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1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) najcesci je neurodegenerativni poremecaj povezan s progresivnim
gubitkom pamcenja te vode¢i uzrok morbiditeta i mortaliteta u starijoj populaciji (1,2). AB
predstavlja naj¢eséi oblik demencije, i ¢ini 50-70% svih slu¢ajeva demencije (3), a nakon 65.
godine, AB je uzrokom demencije u vise od 80% dementnih bolesnika (4). Prema posljednjim
podacima, 50 milijuna ljudi u svijetu boluje od demencije, a procjenjuje se da ¢e se njihov broj
utrostruciti do 2050. godine (5). Iako je u Hrvatskoj toan broj oboljelih nepoznat zbog
nedostatka registra bolesnika s AB-om, pretpostavlja se da 10% osoba iznad 65 godina starosti
ima neki oblik demencije, pa uz podatak da oko 16% hrvatske populacije ¢ine stariji od 65
godina, dolazimo do brojke od oko 80.000 oboljelih u Hrvatskoj (6). AB i demencija

predstavljaju veliki osobni, obiteljski i javnozdravstveni teret ¢iji je globalni troSak samo u

2018. godini premasio 1 bilijun americkih dolara, a do 2030. godine ta ¢e se brojka udvostruéiti

(5).

1.1.1. Patofiziologija Alzheimerove bolesti

AB je kompleksna, multifaktorijalna bolest, ¢ija je precizna patogenetska osnova jo§ uvijek
nejasna; $to zbog izuzetne sloZenosti ljudskog mozga, $to zbog manjka savrSenog animalnog
modela koji bi omogucio istovremeno istrazivanje svih patofizioloSkih mehanizama koji
dovode do klinicke slike bolesti (7). Osim toga, iako se AB tradicionalno smatra neurolo§kim
poremecajem, eksperimentalni, epidemioloski 1 klini¢ki podaci ukazuju da znakovi bolesti sezu
i dalje od mozga. Sistemske promjene u organizmu vezane uz AB nisu nuzno sekundarne
posljedice mozdane degeneracije u AB-u, nego su vjerojatno odraz pozadinskih procesa koji su

povezani s napretkom bolesti (8).

Jos od prvog poznatog slucaja 51-godisnje pacijentice Auguste Deter, opisanog od dr. Aloisa
Alzheimera 1907. godine (9), poznato je da su glavne patohistoloske odrednice AB-a postojanje
senilnih plakova beta amiloida i neurofibrilarnih snopic¢a proteina tau u mozgu oboljelih
bolesnika. Klini¢ki se, i prije vidljivih patoloskih promjena na mozgu, u bolesnika javlja

kognitivni deficit, koji ukljucuje gubitak pamcenja, govorne probleme i izvr$nu disfunkciju,



kao i funkcionalni deficiti poput psihijatrijskih simptoma, depresije, halucinacija, deluzija i

agitacije (10).

lako je etiopatogenetska podloga nastanka bolesti dijelom nepoznata, razlikuju se dvije vrste
bolesti ovisno o njezinom uzroku; u manjem broju slucajeva, njih 4-8%, radi se o genetski
uvjetovanom, familijarnom obliku bolesti (fAB) s ranim nastupom simptoma (EOAD, engl.
early-onset Alzheimer's disease), dok je vecina oboljelih pogodena sporadi¢nim oblikom AB
(sAB) s kasnijim nastupom simptoma (LOAD, engl. late-onset Alzheimer's disease) i bez jasne
i dokazane nasljedne podloge, ali s mnogim rizi¢nim faktorima i genima (10,11). Zbog mnogih
nepoznanica u etiopatogenezi bolesti, tijekom godina istrazivanja razvile su se mnoge hipoteze
koje su pokusale objasniti AB, ukljucujuéi najprominentniju hipotezu amiloidne kaskade te tau
hipotezu, kao i hipotezu kolinergicnog deficita, oksidativhog stresa, upale, i mozdane

deprivacije glukoze (7,12).

Najzastupljenija, amiloidna hipoteza, koju su 1991. godine predstavili Hardy i Allsop (13),
nastala je kao posljedica otkrica mehanizama nastanka fAB (14). fAB je uzrokovana
mutacijama na tri gena koje se prenose autosomno dominantno; genu za amiloidni prekusorski
protein (APP) na kromosomu 21 te genima za presenilin 1 i 2 (PSEN 1 i 2) na kromosomima
14 1 1 (15). APP je transmembranski protein, prekursor amiloida beta (Ap), dok su PSENL1 i
PSEN2 kataliticke jedinice kompleksa y-sekretaze, enzima koji sudjeluje u cijepanju APP-a i
nastanku A (16). Cijepanje APP-a na peptide Ap razli¢itih duljina provodi se dvama razli¢itim
putevima, amiloidogenim (koji ukljucuje enzime - i y-sekretazu te je favoriziran kod mutacija
APP-a, PSEN-1 i PSEN-2) i ne-amiloidogenim putem (koji ukljucuje enzime a- i y-sekretazu)
(Slika 1).
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Slika 1 Proteoliti¢ko cijepanje amiloidnog prekusorskog proteina amiloidogenim i ne-amiloidogenim
putem te posljedi¢no nakupljanje plakova amiloida beta u mozgu.

APP — amiloidni prekusorski protein,; A — amiloid beta, sAPPa — topiva ektodomena APP-a o, sAPPpS
- topiva ektodomena APP-a f; C99 — C-terminalni odsjecak duljine 99 aminokiselina; C83 — C-
terminalni odsjecak duljine 83 aminokiseline; P3 — p3 peptid; AICD — APP unutarstanicna domena (C-
terminalni odsjecak y).

Proizvodnja AP u stanicama sisavaca odvija se tijekom cijelog Zivota te se moZe detektirati u
plazmi i likvoru i u nepatoloskim stanjima (17). Ne-amiloidogeni put obrade APP-a zapocinje
Cijepanjem a-sekretazom na 16. aminokiselini sekvence APP-a s C-terminalne strane i
posljedi¢nim stvaranjem N-terminalne topive ektodomene APP-a o (sAPPa) izvanstani¢no te
C-terminalnog odsjecka duljine 83 aminokiseline (C83) unutar stanice (18,19). Odsjecak C83
dalje se cijepa y-sekretazom na manji odsjecak peptid p3 (AB17-42) i APP unutarstani¢nu
domenu (AICD; odnosno, C-terminalni odsjecak y) (20). Istrazivanja odsjecka sAPPa pokazala
su da posjeduje neurotroficka i neuroprotektivna svojstva (21,22), te da je njegova razina u
likvoru pacijenata oboljelih od AB-a snizena (23,24). Takoder, odsjecak p3, za razliku od duljih
varijanti AP, op¢enito nije dio amiloidnih plakova i depozita amiloida u mozdanoj vaskulaturi
(25,26). S druge strane, amiloidogeni put cijepanja APP-a zapo¢inje enzimom [-sekretaza ¢ime
se stvara N-terminalna topiva ektodomena APP-a B (sAPPP) izvan stanice te C-terminalni
odsjecak duljine 99 aminokiselina (C99) unutar stanice, koji se dalje enzimom y-sekretaza
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cijepa na odsjecke AICD i odsjecke AP razli¢itih duljina, medu kojima je i Ap1-42 koji je
skloniji nakupljanju i formiranju plakova od prevladavaju¢eg AB1-40 te pokazuje snazniju
neurotoksi¢nost (27-30). Nakupljanje AP i difuzno formiranje plakova posljedi¢no dovode do
aktivacije mikroglija, otpustanja citokina, reaktivne astrocitoze i multi-proteinskog upalnog
odgovora (31-33). Biokemijske i strukturne promjene u okolnim neuronima nadalje dovode do

gubitka sinapsi i neurona te opcenite atrofije mozga (34-36) (Slika 2).

Slika 2 Hipoteza amiloidne kaskade; prilagodeno prema Hass i Selkoe, 2007. (37).



U konacnici, amiloidna hipoteza postulira da nakupljanje AP u razli¢itim podru¢jima mozga
djeluje kao patoloski okida¢ za kaskadu koja ukljucuje stvaranje intraneuronalnih snopica
proteina tau, ¢iji je krajnji rezultat neuronalna smrt i demencija (17,38). Osim spomenutih
mutacija gena za APP, PSEN1 i PSEN2, nakupljanje AP povecano je i u pojedinaca nositelja
alela €4 gena za apolipoprotein E (APOE). Biokemijske, stani¢ne i animalne studije pokazale
su da izoforma APOE4 dovodi do pojacanog nakupljanja peptida A i njegovog smanjenog

klirensa u mozgu, $to pokrece patogenezu AB-a (39).

Nastavno na amiloidnu hipotezu, razvijena je tau hipoteza nastanka AB-a. Proteini tau poglavito
se nalaze na neuronima te pripadaju obitelji proteina povezanim s mikrotubulima (MAPT, engl.
microtubule-associated protein tau) (40). U odraslom mozgu identificirano je Sest izoformi
proteina tau koji nastaju alternativnim izrezivanjem jednog gena koji se nalazi na dugom kraku
kromosoma 17 (41,42), a ¢ija je uloga vazna u stvaranju mikrotubula i stabilizaciji neuronske
mreze mikrotubula (43). Fosforilacija proteina tau razvojno je regulirana od fetalne do odrasle
dobi (44); proteini tau nezrelog mozga mogu se fosforilirati na 6 do 8 mjesta prisutnih na
najkra¢im izoformama, dok se u odraslom mozgu fosforilacija odvija na 2 do 3 mjesta u svih
Sest izoformi proteina (45). U¢inkovitost vezivanja proteina tau na mikrotubule regulira se post-
translacijski moduliranjem fosforilacije treonina 1 serina i O-glikozilacije (46).
Hiperfosforilacija proteina tau razli¢itim kinazama, poput -izoforme glikogen sintaza kinaze
3 (GSK3, engl. glycogen synthase kinase 3), ciklin-ovisne kinaze 5 (CDKS5, engl. cyclin-
dependent kinase 5), mitogenom-aktivirane protein kinaze (MAPK, engl. mitogen-activated
protein kinase), Akt kinaze (protein kinaza B), protein kinaze A i kalcij/kalmodulin-ovisne
protein kinaze 11 (CaMKII, engl. Ca?*/calmodulin kinase 1), dovodi do smanjenja afiniteta
proteina tau prema mikrotubulima (10,47). Hiperfosforilirani protein tau je netopljiv te se spaja
s drugim proteinima tau u sparene uzvojite filamente (PHF; od engl. paired helical filaments) i

neurofibrilarne snopice (48) (Slika 3).
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Slika 3 Uloga proteina tau u zdravom mozgu i u mozgu bolesnika s Alzheimerovom bolesti.

Poput oligomera AP, agregati proteina tau citotoksi¢ni su (49) i dovode do kognitivnih deficita
(50,51). Gubitak normalne funkcije proteina tau dovodi do patoloskih oSte¢enja u strukturnoj i
regulatornoj funkciji citoskeleta, sto utjeCe na fizioloske funkcije neurona, poput odrzavanja
odgovaraju¢e morfologije i aksonalnog transporta, te dovodi do sinapticke disfunkcije i
neurodegeneracije (52). U AB-u, poveéane vrijednosti fosforiliranog i ukupnog proteina tau u
likvoru koreliraju sa smanjenim rezultatima kognitivnih testova (53). Osim toga, povecane
razine fosfo-tau aminokiselina T181 i T231 te ukupnog proteina tau u likvoru ¢ine dobar
biomarker za predvidanje nastanka AB-a u pacijenata s blagim kognitivnim deficitom (54-56).
Eksperimentalni podaci pokazali su da nakupljanje AP prethodi i pokre¢e nakupljanje proteina
tau (57-59) te da s AP povezana degeneracija i neurotoksi¢nost U Kulturama stanica i kognitivni
deficit u animalnim transgeni¢énim modelima AB-a zahtijevaju prisustvo endogenog proteina
tau (60,61).

Acetilkolin je jedan od kljuénih neurotransmitera u mnogim fizioloskim procesima poput
paznje, uCenja, pamcenja, budnosti, spavanja i senzorickih procesa (62—66). Stoga su, oStecenje
kolinergi¢nih neurona u Meynartovoj bazalnoj jezgri (67), smanjena aktivnost enzima kolin
acetiltransferaze i1 sniZena koncentracija acetilkolina u regijama poput amigdale, hipokampusa

i mozdane kore koji su nadeni u mozgu oboljelih od AB-a, jos 1976. godine doveli do stvaranja



kolinergi¢ne hipoteze AB-a (68) i koncepta da je AB posljedica propasti kolinergi¢nog sustava
u mozgu (69). Nastavno na ovu hipotezu razvijeni su i prvi lijekovi za lijeenje simptoma AB-

a; inhibitori enzima acetilkolinesteraze poput takrina i fizostigmina (70).

U posljednjim je godinama otkriveno sve vise dokaza da je AB metabolicka neurodegenerativna
bolest; odnosno, skup metabolickih poremecaja koje dovode do promjena u mozgu povezanih
s inzulinskom rezistencijom (71). Poremecaji u iskoristenju glukoze u mozgu i energetskom
metabolizmu mozga predstavljaju vrlo rane promjene u AB-u koje prethode pojavi kognitivnih
deficita (72), Sto je dovelo do razvoja koncepta uloge inzulinske rezistencije u mozgu (IRBS,
engl. insulin-resistant brain state) u patogenezi AB-a i prijedloga shvacanja AB-a kao
mozdanog oblika dijabetesa neovisnog o inzulinu (73), prema nekima smatranim ,,dijabetesom
tipa 3“ (74,75). Dijabetes tipa 2 (DM2) kompleksna je, kroni¢na bolest starije dobi koju
karakteriziraju hiperglikemija, stani¢na inzulinska rezistencija i kroni¢na upala koji uzrokuju
ubrzano starenje (76) i dovode do preuranjenog mortaliteta. DM2 predstavlja znacajan rizi¢ni
¢imbenik za nastanak kognitivnog deficita i demencije: gotovo dvostruko povecava dugorocni
rizik razvoja demencije, a jedan od deset slucajeva demencije u svijetu moze se pripisati
u¢incima DM2 (77). Ova recipro¢na veza u prevalenciji ovih kroni¢nih poremecaja posljedica
je nekoliko vaznih zajednickih svojstava ovih bolesti koje dovode do neurodegeneracije, medu
kojima su najvazniji oSteCena inzulinska signalizacija, akumulacija AP, hiperfosforilacija

proteina tau, oksidativni stres, vaskularno o$tecenje i upala (78,79).

Djelovanje inzulina u mozgu stimulira modulaciju mnogobrojnih molekularnih kaskada, poput
homeostaze glukoze, potro$nje energije, metabolizma kolesterola, sinaptogeneze, neurotrofije,
kognicije, pamcenja, upale, apoptoze i dr. (80). Uz to, inzulin regulira i metabolizam AP i
hiperfosforiliranog proteina tau, a poremecaj funkcije inzulina u dijabetickim uvjetima, poput
hiperinzulinemije i hiperglikemije, dovodi do ostecenja inzulinske signalizacije uklju¢ene u
klirens plakova AP i patologiju neurofibirilarnih snopi¢a (81). Naime, desenzitizacijom
inzulinskog receptora (IR) i pojavom inzulinske rezistencije javljaju se u¢inci na metabolizam
u mozgu koje prikazuje Slika 4. Fizioloski se tijekom neuronalne aktivnosti otpusta inzulin i
veze na a-podjedinicu receptora, Sto aktivira tirozin-kinazom posredovanu fosforilaciju -
podjedinice receptora. Time dolazi do aktivacije viSe puteva drugih glasnika s razli¢itim
krajnjim rezultatom. Kod IRBS-a, posljedice desenzitizacije IR-a visestruke su; (Slika 4, (1))
aktivnost inzulina kao ¢imbenika rasta u putu IR-Shc-MAPK na transkripciju gena i sintezu
kontrolnih proteina (engl. housekeeping proteins) nuznih za rast stanice, sinaptogenezu,

popravak stanice i zaStitu od oksidativnog stresa (82,83) poremecena je, ¢ime je smanjen rast
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stanice kao i moguc¢nost regeneracije. Takoder, smanjena je i sinteza enzima koji razgraduje
inzulin (IDE, engl. insulin-degrading enzyme), koji ujedno cijepa i protein Ap agregiran u -
ploc¢u (84), ¢ime je posljedi¢no smanjen i klirens nakupljenog Ap, a metabolizam APP-a
pomaknut s cijepanja a-sekretazom na cijepanje B-sekretazom te je stoga pojac¢ano stvaranje
AP (85). Nadalje, (Slika 4, (2)) oStecena je sinapticka transmisija i formiranje dugoro¢ne
potencijacije (LTP, engl. long-term potentiation), $to utjee na stvaranje sjeCanja i
procesuiranje informacija u mozgu, budu¢i da u fizioloskim uvjetima aktivacija IR-a ima
izravan u¢inak na LTP preko vezanja supstrata inzulinskog receptora 1 i 2 (IRS1, IRS2, engl.
insulin receptor-substrate-1, -2) na fosfatidilinozitol kinazu-3 (Pi3K, engl. phosphatidylinositol
3-kinase), ¢ime se aktivira ciklicka fosfodiesteraza 3-B (cPD3B, engl. cylic phosphodiesterase
3-beta) i dolazi do smanjenog stvaranja ciklickog adenozin monofosfata (cAMP, engl. cyclic
adenosin monophosphate), ¢ime se priprema sinapsa za povecano otpuStanje vezikula
neurotransmitera i indukciju LTP-a (86). Ovim se putem fizioloski aktivira i sintaza dusikova
oksida (NOS, engl. nitric oxide synthase) i inducira sinteza dusikovog oksida (NO) koji dalje
sluzi kao retrogradni glasnik u modulaciji otpustanja neurotransmitera i ima ulogu u stvaranju

pamcenja (87).
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Slika 4 Posljedice inzulinske rezistencije u mozgu; prema Li i Holscher, 2007. (88).

Shc — Src homologni i kolagen protein; Grb2 — za receptor ¢imbenika rasta vezani protein 2; SOS — Son
of sevenless protein; Ras — protein stakorskog sarkoma virusa; Raf — protein brzo progredirajucéeg
fibrosarkoma; MAPK — mitogenom-aktivirana protein kinaza; IDE — enzim koji razgraduje inzulin; AS
— amiloid f; IRS — supstrat inzulinskog receptora; PI3K — fosfatidilinozitol kinaza-3; cPD3B — ciklicka
fosfodiesteraza-3 beta; LTP — dugorocna potencijacija; PDK — fosfatidilinozitol-ovisna kinaza;
Akt/PKB — kompleks protein kinaze B; GSK3 — glikogen sintaza kinaza 3; GLUT4 — nosac glukoze 4,
AGE — krajnji produkti glikacije.

Vezanje IRS1 i IRS2 na Pi3K (Slika 4, (3)) te posljedi¢na aktivacija Pi3K, fosfatidilinozitol-
ovisne kinaze (PDK, engl. phosphatidylinosite-dependent kinase) i kompleksa protein kinaze
B (Akt/PKB) dovode i do supresije indukcije apoptoze ¢ime inzulin §titi neurone, §to je u stanju
inzulinske rezistencije smanjeno i dovodi do smanjenog prezivljenja neurona (89). Uz to, dolazi
do pojacane aktivnosti GSK3; aktivacija pB-izoforme ovog enzima posljedi¢no dovodi do
hiperfosforilacije proteina tau (90,91), dok je a-izoforma nuzna za procesuiranje APP-a i
nakupljanje AP (92). Konacno, jedna od glavnih funkcija inzulina jest sniZzavanje razine
glukoze u krvi poticanjem premjestanja nosaca glukoze iz citoplazme na membranu, $to je u

stanju inzulinske rezistencije oSteceno (Slika 4, (4)) te posljedi¢na hiperglikemija dovodi do



povecéanja oksidativnog stresa i stvaranja krajnjih produkata glikacije (AGE, engl. advanced
glycation end products) koji imaju toksi¢na svojstva te su ukljuceni u stvaranje patoloSkih
obiljezja AB. Nakupljanje AP pojacano je zbog njegove glikacije, a formiranje neurofibrilarnih
snopi¢a fosforiliranog proteina tau ubrzano je njegovom glikacijom (93,94). Rezultantni
oksidativni stres i lipidna peroksidacija zbog stvorenih reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, engl.
reactive oxygen species) pojavljuju se rano u razvoju AB-a, §to pokazuju i povecane razine
oksidiranih proteina u frontalnoj i parijetalnoj mozdanoj kori te hipokampusu pacijenata s
po¢ecima kognitivnog deficita (95,96). Zajedno, ovi procesi dovode do razvoja upale i
mikrovaskularnih o$tecenja koji za posljedicu imaju mikroinfarkte i posljedi¢nu atrofiju mozga
(97). Neuroinflamacija takoder doprinosi daljnjem razvoju patologije AB-a pospjesujuci
nakupljanje AP (98), hiperfosforilaciju proteina tau (99,100), oksidativna oStecenja (101,102) i

oSte¢enja neuronalne plasti¢nosti (103).

Obzirom na nemoguénost ulaska glukoze u stanice, u bolesnika s AB-om nadeno je i zna¢ajno
smanjenje metabolizma glukoze u mozgu, posebice u regijama mozga koje su povezane s
procesuiranjem paméenja i ucenjem (104-106), a takav poremecaj regulacije desava se u
mozgu u ranim stadijima bolesti i prije klinicke manifestacije kognitivnog deficita (107,108).
Abnormalnosti u metabolizmu glukoze u mozgu vidljive su na pozitronskoj emisijskoj
tomografiji (PET) bolesnika s visokim rizikom razvoja AB-a, kod kojih se smanjenje

metabolizma glukoze moze vidjeti i do tri desetljeca prije pojave simptoma AB-a (109).

1.1.2. Kognitivne promjene i dijagnoza Alzheimerove bolesti

Medu kognitivnim promjenama, jedan od najranijih simptoma AB-a jest oStecenje recentnog
pamcenja, prisutno kod otprilike 90% bolesnika, uz o¢uvanje radnog i dugoro¢nog pamcenja,
koje u pocetku najprije zamjecuje obitelj bolesnika. AB je bolest s progresivnim tijekom te je s
prolaskom vremena zahvaceno sve viSe kognitivnih podrucja. Uz napredovanje oStecenja
pamcenja, javlja se i dezorijentacija, najprije u vremenu, a kasnije i u prostoru. Potom, razvijaju
se i poremecaji govora, poglavito nominalna afazija, te akalkulija i agnozija koje utjecu na
radnu sposobnost bolesnika (110). S razvojem apraksije i vidno-prostorne dezorijentacije
bolesnik se moze izgubiti u sebi poznatoj sredini (111). S progresijom bolesti dolazi do
psihomotorne uznemirenosti te drugih psihijatrijskih simptoma povezanih s demencijom poput
depresije, apatije i anhedonije, te agitacije, insomnije, dezinhibicije, repetitivnih radnji, pa sve

do agresivnog ponasanja. U umjerenom i uznapredovalom stadiju bolesti mogu se javiti
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psihoti¢ni simptomi poput vizualnih i auditornih halucinacija i deluzija (112). Svakodnevno
funkcioniranje postaje otezano te bolesnici vise nisu samostalni ni radno sposobni. Uz
kognitivne smetnje, mogu se dijagnosticirati i fizicke smetnje; poremecaj hoda frontalnog tipa
— kratki koraci s povla¢enjem nogu, fleksijsko drzanje tijela, teSko¢e u zapocinjanju hoda
(apraksija hoda). U poodmakloj fazi bolesti gube se svi socijalni kontakti i dominiraju psihicki
poremecaji. U neuroloskom se statusu isti¢u rigidnost i bradikineza, uz mogucu pojavu
mioklonija i spasti¢nosti. Bolesnici postaju nepokretni i inkontinentni te smrt uobicajeno

nastupa 5 do 10 godina od pocetka prvih simptoma (113).

Buduéi su simptomi i znakovi AB-a sli¢ni onima u ostalim vrstama demencija, postavljanje
to¢ne dijagnoze je tesko. Tradicionalni kriteriji za dijagnozu AB-a ukljucuju deficite u vise od
2 podrucja kognicije, postupno slabljenje paméenja i ostalih kognitivnih funkcija, kasni nastup
simptoma (najc¢e$¢e nakon 65. godine) i izostanak sistemskih poremecaja i ostalih bolesti

mozga koje bi objasnile deficit pamcenja i kognicije (114).

1.2. Zivotinjski modeli Alzheimerove bolesti

Razvoj prikladnih Zivotinjskih modela neurodegenerativnih bolesti nuZan je radi razumijevanja
njihove patofizioloske osnove kao i za razvoj mogucih terapijskih rjeSenja (115). Istrazivanju
animalnih modela demencije pridaje se visok prioritet radi velike prevalencije bolesti i lose
prognoze; zbog nepoznavanja uzroka i1 kasne dijagnoze bolesti, davanje terapije je odgodeno te
je ona isklju¢ivo simptomatska (116). Razvoj pravog Zivotinjskog modela izazovan je radi
mnogih nepoznanica u patofizioloSkim mehanizmima razvoja bolesti te ne postoji nijedan
model koji bi istovremeno oponasao sve kognitivne, bihevioralne, biokemijske 1 histopatoloske
abnormalnosti koje su prisutne u AB-u (117). Idealan zivotinjski model AB-a trebao bi ¢im
vjernije oponasSati bolest u ljudi i istovremeno reproducirati kompleksnosti ljudskog ponaSanja
u zivotinja. Od dostupnih zivotinjskih vrsta, daleko se najces¢e upotrebljavaju glodavci, tj.
misevi (Mus musculus) kao naj¢esce koriStena vrsta za takve modele jer se lako i brzo uzgajaju
i genetski manipuliraju, i stakori (Rattus norvegicus). Rjede se koriste paklara (Pteromyzon
marinus) i zebrica (Danio rerio) te od beskraljesnjaka vinska musica (Drosophila
melanogaster) i nematod (Caenorhabditis elegans) (118). Od vecih zivotinja to su svinja i ovca;
uspjeSsan model napravljen je od transgenicne svinje (119). Primati, poput rezus majmuna
(Macaca mulatta), takoder se rjede koriste kao model AB-a, jer su njihov uzgoj i odrzavanje
skupi te je njihova uporaba eti¢ki dvojbena (120).
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Razvijeni su brojni razli¢iti animalni modeli demencija, a napose AB-a, koji bar djelomi¢no
oponasaju razliCite aspekte bolesti, a koji se mogu ugrubo podijeliti prema patofizioloskoj
osnovi, kako prikazuje Tablica 1.

Tablica 1 Zivotinjski modeli razli¢itih vrsta demencija i kognitivnog deficita; prema Neha i sur., 2014.
(121).

Model Vrsta demencije 1\.Iaé-in Referenca
primjene
1. Spontani modeli
Demencija uzrokovana staranjem Alzheimerova bolest (122,123)
Misji model ubrzanog starenja Familijarna (124,125)
(SAM, engl. senescence accelerated = Alzheimerova bolest
mouse)
2. Kemijski inducirani modeli
Model induciran skopolaminom Alzheimerova bolest ip; ih; sc; (126-131)
intra-
BLA
Model induciran Sporadi¢na icv (132-135)
intracerebroventrikularnom Alzheimerova bolest
primjenom streptozotocina
Model induciran alkoholom Retrogradna ip; p.o. (136,137)
amnezija
Model induciran infuzijom Af Alzheimerova bolest icv; ih (138-140)
Model induciran infuzijom Alzheimerova bolest ih (141)
oligomera proteina tau
Model induciran metioninom Vaskularna p.o. (142,143)
demencija
Model induciran kolhicinom Sporadi¢na icv (144,145)
Alzheimerova bolest
Model induciran okadai¢nom Alzheimerova bolest ih; icv (146-148)
kiselinom
Model induciran ekscitotoksinima,  Alzheimerova bolest icv; ip; (149-152)
neurotoksinima i kolinotoksinima ih; intra-
NBM
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Model induciran benzodiazepinima

Model induciran teSkim metalima
Model induciran natrijevim azidom
Model induciran antagonistima
receptora za Cimbenik aktivacije
trombocita (PAF receptor, engl.
platelet-activating factor receptor)
Model uzrokovan inhibitorima
sintaze dusikova oksida

Model induciran Klonidinom
Model induciran klozapinom
Kognitivni deficit induciran
cikloheksamidom

Kognitivni deficit induciran
fenitoinom

. Transgeni¢ni animalni modeli
demencije

Modeli temeljeni na promjenama
gena povezanih s AP

Modeli povezani s neurofibrilarnim
snopi¢ima proteina tau

Modeli povezani s
apolipoproteinom E

Transgeni¢ni modeli enzima
sekretaza

Modeli povezani s mutacijama u
presenilinima

Modeli aksonalnog transporta
Knock-out animalni modeli

Modeli mutiranog a-sinukleina

Retrogradna
amnezija ili
anterogradna
amnezija
Alzheimerova bolest
Alzheimerova bolest

Amnezija

Alzheimerova bolest
Amnezija
Kognitivni deficit

Amnezija

Kognitivni deficit

Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest

p.o.; in

sC; Ip

ip
ip; ik

ip
SC

p.o.; ip

(153,154)

(155-158)
(159-162)
(163)

(164,165)

(166,167)

(168)

(169)

(170,171)

(172)

(173,174)

(118,175)

(176,177)

(178)

(179,180)

(181,182)

(183)
(184)
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Modeli prekomjerne ekspresije Alzheimerova bolest (185)
ljudskog enzima ciklooksigenaza-2
(COX-2, engl. cyclooxygenase-2)
Modeli nedostatka ¢imbenika rasta ~ Alzheimerova bolest (186)
ziv€anih stanica (NGF, engl. nerve
growth factor)

4. Demencija uzrokovana dijetoms  Alzheimerova bolest (187)
visokim udjelom masti

5. Modeli izazvani hipoksijom

Hipoksija inducirana kemijskim Vaskularna (188)

sredstvima demencija, amnezija

Kirurski inducirana hipoksija Alzheimerova bolest (189,190)
6. Modeli glutamatergicke Alzheimerova bolest (191,192)

denervacije

7. Animalni modeli ozljede mozga

Modeli ozljede mozga nalik potresu  Alzheimerova bolest (193,194)
mozga
Kognitivni deficit induciran Alzheimerova bolest (195)

elektrolitickom lezijom

8. Kognitivni deficit izazvan Amnezija (153,196)
elektroSokom
9. Modeli izazvani manjkom Alzheimerova (197-200)
tijamina i piritijamina bolest; Wernicke-
Korsakoffvljev
sindrom

ip — intraperitonealno; ih — intrahipokampalno; sc — supkutano; BLA — bazolateralna amigdala; icv —
intracerebroventrikularno; p.o. — peroralno; NBM — Meynartova bazalna jezgra (lat. nucleus basalis
magnocellularis); in — intranazalno; ik — intrakortikalno.

1.2.1. Transgeni¢ni modeli

Transgeni¢ni modeli AB-a naj¢esce su koristeni modeli te bolesti u istraZzivanjima, iako u sustini
modeliraju bolest koja se pojavljuje u najmanjem broju slucajeva, tj. familijarnu AB (<5% svih
slucajeva). Genetska manipulacija najeSce se odvija na miSevima, kod kojih su metode

genetickog inZenjeringa najrazvijenije i1 najviSe istrazivane, mada su razvijeni 1 modeli
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transgeni¢nog Stakora (201,202). Veéina transgeni¢nih modela AB-a temelji se ha mutacijama
I prekomjernoj ekspresiji u tri genske mete; genu za APP, genima za PSEN1 i PSEN2, te genima
za protein tau, kako prikazuje Tablica 2. Uz njih, razvijeni su i modeli koji uklju¢uju mutacije
enzima B-sekretaze, apolipoproteina €4, proteina povezanog s receptorom za apolipoprotein
(LRP, engl. lipoprotein receptor-related protein) te transformiraju¢eg ¢imbenika rasta B1
(TGF-B1, engl. transforming growth factor 1), kao i modeli koji kombiniraju razli¢ite vrste
mutacija — dvije, tri ili pet vrsta mutacija (203,204). Ti modeli pokazuju neuropatoloske i
bihevioralne karakteristike slicne onima u oboljelih od AB-a, ukljuc¢ujuc¢i amiloidne plakove,
neurofibrilarne snopice, astrogliozu, promjene u sinapsama, gubitak neurona i kognitivni deficit
(204,205). Uz njih, razvijeni su i knock-out modeli gena za APP, PSEN i protein tau kako bi se
poblize istrazila njihova uloga u patogenezi AB-a (206).

Tablica 2 Znacajne mutacije u istraZivanju Alzheimerove bolesti; prema Myers i McGonigle, 2019.
(207).

Gen Naziv Zahvaceni dio Lokacija Posljedice mutacije
mutacije gena
APP Arkticka E693G Unutar AB Povecana sklonost
regije nakupljanju AB40
Nizozemska  E693Q Unutar AP Opsezna amiloidna
regije angiopatija, ograni¢eno

stvaranje plakova
Iberijska I716F Mjesto cijepanja Povecani omjer
y-sekretazom AP42:AB40
Indiana V717F Mjesto cijepanja Povecéani omjer
y-Sekretazom APB42:AB40
lowa D694N Unutar AP Opsezna amiloidna
regije angiopatija, ogranic¢eno
stvaranje plakova
Florida 1716V Mjesto cijepanja Povecéani omjer
y-sekretazom AB42:AB40
Londonska V7171 Mjesto cijepanja Poveéani omjer
y-sekretazom AP42:AB40
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Osaka E693A Unutar AP Povecano stvaranje Af

regije oligomera, bez stvaranja
plakova
Svedska K670N/M671L Mjesto cijepanja Povecano stvaranje A
[-sekretazom
PSEN1  M146V M146V Ekson 5 Povecéani omjer
AP42:AB40
AE9 AE9 Insercija u Povecani omjer
intronu 8 AP42:AB40
L166P L166P Ekson 6 Stvaranje plakova i
snopica
L286V L286V Ekson 8 Povecéani omjer
AB42:AB40
MAPT  P301L P301L Ekson 10 Povecano stvaranje
sparenih uzvojitih
filamenata
P301S P301S Ekson 10 Smanjeno sklapanje
mikrotubula

APP — amiloidni prekusorski protein, Af — amiloid f; PSENI — presenilin 1; MAPT — s mikrotubulima
povezan protein tau.

