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1.1 Kroniéni stres — povijest i op¢i koncept

Odrzanje homeostaze Cesto je pod izazovom razliCitih vrsta stresora. Slozeni procesi osi
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis —
HPA) reguliraju homeostazu (1, 2). Pojam stres, 1936. godine opisao je madarsko-
kanadski znanstvenik Hans Selye u Casopisu Nature kao ..."nespecifiCan odgovor tijela
na zahtjev za velikim promjenama”. Primijetio je razliku izmedu kratkotrajnog (akutnog)
stresa i dugotrajnog (kroni¢nog) te je kroni¢ni stres nazvao opcéim sindromom prilagodbe
(engl. general adaptation syndrome). Sindrom je prema Selyeu podijeljen u tri stupnja:
alarmirajuca reakcija, razdoblje otpora te razdoblje iscrpljenja (3-5). Akutni stres izaziva
kratkotrajnu reakciju koja se u musSkaraca moze opisati kao “borba ili bijeg” (engl. fight or
flight), a u Zena “brige za potomstvo i povezivanje” (engl. tend and befriend). Kronicni
stres uzrokuje dugoroCne promjene koje mogu izazvati razliCita patoloSka stanja (6-8).
Osim prema trajnosti, stres se moze karakterizirati kao fizi¢ki ili psiholoski, a smatra se
kako je upravo psiholoski stres snazni aktivator HPA osi dok kombinacija dviju vrsta stresa
mozZe jo$ pojacati taj uc€inak (9). Ukoliko je stres dovoljno snazan i dugotrajan, djelovanje
HPA osi postaje nekontrolirano i dolazi do produzenog povecanja koncentracije
neurohormona te glukokortikoida i mineralokortikoida (5, 10). Prvo se iz hipotalamusa
aktivira ¢Cimbenik otpustanja kortikotropina (CRH) (engl. corticotropin-releasing hormone)
koji utje€e na endokrine stanice hipofize koje imaju receptor za CRH. Nakon signalnog
puta aktiviranog CRH receptorima u krvotok se otpusta adrenokortikotropni hormon
(ACTH) koji aktivira endokrine stanice kore nadbubrezne Zlijezde. ACTH stimulira
otpuStanje mineralokortikoida i glukokortikoida iz nadbubrezne Zlijezde (11).
Glukokortikoidi djeluju putem svojih receptora, a pove¢anjem njihove koncentracije dolazi
do lipolize, proteolize, otpusStanja glukoze u krvotok, potiskivanja imunosnog sustava i
reproduktivnih funkcija u nastojanju za oCuvanjem energije i ponovnom uspostavom
homeostaze. Glukokortikoidi su lipofilni, steroidni hormoni koji pod utjecajem stresa
prolaze i krvno-mozdanu barijeru i veZzu se za glukokortikoidne receptore neurona u
mozgu gdje djeluju na izrazaj raznih gena (12-15). Glukokortikoidi, od kojih je naj¢esci
kortizol (ili kortikosteron u glodavaca), imaju vazan ucinak na metabolizam ugljikohidrata,
proteina i masti — stimuliraju glukoneogenezu i sintezu glikogena u stanju gladovanja.

Osim toga, glukokortikoidi povecéavaju aktivnost jetrene glukoza-6-fosfataze te
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koncentraciju glukoze u krvi, a na periferiji imaju protu-inzulinsko djelovanje §to moze
pogorsati simptome dijabetesa. Takvo se povecanje koncentracije glukoze javlja tijekom
stanja stresa Cime se osigurava dovoljno energije za vitalne organe (14, 15).
Mineralokortikoidi — aldosteron i deoksikortikosteron, takoder pripadaju obitelji lipofilnih
steroidnih hormona, lako prolaze krvno-mozdanu barijeru te podeS$avaju ravnotezu vode
i soli u organizmu i utjeCu na promjenu krvnoga tlaka (16). Glukokortikoidi imaju snazan
utjecaj na mozak — nuzni su za procese neuronskog obnavljanja i smrti te utjeCu na
ponasanje povezano s u¢enjem, pamcéenjem i prilagodbom (17). S obzirom na to da obje
skupine hormona lako prolaze krvno-mozdanu barijeru, u mozgu utje€u na ciljne neurone.
Na neuronskoj razini glukokortikosteroidi podeSavaju odgovor na stres putem dvije vrste
receptora — mineralokortikoidnim (MR) te glukokortikoidnim receptorima (GR). Ti steroidni
receptori pripadaju obitelji jezgrenih receptora potaknutih ligandom. Nakon vezanja za
receptore glukokortikoidi i mineralokortikoidi se prenose u jezgru gdje utjeCu na izrazaj

specificnih gena (18).

1.2 Grada i funkcija glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih receptora

MR su receptori visokog afiniteta za glukokortikoide i u normalnim su uvjetima zauzeti
fizioloSkom koncentracijom glukokortikoida, izmedu 70 i 90% (19). Suprotno tomu, niski
afinitet vezanja glukokortikoida za GR postaje fizioloSki vaZzan tek kada se koncentracija
hormona poveca tijekom cirkadijanog vrhunca ili u odgovoru na stres (19, 20). Stoga se
moze reci kako je u normalnim uvjetima vezanje MR blizu zasi¢enja te da je signalizacija
tim receptorima blizu vrhunca. Povecanje kortizola ili kortikosterona nece povecati
signalizaciju putem MR jer je ona ogranic¢ena dostupnim MR, a ne koncentracijom njihova
liganda. S druge strane, u normalnim uvjetima GR slabo vezu ligande, no povecanje
koncentracije glukokortikoida povecat ¢e signalizaciju posredovanu GR (20). Ukratko,
signalizacija putem MR uvelike je regulirana koliCinom receptora dok je signalizacija
putem GR ovisna o koncentraciji hormona. S obzirom da glukokortikoidi i njihovi receptori
pokazuju snazni utjecaj na sredisnji ziv€ani sustav u daljnjem ce tekstu biti detaljnije
opisani. GR ili receptori NR3CL1 (engl. nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1)

izrazeni su u gotovo svakoj stanici nasega tijela gdje nadziru gene vazne za embrionalni
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razvoj, metabolizam te imunosni odgovor (21). S obzirom da gen za GR moze biti izrazen
u nekoliko razli¢itinh oblika konacni proizvod tog gena moze razli€ito utjecati na pojedine
organe i organske sustave. Vezanje glukokortikoida za svoj receptor (slika 1.2.1) primarni

je mehanizam podeSavanja genske transkripcije.

Stani¢na membrana

i Glukokortikoidni receptor

- Glukokortikof {) = W g%%rulgg
/& & 2
‘ g Sinteza

Jezgra [_'proteina

[
P Citoplazma e
o0

\ — RNA polimeraza
g \\// AN N

Slika 1.2.1 Shematski prikaz glukokortikoidnog receptora i njegova djelovanja unutar stanice
(slika je preuzeta i prilagodena s mrezne  stranice: http://csls-text3.c.u-

tokyo.ac.jp/large_fig/figl5_04.html, 4. studenoga 2018.).

Receptor na koji nije vezan ligand ostat ¢e u citosolu stanice. Vezanjem ligana za receptor
nastaje njihov kompleks. Aktivirani kompleks moze povecati izrazaj protuupalnih proteina
u jezgri ili smanijiti izrazaj proupalnih proteina u citosolu sprjeCavanjem prijenosa drugih
transkripcijskih ¢imbenika iz citosola u jezgru (21, 22). U ljudi su GR kodirani genom
NR3C1 na kromosomu 5. Kao i drugi steroidni receptori i GR je izgraden iz viSe domena
(23) (slika 1.2.2):

1. N-terminalna regulacijska domena
2. Domena za vezanje DNA
4. C-terminalna domena za vezanje liganda

3. Poveznica — domena koja povezuje prethodne dvije

U odsutnosti glukokortikoidnog hormona njegov receptor ostaje u citosolu u kompleksu s
raznim proteinima uklju€ujuci Saperone kao $to je protein toplinskog Soka 90 (engl. heat
shock protein 90 - hsp90), protein toplinskog Soka 70 (engl. heat shock protein 70 - hsp70)
te FKBP52 protein (engl. FK506- binding protein 52) (22). Poja¢ana sinteza tih proteina
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primijecena je tijekom djelovanja toksina, teskih metala, analoga aminokiselina, inhibitora
energetskog metabolizma, virusnih i bakterijskin patogena, oksidativnih oStecenja,
nedostatnog dotoka krvi (engl. ischemia) i drugih oblika stresa (23, 24).

sS4 5211 5

[ I
FGSfﬂr”aCija T8 545 SHII]- 514 SEEI:!II 5236 526T
11 LIl

1 Regulacijska domena DVD | P |Domena za vezanje liganda [r77

Transakiivacija

AF-1 (T7-262)

AF.2 (526.556,753-768)
Jezagrena translokacija

NL1 (479.506)
NL2 (526.777)

Dimerizacija (456.77T)
Vezanje za HSP (568.653)

Slika 1.2.2. Shematski prikaz grade slijeda glukokortikoidnog receptora. N-terminalna regulacijska
domena oznacena je plavom bojom, domena za vezanje DNA oznacena je kraticom DVD,
domena-poveznica oznacena je kraticom P, domena za vezanje liganda oznaCena je zutom
bojom. Na lijevoj su strani oznacene uloge pojedinih podruc€ja receptora. Slika je preuzeta i

prilagodena prema Ortsater, 2012 (23).

Stresni Saperonski proteini u normalnim fizioloSkim uvjetima sudjeluju u procesima
nabiranja i premjestanja novosintetiziranih proteina, njihovoj razgradniji, aktiviranju
regulacijskih proteina, prijenosu signala unutar stanice, organizaciji stani¢nog skeleta te
predoCavanju antigena (24). Glukokortikoidni hormon prolazi kroz stanicnu membranu u
citoplazmu i veze se za svoj receptor Sto ga odvaja od spomenutih proteina. Receptori
djeluju na promotorske sljedove (i time podeSavaju transkripciju) ciljnih gena. Aktivirani
oblik receptora djeluje na dva nacina: transaktivacijom ili transrepresijom. Transaktivacija
ukljuCuje izravni mehanizam dimerizacije receptora, prijenosa u jezgru putem aktivnog
prijenosa te vezanje receptora za DNA slijed koji izaziva odgovor gena (engl. DNA
responsive element) Sto u konacnici aktivira transkripciju gena (slika 1.2.3). BioloSki
odgovor ovisi o vrsti stanice u kojoj se receptor nalazi. U slu€aju transrepresije, GR nije
aktiviran, ali odredeni transkripcijski ¢imbenici kao $to su NF-kB (engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) ili AP-1 (engl. activator protein 1) mogu
aktivirati specificne gene. Aktivirani GR moZze se udruZiti s transkripcijskim ¢imbenicima
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te sprijeCiti njihovo vezanje za ciline gene i zaustaviti izrazaj specificnih gena (24-

26).Transkripcijski Cimbenici povezani s djelovanjem GR imaju Sirok raspon djelovanja na

podeSavanje koncentracije ¢imbenika rasta i proupalnih citokina te u vec¢oj mjeri posreduju

protuupalne ucinke glukokortikoida. Ukupno je izmedu 10 i 20% svih izrazenih gena u

stanici podeseno glukokortikoidima i njihovim receptorima (Slika 3). Neki od tih gena su

PER1 gen — odgovoran za cirkadijani ritam, MCL1, FOXN2, LIF — skupina gena koji

pridonose podloznosti leukemiji, BCL6, TSPYL2, BCL3 — skupina gena koji su odgovorni

za nastanak limfoma, FST — gen odgovoran za razvoj i morfogenezu te mnogi drugi (21,

27-30).

»
2

® transkripcija
® transport
® sinteza makromolekula
signalizacija membranskim receptorima
® stani¢na proliferacija
® odgovor na bioticke stimuluse
m unutarstanicna signalizacija
® stani¢na organizacija
m razgradnja makromolekula
® programirana stani¢na smrt
® razgradnja proteina
m modifikacije proteina
®m metabolizam DNA
= metabolizam karboksilnih kiselina
sinteza proteina
oslobadanje energije oksidacijom organskih spojeva
= metabolizam fosfata
= metabolizam steroidnih hormona
® imunosni odgovor

® metabolizam RNA

Slika 1.2.3. Skupine gena u nadzoru glukokortikoida i njhovih receptora, na grafikonu je oznacen

broj gena koji pripada svakoj funkcionalnoj skupini. Slika je preuzeta i prilagodena prema Sedwick,

2015 (27).



UvoD

1.3 Kroniéni stres i mozak

Hipokampus je posebno bogat receptorima za glukokortikoide. Osim u hipokampusu
najveca je gusto¢a GR u kori mozga, amigdali i hipotalamusu (31, 32) (slika 1.3.1). U
normalnim je uvjetima aktivnost tih receptora potrebna za stani¢ni metabolizam i presudna
je za mnoge aktivnosti srediSnjeg zZiv€anog sustava ukljucujuci u€enje i pamdéenije.

% GR

o

PR -
¥ FKBP52 g.ég i, FKBPS2
R O 4

Slika 1.3.1. Raspodjela glukokortikoidnog receptora (GR) u mozgu mladog miSa (muzjak, starost
— 6 mjeseci), soja C57BL/6N. Imunoreaktivhost sagitalne desne hemisfere mozga (a),
imunoreaktivnost je primjeéena u neuronskim jezgrama podrucja cornu ammonis 1 (b) te
dentatnog girusa (c) hipokampusa. Protein FKB52 koji je usko vezan s glukokortikoidnim
Saperonskim proteinima pokazuje imunoreaktivnost u starijeg misa istog soja (muzjak, starost 26
mjeseci) u prednjem korteksu (d), dorzalnom hipokampusu (e), cornu ammonis (f) te dentatnom

girusu (g). Slika je preuzeta i prilagodena prema Soontornniyomkij, 2010 (33).

Dok MR imaju vaznu ulogu u nadzoru HPA osi, odrzavajuc¢i njenu bazalnu aktivnost, GR
izravno ili neizravno podesavaju gene vazne za razvoj, metabolizam i imunitet (34). Stoga
je od iznimne vaznosti odrzati ravnotezu izrazaja MR i GR za najpovoljnije odrzanje
stani€énog metabolizma i kognitivnih funkcija — u€enja i paméenja. U normalnim uvjetima,
niske ili srednje koncentracije glukokortikoida aktiviraju GR S$to osnazuje pamcenje i
povecava dugorocnu potencijaciju (engl. long term potentiation) (19). No, tijekom stresa,

kada je lu€enje glukokortikoida povecano, aktivacija GR ima suprotan ucinak — pogorsano
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pamcenje (35-37) te smanjenu dugoroCnu potencijaciju (36, 38-40). Pretjerana
signalizacija glukokortikoidima smanjuje dugoro¢nu potencijaciju te ekscitaciju neurona
hipokampusa (41, 42). Stetne utjecaje kroniénog stresa na pamdcenje i udenje
posredovano hipokampusom potvrdile su mnogobrojne studije na ljudima te Zivotinjskim
modelima (43-45). Kroni¢ni stres utje€e na pocletak i stupanj kognitivnog propadanja u
raznim bolestima — Cushingovu sindromu (46), posttraumatskom stresnom poremecaju
(47), hipotiroidizmu (48), epilepsiji (49, 50), Parkinsonovoj bolesti (51, 52), Alzheimerovoj
bolesti (AD) (53, 54) i depresiji (55). FizioloSke posljedice stresa ovise o0 snhazi i trajanju
stresora te nacinu na koji organizam dozivljava i reagira na Stetni stimulus (56). Kako bi
se objasnili mehanizmi kojima povecane koncentracije glukokortikoida utje€u na atrofiju
hipokampusa, osmisSlijena je “neurotoksi¢na hipoteza” koja smatra kako dugotrajna
izlozenost glukokortikoidima smanjuje moguénost pruzanja otpora neurona nastalim
ostecenjima (57, 58). Tu hipotezu podrzava istrazivanje na blizancima — oslikavanje
mozdanih struktura magnetnom rezonancijom pokazuje statisticki znacajno maniji
volumen hipokampusa u blizanaca ratnih veterana koji su bili izloZzeni kroni€énom stresu
nego u njihove braée koja nisu bila izlozena dugotrajnom stresu (58). JoS uvijek nisu
potpuno jasni svi mehanizmi kojima glukokortikoidi ispoljavaju u€inak na mozak, posebice

na kognitivne procese — u€enje i pamcenje.

1.4 Alzheimerova bolest

Alzheimerova je bolest (AD) nepovratna i progesivna neurodegenerativna bolest koju je
prvi opisao bavarski psihijatar i neuropatolog Alois Alzheimer koji je tijekom svoga rada
opisao neuropatolosSku povijest dviju pacijenata (59, 60). U tim je ¢lancima Alzheimer
opisao detaljne kliniCke i neuropatolo$ke karakteristike bolesti, a bolest je kasnije nazvana
po njemu (61). Bolest se klini¢ki oc€ituje gubitkom pamcéenja, kognitivnim propadanjem te
promjenom osobnosti. Neurodegenerativne promjene u AD obuhvacaju specifitna
podrucja mozga te napreduju s vr.emenom. Neurodegeneracija se Siri iz entorinalne kore,
hipokampusa, prednje kore te naposljetku zahvaca cijeli mozak (62). Nastup bolesti
korelira sa starenjem i spolom. Poznato je kako se AD javlja u osoba iznad 65. godina

starosti te da 75% svih pacijenata €ine Zene. Potpuni molekularni mehanizmi bolesti nisu
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poznati, no utvrdena je neuronska smrt te smanjenje ili slabljenje sinapsi, posebice u
prednjoj kori mozga, entorinalnoj kori i hipokampusu (63). AD uzrokuje vise Cimbenika te
pokazuje familijarne (manje od 1% svih pacijenata) (64) i sporadi¢ne oblike. Familijarna
AD je autosomno dominantna bolest s ranim nastupom — prije 65. godine starosti.
Utvrdene su tri genske mutacije koje se uz starenje smatraju glavnim uzro¢nicima bolesti.
Mutacije su povezane s ranom pojavom senilnih plakova odnosno taloZzenjem B-amiloida,
nestabilnoS¢u mikrotubula izazvanu hiperfosforilacijom Tau proteina (slika 1.4.1) te

nepravilnim metabolizmom kolesterola u slu€aju €4 alela ApoE proteina (65, 66).

Prvi i najocitiji znak AD je patoloSki nalaz senilnih plakova, Cija su glavha komponenta
nakupine B-amiloida. B-amiloid je protein koji nastaje nepravilnom obradom pretece
amiloida (engl. Amyloid precursor protein — APP). APP je integralni membranski protein
izraZzen u mnogo razli€itih tkiva no najviSe ga je u podrucju sinapsi neurona. Smatra se
kako APP u normalnim fizioloSkim uvjetima sudjeluje u popravku krvnih Zila nakon
ozlijede, prijenosu Zeljeza, usmjeravanju neurona tijekom razvoja mozga i promjeni
sinaptiCke gustoée (66-69). APP je najpoznatiji po svojoj ulozi u AD jer njegovom
nepravilnom obradom nastaju B-amiloidi, polipeptidi izgradeni od 39-42 aminokiselina koji
tvore senilne plakove u mozgu oboljelih (70). Obrada APP-a se odvija na stani¢noj
membrani na dva nacina. Prvi je naCin nepatoloski ili neamiloidni i tjekom tog puta APP
cijepa a-sekretaza te potom i y-sekretaza, ¢ime nastaju topljivi B-amiloidi. Drugi je nacin
patoloski ili amiloidni, a ukljuCuje obradu APP-a aspartathom proteazom beta mjesta
(engl. Beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1 — BACE1) te potom i y-

sekretazom pri ¢emu nastaju netopljivi talozi B-amiloida — senilni plakovi (71).

Drugi je znak AD nalaz neurofibrilarnih snopi¢a u mozgu nastalih nepravilnom obradom i
mutacijama Tau proteina. Tau proteini su citoplazmatski proteini, no mogu djelovati i u
stani¢noj membrani. Glavna im je uloga stabilizacija mikrotubula aksona neurona pa su
stoga najizrazeniji u aksonima neurona u srediSnjem ziv€anom sustavu (72). Nastaju
alternativnim prekrajanjem gena za Tau protein mikrotubula (engl. Microtubule associated
protein tau — MAPT). Tau proteini djeluju na tubulin — poti€u njegovo sastavljanje u
mikrotubule i na taj ih nacin stabiliziraju (73). Smatra se kako su u AD Tau proteini

pretjerano fosforilirani uslijed nastalih mutacija u MAPT genu kada nastaju razliCite
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nefunkcionalne izoforme proteina. Takvi, izmijenjeni Tau proteini tvore neurofibrilarne

snopice, onemogucuju stabilizaciju mikrotubula aksona i uzrokuju smrt neurona (73, 74).
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Slika 1.4.1. Mehanizam nastanka senilnih plakova i neurofibrilarnih snopica. Procesiranjem APP-
a nastaju topljivi B-amiloidi (1) koji se uklanjaju mehanizmima koji ukljuCuju ApoE te astrocite
putem receptora lipoproteina male gusto¢e 1 (engl. Low-density lipoprotein receptor-related
protein 1 — LRP1) (2). Nagomilavanjem B-amiloida nastaju senilni plakovi (3) koji se mogu ukloniti
endocitozom ili fagocitozom te endoproteazama astrocita — enzimom za razgradnju inzulina (engl.
insulin-degrading enzyme — IDE), neprolizinom (engl. neprolysin — NEP) i metaloproteazom
matriksa (engl. matrix metalloprotease — MMP) (4). Dio B-amiloida se ne mozZe ukloniti te tako
nagomilani nepovoljno utjeCu na sinapse (5) i poti€u nakupljanje Tau neurofibrilarnih snopi¢a
unutar i izvan neurona (6). Neurofibrilani snopi¢i mogu biti uneseni u nezahvac¢ene neurone sto

uzrokuje njihovu smrt (7). Slika je preuzeta i prilagodena prema Masters, 2015 (75).
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Tredi protein uklju€en u AD je apolipoprotein E (ApoE). ApoE je ukljuéen u metabolizam
masti u tijelu te sudjeluje u prijenosu lipida, ukljuujuci vitamine topive u mastima,
lipoproteine te kolesterol putem limfnog i krvozilnog sustava. Sintetizira se u jetri no
njegova je prisutnost utvrdena i u drugim tkivima — mozgu, bubrezima i slezeni (76). U
srediSnjem su ziv€anom sustavu astroglija i mikroglija primarni izvori ApoE dok neuroni
izraZzavaju receptore za ApoE (77). Kolesterol je u mozgu najvazniji tijekom razvoja i
ozlijeda, a takoder sudjeluje u stvaranju sinapsi i njihovoj stabilnosti. Polimorfizmi
sekvenci koje nadziru transkripciju ApoE povezani su sa sporadi¢nim slu€ajevima AD.
Takoder je poznato da alel za ApoE €4 predstavlja viSestruko vedi rizik za AD, a ¢ak 50%

pacijenata oboljelih od AD ispoljavaju taj alel (78).

