, cerebralnom korteksu i cerebelumu te samim time su povezani s
kongitivnim procesima, dok u hipotalamusu imaju metabolicku ulogu. Aktivira ih inzulin §to
uzrokuje njihovu translokaciju na stanicnu membranu ¢ime je omogucen ulazak glukoze u neurone.
Unos glukoze u glija stanice, odnosno astrocite koji ¢ine 20-40% glije odvija se putem GLUTL1 te
se glukoza metabolizira u laktat koji se potom transportira u neurone gdje ulazi u proces
oksidativne fosforilacije u kojem je krajnji korak proizvodnja velika koli¢ina ATP. U stanjima
hiperinzulinemije dolazi do pove¢anog stvaranja laktata i poremecaja u metabolizmu, no za razliku
od inzulinskih receptora (IR) na neuronima, IR na gliji su regulirani vrlo visokim koncentracijama
inzulina. Glavna uloga astrocita na podrazaj inzulina je proizvodnja proupalnih citokina ¢ime igraju
ulogu u upalnim procesima u mozgu. (Arnold i sur., 2018). GLUT2 se najvise nalazi u neuronima
1 glija stanicama na podrucju sinapsi §to upucuje na njegovu vaznost prilikom otpuStanja
neurotransmitora. Imunohistokemijskim analizama dokazana je prisutnost u hipokampusu,
temporalnom i peririnealnom korteksu, amigdali, talamusu, hipotalamusu i olfaktornom bulbusu.
Zanimljiva je spoznaja, ali 1 razumijevanje da IRBS razli¢ito utjece na razlicite tipove stanica.

(Arnold i sur., 2018; Osmanovi¢ Barilar, 2012)

U mozgu su IR razli¢ito eksprimirani, a najviSe ih ima u olfaktornom bulbusu, hipokampusu,
cerebralnom korteksu, strijatumu i cerebelumu. Siroka rasprostranjenost IR na sinapsama
(presinaptiCki 1 postsinapticki) neurona, mikrogliji 1 astrocitima upucuje na vrlo vaznu ulogu
inzulinske signalizacije u mozgu. (Arnold i sur., 2018; Vieira i sur., 2018) IR spada u skupinu
tirozin-kinaznih receptora, a po gradi je heterotetramerni transmembranski protein sastavljen od 2o
1 2P podjedinice medusobno povezanih disulfidnim vezama. Za razliku od perifernih IR, oni koji
su smjesteni u mozgu ne podlijezu mehanizmu negativne sprege od strane inzulina na nacin da
afinitet vezanja inzulina ovisi o zauzetosti IR ($to je zauzetost receptora manja afinitet vezanja
inzulina je veéi 1 obratno). Uocena je 1 medusobna razlika u gradi, odnosno veli¢ini a 1 B

podjedinice. Vezno mjesto za inzulin smjesteno je na izvanstani¢cnom dijelu o podjedinice, dok 3
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podjedinica ima tirozin kinazna aktivnost buduéi da se tu nalazi vezno mjesto za ATP kao donora
potrebnih fosfata za autofosforilaciju i fosforilaciju supstrata inzulinskog receptora (IRS). (Scapin
i sur., 2018; Osmanovi¢ Barilar, 2012)

1.2.3.2. Inzulinska signalizacija u mozgu kod sporadi¢ne Alzheimerove bolesti

Izvanstani¢no vezanje inzulina na a podjedinicu IR dovodi do konformacijske promjene
receptora ¢ime je omogucena unutarstanicna kaskadna reakcija koja zapocinje vezanjem ATP za 3
podjedinicu te slijedi autofosforilacija tirozinskih ostataka. Zatim dolazi do nove konformacijske
promjene u vidu pomicanja tirozinskog ostatka §to omogucava vezanje IRS za 8 podjedinicu IR.
Sve to dovodi do fosforilacije tirozinskih ostataka IRS-1 do IRS-4, od kojih su iz IRS porodice
najbolje opisani i za razvoj sAB vazni, IRS-1 i IRS-2. Ukoliko je fosforiliran serinski ostatak IRS-
11 IRS-2, oni disociraju s IR i time je daljnji prijenos signala prekinut, stoga je upravo IRS i njegova
pravilna fosforilacija klju¢na za nastavak unutarstani¢énog kaskadnog prijenosa signala. (Vieira i
sur., 2018; Osmanovi¢ Barilar, 2012) IRS-1 i IRS-2 aktiviraju fosfatidil-inozitol-3 kinazu (PI3K —
engl. phosphoinositide 3-kinase) koja dalje fosforilira i time aktivira protein kinazu B (AKT), kao
i protein kinazu C. AKT fosforilira AKT supstrat koji ima ulogu u translokaciji GLUT 4 na stani¢nu
memebranu, a uzrokuje i aktivaciju mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) koji sudjeluje
u regulatornim procesima sinteze proteina i lipida te stanicnom metabolizmu. AKT fosforilira
GSK-3a izoformu kojoj je supstrat APP te ga metabolizira, dok GSK-3p izoforma veze tau-protein
1 time mu regulira fosforilaciju, a ukljucena je i u brojne procese kao $to su stani¢na proliferacija i
migiracija, apoptoza i neuroplasti¢nost. (Slika 5) Osim aktivacije puta preko PI3K, s druge strane
dolazi do aktivacije MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) puta koji je vazan u regulaciji
CREB (engl. cAMP response element-binding protein), c-FOS, ali i procesima stani¢nog rasta i
razvoja, imunosnih reakcija i neuroplasti¢nosti. Svi zajedno, AKT, GSK-3, mTOR i MAPK
sudjeluju u autoregulaciji IRS-1 i IRS-2 djelujuc¢i inhibitorno fosforilacijom veé¢ spomenutog

serinskog ostatka. (Arnold i sur., 2018)

Sama aktivnost IR regulirana je protektivnim mehanizmom uz enzim protein tirozin fosfatazu
(PTP — engl. protein tyrosine phosphatase) koja ga defosforilira i time inaktivira unutarstani¢ni

signalni put. Ukoliko je prisutan oksidativni stres, odnosno poveéana stani¢na produkcija H2O> i
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ROS, koji uz glukokortikoide djeluju inhibitorno na PTP dolazi do prevelike aktivnosti fosfotirozin
kinaze i fosforilacije IR $to povecava aktivnost unutarstani¢ne signalizacije. U posljednje vrijeme
uocena je jo$ jedna zanimljiva promjena vezana uz IR u IRBS, a to je da se IR veZe na druge
mikrodomene stani¢ne membrane $to dodatno doprinosi njihovoj disfunkcionalnosti. (Vieira i sur.,

2018; Salkovié-Petrisi¢, 2009)
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Slika 4: Prikaz patofizioloskih promjena inzulinskog signalnog puta u mozgu
kod sAB (Modificirano prema:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2015.00204/full)

Vaznu ulogu u regulaciji inzulinske signalizacije preko PI3K ima enzim IDE koji je citosolna
metaloendopeptidaza ¢ija je aktivnost ovisna o Zn?*, a glavna funkcija je razgradnja inzulina.
(Osmanovi¢ Barilar i sur., 2015) No, osim inzulina, IDE razgraduje brojne druge supstrate,
primjerice atrijski natriuretski peptid, glukagon, epidermalni faktor rasta, ali i ono najvaznije Af i
time prevenira neurotoksi¢ne ucinke te na taj nacin odrzava homeostazu AP metabolizma.
Kataliticka aktivnost enzima regulirana je dugolananim masnim kiselinama i vodikovim

peroksidom (H202) gdje potonji uz ROS djeluje inhibitorno na PTP i na taj se nacin smanjuje
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aktivnost IDE buduc¢i da najvjerojatnije potiCu njegov prijelaz u zatvorenu konformaciju.
(Salkovi¢-Petridi¢ i sur., 2009; Im i sur., 2007) Osim ovog nacina regulacije, IDE je aktiviran
inzulinom, a inhibiran A koji se veZe na enzim i tako stvara ireverzibilni kompleks. (de Tullio i
sur., 2008) Koji ¢e od ova dva supstrata IDE vezati ovisi o Km koja je definirana s nekoliko
unutarstani¢nih procesa, primjerice pH i razinom ATP. ATP utjece na IDE na nacin da mu moze
povecati aktivnost za 300% te se pretpostavlja da bi kod smanjenja ATP doslo do pada aktivnosti
enzima. (Salkovié-Petrigi¢ i sur., 2009; Im i sur., 2007) Obzirom da je post mortem analizom
ljudskog tkiva iz hipokampusa i cerebro-kortikalnog dijela mozga IDE naden smanjen u ranoj fazi
SAB moze se pretpostaviti da je jedan od uzroka tome hipoenergoza u neuronima. (Salkovié-
Petrisi¢, 2008)