1.2.1.1.  Misji model Tg2576

Jedan od najCeSc¢e koriStenih transgeni¢nih misjih modela fAB-a, model Tg2576, razvili su
Karen Hsiao Ashe i sur. 1996. godine (208). Model se temelji na prekomjernoj ekspresiji
mutirane forme APP-a (izoforme 695) sa $vedskom mutacijom (Swe) gdje je na 670. mjestu
aminokiselina lizin zamijenjena asparaginom, a na 671. mjestu metionin leucinom
(KM670/671NL). Posljedica ovakve mutacije jest 5x poveéanje AB1-40 i 14x povecanje AB1-
42/43 uz pojavu oste¢enja u ucenju i prostornom i radnom pameéenju u dobi od 9 do 12 mjeseci
(208,209), iako su neke studije pokazale oStecenje u prostornom i radnom paméenju veé od 6
mjeseci starosti (210). U dobi od 11 do 13 mjeseci hemizigotni Tg2576 miSevi razvijaju brojne
parenhimalne plakove AP 1 vaskularne depozite AP. Pokazuju znakove oksidativnog oStec¢enja
bez neurofibrilarnih snopica ili gubitka neurona (211). Gubitak dendrita uo¢en je u dobi od 4,5
mjeseca u CA1 regiji hipokampusa (212). Kod modela Tg2576 uoCene su promjene u

sinaptickoj plasticnosti; s pocetkom u dobi od 5 mjeseci o€ituje se pad u LTP-u nakon
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stimulacije u dentatnom girusu u odnosu na kontrole divljeg tipa (213), a oSte¢enje LTP-a
neovisno o stimulaciji u CAL regiji i u dentatnom girusu prisutno je u zivotinja starijih od 15
mjeseci (214). Medu najranijim zabiljezenim promjenama u modelu je hiperpodraZzljivost
neurona, ve¢ u dobi od 5 tjedana (215). Povecanje gustoce i veli¢ine mikroglija u podru¢jima
oko plakova u hipokampusu, frontalnoj mozdanoj kori, entorinalnoj kori i okcipitalnoj kori
hemizigota uoceno je u dobi od 10 do 16 mjeseci (216). Promjene koje se dogadaju u modelu

Tg2576 kroz vrijeme prikazuje Slika 5.

(Gubitak sinapsi u HPC-uJ
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P N Oe” > .‘ o
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- Kognitivno ostecenje

Porast razine AB42

Slika 5 Fenotipska karakterizacija promjena u misjem modelu Tg2576 u odnosu na starost Zivotinje;
prema bazi AlzForum.org (209).

Malo je podataka o inzulinskoj rezistenciji u mozgu i perifernoj metaboli¢koj homeostazi u
modelu Tg2576 i transgeni¢nim modelima AB-a opcenito. U modelu Tg2576 nadene su snizene
bazalne vrijednosti inzulina i odgodeno inzulinom-posredovano snizenje razina glukoze u krvi
u usporedbi s kontrolama divljeg tipa u zenki starih 8 mjeseci (217), dok je ekspresija
glikolitickog enzima fosfofruktokinaza sniZzena u miSeva starih 24 mjeseca, a nepromijenjena u
onih mladih od 17 mjeseci (218). Misevi Tg2576 pokazuju oSteceni odgovor na stres induciran
gladovanjem i perifernu inzulinsku rezistenciju povezanu s visokim razinama glukokortikoida

zbog stresa (219). Ho i sur. (220) pokazali su da prehranom inducirana inzulinska rezistencija
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u Tg2576 miSeva pojacava stvaranje amiloidogenog AB1-40 i 1-42 u mozgu, uz povecanu
aktivnost y-sekretaze i smanjenu aktivnost IDE. Povecana produkcija AP posljedi¢no je dovela
do pojacanog stvaranja amiloidnih plakova i losijih rezultata u kognitivnim testovima. Daljnjim
ispitivanjem povezanosti inzulinske rezistencije 1 amiloidogeneze nadeno je funkcionalno
smanjenje signalizacije putem IR-a, o¢itovano smanjenjem autofosforilacije f-podjedinice IR-
a 1 snizenim aktivnostima Pi3k i Akt/PKB kinaza, te smanjenu fosforilaciju GSK3a i § koja je
bila u pozitivnoj korelaciji sa stvaranjem C-terminalnog odsje¢ka APP-a (indeks aktivnosti y-

sekretaze).

1.2.1.2.  Ostali transgeni¢ni modeli

Znacajke nekih od najkoristenijih transgeni¢nih modela prikazuje Tablica 3. Usprkos mnogim
moguénostima koje pruzaju transgeni¢ni modeli, oni imaju i mnoga ograni¢enja. U njima je
nemoguce vidjeti sve aspekte patologije covjeka te oni oponasaju samo patologiju vidljivu u
bolesnika s fAB-om, dok nedostaju aspekti SAB-a; plakovi A i neurofibrilarni snopiéi proteina
tau koje glodavci normalno ne razvijaju razlikuju se od ljudskih, nemoguce je kontrolirati
raspon ekspresije umetnutog gena, nemoguce je predvidjeti sekundarne implikacije
manipuliranja i umetanja ciljnih gena itd. (221,222).

Tablica 3 Karakteristike najéesée koriStenih misjih transgeni¢nih modela familijarne Alzheimerove
bolesti; prema Myers i McGonigle, 2019. (223) i Alzforum.org (224).

Naziv Geneticka Neuropatoloska Bihevioralni deficiti  Referenca

modela pozadina obiljezja

PDAPP Mutacija hAPP Plakovi AP u Deficit u prostornom  (225,226)
(Ind); promotor dobi od 6-8 pamcenju u dobi od 3

hPDGF-; mis;ji mjeseci, bez tau  mjeseca
soj C57BL/66 x patologije,
DBA2 glioza, CAA
APP23 Mutacija ~ hAPP Plakovi AP u Progresivni deficit u (227)
(Swe), izoforma dobi od 6-8 prepoznavanju i
751; promotor mjeseci, prostornom pamcéenju
Thyl misa; misji hiperfosforilirani u dobi od 3 mjeseca
soj C57BL/6 protein tau bez
stvaranja

snopi¢a, glioza,
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J20

TgCRNDS

APP NL-G-
F knock-in

TgSweDI

APP 693 A

Mutacija hAPP
(Swe, Ind);
promotor hPDGF-
[; misji soj

C57BL/6

Mutacija hAPP
(Swe, Ind);
promotor PrP
hr¢ka; hibridni soj
C3H/He-C57BL/6

Mutacija hAPP
(Swe, Ibe, Arc);
endogeni APP
promotor; misji
soj C57BL/6

Mutacija hAPP
(Swe, Dutch,
lowa), promotor
Thy1 misa; misji
soj C57BL/6
Mutacija hAPP
(Osaka); promotor
PrP miSa; misji soj
B6C3FI1 krizan s
C57BL/6

gubitak neurona,
CAA

Plakovi ABu
dobi od 6 do 8
mjeseci, bez tau
patologije,
glioza, gubitak
sinapsi i
neurona, CAA
Plakovi AP u
dobi od 3do 5
mjeseci, bez tau
patologije,
glioza, gubitak
sinapsi i
neurona, CAA
Plakovi ABu
dobi od 2
mjeseca, bez tau
patologije,
glioza i gubitak
sinapsi

Plakovi ABu
dobi od 3
mjeseca, bez tau
patologije,
glioza, CAA
Oligomeri AB u
dobi od 8
mjeseci, bez
plakova,
hiperfosforilirani

protein tau bez

Deficit u (228)
prepoznavanju u dobi

od 2 mjeseca i u

prostornom paméenju

u dobi od 3 mjeseca

Progresivni deficit (229)
radnog i prostornog
pamcenja u dobi od 6

mjeseci

Deficit u prostornom  (230)
pamcenju u dobi od 6

mjeseci

Deficit u ucenju u (231)

dobi od 6 mjeseci

Deficit u prostornom  (232)
pamcenju u dobi od 8

mjeseci
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MAPT hTau

MAPT
rTg4510

MAPT Tau
P301S linija
19ili PS19

Multi-
transgeni¢ni
APPPS1-21
ili APPPS1

Multi-
transgenicni
APPswe/
PSEN1dE9
ili APP/PS1

hMAPT (svih 6
izoformi,
nemutirane); tau
promotor ¢ovjeka;
misji soj C57BL/6
hMAPT (hON4R
P301L); CaMKlIla
promotor covjeka,
mijeSani soj 12956
x FVB

hMAPT (h1N4R
P301S); PrP
promotor misa;
misji soj
(C57BL/6 x
C3H)F1

Mutacija hAPP
(Swe) i hPSEN1
(L166P); Thyl
promotor misa,
misji soj

C57BL/6J

Mutacija m/hAPP
(Swe) i hPSEN1
(AE9); PrP
promotor misa;
misji soj
(C57BL/6 x
C3H)F2

stvaranja
snopica, glioza i
gubitak neurona
Bez plakova AP,
tau patologija u
dobi od 9
mjeseci, gubitak
neurona

Bez plakova A,
snopi¢i u dobi
od 8 mjeseci,
gubitak sinapsi i
neurona

Bez plakova A,
snopi¢i u dobi
od 8 mjeseci,

glioza

Plakovi ABu
dobi od 6 do 8
mjeseci, bez tau
patologije,
glioza, gubitak
sinapsi i
neurona, CAA
Plakovi ABu
dobi od 6 do 9
mjeseci, bez tau
patologije,
glioza, gubitak
sinapsi i

neurona, CAA

Deficit u (233)
prepoznavanju i
prostornom paméenju
u dobi od 12 mjeseci
Deficit u prostornom  (50,234)
pamcenju u dobi od 3

do 5 mjeseci

Deficit u prostornom  (235)
pamcenju 1 u¢enju u

dobi od 7 mjeseci

Deficit u prostornom  (236)
pamcenju 1 ucenju u

dobi od 7 mjeseci

Deficit prostornog i (237)
referentnog pamcenja

u dobi od 6 mjeseci
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Multi- Mutacija hAPP Plakovi AP u Progresivni deficitu  (238)
transgeni¢ni  (Swe, Fl, Lon) i dobi od 2 prostornom paméenju
5xFAD hPSEN1 (M146L, mjeseca, beztau u dobi od 3 mjeseca i
L286V); Thyl patologije, u ucenju u dobi od 6
promotor misa; glioza, gubitak ~ mjeseci
misji soj C57BL/6  sinapsi i
X SJL neurona, CAA
Multi- Mutacija hAPP Plakovi AP u Progresivni deficitu  (58)
transgeni¢ni  (Swe), hPSEN1 dobi od 6 ucenju u dobi od 4
3xTgili (M146V) i mjeseci, tau mjeseca i deficit u
LaFerla mi§ hMAPT (hON4R patologija u dobi prostornom pamcenju
P301L); Thyl.2 od 12 mjeseci, u dobi od 6 mjeseci
promotor (APP, glioza
MAPT) i endogeni
PSEN1 promotor

misa; misji soj
C7BL/6;129X1/
SvJ;129S1/Sv

APP —amiloidni prekusorski protein; hAPP —amiloidni prekusorski protein covjeka; mAPP —amiloidni
prekusorski protein misa; hPDGF-f — f-lanac trombocitnog cimbenika rasta covjeka; A — amiloid B;
CAA — mozdana amiloidna angiopatija; PrP — prionski protein; Thyl —antigen timocitne diferencijacije
1; Ind — Indiana mutacija; Swe — Svedska mutacija,; Ibe — Iberijska mutacija; Arc — Arkticka mutacija;
Dutch — Nizozemska mutacija; lowa — lowa mutacija; Osaka — Osaka mutacija; MAPT — s
mikrotubulima povezan protein tau; hMAPT — s mikrotubulima povezan protein tau covjeka, CaMKlIla
— a-izoforma kalcij/kalmodulin-ovisne protein kinaze Il; hPSEN1 —presenilin 1 covjeka; FI — Florida
mutacija; Lon — London mutacija; PSEN1 — presenilin 1.

1.2.2. Ne-transgeni¢ni modeli

Medu ne-transgeni¢nim modelima AB-a dominiraju oni u kojima je kognitivni deficit induciran
kemijskim agensima, amiloidom [ ili metalima. Razvoj sveobuhvatnih ne-transgeni¢nih
modela od iznimne je vaznosti buduci se gotovo svi potencijalni lijekovi za lijeCenje AB-a
ispituju na transgeni¢nim modelima bolesti, $to je neprikladno (i vjerojatno znacajan ¢imbenik
neuspjeha tih lijekova u klinickim ispitivanjima) uzevsi u obzir da transgeni¢ni modeli vjerno
oponasaju samo familijarni oblik AB-a, a velika je vec¢ina oboljelih zahvacena sporadi¢nim
tipom. Stoga je model sAB-a koji bi oponaSao ¢im vise aspekata bolesti nuzan kao adekvatna

platforma za ispitivanje potencijalnih terapijskih rjeSenja u AB-u.
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1.2.2.1. Model izazvan intracerebroventrikularnom primjenom streptozotocina

Od kemijski induciranih, ne-transgeni¢nih modela AB-a, najviSe je istrazen model SAB-a
dobiven intracerebroventrikularnom primjenom streptozotocina (STZ-icv) koji oponasa sAB
na vise razina (132,135).

1.2.2.1.1. Streptozotocin
Streptozotocin (STZ) (2-deoksi-2-(3-metil-3-nizrozoureido-)-D-glukopiranoza) je spoj iz
skupine  glukozamina-nitozoureja  koji  alkilira DNK, a spada u skupinu
antibiotika/antineoplastika porijeklom iz bakterije Streptomyces achromogenes (239). Prvotno
je razvijen u farmaceutskoj tvrtki Pfizer pod zasSticenim imenom ,,Zanosar”, a i danas je
registriran za lijeCenje metastatskog inzulinoma; tumora [-stanica gusterae koji Iuci
prekomjerne koli¢ine inzulina (239). Zbog strukturne sli¢nosti 2-deoksi-D-glukozi, STZ
uzrokuje selektivnu toksi¢nost B-stanica gusterace ulaskom u stanice putem nosaca za glukozu
2 (GLUT, engl. glucose transporter), koji se predominantno eksprimira upravo u -stanicama
gusteraCe (240). Betacitotoksi¢ni uc¢inak ostvaruje se alkilacijom DNK koja poti¢e aktivaciju
poli-ADP-ribozilacije, $to dovodi do znacajnog sniZenja stanicnog NAD* i ATP-a (240). Nakon
periferne primjene, u visokoj jednokratnoj dozi STZ uzrokuje nekrozu B-stanica i koristi se za
uzrokovanje eksperimentalnog dijabetesa tipa 1 (DM1) (239), dok u visekratnim nizim dozama
uzrokuje inzulinsku rezistenciju smanjenom autofosforilacijom IR-a, poveéanjem ukupnog
broja IR-a i promjenama inzulinske signalizacije, zbog ¢ega se koristi kao model DM2 (241).
S druge strane, srediSnjom primjenom viSestruko nizih doza streptozotocina u mozdane
lateralne komore ne dolazi do razvitka sistemskog dijabetesa (132,242,243). Nosa¢ glukoze
GLUT2 kojim streptozotocin ispoljava svoje djelovanje naden je u mozgu sisavaca te je
distribuiran regionalno specificno, posebice u limbi¢kim podrucjima i povezanim mozdanim
jezgrama te je najveca koncentracija u ventralnim i medijalnim regijama u blizini srediSnje
linije, a posebice je izraZen u blizini zivéanih okonéina (244). U dosadasnjim su istrazivanjima
STZ-icv modela koristeni razli¢iti protokoli; doza u pravilu varira u rasponu od 1 do 3 mg/kg
tjelesne tezine uz varijacije u davanju odjednom ili podijeljeno u vise doza te uni- i bi-lateralno
u lateralne mozdane komore (135,245). Tocan mehanizam sredi$njeg djelovanja STZ-a jo$
uvijek nije u potpunosti razjas$njen, no uzevsi u obzir prisutnost stanica koje eksprimiraju IR 1

GLUT2 u mozgu, pretpostavlja se slicnost s perifernim djelovanjem STZ-a.

1.2.2.1.2. Promjene uzrokovane srediSnjom primjenom streptozotocina
Nakon sredi$nje primjene u niskim dozama (1-3 mg/kg icv) STZ ne uzrokuje sistemski DM2,

ali dolazi do nastanka IRBS-a i pojave progresivnih kognitivnih deficita (246), kolinergi¢nih
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deficita (247), oksidativnog stresa i abnormalnosti mitohondrija (248), morfoloske astroglioze,
gubitka neurona (249), amiloidne angiopatije i hiperfosforilacije proteina tau (134,250,251) te

ostalih promjena u mozgu povezanih s AB-om.

Prve promjene u kognitivnoj funkciji zabiljezene su ve¢ 3h nakon primjene STZ-icv kao
poremecaj u radnom pamcenju, nakon kojeg su zabiljezeni degenerativni procesi u
hipokampusu 1 i 15 dana nakon primjene STZ-icv (252). Dugotrajne deficite u uéenju i
pamcenju STZ-icv Stakori razvijaju ve¢ od dva tjedna nakon tretmana (253) te oni perzistiraju
i do devet mjeseci nakon primjene STZ-a (134). Osim kognitivnih promjena, zivotinje razvijaju
i povecane razine anksioznosti (254). Tri tjedna nakon bilateralne primjene STZ-a u miseva
nadena je smanjena lokomotorna aktivnost i tendencija za istrazivanjem u testu otvorenog polja
te deficit u ucenju i pamcenju mjeren Morris water maze testom plivanja u labirintu i testom

prepoznavanja novog objekta (255).

Metabolizam glukoze u mozgu promijenjen je u Stakora podvrgnutih STZ-icv tretmanu; sniZzene
su razine glukoze i ATP-a u mozdanoj kori (242), smanjena je utilizacija glukoze za 30-44%
uz povecéanje razine glikogena, laktata i ADP-a (243,256) te je snizena aktivnost klju¢nih
glikolitickih enzima heksokinaze i fosfofruktokinaze (257). FDG-PET studije u Stakora
pokazale su hipometabolizam glukoze u mozgu pocevsi od 3 tjedna nakon primjene STZ-icv
(258-260), sto je nadeno i u majmuna 6 i 12 tjedana nakon primjene STZ-icv (261). Nadena je
i snizena ekspresija nosaca za glukozu GLUT1 i 3 u mozgu tri tjedna nakon primjene STZ-icv
(262) te GLUT3 jedan mjesec nakon STZ-icv tretmana (263) $to dovodi do smanjenih
koncentracija ATP-a i kreatin fosfata (132,242,264). Sredi$nja primjena STZ-a ima znacajan
ucinak na inzulinsku signalizaciju u mozgu; smanjena je ekspresija IR-a i gena za IR te gena za
inzulin u hipokampusu i mozdanoj kori (265-267), smanjena je fosforilacija IRS-1 i ekspresija
Akt/PKB u IR-Pi3K putu (250,265,268) te je uocena bifazi¢na promjena u aktivnosti GSK3 —
povecana aktivnost GSK3p u razdoblju do jedan mjesec nakon primjene STZ-a te ponovno Sest
mjeseci nakon primjene (268-270). U homogenatima ¢itavog mozga ili malog mozga nisu
nadene promjene u ekspresiji [R-a tri tjedna nakon primjene STZ-icv, §to upucuje na regionalno
specifi¢ne promjene (268). Sli¢no je naden i bifazi¢an u¢inak na smanjenje ekspresije enzima
IDE (269). Selektivnost STZ-a prema stanicama koje luée inzulin temelji se na prisutnosti
GLUT2 na membrani, za koji je STZ selektivni supstrat (271). GLUTZ2 je u mozgu eksprimiran
u neuronima i astrocitima regionalno specifi¢no te se smatra da je ukljucen u osjecanje glukoze
i regulaciju otpustanja neurotransmitera i sinapticke aktivnosti (244), a u Stakora je njegova

ekspresija povisena ve¢ sat vremena nakon primjene STZ-icv (272).
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STZ djeluje kao alkiliraju¢i agens koji oStecuje DNK i dovodi do disfunkcije mitohondrija
(273). Ve¢ 24 h nakon STZ-icv primjene nadena je snazna produkcija ROS-a i NO-a te snizene
razine ATP-a i glutationa u hipokampusu miSeva, Sto posljedi¢no dovodi do zacetka upalnih
procesa u hipokampusu (274). Pet tjedana nakon bilateralne primjene 3 mg/kg STZ-a u Stakora
nadeno je snizenje transmembranskog potencijala mitohondrija, razine repolarizacije, razine
ATP-a, respiratornog lanca 3, omjera respiratorne kontrole i ADP/O indeksa te produljenje faze
repolarizacije, praeno snizenim razinama piruvata te snizenom aktivno$éu a-ketoglutarat
dehidrogenaze i citokrom c¢ oksidaze, uz povecanje osjetljivosti na kalcijem inducirane
promjene mitohondrijske permeabilnosti (275). In vitro ispitivanja pokazala su sli¢ne sniZene
vrijednosti ATP-a i membranskog potencijala mitohondrija u astrocitima tretiranim STZ-om
(276).

Biokemijski se, osim navedenog kolinergi¢nog deficita, u modelu ocituje i ucinak na
monoaminergicki sustav gdje je nadeno povecanje razina dopamina, noradrenalina i serotonina
jedan tjedan nakon STZ-icv primjene (277) uz regionalno specificne promjene ekspresije
nosaca za ove neurotransmitere (278), dok su promjene u neurotransmisiji glutamata sli¢ne
onima nadenim u bolesnika s AB-om, a deficiti sinapti¢ke transmisije u hipokampusu i
promjene LTP-a u korelaciji su sa smanjenjem ekspresije N-metil-D-aspartat (NMDA)

receptora (279).

Nakon primjene STZ-a dolazi i do histopatoloskih strukturnih promjena poput ostecenja aksona
i mijelina u regijama mozga koje su odgovorne za u¢enje i pamcenje, poput hipokampusa (280).
Ovakve patoloske promjene nadene su i u mozgu oboljelih od AB-a (281). U hipokampusu je
nadeno nakupljanje i aktivacija mikroglija, povecana ekspresija AB1-42, ukupnog proteina tau

te fosforiliranog proteina tau (255).

1.3. Lijefenje Alzheimerove bolesti

Usprkos desetlje¢ima istrazivanja AB-a i znacajnom naporu farmaceutskih tvrtki da razviju
potencijalna terapijska rjesenja, i dalje ne postoji efikasna terapija koja bi izlijecila AB ili
znacajno inhibirala njezin razvoj. Jedna od znacajnih prepreka u razvoju lijekova za AB jest
nedostatak validiranih, objektivnih dijagnostickih kriterija i pouzdanih bioloskih biljega bolesti
koji bi posluzili kao pokazatelj klini¢ke krajnje tocke i efikasnosti terapije. 1z tog je razloga, uz

jako dugu, asimptomatsku prodromalnu fazu koja karakterizira AB, ukljuc¢ivanje bolesnika u
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klinicka ispitivanja zakasnjelo i ograni¢eno na bolesnike s poodmaklim patofizioloskim
znakovima bolesti. Stoga, vremenski odmak u zapoc¢injanju potencijalnih terapija nuzno je uzeti

u obzir kod procjene (ne)uspjeha potencijalnih terapija (282).

Trenutno je u svijetu odobreno samo cetiri lijeka za lijeCenje AB-a; antikolinergici galantamin,
donezepil i rivastigmin te nekompetitivni antagonist NMDA-receptora memantin, od kojih su
samo dva registrirana u Hrvatskoj (rivastigmin i memantin), a samo se jedan nalazi na
dopunskoj listi Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje (memantin) (283,284). Donepezil,
galantamin i rivastigmin su inhibitori enzima acetilkolinesteraze, a galantamin, kao prirodni
alkaloid djeluje i kao alostericki modulator nikotinskih acetilkolinskih receptora (285).
Najnoviji antidementiv, memantin, usmjeren na NMDA-receptor, modulira glutamatergicku
transmisiju, obzirom da viSak glutamata u ekscitatornim sinapsama i S tim povezana
ekscitotoksi¢nost zbog smanjene pohrane glutamata u mikroglijama uzrokuje apoptoti¢ku
stani¢énu smrt, §to predstavlja jedan od potencijalnih patofizioloskih mehanizama u AB-u
(282,286). Ne postoje dokazi da ijedan od ova Cetiri lijeka modificira primarne patoloske
procese koji su uzrokom AB-a, ve¢ oni pruzaju isklju¢ivo simptomatsko olakSanje te su
opc¢enito primjenjivi kao palijativna terapija s ciljem usporavanja opadanja kvalitete zivota u

oboljelih od AB-a.

Istrazivanje potencijalnih lijekova nakon otkri¢a amiloidne hipoteze AB-a bilo je, te djelomi¢no
jos$ uvijek jest, mahom usmjereno prema razvoju lijekova koji moduliraju stvaranje A, poput
inhibitora - i y-sekretaze, i klirens AP, poput aktivatora enzima neprilisina, te monoklonskih
protutijela usmjerenih na AP, poput solanezumaba, bapineuzumaba, ponezumaba i drugih
(3,287,288). Osim AP, farmakoloski ciljevi terapijskih istrazivanja ukljucuju protein tau,
odnosno inhibitore agregacije tau i anti-tau monoklonska protutijela, antineuroinflamacijsku
terapiju, odnosno antagoniste receptora za AGE ili agoniste receptora aktiviranog
peroksizomskim proliferatorom y (PPAR-y, engl. peroxisome proliferator-activated receptor
y), neuroprotektivne tvari, poput glutamatnih modulatora ili biljnih ekstrakata te lijekove koji
utjecu na bihevioralno-psiholoske simptome AB-a, poput antidepresiva, antipsihotika i drugih
(289). Nazalost, ishod klini¢kih ispitivanja svih ovih lijekova nije pokazao obecavajucu terapiju
za AB, a u posljednjih je nekoliko godina zamjetan trend smanjenja broja ispitivanja fokusiranih
na A i povecanja broja ispitivanja usmjerenih k ostalim ciljevima u podlozi AB-a (289). U
vrijeme pisanja ovog rada, prema podacima americke baze ClinicalTrials.gov, otvoreno je 612

intervencijskih klini¢kih ispitivanja za lijeCenje AB-a, od Cega je 53 ispitivanja u fazi 111 (290).
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1.3.1. Lijekovi za lijeCenje dijabetesa u lijeenju Alzheimerove bolesti

S povecanjem dokaza o metaboli¢koj podlozi u patofiziologiji AB-a, zapocCeto je i istrazivanje
lijekova usmjerenih na metabolicke poremecaje u lijeCenju AB-a, a ponajviSe antidijabetika.
Epidemioloski podaci bolesnika s DM2 pokazali su da uporaba antidijabetika poput
metformina, sulfonilureja, tiazolidindiona, inhibitora enzima dipeptidil peptidaze-1V (DPP-1V),
analoga glukagonu sli¢énog peptida 1 (GLP-1) i inhibitora natrij-glukoza kotransportera 2
(SGLT, engl. sodium/glucose cotransporter) smanjuje rizik nastanka demencije (291,292).
Medutim, podaci nisu sasvim uniformni u pokazivanju protektivnog u¢inka; velika case-control
studija s preko 14 tisu¢a sudionika iznad 65 godina pokazala je povecani rizik razvoja AB-a
povezan s uporabom metformina (293), dok je u Rotterdamskoj studiji rizik razvoja demencije
bio najvisi medu pacijentima na terapiji inzulinom (294), sto je potvrdila i jedna populacijska

studija u Tajvanu (295).

Usprkos razli¢itim podacima opservacijskih studija, velika koli¢ina literaturnih podataka i dalje
govori u prilog potencijalnoj koristi antidijabetika u terapiji demencije. Stotine je objavljenih
eksperimentalnih studija u animalnim modelima koje upu¢uju na povoljan u¢inak antidijabetika
na biljege AB-a; zabiljezen je pozitivan ucinak na amiloidnu patologiju (296,297), tau
patologiju (298,299), stvaranje sinapsi i sprjeCavanje smanjenja broja sinapsi (300,301),
oksidativni stres (302), neurogenezu (303), neuroinflamaciju (304) i kognitivnu funkciju (305—
307). U manjim klinickim opservacijskim studijama u ljudi dobiveni su obec¢avajuéi podaci o
blagotvornom u¢inku metformina i tiazolidindiona na pamcenje i izvr$ne funkcije (308-311).
Kratki pregled eksperimentalnih i klinickih podataka upotrebe pojedinih antidijabetika u AB-u
prikazuje Tablica 4.
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Tablica 4 Terapijski ucinci razlicitih antidijabetika na obiljeija Alzheimerove bolesti U eksperimentalnim Zivotinjskim studijama i klini¢kim ispitivanjima

(258,291,311-338).

Antidijabetik

Intranazalni

inzulin

Sulfonilureje

Eksperimentalni podaci

Ucinak na kognitivni deficit

1 ucenje, T paméenje

glibenklamid: 1 kognitivna

funkcija

Uc¢inak na metabolicke
parametre

1 metabolizam glukoze u
mozgu, 1 razine inzulina u

mozgu

glibenklamid: 1 razine
inzulina u mozgu, | razine

glukoze u mozgu

Ucinak na neuropatoloska
obiljezja AB-a

| hipokampalni AB, |
apoptoza neurona, |
astroglioza, 1
hipokampalna sinapticka
plasticnost, |
neuroinflamacija, |
hiperfosforilacija tau, 1
hipokampalna
neurogeneza
glibenklamid:

| hipokampalni AB, |
apoptoza neurona, ]
hipokampalna sinapticka
plasti¢nost, |

neuroinflamacije

Klinicki i epidemioloski

podaci

1 pozornost, T pamcenje, 1
metabolizam glukoze u

mozgu

glipizid: 1 verbalno ucenje
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Metformin

Tiazolidindioini

Inhibitori DPP-
v

1 kognitivna funkcija, 1
prostorno pamcenje, T ucenje,
T LTP

+ prevencija STZ-icv
induciranih kognitivnih
deficita

pioglitazon: 1 ucenje, 1
pamcenje

roziglitazon: 1 kognitivna

funkcija

sitagliptin: 1 radno 1 referentno
pamcenje, T ucenje

linagliptin: 1 prostorno
pamcenje, 1T ucenje
saksagliptin: 1 retencija
pamcenja

vidagliptin: 1 ucenje

normalizacija ekspresije
GLUT1, GLUT3 1 GSK3 u
mozgu, | razina glukoze u

CSF-u

roziglitazon: poboljSanje
poremecaja periferne
gluko-regulacije i
inzulinske rezistencije, |
kortikosterona u serumu,
poboljSanje aktivnosti i

ekspresije IDE u mozgu

sitagliptin: 1 razina GLP-1
u mozgu i plazmi, 1 razina
GLP-1R u mozgu | razina
glukoze i inzulina u
plazmi, 1 periferna

osjetljivost na inzulin

| ukupni tau, |
hiperfosforilacija tau, |
hipokampalni AP, |
mikroglioza, | astroglioza,
1 sinapticka plasti¢nost, |
aktivnost AChE, | upala
pioglitazon i roziglitazon:
| hipokampalni AP, |
apoptoza neurona, |
hipokampalna sinapti¢ka
plasti¢nost, |
hiperfosforilacija tau, |

mikroglioza

sitagliptin: | nitrozativnog
stresa, | oksidativnog
stresa U mozgu, | upala, |
depozita A

linagliptin: | AB, |
hiperfosforilacija tau, |

neuroinflamacija, 1 CBF

1 radno pamcenje, | rizik

razvoja demencije, T CBF

pioglitazon: | rizik razvoja
demencije, T pamcenje, 1
CBF c¢eonog reznja
roziglitazon: 1 pamdéenje, 1
selektivna paznja, | AB1-42 u
plazmi, | progresija
hipometabolizma glukoze u
mozgu

vidagliptin, sitagliptin,
saksagliptin: zastitni u¢inak
na pogorSanje MCI u
bolesnika s dijabetesom
sitagliptin: 1 MMSE rezultata



Analozi GLP-1

liraglutid: 1 kognitivna
funkcija, radno i referentno
pamcenje

eksenatid: T pamcenje

linagliptin: 1 razina GLP-1
i GIP u mozgu, | razina
glukoze u plazmi
vidagliptin: | razine
glukoze, AP, AChE u
plazmi, | MDA u mozgu,
| razina inzulina u plazmi,
1 periferna osjetljivost na
inzulin, 1 GLP-1 u plazmi
saksagliptin: T GLP-1 i
GLP1R u mozgu
liraglutid: | TNFa, IL-6,
INF-y, MDA u serumu,

= razina glukoze u mozgu,

= tjelesna teZina

vidagliptin: | ekspresija linagliptin: 1 ekspresije
APP, | hiperfosforilacija SIRT1 u leukocitima

tau, | oksidativnog stresa u bolesnika s dijabetesom i AB
mozgu

saksagliptin: | AP, |

hiperfosforilacija tau, |

neuroinflamacija

liksisenatid i liraglutid: 1 liraglutid: pobolj$anja u
neurogeneza, metabolizmu glukoze u
neuroprotektivni uéinci mozgu i kognitivnom deficitu
liraglutid: | plakovi Apu

mozdanoj kori, | upala, |

hiperfosforilacija tau, |

gubitak sinapsi

eksenatid: 1 hipokampalna

neurogeneza, |

neuroinflamacija
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Analozi amilina  pramlintid: 1 pamcenje, 1 pramlintid: | razina pramlintid: | oksidativni nema klini¢kih podataka
ucenje glukoze u CSF-u stres, | neuroinflamacija, |

hiperfosforilacija tau, |

hipokampalni A
Inhibitori empagliflozin: 1T kognitivni dapagliflozin: 1 osjetljivost dapagliflozin: 1 | rizik razvoja demencije
SGLT?2 deficit mozga na inzulin hipokampalna sinapticka

dapagliflozin: 1 sprjecavanje  dapagliflozin (kombinacija plasti¢nost, 7 funkcija

kognitivnog deficita s liraglutidom): mitohondrija
blagotvorni ucinci na dapagliflozin (kombinacija
metabolizam s liraglutidom):

neuroprotektivni uc¢inci

Ap — amiloid f; LTP — dugotrajna potencijacija; STZ-icv — intracerebroventrikularna primjena streptozotocina; GLUT — prijenosnik za glukozu; GSK3 —
glikogen sintaza kinaza 3; CSF — likvor; AChE — acetilkolinesteraza; CBF — mozdani krvni protok; IDE — enzim koji razgraduje inzulin; DPP-IV — dipeptidil
peptidaza-1V; GLP-1 — glukagonu slican peptid 1; GLP-1R — receptor za glukagonu slican peptid 1; GIP — Zelucani inhibitorni polipeptid; MDA —
malondialdehid; MCI — blagi kognitivni deficit; MMSE — test minimalne mentalne procjene; SIRT1 — sirtuin 1; TNFa — ¢imbenik nekroze tumora o, IL-6 —
interleukin 6; INF-y — interferon y;, SGLT2 — natrij-glukoza kotransporter 2.
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Usprkos ohrabruju¢im podacima, potrebne su vece klinicke studije na bolesnicima s AB-om
kako bi se bolje karakterizirao ucinak antidijabetika na razvoj bolesti; obzirom da se u
pojedinim klini¢kim studijama nije pokazao koristan u¢inak antidijabetika u AB-u (339-343),

ili su ¢ak uzrokovali pogorSanje simptoma (344).