1.5 Alzheimerova bolest i kroni¢ni stres

Mnogo je hipoteza pokusalo objasniti opisane procese koji se odvijaju u AD — amiloidna
kaskada, oSteCenje mitohondrija, oksidativni stres, upalni procesi, mutacije specifiCnih
proteina, ozlijede, infekcije te brojne druge. S obzirom na heterogenost ¢imbenika koji
sudjeluju u AD i slabu korelaciju izmedu B-amiloidoze sa stupnjem kognitivhog propadanja
u ranim stadijima jos$ je uvijek teSko odrediti najvazniji cimbenik otpocinjanja i napretka
bolesti (79). Istrazivanja posljednjih 20-ak godina povezuju pojavu AD sa zivotnim stilom,
posebice utjecajem kroni¢nog stresa koji bi mogao pridonijeti ili Cak biti okida¢ bolesti (80-
82). Vec€ je u americkih ratnih veterana primije¢eno smanjeno pamcenje te kognitivho
propadanje i smanjenje volumena hipokampusa uz smanjenu zastupljenost neuronskog
biljega N-acetil aspartata u hipokampusu (83). Hipokampus je podrucje posebno bogato
receptorima za glukokortikoide. Stoga promjena u koncentraciji glukokortikoida uslijed
stresa moze imati utjecaj na neurogenezu i kognitivne procese koji se odvijaju u
hipokampusu odraslih. Osim u hipokampusu, najve¢a gusto¢a GR uocena je u Kori
mozga, amigdali i hipotalamusu. Preklapanje tih receptora s podrucjima koja su
zahvacena degeneracijom u AD moglo bi upucivati na njihovu mogucéu ulogu u nastanku
ili progresiji bolesti. Drugo glediste koje povezuje stres i AD uklju€uje njegov utjecaj na
nastanak -amiloida i Tau plakova, glavnih obiljezja te bolesti. U jednom istrazivanju na

miSevima, glukokortikoidi su prouzrocili povecanje koli¢ine APP-a te nakupljanje senilnih
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plakova. Oba gena, APP i BACEL sadrze element odgovora na glukokortikoide (engl.
glucocorticoid responsive element) u svojim sljedovima (84). U slichom istrazivanju
kroniénog stresa na miSevima, koli€ina senilnih plakova nije pove¢ana, no raznim je
testovima utvrdena smanjena kognicija i pamcenje. KoriStenjem prednizona,
glukokortikoida koji se u Klinici koristi za smanjenje upalnih procesa, dokazan je njegov
ubrzan negativan utjecaj na kogniciju u pacijenata s AD. lako mehanizam djelovanja
prednizona u tom slucaju nije jasan, rezultati studije jasno pokazuju kako taj glukokortikoid
negativno utjeCe na kognitivne funkcije u oboljelih (85). U istrazivanju na 3xTg-AD
miSevima koji razvijaju senilne plakove i fibrilarne snopiée, utvrdeno je povecanje Tau
imunoreaktivnosti  u hipokampusu, kori mozga te amigdali nakon terapije
deksametazonom tijekom 7 dana (86). Povecanje koncentracije glukokortikoida
farmakolo$ki ili nakon izlaganja stresu moglo bi biti uzrokom slabljenja kognitivnih
sposobnosti pacijenata s AD zbog povecéanja senilnih plakova i fibrilarnih snopic¢a, $to je
dosad dokazano u raznim Zivotinjskim modelima. Osim toga, veC je u nekoliko studija
uoceno kako pacijenti oboljeli od AD imaju veée bazalne vrijednosti glukokortikoida. Moze
se zakljuciti kako je osim starenja i genetickih Cimbenika, kroniCni stres vazan Cimbenik

rizika za razvoj AD.

1.6 Stres i neurodegeneracija tijekom starenja

Starenje predstavlja izazov svim zivim bi¢ima, a procjenjuje se kako se stani¢ne diobe i
metabolizam neometano odvijaju samo do 25 godine zivota. Nakon tog razdoblja poc€inju
se nakupljati nusprodukti metabolizma i stani¢nih oStecenja, a javlja se fenotip koji
ukljuCuje smanjeni kapacitet pluca, povecanje krvnog tlaka te smanjeni odgovor tijekom
testa tolerancije na glukozu. Medu bolestima starenja, najizrazenije su
neurodegenerativne bolesti zbog njihove nepovratnosti, nepostojanja prikladne terapije te
socijalnog i ekonomskog tereta koji stvaraju drustvu (87, 88). Na stani¢noj razini,
starenjem se povecava oksidacijski stres, smanjuje funkcija mitohondrija i regeneracija
tkiva, skracuju se telomere i nastaju poremecaji popravka DNA (89). Osim toga,

.....

Masa poprecno-prugastih miSi¢a smanjuje se za polovicu do 80. godine Zivota. Tada se
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misSiéne stanice zamjenjuju masnim stanicama i vezivnim tkivom, a to povecava
nakupljanje spojeva topljivih u mastima (90-92). U mozgu se tijekom starenja broj neurona
smanjuje i nastaju promjene sinapti¢kih mreza. Gubitak neurona u podrucjima vaznim za
pamcenje i osobnost — hipokampusu i prednjoj kori mozga — doprinose raznim fizioloskim
promjenama karakteristiCnima za stariju dob: promjeni metabolizma i cirkadijanog ritma
te mentalnim i psiholoSkim odstupanjima (87). Starenje mozga ukljuCuje i promjenu
neurotransmiterskih sustava: smanjenje koli€ine dopamina, noradrenalina, serotonina,
aktivnosti tirozin-hidroksilaze te kolin-esteraze i povecanje aktivnosti monoamin-oksidaze,
Sto moze biti klju€no u razvoju psihijatrijskih poremecaja tijekom starenja (93). Oko 40%
populacije iznad 65. godina starosti pokazuje neke oblike demencije za koje ne postoji
uzrok. Takva se demencija smatra oSteCenjem pamcenja uslijed starenja bez nekog
posebnog uzroka i ne predstavlja znacajan problem, za razliku od neurodegenerativnih
bolesti, kao Sto je AD (94). Samo starenje pridonosi, no nije kljuéno za nastanak
neurodegeneracije. Kroni¢ni stres ima snazan fizioloski utjecaj na organizam tijekom
starenja zbog smanjene funkcije imunosnog sustava te promjene metabolizma
ugljikohidrata i lipida (95). Upale tijekom starenja povezuju se s aterosklerozom,
osteoporozom, artritisom, dijabetesom tipa 2 (T2D) karcinomima i neurodegeneracijom
(96-99), a promijenjeni metabolizam ugljikohidrata i lipida s metabolickim sindromom i
T2D (100). Mnogobrojnim je istraZivanjima potvrdeno kako kronini stres ubrzava
starenje, a naj¢eS¢a su upravo istrazivanja funkcije imunosnog sustava te odgovora
organizma na upale tijekom stresa. Primije¢eno je kako se osobama koje su u starijoj dobi
brinule za bolesnog partnera, 8to moZemo smatrati snaznim stresorom, koli€ina
interleukina-6 — koji €ini poznatu poveznicu s degenerativnim bolestima — povecala ¢ak
Cetiri puta (101). Stres i prilagodba stresu zahtijevaju brojne prilagodbe organizma
ukljuCujuéi hormonske i sustave neurotransmitera, antioksidanse i druge molekule, a
tijekom starenja ta je prilagodba ograniCena. Kombinacija kroni¢nog stresa i starenja
mogla bi biti okidaCem raznih patoloSkih stanja karakteristicnih za stariju dob, uklju€ujuci

i neurodegeneraciju.
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1.7 Spolna i dobna specificnhost u kronicnhom stresu i neurodegeneraciji

U znanstvenim se istrazivanjima €esto zanemaruje zenski spol i vecina se istrazivanja
provodi na jedinkama muskoga spola uz ispriku kako bi hormonski ciklusi u zena mogli
omesti interpretaciju rezultata. Poznato je kako mnoga patoloSka stanja pokazuju spolnu
specificnost pa €ak i specificnost u odgovoru na terapiju te se zbog toga Zenski spol nikako
ne bi smio zanemariti u biomedicinskim istrazivanjima (102, 103). Pri suoCavanju sa
stresom, muskarci i Zene pokazuju razliCite fizioloSke odgovore. Smatra se kako Zene
opcenito bolje podnose kroni¢ni stres od muskaraca, no samo do razdoblja menopauze
kada se smanjuju koncentracije estrogena koji ima neuroprotektivnhu ulogu (104-107).
Estrogen smanijuje stresni odgovor u muskaraca i Zena. Estrogen i progesteron proizvode
se i nakon ovariektomije (menopauze) u nadbubreznim zlijezdama, no nije poznato moze
li takva kompenzacija podnijeti dodatne izazove kao $to je kroni¢ni stres. Do srednje dobi
muskarci pod kroni¢nim stresom pokazuju veéu anksioznost te smanjuju unos hrane i
gube na masi, dok se u Zena dogada suprotno (108, 109). Kao $to je opisano ranije,
kroni¢ni stres nepovoljno djeluje na kogniciju, no spolna razlika takvih promjena nije
detaljno istrazena. Spolna i dobna specificnost u neurodegenerativnim bolestima
pokazuju vaznost obaju ¢imbenika. Dok je starija dob karakteristiCha i logi€¢na za razvoj
neurodegenerativnih bolesti s djelomino objasnjenim moguéim mehanizmima koji
pokreC¢u takvu degeneraciju, mahanizmi spolnih razlika slabo su razjasnjenji. U
istrazivanju spolnih razlika u neurodegenerativhim bolestima, smanjena neuroprotekcija
u Zena tijekom menopauze istiCe se kao vazan €imbenik (110). Utvrdeno je i kako je ApoE
alel €4 — riziéni éimbenik za AD — znatno &e3éi u Zena (111). Zene takoder &edce
dozivljavaju mozdani udar od muskaraca sa znatno duljim oporavkom (112). Poznato je i
kako muskarci koji pate od depresije imaju znacajno veci rizik za razvoj demencije,
posebice AD (113). U lije€enju AD primijec¢ena je spolna specificnost odgovora na terapiju
kolinesterazom koja pokazuje 73% bolje rezultate u muskaraca nego u zZena (114). Kao
Sto je ve¢ spomenuto, Zzene Cine ¥ svih pacijenata oboljelih od AD (115). Nasuprot tomu,
muskarci ¢eSce obolijevaju od Parkinsonove bolesti (PD) (116). Saznanja o molekularnim
mehanizmima takvih spolno specifi¢nih razlika u raznim patologijama mogla bi utjecati na

bolju i prikladniju terapiju pacijenata s obzirom na spol.

14



UvoD

1.8. Inzulinski i leptinski receptor u kroni€énom stresu, starenju i neurodegeneraciji

1.8.1 Inzulinski receptor — starenje, stres i neurodegeneracija

Signalni putovi koji preusmjeravaju koriStenje energije po€inju na membranskim
receptorima i pod utjecajem stresa i starenja mogli bi objasniti dio mehanizama koji
pokrecu neurodegeneraciju. MetaboliCki zna€ajni su inzulinski i leptinski signalni put..
Inzulin je polipeptid sastavljen od 2 lanca povezana disulfidnim vezama. Proizvode ga B-
stanice gusterace u odgovoru na poviSenu koncentraciju glukoze u krvi, a djeluje putem
inzulinskog receptora (IR) (117, 118). IR pripada porodici receptorskih tirozin kinaza,

sastoji se od dvije izvanstani¢ne a-podjedinice te dvije transmembranske 3-podjedinice s

.....

.....

potiCe ulazak glukoze u stanicu tako Sto potiCe prijenos GLUT4 nosacCa glukoze iz
Golgijeva aparata do staniche membrane. U jetri, inzulin potice sintezu lipida, skladistenje
triacilglicerola te inhibira glukoneogenezu. U masnom tkivu, inzulin smanjuje razgradnju

lipida te izlazak masnih kiselina iz adipocita (119, 120) (slika 1.8.1.1).
Inzulin )
\

Inzulinski
receptor
2

Sl
R

Signalni put MAP PI-3K signalni put @
kinaze
Vezikula

GLUT4

Stanicni rast, proliferacija,  Sinteza lipida, Stani¢no preziviienje i
genski izrazaj proteina i glikogena proliferacija

Slika 1.8.1.1 Osnovne funkcije inzulinske signalizacije. Inzulin je u signalnom putu ligand koji se
veze za svoj receptor na stani€noj membrani. Vezanjem dolazi do autofosforilacije tirozin-
kinazama i aktivacije nizvodnog signalnog puta. U signalnom putu kinaze aktivirane mitogenom
(engl. mitogen activated kinase — MAP) pode$ava se stanicni rast, proliferacija i genski izrazaj dok
put fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat-3-kinaze (engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate-3-kinase
— PI-3K) utjeCe na sintezu lipida, proteina i glikogena te stani¢no prezivljavanje i proliferaciju. Slika

je preuzeta i prilagodena prema Glogster, 2018 (121).
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Inzulinska signalizacija u mozgu iznimno je vazna radi odrzanja energetske homeostaze.
Dostava inzulina do mozga vrSi se na tri naCina: vezanjem za inzulinske receptore,
izravnim prelaskom inzulina kroz krvno-mozdanu barijeru te sintezom inzulina u mozgu.
(122) Inzulin i €Cimbenik rasta sli€an inzulinu (engl. insulin-like growth factor — IGF) pokazali
Su se vaznima za odrzanje neuronske plasticnosti, a u rezistenciji njihovih receptora ili
nedostatku samih hormona, mijenja se energetski metabolizam stanica i nastaju kognitivni
poremecaji (123, 124). Inzulinska rezistencija ukljuCuje stanje visokih koncentracija
inzulina u krvi, nefunkcionalnost IR te povecanje koncentracije glukoze u krvi (124).
Tijekom pocCetka 21 st. javili su se prvi dokazi o povezanosti kognitivnih ostecenja i
neurodegeneracije s inzulinskom signalizacijom. Utvrdeno je kako 40% pacijenata s T2D
razvije i AD tijekom zivota, a metaboli¢ki poremecaji u AD sli¢ni su onima u dijabetesu tipa
1 (T1D) i 2 (T2D) (tablica 1.8.1). Posljedice nastale zbog inzulinske rezistencije ili
smanjenja koli¢ine inzulina nastaju radi smanjene signalizacije putevima koji stimuliraju
rast, plasti¢nost i prezivljenje stanica. Potpuni mehanizam takve rezistencije i nedostatka

liganda joS uvijek nisu razjasnjeni (125, 126).

Tablica 1.8.1.1 Usporedba dijabetesa tipa 1 i 2 sa srediSnjim dijabetesom — nazvanim dijabetes

tipa 3 (T3D). Preuzeto i prilagodeno prema de la Monte, 2014 (127).

CILJNI UCINAK TiD T2D T3D

INZULIN Smanjen Povecéan Smanjen

IR Nema ucinka ili Smanjena aktivnost Smanjen izrazaj i
povecane aktivnosti aktivnost

ISKORISTENJE Smanjeno Smanjeno Smanjeno

GLUKOZE

PRIMARNI Gusteraca (i mozak) Skeletni misicéi, Mozak — neuroni,

CILJEVI masno tkivo, krvne bijela tvar

zile
SEKUNDARNI Mozak, mreznica, Mozak, krvne Zile, Sredista sitosti u
CILJEVI krvne Zile, bubrezi, = bubrezi, autonomnii  mozgu, povecana

koza, autonomni i
periferni Zivci

periferni zivci,
mreznica, koza

sklonost pretilosti
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De La Monte i sur. 2014. su godine donijeli hipotezu kako dijabetes na periferiji tijela u
konacnici moze uzrokovati dijabetes mozga (slika 1.8.1.2), nazvan srediSnjim dijabetesom

radi kojega se javlja neurodegeneracija i kognitivno propadanje.

INZULINSKA REZISTENCIJA

Krvno-
moZdana =g

barijera
! Nakupljanje

B-amiloida
u senilne
plakove

Smanjena plasticnost;

STANICNA SMRT

Pretjerana

fosforilacija Tau -

neurofibrilani

snopici
Nedostatak inzulina
i inzulinska rezistencija

Nestabilnost
mijelina

Oksidativni stres Upala u mozgu

Stres Nakupljanje
endoplazmatskog toksicnih ceramida
retikuluma u mozgu

Slika 1.8.1.2. Shema utjecaja sustave inzulinske rezistencije na inzulinsku/IGF rezistenciju u
mozgu. U raznim se poremecajima nakupljaju kemijski spojevi koji poticu inzulinsku rezistenciju
mozga — u T2D, nealkoholnom hepatitisu (NH), pretilosti, metaboli€kom sindromu, poremeéenom
metabolizmu lipida javlja se oksidativni stres i poveéanje toksi¢nih lipida — ceramida koji prelaze
krvno mozdanu barijeru. Mehanizmi inzulinske rezistencije mozga sli¢ni su onima u ostatku tijela
i ukljuCuju oksidativni stres, upalu, stres endoplazmatskog retikuluma, metabolicka ostecenja,
nakupljanje ceramida. Te promjene u mozgu dovode do smanjenja broja neurona, vlakana bijele
tvari te poremecaja mijelina i sinapti¢kih mreza, $to uzrokuje poremecaje ucenja i paméenja. Slika

je preuzeta i prilagodena prema de la Monte, 2014 (127).
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Inzulinska rezistencija dovodi do poremecenog metabolizma lipida, upale, sinteze
toksi¢nih lipida — ceramida, oksidativhog stresa i poremecaja funkcije endoplazmatskog
retikuluma. AD dijeli mnogo obiljeZja s perifernom inzulinskom rezistencijom — smanjeni
rast i prezivljenje stanica radi smanjene inzulinske signalizacije, povecanje aktivacije

citokina, poremecaj mitohondrija i energetskog metabolizma (127).

U ranom stadiju AD takoder se Cesto pojavljuje smanjenje iskoristenja glukoze u mozgu
te se napretkom bolesti primjeCuju metaboliCki poremecaji inzulinske signalizacije,
promjena izrazaja gena koji su pod nadzorom inzulina i poremecena proizvodnja energije.
lako senilni plakovi i fibrilarni snopici te mehanizmi njihova nastanka mogu djelomi¢no
objasniti uzroke nastanka AD, ne moze se smatrati kako bolest nastaje samo radi ta dva
¢imbenika. Osim toga, pokazano je kako inzulinska signalizacija utjeCe na oba ¢imbenika
(128). Inzulin potiCe uklanjanje senilnih plakova i sprjeCava njihovo nakupljanje u
izvanstani€nom prostoru, a sami B-amiloidi aktiviraju signalni put kinaza koje fosforiliraju
N-kraj c-Jun-a (engl. c-Jun N-terminal kinase — JNK) uklju¢enih u nadzor osjetljivosti

stanica na inzulin (129).

Inzulin takoder utjeCe i na pretjeranu fosforilaciju serina i treonina Tau proteina, $to je
pokazano u studiji na primarnim kulturama kore mozga Stakora kratkim tretmanom
inzulinom dok duZi tretman inzulinom u istih neurona izaziva suprotan ucinak — smanjenu
fosforilaciju (130). Povecanje i smanjenje fosforilacije praceno je aktivnoS¢u glikogen
sintaze kinaze 3 beta (GSK-3b) koja je odgovorna za fosforilaciju Tau proteina, a njena je
aktivnost podeSena signalnim putevima fosfatidil-inozitol 3-kinaze (PI3-K) i protein-kinaze
B (PKB) u kojima sudjeluje i inzulin te IR (131).

U nekoliko je studija na ljudima, pokazana pozitivnha korelacija izmedu kortizola i inzulinske
rezistencije te metaboli¢kog sindroma (132, 133). Modulacija inzulinskog signalnog puta
u odgovoru na kroni¢ni stres mozZe se objasniti djelovanjem hormona otpustenih tijekom
stresnog odgovora — adrenokortikotropnog hormona te kortikosteroida (134, 135). Takvi
su udinci stresa na inzulinsku signalizaciju uglavnom uoceni u perifernim organima, a sam
mehanizam i uCinak stresa na inzulinsku signalizaciju u mozgu nije u potpunosti

razjasnjen.
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Inzulinska rezistencija povecava se starenjem te u kombinaciji sa zivotnim stilom uzrokuje
T2D. U starijih je Stakora primjecena smanjena fosforilacija IR te substrata inzulinskog
visceralnom masnom tkivu (137). Vazan utjecaj na inzulinsku signalizaciju u mozgu ¢ini
razdoblje starenja kada se povecava upala uzrokovana nastankom produkata glikacije,

oksidacija radi smanjene funkcije mitohondrija te proizvodnje vodikova peroksida (138).

1.8.2 Leptinski receptor — starenje, stres i neurodegeneracija

Leptin je hormon kojeg sintetizira masno tkivo i uzrokuje sitost. Njegova je koncentracija
u krvi u korelaciji s koli€inom masnoga tkiva. Leptin Salje informaciju mozgu o kolicini
dostupne energije, a uklju€en je i u podeSavanje imunosnog sustava te reprodukcije (139).
Djeluje putem svog receptora (ObR) koji pripada obitelji citokinskih receptora tipa 1, a
izgraden je od 3 domene: izvanstaniCne, transmembranske i unutarstanicne domene.
Alternativnim prekrajanjem moze nastati 6 izoformi (ObR a-f) koje imaju istu izvanstani¢nu
i transmembransku domenu no razlikuju se po unutarstani¢noj domeni. ObRb je najveci
te pokrece signalizaciju Janus kinazom 2 (JAK2) i signalnim pojacivacem i aktivatorom
transkripcije 3 (engl. signal transducer and activator of transcription 3 — STAT3). Kratke
izoforme a i ¢ postoje u vecini organizama, ObRd samo u miSeva, a ObRf u Stakora. Uloge
kratkih izoformi nisu u potpunosti razjasnjene, no smatra se da dostavljaju leptin preko
krvno-mozdane barijere u mozak te sudjeluju u njegovoj internalizaciji. ObRb je izrazen u
mozgu, posebice u hipotalamusu, u podrucjima nadzora energetskog stanja te u gotovo
svim perifernim tkivima (140, 141). Kao i u slucaju inzulina i inzulinske rezistencije, slicnha
rezistencija postoji i u leptinskoj signalizaciji. S obzirom da je koli€ina leptina
proporcionalna koli€ini masnoga tkiva, oCigledno je da signalizacija leptinom u pretilih
osoba gubi svoj ucinak. U leptinskoj je rezistenciji poveéanje masnog tkiva nuzno za
odrzane hiperleptinemije — povecana tjelesna masa i koliCina masnog tkiva postaju novo
homeostazno stanje. Gubitkom masnog tkiva u pretilih se osoba javlja mehanizam
nadoknade izgubljenog masnog tkiva koji ukljuCuje povecéani apetit te metabolicku
uCinkovitost, a moze se utiSati ponovhom uspostavom koncentracije leptina ukoliko se

njegove koncentracije u krvi povrate na one u stanju pretilosti (142, 143). Upala je takoder
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jedan od mehanizama koji potiCe leptinsku rezistenciju, a posebice je karakteristiCha za
hipotalamus u kojemu se smanjuje signalizacija leptinom u neuronima podrucja
odgovornih za sitost i hranjenje (144). Jedan od najpoznatijin signalnih puteva leptina —
Janus kinaza 2/signalni prijenosnik i aktivator transkripcije 3 (JAK2/STAT3) zapocinje

aktivacijom ObR-a (slika 1.8.2.1).
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Slika 1.8.2.1. Vezanje leptina za ObRb uzrokuje dimerizaciju receptora i nastanka kompleksa
ObRb/JAK2. Aktivirana JAK2 autofosforilira, ali takoder fosforilira i nekoliko tirozinskih ostataka
na ObRb-u. STAT3 i STATS vezZu se za fosforilirane tirozinske ostatke te i oni bivaju fosforilirani.
Aktivni dimeri — STAT3 i STAT5 prenose se u jezgru gdje poti¢u transkripciju ciljnih gena i uzrokuju
promjenu ponasanja vezanog uz hranjenje — sitost. SOCS3 ¢ini glavni cilj STAT3. SOCS3 inhibira
JAK2/STAT signalizaciju interakcijom s odredenim tirozinskim ostatkom (Tyr985) ili JAK2 te ima
ulogu negativne povratne sprege leptinske signalizacije. Protein tirozin fosfataza 1B (PTP1B)
takoder inhibira leptinsku signalizaciju putem defosforilcije JAK2. Nakon aktivacije JAK2, protein
koji sadrzi SH2 domenu (engl. SH2-containing protein tyrosine phosphatase 2 — SH2P2) veze se
za fosforilirani tirozin 985 i aktivira receptor adaptorskog proteina ¢imbenika rasta 2 (engl. adaptor
protein growth factor receptor- bound protein 2 — Grb2) $to aktivira signalnu kaskadu MAP puta.
Slika je preuzeta i prilagodena prema Park, 2004 (145).
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STAT3 je transkripcijski Cimbenik koji se nakon fosforilacije dimerizira i prenosi u jezgru
gdje nadzire transkripciju ciljnih gena. Supresor citokinske signalizacije 3 (engl. supressor
of cytokine signaling 3 — SOCS3) i tirozin fosfataza 1B inhibiraju aktivnost ObRb.Klju&ni
su efektori nizvodnih signalnih puteva leptina i kinaza aktivirana s AMP (AMPK),
peroksisomni receptor aktiviran proliferacijom (engl. peroxisome proliferator-activated

receptor — PPAR) te BACEL. Jedan je od ciljeva leptinske signalizacije i kinaza koja

fosforilira Tau protein — cilj rampamicina (MTOR). Oko 50% osoba s niskim
koncentracijama leptina takoder su i nosioci APOE €4 alela, $to ¢ini jo$ jednu poveznicu

leptinske signalizacije s AD (146) (slika 1.8.2.2).
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Slika 1.8.2.2. Leptinska signalizacija u hipokampusu. Leptin aktivira PI-3K/Akt, JAK2/STAT te
AMK/SIRT signalne putove i njima potiCe preZivljavanje neurona, smanjuje izrazaj BACE1 Cime
smanjuje sintezu B-amiloida te potiCe njihovo uklanjanje iz mozga. Leptinska signalizacija takoder
smanjuje fosforilaciju Tau proteina. Vezanje leptina za ObR potiCe fosforilaciju STAT3 Sto aktivira
transkripciju ciljnih gena iz obitelji SOCS. Osim toga, leptin inhibira pretjeranu fosforilaciju Tau
proteina PI-3K i AKT signalnim putevima i potie nastanak inaktivnog oblika ser-9-GSK3-B. Slika

je preuzeta i prilagodena prema Folch, 2015 (147).
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Leptin potiCe neurogenezu i stabilizira sinapse te olakSava uCenje. Takva regulacija opada
starenjem, a pacijenti oboljeli od AD pokazuju niske koncentracije leptina u krvi. Terapija
leptinom u pacijenata s AD pozitivno utjeCe na u€enje i pamcenje, a mehanizam je uocen
i U in vitro stani¢nim kulturama primarnih neurona u kojima tretman leptinom smanijuje

nakupljanje B-amiloida mehanizmom koji nije u potpunosti poznat (148, 149).