1.2.4. PatofizioloSke promjene u olfaktornom bulbusu

Olfaktorni sustav dijeli se na periferni dio koji se sastoji od olfaktornog epitela i zZivca te
centralni dio koji ukljucuje olfaktorni bulbus (OFB), olfaktorni trakt, prednju olfaktornu jezgru,
piriformni korteks, amigdalu, olfaktorni tuberkul, hipokampus, entorinalni i orbitofrontalni
korteks. (Slika 6).
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Slika 5: Prikaz dijela olfaktornog sustava (Modificirano prema:
http://www.lifeinharmony.me/
anatomy-of-the-nose-smell/anatomy-of-the-nose-smell-smellspring13)
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Post mortem histopatoloskim analizama olfaktornog sustava kod sAB uocene su vece
patofizioloske promjene u centralnom dijelu olfaktornog sustava u usporedbi s perifernim
(Vasavada i sur., 2017; Devanand 2016) Odgovor na pitanje koje su patoloske promjene, centralne
ili periferne odgovornije za olfaktornu disfunkciju kod blagog kognitivnog oste¢enja i teskog
oblika SAB dobiven je u studiji Vasavada i sur., (2017) fMRI (engl. functional magnetic resonance
imaging) metodom vizualizacije centralnog i perifernog oflaktornog sustava na 27 kognitivno
normalnih dobrovoljaca, 21 pacijenta u MCI fazi i 15 pacijenata u teSkoj sAB fazi. Studija je
pokazala da su centralne promjene olfaktornog sustava ipak odgovornije za nastanak olfaktorne

disfunkcije u obje faze SAB.

Pred gotovo 45 godina opisana je olfaktorna disfunkcija kao jedan od najranijih klinickih
simptoma sAB. Tocan patofozioloski mehanizam olfaktorne disfunkcije u sAB jo§ nije do kraja
razjasnjen, no dosadasnje studije upucuju da iza promjena u OFB koje se manifestiraju kao
smanjenje osjeta njuha stoji hiperfosforilacija tau proteina te posljedi¢no stvaranje neurofibrilnih
snopica. (Zou i sur., 2016, Wilson i sur., 2007) S druge strane, nastanak amiloidnih plakova je u
manjoj mjeri ukljuen u patofizioloske procese u OFB. Prema studiji u kojoj je radena
imunohistokemijska analiza mozgova i koja je uzela u obzir klini¢ke kriterije progresije AB, u
pretklinickoj 1 ranoj fazi je zaista AP manje zastupljen (kod nekih pacijenata nije niti uo¢en) nego
li u posljednjoj fazi teSke AB kada je prisutnost AP detektirana kod gotovo svih pacijenata. Za
razliku od AP, hiperfosforilirani tau protein je podjednako zastupljen u prve dvije faze bolesti kod

svih pacijenata, no nesto vise u tre¢oj. (Lachen-Montes i sur., 2017b)

Vazno je naglasiti da postoje komercijalni testovi osjeta njuha (UPSIT™ i B-SIT™), kojima
je moguce ustanoviti koliko je njuh oSte¢en u raznim stadijima AB, $to je svakako korisno za
cjelokupno razjasnjenje i povezivanje tog simptoma s patofizioloskim procesima u pozadini AB.

(Devanand, 2016)

Prevalencija gubitka njuha uslijed olfaktorne disfunkcije je gotovo 100% kod pacijenata s AB,
a vrlo Cesto prolazi nezamijeceno u ranim fazama bolesti bilo od strane pacijenata ili medicinskog
osoblja. Obzirom da hiperfosforilacija tau proteina u OFB korelira s progresijom demencije sve se

viSe pobuduje interes znanstvenika o razjaSnjavanju patofizioloSkih procesa koji leze u pozadini
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gubitka njuha i olfaktorne disfunkcije te na koji na¢in nova znanja iskoristiti u svrhu razvoja
biomarkera. (Lachén-Montes i sur., 2017a; Zou i sur., 2016)

1.3. Klinicka slika Alzheimerove bolesti

Klinicka slika AB je vrlo kompleksna 1 najceS¢e pracena s progresivnim gubitkom pamcenja.
Sama bolest od pojave prvih simptoma pa do terminalne faze traje 8 do 10 godina. Njoj prethodi
pretklini¢ka i prodromalna faza koja traje i do 20 godina prije nego li §to se pojave prvi simptomi
AB. (Masters i sur., 2015) Gubitak pamcenja prate promjene u ponasanju, posebice u jeziénom
izrazavanju: afazija i anomija (smanjena moguénost izrazavanja i izgovora rije¢i, odnosno
nesposobnost imenovanja predmeta), ali i gubitak vizualno-spacijalnih sposobnosti. Progresijom
bolesti i ulaskom u terminalnu fazu kod pacijenata se javljaju ekstrapiramidalni sindrom,

parkinsonizam, akatizija, bradikinezija, tremor i tardivna diskinezija.

S obzirom na progresiju i tijek bolesti, NIA-AA (engl. National Institute on Aging -
Alzheimers'’s Association) Alzheimerovu bolest dijeli u tri glavna stadija:

1) Pretklinicka asimptomatska faza
Za ovu fazu je karakteristi¢no $to pacijenti nemaju poteskoce kod obavljanja svakodnevnih

radnji i aktivnosti, a kognitivni testovi ne ukazuje na AB.

2) Prodromalna simptomatska faza karakterizirana umjerenim kognitivnim o$tecenjem

U ovoj fazi AB je najcesce dijagnosticirana jer se po€inju javljati promjene u ponasanju kao
Sto su: gubitak pamcenja; gubitak prostorne orijentacije (pacijenti se izgube u njima do tada
poznatom gradu); smanjenja sposobnost obavljanja svakodnevnih zadataka (placanje racuna,

kuhanje kave); promjene raspoloZenja koje vode do anksioznosti i depresije.

Kod pojave umjerenog kognitivnog ostecenja (MCI — engl. mild cognitive impairment) bolest
je uznapredovala do stadija kada se pojavljuju smetnje u govoru i pisanju; nesposobnost uéenja
novih pojmova i radnji; poteSkoce u suocavanju s novim i neocekivanim situacijama; agitacija;
lutanja; halucinacije, deluzije i paranoja; gubitak percepcije. S vremenom pacijenti pocinju
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pokazivati agresivno ponasanje prema njegovatelju, odbijaju kupanje ili oblacenje odjece jer ne
razumiju i ne znaju $to odredena radnja znaci ili jer se ne sjecaju kako se izvodi. Za takve osobe
koje se ne sjeaju proSlosti, kako se izvode brojne aktivnosti te koja je njihova vaznost u
svakodnevnom zivotu, a niti shvacaju buduénost, svijet oko njih se ¢ini ¢udnim i zastraSujucim,

stoga je nuzno da su i dalje u njihovim zivotima prisutna poznata obiteljska i prijateljska lica.