1.3.2. Terapijski potencijal nutrijenata u Alzheimerovoj bolesti

Sve je vise dokaza koji govore u prilog vaznosti prehrane i odredenih nutrijenata, poput
antioksidansa, masnih kiselina ili vitamina, i njihovoj protektivnoj ulozi u razvoju demencije i
AB-a (345). Dugolan¢ane omega-3 masne kiseline esencijalne su komponente prehrane od
najranije dobi i nuzne su za rani embrionalni razvoj mozga (346). Nekolicina je studija
istrazivala utjecaj omega-3 masnih kiselina na rizik razvoja AB-a; povecana konzumacija
omega-3 masnih kiselina smanjuje rizik razvoja demencije (347,348) i smanjuje kognitivni
deficit u starijih (349,350). Klinicke studije utjecaja konzumacije ribljeg ulja na kognitivne
performanse u starijih bolesnika nisu pokazale poboljsanja u kognitivnim funkcijama, ali je
primijeceno poboljSanje u pozornosti (351). Obzirom na utjecaj oksidativnog stresa u patologiji
AB-a i demencije, mnoga su istrazivanja proucavala utjecaj antioksidansa poput vitamina E i
C. Epidemioloske studije su pokazale da je rizik razvoja AB-a nizi U populaciji s viSim unosom
vitamina E i C u prehrani (352,353) ili u obliku dodataka prehrani (354). Medutim,
antioksidansi u obliku dodataka prehrani nisu pokazali utjecaj na biomarkere povezane s
amiloidnom i tau patologijom u likvoru bolesnika s AB-om (355). Utjecaj prehrane na tijek
AB-a istrazivan je 1 u mnogim studijama koje su pokazale blagotvoran ucinak kalorijske
restrikcije u starenju moduliran preko aktivacije sirtuina (356). Sirtuini su vazni proteini u
centralnom metabolickom putu, a u AB-u je SIRT1 ukljuéen u patologiju amiloida i proteina
tau te je stoga aktivator sirtuina, polifenol iz grozda resveratrol takoder ispitivan u Zivotinjskim
i humanim studijama AB-a (357) te je pokazao protektivne ucinke (358). I drugi polifenoli,
poput kurkumina, pokazali su u¢inak u AB-U na vi$e razina, ukljucujuéi aktivnost na plakove
amiloida, protuupalni i antioksidativni uc¢inak te aktivaciju makrofaga u klirensu amiloida
(359). Utjecaj unosa mlijecnih proizvoda takoder je dobio na znacaju te je u epidemioloskim
studijama nadena korelacija izmedu konzumacije mlijecnih proizvoda 1 smanjenog rizika
razvoja kognitivnog deficita te prevencije kognitivnog deficita i povecanog unosa napose

fermentiranih mlije¢nih proizvoda (360). Medu trenutno aktivnim intervencijskim klini¢kim
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ispitivanjima u polju AB-a i demencije mnogo je onih koji ispituju u¢inak nutrijenata i prehrane

na kogniciju i biomarkere u AB-u.

1.3.2.1. Galaktoza

Galaktoza je jednostavni monosaharid koji se strukturno razlikuje od glukoze, najvaznijeg
monosaharida, samo u konformaciji hidroksilne skupine na C4 ugljikovu atomu (361). Upravo
se ta mala konformacijska promjena smatra razlogom vaznosti galaktoze u evolucijskom tijeku
mnogih organizama. Vaznost galaktoze ocigledna je sagledamo li ¢injenicu da je ona dio
mlije¢nog Secéera laktoze, koja je esencijalni nutrijent u razvoju svih sisavaca. Uloga galaktoze
u razvijajuéem mozgu je omogucavanje glikozilacije, koja predstavlja kritican korak u
neuralnom razvoju, diferencijaciji, usmjeravanju aksona i stvaranju sinapsi, zbog Cega je
pravilna glikozilacija kljuéna za stvaranje funkcionalnog ziv¢anog sustava (362,363).
Glikozilacija galaktozom moze se odvijati putem vise biokemijskih puteva, te za razliku od
glukoze ili manoze, galaktozilacija ostaje ouvana i u stanju gladovanja (364). Galaktoza se u
ljudi iz probavnog trakta apsorbira u proksimalnom jejunumu i bubreznom epitelu putem
nosa¢a SGLT1 1 2, a osim iz hrane, drugi izvori galaktoze ukljuuju endogenu proizvodnju 1
fizioloski obrtaj iz glikolipida i glikoproteina (365). Unutar stanice B-izomer D-galaktoze
pretvara se enzimom mutarotaza u a-izomer koji se dalje metabolizira Leloirovim putem (Slika
6) enzimima galaktokinaza (GALK) i galaktoza-1-fosfat uridiltransferaza (GALT) do glukoza-
1-fosfata, koji moze uéi u reakcije glikolize i glikogeneze (366,367). Treéi vazan enzim u
Leloirovom putu je uridildifosfat-galaktoza epimeraza (GALE) koji pretvara nusprodukt
stvaranja glukoza-1-fosfata, uridildifosfat-galaktozu (UDP-galaktoza), u epimer UDP-glukozu,
koja dalje ulazi u sintezu glikogena (368), a oboje su klju¢ni u post-translacijskoj kontroli

glikozilacije i galaktozilacije proteina i sintezi mukopolisaharida (366).

1.3.2.2.  Primjena galaktoze u ljudi

Najvise istrazivanja o galaktozi provedeno je u svrhu razjasnjavanja skupine poremecaja
galaktozemija, nasljednih poremecaja manjka odredenih enzima uklju¢enih u metabolizam
galaktoze. lako se teSke posljedice galaktozemije ¢esto uzimaju kao dokaz o njenom Stetnom
ucinku u organizmu, sve je viSe podataka koji pokazuju da patofizioloske posljedice
galaktozemije nastaju zbog promjena u biokemijskim putevima uzrokovanim enzimatskim
deficitom, a ne zbog akumulacije same galaktoze, koja se nakuplja neovisno o tipu
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galaktozemije, dok se klini¢ka slika u pojedinom tipu poremecaja umnogome razlikuje (365).
Primjerice, u galaktozemiji tipa 2 koja je uzrokovana manjkom enzima GALK, klinicka slika
je blaga i manifestira se kataraktama, dok u tipu 3, koji je posljedica manjka enzima GALE,
klini¢ka slika varira od blage do teske te ukljucuje katarakte, zaostajanje u rastu i razvoju,
mentalnu zaostalost i poremecaje u jetri i bubrezima (369). S druge strane, galaktozemija tipa
1, zvana i klasi¢na galaktozemija, koja nastaje kao posljedica manjka enzima GALT, moze
imati fatalne posljedice ukoliko se ne dijagnosticira odmah po rodenju djeteta; zahvacena djeca
razvijaju letargiju, Zuticu, oStecenje jetre i krvarenja uz mogu¢ nastup sepse i Soka (369). Tocan
patofiziolo§ki mehanizam koji je zasluzan za ove razlike u simptomatologiji bolesti jo§ uvijek
nije razjasnjen, no dosadasnji podaci upucuju na to da je disfunkcija samog metabolickog puta
vazniji faktor naspram samom nakupljanju galaktoze. Primjerice, intermedijeri galaktitol i
galaktonat nakupljaju se uz galaktozu i u tipu 1 i u tipu 2 bolesti, dok se samo u tipu 1 nakuplja
i galaktoza-1-fosfat, $to za posljedicu moze imati poremeceni kompenzatorni mehanizam cija
je uloga ocuvanje regulatornih glikozilacija lipida i proteina (370). Klini¢ki podaci o dobrobiti
suplementacije galaktozom u niskim dozama u djece s galaktozemijom tipa 1 dodatno potvrduju
kompleksnost patofiziologije te bolesti, budu¢i da je nadeno paradoksalno poboljsanje u

glikozilaciji ciljnih proteina, poput imunoglobulina G (IgG) (371).

U klinickim se ispitivanjima nadalje galaktoza ispituje kao dodatak prehrani u pacijenata s DM2
(372), kongenitalnim poremecajima glikozilacije (373), s tipom 14 bolesti pohrane glikogena
(374) i drugim patoloskim stanjima. Zanimljiv je prikaz sluc¢aja u kojem je terapija oralnom
galaktozom u pacijentice s kongenitalnom prosopagnozijom i poremecajem pozornosti s
hiperaktivnos¢u rezultirala znaajnim poboljSanjem cjelozivotnog poremecaja percepcije lica
uz poboljsan osjecaj orijentacije i razvoj zZivopisnih mentalnih slika, a koji su nestali po
prestanku uzimanja galaktoze (375). U prikazu slucaja pacijentice s upalnim lezijama
demijelinizacije u mozgu, galaktoza je nakon dva mjeseca oralne terapije dovela do smanjenja
simptoma utrnulosti 1 poboljSanja u opc¢oj slabosti 1 centralnim simptomima, $to je jo§ uvijek

bilo prisutno cak sest mjeseci nakon prestanka terapije (376).

1.3.2.3.  Primjena galaktoze u animalnim modelima

Drugi veliki izvor podataka o utjecaju galaktoze na organizme jesu istraZivanja razvoja
animalnih modela starenja. Samo je manji broj studija bio fokusiran na galaktozu kao terapijsku

mogucénost, napose u kognitivnim poremecajima, zbog ¢ega je vazno raS¢laniti studije o
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galaktozi na one koje su izucavale njezin utjecaj nakon parenteralne primjene, u odnosu na

ucinke nakon peroralne primjene.
Parenteralna primjena galaktoze

Galaktoza se isprva pocela primjenjivati u modelima starenja kada su kineski istrazivaci otkrili
da se parenteralnom primjenom galaktoze smanjuje zivotni vijek u glodavaca (377,378),
Drosophile (379), kulturi fetalnih neurona $takora i pluénih fibroblasta ovjeka (380). Zivotinje
su, osim skra¢ivanja zivotnog vijeka, pokazivale i znakove kognitivne disfunkcije i
neurodegeneracije (381-384), smanjenog imunosnog odgovora (385,386) i povecanog
oksidativnog stresa (387). KoriStene doze za modeliranje starenja varirale su od 50 mg/kg do

¢ak 1250 mg/kg, dok je duljina kroni¢ne primjene bila izmedu 6 i 12 tjedana (388).

lako su mnoga istrazivanja lijekova protiv starenja koristila upravo ovaj animalni model,
relativno je malo istrazivanja koja su se posvetila razjaSnjavanju patofizioloskih mehanizama
galaktozom induciranog starenja. Kao glavni mehanizam nastanka oSteCenja u glodavaca
namece se galaktozom-inducirani oksidativni stres (389), no to¢an mehanizam nije do kraja
poznat. U nedavnim preglednim radovima o galaktozom-induciranom starenju (390) i
neurodegeneraciji (391) predlozena su tri mehanizma kojima galaktoza uzrokuje patoloske
promjene; (1) oksidativni stres zbog nakupljanja alkohola galaktitola u metabolickom putu
galaktoze te posljedi¢na deplecija reduciranog oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata
(NADPH) 1 osmotski stres zbog nemogucénosti daljnjeg metabolizma galaktitola; (2) reakcija
galaktoze sa slobodnim aminokiselinskim ostatcima proteina, lipida i nukleinskih Kiselina uz
posljedicno stvaranje AGE; (3) stvaranje vodikova peroksida oksidacijom galaktoze enzimom
galaktoza oksidaza i posljedicnim stvaranjem ROS-a — mehanizam diskutabilne
vjerodostojnosti budu¢i je enzim galaktoza oksidaza naden isklju¢ivo u nekim vrstama bakterija

i gljiva, dok u glodavaca dosad nije identificiran.

Medutim, neki su autori prilikom ispitivanja karakteristika modela galaktozom-induciranog
starenja dosli do obratnih zakljucaka, pa tako u istrazivanju modela induciranog svakodnevnim
intraperitonealnim davanjem galaktoze u dozi od 300 mg/kg tijekom 8 tjedana, u Stakorima soja
Wistar starih mjesec dana, Cardoso i suradnici (392) nisu uocili znacajne razlike u odnosu na
kontrolne Stakore u razini anksioznosti, prostornom ucenju i pamcenju te neurogenezi u

hipokampusu.
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Peroralna primjena galaktoze

U odnosu na broj istrazivanja s parenteralno primijenjenom galaktozom, samo je manji broj

istrazivanja posvecen ucincima peroralno primijenjene galaktoze.

Budni i suradnici (393,394) primjenjivali su jednokratne bolus doze galaktoze u stakora
svakodnevnim oralnim sondiranjem, u dozi od 100 mg/kg, pri ¢emu su zivotinje nakon 6-8
tjedana razvijale kognitivni deficit. Na molekularnoj razini, nadena je povecana aktivnost
kompleksa I, II, IIT i IV diSnog lanca u mitohondrijima u prefrontalnoj kori i hipokampusu.
Budu¢i su upravo mitohondriji zaduzeni za stvaranje ROS-a, autori su predlozili da je
disfunkcija mitohondrija uzrokom razvoja kognitivnog deficita. Medutim, ovi se rezultati kose
s nalazima da je supkutana primjena galaktoze u miSeva dovela do kognitivnih deficita uz
znacajno smanjenje aktivnosti mitohondrijskih kompleksa (391,395,396). Krzysztoforska i
suradnici (397) takoder su uodili kognitivni deficit u Stakora tretiranih svakodnevnim
peroralnim bolus dozama galaktoze (100 mg/kg), uz promjene razina serotonina i dopamina u
mozdanoj kori i hipokampusu. S druge strane, Chogtu i suradnici (398) pokazali su znac¢ajno
poboljsanje u pamc¢enju i uc¢enju nakon peroralne i supkutane primjene galaktoze u dozi od 200

mg/kg/dan; medutim, taj je u€inak bio ovisan o trajanju terapije.

Hipoteza da je pruzanjem alternativnog izvora energije u obliku galaktoze moguce intervenirati
u nastajanju kognitivnih deficita uzrokovanih primjenom STZ-icv (399) (Slika 6) nastala je
temeljem istraZivanja Reuttera i suradnika (400). Oni su pokazali da se galaktoza apsorbira u
stanicama mozga u sli¢nom opsegu kao u stanicama jetre, te da za razliku od glukoze, galaktoza
ulazi u stanice putem inzulin-neovisnog nosa¢a GLUT3 (401,402). Takoder, istaknuli su da
svojim prolaskom kroz gastrointestinalni trakt nakon peroralne primjene, galaktoza u crijevima
uzrokuje otpustanje zelu¢anog inhibitornog polipeptida (GIP, engl. gastrointestinal inhibitory
polypeptide) i GLP-1, koji osim sekretogognog ucinka za inzulin djeluju i neuroprotektivno i
poboljsavaju ucenje i pamcenje u STZ-icv modelu sAB-a (403) i transgeni¢cnom misjem modelu
APP/PS1 fAB-a (404). Stoga je u preliminarnom istrazivanju na$e istrazivacke skupine ispitan
ucinak svakodnevne primjene oralne galaktoze, dane u obliku napitka koje Zivotinje piju ad
libitum u tri razlicite doze (100/200/300 mg/kg/dan), u prevenciji nastanka kognitivnih deficita
u modelu sAB-a izazvanom STZ-icv. Terapija oralnom galaktozom zapoceta je odmah nakon
primjene STZ-icv (1 mg/kg) u Stakora soja Wistar starih tri mjeseca i u skupini zZivotinja starih
7-8 mjeseci te je trajala mjesec dana. Jednomjesec¢na terapija peroralnom galaktozom uspjesno
je sprijecila pojavu kognitivnih deficita induciranih STZ-icv te je taj u¢inak bio neovisan o dozi
galaktoze kao i o dobi zivotinja u trenutku primjene STZ-icv (263).
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Slika 6 Pretpostavljeni mehanizam blagotvornog ucéinka galaktoze na sniene unutarstanicne razine
glukoze u modelu sporadiéne Alzheimerove bolesti izazvanom intracerebroventrikularnom
primjenom streptozotocina i metabolizam galaktoze u Leloirovom putu; prema Salkovic-PetriSic i
sur., 2014. (263).

Puna linija = stimulirani proces; isprekidana linija = inhibirani proces; STZ-icv —
intracerebroventrikularna primjena streptozotocina; IR — inzulinski receptor; GLUT4 — nosac glukoze
4; GLUT3 — nosac glukoze 3; Pi3K — fosfatidilinozitol kinaza-3; ATP — adenozin trifosfat; ADP —
adenozin difosfat; GALK — galaktokinaza; galaktoza-1-P — galaktoza-1-fosfat; glukoza-1-P — glukoza-
1-fosfat; glukoza-6-P — glukoza-6-fosfat; GALT — galaktoza-1-fosfat uridiltransferaza; UTP — uridin
trifosfat; UDP — uridin difosfat; PPi — pirofosfat; UGP — uridildifosfat-glukoza fosforilaza; GALE -
uridildifosfat-galaktoza epimeraza; PGM — fosfoglukomutaza; HK — heksokinaza; G6Paza — glukoza-
6-fosfataza.
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2. HIPOTEZA

Dugotrajna primjena oralne galaktoze ima povoljan ucinak na kognitivha oSteCenja u
eksperimentalnim modelima sporadi¢ne i familijarne Alzheimerove bolesti posredovan

poboljsanjem metabolizma glukoze u mozgu i stimulacijom aktivnosti glukagonu sli¢nog

peptida 1.
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJ

Ispitati terapijski potencijal i moguc¢e mehanizme povoljnog ucinka dugotrajne primjene

oralne galaktoze u eksperimentalnim modelima Alzheimerove bolesti.

SPECIFICNI CILJEVI

1. Ispitati u¢inak na kognitivni deficit u Stakorskom STZ-icv modelu sAB-a i mi§jem

Tg2576 modelu fAB-a ovisno o patoloskom stadiju bolesti (rani i uznapredovali stadij).

2. Ispitati metabolicke uéinke u oba modela na razini in vivo u¢inka na metabolizam
glukoze u mozgu (FDG-PET sken) i in vitro mjerenja ekspresija GLUT3 i GLUT4 u

hipokampusu, te razine glukoze, galaktoze i inzulina u krvi/likvoru.

3. Ispitati u¢inak na GLP-1 sustav u oba modela mjerenjem razine ukupnog/aktivnog
GLP-1 u plazmi i likvoru, te ekspresije GLP-1 receptora u hipokampusu/in situ u mozgu.

4. Odrediti u¢inak na pojedina obiljeZja AB-a u mozgu (nakupljanje proteina tau i Ap,

ekspresija IDE, astroglioza) u oba modela.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Zivotinje

Istrazivanje je provedeno u dvije vrste malih glodavaca. U dva su pokusa koristeni muzjaci
Stakora soja Wistar, uzgojeni na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu i drzani u istoj licenciranoj nastambi za laboratorijske Zivotinje (HR-POK-007; Salata
11, Zagreb). U druga dva pokusa koriSteni su muZjaci transgeni¢nih heterozigotnih miseva
B6;SJL-Tg(APPSWE)2576Kha i pripadajuci divlji homozigotni misevi uzgojeni i kupljeni od
tvrtke Taconic Biosciences Inc. (Hudson, SAD) koji su u dobi od 3 mjeseca na dalje drzani u
licenciranoj nastambi za laboratorijske zivotinje pri Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga
Medicinskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu (HR-POK-006; Salata 12, Zagreb).

Postupci provedeni na zivotinjama i njihovo drzanje provedeno je u skladu s nacionalnim i
medunarodnim zakonima i propisima: Direktiva 2010/63/EU Europskog Parlamenta i Vijeca o
zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe; hrvatski Zakon o zastiti zivotinja (NN
102/17, 32/19), hrvatski Zakon o provedbi uredbi Europske unije o zastiti zivotinja (NN 125/13,
14/14, 92/14, 32/19), Uredba Vijeca (EZ) br. 1099/2009 o zastiti zivotinja u trenutku
usmréivanja. Svi su provedeni postupci odobreni od strane Ministarstva poljoprivrede (klasa:
UP/1-322-02/15-01/156, ur. broj: 525-10/0255-15-5 od 21. kolovoza 2015. godine i ur. broj:
525-10/0255-17-8 od 16. ozujka 2017. godine) te Eti¢kog povjerenstva za dobrobit zivotinja
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u sklopu projekta ,, Terapijski potencijal oralne
galaktoze u eksperimentalnoj Alzheimerovoj bolesti financiranog od strane Hrvatske zaklade
za znanost (HRZZ 1P-2014-09-4639). Autorica posjeduje dozvolu za provodenje in vivo
postupaka na Zivotinjama (kategorija 3; br. TZP 11/17 HR191/01/P), dok je tehni¢ko osoblje
uklju€eno u istrazivanje takoder certificirano za rad s laboratorijskim zivotinjama licencama

kategorije 2.

Stakori su drzani u kavezima sa steljom za laboratorijske glodavce (2 ili 3 Zivotinje po kavezu)
s neograni¢enim pristupom vodi i hrani, izuzev perioda primjene galaktoze, kada su ispitivane
zivotinje drzane zasebno u kavezima te je pristup vodi ispitivanim zivotinjama bio ogranicen.
Misevi su drzani zasebno u kavezima sa steljom za laboratorijske glodavce s neograni¢enim
pristupom vodi i hrani, izuzev perioda primjene galaktoze, kada su ispitivane zivotinje imale
ograni¢en pristup vodi. Zivotinje su drzane u prostorijama s 12-satnim ciklusom izmjene

svijetla i mraka, sobnom temperaturom izmedu 22 i 25°C i vlagom izmedu 40 i 60%. Misji su
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kavezi dodatno drzani u ventiliranim ormarima namijenjenim drzanju laboratorijskih miseva,

koji osiguravaju uvjete konstantne temperature i vlage.

4.2. Plan istrazivanja

Istrazivanje obuhvaca Cetiri pokusa na laboratorijskim zivotinjama te naknadnu analizu
dobivenih bihevioralnih podataka i prikupljenih animalnih uzoraka. Dva su pokusa provedena
na Stakorima (N=80; Pokus 1 i 2) i dva na miSevima (N=80; Pokus 3 i 4) s ¢etiri skupine (CTR,
STZ, CTR+GAL, STZ+GAL u Pokusima 1 i 2; odnosno, WT, TG, WT+GAL, TG+GAL u
Pokusima 3 i 4) i deset Zivotinja po skupini u svakom pokusu. U svakom je pokusu ispitan
u¢inak svakodnevne dvomjeseéne primjene oralne galaktoze (200 mg/kg/dan), zapocete u

razli¢itim stadijima patologije AB-a.

U Pokusu 1 ispitan je moguci terapijski u¢inak oralne galaktoze na ranu, reverzibilnu ili
djelomi¢no reverzibilnu patologiju u Stakorskom modelu sAB-a dobivenom primjenom STZ-
icv, zapocinjanjem terapije galaktozom 1 mjesec nakon STZ-icv tretmana, dok je u Pokusu 2
ispitan moguc¢i ucdinak na uznapredovale, progresivne i nacelno ireverzibilne patoloske
promjene, zapocinjanjem terapije galaktozom 4 mjeseca nakon STZ-icv tretmana (Slika 7).
Procjena stupnjevanja patoloskih promjena temeljena je na prethodnim istraZivanjima i
pracenju promjena do 9 mjeseci nakon STZ-icv primjene u Stakora (134). U oba pokusa tretman

STZ-icv proveden je u Stakora starosti 3 mjeseca.

U Pokusima 3 i 4 kao modeli fAB-a koristeni su transgeni¢ni miSevi Tg2576 koji prema
deklaraciji proizvodaca (Taconic, SAD) razvijaju kognitivni deficit u dobi od 6 mjeseci i
plakove u dobi od 11-12 mjeseci. U Pokusu 3 tretman galaktozom zapocet je u 5. mjesecu zivota
miseva radi ispitivanja u¢inaka u ranom, predsimptomatskom stadiju fAB-a, a u Pokusu 4 u 10.

mjesecu zivota radi ispitivanja uc¢inaka galaktoze u blagom stadiju bolesti (Slika 8).

U sva 4 pokusa dvomjese¢noj terapiji oralnom galaktozom prethodilo je ispitivanje kognitivnih
funkcija Morris Water Maze testom plivanja u labirintu (MWM) radi utvrdivanja kognitivnih
deficita. Po zavrSetku dvomjesecne terapije oralnom galaktozom kognitivne funkcije zivotinja
u sva Cetiri pokusa ispitane su MWM-om i passive avoidance testom pasivnog izbjegavanja
(PAT). U Pokusima 3 i 4 dodatno su provedena bihevioralna testiranja open field (OF) test
otvorenog polja, elevated plus maze (EPM) test uzdignutog kriznog labirinta (samo Pokus 4) te

nesting test poremecaja svijanja gnijezda u glodavaca. Nakon kognitivnih i bihevioralnih
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ispitivanja, zivotinje iz Pokusa 3 i 4 podvrgnute su intraperitonealnom testu tolerancije glukoze,
nakon ¢ega su iz sva 4 pokusa dvije (odnosno, Cetiri u slu¢aju Pokusa 4) Zivotinje iz Svake
skupine podvrgnute in vivo metabolickom mjerenju ulaska glukoze u stanice mozga
pozitronskom emisijskom tomografijom nakon primjene [8lfluorodeoksiglukoze (FDG-PET)
pri Institutu Ruder Boskovi¢. Nakon kognitivnog ispitivanja i FDG-PET mjerenja, Zivotinje u
sva 4 pokusa su zrtvovane u dubokoj anesteziji te su uzeti uzorci krvi, likvora (samo u Stakora)
I mozga za kasniju analizu Western blot, imunohistokemijskim i spektrofotometrijskim

tehnikama.

Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta ,,Terapijski potencijal oralne galaktoze u
eksperimentalnoj Alzheimerovoj bolesti* financiranog od Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ
IP-2014-09-4639).

STZ-icv model sAB :
uznapredovali
rani stadij sAB stadij sAB
F
STZ-icv !
CTR (pufer o galaktoza p.o. galaktoza p.o.
200 mg/kg/dan 200 mg/kg/dan
—— 4 —
1 2 @ 4 5 6 7 8 9
dob (mjeseci) l | H l
MWM MWM MWM MWM
PAT PAT
FDG-PET FDG-PET
Zrtvovanje zZrtvovanje
ELISA
IHC
WB

Slika 7 Tijek provodenja Pokusa 1 i 2 na Stakorima.

SAB — sporadicna Alzheimerova bolest; STZ-icv — intracerebroventrikularna primjena streptozotocina,;
CTR — kontrolna skupina Zivotinja, p.0. — peroralna primjena; MWM — Morris Water Maze test plivanja
u labirintu; PAT — passive avoidance test pasivnog izbjegavanja; FDG-PET — pozitronska emisijska
tomografija **[F]fluorodeoksiglukozom; ELISA — imunoenzimski test; IHC — imunohistokemija; WB —
Western blot.
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transgenicni model fAB

predsimptomatski

stadij fAB blagi stadij fAB

galaktoza p.o. galaktoza p.o.

dob (mjeseci)

200 mg/kg/dan 200 mg/kg/dan
 —  ——————
v/ ] l' ] ] ] ] ] ]
4 5 6 7 8 9 11 12

MWM | MWM MWM
PAT PAT
OF OF
nesting test \ nesting test
ipGTT N 4 EPM
FDG-PET A ipGTT
frtvovanje EI&II%A FDG-PET

WB zrtvovanje

Slika 8 Tijek provodenja Pokusa 3 i 4 na miSevima.

fAB — familijarna Alzheimerova bolest; p.o. — peroralna primjena; MWM — Morris Water Maze test
plivanja u labirintu; PAT — passive avoidance test pasivnog izbjegavanja; OF —open field test otvorenog
polja; ipGTT — intraperitonealni test tolerancije glukoze; EPM — elevated plus maze test uzdignutog
kriznog labirinta; FDG-PET — pozitronska emisijska tomografija *[F]fluorodeoksiglukozom; ELISA —
imunoenzimski test; IHC — imunohistokemija; WB — Western blot.

4.3. Farmakoloski tretmani

U Pokusima 1 i 2 stakori su podvrgnuti primjeni STZ-icv u dobi od 3 mjeseca. U sva Cetiri
pokusa Zzivotinje su dva mjeseca primale oralnu otopinu galaktoze u vodi za pice. Terapija
galaktozom zapoceta je jedan mjesec nakon primjene STZ-icv u Pokusu 1, ¢etiri mjeseca nakon
primjene STZ-icv u Pokusu 2, u dobi od 5 mjeseci u Pokusu 3 te u dobi od 7 mjeseci u Pokusu
4.

4.3.1. Streptozotocin

Zivotinje su prije primjene STZ-icv izvagane i anestezirane kombinacijom ketamina (50 mg/kg

ip; Ketamidor, Richter Pharma, Austrija) i ksilazina (5 mg/kg ip; Xylazine 20 mg/ml, Alfasan

.....

medijalnoj liniji (1 cm) te je na parijetalnoj kosti bilateralno (1,2 mm kaudalno od bregme i 1,5
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mm lateralno od medijalne linije) elektricnom busilicom (Ultimate XL, NSK Europe GmbH,
Njemacka) napravljen mali otvor (polumjera 1 mm); prema postupku prethodno opisanom u
literaturi (405) i koristenom u prethodnim istrazivanjima mentora (260,263). Neposredno prije
primjene, STZ (Sigma Aldrich, SAD) je zbog fotosenzitivne naravi u uvjetima s minimalnim
osvjetljenjem otopljen u citratnom puferu (pH 4,5). 2 uL otopine STZ-a (Zivotinje iz grupe
STZ) ili samog citratnog pufera (zivotinje iz grupe CTR) primijenjeno je sporim injiciranjem
mikrolitarskom injekcijskom iglom (Hamilton Company, SAD) u obje lateralne mozdane
komore, 4 mm u dubinu od povrsine parijetalne kosti. Isti je postupak ponovljen 48 sati poslije,
¢ime je ukupna doza primijenjenog STZ-a iznosila 3 mg/kg. Po izvrSenom injiciranju rubovi

koze spojeni su kirur§kim Savom (2 do 4 Sava) uz uobicajenu postoperativnu skrb zivotinja.
e Citratni pufer:
0,05 M limunska kiselina (Kemika, Hrvatska)
0,05 M natrij citrat (Merck-Alkaloid, Makedonija)
dH.0

pH 4,5

4.3.2. Galaktoza

Za potrebe dvomjesecne terapije oralnom galaktozom, ispitivane skupine Zivotinja (CTR+GAL
i STZ+GAL u Pokusima 1 i 2; odnosno, WT+GAL i TG+GAL u Pokusima 3 i 4) primale su
D-galaktozu (D-Galactose, Sigma Aldrich, SAD) otopljenu u vodi za pi¢e, dok su kontrolne
zivotinje u istom periodu primale obi¢nu vodu za pic¢e. Doza od 200 mg/kg po danu odredena
je prema preliminarnom istrazivanju s tri doze galaktoze, 100, 200 i 300 mg/kg po danu, gdje
je doza od 200 mg/kg po danu uspjesno sprijecila nastanak kognitivnih deficita u STZ-icv
modelu sAB-a (263). U Pokusima 1 i 2, §takori su dobivali 20 ml galaktozne otopine dnevno
(ekvivalentno 0,3%), dok su u Pokusima 3 i 4 misevi dobivali 10 ml galaktozne otopine
(ekvivalentno 0,06%). Za potrebe individualnog doziranja galaktoze, Zivotinje su u sva Cetiri

pokusa odvajane u zasebne kaveze.
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4.4. Kognitivno i bihevioralno testiranje

Kognitivne funkcije zivotinja u sva Cetiri pokusa ispitane su pomocu dva testa;, MWM testom
plivanja u labirintu za procjenu prostornog uéenja te PAT testom pasivnog izbjegavanja za
procjenu kratkotrajnog paméenja. Dodatno, u cilju bolje karakterizacije transgeni¢nog misjeg
modela Tg2576, za procjenu ponasanja zivotinja u otvorenom prostoru, odnosno procjenu
mobilnosti i anksioznog ponasanja, u Pokusima 3 i 4 koristen je OF test otvorenog polja. Usto,
za dodatnu karakterizaciju anksioznosti miSeva, u Pokusu 4 koristen je EPM test uzdignutog
kriznog labirinta. Za procjenu o¢uvanosti uobi¢ajenog ponasanja svijanja gnijezda u miseva, u

Pokusima 3 i 4 proveden je nesting test.