Malobrojna su istrazivanja koja povezuju kronicni stres i leptinsku signalizaciju, no
uglavhom su vezana uz utjecaj kroni¢nhog stresa i pretilosti, posebice u Zena tijekom
menopauze (150). Koncentracija leptina u krvi je spolno specifina, pri ¢emu je veca u

Zenki nego u muzjaka, a poznato je i da se tijgkom starenja smanjuje (151).

1.8.3 Spolna specificnost i poveznice inzulinskog i leptinskog signalnog puta

Spolna specifi€nost inzulinskog i leptinskog signalnog puta — posebice u odgovoru na
kroni¢ni stres — nije dovoljno istrazena. U studiji kroni¢nog stresa na ovariektomiziranim
Stakoricama, nas je tim pokazao kako kroni¢ni stres povecava izrazaj IR-a u podrucjima
zahvacenima neurodegeneracijom u AD (hipokampus te substantia nigra). U istoj je studiji
pokazano kako ovariektomija pogorSava utjecaj kroni¢nog stresa na mozak radi
smanjenja odgovora neuroprotektivnih spolnih hormona, a takoder uzrokuje i povecani
izrazaj ObR u hipotalami¢kim srediStima odgovornima za sitost i ponasanje usmjereno
hranjenju (152).

Oba su puta — inzulinski i leptinski — povezana s nadzodom energetskog metabolizma
stanica. Inzulin izravno stimulira otpustanje leptina iz masnog tkiva, a leptin povratnom
spregom smanjuje otpustanje inzulina i izrazaj njegova gena podesSavanjem kalijskih ATP
kanala koji detektiraju metabolicke promjene u B-stanicama, aktivacijom nukleotid
fosfodiesteraze 3B — vaznog regulatora koncentracija drugih glasnika AMP-a i cGMP-a u
stanicama, te posljedi€nog smanjenja koliCine cAMP-a. Hipokampus je bogat s obje vrste

receptora — IR te ObR kao i klju¢nim dijelovima potrebnima za njihovu signalizaciju
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1.9. Lipidne splavi — neurodegeneracija, starenje i stres

Tijekom viSe od 30 godina, Sangerov i Nicholsonov model teku¢eg mozaika opisao je
staniCnu membranu kao more sacinjeno od lipida u kojemu plutaju membranski proteini.
Ipak je ustanovljeno kako postoji struktura unutar mora lipida koja utjeCe na organizaciju
i raspodjelu proteina u fosfolipidnom dvosloju (153). Lipidne su splavi uredena podrucja
stanicne membrane izgradena od kolesterola, sfingomijelina, glikosfingolipida i odabranih
viSe zasi¢enih ostataka masnih kiselina od onih izvan lipidnih splavi (154). Zbog velikog
sadrzaja kolesterola lipidne su splavi manje fluidne od ostatka stanicne membrane i radi
toga su otporne na otapanje deterdzentima (155, 156) (slika 1.9.1). Najmanje 10%
transmembranskih proteina ovisi o glikosfingolipidima, posebice gangliozidima, Kkoji
osiguravaju njihovu pravilnu strukturu, prijenos u ciljne membrane i funkciju (156).
Gangliozidi pripadaju obitelji glikosfingolipida koji sadrze sijalinsku kiselinu, najceS¢e N-
acetilneuraminsku kiselinu. Karakteristicni omjeri razliCitih gangliozida nalaze se u
membranama, posebice lipidnim splavima, svih tkiva, ali posebno ih je mnogo u
srediSnjem ziv€anom sustavu. lzgradeni su od ugljikohidratnog lanca na koji je vezan
ceramid — sastavljen od sfingozidne baze i dugolanCane masne kiseline. Sfingoidne baze
su najcesce dihidroksi- ili trihidroksi- dugolancani, zasiceni ili nezasi¢eni aminoalkoholi.
NajceSce sadrze 18 do 20 C atoma i utje€u na povecanje bo¢ne organizacije odnosno
promjenu polozaja proteina iz lipidnih splavi u ostatak stanicne membrane i obrnuto.
Sastav membrane i njena okolina izravno utjeCu na funkciju i poloZaj membranskih

proteina, a bo€na je organizacija od klju¢ne vaznosti za njihovu funkciju (157).

Lipidne se splavi mogu smatrati domenama kljuénim za signalizaciju mnogobrojnim
proteinima pa se lipidne splavi Cesto naziva i signalosomima (158). Promjene u sastavu
glikosfingolipida uzrokuju fino ugadanje kritiCnih fizioloSkih procesa kao Sto su stani¢na
adhezija, signalizacija, stvaranje barijera, stani¢na migracija, vezikularni prijenos te
apoptoza. lako su vec¢ uoCene promjene sastava gangliozida u lipidnim splavima u AD i
PD, mehanizam koji tu promjenu uzrokuje i dalje je nepoznat (159, 160). Mnogi proteini
ukljueni u AD smjeSteni su upravo u lipidnim splavima — APP, BACEL, a neki proteini

vazni za neuroprotekciju i stabilizaciju sinapsi takoder se nalaze u lipidnim splavima ili
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stupaju u interakciju s njima — estrogenski receptor koji pripada porodici steroidnih
receptora te neuroplastin, protein koji pripada obitelji imunoglobulina — vazan za regulaciju

sinaptiCke plasticnosti, a pod nadzorom je HPA osi (107, 160-162).

LIPIDNA SPLAV OSTATAK STANICNE MEMBRANE

Izvanstani¢ni
prostor

Unutarstanicni Receptori vezanis
prostor G-proteinima

. kolesterol ‘} glikosfingolipid

Slika 1.9.1. Shematski prikaz grade lipidnih splavi. Lipidne su splavi organizirani dio stani¢ne
membrane bogati fosfolipidima, glikolipidima te kolesterolom. Cine osnovu signalizacie G-

proteinima. Slika je preuzeta i prilagodena prema Villar, 2016 (163).

Signalni putovi koji preusmjeravaju koristenje energije pocinju na membranskim
receptorima koji za svoju aktivaciju trebaju ispravno lipidno okruzenje. ObR i IR u
perifernim su tkivima smjesteni u lipidnim splavima. Smjestaj tih receptora unutar ili izvan
lipidnih splavi u mozgu nije u potpunosti razjasnjen pa tako postoje oprecni nalazi o
njihovoj lokaciji (164-166). Za takvo su nesuglasje odgovorne i mnogobrojne metode
izolacije lipidnih splavi koje koriste razliCite deterdZente za odvajanije lipidnih splavi, a neki
od detergenata mogli bi uzrokovati izmjeStanje odredenog niza proteina iz njihova
prirodnog okoli$a i na taj nacin pridonijeti pogresnoj interpretaciji dobivenih rezultata (156,
167-169). Pokazano je kako Cesto koristeni deterdZzent u takvim metodama, Triton-X100
uzrokuje upravo takvo premjestanje gangliozida, a vjerojatno i odredenog niza proteina u
imunohistokemijskom bojanju tkiva mozga koristenjem toga deterdzenta (170, 171).
Izolacija lipidnih splavi doktorske disertacije koristi blagi deterdZent Brij 98 koji ne uzrokuje

takvu preraspodijelu proteina.
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Smatra se kako IR koji se nalazi u okruzenju u kojemu je mali udio gangliozida GM3
fosforilira i aktivira nizvodne signalne molekule, dok okruzenje s ve¢im udjelom GM3
razdvaja receptor od nizvodnih molekula i dovodi do tzv. inzulinske rezistencije. Osim
toga, Cini se kako IR poti¢e nastanak B-amiloida uzrokujuéi nakupljanje GM1 gangliozida
u presinapti¢koj membrani (172). Koncentracija gangliozida GD1a takoder je poveéana u
mozgu (u svim podrucja osim kore maloga mozga) AD pacijenata no pokrece li takvo
nakupljanje neurodegeneraciju i kojim mehanizmom i dalje je nepoznato (173). Leptinski
se receptor nalazi unutar lipidnih splavi, no do sada je analiziran uglavnom u perifernim
tkivima te stani¢nim kulturama hepatocita tako da njegova lokacija unutar ili izvan lipidnih
splavi u mozgu i dalje ostaje nerazjasnjena (166). Kao Sto je ve¢ spomenuto, leptin
pokazuje uc€inak na B-amiloide suprotan inzulinu — u stani¢nim kulturama primarnih
neurona modela za AD — leptin smanjuje njihovu koli€inu izlu€enu iz stanica u medij. Taj
je uc¢inak pracen s promjenom lipidnog sastava lipidnih splavi u kojima se nalazi BACE1,
a smatra se kako nastale promjene uzrokovane leptinom utje€u na aktivnost spomenutog
enzima (148).

Promjene sastava lipidnih splavi tijekom starenja, poput manje zastupljenosti
dugolan€anih viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u stastavu membranskih lipida i
nakupljanja gangliozida GM1 potiCcu amiloidogenezu te su rani pokazatel]
neurodegenerativnih poremecaja (174, 175). Mehanizmi kojima promjene u sastavu
lipidnih splavi utjeCu na odrzavanje stanica, krivo usmjeravanje diferencijacije i smrt
stanica, jos uvijek nisu poznati. Neki od predloZenih mehanizama su: odvajanje aktivhog
od neaktivnog oblika istog proteina u razliite domene membrane (kao u slucaju inzulinske
rezistencije), smanjen membranski izrazaj proteina koji migriraju zajedno s odredenim
glikolipidima, promjene u vezikularnom prometu, interakciji lipidnih splavi i citoskeleta te

sinaptickom prijenosu.

Promjene sastava lipidnih splavi pod utjecajem glukokortikoida slabo su poznate.
Ustanovljeno je kako glukokortikoidi utje€u na aktivaciju misjih T stanica putem interakcija
s lipidnim splavima no ucinak na lipidne splavi u cjelokupnom organizmu ili pojedinim

organima nije poznat (176).
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Hipoteza opisane disertacije je da starenje i kroniCni stres dovode do promjena sastava
lipidnih splavi mozga Sto utjeCe na smjestaj i funkciju inzulinskog i leptinskog receptora
koji su uklju€eni u regulaciju energetskog metabolizma stanica. Nepovratne promjene
lipidnog sastava membrane povezane su s nizvodnim signalnim mehanizmima
inzulinskog i leptinskog receptora i predstavljaju mogucu podlogu za razvoj receptorske

rezistencije i okidanje mehanizama neurodegeneracije.
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CILJEVI RADA

3.1 Opéi cilj

Opéi je cilj disertacije utvrditi povezanost promjena sastava lipidnih splavi s kroni¢nim

stresom i starenjem na modelu Spragu Dawley Stakora

3.2 SPECIFICNI CILJEVI

Specifini su ciljevi disertacije:

1. Odrediti imunohistokemijske biljege neuroprotekcije i neurodegeneracije u mozgu
muZjaka i Zzenki Sprague Dawley Stakora starosti 6 te 14,5 mjeseci nakon $to su bili

izloZzeni kroniénom ili “sham” stresu.

2. lzolirati lipidne splavi mozga (hipokampus i mali mozak) te ih karakterizirati s obzirom

na prisutnost markera lipidnih splavi ili neuredenog stanja membrane.

3. Utvrditi lipidni sastav lipidnih splavi i raspodjelu inzulinskog i leptinskog receptora u

mozgu (hipokampus, mali mozak)

4. Usporediti aktivaciju nizvodnih molekula u mozgu mladih i starih Zivotinja izloZenih

kroniénom i “sham” stresu.
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4.1 Materijal
4.1.1 Financiranje

Studija je dio projekta Hrvatske zaklade za znanost naziva "PatofizioloSke posljedice
promjene sastava lipidnih splavi”. Potporu dijelu studije koja je izvedena u Szegedu pruzila
je Organizacija za medunarodne projekte istrazivackog i inovacijskog programa u medicini
medicinskog centra Cedars-Sinai i UdruZenja za regionalnu suradnju u zdravstvu,
znanosti i tehnologiji (RECOOP HST Association), a ERASMUS KAl programom

financiran je jedan odlazak u Szeged i La Lagunu.
4.1.2 Pokusne zivotinje — op¢e informacije i dobrobit

U studiji je koriSteno mozdano tkivo Stakora Sprague Dawley-CR soja (Charles River,
Wilmington, MA, SAD). Ukupno je koristeno 80 Zivotinja, od toga: 20 muzjaka i 20 Zenki
Stakora starosti 3.5 mjeseci iz vlastitog uzgoja (Vivarij Medicinskog fakulteta u Osijeku,
broj odobrenja Vivarija: HR-POK-005) te 20 muzjaka i 20 Zenki starosti 12 mjeseci u
suradnji sa Sveucilistem u Szegedu, Madarska, uzgoj na Odjelu za farmakodinamiku i
biofarmaciju, u trajanju od svibnja 2016. godine do prosinca 2016. godine, takoder soj
Sprague Dawley-CR. Pokusi na mladim zivotinjama i pokusi na starijim zZivotinjama,
smatraju se dviema odvojenim studijama i iako su provedene na isti na¢in medusobno
nisu statistiCki usporedivane. U studiju je bilo uklju¢eno 8 skupina Zivotinja s po 10
Zivotinja u svakoj skupini (slika 4.1.2.1). Studija je odobrena od strane etiCkog
povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku, Ministarstva Poljopriviede Republike
Hrvatske — klasa: 602-04/14-08/06, broj: 2158-61-07-14-118 te odgovaraju¢eg etickog
povjerenstva u Madarskoj — broj: CSI/01/3796-7/2015. Obu€ena sam za rad s pokusnim
Zivotinjama teCajem koji je jednakovrijedan FELASA teCaju (engl. Federation for
Laboratory Animal Science Associations), C kategorija, broj odobrenja: TPZ 05/14.
Pokusne su Zivotinje koriStene u studiji sukladno direktivi Eropske Unije o dobrobiti
pokusnih Zivotinja (2010/63).

Stakori su bili smjesteni u samoventilirajuéim kavezima uz stalnu kontrolu temperature i
pet izmjena zraka u minuti te stalnoj vlaznosti od 40-60% (sustav THF3364 EHRET,

Feriburg, Njemacka). U svakom je kavezu bilo najviSse 3 Zivotinje (u slu€¢aju mladih
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pokusnih skupina), a najmanje 2 (u slu¢aju starijih pokusnih skupina). Standardizirana
hrana za pokusne Stakore te voda bili su stalno dostupni (Hrana za Stakore — Mucedola,
Milano, ltalija; u slu€aju Stakora u studiji koriStena je hrana kataloSkog broja 4RF21 —
MICE and RATS Maintenance for Short and Middle Period, a tijekom njihova uzgoja
koriStena je hrana kataloSkog broja 4RF25 istog proizvodata — MICE and RATS
Reproduction, Weaning and Growth). Iznimku ad libitum hranjenja €ini skupina Zivotinja
izlozenih kroni€nom stresu kojoj je hrana bila nedostupna 12-14 sati prije izvodenja testa
tolerancije na glukozu te 3-4 sata prije izvodenja testa tolerancije na inzulin. U pokusnoj

je prostoriji ciklus dana trajao od 7.00 h do 19.00 h pri temperaturi prostorije od 20-25 °C.

U disertaciji je primijenjeno 3R nacelo (engl. replacement, reduction, refinement —
zamjena, smanjenje i poboljSanje). Kao $to i samo ime govori 3R pristup ujedinjuje 3

glavna nacela rada s pokusnim Zivotinjama: zamjenu, smanjenje i poboljSanje.

Mladi muzjaci. Miade Zenke |
(6 mjeseci) (6 mjeseci)
—/J \ /
Kontrolna|  SKUPINA = 5niroing SKupinay
skupina | Kronicnog B kronicnog

 stresa | . stresa

Slika 4.1.2.1. Shematski prikaz podjele istrazivanih skupina zZivotinja.

Dva puta dnevno pracena je bol i patnja Zivotinja prema skali grimasa prilagodenoj
Stakorima (177). Pracene su grimase rangirane u 3 stupnja bolnosti: 1. bolnost ocigledno
nije prisutna, 2. bolnost je blago prisutna i 3. bolnost je oCigledno prisutna. Prema skali se
u slu€aju pretjerane boli i patnje Zivotinja, one odmah eutanaziraju, no u opisanoj studiji
nije bilo potrebe za takvim radnjama. Tijekom postupka uzorkovanja krvi iz jeziCne vene
koriStena je anestezija, a tijekom zrtvovanja je uz anesteziju koristena i odgovarajuca
analgezija. Broj Zivotinja po skupini odreden je statistiCckim proraCunom testa jakosti

studije, a koristeni su podaci prethodne pilot-studije. Od ukupno 80 koristenih Zivotinja
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tijekom studije uginula su 3 Stakora tijekom izvodenja testova tolerancije na glukozu i

inzulin.

4.1.3 Tijek pokusa

Pokus je ukupno trajao 10 tjedana (slika 4.1.3.1). Izlaganje kroni¢nom stresu izvedeno je

u 3 ponavljanja sa stankom od 2 tjedna izmedu svakog.

SKUPINE KRONICNOG

w
24
STRESA i E
&c
=]
DOB: = 5 poe:
3.512 mjeseci o 6M4.5mjeseci
% TUEK 1. CIKLUS m 2. CIKLUS & 3. CKLUS IR - P
™« poKusa | STRESA o 8 STRESA STRESA j %”
TroKusa. 110 DANA 114 DANA1 10 DANAI14 DANA 110 DANA| 14 DANA!
1 1 1 1 1
(10 tjedana) H 1 U 1 H H 1
TTG/TTI TTG TTG TTl/Test pasivnog izbjegavanja
w
2q
KONTROLNE SKUPINE 3 E
&0
DOB: £8 pos:
3.512 mjeseci E 6/14.5 mjeseci
P 1. CIKLUS 2. CIKLUS 3. CIKLUS,
ol PQ;F,‘;A Peroll o OTVA K BT o ORI LAZNOG fo)=lo/-/.\! 41
T STRESA STRESA STRESA

TRAJANJE 1 1 1 1 1 1 1
pokusa '10 DANA: 14 DANA: 10 DANA: 14 DANA : 10 DANA: 14 DANA:

(10 tiedana) | : : . . H :

Test pasivnog izbjegavanja

Slika 4.1.3.1. Shematski prikaz tijeka pokusa. U skupinama kroni€¢nog stresa provedeni su testovi
tolerancije na glukozu (TTG) i inzulin (TTI) kako je oznaceno na shemi. U svim je skupinama na
kraju 3. ciklusa kroni¢nog i laznog stresa proveden bihevioralni test pasivnog izbjegavanja (engl.

Passive avoidance).

Izlaganje stresu u skupini mladih Zivotinja zapocelo je s navr§ena 3.5 mjeseca, a u skupini
starijin Zivotinja izlaganje stresu zapocelo je s navrSenih 12 mjeseci starosti. Zadnje

ponavljanje kroni¢nog stresa trajalo je do navrSenih 5 i pol mjeseci odnosno 14 mjeseci.
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Nakon toga, Zivotinje nisu bile izloZzene stresorima 14 dana, odnosno, do Zrtvovanja. Cilj
studije bio je pratiti dugotrajne i nepovratne promjene pa je zato ostavljen dovoljan odmak
od izlaganja i oporavka od posljednjeg primijenjenog stresora. S obzirom da u istrazivanju
kroni€nog stresa ne postoji jedinstveni, reproducibilni Zivotinjski model, nas je istrazivacki
tim osmislio vlastiti protokol koji je razvijen tijekom nekoliko godina testiranja, a rezultirao
je objavom Cetiri znanstvena ¢lanka (152, 178-180). Koristeni su fizi€ki i psiholoski stresori
koji utjeCu na sve organske sustave (tablica 4.1.3.1, slika 4.1.3.2), a kako bi se izbjegao
specificni odgovor na stres, svaki dan protokola udruZena su dva stresora istodobno
(tablica 4.1.3.2). Neki su od stresora ponovljeni dva puta u jednom ciklusu. U kontrolnoj
je skupini izveden sham odnosno lazni stres koji je uklju€ivao isti okoli$§ kao i u ispitivanoj
skupini no bez prisutnih stresora. Na taj je nacin stresni u€inak okoliSa te rukovanja sa

Zivotinjama bio ujednacen u svim skupinama zivotinja.

Tablica 4.1.3.1. Popis koridtenih stresora u protokolu kroni¢nog stresa

Br.|Stresor

1 |Izlaganje svjetlu tijekom noéi (12 sati)

Boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta

Izlaganje zvukovima alarma mobilnog uredaja preko noéi (12 sati)

Prisilno plivanje Stakora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute

Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima

Izlaganje hladnodi (4 do 8°C) tijekom 1 sata

Test tolerancije na glukozu (TTG)

| N| O o | W N

Test tolerancije na inzulin (TTI)

Gladovanije prije testova tolerancije na inzulin (3 do 4 sata prije testa) i glukozu

9 |(12-14 sati prije testa)
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Slika 4.1.3.2. Primjer koristenih stresora u u kontrolnim skupinama — izvodenje laznog stresa
plivanja i imobilizacije (gore i dolje lijevo) u kontrolnim skupinama te u skupinama kroni¢nog stresa

(gore i dolje desno). Izvorna slika.