3) Teska Alzheimerova bolest

Uz sve prethodno navedene simptome u posljednjoj fazi bolesti kod pacijenata dolazi do
drasti¢nog gubitka na teZini prvenstveno zbog poteskoca s gutanjem, ali i jer jednostavno zaborave
jesti. Zbog promjena u cirkardijalnom ritmu ucestalo je povecano spavanje, a javlja se i
inkontinencija. Uz pothranjenost, najéesc¢i uzrok smrti je sklonost infekcijama kao $to su upala

pluca i sepsa. (Morris i sur., 2014; https://emedicine.medscape.com/; https://www.nia.nih.gov/)

1.4. Mogu¢énosti, ogranicenja 1 izazovi u farmakoterapiji

Alzheimerove bolesti

Budu¢i da je ucinak lijekova zaista vrlo skroman, a samo lijeCenje simptomatsko, nazalost,
danas ne postoji terapija i lijekovi koji mogu izlije€iti AB ili u potpunosti zaustaviti njenu
progresiju, no nekim pacijentima privremeno umanje simptome i olakSaju svakodnevni Zivot.
Jedan od najvecih problema u lije¢enju je $to velik broj ljudi ne reagira na dostupnu terapiju. Razlog
tome, odnosno koja je razlika izmedu ljudi koji reagiraju na terapiju i kod kojih je ona neucinkovita
jo$ nije utvrden. Za uspjesno (iz)lijeCenje vazna je rana dijagnostika, a samim time 1 razvoj
pouzdanih biomarkera, ali s druge strane potrebna je 1 u¢inkovita strategija o preventivi i lijeenju
AB. Upravo sve ovo predstavlja najveci izazov znanstvenicima, istrazivacima, stratezima i svim
zdravstvenim djelatnicima u uspje$noj borbi protiv ove brzo rastu¢e bolesti medu ljudskom

populacijom. (Craig i sur., 2011)
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1.4.1. Farmakoloske moguc¢nosti — dostupni lijekovi

Spomenute promjene u kolinergi¢koj sinapsi definiraju kolinergi¢ku hipotezu nastanka AB
koja je pogodovala razvoju lijekova iz skupine inhibitora acetilkolin esteraze. U toj skupini nalaze
su tri lijeka: donepezil, rivastigmin i galantamin. Lijekovi ne izazivaju dramati¢no poboljsanje
simptoma, ve¢ samo uspore klini¢ku progresiju bolesti za 6 do 12 mjeseci nakon ¢ega Se pogorSanje
nastavlja. Prema mehanizmu djelovanja, za razliku od nekompetetivnih inhibitora AChE —
donepezila i rivastigmina, galantamin djeluje kao kompetetivni inhibitor AChE, ali i alosteri¢ki
modulator nikotinskih receptora. Prednost rivastigmina ispred ostala dva iz ove skupine je $to
djeluje 1 na butirilkolin esterazu (BuChE) koja takoder razgraduje ACh. Vazno je naglasiti da
jedino donepezil ima u¢inak u posljednjoj fazi bolesti. (Roberson, 2018) Obzirom da se ovi lijekovi
pretezno izlucuju urinom, potrebna je prilagodba doze i pojacan oprez kod pacijenata s renalnim
oste¢enjima. Nuspojave pogadaju 5-20% posto pacijenata te su tipi¢ne kolinergicke, od kojih su

najviSe izrazeni povracanje, anoreksija, nadutost, dijareja i abdominalni gréevi. (Atri i sur., 2017)

Druga skupina lijekova prema mehanizmu djelovanja su antagonisti NMDA receptora,
odnosno memantin kao jedini predstavnik skupine. Svojim mehanizmom blokira toksi¢ne ucinke
glutamata i time odgada pogorSanje klinicke slike. NajceS¢e se koristi kao monoterapija ili
suportivna terapija uz inhibitore AChE u kasnijim fazama bolesti, budu¢i da je vrlo malo dokaza
za njegovu ucinkovitost u ranijim fazama bolesti. Nuspojave su gotovo identi¢ne lijekovima iz

skupine AChE inhibitora. (Roberson, 2018)

U Republici Hrvatskoj na trziStu nema galantamina, dok donepezil i memantin dolaze u obliku

tableta, a rivastigmin u obliku oralne otopine. (http://www.hzzo.hr/)

1.4.2. Nefarmakoloske mjere

S obzirom na oskudni farmakoloski portfolio dostupnih lijekova, brojne nefarmakoloske mjere
imaju veliku ulogu u terapiji AB. Ukoliko Ako u obiteljskoj anamnezi postoje oboljeli od AB,

vazno preporuca seje napraviti genetsko testiranje (odredivanje APOE). Pacijenti koji boluju od
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kardiovaskularnih oboljenja i dijabetesa moraju biti pod nadzorom te takoder biti upoznati s
rizicima koje njihove bolesti donose. Jednom kad osoba oboli odrazvije demencijue koja potom
napreduje udo AB vaZzno je da obitelj/njegovatelji prepoznaju bihevioralne promjene, kao Sto su
deluzije, halucinacije, depresivno ponaSanje i promjene u cirkardijalnom ritmu kako bi se
omogucila dodatna terapija. Budu¢i da kod oboljelih osoba dolazi do smanjenja osjeta njuha, neka
hrana im postane ,,drugacija i cudna“ te je odbijaju, a nerijetko i1 zaborave jesti. Stoga je vazna
pravilna ishrana, uporaba dodataka prehrani i enteralnih pripravaka, ali i druge intervencije poput
uporabe stimulansa apetita buduc¢i da je upravo malnutricija najée$¢e povezana sa Visokim

mortalitetom. (https://www.uptodate.com/)

1.4.3. Lije€enje Alzheimerove bolesti u buduénosti

Sto se ti¢e buducnosti terapije i lije¢enja, trenutno je u raznim fazama istrazivanja 105
molekula razli¢itog profila i mehanizama djelovanja, od neuroprotektiva i protuupalnih lijekova,
do imunoterapije. (Cummings i sur., 2017) Najveci uspjeh biljezi protutijelo aducanumab koji je
izoliran iz ljudskih autoprotutijela koja djeluju protiv AP plakova ovisnih o Cu2+, a koji su najvise
neurotoksi¢ni od svih oblika AB. Trenutno je protutijelo u trecoj fazi klinickih istrazivanja. (Wang

i sur., 2017)

U danasnje vrijeme postoji nekoliko tehnika i metoda koje omogucéavaju ranu dijagnostiku
AB, a to je mjerenje biomarkera iz cerebrospinalne tekucine (CSF —engl. cerebrospinal fluid). Kao
Sto su AP42, total tau (t-tau) i fosforilirani tau (p-tau — engl. phosphorylated tau). Kod detekcije
biomarkera iz CSF, biljezi se omjer p-tau i t-tau, gdje je p-tau mjeren kao hiperfosforilirirana
Thrl81 podjedinica. Prema studijama, t-tau i p-tau su umjerno poviseni. Postoje jo§ imaging
metode, a su PET (pozitronska emisijska tomografija) koja mjeri ulazak glukoze u neurone i gliju
(metoda je vrlo osjetljiva na sinapticku disfunkcionalnost), t¢ MRI (magnetska rezonancija).
(Scheltens i sur., 2016; Masters i sur., 2015) Buduci da su sve navedene metode invazivne, skupe
1 dugotrajne, u cilju je omoguditi neinvazivnu i relativno jeftinu detekciju biomarkera u krvi. To
predstavlja veliki izazov jer su biomarkeri u krvi prisutni u jako niskim koncentracijama. Nedavno
je uspjesno detektiran omjer APP:AB1-42 1 AB1-40:AB1-42 u krvi uz pomoc¢ imunoprecipitacije-
masene spektrometrije (IP-MS) umjesto ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
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metode koja se koristi kao standard za detekciju. Rezultati su usporedivani s PET i razinom AB u
CSF te je uocena korelacija. Ovo istrazivanje je zaista prijelomno u razvoju automatizirane, brze,

jednostavne i svima dostupne metode detekcije ranih biomarkera AB. (Nakamura i sur., 2018)

Uz postojeéu farmakoterapiju i pravilne nefarmokoloske mjere, samo zajednickim
djelovanjem svih dionika zdravstvenog sustava u suradnji s oboljelima, njihovim obiteljima i
njegovateljima moze se omoguciti razumijevanje ove teske bolesti, a potom i borba, koja je za neke
vise, a druge manje uspjesna, no koja nazalost u konacnici jos uvijek vodi do istog, fatalnog ishoda.
Ono ¢emu jos svakako treba teziti je personalizirano lije¢enje AB, dakle omogucavanje dostupne

rane dijagnostike, odabira prave terapije za pravog pacijenta u pravo vrijeme.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Veliki broj istrazivanja isti¢e vaznu ulogu IRBS u nastanku sAB. Na eksperimentalnim
modelima sAB moguce pokazati nastanak i razvoj te vremenski slijed u promjenama inzulinskog

signalnog puta preko inzulinskog receptora u mozgu.