4.4.1. Morris Water Maze test plivanja u labirintu

Morris Water Maze (MWM) test plivanja u labirintu razvio je Richard Morris 1984. godine kao
metodu procjene prostornog uéenja u glodavaca (406,407). Test se provodi u okruglom bazenu
promjera 180 cm za Stakore, odnosno 120 cm za miseve, i dubine 50 cm, napunjenom
vodovodnom vodom temperature 24+1°C. Pracenje plivanja Zivotinja u bazenu provodi se
kamerom Basler acA1300 (Basler AG, Njemacka) i softverskom platformom Noldus
EthoVision XT (Noldus Information Technology, Nizozemska). Bazen je virtualno podijeljen
na Cetiri kvadranta (sjeverozapad / NW, od engl. north-west; sjeveroistok / NE, od engl. north-
east; jugozapad / SW, od engl. south-west; jugoistok / SE, od engl. south-east) te je u jednom
od njih (NW) smjesteno prozirno postolje 2 cm ispod razine vode. Tijekom pet dana treninga,
zivotinje uce pronaci postolje u etiri jednominutna treninga, s razli¢itom pocetnom to¢kom pri
svakom treningu. Treninzi su u istom danu odvojeni minimalno 30 minuta jedan od drugog. Po
nalasku postolja, zivotinjama je dopusSten boravak na postolju u trajanju od 15 sekundi, a
ukoliko zivotinja sama ne uspije pronaci postolje, po isteku 60 sekundi ispitiva¢ odvede
zivotinju do postolja kako bi naucila njegovu lokaciju, nakon ¢ega se zivotinja vraca u kavez.
U svakom se treningu biljezi vrijeme potrebno da zZivotinja dode do postolja i na njemu provede
viSe od 5 sekundi (vrijeme latencije), te broj ulazaka u pogresne kvadrante, odnosno kvadrante
u kojima se postolje ne nalazi (broj gresaka). Sesti se dan provodi ispitivanje prostornog uéenja
(engl. probe trial) tako da se postolje makne iz bazena, a mjeri se vrijeme Koje Zivotinja provede

traze¢i postolje u kvadrantu NW te broj ulazaka u pogresne kvadrante.

44



Dodatno se toplinskim kartama nacinjenim od preklopljenih putanja svih zivotinja iz pojedine
grupe te podacima o brzini kretanja i ukupno prijedenoj udaljenosti u bazenu analizirala

aktivnost zivotinja u bazenu.

Test je proveden u sva Cetiri pokusa, prije i poslije 2-mjesecne terapije oralnom galaktozom.

Izvodenje testa u Pokusu 1 prikazuje Slika 9.

Slika 9 Prikaz provodenja Morris Water Maze testa plivanja u labirintu u Pokusu 1 iz programa
EthoVisionXT.

Na lijevom prikazu nalazi se prijedeni put stakora u bazenu koji za vrijeme treninga nije nasao skrivenu
platformu. Na desnom prikazu stakor je uspjesno pronasao platformu i trening se prekida. Crvena linija
predstavlja putanju plivanja Zivotinje prac¢enu programom Noldus EthoVision XT.

4.4.2. Passive avoidance test pasivnog izbjegavanja

Test pasivnog izbjegavanja, passive avoidance test (PAT), strahom je motivirani test
izbjegavanja koji iskoriStava prirodenu sklonost glodavaca mra¢nim okruzenjima (408,409).
Test se provodi u uredaju (Ugo Basile, Italija) podijeljenom na dvije komore, od kojih je jedna
jarko osvjetljena, bijela komora, a druga tamna, neosvijetljena komora. Izmedu komora nalaze
se vrataSca kojima Zivotinja moze prijeci iz prvotne, bijele komore, u tamnu komoru. Dno
uredaja ¢ini metalna reSetka, ¢iji je tamni dio elektrificiran. PAT se provodi 3 dana, gdje se
prvog dana zivotinje prilagodavaju na uredaj, drugi dan odnosi se na isporuc¢ivanje averzivnog
dogadaja zivotinji, odnosno elektri¢nog Soka, a tre¢eg se dana mjeri retencija pamcenja. Prvog
se dana zivotinja stavlja u osvijetljenu komoru sa slobodnim pristupom tamnoj komori, kako bi
se upoznala s okolisem. Zivotinji je omoguceno istraZivanje okolisa 5 minuta, odnosno,
habituacija se prekida nakon $to zivotinja ude u tamnu komoru i u njoj provede 15 sekundi.
Drugog se dana po ulasku u tamnu komoru Zivotinji isporucuje elektrosok jacine 0,2-0,5 mA

(ovisno o vrsti 1 tezini zivotinje) u trajanju od 2 sekunde putem metalne resetke koja ¢ini dno
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tamne komore i po kojoj zivotinja hoda. Treceg se dana biljezi vrijeme latencije, odnosno
vrijeme potrebno da zivotinja ude iz svijetle u tamnu komoru. Maksimalno vrijeme koje

zivotinja moze provesti u uredaju je 5 minuta (engl. cut-off time).

Temeljna je pretpostavka testa da se Zivotinje s kognitivnim oSteCenjem krace zadrzavaju u
svijetloj komori od onih s intaktnim paméenjem i sjeanjem na prethodni averzivni dogadaj.

Test je proveden u sva Cetiri pokusa, nakon 2-mjesecne terapije oralnom galaktozom. Uredaj

za izvodenje PAT-a te testiranje Stakora u tijeku prikazuje Slika 10.

Slika 10 Uredaj za izvodenie testa pasivnog izbjegavanja i provodenje testa u Pokusu 1.

4.4.3. Open field test otvorenog polja

Procjena mobilnosti i anksioznog ponaSanja zivotinja ispitana je open field (OF) testom
otvorenog polja (Slika 11). Ispitivanje je provedeno u tamnoj Cetvrtastoj kutiji dimenzija 50 cm
x 50 cm x 40 cm za miseve, odnosno, 100 cm x 100 cm x 40 cm za Stakore. Mjereni su parametri
bili vrijeme provedeno na periferiji (rubnim dijelovima kutije), vrijeme provedeno u sredi$njem
kvadrantu, brzina kretanja i ukupno prijedena udaljenost u aparatu te frekvencija timarenja, $to
je praceno kamerom (Basler AG acA1300) i softverski analizirano (Noldus EthoVision XT).
Opazanje ponasanja trajalo je 5 minuta za svaku Zivotinju, a test je zapocet stavljanjem Zivotinje

uvijek u isti kut prethodno ocis¢ene kutije.

Tendencija zivotinje da ostaje u podru¢ju blizu zidova komore (tigmotaksija, od grc¢kog
thigmotaxis; pojava izbjegavanja otvorenih povr$ina i kretanja uz periferne rubove labirinta ili
kutije) koriStena je kao mjera anksioznosti, budu¢i da povecanje tigmotaksije upuéuje na
povecanje anksioznosti (410). Frekvencija CiS¢enja i timarenja (engl. grooming) takoder je

jedan od pokazatelja anksioznosti u zivotinja, obzirom da zivotinje koje su u stresu i anksiozne
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Zivotinje reagiraju pojacanim grooming ponaSanjem (411). Brzina i ukupno prijedena
udaljenost u aparatu ukazuju na promjene u lokomotornom statusu zivotinja. OF je proveden u
Pokusima 3 i 4 nakon 2-mjesecne terapije oralnom galaktozom radi dodatne karakterizacije

transgenicnog modela Tg2576.

Slika 11 Prikaz provodenja testa otvorenog polja iz programa EthoVisionXT.

Crvena linija predstavija obrazac kretanja Zivotinje u uredaju praéen programom Noldus EthoVision
XT.

4.4.4. Elevated plus maze test uzdignutog kriZnog labirinta

Test uzdignutog kriznog labirinta elevated plus maze (EPM) koristi se za procjenu anksioznosti
zivotinja (412,413). Ovaj se test temelji na prirodnoj averziji glodavaca prema otvorenim
prostorima. Averzija prema otvorenim prostorima povezana je s tigmotaksijom. Test se provodi
u instrumentu izradenom od pleksiglasa, ¢ija su dva jednaka kraka ukrizena pod kutom od 90°
i uzdignuta na visini od 50 cm. Dva su suprotstavljena kraka duzine 30 cm i Sirine 5 cm
otvorena, s 4 mm visokim rubom, dok su druga dva kraka zatvorena crnim zidovima od
pleksiglasa visine 20 cm. Prilikom izvodenja testa, mi§ se postavlja na spoj otvorenih i
zatvorenih krakova labirinta, okrenut prema jednom otvorenom kraku. MiSevi se u labirintu
slobodno kre¢u 5 min te se njihovo kretanje, vrijeme provedeno u odredenom kraku, broj
ulazaka u krakove i provirivanje glavom u odredeni krak biljezi kamerom (Basler AG acA1300)
te prati i analizira softverom (Noldus EthoVision XT).

Smanjenje anksioznosti u EPM-u ocituje se povecanjem broja ulazaka u otvoreni dio testa i
duljim boravkom u otvorenim dijelovima instrumenta. EPM je proveden nakon 2-mjese¢ne
terapije oralnom galaktozom u Pokusu 4. Uredaj za izvodenje EPM-a i testiranje misa u tijeku

prikazuje Slika 12.
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Slika 12 Instrument za izvodenje testa uzdignutog kriZnog labirinta i izvodenje testa u Pokusu 4.

4.4.5. Nesting test

U malih je glodavaca svijanje gnijezda od izrazite vaznosti, buduci da gnijezdo sluzi kao zaklon,
omogucuje reprodukciju te je nuzno u ocuvanju tjelesne temperature. Zbog male veli¢ine,
miSevi su posebno osjetljivi na gubitak tjelesne temperature pa i muZjaci i Zenke miSeva svijaju
sli¢na gnijezda. Poremecaj svijanja gnijezda pokazatelj je pogorSanja mogucénosti obavljanja
svakodnevnih aktivnosti $to je karakteristican simptom AB-a u ljudi, a u glodavaca se mjeri
tzv. nesting testom (414,415). Test se provodi dva dana; prvi dan uvecer, sat vremena prije
gaSenja svjetala u zivotinjskoj nastambi, svakom se misSu u kavez stavi Cetvrtasti komad
komprimirane vate dimenzija 5 cm x 5 cm. Iduce jutro provodi se procjena svakog izradenog

gnijezda ocjenjivackom skalom od 1 do 5, gdje je:
1 — vata gotovo da nije taknuta, vise od 90% materijala intaktno;
2 — vata je djelomi¢no pokidana, 50-90% materijala intaktno;

3 — vecina vate je pokidana, ali ne nazire se formirano gnijezdo, manje od 50% materijala je

intaktno, ali je pokidani materijal razasut po kavezu;

4 — nazire se formirano gnijezdo, ali ono nije uzdignuto, vise od 90% materijala je pokidano i

nakupljeno unutar jedne Cetvrtine kaveza,

5 — (gotovo) savrSeno gnijezdo, vise od 90% materijala je pokidano i €ini gnijezdo u obliku

kratera ili krafne, s uzdignutim rubovima koji su visi od same Zivotinje.
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Primjeri gnijezda kojima je dana pojedina ocjena prikazuje Slika 13.

OCJENA 3

s WS
I Tg (TG/WT),

3
Y %)

OCJENA 4 OCJENA'S

Slika 13 Ocjenjivadka skala nesting testa i primjeri pojedinih ocjena iz provodenja testa u Pokusu 3.

4.5.  Invivo metaboli¢ko mjerenje

Mjerenje metabolizma glukoze u stanicama mozga in vivo provedeno je pretklinickom Raytest
ClearPET™ PET kamerom za male zivotinje Instituta Ruder Boskovi¢ (Zagreb, Hrvatska)
(Slika 14). Svojstva ClearPET™ kamere po pitanju prostorne rezolucije, osjetljivosti i kvalitete
prikaza opisali su Roldan i sur. (416). Ulazak glukoze u stanice mozga ispitan je pomocu
radioaktivno obiljezenog analoga glukoze, *fluorodeoksiglukoze (**FDG), proizvedene in situ
(Ruder Medikol Ciklotron d.o.0., Zagreb, Hrvatska).
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Mjerenje je u sva cCetiri pokusa provedeno nakon kognitivnog testiranja, a neposredno prije
zrtvovanja. Prije skeniranja, kao dio standardnog protokola PET-skena, zivotinje su
anestezirane u indukcijskoj komori s 4% izoflurana (Forane, Abbott laboratories, Velika
Britanija) te im je intravenski primijenjeno 30 MBq ®FDG. Nakon 30 minuta, Zivotinje su
ponovo anestezirane kako je prethodno opisano i smjeStene u PET skener. Tijekom 30-
minutnog skeniranja (15 dvominutnih snimaka), zivotinjama je anestezija odrzavana 2%-tnim

izofluranom putem maske za nos.

Dobivene PET slike analizirane su PMODT™ softverom (PMOD Technologies LLC, Svicarska)
za biomedicinsku analizu. Za analizu mozga koristen je predlozak atlasa mozga zivotinja
dostupan u PMOD™ softveru. Deset regija odabrano je kod Stakora kao regije od interesa te su
podrobnije analizirane: 1) frontalna mozdana kora (orbito-frontalna, frontalna i medijalno-
prefrontalna), 2) parijetalna mozdana kora (parijetalna, cingularna, motoricka, retrosplenijalna,
somatosenzorna i vizualna), 3) temporalna mozdana kora (slusna, entorinalna i oto¢na), 4)
hipokampus, 5) amigdala, 6) hipotalamus, 7) talamus, 8) mozdano deblo, 9) mali mozak i 10)
olfaktorni bulbus. U miSeva su odabrane regije 1) mozdana kora, 2) hipokampus, 3) amigdala,

4) hipotalamus, 5) talamus, 6) mozdano deblo, 7) mali mozak, i 8) olfaktorni bulbus. Rezultati

su izrazeni kao aktivnost 8FDG po volumenu tkiva [kBg/cc].

Slika 14 Raytest ClearPET™ skener za male Zivotinje Instituta Ruder Boskovi¢ na kojem je prodveno
in vivo mjerenje unosa fluorodeoksiglukoze u stanice mozga.
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4.6. Intraperitonealni test tolerancije glukoze

Za procjenu funkcije metabolizma glukoze u miSeva proveden je intraperitonealni test
tolerancije glukoze (ipGTT) nakon tretmana s galaktozom u oba pokusa na miSevima. Postupak
(417,418) je proveden na miSevima koji su postili preko no¢i. Krv za mjerenje razine glukoze
dobivena je zarezivanjem vrha repa sterilnim Skarama. Intraperitonealnom injekcijom
misevima je primijenjeno 2 g glukoze po kilogramu tjelesne mase (20%-tna otopina glukoze u
fizioloskoj otopini). Razine glukoze u krvi izmjerene su pomocu glukometra Accu-Chek
Performa i jednokratnih test traka (Roche, Svicarska) prije opterecenja i 15, 30, 45, 60 i 120

minuta nakon opterecenja glukozom.

4.7.  Uzimanje i priprema uzoraka za analizu

4.7.1. Uzimanje krvi i likvora

Prilikom zrtvovanja, u sva su Cetiri pokusa Zivotinje anestezirane kombinacijom ketamina (50
mg/kg) i ksilazina (5 mg/kg; ip). Zatim je zivotinjama u dubokoj anesteziji iz retro-orbitalnog
sinusa izvadena krv (otprilike 2 ml po Stakoru 1 500 pl po miSu). Izvadenim uzorcima krvi
dodan je heparin (100-150 ul po uzorku; Belupo, Hrvatska) te inhibitor dipeptidil peptidaze-1V
(DPP-1V; Sigma Aldrich, SAD) u omjeru 1:100. Uzorci pune krvi zatim su centrifugirani na
3600 okretaja u minuti (rpm) u trajanju 10 minuta te je izuzet supernatant, odnosno krvna
plazma, koja je neposredno nakon centrifugiranja smrznuta na -20°C, odnosno -80°C za

dugorocno Cuvanje.

Uzorci likvora uzeti su samo S$takorima, zbog poteSkoca i nepouzdanosti uzimanja, te
nedostatnih koli¢ina likvora u miSeva. Stakori u dubokoj anesteziji pozicionirani su u
odgovarajuc¢i polozaj (Slika 15) te im je tankom iglom (BD Micro-Fine Plus 0,5 ml — 0,3
mm/30G x 8 mm ili 1,0 ml — 0,33 mm/29G x 12,7 mm; Becton, Dickinson and Company, SAD)
iz prostora cisterne magne uzeto oko 100 ul likvora, koji je odmah pohranjen na -20°C, odnosno

-80°C za dugorocno Cuvanje.
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Slika 15 Postupak uzimanja likvora iz cisterne magne $takora u Pokusu 2.

4.7.2. Zrtvovanje

Prije zrtvovanja, zivotinje su prema rezultatima kognitivnih testiranja unutar iste skupine
ravnomjerno podijeljene u dvije skupine za zrtvovanje; Cetiri zivotinje po skupini predodredene
su za postupak perfuzije fiksativom, a ostalih Sest zivotinja namijenjeno je uzimanju svjezih
uzoraka mozga. Nakon uzimanja uzoraka krvi i likvora (samo u $takora), Cetiri zivotinje po
skupini podvrgnute su je transkardijalnoj perfuziji u dubokoj anesteziji; nakon ispiranja
organizma fizioloskom otopinom, tkivo se perfundira puferiranom otopinom 4%-tnog
paraformaldehida (pH = 7,4). Po zavrsetku perfuzije, Zivotinjama je pazljivo odstranjen cijeli
mozak. U svrhu krioprotekcije, mozgovi su dehidrirani serijskim otopinama saharoze; 15%-tna
otopina saharoze u puferiranoj otopini 4%-tnog paraformaldehida i 30%-tna otopina saharoze
u PBS puferu do potonu¢a mozga na dno posude. Nakon potonué¢a u 30%-tnoj otopini saharoze,
mozgovi su spremljeni na -80°C do daljnje histoloske analize. Preostalih Sest zivotinja po
skupini nakon uzimanja uzoraka krvi i likvora (samo u Stakora) zrtvovano je cervikalnom
dislokacijom te im je odmah, na hladnoj podlozi izvaden mozak, koji je brzom disekcijom
podijeljen na dvije hemisfere te su izdvojeni lijevi i desni hipokampusi. Uzorci hipokampusa

odmah su smrznuti u teku¢em dusiku i pohranjeni na -80°C.
e 4%-tna otopina formaldehida:

400 ml 10% paraformaldehid (Sigma Aldrich, SAD) u H20
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600 ml 1M PBS pufer

pH 7,4

e 1M PBS pufer:

9 g NaCl (T.T.T., Hrvatska)

0,2 g KCI (Kemika, Hrvatska)

1,13 g Na2HPO4 (Kemika, Hrvatska)
HOad1lL

pH 7,4

4.7.3. Homogeniziranje tkiva

Smrznuti uzorci hipokampusa lijeve hemisfere homogenizirani su u puferu za lizu stanica (engl.
lysis buffer) s dodatkom koktela inhibitora proteaza (1:100; Sigma Aldrich, SAD) i fosfataza (1
tableta u 10 ml pufera; PhosStop, Roche, Svicarska). Homogeniziranje je provedeno trostrukim
ultrazvuénim soniciranjem na ledu na uredaju Microson Ultrasonic Cell Disruptor (Misonix
Inc., SAD). Nakon soniciranja, homogenati su centrifugirani 10 min na 12000 rpm te je

supernatant izdvojen i spremljen u triplikatu na -80°C.
e Pufer za lizu stanica:
50 mM Trizma® baza, pH 8 (Sigma Aldrich, SAD)
150 mM NaCl (T.T.T., Hrvatska)
0,5 mM EDTA (Kemika, Hrvatska)
1 mM DTT (Fluka, SAD)
0,01 M NasVOg4 (Sigma Aldrich, SAD)
0,5% natrij deoksikolat (AppliChem, Njemacka)
1% NP-40 (Sigma Aldrich, SAD)

0,1% SDS (Sigma Aldrich, SAD)
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4.7.4. Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina izmjerena je koristenjem metode po Lowry-u (419). Za mijerenje
proteina koristi se 10 pL uzorka za ispitivanje. Prireduju se standardi govedeg serumskog
albumina u klorovodi¢noj kiselini (T.T.T., Hrvatska) (2, 1, 0,5 mg/ml BSA / 0,1 M HCI) te
slijepa proba (0,1 M HCI). Prireduju se otopine A, B i C, gdje je C =49 A : 1 B. Svakom se
uzorku dodaje 2 mL otopine C. Deset minuta nakon dodavanja otopine C, uzorcima se dodaje
otopina folin reagensa (200 pL). Nakon 30 minuta ocitava se apsorbancija na 750 nm na

spektrofotometru (Camspec, Velika Britanija; Iskra, Slovenija).
e Otopina A:
2% Na>CO3 (Kemika, Hrvatska)
0,1 M NaOH (Kemika, Hrvatska)
e Otopina B:
1% CuSOs x 5 H20 (Kemika, Hrvatska)
2% C4H4KNaOe x 4 HoO (Kemika, Hrvatska)
e Folin reagens:
1 mL Folin-Ciocalteu reagensa (Fluka, SAD)

2 mL H20

4.8. Biokemijske analize

Provedene biokemijske analize temelje se na razli¢itim metodama pobliZe opisanim u daljnjem

tekstu, prema pojedinom ispitivanom analitu.

4.8.1. Mjerenje koncentracije glukoze u plazmi i likvoru

Koncentracija glukoze u uzorcima mjerena je komercijalnim kolorimetrijskim kitom Glucose -
GOD PAP (Greiner Diagnostic GmbH, Njemacka). Metoda se temelji na enzimatskoj reakciji
prethodno opisanoj u literaturi (420). Enzim glukoza oksidaza katalizira reakciju glukoze u

glukonsku kiselinu uz otpustanje vodikovog peroksida koji s fenolom i 4-aminoanitipirinom u
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prisustvu peroksidaze daje crveno obojani produkt kinonimin c¢ija se apsorbancija mjeri
spektrofotometrom pri 500 nm. Koncentracija glukoze mjerena je u uzorcima plazme iz sva

Cetiri pokusa, te uzorcima likvora iz Pokusa 1 i1 2. Rezultati su izrazeni u mmol/L glukoze.

4.8.2. Mijerenje koncentracije galaktoze u plazmi i likvoru

Koncentracija galaktoze u uzorcima mjerena je komercijalnim kitom Amplex® Red
Galactose/Galactose Oxidase Kit (A22179; Invitrogen, SAD) (421). U tom Kkitu galaktoza
oksidaza katalizira reakciju oksidacije galaktoze na Cs ugljikovu atomu i pritom se stvara
vodikov peroksid (H202). Nastali peroksid u prisustvu peroksidaze iz hrena (HRP) reagira u
omjeru 1:1 s Amplex Red reagensom te stvara fluorescentno crveni oksidacijski produkt
rezorufin, ¢iji je apsorbancijski maksimum na 560 nm. Ocitanje fluorescencije provedeno je
Infinite F200 PRO multimodal microplate reader ¢itaéem mikroplodica (Tecan, Svicarska).
Deklarirana osjetljivost kita je 4 uM galaktoze. Postupak mjerenja raden je prema protokolu

proizvodaca. Koncentracija galaktoze mjerena je u uzorcima plazme iz sva Cetiri pokusa, te

uzorcima likvora iz Pokusa 1 1 2. Rezultati su izraZzeni kao pM galaktoze.

4.8.3. Mijerenje koncentracije inzulina u plazmi i likvoru

Koncentracija inzulina u uzorcima mjerena je komercijalnim kitom Rat / Mouse Insulin ELISA
Kit (EZRMI-13K; EMD Millipore Corporation, SAD) (422). U kitu je kori$tena metoda sendvié¢
ELISA-e gdje se mjerenje temelji na vezanju molekula inzulina iz uzoraka na stijenke
mikrotitarske plocice koja je prethodno prevucena monoklonskim protutijelom na inzulin te
posljedi¢nim vezanjem biotiniziranih poliklonskih protutijela na vezane molekule inzulina. U
sljede¢im se koracima na imobilizirana biotinizirana protutijela vezuje HRP te se
spektrofotometrijski mjeri aktivnost HRP-a u prisustvu 3, 3' 5, 5'-tetrametilbenzidina nakon
zaustavljanja reakcije zakiseljavanjem klorovodicnom kiselinom, pri 450 nm na ¢itacu
mikroplocica. lzmjerena apsorbancija direktno je proporcionalna koli¢ini vezanog inzulina iz
uzorka te se ekstrapolacijom iz dobivene standardne krivulje izraCunavaju rezultati izrazeni u
ng/mL inzulina. Deklarirana osjetljivost kita je 0,1 ng/mL inzulina. Koncentracija inzulina

mjerena je u uzorcima plazme iz sva Cetiri pokusa, te uzorcima likvora iz Pokusa 1 i 2.
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4.8.4. Mjerenje koncentracije ukupnog GLP-1 u plazmi i likvoru

Koncentracija ukupnog GLP-1 u uzorcima mjerena je komercijalnim kitom GLP-1 Total
ELISA Kit (EZGLP1T-36K; EMD Millipore Corporation, SAD) (423). U kitu je koristena
metoda sendvi¢ ELISA-e gdje se mjerenje temelji na vezanju molekula GLP-1 (7-36 i 9-36) iz
uzoraka na stijenke mikrotitarske plo¢ice koja je prethodno prevucena monoklonskim
protutijelom na GLP-1 te posljedicnim vezanjem biotiniziranih poliklonskih protutijela na
vezane molekule GLP-1. U sljede¢im se koracima na imobilizirana biotinizirana protutijela
vezuje HRP te se spektrofotometrijski mjeri aktivnost HRP-a u prisustvu 3, 3' 5, 5'-
tetrametilbenzidina pri valnoj duljini od 450 nm, nakon zaustavljanja reakcije zakiseljavanjem
klorovodi¢nom kiselinom. Izmjerena apsorbancija direktno je proporcionalna koli¢ini vezanog
ukupnog GLP-1 iz uzorka te se ekstrapolacijom iz dobivene standardne krivulje izraCunavaju
rezultati izraZzeni u pM ukupnog GLP-1. Deklarirana osjetljivost kita je 1,5 pM ukupnog GLP-
1. Koncentracija ukupnog GLP-1 mjerena je u uzorcima plazme iz sva Cetiri pokusa, te

uzorcima likvora iz Pokusa 1 i 2.

4.8.5. Mjerenje koncentracije aktivnog GLP-1 u plazmi

Koncentracija aktivnog GLP-1 u uzorcima mjerena je komercijalnim kitom Glucagon-Like
Peptide-1 (Active) ELISA Kit (EGLP-35K; EMD Millipore Corporation, SAD) (424). U kitu
je koristena metoda koja se temelji na vezivanju aktivnih oblika GLP-1 [GLP-1 (7-36 amid) i
GLP-1 (7-37)] N-terminalnom regijom na monoklonska protutijela vezana na mikrotitarsku
plo¢icu. U sljede¢im se koracima na imobilizirani aktivni oblik GLP-1 veze anti-GLP-1
konjugat za detekciju koji se kvantificira dodavanjem metil umbeliferil fosfatom, koji u
prisustvu enzima alkalne fosfataze daje fluorescentni produkt umbeliferon. lzmjerena
fluorescencija pri valnoj duljini ekscitacije/emisije 355/460 nm direktno je proporcionalna
koncentraciji aktivnih oblika GLP-1 iz uzorka te se ekstrapolacijom iz dobivene standardne
krivulje izraCunavaju rezultati izraZzeni u pM aktivnog GLP-1. Deklarirana osjetljivost kita je 2
pM aktivnog GLP-1. Koncentracija aktivnog GLP-1 mjerena je samo u uzorcima plazme iz sva
Cetiri pokusa, u koje je prilikom Zrtvovanja dodan inhibitor DPP-IV. Razine aktivnog GLP-1 u

likvoru bile su ispod granice osjetljivosti testa.
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4.8.6. Mjerenje koncentracije topivog amiloida  u hipokampusu

Koncentracija topivog -amiloida (1-42) (AB1-42) u homogenatima hipokampusa mjerena je
komercijalnim kitom Beta-Amyloid Peptide 1-42 (Ab1-42) ELISA Kit (abx258778; Abbexa
Ltd, Velika Britanija) (425). U kitu je koriStena metoda ELISA-e gdje se mjerenje temelji na
kompetitivnom vezanju molekula Ap na mikrotitarsku plo¢icu prevuéenu protutijelom anti-
AP1-42. Pokreée se reakcija kompetitivne inhibicije izmedu biotinom obiljezenog AB1-42 i
neobiljezenog AP1-42 iz uzorka za vezanje na protutijelo. Nakon ispiranja nevezanih
konjugata, dodaje se avidinom konjugirani HRP te se spektrofotometrijski mjeri aktivnost
HRP-a u prisustvu 3, 3' 5, 5'-tetrametilbenzidina pri valnoj duljini od 450 nm, nakon
zaustavljanja reakcije zakiseljavanjem. Intenzitet nastalog Zutog obojenja, odnosno izmjerene
apsorbancije direktno je proporcionalan koli¢ini vezanog AP1-42 iz uzorka te se
ekstrapolacijom iz dobivene standardne krivulje izraGunavaju rezultati izrazeni u pg/mL.
Deklarirana osjetljivost kita je 6,2 pg/mL. Koncentracija topivog Ap1-42 mjerena je u uzorcima

hipokampusa Sest Zivotinja po grupi iz sva Cetiri pokusa.