Tablica 4.1.3.2. Protokol svakog od 3 ciklusa kroniénog stresa

Protokol 1. ciklusa kroniénog stresa

Dan | Stresori

1 | Gladovanje i TTI

2 | Oporavak od TTI, gladovanje preko noci prije TTG
3 |TTG

4 | Boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i

Izlaganje svjetlu tijekom nodéi (12 sati)

5 | Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobilnog uredaja tijekom no¢i (12 sati)

6 | Prisilno plivanje Stakora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute

Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladno¢i (4 do 8°C) tijekom 1
7 | sata

8 | Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobilnog uredaja tijekom noéi (12 sati)

9 | Prisilno plivanje $takora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute

Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladno¢i (4 do 8°C) tijekom 1
10 | sata
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Protokol 2. ciklusa kroniénog stresa

Dan | Stresori
1 Gladovanije i izlaganje svjetlu tijekom noci (12-14 sati)
2 TTG
3 Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladnoci (4 do 8°C) tijekom
1 sata
4 Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobitela tijekom noci (12 sati)
5 Prisilno plivanje Stakora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute
6 Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobitela uredaja tijekom noéi (12 sati)
7 Boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i
izlaganje svjetlu tijekom noci (12 sati)
9 Prisilno plivanje Stakora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute
10 Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima uz izlaganje hladnoéi (4 do 8°C),1 sata
Protokol 3. ciklusa kroniénog stresa
Dan | Stresori
1 | Gladovanje i izlaganje svjetlu tijekom noci (12 sati)
2 TG
Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladnodi (4 do 8°C) tijekom
1h
4 | Prisilno plivanje $takora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute
Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobilnog uredaja tijekom noci (12 sati)
6 | Boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i
izlaganje svjetlu tijekom noci (12 sati)
7 | Prisilno plivanje $takora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute
Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladno¢i (4 do 8°C) tijekom 1
8 | sata
Boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i
9 | izlaganje svjetlu tijekom noci (12 sati)
10 | Gladovanje (tijiekom 3-4 sata) i TTI
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4.1.4 Prikupljanje uzoraka za analizu

Prije Zrtvovanja, sve su Zivotinje podvrgnute gladovanju od 2 sata kako bi se mogle
analizirati bazalne razine svih mjerenih parametara, posebice steroidnih hormona u
serumu. Zivotinje su Zrtvovane koristenjem plinske anestezije izofluranom u smrtonosnoj
dozi (Forane® isofluranum, Abbott Laboratories Ltd, Lake Bluff, IL, SAD) te
intramuskularnom injekcijom anestetika s analgetskim uCinkom — Ketamina (Ketanest,
Pfizer Corporation, New York City, NY, SAD) u koncentraciji od 30 mg/kg tjelesne mase.
Koristen je Fluovac sustav za anesteziju (Harvard apparatus, Cambridge, MA, SAD) (slika
4.1.4.1). Tijekom Zrtvovanja prikupljeni su uzorci tkiva za analizu. Lijeva je hemisfera
mozga odmah smznuta u teku¢em dusiku za proteinske analize Western blottingom te
izolaciju i analizu lipidnih splavi, dok je desna hemisfera mozga fiksirana u puferiranom
4% paraformaldehidu (PFA) za imunohistokemijsku analizu. Uzorci namijenjeni
imunohistokemijskoj analizi su krioprotektirani po 24 h u otopinama saharoze sljedecih
masenih udjela: 10%-tnoj, 20%-tnoj i 30%-tnoj otopini saharoze u fosfatnom puferu (PBS).
Uzorci su zatim smrznuti u pothladenom izopentanu i pohranjeni na -80°C do analize. U

mozgu su analizirana podrucja hipokampusa i malog mozga (lat. cerebellum).

Slika 4.1.4.1. Prikaz koriStene aparature za plinsku anesteziju. Izvorna slika.
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4.2 Metode

U studiji su koriStene sljedec¢e metode:

1. analiza steroidnih hormona iz seruma

2. pracenje promjene tjelesne mase

3. pracenje promjene tolerancije na glukozu

4. pracenje promjene tolerancije na inzulin

5. test za pracenje promjene pamcenja — pasivno izbjegavanje
6. imunohistokemijska analiza izrazaja proteina

7. izolacija lipidnih splavi iz hipokampusa i maloga mozga

8. analiza citosolnih, ukupnih membranskih te proteina lipidnih splavi hipokampusa i

maloga mozga Western blotting metodom.

4.3 Analiza steroidnih hormona iz seruma

Svim je zivotinjama prikupljena krv te je iz nje izoliran serum u 5. vremenskih stadija

pokusa:

1. dan prije pocCetka 1. ciklusa kroni¢nog stresa
2. dan nakon kraja 1. ciklusa kroni¢nog stresa
3. dan nakon kraja 2. ciklusa kroni¢nog stresa
4. dan nakon kraja 3. ciklusa kroni¢nog stresa
5. Tijekom Zzrtvovanja

U prve je Cetiri toCke uzorkovanja krv uzeta iz ventralne jezi€ne vene, a u petoj je tocki krv
uzorkovana kardijalnom punkcijom. U svih je pet toCaka uzorkovanja koriStena anestezija

izofluranom (Forane® isofluranum, Abbott Laboratories Ltd, Lake Bluff, IL, SAD).
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Postupak se izvodio na sljedeci nacin (slika 4.3.1):

1. Svaka se Zivotinja anestezirala koriStenjem plinske anestezije izofluranom;
2. Zivotinja se potom premijestila na radnu povrsinu;

3. Pincetom je prihvacen jezik Zivotinje;

4. U ventralnu jezi¢nu venu uvedena je igla;

5. IzvlaCenjem igle iz vene zapocelo je prikupljanje krvi koja se sakupljala u odgovarajuce

epruvete;

6. Od svake je Zivotinje prikupljeno najviSe 2 mL krvi, ovisno o dobi Zivotinja (u mladih je

zivotinja prikupljeno oko 1.5 mL krvi);

7. Nakon prikupljanja krvi, u slu€aju produljenog krvarenja Zivotinje iz jeziCne vene,
izravno na jezik primjenjen je dezmopresin acetat (Minirin — 10pug po potisku, Fering, Kiel,

Njemacka);

8. Krv je centrifugirana tijekom 10 minuta pri brzini od 2000g nakon €ega je prikupljen
serum u tubice od 1.5 mL te pohranjen na -80 °C do analize.

=

Slika 4.3.1. Postupak prikupljanja krvi iz ventralne jezi¢ne vene Stakora. Izvorna slika.
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Serum je analiziran spektrometrijom masa (uredaj LCMS 8050, Shimadzu Corporation,
Japan) uz koristenje analitickog seta MassChrom® Steroids in Serum/Plasma (Kataloski
broj: 72072, Chromsystems Instruments & Chemicals, Munich, Njemacka) te
spektrometrijskog detektora (Nexera and LCMS 8050, Shimadzu Corporation, Japan).
Koristeno je 500 ul seruma prikuplijenog iz prethodno definiranih vremenskih intervala

uzorkovanja s po 5 uzoraka iz svake skupine Zivotinja u oba intervala.
Kvantificirani su sljedeci steroidni hormoni iz seruma:

-kortikosteron

-progesteron

-testosteron

4.4 Mjerenje tjelesne mase

Svim je Zzivotinjama za vrijeme trajanja studije mjerena tjelesna masa te je prema
rezultatima izraCunata srednja vrijednost njene promjene od pocCetka do kraja studije.

Masa je mjerena u sljedec¢im toCkama studije:

—

. PocCetak studije — pocCetak prvog ciklusa kroni¢nog i “sham” stresa (prvi dan protokola);

N

. Kraj prvog ciklusa kroni¢nog i “sham” stresa (zadnji dan protokola);

w

. PoCetak drugog ciklusa kroni¢nog i “sham” stresa (prvi dan protokola);

4. Kraj drugog ciklusa kroni¢nog i “sham” stresa (zadnji dan protokola);

5. Pocetak treceg ciklusa kroni¢nog i “sham” stresa (prvi dan protokola);
6. Kraj trec¢eg ciklusa kroni¢nog i “sham” stresa (zadnji dan protokola);
7. Zrtvovanije Zivotinja.
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4.5 Testovi tolerancije na glukozu (TTG) i inzulin (TTI)

Homeostaza glukoze ovisi o otpusStanju inzulina iz B-stanica Langerhansovih otoCi¢a
gusSteracCe i osjetljivosti ciljnih tkiva na inzulin tj. skladiStenju i troSenju u ciljnim tkivima.
Odnos izmedu ta dva Cimbenika odreduje ukupnu fizioloSku toleranciju Zivotinje na
glukozu te njenu sposobnost odrZzanja homeostaze glukoze. TTG moguce je izvesti na
nekoliko razli€itih na€ina — kvantifikacijom izlucivanja inzulina iz B-stanica Langerhansovih
otoCi¢a u odgovoru na promjene koncentracije glukoze u plazmi, procjenom osjetljivosti
ciljnih tkiva na inzulin te odredivanjem tolerancije na glukozu, koje daje informaciju o oba
navedena Cimbenika (181). S obzirom na ograniCenja izvodenja testova u provedenoj
studiji na Stakorima, odabrana je metoda intraperitonealnog testa tolerancije na glukozu

tijekom 4 sata.

TTG je izveden samo u skupinama Zzivotinja podvrgnutima kroniénom stresu. Test se
smatra snaznim stresorom te stoga nije izveden u kontrolnim skupinama, no izveden je u
tri vr.emenska intervala u Zivotinjama podvrgnutim kroni€énom stresu, a prvo se mjerenje

smatra kontrolnim.
Test je izveden u sljede¢im toCkama pokusa:

1. Pocetno odredivanje koncentracije glukoze u krvi — izvedeno prije poCetka pokusa,

odnosno dan prije izlaganja Zivotinja stresorima; test ima ulogu kontrolnog mjerenja;

2. Odredivanje koncentracije glukoze u krvi nakon oporavka od prvog ciklusa
kroniénog stresa — izvedeno prije poCetka drugog ciklusa kroni¢nog stresa; test ima

ulogu mjere oporavka od prvog ciklusa kroni¢nog stresa;

3. Odredivanje koncentracije glukoze u krvi nakon oporavka od drugog ciklusa
kroniénog stresa — izvedeno prije poCetka treceg ciklusa kroni¢nog stresa; test ima ulogu

mjere oporavka od drugog ciklusa kroni¢nog stresa.

Krv je uzorkovana na sliedecéi nadin:

1. Zivotinja je smjestena u cilindar za pridrzavanje, a rep Zivotinje je zagrijan;

2. Rep je obrisan etanolom;
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3. U repnu venu je umetnuta igla (oko 3 do 5 mm) na polovini repa; aspiracija se nije radila
zbog moguceg suzavanja (kolapsa) vene;

4. Igla je potom izvu€ena, a na trakicu za mjerenje glukoze aplicirana je kapljica krvi te je

s uredaja ocitana vrijednost u mmol/L.

Test je izveden na sliedeéi nadin:

1. Stakori su izloZeni gladovaniju tijekom 14 do 16 sati;

2. Svakoj je zivotinji izmjerena bazalna koncentracija glukoze u krvi uzimanjem kapljice

krvi iz repne vene (prva to¢ka mjerenja);

3. Nakon toga Stakorima je intraperitonealno injicirana glukoza u koli€ini od 2g/kg tjelesne

mase,

4. 15 minuta nakon injiciranja glukoze ponovno je odredena koncentracija glukoze u krvi

(druga toCka mjerenja);

5. Odredivanje koncentracije glukoze u krvi nadalje je provedeno nakon 30 minuta, 45

minuta, 60 minuta, 90 minuta, 120 minuta te 240 minuta od injiciranja glukoze;

6. Po zavrSetku testa Zivotinje su nahranjene, a iz dobivenih je vrijednosti graficki
prikazana krivulja koja opisuje toleranciju Stakora na glukozu pod utjecajem kroni¢nog

stresa.

TTI tehnicki je vrlo slian TTG uz razliku intraperitonealne injekcije inzulina. Snizavanje

koncentracije glukoze u krvi u odgovoru na injekciju inzulina daje informaciju o inzulinskoj

swveog

TTI izveden je samo u skupinama Zivotinja podvrgnutima kronicnom stresu. Test se
smatra snaznim stresorom te stoga nije izveden u kontrolnim skupinama, no izveden je u
Zivotinjama podvrgnutim kroni€nom stresu na kraju studije uklju€ujuéi inicijalno

odredivanje koncentracije glukoze u Krvi prije izazivanja stresa kao kontrolnu vrijednost.
Test je izveden u sljedec¢im fazama pokusa:

1. Pocetno odredivanje koncentracije glukoze u krvi — izvedeno prije poCetka pokusa,
odnosno prvi dan prije izlaganja Zivotinja stresorima; test ima ulogu kontrolnog mjerenja;
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2. Odredivanje koncentracije glukoze u krvi po zavrsetku tre¢eg ciklusa kroniénog
stresa — izvedeno na kraju treCeg ciklusa kroniCnog stresa; test ima ulogu detekcije

utjecaja kroni¢nog stresa na toleranciju inzulina.

Test je izveden na sliedeéi nadin:

1. Stakori su izloZeni gladovanju tijekom 3-4 sata;

2. Svakoj je Zivotinji izmjerena bazalna koncentracija glukoze uzimanjem kapljice krvi iz

repne vene (prva to¢ka mjerenja);

3. Nakon toga Stakorima je intraperitonealno injiciran inzulin u koli¢ini od 0.75 jedinica/kg

tielesne mase.

4. 15 minuta nakon injiciranja inzulina ponovno je izmjerena koncentracije glukoze (druga

toCka mjerenja);

5. Odredivanje koncentracije glukoze u krvi nadalje je nastavljeno nakon 30 minuta, 45

minuta, 60 minuta, 90 minuta, 120, minuta te 180 minuta od injiciranja glukoze;

6. Po zavrSetku testa Zivotinje su nahranjene, a iz dobivenih je vrijednosti graficki
prikazana krivulja koja opisuje toleranciju Stakora na inzulin pod utjecajem kroni¢nog

stresa.

4.6 Test ponasanja — pasivno izbjegavanje

Za pracenje promjene ponasanja koriSten je test pasivnog izbjegavanja za procjenu
ucenja i pamcéenja u Zivotinjskim modelima poremecaja srediSnjeg Ziv€anog sustava. Cil;
je testa ucCenje Zzivotinja izbjegavanju S&tetnih stimulusa kojima su prethodno bile
podvrgnute. Test sluZi procjeni kratkoro¢nog ili dugorocnog pamcenja i koristi motivaciju
Zivotinja proizaslu iz straha te zahtjeva promjenu prirodnog ponasanja glodavaca koji se

inaCe sklanjaju u tamna podrucja, a izbjegavaju jarko svijetlo.

Uredaj za provodenje testa (Ugo Basile, Varese, Italija) sastoji se od dviju sobica, jedne
bijelih povrSina s izvorom snaznog osvjetljenja te druge sobice tamnih povrsina (slika
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4.6.1). Dvije su sobice spojene vratascima koja se automatski otvaraju. Podloga uredaja
sastoji se od metalne reSetke putem koje Zivotinje u odredenom trenutku primaju elektricni

Sok preko $apa. Zivotinje koje normalno pamte i uspostavljaju pamcéenje izbjeéi ée ulazak

u tamnu sobicu u kojoj su prethodno bile izloZzene elektrichom Soku.

Slika 4.6.1. Shema uredaja za izvodenje testa pasivnog izbjegavanja (gore lijevo) i slika

koristenog uredaja (gore desno). Slika Citave aparature prikazana je dolje. |zvorne slike.
Test se izvodi tijekom 3 dana:

1. Prvi dan testa ima ulogu privikavanja zivotinja na sam uredaj. Svaku se Zivotinju
smjestilo u osvjetljenu sobicu i omogucilo joj se istrazivanje uredaja kroz 3 minute. Nakon
30 sekundi boravka Zivotinje u uredaju, vratadca izmedu dviju sobica su se otvorila pa je
Zivotinji omogucen ulazak u tamnu sobicu. Ulaskom Zivotinje u tamnu sobicu, vrijeme na
zaslonu uredaja je zaustavljeno i zabiljeZzeno. Tijekom prvoga dana testa Zivotinje nisu

primile elektriCni Sok nakon ulaska u tamnu sobicu.
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2. Drugi dan testa zivotinje su izlozene elektricnom Soku pri ulasku u tamnu sobicu.
Kao i prvi dan, Zivotinje su boravile u uredaju u ukupnom trajanju od 3 minute. Nakon 30
sekundi boravka Zivotinje u uredaju, vrataSca izmedu dviju sobica su se otvorila pa je
Zivotinji omogucen ulazak u tamnu sobicu. Ulaskom Zivotinje u tamnu sobicu, vratasca su
se iza nje zatvorila, a Zivotinja je bila izloZzena elektricnom Soku u trajanju 2 sekunde te
jakosti 0.5 mA. Ulaskom zivotinje u tamnu sobicu, vrijeme na zaslonu uredaja se

zaustavljeno i zabiljezeno.

3. Tre¢i dan testa predstavlja testni dan procjene ucenja i paméenja u zivotinja.
Zivotinje su boravile u uredaju u ukupnom trajanju od 3 minute. Nakon 30 sekundi boravka
Zivotinje u uredaju, vratasca izmedu dviju sobica su se otvorila pa je Zivotinji omogucen
ulazak u tamnu sobicu. Ulaskom Zivotinje u tamnu sobicu, vrijeme na zaslonu uredaja je
zaustavljeno i zabiljezeno. Za kvantitativne analize koriSteni su dobiveni podaci iz treceg
dana testiranja, a vrijednosti su grafiCki prikazane u obliku postotaka ulaska Zivotinja u

tamnu sobicu.
4.7 Kvalitativna i kvantitativna imunokemijska analiza proteina

Proteini iz dobivenih tkiva analzirani su kvalitativno — imunokemijski te kvantitativnho —
Western blotting metodom. Za obje su metode koriStena visokospecificha primarna
(tablica 4.2) te odgovarajuc¢a sekundarna protutijela (tablica 4.3). Sve su kvantitativne
analize izrazaja proteina izmjerene na povrsini od 0.05 mm?, najmanje u tri bioloSka

replikata kada je to bilo moguce. Za statisticke je analize koriSsten Mann Whitneyev test.
4.7.1. Imunohistokemijske analize

Imunohistokemijska analiza slobodnoplutajuc¢ih rezova (engl. free floating) izvedena je
jednostrukim te dvostrukim bojanjem. Analizirani su sagitalni rezovi mozga u podrucjima
hipokampusa te maloga mozga (slika 4.7.1.1). Za sva su bojanja koristeni triplikati rezova
tkiva, a unutar hipokampusa su analizirana podru€ja dentatnog girusa te CA1.
Jednostruka su bojanja analizirana u hipokampusu i malom mozgu dok su dvostruka

bojanja analizirana na sljedeci nacin:

APP/GD1la — u dentatnom girusu i CA1 podrucju
APP/CTB — u CA1 podrucju
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Metodom imunohistokemije istrazivani su proteini detektirani visokospecifi€nim primarnim
protutijelima. KoriStena primarna protutijela te njihove specifikacije prikazana su u tablici
4.3. U slucaju jednostrukog bojanja kompleks antigen-protutijelo vizualiziran je primjenom
odgovarajucih  sekundarnih  biotiniliranih ~ protutijela te avidin-biotin kompleksa
konjugiranog s peroksidazom iz hrena (engl. horse radish peroxidase — HRP) te
supstratom za HRP, 3,3'-diaminobenzidina (DAB) nakon €ega se na analiziranim
rezovima pojavljuje specificno obojenje.Uzorci pohranjeni za imunohistokemijsku analizu
uklopljeni su u medij za rezanje na kriostatu (Tissue Freezing Medium; Leica, Nussloch,
Njemacka) i narezani na kriostatu (Cryostat CM3050S, Leica, Nussloch, Njemacka) pri
temperaturi komore od -18°C (engl. chamber temperature — CT) i temperaturi nosaca tkiva
od -15°C (engl. object temperature — OT) na sagitalne rezove debljine 35 ym. Rezovi su

Cuvani u mikrotitarskim plo€icama sa 12 ili 24 jaZice ispunjenima PBS-om, pri pH=7,4.

Bregma

Bregma [0

‘‘‘‘‘

‘‘‘‘‘‘‘‘‘

Lateral 1.40 mm

Figure 82

Slika 4.7.1.1. Imunohistokemijski analizirana podru¢ja mozga Sprague-Dawley Stakora oznacena
su strelicama — hipokampus i mali mozak. Analizirana su podrucja prikazana na prilagodenoj slici
iz atlasa Stakorskog mozga. Donja lijeva slika prikazuje stvarni rez Stakorskoga mozga
odgovarajuée anatomske razine, a desna slika prikazuje detalje strukture hipokampusa i
analiziranih podru¢ja CA1 te dentatnog girusa. Gornja je slika preuzeta i prilagodena prema
Paxinos 1982 (183).
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Rezovi koji se nisu odmah koristili, pohranjeni su u De Olmos otopinu za ¢uvanje rezova
tkiva na -20°C (184). Imunohistokemijski su analizirani sljedeci proteini: inzulinski receptor
alfa (IR-a), leptinski receptor (ObR), amiloid prekursorski protein (APP), AMPA-receptor
(AMPA), Tau protein, neuroplastin (Np65) te gangliozidi GM1 i GD1a.

Jednostruko bojanje

Protokol jednostrukog imunohistokemijskog bojanja slobodnoplutaju¢ih rezova
Stakorskog mozga protutijelima IR-a, AMPA-R, ObR, Np65, Tau i GM1 izvodio se na
sljedeci nacin:

-Rezovi pohranjeni u DeOlmos otopini isprani su 8 puta tijekom 15 min u PBS puferu.

-Blokiranje nespecificnih reakcija: rezovi su inkubirani u otopini za blokiranje (5% kozji

serum i 1% albumin iz seruma goveda — BSA u PBS puferu) 2 sata na tresilici pri +4°C.

-Inkubacija s primarnim protutijelima: Rezovi su preko noci na tresilici pri +4°C inkubirani
u otopinama primarnih protutijela pripremljenima u otopini za blokiranje. KoriStena su

protutijela u razrjedenju iz tablice 4.3.
-Ispiranje. Rezovi su isprani 3 puta tijekom 5 min u PBS puferu.

-Inkubacija sa sekundarnim protutijelima. Rezovi su inkubirani 2 sata u otopini
sekundarnog protutijela na tresilici pri +4°C. Sekundarna protutijela su pripremljena u

otopini za blokiranje u razrjedenju 1:500.

-Koristena sekundarna protutijela su anti-kozje, anti-misje te anti-zecje IgG biotinilirano

sekundarno protutijelo (tablica 4.4) u razrjedenju 1:500.

-Rezovi su zatim ispirani 3 puta tijekom 5 minuta u PBS puferu uz mije$anje, a potom su
rezovi inkubirani u ABC reagensu (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD) koji sadrzi
avidin i biotiniliranu peroksidazu iz hrena tijekom 2 sata na tresilici. Tom se inkubacijom

kompleks avidina i biotinilirane peroksidaze vezao na biotinilirano sekundarno protutijelo.
-Ispiranje. Rezovi su zatim isprani 3 puta tijekom 5 minuta u PBS puferu

-Vizualizacija imunoreaktivnosti postignuta je inkubacijom rezova u setu otopina koje

sadrzi diaminobenzidin (Vector Peroxidase Substrate Kit, Vector Laboratories,
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Burlingame, CA, SAD) pripremljenih prema uputama proizvodaca. Diaminobenzidin
predstavlja supstrat za peroksidazu iz hrena koja uz prisutnost vodikova peroksida

katalizira stvaranje netopljivog obojenog produkta smede boje.

-Rezovi su inkubirani u otopini DAB prema uputama proizvodaca pri sobnoj temperaturi,
a reakcija stvaranja obojenog produkta zaustavljena je premjeStenjem rezova u PBS

pufer.

-Rezovi su navucCeni na silanizirana predmetna stakalca i prekriveni Vectamount

pokrivalom (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD).

- Za negativnu kontrolu bojanja posluzili su rezovi koji su tretirani na identi¢an nacin kao i

ostali rezovi osim Sto nisu inkubirani u otopini primarnog protutijela.

Dvostruko bojanje

Za dvostruka bojanja slobodnoplutajucih rezova koristene su kobinacije dvaju primarnih
protutijela, a njihove specifikacije prikazane su u tablici 4.3. KoriStena su sekundarna
fluorescentna protutijela prikazana u tablici 2.4 te 4',6-diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid

(DAPI) (Merck, NJ, SAD) za obiljezavanje jezgara stanica.