Budu¢i da je gubitak njuha jedan od prvih klini¢kih simptoma sAB, danas se viSe pobuduje
interes znanstvenika na koji na¢in navedenu promjenu iskoristiti u svrhu razvoja biomarkera kao
dijagnostickog alata. Poznato je da u pozadini olfaktorne disfunkcije u olfaktornom bulbusu lezi

hiperfosforilacija tau proteina, no nije poznat vremenski trenutak kad ona nastaje.

Ukoliko bi se utvrdio vremenski period nastalih promjena u olfaktornom bulbusu te to¢ni
patofizioloski procesi koji vode do smanjenja osjeta njuha otvorile bi se nove dijagnosti¢ke i
terapijske opcije za lijeCenje AB. Ta Cinjenica postaje vrlo vazna ukoliko se uzme u obzir da

trenutno ne postoji zadovoljavajuéi farmakoterapijski pristup u lije¢enju AB.

Cilj ovoga rada je istraziti promjene ekspresije proteina koje doprinose patofizioloskim
promjenama na Stakorskom modelu sAB ovisno o dozi STZ-icv i vremenskom periodu nakon
primjene odredene doze. Na uzorcima tkiva olfaktornog bulbusa Western blot metodom analizirane

su sljedece promjene ekspresije proteina:

o inzulinskog receptora (IR)
o enzima koji razgraduje inzulin (IDE)
o tau proteina (t-tau)

o fosforiliranog tau proteina (p-tau)
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Zivotinje i tkivo

Za potrebe izrade ovog diplomskog rada analizirani su uzorci tkiva olfaktornog bulbusa
pokusnih zivotinja, 0dnosno muzjaka Stakora soja Wistar starosti 1 i 3 mjeseca u tezini od 300 do
400 g. Stakori su bili uzgojeni na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveugilista u
Zagrebu. Nakon bihevioralnih mjerenja, koje su provele osobe osposobljene za rad s pokusnim
Zivotinjama, zivotinje su anestezirane, & mozak je izvaden i podijeljen na regije od interesa.
Tijekom izvodenja pokusa na laboratorijskim Zivotinjama postivao se Zakon o zastiti Zivotinja (NN
102/17). Za izvodenje pokusa na projektu UKF (64-10) pod voditeljstvom prof. dr. sc. Melite
Salkovié-Petrigi¢, ¢&iji je ovaj diplomski rad dio, dobivena je dozvola Eti¢kog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
3.1.1. Eksperimentalni modeli Alzheimerove bolesti

Obzirom na specifi¢nu prirodu i tijek AB veliki je izazov napraviti animalni eksperimentalni
model koji bi pouzdano odgovarao bolesti u ljudi. U literaturi su najéesc¢e opisani eksperimentalni
modeli koji se temelje na genetskim mutacijama ¢ime predstavljaju model za obiteljski tip AB.
(Yamada i Nabeshima, 2000) Mozemo ih podijeliti na modele s mutacijom gena za: APP,
presenilin i tau protein, no postoje i kombinirani modeli s vise mutacija. (Hsiao i sur., 1996) Buduci
da se ovaj diplomski rad temelji na ispitivanju patoloskih promjena u inzulinskoj signalizaciji kod

sAB, ovi modeli nisu prikladni za istraZivanje.

Buduci da se SAB bolest sve vise povezuje s nastankom IRBS u mozgu kao patofizioloskim
uzrokom bolesti, intracerebroventrikularnom (icv) primjenom niskih doza, ¢ak do 100 puta nizih
od one pri perifernoj primjeni (0,5-3,0 mg/kg) streptozotocina (STZ), odnosno 2-deoksi-2-3(metil-
3-nitroziureid)-D-glukopiranoze u lateralne mozdane komore Stakora dobiva se eksperimentalni

model sAB kojemu je glavna karakteristika upravo IRBS. (Osmanovic Barilar i sur., 2015,
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Knezovic i sur., 2017) Vazno je naglasiti da primjenom niskih doza STZ u CNS ne dolazi do
razvoja sistemske hiperglikemije.

STZ je derivat nitrozoureje te spada u skupinu alkiliraju¢ih protutumorskih lijekova. Molekula
STZ je strukturno sli¢na 2-deoksi-D-glukozi, no ono §to ih razlikuje je N-metil-N-nitrozourejna
skupina na C-2 polozaju (Slika 7) koja je odgovorna za nastanak NO i H>O> u stanicama te
posljedi¢ni oskidativni stres kao jedan od mehanizama koji doprinose nastanku SAB. (Osmanovi¢

Barilar, 2012)

OH OH

< HO ©
HO HO OH

HO N
OH 0:<
N —MNO
/

Slika 6: Lijevo naslici je prikazana molekula glukoze, a desno streptozotocina

Mehanizam djelovanja STZ u mozgu nije do kraja razjasnjen, no buduéi da je molekula
strukturno sli¢na molekuli glukozi, samim time djeluje kao selektivni supstrat i ima veliki afinitet
vezanja za GLUT? preko kojeg ulazi u stanice. Posljedica ulaska STZ u stanice preko GLUT? je
smanjena proteinska ekspresija GLUT2 na membranama, ali pozadinski mehanizmi kojima dolazi
do tog procesa u mozgu jo$ nisu u potpunosti istrazeni. (Knezovic i sur., 2017) Poznato je da kada
STZ ude u stanicu alkilira DNK, ostecuje ju $to za posljedicu ima smanjeno stvaranje ATP i smrt
stanice bilo apoptozom ili nekrozom. Kada se STZ metabolizira, obzirom na strukturu dolazi do
stvaranja NO i H202 i nastanka oksidativnog stresa koji jo§ dodatno doprinose smanjenju ATP.
(Szkudelski, 2001)

Osim $to su bihevioralnim testovima uocene promjene U kognitivnom ponasanju i procesima
ucenja, STZ-icv primjenom kod Stakora dokazane su i promjene na molekularnoj razini koje su

odgovorne za nastanak IRBS i SAB. Dolazi do smanjenog metabolizma glukoze §to za posljedicu
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ima ve¢ spomenuti oksidativni stresa koji vodi do smanjenje produkcije ATP, no dokazana je
smanjena funkcija IR i kolinergic¢ka transmisija. S druge strane povecani su neuroupalni procesi,
hiperfosforilacija tau proteina i stvaranje A plakova. (Knezovic i sur., 2017) MorfoloSke promjene
koje su nadene kod STZ-icv modela odgovaraju onima kod ljudi, a to su astroglioza, gubitak

neurona i prosirenje ventrikula. (Osmanovi¢ Barilar, 2012)

3.1.2. Eksperimentalni protokol — priprema tkiva za Western blot analizu

Eksperiment se sastojao 4 skupine zivotinja, od ¢ega je u svakoj skupini bilo po 6 Stakora. Za
potrebe Western blot analize u pokusima je koristen STZ (Streptozotocin®, Fluka, Svicarska)
primijenjen icv (u lateralne mozdane komore) u sljede¢im dozama:

0,3 mg/kg za prvu skupinu Zivotinja;

1,0 mg/kg za drugu skupinu zivotinja; i

3,0 mg/kg (u dva navrata po 1,5 mg/kg s razmakom od 2 dana) za tre¢u skupinu Zivotinja
otopljenih u 0,05 M citratnom puferu (pH 4,5). Cetvrta skupina Zivotinja, ujedno i kontrola bila je
icv tretirana citratnom puferom. Nakon 1 i 3 mjeseca od pocetka tretmana Zivotinje su zrtvovane,
a olfaktorni bulbus je izvaden i brzo smrznut u teku¢em dusiku te pohranjen na -80°C do upotrebe,

odnosno homogeniziranja u Lysis puferu s dodanim inhibitorima proteaza.