4.9. Western blot

Homogenizirani, centrifugirani uzorci hipokampusa kojima je prethodno izmjerena
koncentracija proteina metodom po Lowry-u koristeni su za daljnju analizu Western blotom.
Volumen uzorka ekvivalentan 35 (Stakorski hipokampus), odnosno 25 ug (misji hipokampus)
ukupnih proteina pomijesan je u omjeru 1:1 s puferom za uzorke (engl. sample buffer) kojem
je dodan B-merkaptoetanol. Nakon 10-minutnog kuhanja pripremljenih uzoraka pri 95°C,
odnosno 70°C u slucaju detekcije transmembranskog proteina, isti se nanose u jazice na
prethodno pripremljenom gelu za koncentriranje (engl. stacking gel; 3,9% poliakrilamidni gel),
ispod kojeg se nalazi gel za razdvajanje (engl. separating gel; 9% poliakrilamidni gel) u puferu
zarazdvajanje (engl. running buffer). Uz uzorke se na gel nanosi i referentni standard (Precision
Plus Protein™ Standard; Bio-Rad Laboratories, Inc., SAD) za laksu identifikaciju proteina
prema molekularnoj masi. Odvajanje proteina vrsi se elektroforezom s fiksnim naponom pri
150 V, u trajanju od 60 do 90 min, ovisno o trazenom proteinu, nNa aparaturi za Western blot
Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., SAD). Nakon razdvajanja, proteini se
prenose na nitroceluloznu membranu (Amersham Protran 0.45; GE Healthcare Life Sciences,
SAD) u puferu za prijenos (engl. transfer buffer) pri fiksnom naponu od 100 V, u trajanju od

60 minuta. Po zavrSenom prijenosu, nitrocelulozna membrana kratko se vizualizira Ponceau
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crvenilom radi potvrde ispravno provedene elektroforeze, odnosno prijenosa proteina, te
fiksiranja proteina za membranu. Membrana se zatim ispire puferom za ispiranje (engl. low-
salt washing buffer; LSWB) i blokira radi sprjeCavanja nespecifi¢cnog vezanja protutijela
inkubacijom u trajanju 1 h pri sobnoj temperaturi u otopini za blokiranje. Blokirane membrane
potom se inkubiraju preko no¢i pri 4°C u otopini za blokiranje u kojoj je otopljeno odgovarajuce

protutijelo, u razrjedenju kako slijedi:

anti-GLP-1R zecje protutijelo (Bioss Inc., SAD), 1:1000

anti-GLUT3 misje protutijelo (Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD), 1:1000
- anti-GLUT4 zegje protutijelo (Sigma Aldrich, SAD), 1:200

- anti-IR misje protutijelo (Sigma Aldrich, SAD), 1:1000

- anti-IDE ze¢je protutijelo (Sigma Aldrich, SAD), 1:1000

- anti-AT8 migje protutijelo (Invitrogen, SAD), 1:500

- anti-total Tau misje protutijelo (Cell Signaling Technology, Inc., SAD), 1:1000
- anti-phospho GSK3p zecje protutijelo (Cell Signaling Technology, Inc., SAD), 1:1000
- anti-GSK3p zecje protutijelo (Cell Signaling Technology, Inc., SAD), 1:1000

Nakon inkubacije s primarnim protutijelom, membrane se ispiru LSWB-om te se dalje
inkubiraju odgovarajué¢im sekundarnim protutijelom [anti-mouse IgG za miSja, odnosno anti-
rabbit IgG za ze¢ja protutijela (Cell Signaling Technology, Inc., SAD), razrijedeno 1:2000 u
otopini za blokiranje] 1h pri sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije sa sekundarnim
protutijelom, membrane se ispiru LSWB-om i inkubiraju u kemiluminiscentnom detekcijskom
kitu (SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate; Thermo Fisher Scientific
Inc., SAD) za vizualizaciju na MicroChemi kemiluminiscentnoj kameri (DNR Bio-Imaging
Systems Ltd., I1zrael). Membrane se zatim ponovno ispiru LSWB-om te se na prethodno opisani
nacin preko noc¢i na 4°C inkubiraju s primarnim protutijelom koje sluzi kako kontrola nanosenja
uzoraka (anti-p aktin misje protutijelo 1:5000, Sigma Aldrich, SAD; ili anti-p tubulin zecje
protutijelo 1:1000, Cell Signaling Technology, Inc., SAD). Idu¢i se dan ponavlja postupak

inkubacije sa sekundarnim protutijelom i vizualizacije kemiluminiscentnom kamerom.
e Pufer za uzorke (sample buffer):
2 mL glicerol (Fluka, SAD)
0,6 g natrij dodecil sulfat (SDS; Sigma Aldrich, SAD)

2,5mL 0,1 M Trizma® baza, pH 6,7
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3 mg bromfenol modrilo (Sigma Aldrich, SAD)

6 mL ddH.O

e Gel za koncentriranje 3,9% poliakrilamida (stacking gel), za 4 gela:
2,5mL 0,4% SDS u 0,5 M Trizma® HCI, pH 6,8 (Sigma Aldrich, SAD)
1,3 mL 30% akrilamid / 0,8% bisakrilamid (Sigma Aldrich, SAD)

140 uL 10% amonij persulfat (Sigma Aldrich, SAD)

10 uL N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin (TEMED; Sigma Aldrich, SAD)
6,1 mL ddH.O

e Gel za razdvajanje 9% poliakrilamida (separating gel), za 4 gela:
5mL 0,4% SDS u 1,5 M Trizma® HCI, pH 8,8

6 mL 30% akrilamid / 0,8% bisakrilamid

240 pL 10% amonij persulfat

13,2 uL TEMED

8,6 mL ddH»0

e Pufer za razdvajanje (running buffer):

10 mL 10% SDS

3 g Trizma™ baza

11,52 g glicin (Sigma Aldrich, SAD)

dH2Oad 1L

e 10x pufer za prijenos (transfer buffer):

105 g glicin

22,32 g Trizma™ baza

dH20ad 1L

e 1x pufer za prijenos:
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100 mL 10x pufera za prijenos

200 mL metanol (T.T.T., Hrvatska)
dH2Oad 1L

e Pufer za ispiranje (LSWB):

8,766 g NaCl

1,211 g Trizma™ baza

dH20ad 1L

pH 7,5

e Otopina za blokiranje:

1 g nemasno mlijeko u prahu (Dukat d.d., Hrvatska)
20 mL LSWB

100 uL Tween® 20 (Sigma Aldrich, SAD)
e Ponceau crvenilo:

0,1 g Ponceau S (Sigma Aldrich, SAD)

100 mL 5% octena kiselina (T.T.T., Hrvatska)

4.10. Imunohistokemija

Zaledeni perfundirani mozgovi iz sva Cetiri pokusa upotrijebljeni su za imunofluorescencijsku
analizu. Sredi$nji dio mozga uklopljen u Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek
Europe B.V., Nizozemska) koriSten je za rezanje prereza debljine 16 um kriostatom Leica
CM1850 (Leica Biosystems Nussloch GmbH, SAD). Dobiveni prerezi isprani su 3x5 min u
otopini PBS pufera s dodatkom deterdzenta 0,25% Triton™ X-100 (Sigma Aldrich, SAD).
Uzorci su zatim blokirani u otopini 10% normalnog kozjeg seruma (NGS; Vector Laboratories
Inc., SAD) u PBS-T-u, 1 h pri sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja nespecifi¢nih veznih
mjesta, na prereze je nanijeto primarno protutijelo razrijedeno u 1% NGS u PBS-T-u, u

razrjedenju 1:500. KoriStena su primarna protutijela za detekciju fosforiliranog proteina tau
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(anti-AT8), GLP-1 receptora (anti-GLP-1R), astrocita prema ekspresiji kiselog vlaknastog
proteina glije (anti-GFAP; Sigma Aldrich, SAD) te neurona prema ekspresiji NeuN proteina
(anti-NeuN; Sigma Aldrich, SAD). Inkubacija u primarnom protutijelu odvijala se preko noci
na 4°C. Nakon ponovnog ispiranja 3x5 min u puferu, na prereze je nanijeto sekundarno
fluoresciraju¢e protutijelo ovisno o zivotinji domacdinu primarnog protutijela (anti-rat 19G
(H+L), Alexa Fluor® 555 Conjugate, anti-mouse 1gG (H+L), Alexa Fluor® 555 Conjugate, anti-
rat 1IgG (H+L), Alexa Fluor® 488 Conjugate, anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor® 488
Conjugate; Cell Signaling Technology, Inc., SAD) i inkubirano 2h pri sobnoj temperaturi.
Prerezi su zatim ponovno isprani u puferu 3x5min te su nakon suSenja pokriveni pokrovnim
stakalcem uz Fluoromount-G™ Mounting Medium, with DAPI (Invitrogen, SAD).
Vizualizacija i analiza prereza provedena je na fluorescentnom mikroskopu Olympus BX51 uz

pripadajuéi racunalni softver CellSense Dimension (Olympus Corporation, Japan).

4.11. Statisti¢ka analiza i obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija (SD). Denzitometrijska
analiza vizualiziranih Western blot membrana provedena je softverom ImageJ (National
Institutes of Health, SAD). Rezultati kognitivnih i bihevioralnih testova, izmjerenih
biokemijskih parametara i ekspresije proteina izmjerene Western blotom obradeni su
primjerenim neparametrijskim testovima Kruskal-Wallis ANOVA median testom za
istovremenu usporedbu vise od dviju grupe te Mann-Whitney U-testom ili Wilcoxon signed
rank testom za medusobnu usporedbu dviju grupa, uz odabranu razinu znacajnosti * p < 0,05;
** p <0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Longitudinalni podaci intraperitonealnog testa
tolerancije glukoze i MWM testa plivanja analizirani su two-way ANOVA testom za
ponovljena mjerenja ili modelom mijesanih u¢inaka (mixed-effect analysis) s Tukey post-hoc
testom, uz jednake razine znacajnosti. Za analizu i prikaz rezultata koriSteni su program
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, SAD) i programski jezik i programsko okruzenje R
(The R Foundation for Statistical Computing, Austrija).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati Pokusa 1 i 2; u¢inak peroralno primijenjene galaktoze u

stakorskom modelu sporadi¢nog oblika bolesti

5.1.1. Kognitivni i bihevioralni uéinci

U Pokusu 1, tri mjeseca nakon primjene STZ-icv, tretirane Zivotinje (STZ) su razvile kognitivni
deficit mjeren u Morris Water Maze testu plivanja u labirintu (MWM). Tijekom pet dana
treninga, STZ Zivotinjama trebalo je viSe vremena za pronalazak skrivenog postolja u usporedbi
s kontrolnim Zivotinjama (CTR) tretiranim citratnim puferom, $to je pokazano znacajno duljim
vremenom latencije (p < 0,05 od 3. do 5. dana; +134%-140%-107%; Slika 16a) i ve¢im brojem
pogresnih ulazaka u kvadrante (p < 0,05 od 1. do 5. dana; 161%-182%-253%-439%-511%;
Slika 16b), ukazujuéi na oSteceno prostorno pamcenje i sposobnost u¢enja. Deficit u retenciji
prostornog pamc¢enja manifestiran je kao smanjeno vrijeme zadrzavanja u ciljnom kvadrantu
Sesti dan ispitivanja (probe trial) (-47% STZ vs. CTR, p=0,008; Slika 17). STZ zivotinje
pokazale su i oste¢enje strahom uvjetovane retencije paméenja u testu pasivnog izbjegavanja
(PAT) u odnosu na kontrolne Zivotinje, o¢itovano krac¢om post-Sok latencijom (-86%, p <0.001,
Slika 18).

Tretman oralnom galaktozom u trajanju od dva mjeseca pokazao je trend skra¢ivanja vremena
za pronalazak platforme (statisticki zna¢ajna razlika 4. dan, p=0,017; Slika 16a) i ulazaka u
pogresne kvadrante (statisticki znaéajna razlika 4. dan, p=0,017; Slika 16b) u STZ+GAL
zivotinja u odnosu na STZ tijekom pet dana treninga, dok je Sesti dan ispitivanja vrijeme
zadrzavanja STZ+GAL zivotinja u ciljnom kvadrantu bilo 20% dulje, iako nije doseglo
statistiCku znacajnost (Slika 17). Blagotvorni u¢inak oralne galaktoze pokazan je u strahom
uvjetovanom pamcenju u PAT-u, gdje su STZ+GAL Zivotinje imale znac¢ajno dulju post-Sok

latenciju (+341%, p=0,004; Slika 18).
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a) Pokus 1; MWM test, Vrijeme latencije
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Slika 16 Ucenje u Morris Water Maze testu plivanja u labirintu u stakora u Pokusu 1.

Svaka tocka u grafu predstavija vrijednost pojedine grupe ((a) vrijeme do pronalaska platforme te (b)
broj prelazaka u pogresne kvadrante) izrazenu kao srednja vrijednost = SD tijekom pet dana ucenja u
MWM testu. CTR = kontrolne zivotinje; STZ = STZ-icv tretirane zivotinje; CTR+GAL = kontrolne
Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL = STZ-icv tretirane
Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Statisticka znacajnost za pojedinu
skupinu u odredenoj viremenskoj tocki oznacena je razlicitim simbolima ovisno o grupi s kojom se data
skupina usporeduje: * p < 0,05 u usporedbi s CTR; # p < 0,05 u usporedbi sa STZ; $ p < 0,05 u
usporedbi s CTR+GAL. N=10 (CTR), 9(STZ), 10 (CTR+GAL), 8 (STZ+GAL). Podaci su transformirani
po prirodnom logaritmu kako bi zadovoljili uvjete normalnosti te analizirani two-way ANOVA testom
za ponovljena mjerenja uz Tukey post-hoc test za medusobnu analizu skupina u datom danu treninga.
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Pokus 1, MWM probe trial
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Slika 17 Probe trial Morris Water Maze testa plivanja u labirintu u $takora u Pokusu 1.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena provedenog u trazenom kvadrantu Sesti dan MWM ispitivanja, dok tocke na
dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno obojene tocke predstavijaju vrijednosti s
najveé¢im odstupanjem pojedine grupe (outlieri). CTR = kontrolne Zivotinje; STZ = STZ-icv tretirane
zivotinje; CTR+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom,
STZ+GAL = STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=10
(CTR), 9 (STZ), 10 (CTR+GAL), 8 (STZ+GAL). Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim
one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-/oc testom za medusobnu analizu skupina. * p <
0,05; **p < 0,01.

Pokus 1, Passive avoidance test
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Slika 18 Passive avoidance test strahom uvjetovanog ucenja u Stakora u Pokusu 1.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena latencije, dok tocke na dijagramu predstavijaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno
obojene tocke predstavljaju vrijednosti s najveéim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). CTR =
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kontrolne Zivotinje;, STZ = STZ-icv tretirane Zivotinje; CTR+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL = STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=10 (CTR), 9 (STZ), 10 (CTR+GAL), 8 (STZ+GAL).
Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank
post-hoc testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
0,0001.

Aktivnost Stakora u Pokusu 1 nije se znacajnije razlikovala medu ispitivanim skupinama, $to je
razvidno iz toplinskih karti (Slika 19a), kao i iz analize brzine kretanja (Slika 19b) i ukupno

prijedene udaljenosti (Slika 19c) u bazenu 6. dan ispitivanja MWM testa.

b) Pokus 1, MWM brzina kretanja c) Pokus 1, MWM prijedena udaljenost
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Slika 19 Aktivnost Stakora u Morris Water Maze bazenu u Pokusu 1.

(2) Toplinske karte izradene su preklapanjem putanja kretanja svake Zivotinje u pojedinoj skupini
tijekom 6. dana ispitivanja u MWM-u pomocu softverske platforme Noldus EthoVision XT.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana (b) brzine kretanja u MWM-u 6. dana ispitivanja, odnosno (¢) ukupno prijedene udaljenosti u
MWM-u 6. dana ispitivanja, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno
obojene tocke predstavljaju vrijednosti s najvecim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). CTR =
kontrolne zZivotinje; STZ = STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom, STZ+GAL = STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=10 (CTR), 9 (STZ), 10 (CTR+GAL), 8 (STZ+GAL).
Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank
post-hoc testom za medusobnu analizu skupina.

U Pokusu 2 dvomjesecni tretman oralnom galaktozom nije rezultirao poboljSanjem prostornog
pamcenja mjerenog MWM testom (Slika 20, Slika 21) kao ni strahom uvjetovanog paméenja
mjerenog PAT-om (Slika 22).
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a) Pokus 2; MWM test, Vrijeme latencije
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Slika 20 Uéenje u Morris Water Maze testu plivanja u labirintu u Stakora u Pokusu 2.

Svaka tocka u grafu predstavija vrijednost pojedine grupe (() vrijeme do pronalaska platforme te (b)
broj prelazaka u pogresne kvadrante) izraZzenu kao srednja vrijednost + SD tijekom pet dana ucenja u
MWM testu. CTR = kontrolne zivotinje; STZ = STZ-icv tretirane zivotinje; CTR+GAL = kontrolne
Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL = STZ-icv tretirane
Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Statisticka znacajnost za pojedinu
skupinu u odredenoj vremenskoj tocki oznacena je razlicitim simbolima ovisno o grupi s kojom se data
skupina usporeduje: * p < 0,05 u usporedbi s CTR; # p < 0,05 u usporedbi sa STZ;, $ p < 0,05 u
usporedbi s CTR+GAL. N=10 (CTR, CTR+GAL), 11 (STZ, STZ+GAL). Podaci su transformirani po
prirodnom logaritmu kako bi zadovoljili uvjete normalnosti te analizirani (a) two-way ANOVA testom
za ponovljena mjerenja , odnosno (b) modelom mijesanih ucinaka (mixed-effect analysis) uz Tukey post-
hoc test za medusobnu analizu skupina u datom danu treninga.
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Pokus 2, MWM probe trial
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Slika 21 Probe trial Morris Water Maze testa plivanja u labirintu u stakora u Pokusu 2.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena provedenog u trazenom kvadrantu Sesti dan MWM ispitivanja, dok tocke na
dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje. CTR = kontrolne Zivotinje; STZ = STZ-icv
tretirane Zivotinje; CTR+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom
galaktozom; STZ+GAL = STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom
galaktozom. N=10 (CTR, CTR+GAL), 11 (STZ, STZ+GAL). Podaci su obradeni Kruskal-Wallis
neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-ioc testom za medusobnu
analizu skupina.
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Slika 22 Passive avoidance test strahom uvjetovanog ucenja u Stakora u Pokusu 2.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena latencije, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti zivotinje, a crno
obojene tocke predstavijaju vrijednosti s najveéim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). CTR =
kontrolne Zivotinje; STZ = STZ-icv tretirane Zivotinje; CTR+GAL = kontrolne zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL = STZ-icv tretirane zivotinje koje su primile
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dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=10 (CTR, CTR+GAL), 11 (STZ, STZ+GAL). Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05, ** p < 0,01.

Ispitivane skupine nisu se znacajnije razlikovale u aktivnosti u bazenu MWM-a, kako u brzini

kretanja u bazenu (Slika 23b), tako i u ukupno prijedenoj udaljenosti (Slika 23c), §to je takoder

vidljivo iz toplinskih karti kretanja u bazenu (Slika 23a).
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Slika 23 Aktivnost Stakora u Morris Water Maze bazenu u Pokusu 2.

(a) Toplinske karte izradene su preklapanjem putanja kretanja svake Zivotinje u pojedinoj skupini
tijekom 6. dana ispitivanja u MWM-u pomocu softverske platforme Noldus EthoVision XT.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana (b) brzine kretanja u MWM-u 6. dana ispitivanja, odnosno () ukupno prijedene udaljenosti u
MWM-u 6. dana ispitivanja, dok tocke na dijagramu predstavijaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a Crno
obojene tocke predstavljaju vrijednosti s najveéim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). CTR =
kontrolne zZivotinje; STZ = STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL = STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=10 (CTR, CTR+GAL), 11 (STZ, STZ+GAL). Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina.

5.1.2. FDG-PET mjerenja

Unos glukoze u stanice mozga mjeren je FDG-PET skeniranjem u 2 Zivotinje po skupini, koje
su odabrane kao reprezentativne temeljem rezultata kognitivnih ispitivanja, odnosno, odabrane

su zivotinje koje najbolje predstavljaju prosjec¢nu vrijednost ispitivane skupine.
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U Pokusu 1, STZ zivotinje pokazale su op¢enito manji intenzitet unosa FDG-a u stanice mozga
u usporedbi s kontrolnim zivotinjama, $to je vidljivo iz reprezentativnih FDG-PET slika (Slika
24a). Kvantifikacija unosa FDG-a u stanice mozga slijedila je obrazac prikazan na slikama te
je pokazala povecanje (+14%) metabolizma glukoze u cijelom mozgu nakon dvomjese¢nog
tretmana oralnom galaktozom u STZ+GAL Zzivotinja u odnosu na STZ. U odabranim regijama
mozga taj je u€inak bio najistaknutiji u mozdanom deblu (+32%) i hipotalamusu (+29%) te u
amigdali (+23%) i talamusu (+21%), a u manjoj mjeri i u frontalnoj mozdanoj kori,
hipokampusu i malom mozgu (Slika 24b). Smanjenje metabolizma glukoze u STZ skupini u
odnosu na CTR na razini cijelog mozga bilo je blago (-3%) zbog razlika u metabolizmu u
pojedinim regijama: smanjenje metabolizma u hipotalamusu (-14%), olfaktornom bulbusu (-
8%), malom mozgu (-6%), hipokampusu (-6%) i mozdanom deblu (-4%), ali povecanje
metabolizma u frontalnoj mozdanoj kori (+7%) i gotovo jednakim vrijednostima u parijetalnoj
i tempgs‘alnoj kori (Slika 24b). U kontrolnih $takora terapija oralnom galaktozom nije dovela
do razlike u metabolizmu glukoze na razini ¢itavog mozga, ali je bilo pojedinih regionalnih
razlika poput povecanja metabolizma u talamusu (+14%), hipokampusu i temporalnoj

mozdanoj kori (+6%) te amigdali (+5%), i sSmanjenja u olfaktornom bulbusu (-7%) (Slika 24b).
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Slika 24 Pozitronska emisijska tomografija (PET) unosa radioaktivno obiljeienog analoga glukoze
fluorodeoksiglukoze (FDG) u mozgu $takora u Pokusu 1.

(a) Reprezentativne slike PET skeniranja; (b) odabrane regije od interesa analizirane su PMOD™
softverom za analizu unosa glukoze/stope metabolizma. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost
izracunate kolicine kilobekerela po kubicnom centimetru (kBq/cc) cijelog mozga ili pojedine regije. CTR
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= kontrolne Zivotinje; STZ = STZ-icv tretirane Zivotinje; CTR+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom, STZ+GAL = STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=2.

U Pokusu 2 promjene metabolizma glukoze u mozgu bile su izraZenije nego u Pokusu 1 (Slika
25a). Metabolizam glukoze u STZ skupini na razini cijelog mozga bio je 12% manji u odnosu
na CTR, s najizrazenijim razlikama u frontalnoj mozdanoj kori (-16%), amigdali (-15%) i
hipokampusu (-14%) (Slika 25b). Dvomjesecna terapija oralnom galaktozom popravila je
hipometabolizam STZ zivotinja na vrijednosti viSe od kontrolnih, pa je na razini cijelog mozga
unos glukoze bio 38% visi (STZ+GAL vs. STZ), s najizrazenijim razlikama u mozdanom deblu
(54%), hipokampusu (+50%), malom mozgu (+44%) i talamusu (+41%) (Slika 25b). Kontrolne
zivotinje koje su primile galaktozu takoder su pokazale poviseni unos glukoze, i to 22% na
razini cijelog mozga, s najve¢im promjenama u malom mozgu (+35%), mozdanom deblu

(+32%), hipokampusu i talamusu (+25%) (Slika 25b).

a)

0.0256 n 0.089349

range 19.53.23.66 Bqle range 491.57.537.67

CTR+GAL STZ+GAL
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Slika 25 Pozitronska emisijska tomografija (PET) unosa radioaktivno obiljefenog analoga glukoze
fluorodeoksiglukoze (FDG) u mozgu Stakora u Pokusu 2.

(a) Reprezentativne slike PET skeniranja; (b) odabrane regije od interesa analizirane su PMOD™
softverom za analizu unosa glukoze/stope metabolizma. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost
izracunate kolicine kilobekerela po kubicnom centimetru (kBq/cc) cijelog mozga ili pojedine regije. CTR
= kontrolne zivotinje; STZ = STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL = STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=2.

5.1.3. Biokemijski parametri

Biokemijske parametre izmjerene u Pokusu 1 prikazuje Tablica 5. Statisti¢ki znacajne razlike
izmjerene su u razini glukoze u plazmi, gdje je dvomjesecna terapija oralnom galaktozom
snizila razine glukoze u kontrolnih Zivotinja (-26% CTR+GAL vs. CTR, p=0,001) kao i u
Zivotinja tretiranih STZ-icv (-26% STZ+GAL vs. STZ, p=0,036). S druge strane, razine glukoze
u likvoru bile su znacajno poviSene u STZ-icv tretiranih Zivotinja na terapiji oralnom
galaktozom (+15% STZ+GAL vs. STZ, p=0,019). Tretman oralnom galaktozom utjecao je na
smanjenje razina ukupnog GLP-1 u likvoru u kontrolnih Zivotinja (-30% CTR+GAL vs. CTR,
p=0,009) kao i aktivnog oblika GLP-1 u plazmi (-80% CTR+GAL vs. CTR, p <0.001). Aktivni
oblik GLP-1 bio je snizen i u STZ-icv zivotinja u odnosu na kontrolne (-51% STZ vs. CTR,
p=0,003), dok je tretman oralnom galaktozom rezultirao povisenjem aktivnog GLP-1 (+70%

STZ+GAL vs. STZ, p=0,028).
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Tablica 5 Izmjereni biokemijski parametri iz uzoraka krvne plazme, likvora i hipokampusa stakora u
Pokusu 1.

CTR STZ CTR+GAL STZ+GAL
glukoza 7,17+1,16 6,85+ 1,75 529+0,90 " 5,10+ 1,39
(plazma) N=9 N=10 N=10 N=10
glukoza 4,89 + 0,47 5,06 + 0,41 5,26+ 0,58 5,82 +0,69 "%
(likvor) N=10 N=10 N=10 N=8
galaktoza 26,12+ 11,99 25,45 £ 8,66 22,07 + 4,68 19,26 +£3.26"
(plazma) N=10 N=10 N=10 N=10
galaktoza 49,59 + 27,90 44 57 + 25,52 37,62 + 18,45 35,98 + 22,17
(likvor) N=9 N=10 N=8 N=6
inzulin 8,75+ 2,00 8,50+ 1,11 8,84 +1,15 8,36 + 1,98
(plazma) N=10 N=10 N=10 N=10
inzulin 0,77 + 1,54 0,34 + 0,29 0,22 +0,13 0,29 0,10
(likvor) N=10 N=10 N=10 N=8
GLP-1 7,87 £3,72 8,02 + 3,14 6,21 +2,58 9,84 +5,13
(plazma) N=9 N=10 N=10 N=10
aGLP-1 1,66 + 0,45 0,81 +0,70 " 0,34+ 0,10 1,38 £ 0,50 #*
(plazma) N=8 N=10 N=8 N=9
GLP-1 2,20 £ 0,66 1,93 + 0,89 1,53 +0,41 " 1,93 0,95
(likvor) N=10 N=10 N=10 N=8
AB 3,51 +0,62 4,02 £ 0,72 3,69 + 0,32 4,50 = 0,90 ®
(hipokampus) N=5 N=6 N=5 N=6

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD. CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane
zivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom;
STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; GLP-
1 — glukagonu slican peptid 1; aGLP-1 — aktivni oblik GLP-1; AS — amiloid f5. Podaci su obradeni
Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc testom za
medusobnu analizu skupina. * p < 0,05 u usporedbi s CTR; # p < 0,05 u usporedbi sa STZ; $ p < 0,05
u usporedbi s CTR+GAL.

Rezultate biokemijskih mjerenja u Pokusu 2 prikazuje Tablica 6. lzmjerene su statisticki
znacajne razlike u razinama galaktoze u likvoru kontrolnih Zivotinja na tretmanu oralnom
galaktozom u odnosu na kontrolne (+156% CTR+GAL vs. CTR, p=0,022). Amiloid f bio je
poviSen u hipokampusu STZ-icv Zivotinja u odnosu na kontrolne (+87% STZ vs. CTR,
p=0,004), uz gotovo znacajno smanjenje nakon dvomjeseéne terapije oralnom galaktozom (-

37% STZ+GAL vs. STZ, p=0,065).

Tablica 6 Izmjereni biokemijski parametri iz uzoraka krvne plazme, likvora i hipokampusa stakora u
Pokusu 2.

CTR STZ CTR+GAL STZ+GAL
glukoza 8,31+2,17 7,80 + 1,97 7,16 + 1,44 6,68 + 1,03
(plazma) N=9 N=11 N=11 N=11
glukoza 3,38+ 1,21 3,46+ 0,81 3,54+0,74 3,44+ 0,72
(likvor) N=10 N=10 N=10 N=11
galaktoza 145,34 +43,80 180,17 +46,25 157,53 +31,91 154,97 £45,08
(plazma) N=10 N=11 N=11 N=11
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CTR STZ CTR+GAL STZ+GAL
galaktoza 27,04 £ 22,84 33,01 £16,30 69,25+46,06 50,88 +26,83
(likvor) N=9 N=10 N=10 N=9
inzulin 20,88 +£10,80 18,19 £ 6,89 13,05 + 4,98 16,57 + 4,69
(plazma) N=9 N=11 N=11 N=10
inzulin 1,23 + 1,45 0,79 + 0,36 0,97 + 0,69 0,94 + 0,57
(likvor) N=10 N=10 N=10 N=11
GLP-1 19,49 + 9,07 14,84 + 8,27 13,88 + 6,69 13,05 + 9,08
(plazma) N=9 N=11 N=11 N=11
aGLP-1 4,12 £2,08 3,97 + 1,55 436 +326 3,60 +2,22
(plazma) N=10 N=11 N=11 N=11
GLP-1 3,72 + 1,00 3,76 + 0,56 3,47 + 0,54 3,77+ 1,73
(likvor) N=9 N=10 N=8 N=11
AB 56,05+ 12,47 104,80 +50,98° 87,06+ 30,23 66,46 + 22,50
(hipokampus) N=5 N=6 N=6 N=6

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD. CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane
zivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom;
STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; GLP-
1 — glukagonu slican peptid 1; aGLP-1 — aktivni oblik GLP-1; AS — amiloid f5. Podaci su obradeni
Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc testom za
medusobnu analizu skupina. * p < 0,05 u usporedbi s CTR.

5.1.4. Western blot

U Pokusu 1 nadena je povecana ekspresija receptora za GLP-1 u hipokampusu zivotinja
tretiranih STZ-icv koje su primile dvomjese¢nu terapiju oralnom galaktozom (+81% vs. CTR,
p=0,002; +69% vs. STZ, p=0,002; +52%, vs. CTR+GAL, p=0,002; Slika 26a). Isto tako, u
STZ+GAL skupini nadena je i povecana ekspresija GLUT3 (+125% vs. STZ, p=0,017; +88%
vs. CTR+GAL, p=0,017; Slika 26b). S druge strane, ekspresija GLUT4 prijenosnika za glukozu
bila je smanjena u STZ-icv tretiranih Zivotinja na terapiji oralnom galaktozom (-57% vs. STZ,
p=0,015; Slika 27c). Ekspresija ukupnog proteina tau bila je snizena u kontrolnih zivotinja na
terapiji oralnom galaktozom (-47% vs. CTR, p=0,015; Slika 26e), dok se razine fosforiliranog
proteina tau i omjer fosforiliranog i ukupnog proteina nisu znacajnije razlikovale medu
ispitivanim skupinama (Slika 26d, f). Ekspresija fosforiliranog GSK3-f bila je pove¢anau STZ-
icv zivotinja (+64% vs. CTR, p=0,015), a dodatno je povecanje izazvala terapija oralnom
galaktozom (+92% vs. STZ, p=0,041; +151% vs. CTR+GAL, p=0,009; +214% vs. CTR,
p=0,002; Slika 26g). Sli¢an je trend izmjeren i u razinama ukupnog GSK3-f, gdje je u STZ-icv
zivotinja doslo do povecéanja nakon tretmana galaktozom (+104% vs. STZ, p=0,002; Slika 26h).

Ekspresije IDE i IR u hipokampusu nisu se znacajnije razlikovale medu ispitivanim skupinama
(Slika 26j, k).
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Slika 26 Rezultati Western blot mjerenja ekspresije proteina povezanih s inzulinskim sustavom,
nosacima za glukozu, amiloidnom i tau patologijom te GLP-1 receptorom u hipokampusu Stakora u
Pokusu 1.

Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na Western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrzaju proteina mjerenog preko ekspresije f-aktina ili p-tubulina u
uzorcima hipokampusa. Pojedinacne tocke na stupcima predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta
signala pojedine Zivotinje. Grafovi prikazuju ekspresiju (a) receptora za glukagonu slican peptid-1
(GLP-1R); (b) prijenosnika za glukozu 3 (GLUT3); (c) prijenosnika za glukozu 4 (GLUT4); (d) proteina
tau fosforiliranog serinu 202 i treoninu 205 (AT8); (e) ukupnog proteina tau (total tau); (g) fosforilirane
glikogen sintaza kinaze 3 beta (p-GSK-3-8); (h) ukupne glikogen sintaza kinaze 3 beta (total GSK-3-);
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(j) inzulinskog receptora (IR); (k) enzima koji razgraduje inzulin (IDE) te omjere (f) fosforiliranog i
ukupnog proteina tau te (i) fosforilirane i ukupne GSK-3-f. CTR — kontrolne zivotinje; STZ — STZ-icv
tretirane Zivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom
galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom
galaktozom. N=6. Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s
Wilcoxon signed rank post-hoc testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05; ** p < 0,01.

Suprotno od Pokusa 1, u Pokusu 2 je tretman oralnom galaktozom utjecao na smanjenje razine
ekspresije receptora za GLP-1 u hipokampusu Zivotinja tretiranih STZ-icv (-38% vs. STZ,
p=0,041; Slika 27a). Ekspresija prijenosnika GLUT3 bila je povecana u STZ-icv Zivotinja u
odnosu na kontrolne (+177% vs. CTR, p=0,009; Slika 27b), dok se ekspresija GLUT4 nije
znacajnije razlikovala (Slika 27c). Primjena oralne galaktoze utjecala je u STZ-icv zivotinja na
smanjenje ekspresije fosforiliranog (-72% vs. STZ, p=0,009; Slika 27d) i ukupnog proteina tau
(-44% vs. STZ, p=0,041; Slika 27e). Razina ekspresije fosforiliranog GSK3-p bila je povecana
u hipokampusu kontrolnih Zzivotinja na tretmanu oralnom galaktozom (+82% vs. CTR,
p=0,004) te u STZ-icv zivotinja (+64% vs. CTR, p=0,017; Slika 27g), a obzirom da se razine
ukupnog GSK3-B nisu znacajno razlikovale, isti je trend zabiljezen u omjeru fosforiliranog i
ukupnog GSK3-B (+193% CTR+GAL vs. CTR, p=0,009; +122% STZ vs. CTR, p=0,03; Slika
271). Ekspresija inzulinskog receptora bila je povisena u STZ-icv (+41% vs. CTR, p=0,017) i
STZ+GAL Zivotinja u odnosu na kontrolne (+58% vs. CTR, p=0,017; Slika 27j). Tretman
oralnom galaktozom utjecao je na povecanje razine ekspresije IDE u hipokampusu kontrolnih
zivotinja (+82% vs. CTR, p=0,004) i STZ-icv zivotinja (+100% vs. CTR, p=0,004; Slika 27k).
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Slika 27 Rezultati Western blot mjerenja ekspresije proteina povezanih s inzulinskim sustavom,
nosacima za glukozu, amiloidnom i tau patologijom te GLP-1 receptorom u hipokampusu Stakora u
Pokusu 2.