Protokol dvostrukog imunohistokemijskog bojanja rezova Stakorskog mozga izveden je u
sljiede¢im kombinacijama protutijela: APP/GD1a te APP/kolera toksin podjedinica B
obiljezena s Alexa fluor 555 fluoroforom (Thermo fisher, Waltham, MA, SAD).

- Rezovi pohranjeni u DeOIlmos otopini isprani su 8 puta tijekom 15 min u PBS puferu.

- Blokiranje nespecifitnih reakcija: rezovi su inkubirani u otopini za blokiranje bez
deterdZenta (5%-tni magareci serum, 1%-tni kozji serum i 1%-tni BSA u PBS puferu) 2

sata na tresilici pri +4°C.

- Inkubacija s primarnim protutijelima: Rezovi su preko noci na tresilici pri +4°C inkubirani
u otopinama primarnih protutijela pripremljenima u otopini za blokiranje. Koristena su

protutijela u razrjedenju iz tablice 4.7.1.1.

- Ispiranje. Rezovi su isprani 4 puta tijekom 10 min u PBS puferu
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- Inkubacija sa sekundarnim protutijelima. Rezovi su inkubirani 4 sata sa sekundarnim
fluorescentnim protutijelima u mraku na tresilici pri +4°C. Sekundarna protutijela su

pripremljena u otopini za blokiranje u razrjedenju 1:500 prema tablici 4.4.

- U slu¢aju APP/CTB bojanja, CTB-AF555 je dodan u razrjedenju od 1:500 zadnja dva
sata tijekom inkubacije sekundarnog protutijela izravno u otopinu sekundarnog protutijela.

Rezovi su inkubirani u mraku na tresilici pri +4°C.
- Rezovi su zatim ispirani 4 puta tijekom 10 minuta u PBS puferu uz mijeSanje.

- Inkubacija u otopini DAPI, fluorescentne interkalirajuce boje za jezgre u koncentraciji od

1pg/ml tijekom 5 minuta u mraku pri +4°C.
- Ispiranje. Rezovi su zatim isprani jednom tijjekom 10 minuta u PBS-u.

- Rezovi su navucCeni na silanizirana predmetna stakalca i prekriveni Vectashield
pokrivalom (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD) te analizirani konfokalnim
mikroskopom Olympus Fluoview FV1000 (Olympus, Barcelona, Spanjolska) uz koristenje

imerzijskog objektiva 60X.

- Za negativnu kontrolu bojanja posluzili su rezovi koji su tretirani na identi¢an nacin kao i

ostali rezovi osim $to nisu inkubirani u otopini primarnog protutijela.

Tablica 4.7.1.1 Popis koriStenih primarnih protutijela te njihovih razriedenja u metodama
imunohistokemijskog bojanja (IHC — imunohistokemijsko bojanje koristenjem HRP/DAB sustava,
IHC-F bojanje uz koriStenje sekundarnih protutijela obiljezenih fluorescentnim fluoroforima) te

Western blottinga.

Oznaka Puni naziv | Klasifikacija Organizam Proizvodaé KoriSteno razrjedenje
primarnog primarnog protutijela porijekla i kataloski za imunohistokemijsko
protutijela protutijela broj bojanje/Western

blotting
IR-a Anti-alfa 19G, Zec Santa Cruz, IHC 1:250
podjedinica poliklonski CA, SAD,
inzulinskog SC-710
receptora
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IR- a

IR-B

ObR

ObR

APP

Np65

Tau

GDla

GM1

Anti-alfa
podjedinica
inzulinskog

receptora

Anti-beta
podjedinica
inzulinskog

receptora

Anti-leptinski

receptor

Anti-leptinski

receptor

Anti-amiloid
prekursorski

protein

Anti-

neuroplastin

Anti- Tau

protein

Anti-GDla
gangliozid

Anti-GM1

gangliozid

IgG,
poliklonski

19G,
poliklonski

I9G,

poliklonski

19G,
poliklonski

I9G,

monoklonski

19G,
poliklonski

IgG,

monoklonski

19G,
monoklonski

IgG,
poliklonski

Zec

Zec

Zec

Zec

Zec

Koza

Abcam,
Cambridge,
UK, 5500

Santa Cruz,
CA, SAD,
SC-711

Santa Cruz,
CA, SAD,
SC-8325

Thermo
Fisher
Scientific,
Waltham,
MA, SAD,
PA1053
Abcam,
Cambridge,
UK,
ab32136
R&D
Systems,
Minneapolis
, MN, SAD,
AF5360
Merck,

Kenilworth,
NJ, SAD,

MABN1185
Seikagaku,

Tokio,
Japan,
370705

Johns

Hopkins,

donacija
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WB 1: 500

WB 1:500

IHC 1:50

WB 1: 1000

IHC-F 1:500
IHC 1:1000

IHC 1:500

WB 1: 1000

IHC 1:500

IHC-F 1:3000

IHC 1:1000
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SOCS3

ER-a

pSTAT3

fosforilirani

pojacivac i

19G,

monoklonski

Zec

aktivator

transkripcije 3
(Tyr 705)

supresor

Anti-protein

signalizacije

citokinima 3

GluR2

Anti-
podjedinica 2
AMPA

receptora

podjedinica,

Anti-alfa

estrogenski

receptor

Oznaka

Puni naziv

sekundarnog primarnog

protutijela

GO-anti-
RB+biotin

GO-anti-
MO+biotin

protutijela

kozje protu-

zecCje protitijelo

obiljezeno s

biotinom

kozje protu-

mi$je protutijelo

IgG1,
monoklonski

monoklonski

monoklonski

Klasifikacija

protutijela

19G,

poliklonski

IgG,
poliklonski

prof.
Ronalda
Schnaara

Cell
Signalling

Technology

, Danvers,
MA, SAD,

D3A7

Abcam,

Cambridge,

UK,
ab14939

Neuro Mab,
Davis, CA,

SAD
L21/32

Santa Cruz,
CA, SAD,

SC-787

Tablica 4.7.1.2. Popis koriStenih sekundarnih protutijela

Organizam
porijekla/
metoda/
razriedenje
Koza/lHC
1:500

Koza/l[HC
1:500
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WB 1:1000

WB 1:500

IHC 1:500

WB 1:500

Proizvodac i

kataloski broj

Jackson
Immunoresearch
Laboratories, West
Grove, PA, SAD,
111-065-003
Jackson

Immunoresearch
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DO-anti-
GO+biotin

GO-anti-
RB+HRP

DO-anti-
MO+HRP

RB-anti-
GO+HRP

AF488
GO-anti-MO

CY3
GO-anti-RB

4.7.2 Analiza jednostrukih imunohistokemijskih bojanja

obiljezeno s

biotinom

magarece
protu-kozje
protutijelo
obiljezeno s
biotinom

kozje protu-
zecje protutijelo
obiljezeno s
HRP

magarece
protu-misje
protutijelo
obiljezeno s
HRP

zecje protu-
kozje protutijelo
obiljezeno s
HRP

Alexa fluor 488,
kozje-protu-
miSje protutijelo
CY3, kozje-
protu-zecje

protutijelo

19G,
poliklonski

I9G,
poliklonski

19G,
poliklonski

I9G,
poliklonski

19G

IgG

Koza/l[HC
1:500

wWB
1:50 000

WB
1:50 000

wWB
1:50 000

Koza/l[HC-F
1:500

Koza/lHC-F
1:500
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Laboratories, West
Grove, PA, SAD,
115-065-166
Jackson
Immunoresearch
Laboratories, West
Grove, PA, SAD,
705-065-147
Jackson
Immunoresearch
Laboratories, West
Grove, PA, SAD
111-035-003
Jackson
Immunoresearch
Laboratories, West
Grove, PA, SAD
715-035-150
Jackson
Immunoresearch
Laboratories, West
Grove, PA, SAD
305-035-003

Life  technologies,
Carlsbad, CA, SAD,
A11001

Life  technologies,
Carlsbad, CA, SAD,
A10520

Nakon jednostrukih imunohistokemijskih bojanja, preparati su analizirani mikroskopom

Carl Zeiss Axioskop 2 MOT s kamerom Olympus D70 te raCunalnim programom DP

Manager 1.2.1.107. i DP Controller 1.2.1.108. Za svako su podrucje svakoga reza tkiva

prikupljenje najmanje 2 slike istih veli€¢ina. Ukupno je za svaku kvantifikaciju koristeno

najmanje tri slike iz svake skupine Zivotinja. Sve su slike analizirane u Fiji raCunalnom
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programu (185). Na svim su slikama preparata analizirane promjene u morfologiji prema

sljedeéem protokolu (slika 4.7.2.1):

1. Nakon pokretanja Fiji programa, odabrani su sljedeci izbornici: Alatna traka

izbornika/Analyze/Set Measurements;
2. U program je unesena slika u TIFF (engl.Tagged image file format) obliku;

3. U alatnoj je traci odabrana radnja Plugins/Record/Macro za izradu algoritma analize

slika (engl. macroinstruction — MACRO);

4. Slika u TIFF obliku prevedena je u oblik 8-bit koji svakom pikselu dodjeljuje vrijednost

od 0-255 pomocu naredbe Alatna traka izbornika/lmage/Type/8 bit;

5. Kako bi se uklonilo pozadinsko obojenje odabran je raspon vrijednosti piksela. Donji
prag raspona iznosio je 0, a vrijednost gornjega praga zadana je prema uprosjecenoj
vrijednosti pri kojoj pozadinsko obojenje kontrolnih reakcije nije vidljivo. Opisani je korak

pratila naredba Alatna traka izbornika/Image/Adjust/Treshold;

6. U alatnoj je traci potom odabrana naredba Analyze te izbornik Measure, a rezultati su

ocitani iz prozora Results;

v Area ™ Mean gray value

[ Standard deviation [~ Modal gray value

™ Min & max grayvalue |~ Centroid

[” Center of mass [~ Perimeter U 2l o
K 1 2] 1
[~ Bounding rectangle [~ Fitellipse
[” Shape descriptors |~ Feret's diameter e =] fesw |
- Integrated density [~ Median ™ Dark background I~ Stack histogram
[~ Skewness I Kurtosis Auto | Apply| Reset| Set
[V Area fraction [~ Stack position
I™ Limitto threshold ¥ [Dispiay Iabel!
[ InvertY coordinates |~ Scientific notation
[~ Addto overlay [” NaN empty cells
Lower Threshold Level: |
Redirectto: [None ~|
. |159
Decimal places (0-9): [0— Upper Threshold Level
OK | Cancel | Help OK Cancel

Slika 4.7.2.1 Primjer koriStenja zadanih naredbi u raCunalnom programu Fiji. (A) Odredivanje
osnovnih parametara mjerenja te raspona vrijednosti piksela za 8-bitnu sliku (B), neizmijenjena
slika (C) i obradena slika (D).
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7. MACRO algoritam je pohranjen i imao je ulogu u analiziranju veéeg broja slika
jednostavnom naredbom Process u alatnoj traci izbornika uz mogucnost Multiple Image

Processor.
4.7.3 Analiza dvostrukih imunohistokemijskih bojanja

Nakon dvostrukin imunohistokemijskih bojanja, preparati su analizirani mikroskopom
Olympus Fluoview FV1000, a slike su dobivene koriStenjem kamere te odgovarajucih

lasera uz koristenje racunalnog programa Olympus FV10-ASW 4.2 Viewer.

U slu€aju bojanja APP/GD1a iz svakog su analiziranog podrucja (dentatni girus te CA1)
prikupljene 3 fofografije dimenzija 1024 piksela te po jedna trodimenzionalna (engl. Z-
stack) slika dimenzija 512 piksela kroz 5 razina — jednim je snimanjem dobiveno 5 slika.
Za kvantifikaciju su koristeni preparati tkiva u triplikatu, a za svaku od 8 skupina Zivotinja

odabrano je 5 reprezentativnih slika koje su koriStene za statistiCku analizu.

U slu€aju bojanja APP/CTB analizirano je podru¢je CA1, a prikupljene su po dvije slike za
svaku skupinu Zivotinja, a srednja je vrijednost analiziranog podrucja izracunata bez

statisticke obrade.

Sve su slike analizirane u Fiji raCunalnom programu. Na svim su slikama preparata
analizirane promjene integrirane vrijednosti gustoce signala (engl. Integrated density

value — IDV) prema protokolu Arqués, 2012. (186):

1.Nakon pokretanja programa Fiji odabrane su sliede¢e naredbe: Image/Color/Split

Channels te je slika razdijeljena prema 3 koriStena fluorofora (slika 4.7.3.1).

2. Odabran je prozor koji prikazuje obojenje jezgara DAPI fluoroforom;
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Slika 4.7.3.1. Prikaz izgleda razdiobe dobivenih slika prema 3 koriStena fluorofora. Slika A
prikazuje signal crvenog fluorofora, zeleni je fluorofor prikazan pod B, a C slika prikazuje obojenje

jezgara plavim fluoroforom.

3. Na toj se slici obiljezi povrSina koja se zeli analizirati koristenjem Rectangular ili
Polygonal oblika iz alatne trake. Potom se odabire izbornik ciljnog podrucja (engl. region
of interest — ROI) odabirom naredbi Analyze/Tool/ROI manager. Potrebno je odabrano
podrucje dodati u ROl izbornik naredbom Add (slika 4.7.3.2 A);

4. Nakon odabira ciljnog podrucja, na slici se pomo¢u Rectangular oblika iz alatne trake
obiljezi 10 jezgara. Jezgre se obiljeZe povlacenjem kruznice oko svake od 10 odabranih
jezgara. Nakon podeSavanja kruznice potrebno je naredbom CTRL+T dodati povrSinu
svake od jezgara u ROI zbornik.U ROI izborniku tada se moze vidjeti ukupna povrsina

koja se analizira te povrSine svake od 10 jezgara (slika 4.7.3.2 B);

5. U ROI se izborniku tada naredbom SHIFT+A odabere svih 11 izmjerenih povrSina
(ukupna povrsina te povrSine 10 staniCnih jezgara) i odabere naredba Measure nakon
¢ega se otvara novi prozor s vrijednostima izmjerenih povrSina — dobivene su vrijednosti
odabranih povrSina — ukupna povrsina, povrSina svake od pojedinacno odabranih jezgara
i IDV (slika 4.7.3.3).
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File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help Fie E.d“ Image Proces‘s Analyze Phugins Window Help
Bolclo|l 44| Ala|e|Z| oelss|s| &~ 1 a8 clol4 &) Ala|0|@) oufss|s|a]~

*Oval*, elliptical or brush selections (nght click to switch)

"‘Rectangular® or rounded rectangular selections (right click to switch)

05770512 0577-0512 & Add [y
Update 0605-0421 Update

Delete

Delete

Rename. Rename

Measure

Deselect
Properties Properties

Flatten [F] " FlattenF] |

Measure
Deselect

Flatten [F]

More » More »

I~ Show All

I~ Show All

I Labels » [~ Labels

-
—

Slika 4.7.3.2. Prikaz odabira ciljnog podrucja koriStenjem Rectangular oblika iz alatne trake (A
gore) te mjerenja povrsine odabranog podrucja (A dolje). Nakon odabira ciljnog podruc¢ja odabire
se 10 reprezentativnih jezgara stanica koriStenjem Eliptical oblika iz alatne trake (B gore) i svaka

se obiljezena povsina dodaje ROl izborniku (B dolje).
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File Edit Font Results

|Area  |intDen  |RawintDen |
25010 1098828 25644190
B84 7758 181049
84 7198 167994
84 6612 154313
84 6294 146887
84 5514 128685
84

70

70

70

70

7671 179016
7942 185342
6534 152488
5359 125057
4416 103063

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
1

Slika 4.7.3.3. Prikaz dobivenih vrijednosti nakom mjerenja povrdine ukupnog ciljnog podrucja
(vrijednost broj 1 u tablici na slici) i vrijednosti odabranih 10 jezgara stanica (vrijednosti 2-11 u
tablici na slici). U tablici su prikazane vrijednosti povrSina (Area), IDV te vrijednost sirove

integrirane gusto¢e (RawlintDen).

6. Iz vrijednosti IDV ukupne analizirane povrsine te pojedina¢no zbrojenih IDV vrijednosti
10 odabranih jezgara izraCunata je vrijednost ukupnog broja jezgara odnosno stanica koja
se koristi u kasnijim koracima pri izraCunu vrijednosti IDV za svaki fluorofor (tablica 4.7.2.1
A).

7. Zatim se odabire iduca slika za analizu Zeljenog fluorofora. U ROI izborniku odabire se
ukupna analizirana povrSina i izvrSi naredba Measure kojom se u novom izborniku ispisuju
vrijednosti IDV za odabrani fluorofor. Iste se naredbe ponavljaju za drugi fluorofor. Izracun
IDV vrijednosti za analizirano bojanje po stanici dobiva se dijeljenjem ukupne IDV
vrijednosti pojedinacnog signala (primjerice crvenog signala) s brojem stanica pa je tako
dobivena IDV vrijednost svakog od signala jednaka vrijednosti po stanici (tablica 4.7.2.1
B).
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Tablica 4.7.2.1. Primjer analize podataka dobivenih kvantifikacijom slika u Fiji raunalnom
programu. Za analizu obojenja prvo je odreden broj stanica u analiziranoj povrsini koristenjem
podataka ukupne vrijednosti IDV za DAPI obojenje te vrijednosti IDV za 10 odabranih jezgara. 1z
ta se dva podatka izraCunao ukupan broj jezgara analiziranog podru¢ja (IDV vrijednost za
DAPI/srednja vrijednost IDV za 10 odabranih jezgara) (A). IDV vrijednost pojedinacnog signala
izraCunao se koristenjem vrijednosti IDV za pojedinacni signal te ukupnog broja jezgara (IDV
pojedina¢nog signala/ukupni broj jezgara) (B). Analiza kolokalizacije sli¢na je analizi pojedinacnih
signala. Nakon dobivene IDV vrijednosti preklapanjem dviju Zeljenih slika ta se vrijednost podijeli

s brojem jezgara (IDV vrijednost kolokalizacije/ukupni broj jezgara) (B desno).

A IDV za IDV za Srednja Ukupni broj jezgara
DAPI odabranih| vrijednost IDV | lzracun: IDV DAPI
IME ukupno (10 jezgara za 10 ukupno/Srednja
FOTOGRAFIJE (pixel) (pixel) odabranih vrijednost IDV za
jezgara odabranih 10 jezgara
(pixel)
16527
15816
18541
24370
34_MM_K1_APP 16093
_Gd1a_XY_CA1_| 1151340 15512.6 74.220
1 18292
11535
10584
11146
13222
B IDV za IDV za zeleni IDV IDV
zeleni | signal/ukupni | kolokalizacije kolokalizacije/u
signal broj jezgara (pixel) kupni broj
(pixel) (pixel) jezgara
(pixel)
309989 4176.642 152559 2055.506

8. Za analizu kolokalizacije u alatnoj se traci odabere naredba Process/Image calculator
pri Cemu se otvara izbornik u kojemu se odabiru dvije slike Cija se kolokalizacija Zeli
analizirati (slika 4.7.3.4).
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Fie Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
ElO O£ &I N A QO Oejse| J | & |

x=52 16, y=27.74, value=17

W Create new window

I 32-dit (Noat) resuit

File Edt Fomt Resuilts
I -

| [Area [intDen [RawintOen |

1 15177 S§09431 11888978

Slika 4.7.3.4. Primjer analize kolokalizacije u Fiji raCunalnom programu. Nakon razdiobe slike
prema fluoroforima te odredivanja ukupnog broja stanica analiziranog podru¢ja (opisano u
prethodnim koracima) odabire se naredba Image Calculator nakon ¢ega se otvara novi prozor. U
padajucéim se izbornicima prozora odabiru slike koje se usporeduje (A). Slike Cija se kolokalizacija
usporeduje u primjeru prikazane su pod B. Nakon izvr§enja naredbe nastaje sjedinjena slika (C)

koja se analizira koristenjem ROI izbornika, a rezultati se prikazuju u novootvorenom prozoru (D).
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4.7.4. 1zolacija lipidnih splavi i kvantitativha analiza proteina

Proteini su analizirani unutar lipidnih splavi, ostatku stanicne membrane (ne-splavi),

ukupnim membranskim proteinima te u citosolu.

NajCeSce koristena metoda izolacije lipidnih splavi za njihovo odvajanje od ostatka
stanicne membrane koristi deterdzent Triton X-100. Prema dosadasnjim iskustvima i
objavlienom clanku (171) jasno je kako je takav deterdzent agresivan te uzrokuje
redistribuciju gangliozida i proteina usidrenih u membranu GPI sidrom $to daje pogresne
rezultate u istrazivanjima proteinskog i lipidnog sastava stani¢nih membrana. U suradnji
sa prof. dr. sc. Svjetlanom Kalanj-Bognar, doc.dr.sc. Kristinom Mlinac-Jerkovic te dr.sc.
Katarinom lli¢, u Laboratoriju za neurokemiju, Hrvatski Institut za istraZivanje mozga,
Medicinski Fakultet u Zagrebu, razvijen je izmijenjeni protokol izolacije lipidnih splavi koji
u zamjenu za Triton X-100 koristi deterdzent Brij O20 (u ranijoj nomenklaturi poznat kao
Brij 98) (Sigma, NJ, SAD), koji ne uzrokuje opisanu redistribuciju gangliozida i odredenog
seta istrazivanih membranskih proteina. Lipidne splavi iz tkiva hipokampusa i malog
mozga u triplikatu za svaku istrazivanu skupinu izolirane su prema prilagodenom
protokolu nastalom iz uobi€ajeno koriStenog protokola uz izmjenu koriStenog deterdzenta,

a metoda se izvodila prema sljedec¢em protokolu (slika 4.7.4.1):

1. Obje su vrste tkiva izvagane. Koristeno je izmedu 50 i 80 mg tkiva, a za vaganje je
koriStena analiticka vaga (Sartorius GP1100S; Dana Weighing Systems, Elk Grove, IL,
SAD);

2. Nakon vaganja, tkiva su brzo smjesStena u pothladeni stakleni Potter-Elvehjem
homogenizator s teflonskim tu¢kom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) te im je dodan
homogenizacijski puferu s 0.32 M saharozom i inhibitorima proteaza (1%-tni koktel
inhibitora proteaza, 5 mM NaF, 1 mM PMSF, 1 mM NaVOa4) bez deterdzenta. Tkivo je

homogenizirano s to¢no 30 udaraca tu¢ka o dno homogenizatora.

3. Homogenizirano tkivo je prebaceno u plasti¢nu epruvetu i centrifugirano 15 min pri 1000
g | +4°C (centrifuga: Hettich Universal 32R; Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen,
Njemacka). Dobivenom se supernatantu (S1) izmjerio volumen, dok je talog (P1)

odbacden.
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4. S1 je potom centrifugiran u 50.4 Ti tubicama (Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD)
za ultracentrifugu (Beckman Optima XL-80K, rotor 50.4 Ti; Beckman Coulter, Pasadena,
CA, SAD) 40 min pri 100 000 g s ciliem razdvajanja stani¢nih membrana. Dobiveni je
supernatant (S2) sadrzavao citosolne proteine te je saCuvan za kasnije analize, a talog

(T2) je sadrzavao ukupne stani¢éne membrane.

5. U T2 iz prethodnog koraka dodan je 1 mL fosfatnog raft pufera koji sadrzi 1% deterdzent
BrijO20 te inhibitori proteaza. Talog je prenesen u pothladeni stakleni Potter-Elvehjem
homogenizator s teflonskim tuckom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) te je

homogeniziran s to¢no 15 udaraca tu¢ka o dno homogenizatora.

6. 600 pL homogeniziranog T2 otpipetirano je u pothladene SW 28.1 Ti tubice za
ultracentrifugu Beckman Optima XL-80K, rotor SW 28.1 Ti, Beckman Coulter, Pasadena,
CA, SAD) i pomijeSano sa 600 yL 85%-tne saharoze u homogenizacijskom puferu koji
sadrzava 1% Brij O20. Dobivena je smjesa nadslojena s 10 mL 35%-tne saharoze u
homogenizacijskom puferu koji sadrzava 1%-tni Brij O20. Na taj je sloj otpipetirano 4 mL

3%-tne saharoze saharoze u homogenizacijskom puferu koji sadrzava 1% -tni Brij O20.