3.2. Koristene kemikalije, reagensi i protutijela

Za pred obradu i pripremu uzoraka te u izradi gela i pufera u postupcima elektroforeze i

Western blot analize, koristeno je sljedece:

Kemikalije:

2-merkaptoetanol (MERCK-Schurchardt, Njemacka)
akrilamid (Acrylamide, Sigma, SAD)

amonij persulfat (Sigma, SAD)

apsolutni etanol (Kemika, Hrvatska)
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bakrov (1) sulfat pentahidrat (T.T.T. doo, Sv. Nedjelja, Hrvatska)
boja Ponceau (Sigma-SAD)

bromfenol modrilo (Sigma, SAD)

DTT (DL-Dithiotheital, Fluka, Svicarska)

EDTA (Etilendiamintetraoctena kiselina, Kemika, Hrvatska)
folin-ciocalteu reagens (Kemika, Hrvatska)

glicerol (Fluka, BioChemika Svicarska)

glicin (Sigma-SAD)

inhibitori proteaza (Sigma, SAD)

klorovodi¢na kiselina (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Njemacka)
metanol (T.T.T. doo, Sv. Nedjelja, Hrvatska)

mlijeko u prahu (Vindija, Hrvatska)

N, N'-metilenbisakrilamid (Sigma, SAD)

NaCl (Kemika, Hrvatska)

natrij deoksikolat (AppliChem, Njemacka)

natrij kalij tartarat (MERCK — Alkaloid, Makedonija)

natrij vanadat (Aldrich, USA)

natrijev hidroksid (T.T.T. doo, Sv. Nedjelja, Hrvatska)
natrijev karbonat (T.T.T. doo, Sv. Nedjelja, Hrvatska)
NP-40 (Nonidet™ P 40 Substitute, Sigma, USA)

TEMED (N, N, N, N’-tetrametiletilenamid) (Sigma, SAD)
Tris (TRIZMA® base, Sigma, SAD)

DeterdZenti:

SDS (Sodium dodecil sulphate, Sigma, SAD)
Tween 20 (Sigma, SAD)
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Reagensi (kitovi) za kemiluminescentnu detekciju proteina:

Clarity Max™ Western ECL Subtrate — Luminol Solution (BIO-RAD, Njemacka)
Clarity Max™ Western ECL Subtrate — Peroxide Solution (BIO-RAD, Njemacka)
Luminata™ Forte Western HRP Subtrate (Millipore, SAD)

Ostalo:

centrifuga — Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Njemacka)

homogenizator — Microson™ ultrasonic cell disruptor (Misonix, SAD)

kamera za deteciju signala — MicroChemi (DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalem)
magnetska mijesalica — IKA® C-MAG HS7 (IKA, Njemacka)

nitrocelulozne membrane veli¢ine pora 0,45 um (Amersham, Njemacka)

pipete i nastavci raznih volumena (Eppendorf, Njemacka)

set za Western blot — Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BIO-RAD, SAD)

spektrofotometar — HPV220 (Iskra, Slovenija)

standard za odredivanje molekulskih masa - Precision Plus Protein™, All Blue Standards (BIO-
RAD, Njemacka)

uredaj za termi¢ku obradu proteina — Rotilabo®-Block Heater H250 (Roth Karlsruhe, Njemacka)
vibraciona mijesalica — IKA® Vibrax VXR basic (IKA, Njemacka)

vortex — Ika-vibro-fix (IKA WERK, Njemacka)

Western blot uredaj — PowerPac™ Basic Power Supply (BIO-RAD, SAD)

U postupcima Western blot imunodetekcije koristena su sljedeca protutijela:

Primarna:

1. Anti-Insulin receptor (B-subunit), clone CT-3, mouse monoclonal (Millipore, SAD)
2. Anti-IDE, N-terminal (97-273), rabbit pAb (Calbiochem, Njemacka)

3. Anti-pshospho-Tau (pSer*®), antibody produced in rabbit (Sigma, SAD)

4. Phospho-Tau (Ser396) (PHF-13), mouse mAb (Cell Signaling, SAD)
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5. Monoclonal Anti-Tau antibody produced in mouse (Sigma-Aldrich, SAD)

6. Monoclonal Anti-p-Actin antibody produced in mouse, monoclonal AC-15 (Sigma-
Aldrich, SAD)
7. Anti-GAPDH, rabbit 1gG (Imgenex, USA).

Sekundarna:

1. Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology, SAD)
2. Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology, SAD)

3.3. Western blot metoda

Postupak:

Homogeniziranje uzoraka olfaktornog bulbusa u Lysis puferu za homogeniziranje
Odredivanja koncentracije proteina metodom po Lowryju

Priprema 9%-tnog donjeg i gornjeg SDS-PAGE (engl. Sodim Dodecyl Sulphate-
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) gela

NanoSenje uzoraka na gel u razliCitim koli¢inama (ul) sukladno molekulskoj masi

ispitivanog proteina
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KORAK: KEMIKALIJE: VRIJEME:
0, -
1. Elektroforeza proteina na 150V 9% SDS-PAGE g_]el,_ uz pufer za 60'
razdvajanje
2. Prijenos na membrane na 100 V Pufer za prijenos pH 8,8 60’
3. Bojanje membrana Ponceau boja 1-3'
4. Ispiranje membrana LSWB 3x5'
. . . LSWB/5% nemasno ,
5. Blokiranje nespecificnog vezanja mlijeko/0,5%Tween 20 60
6. Ispiranje membrana LSWB 3x5'

7. Inkubacija u primarnom protutijelu:

I.  Anti-Insulin receptor (-subunit),
clone CT-3, mouse monoclonal
(Millipore, SAD);

Il.  Anti-IDE, N-terminal (97-273),
rabbit pAb (Calbiochem, Njemacka);

1. Anti-pshospho-Tau (pSer404),
antibody produced in rabbit (Sigma,
SAD)

IV.  Phospho-Tau (Ser396) (PHF-13),
mouse mAb (Cell Signaling, SAD)

V.  Monoclonal Anti-Tau antibody
produced in mouse (Sigma-
Aldrich, SAD)

VI.  Monoclonal Anti-s-Actin
antibody produced in mouse,
monoclonal AC-15 (Sigma-
Aldrich, SAD)

VII.  Anti-GAPDH,
(Imgenex USA)

rabbit IgG

8. Ispiranje membrana
9. Inkubacija u sekundarnom protutijelu

I.  Anti-mouse 119G, HRP-linked
Antibody (Cell Signaling
Technology, SAD)

Il.  Anti-rabbit 19G, HRP-linked
Antibody (Cell Signaling
Technology, SAD)

10. Ispiranje membrana
11. 1zlaganje kemiluminescentu
12. Ekspozicija

Razrjedenja protutijela (ul) u puferu

za blokiranje:

. Protutijelo 1:1000

Il.  Protutijelo 1:2000
I1l.  Protutijelo 1:1000
IV.  Protutijelo 1:500
V.  Protutijelo 1:1000
VI.  Protutijelo 1:5000
VII.  Protutijelo 1:2000

LSWB

Razrjedenje oba protutijela (ul) u
puferu za blokiranje:
1:5000

LSWB
Luminol

Detekcija kamerom

Preko noé¢i na
+4°C

3x5'

60’

3x5'

1-180"
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Nakon elektroforeze proteina iz tkiva olfaktornog bulbusa ¢ime se proteini razlicite
molekularne mase razdvoje putujuéi kroz 9% SDS-PAGE gel uz pufer za razdvajanje (pH 8,3),
slijedi prijenos na nitroceluloznu membranu uz pufer za prijenos. Postupak se nastavlja
blokiranjem membrana u 5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka (da se smanji nespecificno vezanje) i

inkubiranjem s odgovaraju¢im primarnim protutijelom za: IR, IDE, tau, p-tau preko no¢i na +4°C.