Svaki stupac predstavija srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na Western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrzZaju proteina mjerenog preko ekspresije f-aktina ili f-tubulina u
uzorcima hipokampusa. Pojedinacne tocke na stupcima predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta
signala pojedine Zivotinje. Grafovi prikazuju ekspresiju (a) receptora za glukagonu slican peptid-1
(GLP-1R); (b) prijenosnika za glukozu 3 (GLUT3); (c) prijenosnika za glukozu 4 (GLUT4); (d) proteina
tau fosforiliranog serinu 202 i treoninu 205 (AT8); (e) ukupnog proteina tau; (g) fosforilirane glikogen
sintaza kinaze 3 beta (p-GSK-3-£); (h) ukupne glikogen sintaza kinaze 3 beta (GSK-3-); (j) inzulinskog
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receptora (IR); (K) enzima koji razgraduje inzulin (IDE) te omjere (f) fosforiliranog i ukupnog proteina
tau te (i) fosforilirane i ukupne GSK-3-p. CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zivotinje,
CTR+GAL - kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom, STZ+GAL
— STZ-icv tretirane zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=6. Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05; **p < 0,01.

5.1.5. Imunohistokemijska analiza
5.1.5.1. Biljeg astrocita GFAP

U Pokusu 1 uocena je astrocitoza u parijetalnoj mozdanoj kori Zivotinja tretiranih STZ-icv, dok
je u tretman oralnom galaktozom uspje$no umanjio ekspresiju astrocitnog biljega GFAP. U
kontrolnih Zzivotinja nije bilo razlike u ekspresiji nakon dvomjese¢nog tretmana oralnom
galaktozom. U ostalim promatranim regijama nije uocena razlika u ekspresiji GFAP-a.

Ekspresiju GFAP-a u parijetalnoj mozdanoj kori zivotinja u Pokusu 1 prikazuje Slika 28.

CTR+GAL STZ+GAL

Slika 28 Ekspresija kiselog vlaknastog proteina glije (GFAP) u parijetalnoj moZdanoj kovi Stakora iz
Pokusa 1 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne zZivotinje; STZ — STZ-icv tretirane Zivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje Koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
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primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 40X. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GFAP.

U Pokusu 2 vidljiva je astrocitoza u STZ zivotinja u svim promatranim regijama mozga u
usporedbi s CTR. Tretman oralnom galaktozom nije utjecao na ekspresiju astrocitnog biljega
GFAP u kontrolnih zivotinja, ali je u STZ-icv tretiranih Zivotinja njegova ekspresija bila

smanjena. Slika 29 prikazuje ekspresiju GFAP-a u parijetalnoj mozdanoj kori.

N

CIR+GAL STZ+GAL

Slika 29 Ekspresija kiselog vlaknastog proteina glije (GFAP) u parijetalnoj moZdanoj kori §takora iz
Pokusa 2 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane Zivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Poveéanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GFAP.

5152. GLP-1 receptor

U Pokusu 1 je proteinski biljeg za GLP-1 receptor bio pojacano eksprimiran u hipotalamusu

Stakora nakon dvomjesecnog tretmana oralnom galaktozom, kako u kontrolnih, tako i u STZ-
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icv tretiranih zivotinja (Slika 30). U ostalim regijama od interesa nisu nadene razlike u

ekspresiji biljega za GLP-1 izmedu ispitivanih skupina.

CTR+GAL STZ+GAL P I

Slika 30 Ekspresija receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R) u hipotalamusu Stakora iz
Pokusa 1 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Poveéanje na mikroskopu = 40x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GLP-1R.

U Pokusu 2 ekspresija proteinskog biljega za GLP-IR bila je povecana u hipotalamusu
CTR+GAL zivotinja u usporedbi s netretiranim kontrolnim Zivotinjama, dok je kod STZ
Zivotinja promjena obrnuta, tretman oralnom galaktozom smanjio je ekspresiju GLP-1R u
STZ+GAL zivotinja u usporedbi sa STZ Zivotinjama (Slika 31). U mozdanoj kori galaktoza je
takoder povecala ekspresiju receptora u kontrolnih zivotinja, ali je taj u¢inak izostao u STZ

zivotinja (Slika 32).
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CTR+GAL STZ+GAL

Slika 31 Ekspresija receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R) u hipotalamusu Stakora iz
Pokusa 2 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GLP-1R.
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Slika 32 Ekspresija receptora za glukagonu sli¢an peptid 1 (GLP-1R) u parijetalnoj moZdanoj kori
Stakora iz Pokusa 2 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GLP-1R.

5.1.5.3.  Fosforilirani protein tau — AT8

Ekspresija fosforiliranog proteina tau u Pokusu 1 bila je blago poveéana u hipokampusu STZ
zivotinja i STZ+GAL u usporedbi s CTR i CTR+GAL, dok je u hipotalamusu i mozdanoj kori
ekspresija bila podjednaka. Imunofluorescentno bojanje protutijelom na AT8 u hipokampusu

Stakora iz Pokusa 1 prikazuje Slika 33.
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Slika 33 Ekspresija fosforiliranog proteina tau na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) u hipokampusu
Stakora iz Pokusa 1 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za AT8.

Povecana ekspresija fosforiliranog proteina tau (AT8) primijecena je u STZ zivotinja u svim
promatranim regijama u usporedbi s CTR. Oralna primjena galaktoze u STZ Zivotinja jo$ je
dodatno povecala ekspresiju AT8 u usporedbi sa STZ grupom, dok primjena galaktoze u
kontrolnih zivotinja (CTR+GAL) nije izazvala promjene ekspresije AT8. Slika 34 prikazuje

ekspresiju u hipotalamusu.
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Slika 34 Ekspresija fosforiliranog proteina tau na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) u hipotalamusu
Stakora iz Pokusa 2 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za AT8.

5.1.5.4. Biljeg neurona NeuN

U Pokusima 1 i 2 u nijednoj promatranoj regiji nije primije¢ena razlika u ekspresiji biljega
neurona NeuN. Slika 35 prikazuje imunohistokemijsko bojanje NeuN protutijelom u
hipotalamusu Zzivotinja iz Pokusa 1, dok Slika 36 prikazuje ekspresiju NeuN biljega u

parijetalnoj mozdanoj kori u Pokusu 2.
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Slika 35 Ekspresija biljega za neurone NeuN u hipotalamusu $takora u Pokusu 1 vizualizirana
imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne zZivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x.
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CIR 5x STZ 5x
CTR+GAL 5x STZ+GAL 5x

Slika 36 Ekspresija biljega za neurone NeuN u parijetalnoj moidanoj kori $takora u Pokusu 2
vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — STZ-icv tretirane zZivotinje; CTR+GAL — kontrolne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; STZ+GAL — STZ-icv tretirane Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 5x.

5.2. Rezultati pokusa 3 i 4, u¢inak peroralno primijenjene galaktoze u

miSjem modelu familijarnog oblika bolesti

5.2.1. Kognitivni i bihevioralni u¢inci

U Pokusu 3, koji predstavlja predsimptomatski stadij fAB, gdje su misevi u dobi od 5 mjeseci
zapocCeli dvomjesecni tretman galaktoze, MWM test plivanja nije pokazao razliku izmedu
kontrolnih (WT) i transgeni¢nih (TG) zivotinja kao ni blagotvoran, ali ni Stetan utjecaj
galaktoze, bilo u broju pogresaka i vremenu latencije kroz 5 dana ucenja (Slika 37), bilo 6. dan
ispitivanja prostornog pamcenja (Slika 38). Razlike medu skupinama nije bilo niti u PAT testu

strahom uvjetovanog ucenja (Slika 39).
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a) Pokus 3; MWM test, Vrijeme latencije
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Slika 37 Uéenje u Morris Water Maze testu plivanja u labirintu u miseva u Pokusu 3.

Svaka tocka u grafu predstavija vrijednost pojedine grupe ((a) vrijeme do pronalaska platforme te (b)
broj prelazaka u pogresne kvadrante) izrazenu kao srednja vrijednost = SD tijekom pet dana ucenja u
MWM testu. WT = kontrolne Zivotinje, TG = transgenicne Zivotinje, WI+GAL = kontrolne Zivotinje
koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom, TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG, WT+GAL), 10 (TG+GAL). Podaci su
transformirani po prirodnom logaritmu kako bi zadovoljili uvjete normalnosti te analizirani two-way
ANOVA testom za ponovljena mjerenja uz Tukey post-hoc test za medusobnu analizu skupina u datom
danu treninga.

87



Pokus 3, MWM probe trial
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Slika 38 Probe trial Morris Water Maze testa plivanja u labirintu u miseva Pokusu 3.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena provedenog u trazenom kvadrantu Sesti dan MWM ispitivanja, dok tocke na
dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno obojene tocke predstavljaju vrijednosti s
najveéim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). WT = kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne Zivotinje;
WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL =
transgenicne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG,
WT+GAL), 10 (TG+GAL). Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA
testom s Wilcoxon signed rank post-ioc testom za medusobnu analizu skupina.

Pokus 3, Passive avoidance test
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Slika 39 Passive avoidance test strahom uvjetovanog ucenja u miseva Pokusu 3.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena latencije, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno
obojene tocke predstavijaju vrijednosti s najveéim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). WT =
kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne zivotinje; WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne zivotinje koje su primile
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dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG, WT+GAL), 10 (TG+GAL). Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina.

Uzorci plivanja miSeva analizirani toplinskim kartama (Slika 40a) pokazali su smanjenu
aktivnost transgeni¢nih miSeva u bazenu za MWM u usporedbi s kontrolnim miSevima
neovisno o tretmanu oralnom galaktozom, a isti se trend o€itovao i u smanjenoj brzini kretanja

(Slika 40b) te ukupno prijedenom putu u bazenu (Slika 40c).
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Slika 40 Aktivnost miseva u Morris Water Maze bazenu u Pokusu 3.

(a) Toplinske karte izradene su preklapanjem putanja kretanja svake Zivotinje u pojedinoj skupini
tijekom 6. dana ispitivanja u MWM-u pomocu softverske platforme Noldus EthoVision XT.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana (b) brzine kretanja u MWM-u 6. dana ispitivanja, odnosno () ukupno prijedene udaljenosti u
MWM-u 6. dana ispitivanja, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti zZivotinje. WT =
kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne zivotinje;, WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom;, TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG, WT+GAL), 10 (TG+GAL). Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina.

U OF testu otvorenog polja, transgenic¢ne zZivotinje pokazale su jednaku lokomotornu aktivnost
kao i kontrolne (Slika 41c, d), medutim 88% manje vremena provedeno u timarenju ukazalo je
na smanjene razine stresa i anksioznosti u TG skupini (vs. WT, p=0,012; Slika 41b). Tretman

galaktozom nije utjecao na parametre mjerene OF testom otvorenog polja.
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Slika 41 Open field test otvorenog polja proveden u miseva u Pokusu 3.
Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana (a) vremena provedenog u centru aparata, (b) ukupnog vremena provedenog u timarenju
(grooming), (c) brzine kretanja u aparatu, (d) wkupno prijedene udaljenosti u aparatu, dok tocke na
dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno obojene tocke predstavijaju vrijednosti s
najveéim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). WT = kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne Zivotinje;
WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom;, TG+GAL =
transgenicne zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=10 (WT, TG+GAL),
9 (TG, WT+GAL). Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s

Wilcoxon signed rank post-foc testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05.
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U nesting testu poremecaja svijanja gnijezda ispitivane skupine nisu se znacajno razlikovale,

iako su ocjene gnijezda transgenicnih zivotinja pokazivale 1osiji trend od kontrolnih (Slika 42).
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Pokus 3, Nesting test
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Slika 42 Nesting test svijanja gnijezda proveden u miseva u Pokusu 3.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana numericke ocjene integriteta svijenog gnijezda, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine
vrijednosti Zivotinje. WT = kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne Zivotinje; WI+GAL = kontrolne
Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne Zivotinje
koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=10 (WT, TG+GAL), 9 (TG, WT+GAL).
Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank
post-hoc testom za medusobnu analizu skupina.

U Pokusu 4, koji predstavlja kasniji stadij fAB, miSevi su u dobi od 10 mjeseci zapoceli
dvomjesecni tretman galaktoze. U MWM testu plivanja u labirintu nije bilo razlike izmedu
kontrolnih (WT) i transgeni¢nih (TG) zivotinja kao ni u¢inka galaktoze u broju pogresaka i
vremenu latencije kroz 5 dana uéenja (Slika 43). U probe trial-u 6. dan ispitivanja prostornog
pamcenja transgeni¢ne zivotinje znacajno su krace vrijeme provele u potrazi za platformom u
ciljnom kvadrantu (-75% TG vs. WT, p=0,029), dok terapija galaktozom nije imala znacajnog
utjecaja u nijednoj skupini (Slika 44). Paradoksalni rezultati dobiveni su u PAT testu strahom
uvjetovanog ucenja gdje su kontrolne zivotinje pokazale znacajno krace vrijeme latencije od
svih ostalih skupina (-55% vs. TG, p=0,013; -57% vs. WT+GAL, p=0,012; -55% vs. TG+GAL,
p=0,01; Slika 45).
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Pokus 4, MWM test, Vrijeme latencije
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Slika 43 Ucenje u Morris Water Maze testu plivanja u labirintu u miseva u Pokusu 4.

Svaka tocka u grafu predstavija vrijednost pojedine grupe ((a) vrijeme do pronalaska platforme te (b)
broj prelazaka u pogresne kvadrante) izrazenu kao srednja vrijednost = SD tijekom pet dana ucenja u
MWM testu. WT = kontrolne Zivotinje, TG = transgenicne Zivotinje, WTI+GAL = kontrolne Zivotinje
koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG), 10 (TG+GAL, WT+GAL). Podaci su
transformirani po prirodnom logaritmu kako bi zadovoljili uvjete normalnosti te analizirani two-way
ANOVA testom za ponovljena mjerenja uz Tukey post-ioc test za medusobnu analizu skupina u datom
danu treninga.
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Pokus 4, MWM probe trial
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Slika 44 Probe trial Morris Water Maze testa plivanja u labirintu u miseva u Pokusu 4.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena provedenog u trazenom kvadrantu sesti dan MWM ispitivanja, dok tocke na
dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno obojene tocke predstavijaju vrijednosti s
najvecim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). WT = kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne zivotinje;
WT+GAL = kontrolne zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL =
transgenicne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG), 10
(TG+GAL, WT+GAL). Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom
s Wilcoxon signed rank post-foc testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05.

Pokus 4, Passive avoidance test
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Slika 45 Passive avoidance test strahom uvjetovanog ucenja u miSeva u Pokusu 4.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana vremena latencije, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno
obojene tocke predstavijaju vrijednosti s najveéim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). WT =
kontrolne zivotinje; TG = transgenicne Zivotinje;, WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom;, TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG), 10 (TG+GAL, WT+GAL). Podaci su
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obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05; **p < 0,01.

Kao i u Pokusu 3, transgeni¢ni su misevi u Pokusu 4 takoder pokazali smanjenu aktivnost u
bazenu za MWM u usporedbi s kontrolnim miSevima, te je tretman oralnom galaktozom utjecao

na dodatno smanjenje aktivnosti u obje ispitivane skupine, Sto je vidljivo iz toplinskih karti

(Slika 46a), kao i iz trenda smanjene brzine kretanja (Slika 46b) i ukupno prijedene udaljenosti
u bazenu (Slika 46c).

b) Pokus 4, MWM brzina kretanja c) Pokus 4, MWM prijedena udaljenost
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Slika 46 Aktivnost miseva u Morris Water Maze bazenu u Pokusu 4.

(a) Toplinske karte izradene su preklapanjem putanja kretanja svake Zivotinje u pojedinoj skupini
tijekom 6. dana ispitivanja u MWM-u pomocu sofiverske platforme Noldus EthoVision XT.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana (b) brzine kretanja u MWM-u 6. dana ispitivanja, odnosno (¢) ukupno prijedene udaljenosti u
MWM-u 6. dana ispitivanja, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti zZivotinje. WT =
kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne Zivotinje;, WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG), 10 (TG+GAL, WT+GAL). Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina.

U OF testu otvorenog polja nije bilo razlike u lokomotornoj aktivnosti miseva (Slika 47c,d),

dok su transgeni¢ni miSevi pokazali manji interes za timarenje (-35% TG vs. WT, p=0.16),
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posebno nakon dvomjeseéne terapije oralnom galaktozom (-68% TG+GAL vs. WT, p=0,003;
Slika 47Db).

a) Pokus 4, OF vrijeme provedeno u centru b)  Pokus 4, OF grooming
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Slika 47 Open field test otvorenog polja proveden u miseva u Pokusu 4.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana (a) vremena provedenog u centru aparata, (b) ukupnog vremena provedenog u timarenju
(grooming), (c) brzine kretanja u aparatu, (d) wkupno prijedene udaljenosti u aparatu, dok tocke na
dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a crno obojene tocke predstavijaju vrijednosti s
najvecim odstupanjem pojedine grupe (outlieri). WT = kontrolne zivotinje; TG = transgenicne zivotinje;
WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL =
transgenicne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG), 10
(TG+GAL, WT+GAL). Podaci su obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom
s Wilcoxon signed rank post-hoc testom za medusobnu analizu skupina. ** p < 0,01.

U nesting testu dvomjesec¢ni tretman oralnom galaktozom nepovoljno je utjecao na moguénost

svijanja gnijezda u transgenicnih miseva (-24% TG+GAL vs. WT, p=0,03; Slika 48).
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Pokus 4, Nesting test
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Slika 48 Nesting test svijanja gnijezda proveden u miseva u Pokusu 4.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana numericke ocjene integriteta svijenog gnijezda, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine
vrijednosti Zivotinje, a crno obojene tocke predstavijaju vrijednosti s najveéim odstupanjem pojedine
grupe (outlieri). WT = kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne Zivotinje; WT+GAL = kontrolne Zivotinje
koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom;, TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su
primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG), 10 (TG+GAL, WT+GAL). Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05.

U Pokusu 4 proveden je elevated plus maze (EPM) test uzdignutog kriznog labirinta Koji je
pokazao da transgeni¢ne zivotinje provode znacajno viSe vremena u otvorenim dijelovima
instrumenta od kontrolnih (+434% TG vs. WT, p=0.023), na $to galaktoza nije imala utjecaja
(+406% TG+GAL vs. WT+GAL, p=0.004; Slika 49a). Sli¢no, transgeni¢ne zivotinje pokazale
su vecu razinu aktivnosti i frekvenciju ulazaka u otvorene dijele instrumenta (+200% TG+GAL
vs. WT, p=0.019; +226% TG vs. WT+GAL, p=0.045; +279% TG+GAL vs. WT+GAL,
p=0.005; Slika 49b). Oba parametra upucuju na smanjeno anksiozno ponasanje transgeni¢nih

miSeva u odnosu na divlji tip miSa, odnosno, kontrolne zivotinje.
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a) Pokus 4, EPM, vrijeme u otvorenim dijelovima b) Pokus 4, EPM, frekvencija ulaska u otvorene dijelove
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Slika 49 EPM test uzdignutog kriZnog labirinta proveden u miseva u Pokusu 4.

Svaki box-plot dijagram prikazuje odnos minimuma, maksimuma, donjega i gornjega kvartila te
medijana (a) vremena provedenog u otvorenim dijelovima instrumenta i (b) frekvencije ulaska u
otvorene dijelove instrumenta, dok tocke na dijagramu predstavljaju pojedine vrijednosti Zivotinje, a
crno obojene tocke predstavijaju vrijednosti s najvec¢im odstupanjem pojedine grupe (outlieri). WT =
kontrolne Zivotinje; TG = transgenicne Zivotinje;, WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG, WT+GAL), 10 (TG+GAL). Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05; **p < 0,01.

5.2.2. FDG-PET mjerenja

Unos glukoze u stanice mozga mjeren je FDG-PET skeniranjem u 2 misa po skupini u Pokusu
31 4 misa po skupini u Pokusu 4, koji su odabrani kao reprezentativni temeljem rezultata
kognitivnih ispitivanja, odnosno, odabrani su oni misevi koji su imali kognitivne performanse

najblize prosjecnoj vrijednosti ispitivane skupine.

In vivo metabolicka mjerenja unosa glukoze u Pokusu 3 pokazala su hipermetabolizam u
transgenicnih miSeva u odnosu na kontrolne (+23% na razini cijelog mozga), s istaknutijim
razlikama u amigdali (+50%), hipokampusu (+34%) te hipotalamusu i talamusu (+33%) (Slika
50b). Tretman oralnom galaktozom snizio je unos glukoze u transgeni¢nih miseva 4% na razini
cijelog mozga, s najizrazenijim snizenjem u amigdali (-18%), mozdanom deblu (-17%), malom
mozgu (-14%) i hipotalamusu (-12%) (Slika 50b). Terapija oralnom galaktozom takoder je
snizila vrijednosti u kontrolnih Zzivotinja, 1 to 20% na nivou ¢itavog mozga, a ponajvise u
mozdanom deblu (-27%), malom mozgu (-25%), hipotalamusu i olfaktornom bulbusu (-20%)
(Slika 50b).
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Slika 50 Pozitronska emisijska tomografija (PET) unosa radioaktivno obiljefenog analoga glukoze
fluorodeoksiglukoze (FDG) u mozgu miseva u Pokusu 3.

(a) Reprezentativne slike PET skeniranja; (b) odabrane regije od interesa analizirane su PMOD™
softverom za analizu unosa glukoze/stope metabolizma. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost
izracunate kolicine kilobekerela po kubicnom centimetru (kBq/cc) cijelog mozga ili pojedine regije. WT
= kontrolne Zivotinje; TG = tranSQenicne zivotinje; WT+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
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dvomjesecni tretman oralnom galaktozom;, TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=2.

Transgeni¢ni misevi U Pokusu 4 pokazali su snizeni metabolizam glukoze u mozgu u odnosu
na kontrolne miSeve na razini ¢itavog mozga (-15%) te u svim regijama od interesa; najvece
promjene izmjerene su u talamusu (-23%), hipotalamusu i hipokampusu (-21%) te olfaktornom
bulbusu (-19%) (Slika 51b). Tretman oralnom galaktozom uspjesno je Korigirao
hipometabolizam transgeni¢nih Zivotinja; na razini cijelog mozga unos glukoze bio je 32% veci
u odnosu na netretirane transgenicne zivotinje, s najistaknutijim primjenama u malom mozgu
(+42%), mozdanom deblu i hipokampusu (+38%) te hipotalamusu (+34%) (Slika 51b).
Tretman oralnom galaktozom nije znacajnije utjecao na kontrolne zivotinje; izmjereno je 6%-
tno povecanje unosa glukoze na razini cijelog mozga s manjim poveéanjima i smanjenjima u

regijama od interesa (Slika 51b).
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Slika 51 Pozitronska emisijska tomografija (PET) unosa radioaktivno obiljefenog analoga glukoze
fluorodeoksiglukoze (FDG) u mozgu miseva u Pokusu 4.

(a) Reprezentativne slike PET skeniranja; (b) odabrane regije od interesa analizirane su PMOD™
softverom za analizu unosa glukoze/stope metabolizma. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost
izracunate kolicine kilobekerela po kubicnom centimetru (kBg/cc) cijelog mozga ili pojedine regije. WT
= kontrolne Zivotinje; TG = tranSgenicne Zivotinje; WI+GAL = kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=4.

5.2.3. Intraperitonealni test tolerancije glukoze (ipGTT)

U Pokusu 3 bazalne razine glukoze u kontrolnih miseva bile su znac¢ajno vise od svih ostalih
ispitivanih skupina (+27% do +39%, p<0,05). Tolerancija transgeni¢nih miseva na glukozu nije
se znacajno razlikovala u odnosu na kontrolne miSeve kao $to tretman galaktozom u
transgeni¢nih miSeva nije doveo do promjene tolerancije glukoze u odnosu na netretirane
transgenic¢ne zivotinje. Kontrolni miSevi tretirani dvomjeseCnom terapijom oralne galaktoze
imali su snizene vrijednosti glukoze u krvi u svim vremenskim to¢kama nakon primjene
intraperitonealne injekcije otopine glukoze, sa statisticki znaCajnim razlikama u sSvim
vremenskim to¢kama nakon primjene ip glukoze: 15 min (-33% vs. TG, p=0,031), 30 min (-
46% vs. WT, p=0,028; -40% vs. TG, p=0,027), 45 min (-46% vs. WT, p=0,016), 60 min (-50%
vs. WT, p=0,035; -46% vs. TG+GAL, p=0,024) te 120 min (-48% vs. WT, p=0,046) (Slika 52).
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Slika 52 Intraperitonealni test tolerancije glukoze u miseva u Pokusu 3.

Svaka tocka u grafu predstavija vrijednost koncentracije glukoze (mmol/l) izrazenu kao srednja
vrijednost £ SD u nultoj tocki prije primjene intraperitonealne injekcije otopine glukoze te 15, 30, 45,
60 i 120 minuta nakon nje. WT = kontrolne Zivotinje, TG = transgenicne zivotinje, WI'+GAL = kontrolne
Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne zivotinje
koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=9 (WT, TG), 8 (WT+GAL), 10 (TG+GAL).
Podaci su analizirani two-way ANOVA testom za ponovljena mjerenja uz Tukey post-hoc test za
medusobnu analizu skupina u pojedinoj vremenskoj tocki. * p < 0,05 u usporedbi s WT; $p <0,05u
usporedbi s WT+GAL.

U Pokusu 4 transgeni¢ni miSevi pokazali su lo$iju toleranciju glukoze od kontrolnih u svim
vremenskim to¢kama, sa statisticki znac¢ajnim razlikama 45 min nakon primjene: 15 min
(+12%), 30 min (+15%), 45 min (+ 52%, p=0,059), 60 min (+62%, p=0,016), 120 min (+37%).
Tretman galaktozom nije imao znacajnijeg utjecaja na kontrolne miseve, dok je u transgeni¢nih
doveo do daljnjeg pogorsanja tolerancije glukoze u svim ispitivanim vremenskim tockama, sa
statisticki znacajnim povecanjem razine glukoze 30 min (+80% vs. WT, p=0,007; +58% vs.
WT+GAL, p=0,046), 45 min (+131% vs. WT, p < 0,001; +52% vs. TG, p=0,02; +127% vs.
WT+GAL, p <0,001), 60 min (+39% vs. WT, p < 0,001; +85% vs. WT+GAL, p=0,009) i 120
min nakon primjene glukozne otopine (+103% vs. WT, p=0,005) (Slika 53).
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Slika 53 Intraperitonealni test tolerancije glukoze u miseva u Pokusu 4.

Svaka tocka u grafu predstavija vrijednost koncentracije glukoze (mmol/l) izrazenu kao srednja
vrijednost = SD u nultoj tocki prije primjene intraperitonealne injekcije otopine glukoze te 15, 30, 45,
60 i 120 minuta nakon nje. WT = kontrolne Zivotinje, TG = transgenicne zivotinje, WI'+GAL = kontrolne
Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL = transgenicne Zivotinje
koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=8 (WT), 9 (TG), 10 (TG+GAL, WT+GAL).
Podaci su analizirani two-way ANOVA testom za ponovljena mjerenja uz Tukey post-hoc test za
medusobnu analizu skupina u pojedinoj vremenskoj tocki. * p < 0,05 u usporedbi s WT; #p < 0,05 u
usporedbi s TG; $ p < 0,05 u usporedbi s WT+GAL.

5.2.4. Biokemijski parametri

Sve biokemijske parametre mjerene u Pokusu 3 prikazuje Tablica 7. U odnosu na kontrolne,
transgeni¢ne zivotinje imale su snizene razine inzulina u plazmi (-55% TG vs. WT, p=0,034),
a poviSene razine topivog amiloida § (+54% WT+GAL vs. WT, p=0,041). Tretman galaktozom
utjecao je na povisenje razina inzulina u plazmi transgenic¢nih Zivotinja (+131% TG+GAL vs.
TG, p=0,001).

Tablica 7 1zmjereni biokemijski parametri iz uzoraka krvne plazme i hipokampusa miseva u Pokusu
3.

WT TG WT+GAL TG+GAL

glukoza 9,34 + 1,92 8,80+ 1,16 9,64 + 2,33 8,09 + 1,64
(plazma) N=10 N=9 N=9 N=10
galaktoza 151,01 £21,32 139,42 + 39,23 137,87 £26,97 113,93 +24,47"
(plazma) N=10 N=8 N=9 N=9

inzulin 9,60 + 6,32 434+224" 12,46 +7,03% 14,00+ 10,91 *
(plazma) N=10 N=8 N=9 N=9

GLP-1 12,40 £ 9,15 16,04 + 8,81 16,06 + 0,55 15,20 + 8,92
(plazma) N=7 N=8 N=9 N=10
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WT TG WT+GAL TG+GAL

aGLP-1 2,95+ 1,28 2,43 +0,29 2,72 + 0,55 2,45+ 0,44
(plazma) N=10 N=8 N=9 N=9

AB 0,54 + 0,19 0,83+£0,24" 0,64 +0,14 0,96 = 0,30 ®
(hipokampus) N=6 N=6 N=6 N=6

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD. WT — kontrolne Zivotinje; TG — transgenicne Zivotinje;
WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL —
transgenicne zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom, GLP-1 — glukagonu
slican peptid 1; aGLP-1 — aktivni oblik GLP-1; AB — amiloid . Podaci su obradeni Kruskal-Wallis
neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc testom za medusobnu
analizu skupina. * p < 0,05 u usporedbi s WT; # p < 0,05 u usporedbi s TG; $ p < 0,05 u usporedbi s
WT+GAL.

U Pokusu 4 terapija oralnom galaktozom utjecala je u transgeni¢nih Zivotinja na povecanje
razina amiloida B u hipokampusu (+66% TG+GAL vs. TG, p=0,03). Tablica 8 prikazuje

rezultate biokemijskih mjerenja u Pokusu 4.

Tablica 8 Izmjereni biokemijski parametri iz uzoraka krvne plazme i hipokampusa miseva u Pokusu
4,

WT TG WT+GAL TG+GAL
glukoza 10,41 + 1,46 11,08 £2,16 11,61 + 1,85 10,68 + 1,89
(plazma) N=9 N=9 N=10 N=10
galaktoza 48,77 + 8,29 53,62 +£9,72 49,46 + 7,80 45,46 £ 10,35
(plazma) N=9 N=9 N=10 N=10
inzulin 6,02 291 4,89 +2,71 4,95 + 2,48 3,04 +£3,17
(plazma) N=7 N=9 N=8 N=10
GLP-1 15,06 + 5,01 16,40 + 8,66 16,85 + 7,38 16,63 + 6,03
(plazma) N=9 N=9 N=10 N=10
aGLP-1 4,41 +0,95 3,98 +£0,30 3,95+0,28 4,17 +£0,29
(plazma) N=8 N=9 N=9 N=8
Ap 1,23 + 0,40 1,18 + 0,53 1,49 + 0,54 1,96 + 0,55
(hipokampus) N=6 N=6 N=6 N=5

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD. WT — kontrolne Zivotinje; TG — transgenicne zZivotinje;
WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL —
transgenicne zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom, GLP-1 — glukagonu
slican peptid 1; aGLP-1 — aktivni oblik GLP-1; AB — amiloid . Podaci su obradeni Kruskal-Wallis
neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc testom za medusobnu
analizu skupina. * p < 0,05 u usporedbi s WT; # p < 0,05 u usporedbi s TG.

5.2.5. Western blot

U Pokusu 3 izmjerena je smanjena ekspresija prijenosnika za glukozu GLUT3 u hipokampusu
transgeni¢nih miseva u odnosnu na kontrolne miseve nakon terapije oralnom galaktozom (-30%
TG+GAL vs. WT+GAL, p=0,026; Slika 54b). Oralna galaktoza utjecala je na povecanje omjera
ekspresije fosforiliranog i ukupnog proteina tau u transgeni¢nih zivotinja (+49% TG+GAL vs.
TG, p=0,0411; Slika 54f). Takoder, u transgeni¢nih je Zzivotinja povecana ekspresija

103



fosforiliranog GSK3- nakon tretmana oralnom galaktozom (+36% TG+GAL vs. TG, p=0,026;
+39% TG+GAL vs. WT+GAL, p=0,0152; Slika 54g), te je povecan omjer fosforiliranog i
ukupnog GSK3-p (+50% TG+GAL vs. WT+GAL, p=0,026; Slika 54i). Ispitivane skupine nisu
se znac¢ajno razlikovale u ekspresiji GLP-1 receptora, GLUT4, IR i IDE (Slika 54a, c, j, k).
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Slika 54 Rezultati Western blot mjerenja ekspresije proteina povezanih s inzulinskim sustavom,
nosacima za glukozu, amiloidnom i tau patologijom te GLP-1 receptorom u hipokampusu miseva u
Pokusu 3.

Svaki stupac predstavija srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na Western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina mjerenog preko ekspresije f-aktina ili f-tubulina u
uzorcima hipokampusa. Pojedinacne tocke na stupcima predstavljaju vrijednost relativnog intenziteta
signala pojedine zivotinje. Grafovi prikazuju ekspresiju (a) receptora za glukagonu slican peptid-1
(GLP-1R); (b) prijenosnika za glukozu 3 (GLUT3); (c) prijenosnika za glukozu 4 (GLUT4); (d) proteina
tau fosforiliranog serinu 202 i treoninu 205 (AT8); (e) ukupnog proteina tau; (g) fosforilirane glikogen
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sintaza kinaze 3 beta (p-GSK-3-8), (h) ukupne glikogen sintaza kinaze 3 beta (GSK-3-); (j) inzulinskog
receptora (IR); (K) enzima koji razgraduje inzulin (IDE) te omjere (f) fosforiliranog i ukupnog proteina
tau te (i) fosforilirane i ukupne GSK-3-8. WT — kontrolne Zivotinje; TG — transgenicne Zivotinje;
WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL —
transgenicne zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=6. Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05; **p < 0,01.