7. Dobiveni je gradijent centrifugiran u ultracentrifugi (Beckman Optima XL-80K, rotor SW
28.1 Ti; Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD) 18 h pri 141 000 g i +4°C.

8. Nakon zavrSetka ultracentrifugiranja iz svake su epruvete sakupliene frakcije u
volumenu od 1.5 mL pocevsi od gornjeg sloja. Ukupno je dobiveno 10 ili 11 frakcija po
uzorku. Frakcije 3 i 4 sadrzavale su lipidne splavi, dok su frakcije 9 i 10 ili 10 i 11
sadrzavale ostatak staniéne membrane nazvan ne-splavima. Frakcije su spremljene na
-80°C do mjerenja koncentracije proteina te analize polozaja odabranih membranskih

proteina Western blotting metodom.
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Slika 4.7.4.1. Shema izolacije lipidnih splavi (A), dizajn gradijenta saharoze (B), prikaz krajneg
rezultata — epruveta s lipidnim splavima vidljivima u obliku oblaci¢a u frakcijama 3 i 4 te nesplavima
u frakcijama 10i 11 (C).

Iz S2 pripremljeni su uzorci za analizu citosolnih proteina malog mozga i hipokampusa
visokospecificnim primarnim protutijelima koja se vezu za GR, IR-B te a podjedinicu
estrogenskog receptora (ER-a). Uzorci ukupnih membranskih proteina pripremljeni su iz
T2 nakon prvog ultracentrifugiranja te su analizirani visokospecificnim primarnim

protutijelima koja se vezu za IR-a, ObR, Np te APP.

Smijestaj odabranih membranskih proteina, unutar ili izvan lipidnih splavi, analiziran je u
uzorcima lipidnih splavi i uzorcima ne-splavi visokospecificnim primarnim protutijelima

koja se vezu za IR-a, ObR, Np te APP. Buduci da koncentracije proteina svih opisanih
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uzoraka nisu poznate, za njihovo su odredivanje koristene metode odredivanja proteina

metodama prema Bradfordu i Lowryju.

QOdredivanje koncentracije proteina prema Bradfordu

Metoda se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje Coomassie Briliant
Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske boCne ogranke proteina, uslijed ¢ega dolazi do
stvaranja kompleksa protein-boja, koji u kiselom mediju pokazuje apsorpcijski maksimum
pri 595 nm (187). Boja je otopljena u smjesi s metanolom i fosfornom kiselinom te se u
tom obliku naziva Bradfordov reagens, a pripremljen je na sljede¢i nacin: 100 mg
Coomassie Brilliant Blue G-250 otopljeno je u 50 mL metanola te je u tu otopinu dodano
100 mL fosfatne kiseline i 850 mL destilirane vode. Nakon $to se Bradfordov reagens
doda uzorcima, boja se vezZe za proteine te dolazi do promjene obojenja iz crveno-smedeg
u plavo. Promjena u intenzitetu obojenja ovisi o koncentraciji proteina u uzorku. Protokol

odredivanja koncentracije proteina metodom prema Bradfordu je sljededi:
Priprema slijepe probe: u tubicu je otpipetirano 100 pL dH20.

Priprema standardne otopine: u duplikatu su pripremljene Cetiri otopine BSA ukupnog

volumena 100 pL sljedecih koncentracija:
Standard 1 — 10 pg/mL,

Standard 2 — 50 pg/mL

Standard 3 — 100 pg/mL

Standard 4 — 500 pg/mL.

Priprema uzoraka nepoznate koncentracije: u duplikatu su pripremljene 5 puta razrijedene

otopine uzoraka tako $to je u epruvetu uliveno 5 pL otopine uzorka i 20 uL dH20.

Mjerenje apsorbancije: u sve je epruvete otpipetirano po 1.25 mL Bradfordovog reagensa.
Nakon kratkog mijeSanja i inkubacije od 15 minuta, sadrzaj epruvete je premjesten u
kivetu. Prvo je u spektrofotometar (CamSpec M201; Spectronic Camspec Ltd., Garforth,

Leeds, UK) umetnuta kiveta slijepe probe te su pri valnoj duljini od 595 nm podeSene
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transmitancija na 100% i apsorbancija na 0. Zatim su mjerene apsorbancije standardnih

otopina, a onda i apsorbancije uzoraka nepoznate koncentracije.

Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima odredeno je prema dobivenim
vrijednostima apsorbancija standardnih otopina te je nacrtan interpolirani pravac u
koordinatnom sustavu, pri Cemu su na apscisu unesene vrijednosti masene koncentracije
otopine, a na ordinatu vrijednosti apsorbancije. Zatim je prema prosjec¢noj vrijednosti
izmjerenih apsorbancija uzoraka iz koordinatnog sustava ocitana koncentracija proteina.
Buduci da su uzorci bili razrijedeni 5 puta, dobivena vrijednost masene koncentracije je

mnozena s 5 (tablica 4.7.4.2).

Tablica 4.7.2.2. U tablici su prikazane dobivene vrijednosti masenih koncentrcija za
reprezentativne uzorke frakcija lipidnih splavi hipokampusa te maloga mozga odredenih metodom
prema Bradfordu. Pokraj tablica vrijednosti koncentracije proteina prikazane su graficki za po

jedan reprezentativni uzorak hipokampusa i maloga mozga.

FRAKCIJE Apsorbancija . . .
UZORKA (srednja | pg/mL | mg/mL Koncentracija proteina u svim
I R Eyrres B frakcijama dobivenim nakon

> 0611 | 3646.88 | 3.647 - izolacije lipidnih splavi iz

3 05745 |3418.75| 3.419 E hipokampusa

4 0.4395 | 2575.00 | 2575 2 500

5 0.444 2603.13 | 2.603 8 600 e _

6 0.4685 | 2756.25 | 2.756 2 400 v —————— ~—,

7 0.4235 | 2475.00 | 2.475 s

8 0.435 | 2546.88 | 2.547 5 200

9 04325  [253125[ 2531 || £°%%] ; : ; o

10 0.444 2603.13 | 2.603 g Broj frakcija

11 0.3535 | 2037.50 | 2.038 <
FRAKCIJE A b A . . .
UZORKA p(sorda'_‘c'la oL L Koncentracija proteina u svim

sreanja m mg/m . . . . .

MALOGA Vrijednést) = : frakcijama dobivenim nakon izolacije
Ll - lipidnih splavi iz malog mozga

Lo el et S

5805 | 7230. 7. 2500 | A

3 0.5295 | 6592.50 | 6.593 § 3.000

4 0.4405 5480.00 | 5.480 3 2388 ~Q‘=‘$’—“—“‘v

5 0.433 5386.25 | 5.386 200 -

6 04135 | 514250 | 5.143 S 1.000

7 0.399 4961.25 | 4.961 £ gggg

8 0.4675 [ 5817.50 | 5.818 g 3 5 7 9 "

9 0.3705 | 4605.00 | 4.605 < Broj frakcija

10 0.341 4236.25 | 4.236
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Odredivanje koncentracije proteina prema Lowryju

S obzirom da se tijekom pokusa pokazalo kako deterdzent Brij inteferira s odredivanjem
proteina prema Bradfordu, koncentracija proteina u svim uzorcima lipidnih splavi i nesplavi
odredena je i metodom prema Lowryju. Metoda odredivanja koncentracije proteina prema
Lowryju opisana je 1951. i temelji se na reakciji Cu?* vezanih za amino skupine peptidnih
veza u proteinima i fenolne skupine bo¢nog ogranka aminokiseline tirozin u proteinu s
Folin-Ciocalteau (Folinovim) reagensom (188). Folinov reagens sadrzi fosfovolframatnu i
fosfomolibdatnu kiselinu koje bakrovi ioni vezani na duSikove atome peptidne veze u
proteinima i fenilne skupine tirozina reduciraju u volframovo i molibdensko modrilo. Pri toj

reakciji nastaje kompleks plavo-ljubiCaste boje apsorpcijskog maksimuma pri 660 nm.

Za pripremu Lowry otopine 2%-tni Na2COs otopljen u 0,1 M NaOH, 0,5%-tni CuSOa4 i 2%-

tni K,Na-tartarat mijeSaju se u omjeru 100:1:1.

Za bazdarni je pravac u 200 pL otopine razli€ite koncentracije BSA proteina (0-500 ug/mL)

dodano po 2 mL Lowry otopine i ta je otopina inkubirana na sobnoj temperaturi 15 min.
Priprema slijepe probe: u tubicu je otpipetirano 200 pL dH20.

Priprema standardnih otopina - koriStene su sljedece standardne otopine BSA u duplikatu:
Standard 1 — 10 pg/mL,

Standard 2 — 25 pg/mL

Standard 3 — 100 pg/mL

Standard 4 — 150 pg/mL.

Priprema uzoraka nepoznatih koncentracija: za odredivanje koncentracije proteina iz
uzoraka po 10 pL svakog uzorka otpipetirano je u plasti¢énu epruvetu i pomijesano s 190
ML dH20 u duplikatu. Tako pripremljenom uzorku dodano je 2 mL Lowry otopine i
inkubirano na sobnoj temperaturi 15 min. Potom je svim standardnim i ispitivanim
uzorcima dodano po 200 yL Folinovog reagensa prethodno razrijedenog s vodom u
omjeru 1:2. Nakon inkubacije od 30 min mjerena je apsorbancija na 750 nm. Odredivanje

koncentracije proteina u uzorcima: 1z dobivenih vrijednosti apsorbancija standardnih
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otopina nacrtan je interpolirani pravac u koordinatnom sustavu, pri ¢emu su na apscisu
unesene vrijednosti masene koncentracije otopine, a na ordinatu vrijednosti apsorbancije.
Zatim je prema prosjecnoj vrijednosti izmjerenih apsorbancija uzoraka iz koordinatnog
sustava oc€itana koncentracija proteina. Buduéi da su uzorci bili razrijedeni 20 puta,
dobivena vrijednost masene koncentracije je mnozena s 20. Tablica 4.7.4.3 prikazuje
dobivene vrijednosti masenih koncentrcija za pojedini uzorak ukupnih membranskih
proteina.

Tablica 4.7.2.3. U tablici su prikazane dobivene vrijednosti masenih koncentrcija za
reprezentativne uzorke ukupnih membranskih proteina hipokampusa te maloga mozga izmjerenih
metodom prema Lowryju. Ispod tablice vrijednosti koncentracije proteina prikazane su grafi¢ki za

po dva reprezentativna uzorka ukupnih membranskih proteina hipokampusa i maloga mozga.

UZORCI UKUPNIH MEMBRANSKIH PROTEINA MALOGA MOZGA

Broj Srednja vrijednost

uzorka apsorbancije pg/mL U UZORKU mg/mL U UZORKU
1 0.120 1120.00 1.120

2 0.137 1304.21 1.304

UZORCI UKUPNIH MEMBRANSKIH PROTEINA HIPOKAMPUSA

Broj Srednja vrijednost

uzorka apsorbancije pg/mL U UZORKU mg/mL U UZORKU
1 0.126 1188.42 1.1884

2 0.113 1051.58 1.0516

Koncentracija proteina izmjerena prema
Lowryju u reprezentativnim uzorcima
hipokampusa i maloga mozga

1.400
1.200

1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000

HIP1 HIP2 MM1 MM2

Koncentracija proteina (mg/mL)
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4.7.5. Analiza proteina Western blotting metodom

Polozaj IR-a, ObR, Np te APP utvrden je Western blotting metodom u odnosu na biljege
lipidnih splavi — protein flotilin (Flot) i gangliozid GM1 (detektiran podjedinicom B kolera
toksina) te na biljeg ostatka stanichne membrane — transferinski receptor (TfR) (slika
4.7.5.1). Western blotting metodom analizirano je nekoliko vrsta uzoraka izdvojenih iz
tkiva hipokampusa i maloga mozga: frakcije izolata lipidnih splavi i lipidnih ne-splavi,
ukupni citosolni proteini (za detekciju GR, IR-B te ER-a) te ukupni membranski proteini

(za detekciju IR-a, ObR, APP i neuroplastina).

frakcije Frakcije
LS nLS
l_lﬁ l_l_\

stTb1 2 3 45 6 7 8 9101

Transferinski

receptor i
Flotilin

CTB - ,

kolera ’

toksin -

Slika 4.7.5.1. Prikaz reprezentativhog rezultata biljega lipidnih splavi i nesplavi Western
blottingom. Biljezi lipidnih splavi — Flot i CTB (GM1) uo€eni su u najvecoj mjeri u frakcijama 3 i 4,

a biljeg nesplavi — Tfr, odnosno ostatka stani¢ne membrane uocen je u frakcijama 10 i 11.

Protokol Western blotting metode je sliededi:

Iz supernatanta dobivenog nakon prvog ultracentrifugiranja pripremljeni su uzorci za
analizu citosolnih proteina maloga mozga i hipokampusa visokospecificnim primarnim
protutijelima koja se vezu za GR, IR-f i ER-a. Uzorci su pripremljeni uzimanjem volumena

koji sadrzi 15 pg proteina te mijeSanjem s 5 pl pufera za uzorke (Novex NuPage LDS

67



MATERIJAL | METODE

sample buffer 4x; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prethodno pomijeSanog
s redicuraju¢im agensom (NuPage sample reducing buffer; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) u omjeru pufer za uzorke: reducirajuéi agens = 2:1. Pripremljena je
smjesa inkubirana 5 min na 95°C na termogrijaCu (Eppendorf Thermomixer Compact;

Eppendorf, Hamburg, Njemacka).

Uzorci ukupnih membranskih proteina pripremljeni su iz taloga nakon prvog
ultracentrifugiranja te su analizirani visokospecifi€nim primarnim protutijelima koja se vezu
za IR-a, ObR, Np i APP. Uzorci su pripremljeni uzimanjem volumena koji sadrzi 15 ug
proteina te su pomijeSani s 5 ul pufera za uzorke (Novex NuPage LDS sample buffer 4x;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prethodno pomijeSanog s redicuraju¢im
agensom u omjeru pufer za uzorke:reduciraju¢i agens = 2:1. Pripremljena je smjesa

inkubirana 5 min na 95°C na termogrijacu.

Smijestaj odabranih membranskih proteina, unutar ili izvan lipidnih splavi, analiziran je u
uzorcima lipidnih splavi i uzorcima ne-splavi visokospecificnim primarnim protutijelima
koja se vezu za IR-a ObR, Np i APP. Po 15 pL frakcije je pomijeSano s 5 yL pufera za

uzorke prethodno pomijeSanog s reducirajuc¢im agensom.

Elektroforetsko razdvajanje proteina

Svaki je uzorak nanesen u jazicu poliakrilamidnog gela za elektroforezu: 4-12% BisTris
gelovi izradeni su za analizu citosolnih proteina, dok su za analizu ukupnih membranskih
proteina te proteina lipidnih splavi i nesplavi izradeni gelovi koristenjem TGX Stain-Free
FastCast seta (BioRad, Hercules, CA, SAD). U prvu je jazicu uvijek nanesen proteinski
standard (Page Ruler Protein Ladder, 180 kDa, Thermofisher, Waltham, MA, SAD ili
Precision Plus Dual Color Marker; Bio-Rad, Hercules, CA, SAD). Elektroforeza je trajala
80 minuta pri naponu od 120 V.

Prijenos proteina na membranu za 4-12% Bis Tris gelove

Po zavrSetku elektroforeze u slu€aju analize citosolnih proteina, gel s elektroforetski
razdvojenim proteinima priljubljen je na PVDF (engl. Polyvinyl difluoride) membranu

veli€ina pora 0.45 uym, a proteini su preneseni na membranu pomo¢u NuPage Mini Blot
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sustava za polusuhi prijenos proteina (Thermofisher, Waltham, MA, SAD). Prijenos

proteina na membranu izveden je u puferu za transfer tijekom 1h na 30V.

Prijenos proteina na membranu za TGX Stain-Free gelove

TGX Stain-Free gelovi ne zahtijevaju analizu proteina unutarnje kontrole. Nakon
elektroforeze proteina, gel se prenese u Chemidoc sustav te se fluorescentno detektiraju
ukupni proteini razdvojeni na gelu. To je omoguceno detekcijom aminokiseline triptofana
koja je prisutna u vecine proteina, a na koju su vezane trihalo komponente gela (slika
4.7.5.2. A). Dobivene se slike pohranjuju u digitalnom obliku. Prijenos proteina na PVDF
membranu odvija se kao i u sluaju analize citosolnih proteina na standardnim
poliakrilamidnim gelovima s tim $to se nakon postupka membrana prenese u Chemidoc
sustav gdje se vizualiziraju ukupni preneseni proteini na PVDF membranu, a slike se

pohranjuju za daljnju kvantifikaciju rezultata (slika 4.7.5.2.B).

Slika 4.7.5.2. Reprezentativni prikaz gela TGX Stain-Free Fast Cast nakon aktivacije (A) te
membrane nakon prijenosa proteina. Vizualizirano u sustavu BioRad Chemidoc u raCunalnom

programu Image Lab.

Imunodetekcija

Nakon prijenosa na membranu uslijedila je imunodetekcija. Nespecificne reakcije
blokirane su otopinom 5% nemasnog mlijeka u prahu u PBS puferu s Tween
deterdZzentom (PBST) ili 3% BSA u PBST puferu u slu¢aju APP protutijela. Nakon koraka

blokiranja, membrana je inkubirana u otopini primarnog protutijela (GR, ER-a, IR-3, IR-q,
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APP te Np) preko noéi na tresilici pri temperaturi od +4°C u razrjedenjima prikazanima u
tablici 4.7.1.1. Nakon ispiranja membrane, 4 puta tijekom 10 minuta u PBST puferu
uslijedila je inkubacija s odgovarajuéim sekundarnim protutijelom (tablica 4.7.1.2)
konjugiranim s HRP tijekom 1h na sobnoj temperaturi. Vizualizacija je provedena
koristenjem seta kemikalija za kemiluminiscentnu detekciju (Super Signal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD) prema uputama
proizvodaca, a vidljivi je signal vizualiziran koriStenjem Biorad Chemidoc XRS* sustava
(Biorad, Hercules, CA, SAD). Dobivene su slike pohranjene u digitalnom obliku za kasniju
analizu. Ucinkovitost prijenosa proteina provjerena je bojanjem gela Coomassie bojom
(Coomassie Brilliant Blue G-250, Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD). Gel je inkubiran

preko noci.

Kvantitativha analiza citosolnih proteina

Kako bi se kvantitativnho analizirao izrazaj citosolnih proteina (GR, IR-B te ER-a) koriSten
je Fiji raunalni program u kojemu je denzitometrijom analizirana pojedinacna proteinska

vrpca. Analiza je izvedena na sljedeci nacin (slika 4.7.5.3):

1. U raCunalni program Fiji unesena je slika rezultata u TIFF digitalnom obliku naredbom
Alatna traka izbornika/File/Open/Odabir slike;

2. U alatnoj je traci izbornika odabran oblik Rectangular, pomocu kojega na slici obiljezio

pravokutnik unutar kojega su se nalazili signali proteinskih vrpci za analizu;

3. Uspostavljena je povrSina za analizu naredbom Alatna traka izbornika/Analyze

/Gels/Select first lane;

4. |1z uspostavljene povrsine za analizu dobiven je grafiCki prikaz izraZzaja proteinskih vrpci

naredbom Alatna trana izbornika/Analyze/Gels/Plot lanes;
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5. Iz grafickog su prikaza pojedinim proteinskim vrpcama pridruzene vrijednosti
odgovarajucih povrsina pod kruvuljom povlacenjem vertikalnih granica izmedu proteinske

vrpce svakog uzorka naredbom Alatna traka izbornika/Straight;

6. Uspostavljene su pojedinacne povrsine svake proteinske vrpce naredbom Alatna traka
izbornika/Wand;

7. Dobivene su vrijednosti povrSine pojedine proteinske vrpce iz ukupne povrSine ispod

krivulje naredbom Alatna traka izbornika/Analyze/Gels/Label/Peaks;

8. Rezultati su ispisani u novom prozoru te su koridteni za izraun izrazaja svakog od

analiziranih proteina u svim skupinama Zzivotinja.

Na isti je nacin analiziran protein koristen kao unutarnja kontrola — gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (GAPDH) ili B-tubulin te je detektirani signal normaliziran raCunanjenm

omjera signala istrazivanog proteina i proteina unutarnje kontrole.

71



MATERIJAL | METODE

Fi im Pr by 50 [
Clolelord < el Al Ol sdwl#8]2] | [ Fle Edt Font Results
e |area |
1 70585175
2 E8535%
- - 3 14571 868
B 4 10574.083
5 7331790
& 11108518
16217.740

| — = A — ] B893 397

St pisgly, B-0iC LTRE
CER-GR:TTBT: 37T 58-41:1 351050 ¥ Uncalibrated

Cﬂjﬁlll [
."'JI \ | 1! ‘ ﬂ} 1|

Slika 4.7.5.3. Primjer kvantitativne analize Western blottinga citosolnih proteina u racunalnom
programu Fiji. U alatnoj se traci odabiru naredbe (A) kojima se obiljezi podrucje za analizu (B),

potom se rezultat prikazuje graficki (C) te u obliku tablice (D).

Kvantitativnha analiza ukupnih membranskih te proteina lipidnih spavi i nesplavi

Kako bi se kvantitativho analizirao izrazaj IR-a, ObR, Np te APP u ukupnim membranskim
proteinima te odredio njihov smjestaj u lipidnim splavima ili izvan njih koriSten je javno
dostupan ImageLab 6.0 raCunalni program kompatibilan s Chemidoc sustavom za
vizualizaciju. Za kvantitativhu su se analizu koristile slike ukupnih proteina te pojedinacnih

signala istrazivanih proteina. Analiza je izvedena na sljedeci nacCin (slika 4.7.5.414.7.5.5):
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1. U racunalni program ImagelLab unesena je slika ukupnih proteina te pojedina¢no
analiziranih proteina od interesa. Slike su unesene u program u TIFF digitalnom obliku
naredbom Alatna traka izbornika/File/Open/Odabir slike;

2. Potom se slike pripreme za obradu odabirom naredbe Alatna traka
izbornika/File/Create Multi Channel Image. Nakon otvaranja novog prozora ukloni se

oznaka s kucice RGB te u prozoru ostaju dvije slike — ona ukupnih proteina te proteinskih

vrpci pojedina¢no analiziranog proteina.

Slika 4.7.5.4. Prikaz sucelja ImageLab 6.0 raCunalnog programa te izgleda pripremljenih slika za
obradu. Na lijevoj je strani primjer pojedina¢no analiziranih proteinskih vrpci neuroplastina, a na

desnoj primjer ukupnih proteina na istoj PVDF membrani.

3. Potom se u lijevom dijelu alatne trake odabire naredba Lane and Bands i na svakoj se
slici automatski ili ruéno oznacuju Sirine i visine jazica koje ¢e se analizirati naredbama

Automatic odnosno Manual;

4. Nakon oznaCavanja jaZzica, analiziraju se signali proteinskih vrpci odabirom naredbe

Bands. Automatska detekcija proteinskih vrpci vri se naredbom Detect, a ru¢na detekcija
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vrSi se koriStenjem alata Add kojim se pojedinacno ruéno oznafava svaka proteinska

vrpca za analizu (slika 4.7.4.5);

5. Potom se u alatnoj traci odabire naredba Analysis Table koja ispisuje dobivene podatke

koji se mogu pohraniti u obliku Excel dokumenta (slika 4.7.4.5).

[

Cha?mel
Chemi Hi Resolu...
Stain Free Biot
Stain Free Biot
Stain Free Biot
Stain Free Biot
Stain Free Biot
Stain Free Biot

Lane

1
1
1
1
1
1
1

Band Mo.