Princip Western blot metode

Kemiluminiscetni
signal
Sekundarno W Enzimski
protutijelo - supstrat

Primarno

protutijelo ,{JL\\t\ Ciljani protein

| Membrana s proteinima |

Slika 7: Princip Western blot metode (Modificirano prema: https://www.elabscience.
com/western_blot-introduction_and_principles_of western_blot-306.html)

Nakon ispiranja u puferu (LSWB), membrane su inkubirane na sobnoj temperaturi sa
sekundarnim protutijelom. Nakon zavr$nog ispiranja u puferu (LSWB) Koristi se kemiluminescent
za finalno inkubiranje membrana pri ¢emu dolazi do oksidacije luminola Kkataliziranog
peroksidazom. Dobiveni signal vizualizira se pomoc¢u kemiluminiscentnog Western blot

detekcijskog kita i biljezi video kamerom u programu GelCapture. (Slika 8)

Propisi za pripremanje otopina, pufera i gelova:

LYSIS PUFER za homogeniziranje uzoraka sastoji se od:
50mM Tris, pH 8
150mM NacCl
0.5mM EDTA (engl. EthyleneDiamineTetraacetic Acid)
1ImM DTT (engl. DiThioThreitol)

0.01M natrijev vanadat

0.5% natrijev deoksikolat
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1% NP-40
0.1% SDS (engl. Sodium Dodecyl Sulfate)

Otopina za odredivanje koncentracije proteina po Lowryju sastoji se od:
Bisakrilamid
0,1 M HCI
2 % Na2CO3
0,1 M NaOH
1 % CuSO4x5H20
2 % NaK tartarat

folin-ciocalteu reagens

DONJI GEL (SEPARATING) 9% sastoji se od:
Tris CI/SDS pH 8,8
30 % acrilamid/0,8% bisakrilamid
10 % amonij persulfat
TEMED (TEtraMethylEthyleneDiamine)
dd H.O

GORNJI GEL sastoji se od:
Tris CI/SDS pH 6,8
30% akrilamid/0,8% bisakrilamid
10% amonij persulfat
TEMED
dd H20

LSWB pufer_(engl. Low Salt Washing Buffer) sastoji se od:
0,5 mM Tris baza
7,5 mM NaCl
pH 7,4



Pufer za blokiranje sastoji se od:

Mlijeko u prahu
Tween 20
LSWB

3.4. Analiza i statisticka obrada podataka

Slike uslikane kamerom kao prikaz rezultata Western blot metode prvotno su obradene i
analizirane u ImageJ programu. Potom su dobiveni podaci statisticki obradeni Kruskal-Wallis
metodom i neparametrijskim Mann-Whitney U testom u programu StatView kako bi se medusobno
usporedile razlike medu ispitivanim grupama. Svi kKvantitativni rezultati koji su dobiveni u ovom
eksperimentu izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna srednja pogreska (SEM, engl.
standard error of mean) i prikazani u obliku grafikona sa stupcima. Kao statisti¢ki znacajna, uzeta
je vrijednost p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu Western blot metodom istrazivale su se neurokemijske promjene
ekspresije proteina i enzima u inzulinskom sustavu mozga kod STZ-icv $takora, te ovisnost o dozi
I vremenu proteklom nakon STZ-icv primjene. Imunodetekcijom proteina u olfaktornom bulbusu
istrazivana je ekspresija slijedecih proteina: IR, IDE, t-tau i p-tau. Ekspresija svih proteina radena
je jedan mjesec (1 mj.) i tri mjeseca (3 mj.) nakon STZ-icv primjene u dozama od 0,3 mg/kg, 1,0
mg/kg i 3,0 mg/kg. Rezultati su izneseni u obliku grafova, a slike dobivene Western blotom
prikazane su samo za vremenska razdoblja i doze kod kojih je nadena statisticki zna¢ajna promjena

u ekspresiji proteina (p<0,05).

4.1. Ekspresija inzulinskog receptora u olfaktornom bulbusu jedan
I tri mjeseca nakon STZ-icv primjene u dozama od 0,3 mg/kg,
1,0 mg/kg i1 3,0 mg/kg
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Graf 2: Ekspresija proteina, odnosno inzulinskog receptora (IR) u korelaciji s
aktinom ovisno o dozi i duzini primjene; CTR = kontrola, STZ = streptozotocin
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Slika 8: Prikaz Western blot slike koriStene za analizu ekspresije inzulinskog receptora (IR) u
olfaktornom bulbusu 1 i 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene. IR je protein koji se nalazi na =91 kDa, dok
aktin na =51 kDa. Aktin je kori$ten kao kontrola unesenog uzorka. CTR-kontrolna skupina, STZ-
streptozotocin icv Stakori. Brojevi s desne strane slike oznacavaju kiloDaltone.

Ekspresija proteina, odnosno IR u olfaktornom bulbusu:

a) 1 mjesec nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja kod doze 1
mg/kg bila je smanjena 41,5% (p=0,02) dok kod doze 3 mg/kg povecana 52,8% (p=0,03).
UocCene su razlike medu grupama ovisno od dozi, stoga je u odnosu na dozu 1 mg/kg
ekspresija IR kod 3 mg/kg povecana 161,4% (p=0,004). (Graf 2 i slika 9)

b) 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja kod doze 3
mg/kg bila je smanjena 33,9% (p=0,044). (Graf 2 i slika 9)

S obzirom da je ekspresija IR kod primijenjene doze od 3mg/kg STZ-icv statisticki znatno
povecana nakon mjesec dana, a sniZzena nakon tri mjeseca (Graf 2), mozemo pretpostaviti da je
prvo doslo do povecane ekspresije IR na membranama kako bi se zadovoljile potrebe organizma
buduéi da STZ uzrokuje hiperinzulinemiju zbog strukturne sli¢nosti s glukozom i ulaskom kroz
GLUT? u stanice. (Knezovic i sur., 2017) Nakon odredenog vremena, lucenje velikih koli¢ina

inzulina prestaje, IR propadaju zbog patofizioloskih promjena uslijed progresije AB. U radu
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Arnold 1 sur., (2018) isticu da povecana ekspresija IR zbog hiperinzulinemije nije uo¢ena na

neuronima ve¢ samo na glija stanicama.

Analiziraju¢i i1 diskutirajuéi rezultate postavlja se pitanje zasto je nakon mjesec dana od STZ-
icv primjene u dozi od 1mg/kg ekspresija IR snizena, dok kod doze od 3mg/kg povecana. (Graf 2)
Pretpostavka je da primjenom nize doze STZ ne dolazi do tako nagle hiperinzulinemije koja
uzrokuje pocetno poveéanje IR, ve¢ STZ patofizioloskim mehanizmima utje¢e na IR i remeti

unutarstanicni signalni put.

Usporedujuci dobivene rezultate s rezultatima ekspresije IR koje je Osmanovi¢ Barilar (2012,
godina) dokazala u drugim mozdanim regijama koje su zahvaéene AB, primjerice hipokampus
(HPC), parijentalni korteks (PC), frontalni korteks (FC) i hipotalamus (HPT) u primijenjenoj dozi
STZ-icv od 3mg/kg kod stakora uoceno je sljedece: ekspresija IR u HPC bila je snizena nakon 1
mj. i 3 mj., dok u PC samo nakon 1 mj., a u FC i HPT nije zabiljeZena nikakva promjena nakon
oba vremenska perioda. Ovi podaci daju nam uvid da su poremecaji na razini receptora U mozgu

regionalno i vremenski specifi¢ni.