Ekspresija receptora za GLP-1 u Pokusu 4 povecéana je nakon tretmana oralnom galaktozom u
kontrolnih (+116% WT+GAL vs. WT, p=0,015) te u jo$ i vecoj mjeri u transgeni¢nih misSeva
(+169% TG+GAL vs. TG, p=0,004; +64% TG+GAL vs. WT+GAL, p=0,004; +255%
TG+GAL vs. WT, p=0,004; Slika 55a). Ekspresija ukupnog proteina tau bila je povecana u
kontrolnih miseva nakon tretmana oralnom galaktozom (+27% WT+GAL vs. WT, p=0,041,
Slika 55e), dok je ekspresija fosforiliranog proteina tau AT8 bila smanjena (-39% WT+GAL
vs. WT, p=0,041; Slika 55d), kao i omjer fosforiliranog i ukupnog proteina tau (-52%
WT+GAL vs. WT, p=0,026; Slika 55). U transgeni¢nih je miSeva nadena povisena ekspresija
fosforiliranog GSK3-B u hipokampusu (+81% TG vs. WT, p=0,041), koju je tretman oralnom
galaktozom snizio na kontrolne vrijednosti (-60% TG+GAL vs. TG, p=0,03; Slika 55g).
Statisti¢ki znacajne razlike nije bilo u ekspresiji ukupnog GSK3-p niti u omjeru fosforilirane i
ukupne kinaze zbog velikog rasapa rezultata ekspresije ukupnog GSK3-f (Slika 55h, 1i).
Terapija oralnom galaktozom utjecala je na smanjenje ekspresije inzulinskog receptora u
transgeni¢nih zivotinja (-39% TG+GAL vs. TG, p=0,017; Slika 55j). Ekspresija GLUTS3,
GLUT4 i IDE nije se znacajnije razlikovala medu ispitivanim grupama (Slika 55b, c, k).
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Slika 55 Rezultati Western blot mjerenja ekspresije proteina povezanih s inzulinskim sustavom,
nosacima za glukozu, amiloidnom i tau patologijom te GLP-1 receptorom u hipokampusu miseva u
Pokusu 4.

Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost = SD relativnog intenziteta signala na Western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrzaju proteina mjerenog preko ekspresije f-aktina ili f-tubulina u
uzorcima hipokampusa. Pojedinacne tocke na stupcima predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta
signala pojedine Zivotinje. Grafovi prikazuju ekspresiju (a) receptora za glukagonu slican peptid-1
(GLP-1R); (b) prijenosnika za glukozu 3 (GLUT3); (c) prijenosnika za glukozu 4 (GLUT4); (d) proteina
tau fosforiliranog serinu 202 i treoninu 205 (AT8); (e) ukupnog proteina tau; (g) fosforilirane glikogen
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sintaza kinaze 3 beta (p-GSK-3-8), (h) ukupne glikogen sintaza kinaze 3 beta (GSK-3-); (j) inzulinskog
receptora (IR); (K) enzima koji razgraduje inzulin (IDE) te omjere (f) fosforiliranog i ukupnog proteina
tau te (i) fosforilirane i ukupne GSK-3-8. WT — kontrolne Zivotinje; TG — transgenicne Zivotinje;
WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL —
transgenicne Zivotinje koje su primile dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. N=6. Podaci su
obradeni Kruskal-Wallis neparametrijskim one-way ANOVA testom s Wilcoxon signed rank post-hoc
testom za medusobnu analizu skupina. * p < 0,05; **p < 0,01.

5.2.6. Imunohistokemijska analiza
5.2.6.1. Biljeg astrocita GFAP

U Pokusu 3 biljeg astrocita GFAP bio je promijenjen u hipotalamusu kontrolnih miseva nakon
tretmana oralnom galaktozom gdje je njegova ekspresija bila smanjena u odnosu na ostale
ispitivane skupine, kako prikazuje Slika 56. U ostalim promatranim regijama mozga nisu

zabiljezene promjene medu skupinama.

TG+GAL

Slika 56 Ekspresija kiselog vlaknastog proteina glije (GFAP) u hipotalamusu miseva iz Pokusa 3
vizualizirana imunohistokemijskom metodom.
WT — kontrolne zivotinje; TG — transgenicne zivotinje; WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL — transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povelanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GFAP.
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U Pokusu 4 uocena je smanjena ekspresija astrocitnog biljega GFAP u hipokampusu i mozdanoj
kori transgeni¢nih zivotinja u usporedbi s kontrolnim. Oralna primjena galaktoze u kontrolnih
zivotinja uzrokovala blago smanjenje ekspresije GFAP u usporedbi s WT Zivotinjama, dok je
kod transgeni¢nih zivotinja doslo do povec¢anja ekspresije u usporedbi s TG zivotinjama. Nisu
uoCene promjene u ekspresiji u hipotalamusu. Slika 57 prikazuje ekspresiju GFAP-a u

hipokampusu miseva iz Pokusa 4.

TG+GAL

Slika 57 Ekspresija kiselog vlaknastog proteina glije (GFAP) u hipokampusu miSeva iz Pokusa 4
vizualizirana imunohistokemijskom metodom.
WT — kontrolne zivotinje; TG — transgenicne zivotinje; WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL - transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povelanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GFAP.

5.2.6.2.  GLP-1 receptor

U Pokusu 3 nadena je povecana ekspresija receptora za GLP-1 u hipotalamusu transgeni¢nih
zivotinja nakon tretmana oralnom galaktozom, dok u ostalim skupinama i promatranim
regijama mozga nije bilo razlika u ekspresiji receptora. Slika 58 prikazuje ekspresiju GLP-1R

u hipotalamusu miSeva iz Pokusa 3.
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TG+GAL

Slika 58 Ekspresija receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R) u hipotalamusu miseva iz
Pokusa 3 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

WT — kontrolne zZivotinje; TG — transgenicne zivotinje; WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL — transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Poveéanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GLP-1R.

GLP-1R bio je podjednako eksprimiran medu skupinama u Pokusu 4. Ekspresija je u svih

skupina bila najizrazenija u hipotalamusu. Slika 59 prikazuje ekspresiju GLP-1R u

hipotalamusu miSeva iz Pokusa 4.
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TG+GAL

Slika 59 Ekspresija receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R) u hipotalamusu miSeva iz
Pokusa 4 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

WT — kontrolne zZivotinje; TG — transgenicne zivotinje; WT+GAL — kontrolne zZivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL — transgenicne zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za GLP-1R.

5.2.6.3.  Fosforilirani protein tau — AT8

U usporedbi sa kontrolnim Zivotinjama, u Pokusu 3 transgeni¢ne zivotinje imale su podjednaku
ekspresiju fosforiliranog proteina tau (AT8). Oralna primjena galaktoze donekle je povecala
ekspresiju AT8 u hipotalamusu kontrolnih (WT+GAL) Zivotinja u usporedbi s netretiranim,
dok je galaktoza smanjila ekspresiju biljega AT8 u transgeni¢nim zivotinjama (TG+GAL) u
svim promatranim regijama mozga u usporedbi s netretiranim transgeni¢nim zivotinjama. Slika

60 prikazuje ekspresiju AT8 u hipotalamusu.
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TG+GAL

Slika 60 Ekspresija fosforiliranog proteina tau na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) u hipotalamusu
miSeva iz Pokusa 3 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

WT — kontrolne zZivotinje; TG — transgenicne zivotinje; WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL — transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za AT8.

U Pokusu 4, u usporedbi sa kontrolnim Zivotinjama, transgenic¢ne Zivotinje imale su podjednaku
ekspresiju AT8. Terapija oralnom galaktozom nije utjecala na ekspresiju kod WT Zivotinja, dok
je kod transgeni¢nih uocen porast ekspresije u hipotalamusu i parijetalnoj kori. Slika 61

prikazuje ekspresiju ATS8 u parijetalnoj mozdanoj kori miSeva u Pokusu 4.
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TG+GAL

Slika 61 Ekspresija fosforiliranog proteina tau na serinu 202 i treoninu 205 (AT8) u parijetalnoj
moZdanoj kori miSeva iz Pokusa 4 vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

WT — kontrolne zivotinje; TG — transgenicne zivotinje; WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL — transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 20x. Strelice oznacavaju
imunopozitivan signal na protutijelo za AT8.

5.2.6.4. Biljeg neurona NeuN

Ekspresija neurona nije se znacajnije mijenjala izmedu ispitivanih skupina u Pokusu 3, niti u
Pokusu 4. Slika 62 prikazuje imunohistokemijsko bojenje biljegom za neurone NeuN u

parijetalnoj mozdanoj kori misSeva u Pokusu 3, a Slika 63 u Pokusu 4.
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WT+GAL TG+GAL

Slika 62 Ekspresija biljega za neurone NeuN u parijetalnoj moidanoj kori miSeva u Pokusu 3
vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

WT — kontrolne Zivotinje; TG — transgenicne Zivotinje; WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL - transgenicne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 10x.
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TG+GAL

Slika 63 Ekspresija biljega za neurone NeuN u parijetalnoj moidanoj kori miseva u Pokusu 4
vizualizirana imunohistokemijskom metodom.

WT — kontrolne Zivotinje; TG — transgenicne zivotinje; WT+GAL — kontrolne Zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom; TG+GAL — transgenicne zivotinje koje su primile
dvomjesecni tretman oralnom galaktozom. Povecanje na mikroskopu = 10x.
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6. RASPRAVA

Pronalazak novih terapijskih strategija u lijeCenju AB-a ogroman je izazov u medicinskim
istrazivanja radi kompleksne te dijelom jo$ uvijek nepoznate patofizioloske pozadine bolesti.
Usto, veliki problem u istrazivanju lijeCenja AB-a predstavlja modeliranje bolesti u
eksperimentalnim Zzivotinjama i znacajne razlike u modelima koji predstavljaju sporadic¢ni
nasuprot familijarnom modelu bolesti. Obzirom na znacajnu ulogu metabolicke podloge u
etiopatogenezi AB-a, jedno od mogucih terapijskih rjesenja jesu tvari koje mogu uspjesno
modulirati metaboli¢ke promjene koje su uzrokom bolesti. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati
terapijski potencijal i moguce mehanizme povoljnog ucinka dugotrajne peroralne primjene
galaktoze. Radi potpunijeg shvacanja djelovanja galaktoze u AB-u i utjecaja na razli¢iti stadij
i model bolesti, istrazivanje je provedeno U dvije faze dvaju eksperimentalnih modela AB-a;
ranom i uznapredovalom $takorskom modelu sporadi¢nog oblika bolesti te predsimptomatskom

i blagom mi§jem modelu familijarnog oblika bolesti.

6.1. Ucinak peroralno primijenjene galaktoze u Stakorskom modelu

sporadic¢nog oblika bolesti

Rezultati Pokusa 1 pokazuju da dvomjesecna terapija oralnom galaktozom u dozi od 200 mg/kg
povoljno utjeCe na kognitivne deficite izazvane streptozotocinom u modelu ranog sAB-a (Slika
16a; Slika 18). Ovi rezultati potvrduju povoljan u¢inak oralne galaktoze utvrden u prethodnom
istrazivanju nase istrazivacke skupine gdje je peroralna primjena galaktoze u trajanju od jednog
mjeseca uspjesno sprijecila nastanak kognitivnog deficita u istom modelu sAB-a (263). S druge
strane, u Pokusu 2 gdje su promjene u kognitivnom deficitu i ostala obiljezja uznapredovalog
SAB-a u trenutku zapoCinjanja terapije ireverzibilne (134), oralna galaktoza nije ispoljila
povoljne u¢inke na kognitivni deficit (Slika 20; Slika 21; Slika 22).

Galaktoza se u eukariotskim stanicama fizioloski nalazi u vrlo malim koli¢inama, pa visoke
doze galaktoze izazvane bilo egzogenom primjenom, bilo disfunkcionalnim metabolizmom,
djeluju patoloski i reagiraju sa slobodnim aminima i aminokiselinama u proteinima i peptidima
te stvaraju krajnje produkte glikacije koji posljedi¢no uzrokuju oksidativnu Stetu u organizmu
(426). Stoga se, kako je ranije opisano u uvodu, kroni¢no izlaganje miseva ili Stakora

parenteralnoj galaktozi koristi kao model starenjem izazvanog oksidativnog stresa u mozgu i
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kognitivnog deficita (393,394,396,397). Naizgled se ucinci galaktoze izazvani njezinom
parenteralnom primjenom cine kontradiktornima povoljnim ucincima koji su dobiveni u
Pokusu 1. Medutim, velika je razlika u nacinu primjene galaktoze u ovom istrazivanju i u
prethodno opisanim modelima starenja, $to moze pruziti objasnjenje za suprotne ucinke koje
kroni¢na primjena galaktoze ima na kognitivnu funkciju u laboratorijskih Zivotinja. Prema
rezultatima prikazanima u Pokusu 1, mozemo pretpostaviti da peroralno primijenjena galaktoza

ima izravan i neizravan udinak.

Nakon peroralne primjene, galaktoza se u gastrointestinalnom traktu apsorbira aktivnim
prijenosom u enterocite putem SGLT1 te putem GLUT2 prijenosnika koji se pojacano
eksprimira na apikalnoj membrani enterocita pri visokim koncentracijama heksoza unesenih
prehranom (427,428). Vecina apsorbirane galaktoze iz crijeva eliminira se u jetri, a preostale
male koli¢ine dosezu ostale organe, uklju¢ujuéi mozak, te mogu izravno djelovati na stanice
mozga. Literaturni podaci ukazuju na to da galaktoza ulazi u neurone putem o inzulinu
neovisnog prijenosnika za glukozu GLUT3 (401,402,429), ¢ija je gustoca u mozgu smanjena u
oboljelih od sAB-a (430). U naSem preliminarnom istraZivanju, jednomjese¢na peroralna
primjena galaktoze sprijecila je smanjenu ekspresiju GLUT3 u hipokampusu STZ-icv tretiranih
Stakora (263). Nakon ulaska u stanice, galaktoza se brzo metabolizira u glukozu putem
Leloirovog puta (431). Literaturni podaci pokazuju kako je kapacitet mozga za unos i
metabolizam galaktoze slican jetri (400), $to ukazuje na moguénost da u patoloskim stanjima
sa smanjenim razinama unutarstanicne glukoze poput sAB-a, galaktoza moZe posluziti kao
alternativni izvor energije u neuronima. Bududi je prijenosnik za glukozu GLUT3 kolokaliziran
s inzulin-ovisnim prijenosnikom GLUT4 u neuronima mozdane kore i hipokampusa u $takora
(427,432), kroni¢na primjena galaktoze moze kompenzirati disfunkcionalni GLUT4 u stanju
inzulinske rezistencije u mozgu u AB-u (433) i poboljsati hipometabolizam glukoze u mozgu,
Sto su pokazali i rezultati FDG-PET skeniranja u Pokusu 1 (Slika 24). Rezultati Western blot
analize ekspresije GLUT3 u hipokampusu u Pokusu 1 pokazali su izrazeni uéinak peroralno
primijenjene galaktoze na povecanje gusto¢e GLUT3 (Slika 26b), $to upucuje da bi upravo taj
protein mogao biti primarni cilj galaktoze u STZ-icv tretiranih Stakora. S druge strane, GLUT4,
¢ija je ekspresija snizena u STZ-icv Zivotinja tretiranih oralnom galaktozom (Slika 26c¢),
vjerojatno je uklju¢en u kompenzatorni odgovor na prebacivanje glavnog izvora energije s
glukoze na galaktozu. U ovom stadiju STZ-icv inducirane patologije u kojem su prisutne rane
neurofibrilarne promjene 1 pocetak intraneuronalnog nakupljanja AB1-42 u parijeto-

temporalnoj mozdanoj kori (134), galaktoza je imala veéi utjecaj na hipokampalne metabolicke

117



parametre nego na neuropatoloska obiljezja uznapredovalog sAB-a (fosforilirani/ukupni
protein tau, topivi AP; Slika 26d, e, f; Tablica 5) i signalni put inzulinskog receptora
(fosforilirani/ukupni GSK3p, IR, IDE; Slika 261, j, k). Galaktoza moze do¢i u mozak putem
sistemske cirkulacije nakon peroralne i parenteralne primjene, no poznavajuci Stetne ucinke
galaktoze pri visokim koncentracijama (434) te Siroki opseg metabolizma galaktoze u jetri,
razine galaktoze mnogo su nize nakon peroralne u odnosu na parenteralnu primjenu S$to su
pokazali i preliminarni pokusi s bolus dozama galaktoze koji su prethodili ovom istrazivanju
(435).

Neizravni u€inci galaktoze na boljitak kognitivne funkcije u Pokusu 1 odnose se na parakrino
djelovanje u crijevima, gdje, za razliku od parenteralne primjene, peroralno primijenjena
galaktoza snazno stimulira endokrine L-stanice u crijevu na lu¢enje GLP-1 (436) koji u mozgu
djeluje neuroprotektivno i neurotrofi¢no te promice neurogenezu (437,438). GLP-1 porijeklom
iz crijeva (te u manjoj mjeri iz alfa stanica gusterace) djeluje kao inkretinski hormon koji ovisno
o dozi utjece na lucenje inzulina iz beta stanica gusterace (439). Navedeno su pokazali i
preliminarni pokusi u kojim je bolus doza galaktoze normalizirala smanjenje razina inzulina 1
mjesec nakon STZ-icv tretmana, dok u Pokusima 1 i 2, gdje homeostaza inzulina nije bila
narusena, tretman oralnom galaktozom nije imao utjecaja na razine inzulina. Stoga bi se moglo
pretpostaviti da je galaktozom inducirani porast razine inzulina kao dio njezinog povoljnog

uc¢inka ovisan o naru$enosti homeostaze inzulina.

L-stanice u crijevu su u izravhom kontaktu s oralno primijenjenim nutrijentima na svojoj
luminalnoj povrsini, a preko bazolateralne povrSine u kontaktu su s vaskularnim tkivom i
parenteralno primijenjenim spojevima (440). Na luminalnoj i bazolateralnoj membrani
enterocita prisutne su razlicite strukture 1 signalni mehanizmi, §to moZe biti razlogom razli¢itog
odgovora na peroralnu i1 parenteralnu primjenu galaktoze. Medutim, pojedine studije navode i
Stetan utjecaj galaktoze na kognitivnu funkciju i parametre oksidativnog stresa i nakon
peroralne primjene bolus doza galaktoze (393,394,397). No, navedena istrazivanja nisu nuzno
u koliziji s ovdje predstavljenim rezultatima povoljnog utjecaja galaktoze na kognitivni deficit
u Pokusu 1. Naime, kroni¢ni unos malih koli¢ina galaktoze putem pi¢a moze dovesti do jaceg
GLP-1-posredovanog u¢inka zbog dodatne stimulacije njegova lu¢enja putem GIP-a u gornjim
dijelovima crijeva, §to je mozda prisutno u manjoj mjeri ili nedostaje kod primjene bolus doza
(439,441,442). Takoder, unosom galaktoze u obliku napitka, dolazi do aktivacije receptora za
osjet slatkog na jeziku, $to izostaje prilikom primjene galaktoze gastricnom sondom. Po

aktivaciji receptora Se€erima u usnoj Supljini, zapocinje signalna kaskada koja dovodi do
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aktivacije susjednih osjetnih aferentnih neurona koji $alju signale u mozdane centre ukljucene
u percepciju okusa i druge funkcije (443,444). Ovi su receptori eksprimirani i u
gastrointestinalom traktu gdje reguliraju luc¢enje GLP-1 (445), a ekspresija GLP-1 nadena je i

u okusnim pupoljcima u Stakora (446).

GLP-1 izlucen iz L-stanica brzo se metabolizira i inaktivira enzimom DPP-1V, koji je prisutan
na ¢etkastoj membrani enterocita te u endotelnim stanicama koje oblazu kapilare lamine proprie
(447) zbog ¢ega manje od 25% novo izlu¢enog GLP-1 napusta crijeva u aktivnom obliku (439),
ali i u dijelovima mozga poput hipotalamusa, hipokampusa, cirkumventrikularnih organa i
koroidnog pleksusa (440). U nasim je preliminarnim pokusima razina aktivnog GLP-1 mjesec
dana nakon primjene STZ-icv bila nepromijenjena (435), dok je u Pokusu 1, 3 mjeseca nakon
STZ-icv tretmana ta razina znacajno snizena u odnosu na kontrolne Zivotinje (Tablica 5), §to
ukazuje na to da je disfunkcija GLP-1 signalizacije znacajnija s odmakom STZ-icv patologije.
Ovi su rezultati u skladu s literaturnim podacima o dugotrajnoj inhibiciji DPP-IV u misevima
sklonim AB-u (448), te terapijskom ucinku inhibitora DPP-IV na kognitivnu disfunkciju u
inzulin-rezistentnih Stakora (330) i dijabeticara s i bez AB-a (449) (Tablica 4). Medutim, u
uvjetima gdje patologije nema, dugoro¢na primjena oralne galaktoze moze uzrokovati
drugacije, potencijalno Stetne ucinke na razine aktivnog GLP-1 u plazmi, §to je vidljivo 1z
rezultata Pokusa 1, gdje su galaktozom tretirane kontrolne zivotinje imale znac¢ajno nize razine
aktivnog GLP-1 (Tablica 5). U Pokusu 2, gdje je patologija u poodmakloj, ireverzibilnoj fazi
nije bilo znacajnih u¢inaka na razine aktivnog ni ukupnog GLP-1 u plazmi ni likvoru (Tablica
6).

GLP-1 izlucen u crijevima i njegov aktivni oblik iz krvotoka jednostavnom difuzijom prolaze
krvno-mozdanu barijeru (450), a dospijevaju i na mjesta mimo barijere i djeluju izravno na
aktivaciju odredenih neurona (451). Osim toga, GLP-1 iz crijeva moze se vezati te aktivirati
osjetna aferentna vlakna vagalnog Zivca, koji ¢e aktivirati neurone u jezgri solitarnog trakta koji
projiciraju u mozdano deblo, hipotalamus i prednji mozak. GLP-1 takoder moze biti sintetiziran
U neuronima ¢ija su stani¢na tijela u mozdanom deblu (452). GLP-1 i GLP-1R eksprimirani su
i u hipokampusu, strukturi mozga koja je kljuéna u razlic¢itim oblicima ucenja i pamcenja (453).
GLP-1R spregnut je s razli¢itim G proteinskim signalnim putevima koji dovode do aktivacije
adenilil ciklaze, protein kinaze C i MAPK-a, a u mozgu su ovi putevi ukljuceni u plasti¢nost i
proces ucenja te predstavljaju potencijalne mete za djelovanje na kognitivnu funkciju
(454,455). Poboljsanje kognitivne funkcije STZ-icv Stakora na terapiji peroralnom galaktozom

pra¢eno normalizacijom razine aktivnog GLP-1 u plazmi i pove¢anom ekspresijom GLP-1R u
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hipokampusu (Slika 26a) u skladu je s literaturnim podacima poboljSanja asocijativnog i
prostornog paméenja u miSeva s povecanom ekspresijom GLP-1R u hipokampusu, kao i
slijedom icv primjene GLP-1 (456). GLP-1 bi alternativnho mogao dosegnuti hipokampus iz
likvora obzirom da su mjerljive koli¢ine aktivnog GLP-1 u likvoru nadene u Sprague-Dawley
Stakora (457), dok su u Pokusima 1 i 2 te razine bile ispod granica mjerenja ELISA kitova na
raspolaganju. GLP-1 u likvoru bi mogao biti crijevnog podrijetla, ali bi takoder mogao biti
proizveden u jezgri solitarnog trakta i izlucen u likvor (458). Relativni doprinos perifernog u
odnosu na sredis$nje proizveden GLP-1 na utjecaj mozdanih funkcija jos je uvijek nejasan (459).
GLP-1R pronadeni su u ¢itavom sredi$njem Zivéanom sustavu i na glija i na neuronskom tipu
stanica (460). Literaturni podaci podupiru neurotrofnu i neuroprotektivnu ulogu stimulacije
GLP-1R u sve veéem broju stani¢nih i zivotinjskih neurodegeneracijskih modela kao i u
neurogenezi (460-462). In vitro studije sugeriraju da neuritogeni ucinci i u¢inci promicanja
rasta stimulacijom GLP-1R proizlaze iz interferencije izmedu Pi3K puta i izvanstani¢nog
signalom-reguliranog puta mitogen aktivirane protein kinaze (ERK) (462). Pi3K i ERK
predstavljaju vazne elemente nizvodno od dva IR signalna puta. Uz to, povecanje ekspresije
GLP-1R u hipokampusu, postignuto hipokampalnim prijenosom gena, izazvalo je znacajno
poboljsanje u¢enja u Zivotinja, sa smanjenom latencijom i prijedenom udaljenosti za pronalazak
skrivene platforme u MWM testu (456). Takoder vazna mozdana regija za GLP-1 jest
hipotalamus, gdje je nadena Siroka rasprostranjenost GLP-1R s vrlo visokom gusto¢om GLP-
1R-eksprimirajuéih neurona u dorzomedijalnoj jezgri, arkuatnim i periventrikularnim jezgrama
kao i unutar straznjeg hipotalami¢kog podru¢ja (452) i gdje se smatra da sudjeluje u
neuroendokrinim odgovorima i regulaciji energetske ravnoteze (463). Hipotalamicke projekcije
pod kontrolom metabolickih hormona reguliraju aktivnost hipokampusa, ali i vice versa;
mehanizmi hipokampalnog u¢enja i pamcenja izravno doprinose funkcijama regulacije unosa
hrane (464). U Pokusu 1, kroni¢na peroralna primjena galaktoze uzrokovala je znacajni porast
hipotalamicke ekspresije GLP-1R (Slika 30). Uzevsi u obzir da je SAB pra¢en centralnim
hipometabolizmom glukoze i inzulinskom rezistencijom (465), rezultate naSe istrazivacke
skupine gdje je primjena STZ-icv uzrokovala promjene ekspresije hipotalamickog GLUT2 i
IR-a (272) te rezultate FDG-PET skeniranja u Pokusu 1 i 2, gdje je oralna primjena galaktoze
utjecala na poboljsanje metabolizma glukoze u mozgu STZ-icv tretiranih Zivotinja (Slika 24,
Slika 25), moze se pretpostaviti da kroni¢na primjena oralne galaktoze povoljno utje¢e na

metabolicku disfunkciju u hipotalamusu.
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Jo§ jedan od moguéih mehanizama blagotvornog djelovanja peroralne primjene galaktoze
odnosi se na metabolizam galaktoze, koja se jednako kao glukoza, metabolizira u aminokiseline
i dovodi do poviSenih razina glutamata i GABA-€, ¢ija je uloga vazna u normalnoj kognitivnoj
funkciji (466). Prednost galaktoze pred glukozom jest da metaboliti galaktoze dulje vrijeme
opstaju u mozgu (466). Biosinteza aminokiselina iz heksoza putem limunske kiseline trosi
amonijak koji je povisen u AB-u (467). Galaktozom inducirano poviSenje razina glutamata
takoder bi mogao biti vazan faktor, buduci su u mozgu bolesnika s AB-om nadene snizene
razine glutamata (468). Medutim, povecanje razine glutamata ne bi smjelo prije¢i prag
glutamatergicki izazvane ekscitotoksicnosti, zbog Cega se za nize razine galaktoze koje su
posljedica peroralne primjene moze ocekivati blagotvoran ucinak, za razliku od visih razina
izazvanih parenteralnom primjenom galaktoze. Usto, povecana unutarstani¢na razina
galaktoze, galaktoze-1-fosfata ili UDP-galaktoze mozZe utjecati na O-Glc-NAcetilaciju

regulatornih proteina, $to je vazan nacin post-translacijske regulacije funkcije proteina.

Oralno primijenjena galaktoza ima i znacajne uc¢inke na sistemsku i mozdanu regulaciju oksido-
redukcijskog sustava. Oksidativni stres izazvan kroni¢nom parenteralnom primjenom galaktoze
nasiroko se koristi u modelima starenja kako je navedeno ranije, ali pokusi s akutnom
primjenom oralne galaktoze pokazali su da takva primjena ne uzrokuje sistemske poremecaje
regulacije oksido-redukcijske mreze te da se u dozi od 200 mg/kg, kakva je koritena i u ovom
istrazivanju, uzrokuje pro-oksidativne promjene u hipokampusu koje se kompenziraju u roku
od 2 sata od primjene galaktoze (469). Pretpostavljeni mehanizam takve kompenzacije jest
metaboli¢ka reogranizacija koja ukljucuje pojacani metabolizam puta pentoze fosfata u cilju
povecanja regeneracije antioksidansa i reduktivne biosinteze, postepeno smanjenje aktivnosti

neurona i povecéanje ekspresije GALK1 enzima iz Leloirovog puta (469).

Crijevna mikrobiota ima jednu od klju¢nih uloga u modulaciji crijevne i mozdane funkcije, a
literaturni podaci pokazuju da su promjene u sastavu mikrobiote i smanjena raznovrsnost
njezinog sastava nadene u patoloSkim stanjima poput DM2 i AB-a, te da se na iste moZe
djelovati promjenom rezima prehrane, ukljucuju¢i prehranom bogatijom odredenim Secerima
(470-472), zbog Cega valja uzeti u obzir i mogucnost djelovanja oralno primijenjene galaktoze
i na crijevnu mikrobiotu. Raznovrsnost crijevne mikrobiote u transgeni¢cnom misjem modelu
fAB-a APP/PS1 smanjuje se sa staros¢u, a pripadajuci histoloski i bihevioralni znakovi AB-a
koreliraju s odredenim stanjima crijevnog mikrobioma (473). Upotreba mjesavine probiotika
imala je pozitivan u¢inak na kognitivnu funkciju i metabolicki status oboljelih od AB-a (474),

dok je u Stakora takav tretman umanjio kognitivni deficit uzrokovan starenjem (475). Promjene
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u mikrobioti takoder se u klinickim ispitivanjima ispituju kao mogu¢éi rani prediktivni simptom
AB-a (476), a modulacija crijevne mikrobiote kao preventivni i terapijski pristup AB-u (477).
Crijevna mikrobiota moze aktivirati vagalni zivac, €iji odredeni signali mogu pokrenuti
protuupalni refleks, te takav imunomodulatorni ufinak vagusa moze imati posljedice na
modulaciju funkcije mozga (478). lako je utjecaj mikrobiote na promjene u STZ-icv modelu
jos uvijek neistrazen, podatak o u¢inku devetotjedne primjene galaktoze u prehrani, u odnosu
na fruktozu i glukozu, na povoljan pomak u sastavu mikrobiote u Stakora i posljedicno
poboljsanje u jetrenoj osjetljivosti na inzulin (479) pruza dodatne dokaze o korisnim u¢incima

peroralno primijenjene galaktoze u odnosu na parenteralnu.

Za razliku od ucinka galaktoze u preliminarnom pokusu gdje je tretman oralnom galaktozom
uspjesno sprije¢io razvoj kognitivnog deficita (263) te uc¢inka u Pokusu 1 gdje je normalizirao
kognitivni deficit u ranom stadiju STZ-icv modela sAB-a (Slika 18), u uznapredovalom stadiju
SAB-a te u transgenicnom mi$jem modelu fAB-a dvomjesecni tretman oralnom galaktozom
nije imao terapijskog znacaja na kognitivni deficit u predsimptomatskom ni u blagom modelu
bolesti (Slika 37; Slika 38; Slika 39; Slika 43; Slika 44; Slika 45). Mozemo pretpostaviti da
blagotvorni u¢inci peroralno primijenjene galaktoze na kognitivni deficit ovise o specifi¢noj
patologiji u podlozi modela koja je prisutha u STZ-icv modelu sAB-a, ali izostaje u

transgeni¢nom modelu fAB-a (480,481), te o stadiju i ja¢ini simptomatologije AB-a.

Usprkos izostanku ucinka peroralno primijenjene galaktoze na kognitivni deficit u Pokusu 2,
ona je ipak pokazala odredene blagotvorne ucinke, poput poboljsanja metabolizma glukoze u
mozgu (Slika 25) i ublazavanja STZ-icv inducirane astrocitoze (Slika 29) jednako kao i u
Pokusu 1, te povecanja ekspresije IDE (Slika 27k) uz posljedicno smanjenje STZ-icv
induciranih povisenih razina Ap (Tablica 6). Kognitivni deficit i neurokemijske promjene u
Stakorskom modelu STZ-icv pokazuju akutne, djelomi¢no reverzibilne promjene u ranom post-
STZ periodu (oko 1 mjesec) koje se vrate u normalne razine u periodu od 1 do 3 mjeseca, a
zatim nakon kriticne to¢ke od 3 mjeseca poslije tretmana STZ-icv dolazi do progresivnog i
ireverzibilnog pogorSanja kognitivnog deficita uz pojavu patoloSkog nakupljanja tau/Ap u
daljnjem razvoju bolesti (134). Stoga, moZemo pretpostaviti da su ostale promjene u Pokusu 2,
gdje je tretman peroralnom galaktozom zapocet 4 mjeseca nakon STZ-icv primjene,
ireverzibilne, $to je sprijeCilo ispoljavanje terapijskog ucinka oralne galaktoze videnog u
Pokusu 1.
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6.2. Ucinak peroralno primijenjene galaktoze u miSjem modelu

familijarnog oblika bolesti

Rezultati kognitivnog ispitivanja u Pokusu 4, gdje su miSevi zapoceli tretman oralnom
galaktozom u dobi od 12 mjeseci, pokazali su da peroralna primjena galaktoze moze imati i
Stetne ucinke na kognitivnu funkciju kontrolnih zivotinja (Slika 44), koji nisu videni u zdravih,
kontrolnih Stakora u dobi do 9 mjeseci u Pokusu 2 (Slika 21). U¢inci oralne galaktoze vjerojatno
postaju Stetni u fizioloSkim uvjetima gdje nema patoloskog stanja koje bi zahtijevalo dodatne
galaktozom-inducirane prihode energije ili oralna galaktoze pogor$ava patologiju povezanu sa

starenjem u starijih Zivotinja.