M oth & W h = =

Band Label Mol. Wi, (KDa)
MiA
MiA
MiA
MiA
MiA
MiA
MiA

Relative Front
0.423
0.064
0.162
0.269
0.414
0.447
0.513

Adj. Volume (Int)
69,464,122
4,426,292
8,358,428
3,735,366
19,074,848
21,679,736
11,310,052

Volume (Int)
227,590,080
25,229,776
41,660,164
43,665,344
50,486,592
61,178,936
45,286,644

Slika 4.7.5.5. Primjer oznaCavanja podrucja za analizu (gore lijevo) i ukupnih signala za obradu

(gore desno) te dobivenih podataka za konacni izraCun (dolje) u raunalnom programu ImagelLab

6.0.

6. 1z dobivene se tablice koriste vrijednosti intenziteta signala. Vrijednost intenziteta

pojedinacno analizirane proteinske vrpce podijeli se s intenzitetom ukupnih proteinskih

vrpci, a dobivena se vrijednost dalje koristi za statistiCku obradu.
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U izradi disertacije koriStene su kupljene ili otopine pripremljene u laboratoriju. Popis

koriStenih otopina naveden je u tablici 4.8.1.

Tablica 4.8.1. Popis i sastav koriStenih otopina i pufera

Kratica | Kemijskisastav |

10%-tna, 20%-tna i fiksaciiske 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO4, 2
30%-tna otopina oto inje mM KH>PO4, pH 7,4; 0. 292 M saharoze za
saharoze u PBS sahF;roze 10%-tnu otopinu, 0.584 M za 20%-tnu otopinu
puferu 0.876 M za 30%-tnu otopinu
. 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Naz;HPO,, 2
0 O 1 ) L )
4% paraformaldehid 4% PFA mM KH2PQOy, pH 7,4, 4% paraformaldehid
. Running 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% natrij dodecil
Elektroforetski pufer oufer sulfat
Fofsfatni pufer s
. 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO., 2
dodatkom deterdzenta | PBST MM KH2PO4. 0,1% Tween-20
Tween-a
, 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO., 2
Fosfatni pufer PBS MM KHPO,, pH 7.4
Homogenizacijski 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM
pufer za izolaciju Raft-pufer | CaCl;, 1 mM PMSF, 5 mM NaF, 1mM NaVOsu,
proteina 1% otopina proteaznih inhibitora
Otopina za inhibiciju
endogenih H20, 1%-tna otopina H,O, u dH.0
peroksidaza
Otopina za de Olmos | 100 mM fosfatni pufer (pH 7,2), 30% wi/v
krioprotekciju rezova otopina saharoza, 1% w/v PVP-40, 30% v/v etilen glikol
Otopina za
odredivanje Bradfordov | 1%-tna otopina Coomasie Brilliant plave boje,
koncentracije proteina | reagens 5% (v/v) metanol, 8,5% (v/v) H3PO4
prema Bradfordu
Otopina za protokol
odredivanja Lowryjev 0,005% CuSOQ4, 0,02% K,Na-tartarat 2%
koncentracije proteina | reagens NazCO;3 u 0,1 M NaOH
prema Lowryju
Pufer za prenoSenje Transfer
proteina s gela na ufer 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% (v/v) metanol
membranu P
5;%%?\?:”]? proteina Folin-
Ciocalteu | CgHsO
metodom prema
: reagens
Lowryju
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4.9. Statisticke analize

Za statistiCke analize koristen je racunalni program Statistica 12 (TIBCO, Palo Alto, CA
SAD). Normalnost distribucije podataka testirala se Shapiro-Wilk testom. U slu€aju
normalne raspodjele rezultata u populaciji, za testiranje znacajnosti razlike izmedu dva
uzorka koristio se t-test. Odabir vrste t-testa ovisio je o veli€ini i o tome jesu li uzorci zavisni
ili nezavisni. U slu€aju kada raspodjela rezultata nije bila normalna zaklju€ivanje o
razlikama medu distribucijama dvaju nezavisnih neprekidnih slucajnih varijabli temeljilo
se na osnovi Mann-Whitney-Wilcoxonova testa. U slucaju viSe od dva uzorka, a ovisno o
prirodi rezultata, koristile su se parametrijska ili neparametrijska analiza varijance
(ANOVA). Kao neparametrijska analiza za viSe nezavisnih uzoraka koristio se Kruskal-
Wallisov test, a u slu€aju viSe zavisnih uzoraka koristio se Friedmanov test. U svim
analizama p-vrijednost je odredena s p<0.05 ili p<0.001. Za svaku statistiCku analizu

koristio se uzorak u minimalnom bioloSkom triplikatu.
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5.1 Analiza steroidnih hormona iz seruma

Spektrometrijom masa odredena je koncentracija kortikosterona, progesterona i
testosterona u 5 seruma iz svake skupine zivotinja na pocCetku studije te na dan
Zrtvovanja. Usporedbe izmedu dviju razliCitih skupina u istom vremenskom intervalu
mjerenja statisticki su analizirane Mann Whitneyevim testom, a za usporedbu uzoraka iz

iste zZivotinje na pocetku i kraju studije koriSten je Wilcoxonov test.
5.1.1 Odredivanje koncentracije kortikosterona

Koncentracija kortikosterona u serumu najv$e se mijenja pod utjecajem kroni¢nog stresa

u mladih muzjaka i starijih Zzenki (slika 5.1.1.1).

Kortikosteron
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Slika 5.1.1.1. Grafi¢ki prikaz vrijednosti kortikosterona u serumu izmjerenih spektrometrijom masa
u svih skupina Stakora na pocetku te na kraju studije (tijekom Zrtvovanja). Stupici u jednoj boji
prikazuju mjerenje na pocetku studije dok stupiéi s uzorkom predstavljaju mjerenje na kraju studije
tijekom Zrtvovanja. Zaobljenim su crtama oznaCene statistiCki znaCajne razlike; p<0.05. Za
statistiCku je analizu usporedbi izmedu dvaju razli€itih skupina u istoj to¢ki mjerenja koristen Mann
Whitneyev test, a za usporedbu uzoraka seruma iz iste zZivotinje na poc€etku i kraju studije koristen
je Wilcoxonov test za parove ovisnih uzoraka; MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S
= skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih zenki, MZ-S =
skupina mladih Zenki izloZzenih stresu, SM-K= kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina
starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih

zenki izlozenih stresu.
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Rezultati pokazuju dramati¢no povecanje kortikosterona na kraju studije u skupini starijih
Zenki pod utjecajem kroni¢nog stresa u usporedbi s odgovarajucom kontrolnom skupinom
(p = 0.036) te takoder u usporedbi po€etnog i krajnjeg mjerenja (p = 0.009). Mladi muzjaci
takoder pokazuju povecane koncentracije kortikosterona prema kraju studije u usporedbi
s pocetnim mjerenjem (p = 0.008). U mladih Zenki i starijih muZjaka ne dolazi do promjene

koncentracije kortikosterona pod utjecajem kroni¢nog stresa.

5.1.2. Odredivanje koncentracije progesterona

Koncentracija progesterona u serumu povecala se u starijih Zenki nakon izlaganja
kroni¢nom stresu (p = 0.018) (slika 5.1.2.1).
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Slika 5.1.2.1. Graficki prikaz vrijednosti koncentracija progesterona u serumu izmjerenih
spektrometrijom masa u svih skupina Stakora na poc€etku te na kraju studije (tjekom Zrtvovanja).
Stupiéi u jednoj boji prikazuju mjerenje na pocetku studije dok stupic¢i s uzorkom predstavljaju
mjerenje na kraju studije tijekom Zrtvovanja. Zaobljenim su crtama oznacene statistiCki zna¢ajne
razlike; p<0.05. Za statisticku je analizu usporedbi izmedu dviju razliCitih skupina u istoj tocki
mjerenja koriSten Mann Whitneyev test, a za usporedbu uzoraka seruma iz iste Zivotinje na
pocetku i kraju studije koridten je Wilcoxonov test za parove ovisnih uzoraka; MM-K = kontrolna
skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna
skupina mladih zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izlozenih stresu, SM-K= kontrolna skupina
starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina

starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu.
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Koncentracije progesterona u serumu u mladih se Zenki smanjuju pod utjecajem stresa (p
= 0.03), no ne toliko dramati¢no kao u starijih Zenki. Koncentracije progesterona su niske

tijekom pocCetnog mjerenja u muzjaka, a ne mijenjaju se pod utjecajem kroni¢nog stresa.

5.1.3. Odredivanje koncentracije testosterona

U serumu Zenskih skupina uocCene su niske koncentracije testosterona koje se tijekom
studije ne mijenjaju. U kontrolnim skupinama mladih muzjaka izmjerena je najvisa bazalna
koncentracija testosterona koja opada prema kraju studije, a najveca je promjena uocena
u skupini starijih muzjaka izloZenih kronichom stresu koji pokazuju povecanje testosterona

u usporedbi s odgovaraju¢om kontrolnom skupinom (p = 0.012) (slika 5.1.3.1).
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Slika 5.1.3.1. Grafi¢ki prikaz koncentracija testosterona u serumu izmjerenih spektrometrijom
masa svih skupina Stakora na pocetku te na kraju studije (tijekom zrtvovanja). Stupici u jednoj boji
prikazuju mjerenje na pocetku studije dok stupiéi s uzorkom predstavljaju mjerenje na kraju studije
tijekom zrtvovanja. Zaobljenim su crtama oznacCene statistiCki znaCajne razlike; p<0.05. Za
usporedbu uzoraka seruma iz iste Zivotinje na pocCetku i kraju studije koriSten je Wilcoxonov test
za parove ovisnih uzoraka; MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih
muzZjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki
izloZzenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka
izlozenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih

stresu.
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5.2 Promjene tjelesne mase tijekom studije
5.2.1. Promjena tjelesne mase u mladih zivotinja pod utjecajem kroni€énog stresa

Mlade skupine zivotinja pokazuju statistiCki znaCajno blago povecanje tjelesne mase na
dan Zrtvovanja (u slu€aju muzjaka — slika 5.2.1.1) te na kraju studije (u slu€aju Zenki —
slika 5.2.1.2) u usporedbi s po€etnim vrijednostima. Dobivene su razlike utvrdene Mann
Whitneyevim testom (p = 0.005 u slu¢aju muzjaka, p = 0.015 u sluc€aju zenki). S obzirom
da se radi o mladim zivotinjama utvrdeno blago povecanje tjelesne mase moguce je
objasniti normalnim rastom zivotinja koje bi se utvrdilo neovisno o utjecaju kronic¢nog

stresa.
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Slika 5.2.1.1. Grafi¢ki prikaz promjena tjelesne mase mladih muzjaka tijekom studije. Stupiéi u
jednoj boji prikazuju kontrolnu skupinu dok stupici s tockicama prikazuju skupinu kroni¢nog stresa.
Za statistiCku je usporedbu koristen Mann Whitneyev test; p<0.05. Zvjezdicom su oznaceni
statisti¢ki znac€ajni rezultati. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih

muzjaka izloZzenih stresu.

Osim razlike izmedu pocetka i kraja studije utvrdeno je i statistiCki znaCajno smanjenje
tielesne mase Mann Whitneyevim testom u obje skupine izloZene stresu u usporedbi s
odgovarajuc¢im kontrolnim skupinama po zavrSetku 3. ciklusa kroni¢nog stresa (u slu€aju

muzjaka, p = 0.001) te na dan zrtvovanja (u slu¢aju Zenki, p = 0.002).
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Slika 5.2.1.1. Grafi¢ki prikaz promjena tjelesne mase mladih Zenki tijekom studije. Stupiéi u jednoj

boji prikazuju kontrolne skupine dok stupiéi s tockicama prikazuju skupinu kroni¢nog stresa. Za

statistiCku je usporedbu koristen Mann Whitneyev test; p<0.05. Zvjezdicom su oznaceni statisticki

znadajni rezultati. MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MM-S = skupina mladih Zenki izloZzenih

stresu.

5.2.2. Promjena tjelesne mase u starijih zivotinja pod utjecajem kroni¢nog stresa

Za razliku od mladih skupina Stakora, starije Zzivotinje pokazuju spolno specificne

promjene tjelesne mase pod utjecajem stresa. U usporedbi poCetne to¢ke pokusa te kraja

pokusa (u slu€aju muzjaka — slika 5.2.2.1) ili dana zrtvovanja zivotinja (u slu¢aju zenki —

slika 5.2.2.2) muzjaci pokazuju smanjenje tjelesne mase dok u zenki nije primijecena

promjena tjelesne mase.
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Promjena tjelesne mase starijih
muZjaka

Slika 5.2.2.1. Grafi¢ki prikaz promjena tjelesne mase starijin muZjaka tijekom studije. Stupici u
jednoj boji prikazuju kontrolne skupine dok stupiéi s to¢kicama prikazuju skupine kroni¢nog stresa.
Usporedbom prikazanih podataka nije uspostavljena statisticka znaCajnost. SM-K = kontrolna
skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZzenih stresu.

Promjena tjelesne mase starijih
Zenki

Slika 5.2.2.2. Grafi¢ki prikaz promjena tjelesne mase starijih Zenki tijekom studije. Stupici u jednoj
boji prikazuju kontrolne skupine dok stupic¢i s toCkicama prikazuju skupine kroni¢nog stresa.
Usporedbom prikazanih podataka nije uspostavljena statisticka znaéajnost. SZ-K = kontrolna
skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu.
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5.3.1 Usporedba tolerancije optere¢enja glukozom pod utjecajem stresa u mladih
zivotinja

Test tolerancije na glukozu proveden je tri puta samo u skupinama Zivotinja pod utjecajem
kroni¢nog stresa — prije poCetka prvog ciklusa kroni¢nog stresa te nakon drugog i treCeg
ciklusa stresa. U mladih je Zivotinja uoCena relativno normalna bazalna tolerancija na
glukozu, no u usporedbi s preostala dva mjerenja, tolerancija se prema kraju studije
poboljSala (slika 5.3.1.1 i 5.3.1.2). Za statistiCku analizu koriStene su izraCunate ukupne
povrsine pod dobivenom grafi¢kom krivuljom, a izraCun statistiCkih znac¢ajnosti dobiven je

Wilcoxonovim testom.
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IZLOZENIH = POCETAK 2. CIKLUSA | POCETAK 3. CIKLUSA = POCETAK 3. CIKLUSA
STRESU

p-vrijednost 0.018 0.018 0.042

Slika 5.3.1.1. Grafi¢ki prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini mladih muzjaka
izloZzenih kroni€nom stresu. StatistiCki znacajni rezultati odredeni su Wilcoxonovim testom

(p<0.05) i prikazani su u tablici ispod grafi¢kog prikaza.
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TTG mlade zenke
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IZLOZENIH POCETAK 2. CIKLUSA POCETAK 3. CIKLUSA POCETAK 3. CIKLUSA
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p-vrijednost 0.018 0.018 0.018

Slika 5.3.1.2. Graficki prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini mladih Zenki izloZzenih
kronicnom stresu. StatistiCki znacajni rezultati odredeni su Wilcoxonovim testom (p<0.05) i

prikazani su u tablici ispod grafickog prikaza.

5.3.2 Usporedba tolerancije optereéenja glukozom pod utjecajem stresa u starijih
zivotinja

U starijim se skupinama zivotinja izloZenima kronicnom stresu tolerancija glukoze takoder
poboljSava prema kraju studije no drukdijim obrascem nego u mladih Zivotinja (slika
5.3.2.1 1 5.3.2.2). U starijih skupina zivotinja, glukoza postiZze najvece vrijednosti u 15.

minuti mjerenja te naglo opada pri kraju testa.
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Slika 5.3.2.1. Grafi¢ki prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini starijih muzjaka

izloZzenih kroni€nom stresu. StatistiCki znacajni rezultati odredeni su Wilcoxonovim testom

(p<0.05) i prikazani su u tablici ispod grafi¢kog prikaza.
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Slika 5.3.2.2. Grafi¢ki prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini starijih Zenki izlozenih

kroni€nom stresu. StatistiCki znacajni rezultati odredeni su Wilcoxonovim testom (p<0.05) i

prikazani su u tablici ispod grafi¢kog prikaza.
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5.3.3 Tolerancija na inzulin u mladih zivotinja pod utjecajem kroniénog stresa

Test tolerancije na inzulin proveden je dva puta — na pocetku i kraju studije, samo u
skupinama kroni¢nog stresa. U mladih muzjaka i Zenki krivulja nakon opterecenja
inzulinom pokazuje nepravilan trend na kraju studije (slika 5.3.3.1.1 i 5.3.3.2). U mladih
su muzjaka bazalne vrijednosti glukoze smanjene pod utjecajem kroni¢nog stresa u
usporedbi s pocCetnim mjerenjem. U zadnjoj toCki mjerenja (180. minuta) vrijednosti
glukoze u krvi veCe su nego na pocetku testa. U mladih Zenki trend je sliCan mladim
muzjacima s nesto vecim koncentracijama glukoze pri kraju testa. U mladih skupina nije
postignuta statistiCka znaCajnost utvrdenih promjena. Primjenom Wilcoxonova testa nisu

dobiveni statistiCki zna€ajni rezultati opisanih rezultata.

TTI - mladi muzjaci

1 MM-S POCETAK
MM-S KRAJ

Glukoza (mmol/L)

t=0 15min 30min 45min 60min 90 min 120 min 180 min
Vremenske toéke mjerenja

Slika 5.3.3.1. Grafi¢ki prikaz testa tolerancije na inzulin u mladih muzjaka na pocetku i na kraju
studije. Krivulje punih linija pokazuju trend prije poCetka ciklusa kroni¢nog stresa, a istoCkane linije
pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon zavrSetka studije. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna
promjena usporedbe povrSine pod dobivenom krivuljom. MM-S = skupina mladih muzjaka

izloZzenih stresu.
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TTI - mlade Zenke

:

(9]

S

MZ-S POCETAK
MZ-S KRAJ

w

Glukoza (mmol/L)

[\

-

t=0 15min 30min 45min 60min 90 min 120 min 180 min
Vremenske tocke mjerenja

Slika 5.3.3.2. Graficki prikaz testa tolerancije na inzulin u mladih Zenki na pocetku i na kraju
studije. Krivulje punih linija pokazuju trend prije poCetka ciklusa kroni¢nog stresa, a istoCkane linije
pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon zavrSetka studije. Nije utvrdena statisticki znacajna
promjena usporedbe povrsine pod dobivenom krivuljom. MZ-S = skupina mladih Zenki izlozenih

stresu.

5.3.4. Tolerancija na inzulin u starijih Zivotinja pod utjecajem kroni¢énog stresa

Opterecéenje inzulinom u starijih se Zivotinja takoder poboljSava pod utjecajem kroni¢nog
stresa (slika 5.3.4.1 i 5.3.4.2). PoboljSanje pokazuje statisticku zna€ajnost usporedbom
ukupnih povrsina pod krivuljom na pocetku i kraju studije u muzjaka i zenki (p = 0.018 u

obje skupine). Izracun statisti¢kih znac¢ajnosti dobiven je Wilxoconovim testom.
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TTI - stariji muzjaci
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5.3.4.1. GrafiCki prikaz testa tolerancije na inzulin u starijim muzjacima na poc€etku i na kraju
studije. Krivulje punih linija pokazuju trend prije poCetka ciklusa kroni¢nog stresa, a isto¢kane linije
pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon zavrSetka studije. Utvrdena je statisticki znacajna
promjena usporedbe povrSine pod dobivenom krivuljom Wilcoxonovim testom, a zvjezdicom je

oznacena statistic¢ki znacajna promjena; p<0.05. SM-S = skupina starijih muzjaka izlozenih stresu.
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5.3.4.2. Graficki prikaz testa tolerancije na inzulin u starijim Zenkama na pocetku i na kraju studije.
Krivulje punih linija pokazuju trend prije pocCetka ciklusa kroni¢nog stresa, a istoCkane linije
pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon zavrSetka studije. Utvrdena je statistiCki znacajna
promjena usporedbe povrSine pod dobivenom krivuljom Wilcoxonovim testom, a zvjezdicom je

oznadena statisti¢ki znagajna promjena; p<0.05. SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu.
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5.4 Test za praéenje promjene pamcéenja — pasivno izbjegavanje

U svim je skupinama Zivotinja odmah po zavrSetku tre¢eg ciklusa kroni¢nog stresa
utvrdena promjena pamcenja bihevioralnim testom pasivnog izbjegavanja. Rezultati testa

izraZeni su u obliku postotaka i graficki prikazani na slici 5.4.1.

Test pasivnog izbjegavanja u skupinama
muzjaka
100%
80%
60%
40%
20%
()
MM-K MM-S SM-K SM-S
Test pasivnog izbjegavanja u skupinama
zenKi
100%
80%
60%
40%
20%
9 A
O% @ %@ eo 49
MZ-K MZ-S

Slika 5.4.1. Graficki prikaz rezultata testa pasivnog izbjegavanja u svim skupinama Zivotinja
izvedenog na kraju studije (muzjaci — gornja slika, Zenke — donja slika). Prikazani su rezultati
treCeg dana testiranja u obliku postotka ulazaka Zivotinja u tamnu sobicu uredaja. MM-K =
kontrolna skupina mladih muZjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu.
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Skupine mladih Zivotinja ne pokazuju promjene pamcenja pod utjecajem kroni¢nog stresa
te niti jedna zivotinja iz mladih skupina ne ponavlja ulazak u tamnu sobicu tijekom tre¢eg
dana testa. U starih se muzjaka vec u kontrolnoj skupini pojavljuje poremecéaj pamcenja
koji se moze pripisati normalnom kongitivnom propadanju koje se odvija tijekom starenja,
a u skupini koja je bila izlozena kronichom stresu taj je u€inak povecan no bez postizanja
statistiCke znacajnosti. U starijoj se kontrolnoj skupini Zzenki moze uociti identian trend
kao i u starijih muzjaka no u skupini koja je bila izloZena stresu uoCava se jo$ snazniji
poremecaj pamcenja. Statisticka znacajnost izmedu pojedinih skupina izloZenih stresu te

odgovarajucih kontrolnih skupina nije utvrdena.

5.5. Imunohistokemijska analiza izrazaja proteina

5.5.1. lzrazaj a-podjedinice inzulinskog receptora i leptinskog receptora u

hipokampusu i malom mozgu

Inzulinski receptor (IR) je primarno izrazen u CA1 i DG podrucju hipokampusa muzjaka i
Zenki Stakora neovisno o dobi i utjecaju kroni¢nog stresa. U mladim je zivotinjama izrazaj
IR maniji nego u starijih Zivotinja (slika 5.5.1.1 i 5.5.1.3). Najvedi izrazaj IR uocen je u
starijim Stakorima koji nisu izlozeni kroni€nom stresu Sto je vidljivo u svim regijama

na varijaciju glukoze u krvi.
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@ K MM-K MM-S MZ-K MZ-S

Slika 5.5.1.1. IzraZaj a-podjedinice inzulinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu mladih
muzjaka i zenki Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih
muzjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki
izloZzenih stresu, K = kontrolno bojanje, oznaka veli¢ine = 50 um, DG = dentatni girus, GS =

granularni sloj malog mozga, IR-a = da-podjedinica inzulinskog receptora.

U starijih Stakora koji su izlozeni kronicnom stresu uocen je trend znatnog smanjenja
izraZaja, Sto bi odgovaralo smanjenju osjetljivosti na promjene koncentracije glukoze u
krvi, ali se nije utvrdila statisticka znacCajnost rezultata. Dobiveni rezultati pokazuju da
neovisno o spolu i dobi u cjelokupnom hipokampusu nema znacajne promjene izrazaja IR

kao posljedice kroni¢nog stresa (slika 5.5.1.3).
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Jednako kao i u hipokampusu, u granularnom sloju malog mozga najveci izrazaj IR
opazen je u skupini starijih muzjaka koji nisu bili izloZeni kroni€énom stresu. U granularnom
sloju malog mozga izrazaj IR je neovisan o spolu, dobi i izloZzenosti kroni€¢nom stresu (slika
5.5.1.3). Zbog nedovoljnog broja bioloskih replikata, dobivene razlike u podru¢ju malog

mozga nisu statisti¢ki analizirane.