4.2. Ekspresija enzima koji razgraduje inzulin u olfaktornom
bulbusu jedan i tri mjeseca nakon STZ-icv primjene u dozama
od 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg i 3,0 mg/kg

Ekspresija proteina, odnosno IDE u olfaktornom bulbusu kod STZ-icv tretiranih Stakora u
odnosu na kontrolnu skupinu Zzivotinja nije bila promijenjena kod nijedne dozi u niti jednoj od

ispitivanih vremenskih tocaka. (Graf 3)
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Graf 3: Ekspresija proteina (IDE) u korelaciji s aktinom ovisno u dozi i duzini
primjene

Buduci da je ekspresija IDE nepromijenjena (Graf 3), a uzevsi u obzir funkciju i ulogu enzima
u fizioloskim uvjetima, ali i patofizioloskim procesima SAB gdje sudjeluje razgradnji inzulina i A
plakova, moze se nagadati da uzrok lezi u tome da hiperinzulinemija nije bila toliko jaka da bi
aktivirala povecano stvaranje IDE jer je bio uklju¢en kompenzatorni mehanizam povecanog
stvaranja IR kao odgovora na povec¢ano luc¢enje inzulina uslijed STZ-icv primjene. U post mortem
istrazivanju imunohistokemijskim analizama kod pacijenata koji su bolovali od AB, Lachen-
Montens i sur., (2017) dokazali su da u OFB u ranijim fazama bolesti nije drasticno povecana
koncentracija AP plakova. S oprezom mozemo pretpostaviti da je to takoder jedan od razloga zasto
nije doslo do promjena u ekspresiji IDE. No, vazno je napomenuti da je ova studija radena na
preminulim pacijentima, te je potreban oprez u korelacijama rezultata dobivenih na animalnim
modelima i na post mortem ljudskim tkivima, no svakako treba pokusati logi¢no povezivati nastale

promjene.
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4.3. Ekspresija ukupnog tau proteina u olfaktornom bulbusu jedan
I tri mjeseca nakon STZ-icv primjene u dozama od 0,3 mg/kg,
1,0 mg/kg i 3,0 mg/kg
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Graf 4: Ekspresija proteina (t-tau) u korelaciji s aktinom ovisno u dozi i duzini
primjene
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Slika 9: Prikaz Western blot slike koriStene za analizu ekspresije ukupnog tau proteina (t-tau) u
olfaktornom bulbusu 1 i 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene. T-tau je protein koji se nalazi na =50-75
kDa, dok aktin na =51 kDa. Aktin je koriSten kao kontrola unesenog uzorka. CTR-kontrolna skupina,

STZ-streptozotocin icv Stakori. Brojevi s desne strane slike oznacavaju kiloDaltone.

W
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Ekspresija proteina, odnosno t-tau u olfaktornom bulbusu:

a) 1 mjesec nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja kod doze 1
mg/kg bila je smanjena 49% (p=0,01). Uocene su razlike medu grupama ovisno od dozi,
stoga je u odnosu na dozu 1mg/kg ekspresija t-tau kod 3 mg/kg povecéana 89,5% (p=0,004).
(Graf 4 i slika 10)

b) 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja nije bila

promijenjena kod nijedne dozi. (Graf 4)

U dobivenim rezultatima uoc¢avamo da je t-tau samo akutno snizen jedan mjesec nakon
primijenjene doze od 1 mg/kg STZ-icv (Graf 4) sto se moze povezati i korelirati sa snizenom
ekspresijom IR u istom vremenskom periodu kod iste doze STZ. Usporedujuéi dobivene rezultate
s rezultatima ekspresije t-tau koje je Osmanovi¢ Barilar (2012), dokazala u drugim mozdanim
regijama koje su zahvaéene AB, kao $to su HPC, PC, FC i HPT u primijenjenoj dozi STZ-icv od
3mg/kg kod stakora nisu uoc¢ene nikakve promjena nakon oba vremenska perioda. Ovi podaci nam
daju na uvid da je ekspresija ukupnog tau proteina kod doze od 3 mg/kg uniformna, odnosno

nepromijenjena u svim navedenim regijama pa tako i olfaktornom bulbusu.
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4.4. Ekspresija  hiperfosforiliranih  oblika tau proteina u
olfaktornom bulbusu jedan i tri mjeseca nakon STZ-icv

primjene u dozama od 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg i 3,0 mg/kg

I.  Hiperfosforilirani tau protein na aminokiselinskom ostatku Ser3%
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Graf 5: Ekspresija proteina (p-tau396) u korelaciji s aktinom ovisno u dozi i duzini
primjene

Ekspresija proteina, odnosno p-tau396 u olfaktornom bulbusu kod STZ-icv tretiranih

Stakora u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja nije bila promijenjena kod nijedne dozi u niti

jednoj od ispitivanih vremenskih toc¢aka. (Graf 5)
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Il.  Hiperfosforilirani tau protein na aminokiselinskom ostatku Ser4%

1.4 p-taud04 - 1 mj. p-tau4()4 -3 mj.
£
122
=
gy
g
=
0.83
=
g
0.65
S
o
045
5
&
022

0
CIR  S1Z03 S1Z1 S1Z3 CTR  §1203 S1Z1 S1Z3
mg/kg  mg/kg  mg/kg mg/kg  mg/kg  mg/kg

Graf 6: Ekspresija proteina (p-tau404) u korelaciji s aktinom ovisno u dozi i duzini
primjene
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Slika 10: Prikaz Western blot slike koriStene za analizu ekspresije fosforiliranog tau proteina (p-tau404)
u olfaktornom bulbusu 1 i 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene. T-tau je protein koji se nalazi na =50-75
kDa, dok aktin na =51 kDa. Aktin je koristen kao kontrola unesenog uzorka. CTR-kontrolna skupina,
STZ-streptozotocin icv Stakori. Brojevi s desne strane slike oznacavaju kiloDaltone.

Ekspresija proteina, odnosno p-tau404 u olfaktornom bulbusu:

a) 1 mjesec nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja nije bila

promijenjena kod nijedne dozi. (Graf 6)
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b) 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja kod doze 1
mg/kg i 3 mg/kg bila je povecana 27,2% (p=0,02), odnosno 54,4% (p=0,05). Uocene su
razlike medu grupama ovisno od dozi, stoga je u odnosu na dozu 0,3 mg/kg ekspresija p-
tau404 kod 1 mg/kg poveéana 28% (p=0,044). (Graf 6 i slika 11)

I11.  Omijer hiperfosforiliranog tau proteina na aminokiselinskom ostatku Ser3% u

odnosu na ukupni tau protein
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Graf 7: Ekspresija proteina (omjer p-tau396/t-tau) u korelaciji s aktinom ovisno u
dozi i duzini primjene

Ekspresija proteina, odnosno omjera p-tau396/t-tau u olfaktornom bulbusu:

a) 1 mjesec nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja nije bila
promijenjena kod nijedne dozi. Uocene su razlike medu grupama ovisno od dozi, stoga je
u odnosu na dozu 1 mg/kg ekspresija omjera p-tau396/t-tau kod 3 mg/kg smanjena 53,7%
(p=0,028). (Graf 7)

b) 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja kod doze 3

mg/kg bila je povecana 105,9 (p=0,045). Uocene su razlike medu grupama ovisno od dozi,
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stoga je u odnosu na dozu 0,3 mg/kg i 1 mg/kg ekspresija omjera p-tau396/t-tau kod 3
mg/kg povecana 110,8% (p=0,018), odnosno 113,6% (p=0,044). (Graf 7)

IV. Omijer hiperfosforiliranog tau proteina na aminokiselinskom ostatku Ser4%* u

odnosu na ukupni tau protein
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Graf 8: Ekspresija proteina (omjer p-tau404/t-tau) u korelaciji s aktinom ovisno u
dozi i duzini primjene