Utjecaj GLP-1 u transgeni¢nim modelima fAB-a tek se odnedavno poceo viSe istrazivati.
Ekspresija mRNA i proteina GLP-1R u hipokampusu sedmomjese¢nih 5xFAD miseva bila je
poviSena u odnosu na kontrolne miSeve, kao i u hipokampusu 12 mjeseci starih 3xTg-AD
miseva (482), dok je u PET istrazivanju unosa radioaktivno obiljezenog analoga GLP-1 u 12-
mjesecnih 3xTg-AD miseva unos analoga bio sniZzen u odnosu na kontrolne miseve (483). GLP-
1R i GLP-1 nadeni su povisenima u uzorcima mozga covjeka s histopatoloski potvrdenim AB-
om u usporedbi sa zdravim kontrolama jednake dobi, a u istoj je studiji potvrdena i snizena
ekspresija GLP-1 i GLP-1R u 3xTg-AD miSeva u dobi od 12 mjeseci (331). U APP/PS1
transgeni¢nih miSeva u dobi od 6 mjeseci ekspresija GLP-1 u crijevima takoder je bila sniZena,
kao i ekspresija GLP-1R u mozgu (484) dok je u istih miSeva u dobi od 15 do 18 mjeseci
ekspresija GLP-1R u mozgu bila nepromijenjena u odnosu na kontrole iste dobi (485). U
transgeni¢énom modelu fAB-a Tg2576 do sada nisu mjereni parametri GLP-1 i GLP-1R. U
Pokusima 3 i 4 razine aktivnog i ukupnog GLP-1 u plazmi bile su podjednake u svim skupinama
miseva (Tablica 7; Tablica 8). Hipokampalni GLP-1R u Pokusu 3 nije se znacajnije razlikovao
medu ispitivanim skupinama (Slika 54a, Slika 41), dok je u hipotalamusu tretman oralnom
galaktozom utjecao na povecanje ekspresije receptora u transgeni¢nih zivotinja (Slika 58). U
Pokusu 4 je peroralna primjena galaktoze utjecala na povecanje ekspresije receptora u
hipokampusu kontrolnih i transgeni¢nih miseva (Slika 55a). 1z ovih se rezultata moze
pretpostaviti da je usprkos djelovanju na povecanje razine GLP-1R u mozgu, nedostatak
blagotvornog djelovanja galaktoze na razine GLP-1 u plazmi razlogom njezine nedjelotvornosti
na kognitivni deficit u modelu fAB-a. Ovakvo objasnjenje podupiru i literaturni podaci iz
studija u kojima je pokazan blagotvorni uc¢inak analoga GLP-1 na kognitivni deficit i druge

znacajke AB-a u razliCitim transgeni¢nim modelima (301,486-492). Medutim, dugotrajna
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terapija liraglutidom nije imala ucinka na depozite amiloida u mozgu u dva razlicita
transgeni¢na modela APP/PS1 koji su predstavljali amiloidozu niskog i visokog stupnja, $to
moze ukazivati na diferencijalnu osjetljivost razli¢itih transgeni¢nih modela (493). Dugotrajna
terapija eksenatidom, takoder agonistom GLP-1, uzrokovala je poboljsanje i kratkoro¢nog i
dugoro¢nog paméenja u PS-K1 modelu, ali ne i u 3xTg-AD modelu, §to je najvjerojatnije bila
posljedica povecanja anaerobne glikolize u mozgu, na Sto eksenatid nije pokazao ucinak u
3xTg-AD modelu (494); iz Cega je vidljiv znadaj odabira pojedinog modela i specifi¢nog gena
na ucinke posredovane GLP-1. Kombinacija klasi¢nog transgeni¢nog modela i induciranog
modela koji ispoljava poremecaj u inzulinskoj rezistenciji bio bi kompletniji model AB-a
(133,495) u kojem bi bilo zanimljivo istraziti utjecaj oralne galaktoze na kognitivni deficit i

GLP-1.

Rezultati FDG-PET analize u Pokusu 3 pokazuju da Tg2576 misevi u dobi od 9 mjeseci
razvijaju hipermetabolizam glukoze u mozgu (Slika 50), s$to je u skladu s literaturnim podacima
o sliénim FDG-PET nalazima predsimptomatskih Tg2576 miSeva, gdje je predlozeno da je
hipermetabolizam odraz kompenzatornog mehanizma neurona (496). Usto, u bolesnika s
blagim kognitivnim deficitom ili blagim oblikom demencije naden je poviSen metabolizam
glukoze u hipokampusu koji je bio u negativnoj korelaciji s izvrSenjem zadataka u vise
kognitivnih subdomena (497). Luo i suradnici (496) pokazali su da hipermetabolizam glukoze
U mozgu opada starenjem u modelu Tg2576, $to je pokazano 1 u rezultatima Pokusa 4, gdje su
redukcije u metabolizmu glukoze na razini cijelog mozga iznosile -15% u transgeni¢nih miseva
u dobi od 12 mjeseci, a u istrazivanju drugih i do -20% na razini cijelog mozga miseva Tg2576
u dobi >18 mjeseci (498). Obzirom da je peroralno primijenjena galaktoza utjecala na
normalizaciju metabolizma glukoze u mozgu u Pokusima 2 (Slika 25), 3 (Slika 50) i 4 (Slika
51), ali za razliku od Pokusa 1 nije dovela do poboljsanja kognitivnog deficita, moZzemo
zakljuciti da normalizacija metabolizma glukoze u mozgu doprinosi, ali nije isklju¢ivo
odgovorna za u¢inak na kognitivnu funkciju u modelima AB-a. Medutim, prema literaturnim
podacima, analog GLP-1 liraglutid normalizirao je metabolizam glukoze u mozgu 12-
mjesecnih APP/PS1 transgeni¢nih misSeva Sto je pratilo i poboljsanje kognitivne funkcije (302).
Stoga, ostaje za razjasniti koja je to¢na kombinacija razliCitih ¢imbenika odgovorna za

blagotvoran uc¢inak galaktoze na kognitivnu funkciju.

U cilju dodatne karakterizacije transgenicnog modela Tg2576 1 njegova metabolickog
profiliranja, u Pokusima 3 i 4 je provedeno i ispitivanje intraperitonealne tolerancije glukoze.

Dobiveni rezultati sniZzene razine inzulina u plazmi transgeni¢nih miSeva u predsimptomatskom
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stadiju fAB-a (Tablica 7) potvrdili su kljuénu ulogu sistemskih metabolickih promjena koje
nastupaju prije pojave kognitivnog deficita, Sto upucuje na metaboli¢ku pozadinu za progresiju
kasnijeg kognitivnog deficita. PogorSana tolerancija glukoze u transgeni¢nih miSeva bila je
vidljiva u transgeni¢nih miSeva u dobi od 12 mjeseci s razvijenom kognitivnom disfunkcijom
(Slika 53), a tretman oralnom galaktozom dodatno je pogorsao toleranciju glukoze u toj skupini.
Razine inzulina u plazmi miseva u Pokusu 4 bile su u manjoj mjeri snizene u odnosu na Pokus
3 i nisu se znacajno razlikovale od kontrolnih miseva, $to moze biti u skladu s literaturnim
podacima o hiperinzulinemiji u miSeva starijih od 13 mjeseci (217). Terapija oralnom
galaktozom je u Pokusu 3 utjecala na poviSenje i normalizaciju razina inzulina (Tablica 7), dok
je u Pokusu 4 taj u¢inak izostao te je peroralna primjena galaktoze dodatno snizila plazmatske
razine inzulina u transgeni¢nih Zzivotinja (Tablica 8). Ovi rezultati potvrduju razlike u
metaboli¢koj pozadini transgeni¢nog modela fAB-a i ne-transgenicnog modela sAB-a
dobivenog primjenom STZ-icv, budu¢i da u Pokusima 1 i 2 peroralna primjena galaktoze nije
dovela do promjena u razini inzulina u plazmi (Tablica 5; Tablica 6). Medutim, nuzno je uzeti
u obzir i mogucée razlike izmedu koristenih vrsta glodavaca (Stakor vs. miS) koje mogu biti

razlogom razli¢itog metabolickog odgovora u ovim pokusima.

U Pokusu 4 je peroralna primjena galaktoze utjecala na smanjenje ekspresije IR-a i povisenje
aktivnosti GSK3p u hipokampusu (Slika 55) sto moze imati Stetne ucinke nizvodno signalne
kaskade inzulinskog receptora i pridonijeti kognitivnom deficitu u patologiji fAB-a. Znacajno
galaktozom inducirano smanjenje aktivnosti GSK3p u Pokusu 3 moze upucivati na potencijalno
blagotvorni u¢inak peroralno primijenjene galaktoze na predsimptomatsku fazu patologije fAB-

a.

Periferni metabolizam glukoze i inzulina povezan je sa sustavom APP-a te je povecana
ekspresija Ap u pozitivnoj korelaciji s inzulinskom rezistencijom (499,500). Rezultati Pokusa
3 pokazuju da se metabolicka disfunkcija moze povezati s ekspresijom AP buduci su razine
topivog Al1B-42 bile povisene u transgeni¢nih miSeva u dobi od 7 mjeseci (Tablica 7). U toj
dobi model Tg2576 jo§ ne razvija amiloidne plakove u mozgu (208), dok se starenjem i
poveéanjem koli¢ine amiloidnih plakova smanjuje topiva frakcija amiloida, §to je pokazano i u
rezultatima Pokusa 4, gdje se razine topivog AP1-42 nisu razlikovale u transgeni¢nih i
kontrolnih miseva (Tablica 8). Tretman oralnom galaktozom je u transgeni¢nih miSeva u dobi
od 12 mjeseci u Pokusu 4 doveo do povecanja razine topivog AB1-42 u hipokampusu te do
pojacane astrocitoze (Slika 57), $to moze biti i jedan od razloga neuspjeha terapije oralnom

galaktozom u poboljsanju kognitivnog deficita, buduci je intraperitonealna primjena galaktoze
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takoder dovela do povecanja razine AP i ekspresije GFAP u galaktozom-induciranim modelima
starenja (391,501). U Pokusima 3 i 4 nisu nadene ni promjene u ekspresiji enzima Koji
razgraduje inzulin (IDE; Slika 54k, Slika 55k), ¢ija se ekspresija znacajno povecava u korelaciji

s amiloidnim depozitima tek u dobi od 16 mjeseci u modelu Tg2576 (502).

Dok u Pokusima 1 i 2 peroralna primjena galaktoze nije utjecala na omjer fosforiliranog i
ukupnog proteina tau u hipokampusu Stakora, videna je povecana ekspresija fosforiliranog
proteina tau AT8 in situ u hipokampusu STZ-icv tretiranih Stakora iz Pokusa 1 (Slika 33) te u
svim ispitivanim regijama mozga STZ-icv tretiranih Stakora u Pokusu 2 (Slika 34). U Pokusima
3 1 4 videno je pogorSanje omjera nakon tretmana oralnom galaktozom (znacajna razlika u
Pokusu 3, tendencija povecanja u Pokusu 4; Slika 54; Slika 55) u transgeni¢nim zivotinjama
nakon peroralne primjene galaktoze, dok je ekspresija AT8 promatrana imunohistokemijski bila
povecana u kontrolnih i smanjena u transgenic¢nih zivotinja u Pokusu 3 (Slika 60), a povecana
u transgeni¢nih miseva iz Pokusa 4 (Slika 61). Sumarno bi se iz navedenih rezultata dalo
zakljuciti da tretman oralnom galaktozom djeluje nepovoljno na hiperfosforilaciju proteina tau.
Jedan od razloga mogao bi biti povecana sklonost hiperfosforilaciji aberantno glikoziliranog
oblika tog proteina; naime, literaturni podaci pokazuju da glikoziliranje proteina tau,
glikanskim nastavcima u kojima je najzastupljeniji monosaharid galaktoza, omoguéava i
pospjeSuje patolosku hiperfosforilaciju proteina tau u AB-u (503). Uz to, periferna
hiperinzulinemija kakva je videna u TG+GAL miSeva u Pokusu 3, a kod kojih je i najznacajnija
razlika u porastu omjera fosforiliranog i ukupnog proteina tau, takoder propagira fosforilaciju

tau in vivo prema literaturnim podacima (504).

Kako bi se bihevioralno poblize opisao model Tg2576, u Pokusima 3 i 4 provedeni su dodatni
testovi ponasanja. Za razliku od STZ-icv tretiranih zivotinja iz Pokusa 1 i 2, ve¢ u MWM testu
plivanja u labirintu transgeni¢ni su misevi u predsimptomatskoj fazi fAB-a pokazali poremecaj
u aktivnosti u bazenu, s tendencijom manje ukupno prijedene udaljenosti i manje brzine plivanja
U odnosu na divlji tip miSeva iste dobi (Slika 40). U starijih miSeva u dobi od 12 mjeseci u
Pokusu 4 zabiljezeno je isto ponaSanje transgeni¢nih Zivotinja uz dodatno pogorSanje
kontrolnih Zivotinja na terapiji oralnom galaktozom (Slika 46). Zanimljivo je da je u miSeva u
dobi u 9 mjeseci koji su bili podvrgnuti testu prisilnog plivanja (engl. forced swim test)
zabiljezena povecana lokomotorna aktivnost transgeni¢nih miseva u vodi (505). U istoj je
studiji zabiljezena i povecana lokomotorna aktivnost Tg2576 miseva u OF testu otvorenog polja
mjerena povecanjem ukupno prijedene udaljenosti. Rezultati OF-a u Pokusima 3 i 4 ovog

istraZivanja nisu pokazali povec¢anu lokomotornu aktivnost mjerenu vremenom provedenog u
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srediStu uredaja, brzinom kretanja i ukupno prijedenom udaljenosti miseva, ali je izmjerena
razlika u frekvenciji ¢iS¢enja i timarenja (engl. grooming) transgenic¢nih Zivotinja, koja je bila
smanjena u odnosu na kontrolne, i to u Pokusu 3 u vecoj mjeri i statisticki znacajno kod
galaktozom netretiranih (Slika 41), a u Pokusu 4 u ve¢oj mjeri i statisticki znacajno kod
galaktozom tretiranih Zivotinja (Slika 47). Grooming je jedan od pokazatelja anksioznosti u
zivotinja, obzirom da Zivotinje koje su u stresu i anksiozne zivotinje reagiraju pojacanim
grooming ponasanjem (411). Uz to, smanjeni interes za ¢iS¢enje i timarenje u miseva jedan je
od pokazatelja depresivnih simptoma u glodavaca, koji kao i u bolesnika oboljelih od AB-a,
gube interes za samoodrzanje i svakodnevne dnevne aktivnosti (506). Slican je pokazatelj i
poremecaj svijanja gnijezda u nesting testu, koji sluzi kao pokazatelj pogorSanja moguénosti
obavljanja svakodnevnih aktivnosti. Rezultati Pokusa 3 i 4 upucéuju na opcenito losiju izvedbu
1 vecu heterogenost ocjena svijenih gnijezda u transgeni¢nih miseva, dodatno pogorSano
peroralnom primjenom galaktoze u Pokusu 4 (Slika 42; Slika 48). Disfunkcija normalnog
ponasanja svijanja gnijezda zabiljezena je ve¢u Tg2576 miseva, i to kao progresivno pogorsanje
s dobi (mjereno do dobi od 20 mjeseci) i neovisno o drugim atmosferskim utjecajima poput
temperature (507). Osim smanjenih razina frekvencije timarenja, jo§ jedan pokazatelj anti-
anksioznog ponasanja u miSeva jest povecanje frekvencije ulazaka u otvorene krakove EPM
testa uzdignutog kriznog labirinta, te povecanje vremena provedenog u istima, kakvo je
izmjereno u Pokusu 4 (Slika 49). Ovi su rezultati u skladu s literaturnim podacima o
dezinhibiranom ponasanju Tg2576 miseva izmjerenom u EPM testu (505,508,509). Uloga
kolinergi¢nog sustava u kontroli inhibicija nalaze da poremec¢aj normalne kolinergi¢ne funkcije,
uz pojacanu produkciju amiloida, moze biti odgovoran za takav obrazac ponaSanja u Tg2576
miseva (510). Ovakvo ponasanje mozemo i usporediti s bolesnicima oboljelih od AB-a kod

kojih se javlja drustveno neprihvatljivo ponasanje (511).

6.3. Usporedba patofiziologije i u¢inaka kroni¢ne peroralne primjene

galaktoze u Stakorskom modelu sAB-a i miSjem modelu fAB-a

Tablica 9 predstavlja zbirni prikaz statisticki znacajnih razlika izmjerenih parametara u sva
Cetiri pokusa, odnosno u ranom i uznapredovalom stadiju STZ-icv induciranog modela sAB-a
u Stakora, te u predsimptomatskom i blagom stadiju transgeni¢nog misjeg modela fAB-a, kao i

utjecaj dvomjesecne peroralne primjene galaktoze.
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Tablica 9 Usporedba izmjerenih parametara u dva stadija Stakorskog modela sporadiénog oblika i
misjeg modela familijarnog oblika Alzheimerove bolesti te utjecaj peroralne galaktoze na mjerene

arametre.
Stakorski STZ-icv model SAB-a Transgenicni Tg2576 misji model
fAB-a
POREMECAJ N~ Uznapredovali _ Pred- N
Rani stadij - simptomatski Blagi stadij
stadij .
stadij
sAB | + GAL sAB | + GAL fAB | + GAL fAB | + GAL
MOZAK
metabolizma 0
glukoze !
inzulinskog i _
sustava*
hiperfosforilacije + -
proteina tau
nakupljanja i _
amiloida
GLP-1 sustava - 0
astrocitoze + 0
PLAZMA
metabolizma i _ 3 _ i - . -
glukoze - - - -
metabolizma i _ ) _ . - . -
galaktoze - B - -
razine inzulina - = - = + 0 - =
GLP-1 sustava + 0 - = - = - =
BIHEVIORALNO ISPITIVANJE
kognitivni _ _
deficit * 0 - ' -
Legenda oznaka: ,,+* prisutnost poremecaja, ,,-“ odsutnost poremecaja, ,,0* normalizacija, odnosno
amplifikacija inducirana kronicnom peroralnom primjenom galaktoze; ,, X" pogorsanje inducirano
kronicnom peroralnom primjenom galaktoze, ,,=* nema promjene nakon kronicne peroralne primjene

galaktoze, ,, 1" hipermetabolizam, ,,]* hipometabolizam., ,,/* nije mjereno. *ekspresija inzulinskog
receptora (IR), enzima koji razgraduje inzulin (IDE) i aktivnost glikogen sintaza kinaze 3. STZ-icv —
intracerebroventrikularno primijenjeni streptozotocin; SAB — sporadicna Alzheimerova bolest; fAB —
familijarna Alzheimerova bolest; +GAL — kronicna peroralna primjena galaktoze; GLP-1 — glukagonu
slicni peptid 1.

U konac¢nici, iz prikazane zbirne tablice vidljivo je da se u ranom sAB-U manifestirao poremecaj
u 5 sustava; metabolizmu glukoze u mozgu, hiperfosforilaciji proteina tau, aktivaciji astrocita,
sistemskom GLP-1 te kognitivnoj funkciji, koje je tretman oralnom galaktozom uspje$no
normalizirao, te nije uzrokovao pogorsanja u nijednom od mjerenih parametara. Sli¢no je u
modelu uznapredovalog sAB-a razvijen poremecaj u 5 sustava; metabolizmu glukoze u mozgu,

hiperfosforilaciji proteina tau, aktivaciji astrocita, nakupljanju amiloida B te kognitivnoj
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funkciji, kod kojih je galaktoza utjecala povoljno na hipometabolizam glukoze u mozgu,
astrocitozu i poveéanje A, nije imala utjecaja na kognitivni deficit, a nepovoljno je utjecala na
hiperfosforilaciju proteina tau. Usto, iako nije videna razlika izmedu kontrolnih i STZ-icv
zivotinja, tretman galaktozom je u STZ-icv §takora doveo do povecanja razina inzulina u plazmi
i smanjenja ekspresije GLP-1R u mozgu. U predsimptomatskom modelu fAB-a zabiljeZeni su
poremecaji u 3 sustava; metabolizmu glukoze u mozgu, nakupljanju AP i sistemskoj razini
inzulina, kod kojih je oralna galaktoza imala blagotvoran ucinak, dok je u transgeni¢nih
zivotinja, iako se one nisu razlikovale od kontrola, izazvala pogorSanje hiperfosforilacije
proteina tau, a dovela je i do povecanja ekspresije receptora za GLP-1 i proteina inzulinske
kaskade u mozgu. U kasnijem stadiju fAB-a transgeni¢ni mis$evi su pokazali poremecaj u 3
sustava; metabolizmu glukoze u mozgu, inzulinskom sustavu u mozgu i kognitivnoj funkciji, a
peroralna primjena galaktoze djelovala je povoljno samo na korekciju hipometabolizma
glukoze u mozgu, te je dovela do povecanja ekspresije GLP-1R. S druge strane, oralna
galaktoza dovela je u ovom modelu do pogorsanja ekspresije proteina u inzulinskoj signalizaciji
U mozgu, pogorsanja astrocitoze u mozgu te pojacane hiperfosforilacije proteina tau i
nakupljanja amiloida beta. Obzirom da je iz navedenog vidljivo da kroni¢na primjena oralne
galaktoze normalizira poremecaj metabolizma glukoze u mozgu u oba stadija obaju
eksperimentalnih modela AB-a, a uspjesno korigira kognitivni deficit samo u modelu ranog
SAB-a, evidentno je da ponovna uspostava normalnog metabolizma glukoze u mozgu nije

dovoljna za uc¢inak na kognitivnu funkciju.

Osim ve¢ navedenih ¢imbenika koji su mogli imati u¢inak na rezultate, vazno je naglasiti da se
pri razmatranju moguceg uzroka razli¢itog odgovora na peroralno primijenjenu galaktozu u dva
ispitivana modela treba uzeti u obzir i razlika u starosti ispitivanih Zivotinja te razlika u
zivotinjskoj vrsti u kojoj je generiran pojedini model. Naime, Stakor se moze smatrati bojim
odabirom glodavca za modeliranje AB-a i ispitivanje novih terapijskih mogucnosti. Osim §to u
manjoj mjeri pokazuju smetnje ponasanja, poput agresivnosti, anksioznosti i slabije drustvene
interakcije, zbog cega su bolji kandidati za kognitivna ispitivanja testovima ponasanja i
pamcenja poput MWM-a, Stakor pokazuje sli¢niju tau patologiju covjekovoj (512) te pokazuje
vecu otpornost amiloidnoj patologiji od misa, odnosno, degeneracija se odvija u Stakora sporije
nego u miseva (513,514). Stakori i mi$evi mogu pokazati suprotne odgovore u istrazivanjima
kognitivne funkcije, impulzivnosti te socijalne interakcije, a mogu i manifestirati razlicit opseg
neurodegeneracije (515). Stakor i mi$ razli¢ito reagiraju na sistemsku primjenu STZ-a;

pokazana je intenzivnija toksi¢nost u Stakora nego u misa (516), upalni odgovor je u misa slabiji
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i protrahiran (517), a znacajne su razlike i u oksidativnom stresu, obzirom da mis$ji mozak stvara
50% vise ROS-a od stakorskog (518). S druge strane mozak Stakora pokazao je manju
osjetljivost na toksi¢nost STZ-icv od misjeg mozga te bolje oponasanje promjene signalnog
puta IR-a u ljudi sa sSAB-om (519). Na posljetku, i metaboli¢ki sustavi u miseva i Stakora se
razlikuju; razlicit je odgovor sekrecije inzulina na glukozu (520), metabolizam lipida (521), a
uocene su i razlike u sastavu crijevne mikrobiote (522). lako se moguéi utjecaj navedenih
razlika izmedu misa i Stakora ne moze iskljuciti kao moderator metabolickog i kognitivnog
odgovora na tretman oralnom galaktozom, on dodatno potvrduje znacaj odabira modela u

interpretaciji rezultata pri ispitivanju novih terapijskih strategija u lije¢enju AB-a.
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7. ZAKLJUCAK

e Kroni¢na, dvomjese¢na peroralna primjena galaktoze u dozi od 200 mg/kg/dan ima
blagotvoran ucinak na Kkognitivni deficit uzrokovan STZ-icv primjenom u
Stakorskom modelu ranog sAB-a.

o Mehanizmi koji posreduju takvo djelovanje ukljucuju izravan uéinak galaktoze

na metabolizam glukoze u mozgu te neizravne ucinke posredovane inkretinskim

hormonom GLP-1.

o Peroralna primjena galaktoze uzrokovala je korekciju hipometabolizma glukoze

uzrokovanog srediSnjom primjenom streptozotocina i povecanje gustoce

prijenosnika za glukozu GLUT3 u hipokampusu streptozotocinom tretiranih

Stakora, dok su razine prijenosnika GLUT4 bile snizene pod utjecajem peroralne

primjene galaktoze, vjerojatno kao posljedica kompenzatornog odgovora mozga
na promjenu izvora energije.
o U STZ-icv tretiranih zivotinja plazmatske razine aktivnog oblika GLP-1 bile su

snizene, a dvomjesecni tretman oralnom galaktozom uspjesno je povratio razine

aktivnog GLP-1 na razine kontrolnih zivotinja te je utjecao na povecanje

ekspresije receptora za GLP-1 u hipokampusu i hipotalamusu STZ-icv tretiranih

Stakora.

o Peroralno primijenjena galaktoza u modelu ranog sAB-a utjecala je i na

smanjenje streptozotocinom inducirane astrocitoze, te je u STZ-icv Zivotinja

uzrokovala smanjenje plazmatskih razina glukoze, a poveéanje razine glukoze u

likvoru. Oralna galaktoza nije pokazala utjecaj na ostale ispitivane proteine od
interesa poput topivog A, IDE-a, IR-a, omjera fosforiliranog i ukupnog GSK3p
ili omjera fosforiliranog 1 ukupnog proteina tau u hipokampusu STZ-icv
tretiranih Zivotinja.
e Dvomjese€na peroralna primjena galaktoze nije imala ucinka na kognitivni deficit u
uznapredovalom modelu sAB-a induciranom STZ-icv primjenom.
o Usprkos izostanku u¢inka na kognitivnu funkciju, peroralna primjena galaktoze
pokazala je tendenciju uzrokovanja odredenih povoljnih u¢inaka u STZ-icv

tretiranih Zzivotinja, poput normalizacije hipometabolizma glukoze u mozgu

izazvanog primjenom streptozotocina, povecanja ekspresije IDE-a, sSmanjenja

razina topivog AB povisenog u STZ-icv zivotinja u uznapredovalom stadiju
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sAB-a, te smanjenja streptozotocinom uzrokovane astrocitoze. U ovom modelu

uznapredovalog sAB-a tretman peroralnom galaktozom zapocet je 4 mjeseca
nakon STZ-icv primjene, kada je o€ito glavnina streptozotocinom induciranih

promjena ireverzibilna, zbog ¢ega je izostao terapijski uc¢inak oralne galaktoze.

U predsimptomatskom i blagom modelu fAB-a galaktoza takoder nije ispoljila

blagotvorni u¢inak na kognitivnu funkciju u Tg2576 miseva koji imaju prekomjernu

ekspresiju humanog APP-a.

(@]

Usprkos uspjesnoj normalizaciji metabolizma glukoze u mozgu, primjena oralne

galaktoze dovela je do pogorSanja kognitivne funkcije u zdravih miSeva U

blagom modelu fAB-a, upuéuju¢i na potencijalnu Stetnost peroralno
primijenjene galaktoze u fizioloSkim uvjetima gdje nema patoloSkog stanja, te

je uzrokovala pogor$anje viSe mjerenih parametara u transgeni¢nih miseva,

narocito u blagom modelu bolesti.

Oralna galaktoza nije utjecala na plazmatske razine aktivhog GLP-1, §to je

moguci razlog za izostanak njena blagotvornog ucinka, iako je u oba modela

izmjerena povecana ekspresija GLP-1R u mozgu.

Peroralna primjena galaktoze poveéala je snizene razine inzulina u transgeni¢nih

miSeva u dobi od 7 mjeseci i smanjila aktivnost GSK3B, Sto zajedno s

normalizacijom hipermetabolizma glukoze u mozgu upucuje na potencijalno

blagotvoran udinak u predsimptomatskoj fazi fAB-a.

U miSeva u dobi od 12 mjeseci peroralna primjena galaktoze pogorsala je veé

naruSenu toleranciju glukoze, povelala razine topivog AP, pogorsala

astrocitozu, uzrokovala pojadanu fosforilaciju proteina tau, smanjila ekspresiju

IR-a i povecala aktivnost GSK3f, Sto ukazuje na moguci Stetni utjecaj na

signalnu kaskadu IR-a i posljedi¢no pogorsanje kognitivnog deficita.

Transgeni¢ni miSevi Tg2576 pokazuju anti-anksiozno, dezinhibirano ponaSanje

na koje tretman galaktozom nije imao utjecaja ili ga je dodatno pogorsalo.

Navedeni rezultati ukazuju na vazne razlike u metaboli¢koj pozadini transgeni¢nog

modela fAB-a i ne-transgeni¢nog modela sAB-a dobivenog primjenom STZ-icv te

posljedi¢no, na vaznost tih razlika prilikom ispitivanja pojedinih terapijskih rjeSenja u

AB-u.
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8. KRATKI SADRZAJ

Alzheimerova bolest (AB) je neurodegenerativna bolest povezana s inzulinskom rezistencijom
i hipometabolizmom glukoze u mozgu. Za razliku od $tetnog ucinka parenteralne, peroralno
primijenjena galaktoza, uspjesno sprjecava nastanak kognitivnog deficita u modelu
sporadi¢nog AB-a (SAB) dobivenog intracerebroventrikularnom primjenom streptozotocina
(STZ-icv). Temeljem tih rezultata, u ovom istrazivanju ispitan je utjecaj oralne galaktoze u
dvije faze dvaju eksperimentalnin modela AB-a; ranoj i uznapredovaloj fazi STZ-icv-
induciranog Stakorskog modela SAB-a te predsimptomatskom i blagom stadiju Tg2576 misjeg
modela familijarnog AB-a (fAB). Rezultati istrazivanja pokazali su da dvomjese¢na primjena
oralne galaktoze uspje$no normalizira kognitivni deficit u ranom stadiju sAB-a, posredovano
poboljsanjem metabolizma glukoze u mozgu i stimulacijom ué¢inaka posredovanih glukagonu
slicnim peptidom 1 (GLP-1). Usprkos normalizaciji metabolizma glukoze u mozgu i pojedinih
drugih mjerenih parametara, oralna galaktoza nije imala blagotvoran ucinak na kogniciju i
homeostazu sistemskog GLP-1 u modelu uznapredovalog sAB-a, kao ni u predsimptomatskom
i blagom fAB-u. Dobiveni rezultati daju nove smjernice potencijalnom terapijskom uéinku
oralne galaktoze upucéujuci da bi on mogao biti ograni¢en na sporadi¢ni oblik AB-a (hasuprot
neucinkovitosti u fAB-u) i to samo u njegovom ranom stadiju (nasuprot uznapredovalom stadiju
s ireverzibilnim promjenama). Ove spoznaje takoder govore u prilog postojanja metabolickih
razlika u patofiziologiji eksperimentalnog sAB i fAB te potvrduju znafaj odabira modela i
stadija AB-a u interpretaciji rezultata neklinickih ispitivanja novih terapijskih strategija u

lije¢enju AB-a.
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9. SUMMARY

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder associated with brain insulin
resistance and glucose hypometabolism. Unlike its deleterious parenteral effect, chronic oral
administration of galactose prevents cognitive impairment in a streptozotocin-induced model
(STZ-icv) of sporadic AD (sAD). Based on this result, the present research investigated the
effect of chronic oral galactose administration in two stages of two experimental models of AD;
early and moderate STZ-icv-induced SAD in rats, and presymptomatic and mild familial AD
(FAD) in Tg2576-transgenic mice. The research results showed that 2-month oral galactose
treatment normalised previously developed cognitive deficits in early-stage sSAD, associated
with galactose-induced improvements in brain glucose metabolism and stimulation of
glucagon-like peptide-1 (GLP-1)-mediated effects. Despite normalising brain glucose
metabolism and other parameters in moderate SAD, presymptomatic and mild fAD, oral
galactose did not improve cognition or systemic GLP-1 homeostasis. These results provide new
insights into the therapeutic potential of oral galactose and indicate that the observed effect
might be confined to SAD (compared to its ineffectiveness in fAD), and only in its early stage
(in contrast to moderate SAD irreversible changes). These findings advocate the importance of
metabolic differences in SAD/fAD pathophysiology and confirm the significance of the choice
of the model and stage of AD when interpreting results from preclinical studies of new

therapeutic strategies in AD.

Therapeutic potential of orally administered galactose on cognitive and metabolic changes

in two experimental models of Alzheimer's disease
Ana Babi¢ Perho¢

2021
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