Ekspresija proteina, odnosno omjera p-tau404/t-tau u olfaktornom bulbusu:

a) 1 mjesec nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja nije bila

promijenjena kod nijedne dozi. (Graf 8)

b) 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja kod doze 3
mg/kg bila je povecana 183,7 (p=0,009). Uocene su razlike medu grupama ovisno od dozi,
stoga je u odnosu na dozu 0,3 mg/kg i 1 mg/kg ekspresija omjera p-tau404/t-tau kod 3
mg/kg povecana 166,8% (p=0,009), odnosno 100,2% (p=0,018). (Graf 8)
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Kod svih primijenjenih doza STZ-icv i u svim vremenskim tockama p-tau396 (Graf 5) je bio
nepromijenjen. S druge pak strane, p-tau404 je bio povecan 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene u
dozama od 1 mg/kg i 3 mg/kg. (Graf 6) Buduci da smo statisticki obradili p-tau396/t-tau (Graf 7)
i p-tau404/t-tau (Graf 8), kod oba je dokazano povecanje 3 mjeseca nakon primjene STZ-icv u dozi
od 3 mg/kg. Promjene u vidu povecanja hiperfosforilacije tau proteina na oba serinska ostatka
koreliraju s rezultatom smanjene ekspresije IR. Upravo poznavanjem kaskadne reakcije inzulinske
signalizacije te Cinjenice da smanjenje ekspresije IR vodi do hiperfosforilacije tau proteina i
stvaranju neurofibrilarnih snopi¢a dodatno potvrdujemo nase dobivene rezultate da su nastale
promjene zaista procesi ukljuceni u patofiziolosku pozadinu SAB u OFB. Rezultati ekspresije p-
tau396/404 koje je Osmanovi¢ Barilar (2012) dokazala u drugim mozdanim regijama koje su
zahvacéene U SAB (HPC, PC, FC i HPT) 3 mjeseca nakon primijenjene doze STZ-icv od 3mg/kg
kod Stakora su poveéanje p-tau u HPC, a smanjenje u PC. Ovi podaci nam dokazuju i povezuju da
promjene u hiperfosforilaciji tau proteina, bilo na Ser®® ili Ser*™ u svim dosad istrazivanim

regijama pa tako i u OFB nastupaju 3 mjeseca nakon STZ-icv primjene u dozi od 3 mg/kg.
Ono $to za kraj mozemo istaknuti je da rezultati istrazivanja u ovom diplomskom radu

pokazuju da su promjene unutarstani¢ne inzulinske signalizacije u olfaktornom bulbusu

najizrazenije 3 mjeseca nakon primjene STZ-icv u dozi od 3 mg/kg.

41



5. ZAKLJUCCI

Ovim smo diplomskim radom Western blot metodom ispitivali ekspresiju proteina (IR, IDE,

t-tau i p-tau) ukljucenih u inzulinsku signalizaciju na Stakorskom modelu SAB.

Eksperimentalna sAB je uzrokovana primjenom STZ-icv u dozama od 0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg

i 3,0 mg/kg. Nakon jednog i tri mjeseca u olfaktornom bulbusu dokazali smo da:

1)
2)

3)

4)

5)

Istrazivane promjene u ekspresiji proteina su ovisne o dozi 1 vremenu,

Snizena ekspresija IR u olfaktornom bulbusu tijekom vremena dovodi do poviSene
hiperfosforilacije tau proteina;

Rezultati nam omogucuju bolje razumijevanje pozadine patofizioloskih mehanizama u
olfaktornom bulbusu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti;

Olfaktorni bulbus treba nastaviti istraZivati kao potencijalno mjesto djelovanja buducih
lijekova u lijeCenju Alzheimerove bolesti;

Rezultati podupiru pretpostavku da navedene promjene mogu biti iskoriStene u svrhu

razvoja klinickih biomarkera.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Prema literaturnim podacima, olfaktorna disfunkcija navodi se kao najraniji klini¢ki simptom
u sporadi¢noj Alzheimerovoj bolesti (SAB) 1 moze se povezati s hiperfosforilacijom tau proteina.
Buduéi da u potpunosti nije razjasnjen patofizioloski mehanizam olfaktorne disfunkcije u sAB, cilj
ovog istrazivanja bilo je ispitati moguéi odnos u ekspresiji slijede¢ih proteina: inzulinskog
receptora (IR), enzima koji razgraduje inzulin (IDE), ukupnog tau proteina (t-tau) i fosforiliranog
tau proteina (p-tau) u olfaktorskom bulbusu (OFB) u razli¢itim vremenskim periodima i dozama
nakon streptozotocin-intracerebroventrikularne (STZ-icv) primjene. STZ-icv je reprezentativni

zivotinjski model sAB.

Muskim Wistar $takorima bio je injiciran STZ-icv (0,3 mg/kg, 1,0 mg/kg, 3,0 mg/kg) ili
citratni pufer (kontrolna skupina) te su Zrtvovani jedan i tri mjeseca nakon tretmana. Ekspresija
proteina mjerena je Western blot metodom. Podaci su analizirani Kruskal-Wallis i Mann-Whitney
U testovima (p<0,05).

U dozi od 0,3 mg/kg STZ-icv nije nadena promjena ispitivanih proteina nakon oba vremenska
perioda. IDE je ostao nepromijenjen u svim dozama nakon oba vremenska perioda. IR je smanjen
kod doze od 1,0 mg/kg 1 mjesec nakon STZ-icv, dok je doza od 3,0 mg/kg prvo povecala ekspresiju
IR nakon 1 mjeseca, a zatim smanjila nakon 3 mjeseca. Nakon 3 mjeseca povecana je ekspresija

p-tau/t-tau kod doze od 3,0 mg/kg STZ-icv.

Smanjena ekspresija IR u olfaktornom bulbusu moze dovesti do hiperfosforilacije tau proteina.
Rezultati pruzaju bolji uvid u razumijevanje patofizioloskih mehanizama koji stoje u pozadini
olfaktorne disfunkcije kod sAB. Promjene u olfaktorskom bulbusu trebale bi se dodatno istraziti

kao potencijalno mjesto djelovanja novih lijekova u Alzheimerovoj bolesti.
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SUMMARY

According to literature data, olfactory dysfunction could be one of the earliest clinical
symptom in Sporadic Alzheimer disease (SAD). The olfactory dysfunction in AD could be
associated with hyperphosphorilation of tau protein. Since exact pathophysiological mechanism of
olfactory dysfunction in SAD is not fully understood we aimed this study to investigate possible
relationship between changes of insulin receptor (IR), insulin degrading enzyme (IDE), tau (t-tau)
and phosphorylated tau (p-tau) in olfactory bulb (OFB) at different time points and doses after the
streptozotocin-intracerebroventricularly (STZ-icv) treatment. STZ-icv is SAD representative

animal model.

Male Wistar rats were injected with STZ-icv (0.3 mg/kg, 1.0 mg/kg, 3.0 mg/kg) or vehicle
(controls) and sacrificed one and three months after the treatment. Protein expressions of IR, IDE,
tau and p-tau in OFB were measured by Western blot method. Data were analyzed by Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney U test (p<0.05).

At the dose of 0.3 mg/kg no change of expression of investigated proteins were found after
both time points. IDE was unchanged in all applied doses after both time points. IR was decreased
at 1.0 mg/kg only 1 month after STZ-icv, while dose of 3.0 mg/kg first increased IR after 1 month
then decreased IR after 3 months. After 3 months the increment of p-tau/t-tau ratio was found at
3.0 mg/kg STZ-icv.

Decreased IR could lead to the increased tau phosphorylation in olfactory bulb. These results
can provide better understanding of pathophysiological mechanism behind the olfactory
dysfunction in SAD. The changes in olfactory bulb should be further explored as potential place

for drug targeting in Alzheimer’s disease.
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