<3 . B

*ca1

©ca2

*cas |

Slika 5.5.1.2. IzraZaj a-podjedinice inzulinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu starijih
muzjaka i Zenki Stakora. SM-K = kontrolna skupina mladih muZjaka, SM-S = skupina mladih
muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, SZ-S = skupina mladih Zenki
izlozenih stresu, K = kontrolno bojanje, oznaka veli¢ine = 50 um, DG = dentatni girus, GS =

granularni sloj malog mozga, IR-a = a-podjedinica inzulinskog receptora.
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Slika 5.5.1.3. Grafi¢ki prikaz kvantitativhe analize izraZaja a-podjedinice inzulinskog receptora u
hipokampusu miladih i starih muzjaka i Zenki Stakora pod utjecajem kroni¢nog stresa. MM-K =
kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izlozenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muzjaka; SM-S = skupina starijih muZjaka izloZzenih stresu; SZ-K = kontrolna
skupina starijih Zenki; SZ-S = skupina starijih Zenki izloZzenih stresu. IR-a = a-podjedinica

inzulinskog receptora.

Za razliku od IR, leptinski je receptor (ObR) podjednako izrazen u sve tri CA regije
hipokampusa dok su manje koli¢ine ObR-a prisutne u dentathom girusu. Dobiveni rezultati
pokazuju da neovisno o spolu i dobi niti u jednoj regiji hipokampusa (slike 5.5.1.415.5.1.5)

nema znacajne promjene izrazaja ObR-a kao posljedice kroni¢nog stresa (slika 5.5.1.6).
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Slika 5.5.1.4. Izrazaj leptinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu mladih muzjaka i zenki
Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZzenih
stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, K
= kontrolno bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog
mozga, ObR = leptinski receptor.

Za razliku od izrazaja IR, najveca koli¢ina ObR-a prisutna je u granularnom sloju malog
mozga mladih muZjaka (slika 5.5.1.4) koji su bili izloZzeni kroni€nom stresu. U granularnom
sloju malog mozga izrazaj ObR-a je neovisan o spolu, dobi i izloZenosti kronicnom stresu.

Nastale razlike nisu statistic¢ki zna¢ajne (slika 5.5.1.7).
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Slika 5.5.1.5. Izrazaj leptinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu starijih muzjaka i zenki
Stakora. SM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, SM-S = skupina mladih muzjaka izloZzenih
stresu, SZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, SZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, K =
kontrolno bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog

mozga, ObR = leptinski receptor.
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Slika 5.5.1.6. Grafi¢ki prikaz kvantitativne analize izraZaja leptinskog receptora u hipokampusu
mladih i starih muzjaka i Zenki Stakora pod utjecajem kroni¢nog stresa. MM-K = kontrolna skupina
mladih muZjaka, MM-S = skupina mladih muzZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina
mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih
muzZjaka; SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu; SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki;

SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu. ObR = leptinski receptor.
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Slika 5.5.1.7. Kvantitativna analiza izrazaja leptinskog receptora u granularnom sloju malog

Pozitivna reakcija/povriina

mozga mladih i starih muzjaka i Zenki Stakora pod utjecajem kroni¢nog stresa. MM-K = kontrolna
skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna
skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina
starijih muzjaka; SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu; SZ-K = kontrolna skupina

starijih Zenki; SZ-S = skupina starijih Zenki izloZzenih stresu. ObR = leptinski receptor.

5.5.2. Izrazaj Tau i AMPA receptora u hipokampusu i malom mozgu

|zrazaj Tau proteina razliit je u sve Cetiri regije hipokampusa. U CA1 regiji nema promjena
ovisno o dobi, spolu i utjecaju kroni¢nog stresa. U CAZ2 regiji dolazi do povecanja izrazaja
Tau samo u skupini mladih muzjaka (p = 0.014) i zenki (p = 0.005) (slika 5.5.2.1) izlozenih

kroniénom stresu.
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Slika 5.5.2.1. Izrazaj Tau proteina u hipokampusu i malom mozgu mladih muzjaka i zenki Stakora.
MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-
K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, K = kontrolno

bojanje, oznaka veli€ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga.

U starijih Stakora oba spola nisu uoCene znacCajne promjene Tau proteina u uvjetima
stresa (slika 5.5.2.2). U CAS regiji razlike su spolno specificne. U muzjaka dolazi do
povecanja izrazaja (p = 0.014 mladi muZzjaci i p = 0.008 stari muZzjaci), a u Zenki stres je

izazvao smanjeni izrazaj Tau u mladih (p = 0.038) i starijih Zenki (p = 0.019).

U DG regiji kronicni je stres takoder izazvao spolno specifiCan ucinak na izrazaj Tau. U
mladih muzjaka izrazaj Tau se povecao (p = 0. 003), a u Zenki smanjio (p = 0.033) (slika
5.5.2.3).
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Slika 5.5.2.2. Izrazaj Tau proteina u hipokampusu i malom mozgu starijih muZjaka i Zenki Stakora.
SM-K = kontrolna skupina mladih muZjaka, SM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, SZ-
K = kontrolna skupina mladih Zenki, SZ-S = skupina mladih Zenki izlozenih stresu, K = kontrolno

bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga.
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Slika 5.5.2.3. Kvantitativna analiza izraZaja Tau proteina u hipokampusu mladih i starih muzjaka
i Zenki Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka
izlozenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih
stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzZjaka; SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih
stresu; SZ-K = kontrolna skupina starijih zenki; SZ-S = skupina starijih Zzenki izloZzenih stresu.

Statisticki znaCajne razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom (p < 0.05 *; p <0.01 **).

U granularnom sloju malog mozga izrazaj Tau neovisan je o spolu, dobi i utjecaju
kroni¢nog stresa (Slika 5.5.2.4).
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Slika 5.5.2.4. Kvantitativha analiza izrazaja Tau proteina u granularnom sloju malog mozga
muzjaka i Zenki Stakora pod utjecajem kroni€nog stresa. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka;
SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu; SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki; SZ-S =

skupina starijih Zenki izloZenih stresu.

AMPA receptor detektiran je koristenjem GIuR2 protutijela. Utjecaj kroni¢nog stresa na
izrazaj AMPA receptora u hipokampusu ovisan je o dobi. U mladih Zenki i muZzjaka nije
utvrdena razlika u izrazaju (slika 5.5.2.5), dok se u starijih Zenki (slika 5.5.2.6) izrazaj
AMPA receptora smanijio u odgovoru na stres (p (CA1) = 0.045; p (CA2) =0.005i p (DG)
=0.008)). U muzjaka se takoder smanijuje izrazaj AMPA receptora nakon izlaganja stresu
(p (CA1) =0.028; p (CA2) =0.036i p (DG) = 0.028). Promjena je vidljiva u svim regijama

osim u CA3 u kojoj promjena nije uocena €ak ni u starijih Stakora (slika 5.5.2.6).
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Slika 5.5.2.5. Izrazaj AMPA receptora u hipokampusu i malom mozgu mladih muzjaka i zenki
Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izlozenih
stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, K
= kontrolno bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog

mozga.
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Slika 5.5.2.6. IzraZzaj AMPA receptora u hipokampusu i malom mozgu starijih muzjaka i Zenki
Stakora. SM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, SM-S = skupina mladih muZjaka izloZzenih
stresu, SZ-K = kontrolna skupina mladih zenki, SZ-S= skupina mladih Zenki izloZenih stresu, K =
kontrolno bojanje, oznaka veli¢éine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog

mozga.
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Slika 5.5.2.7. Kvantitativna analiza izrazaja AMPA receptora u hipokampusu miladih i starjiih
muzjaka i zenki Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih
muzjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki
izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muZzjaka
izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zzenki, SZ-S = skupina starijih zenki izlozenih

stresu. StatistiCki znac¢ajne razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom (p <0.05*; p £0.01 **).

U granularnom sloju malog mozga kronicni stres nije uzrokovao promjenu izrazaja AMPA

receptora u obje dobne skupine i oba spola (slika 5.5.2.8).
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Slika 5.5.2.8. Kvantitativha analiza izrazaja AMPA receptora u granularnom sloju malog mozga
muzjaka i zenki Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih
muzjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki
izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka
izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izlozenih

stresu.

5.5.3. Izrazaj neuroplastina u hipokampusu i malom mozgu

Kroni¢ni stres utjecao je na izrazaj neuroplastina u hipokampusu na dobno i spolno
specifican nacin. U mladih muzjaka (slika 5.5.3.1) povecao se izrazaj Np u CA2 (p =
0.045), CA3 (p =0.005) i DG (p = 0.008) regijama, dok se u starijih muzjaka (slika 5.5.3.2)
izraZzaj Np smanijio u CA1 (p = 0.008) i CA2 (p = 0.022) regijama u uvjetima stresa. lzrazaj
neuroplastina u Zenki obje dobne skupine manje je promijenjen, te do smanjenog izraZaja
dolazi samo u starijih Zenki u CA3 regiji kao posljedica stresa (p = 0.020) (slika 5.5.3.3).

Statisticki znacajne razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom.
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Slika 5.5.3.1. Izrazaj neuroplastina u hipokampusu i malom mozgu mladih muZjaka i Zenki
Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZzenih
stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, K
= kontrolno bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog

mozga.

107



REZULTATI

a1

DG

Slika 5.5.3.2. lzrazaj neuroplastina u hipokampusu i malom mozgu starijih muzjaka i Zenki
Stakora. SM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, SM-S = skupina mladih muzjaka izloZzenih
stresu, SZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, SZ-S= skupina mladih Zenki izloZenih stresu, K =
kontrolno bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog

mozga.

Najveciizrazaj Np u granularnom sloju malog mozga utvrden je u skupini starijih muZjaka
koji nisu bili izloZeni kroniénom stresu. Takoder je uoCeno kako kroni¢ni stres nije utjecao

na izrazaj Np u obje dobne skupine i oba spola u malom mozgu (slika 5.5.3.4).
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Slika 5.5.3.3. Kvantitativna analiza izrazaja neuroplastina u hipokampusu mladih i starih muzjaka
i zenki Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka
izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih
stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izlozenih
stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih zenki, SZ-S = skupina starijih Zzenki izloZzenih stresu.
Statisticki znacajne razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom (p < 0.05 *; p <0.01 **), Np =

neuroplastin.
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Slika 5.5.3.4. Kvantitativna analiza izrazaja neuroplastina u granularnom sloju malog mozga
muzjaka i zenki Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih
muzjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki
izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijin muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka
izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izlozenih

stresu, Np = neuroplastin.

5.5.4. Izrazaj gangliozida GM1 u hipokampusu i malom mozgu

Kronicni stres je u hipokampusu izazvao povecanje izrazaja gangliozida GM1 u CA1 (p =
0.022) regiji mladih zenki i u DG regiji mladih muzjaka (p = 0.005) u usporedbi s
odgovaraju¢im kontrolnim skupinama (slika 5.5.4.1). U starijih Zenki izrazaj GM1 se
povecao u DG regiji dok se u ostalim dijelovima hipokampusa smanjio u odgovoru na

kronicni stres no bez utvrdivanja statistiCke znacajnosti.
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Slika 5.5.4.1. Izrazaj GM1 u hipokampusu i malom mozgu mladih muzjaka i Zenki Stakora. MM-K
= kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZzenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, K = kontrolno

bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga.

U starijih muzjaka povecanje izrazaja GM1 pod utjecajem kroni¢nog stresa uoceno je u
CA1 i CA2 regijama dok se u CA3 i DG regijama izrazaj GM1 smanjio pod utjecajem
stresa, takoder bez postizanja statisticki zna€ajnih rezultata (5.5.4.2). Statisticki znacajni

rezultati utvrdeni su Mann Whitneyevim testom (slika 5.5.4.3).
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Slika 5.5.4.2. Izrazaj GM1 u hipokampusu i malom mozgu starijih muzjaka i Zenki Stakora. SM-K
= kontrolna skupina mladih muzjaka, SM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, SZ-S = skupina mladih Zenki izlozenih stresu, K = kontrolno

bojanje, oznaka veli¢ine = 50 ym, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga.

U malom mozgu izrazaj gangliozida GM1 povecao se nakon izlaganja stresu u skupini
mladih Zenki (p = 0.014), a u starijih se zZivotinja neovisno o spolu izrazaj GM1 smanjio u
uvjetima stresa. Mladi muzjaci nisu pokazali promjene izrazaja GM1 s obzirom na

izlaganje kroni€nom stresu.
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Slika 5.5.4.3. Kvantitativna analiza izrazaja GM1 u hipokampusu mladih i starih muzjaka i zenki
Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izlozenih
stesu, MZ-K = kontrolna skupina mladih zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izlozenih stresu, SM-
K = kontrolna skupina starijih muZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K =
kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu. Statisticki znacajne

razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom (p < 0.05 *; p < 0.01 **).
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Slika 5.5.4.4. Kvantitativna analiza izraZzaja gangliozida GM1 u granularnom sloju malog mozga
muzjaka i zenki Stakora. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih
muzjaka izlozenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki
izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka
izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izlozenih

stresu. StatistiCki znacajne razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom (p < 0.05 *; p < 0.01 **).
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Tablicom 5.5.4.1. sazeto su prikazani znaCajni rezultati dobiveni svim

imunohistokemijskim analizama.

Tablica 5.5.4.1. SaZeti rezultati imunohistokemijskih analiza svih proteina u hipokampusu i malom

mozgu svih skupina zivotinja izlozenih kroniénom stresu.

SKUPINA/ MM-S MZ.S SM-S 8Z.5 MM-S MZ.S SM-S SZ.8 MMS MZ.S SM-S SZ-8 MM-S MZ.S SM-S SZ.8 MM-S MZ.S SM-S SZ.S
ANALIZA
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Kratice: MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZzenih
stresu, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZzenih
stresu, IR-a = a-podjedinica inzulinskog receptora, ObR = leptinski receptor, Tau = Tau protein,
AMPA-R = AMPA receptor, Np65 = neuroplastin, DG = dentatni girus, 11 - statisti¢ki znac¢ajno
povecanje parametra s obzirom na odgovarajuéu kontrolnu skupinu, || - statistiCki znac¢ajno
smanjenje parametra s obzirom na odgovarajuéu kontrolnu skupinu, 1 - trend povecanja
parametra s obzirom na odgovarajucu kontrolnu skupinu bez utvrdene statisticke zna€ajnosti, | -
trend smanjenja parametra s obzirom na odgovarajuéu kontrolnu skupinu bez utvrdene statisti¢ke

znaCajnosti. Statisticke su znac€ajnosti utvrdene Mann Whitneyevim testom; p<0.05.

5.5.5. Kolokalizacija APP/GD1a u CA1 podrucju

Analizom APP-a u CA1 podrucju utvrden je najveci izrazaj proteina u kontrolnoj skupini
mladih muzjaka sa smanjenjem pod utjecajem kroni¢nog stresa. U svim ostalim
skupinama izrazaj APP-a se povecao pod utjecajem stresa, posebice u skupini starijin
Zenki (Slika 5.5.5.1. i 5.5.5.4). Sve su spomenute promjene statistiCki znaCajne (p =
0.012). Takoder je uoeno smanjenje APP-a u starijih muzjaka u usporedbi s mladim
muZzjacima pod utjecajem stresa. U starijih je muzjaka uoCena i manja vrjednost izrazaja

APP-a u usporedbi sa starijim Zenkama (p = 0.012).
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Slika 5.5.5.1. Izrazaj APP-a u CA1 podrucju svih skupina Zivotinja. StatistiCki zna¢ajne razlike
utvrdene su Mann Whitneyevim testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012. MM-K
= kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izlozenih stresu, APP = pretea amiloida.

Za razliku od APP-a, izrazaj GD1a povecao se u svih skupina Zivotinja pod utjecajem
kroniénog stresa, no najdramaticnije povecanje uoCeno je u mladih muzjaka (slika
5.5.5.2). Kolokalizacija APP-a i GD1a vrlo je niska u muzjaka, posebice tijekom starenja.
U zZenskim skupinama zivotinja uo€ena je veca kolokalizacija APP/GD1a koja se jo$ viSe

istice u odgovoru na kronicni stres (slika 5.5.5.3).
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Slika 5.5.5.2. |zraZaj gangliozida GD1a u CA1 podrudju svih skupina Zivotinja. Statisti¢ki znacajne
razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012.
MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-
K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, SM-K =
kontrolna skupina starijih muzZjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K =

kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu.
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5.5.5.3. Kolokalizacija APP/GD1a u CA1 podruéju svih skupina Zivotinja. Statisti¢ki znaCajne
razlike utvrdene su Mann Whitney testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012. MM-
K= kontrolna skupina mladih muZjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, APP = prete¢a amiloida.

MLADI MUZJACI — MLADI MUZJACI —  STARIJI MUZJACI —  STARIJI MUZJACI —
KONTROLNA KRONICNI STRES KONTROLNA KRONIENI STRES
SKUPINA SKUPINA
MLADE ZENKE — MLADE ZENKE — STARIJE ZENKE — STARIJE ZENKE —
KONTROLNA KRONIENI STRES KONTROLNA KRONICNI STRES
SKUPINA SKUPINA

Slika 5.5.5.4. Prikaz dobivenih imunohistokemijskih rezultata dvostrukim bojanjem APP/GDla u
CA1 podrudju u svim skupinama Zivotinja. Uo€ena je kolokalizacija (Zute strelice) gotovo iskljucivo
u zenskim skupinama. Crveno obojenje = APP, zeleno obojenje = gangliozid GD1a, APP = prete€a

amiloida.
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5.5.6. Kolokalizacija APP/GD1a u dentatnom girusu hipokampusa

U svim je skupinama izrazaj APP-a povecan u dentathom girusu pod utjecajem kroni¢nog
stresa, osim u mladih Zenki gdje je nakon kroni¢nog stresa uoCen blagi pad izrazaja.
NajdramatiCnije povecanje izrazaja APP-a u odgovoru na kronicni stres uoCeno je u
mladih muZzjaka (p = 0.012) zatim starijih Zenki (p = 0.012) te starijih muzjaka (p = 0.012)
u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama (slika 5.5.6.1). NajveCa promjena
izrazaja gangliozida GD1a u dentatnom girusu uo€ena je u skupini starijih muzjaka nakon
izlaganja stresu u usporedbi s odgovarajucom kontrolnom skupinom (p = 0.021) te u
skupini starijin zenki (slika 5.5.6.2). Najve¢e promjene uocene su usporedbom mladih
muZjaka te starijih muZjaka u uvjetima kroni¢nog stresa gdje stariji muzjaci pokazuju veci
izrazaj GD1a (p = 0.012). Kolokalizacija APP-a i GD1a najveca je u starijih muzjaka (p =
0.021) i Zzenki (p = 0.036) pod utjecajem kroni¢nog stresa (slike 5.5.6.35.5.6.4).
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Slika 5.5.6.1. Izrazaj APP-a u dentatnom girusu svih skupina zZivotinja. StatistiCki znacajne razlike
utvrdene su Mann Whitneyevim testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012. MM-K
= kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna
skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zzenki izlozenih stresu, APP = pretea amiloida, DG

= dentatni girus.
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Slika 5.5.6.2. lzrazaj gangliozida GD1a u dentatnom girusu svih skupina zivotinja. Statisticki
znacajne razlike utvrdene su Mann Whitneyevim testom. MM-K = kontrolna skupina miladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S=

skupina starijih Zenki izloZenih stresu, DG = dentatni girus.
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Slika 5.5.6.3. Kolokalizacija APP/GD1a u dentatnom girusu svih skupina Zivotinja. Statisticki
znacajne razlike utvrdene su Mann Whitney testom; p<0.05. MM-K = kontrolna skupina mladih

muZjaka, MM-S = skupina mladih muzZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzZjaka izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S =

skupina starijih Zenki izlozenih stresu, APP = prete¢a amiloida.

MLADI MUZJACI —  MLADI MUZJACI —  STARIJI MUZJACI — STARIJI MUZJACI —
KONTROLNA KRONICNI STRES KONTROLNA KRONICNI STRES
SKUPINA SKUPINA
MLADE ZENKE — MLADE ZENKE — STARIJE ZENKE — STARIJE ZENKE —
KONTROLNA KRONICNI STRES KONTROLNA KRONICNI STRES
SKUPINA SKUPINA

Slika 5.5.6.4. Prikaz dobivenih imunohistokemijskih rezultata dvostrukim bojanjem APP/GDla u
dentatnom girusu svih skupina Zivotinja. UoCena je kolokalizacija (Zute strelice) gotovo isklju¢ivo
u starijim skupinama Zivotinja pod utjecajem kroni¢nog stresa. Crveno obojenje = APP, zeleno

obojenje = GD1a, APP = preteCa amiloida.
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Tablicom 5.5.6.1 sazeto su prikazani znacajni rezultati imunofluorescencijske analize
APP/GD1a u hipokampusu.

Tablica 5.5.6.1. Sazeta tablica analize izrazaja APP/GD1a u CA1 i DG podrucju hipokampusa.
CA1 DG
ANALIZA ANALIZA
AP [ L S Moo= 1 n

cota t 1t 1t com - -1 -
Kolokalizacija _ TT TT TT Kolokalizacija _ _ TT TT

Kratice: MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih
stresu, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZzenih
stresu, APP = preteCa amiloida, DG = dentatni girus, 11 - statistiCki znaCajno povecanje parametra
s obzirom na odgovarajuc¢u kontrolnu skupinu, || - statisticki znaCajno smanjenje parametra s
obzirom na odgovarajuéu kontrolnu skupinu. Statisticke su znacajnosti utvrdene Mann

Whitneyevim testom; p<0.05.

5.6. Analiza izrazaja odabranih proteina Western blottingom

5.6.1. lzrazaj glukokortikoidnog receptora u hipokampusu i malom mozgu

Izrazaj GR analiziran je u citosolnim proteinima hipokampusa i maloga mozga. Analizirane
su proteinske vrpce po tri uzorka za svaku skupinu Zivotinja u oba tkiva, od svakog je
uzorka na gel naneSeno 15ug proteina. Detektiran je signal vrpci pri oko 95 kDa. U
muzjaka je uoCen blagi porast izrazaja GR u hipokampusu (slika 5.6.1.1) te smanjenje u
obje vrste tkiva u svim ostalim skupinama u odgovoru na kronicni stres (slike 5.6.1.1. i

5.6.1.2). Statistickim analizama nije postignuta znac¢ajnost dobivenih rezultata.
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Slika 5.6.1.1. Izrazaj GR u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina Zivotinja. Rezultati su
prikazani grafi¢ki te reprezentativhom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije proteinskih vrpci
GR te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina
mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih
Zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka
izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih

stresu, GR = glukokortikoidni receptor.
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Slika 5.6.1.2. Izrazaj GR u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina Zivotinja. Rezultati su
prikazani grafi¢ki te reprezentativhom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije proteinskih vrpci
GR te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina
mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih
Zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka
izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih

stresu, GR = glukokortikoidni receptor.

5.6.2. Izrazaj estrogenskog receptora u hipokampusu i malom mozgu

lzrazaj ER-a analiziran je u citosolnim proteinima hipokampusa i maloga mozga.
Analizirane su proteinske vrpce po tri uzorka za svaku skupinu zivotinja u oba tkiva.
Detektiran je signal vrpci pri oko 66 kDa, a za svaki je uzorak na gel naneseno 15ug
proteina. Osim u slu€aju starijih muzjaka u hipokampusu, u svim je ostalim skupinama u
oba tkiva izrazaj ER-a smanjen pod utjecajem kroni¢nog stresa. StatistiCki znacajni
rezultati dobiveni su koristenjem Mann Whitney testa. U kontrolnoj skupini mladih muzjaka
uoCen je niski izrazaj ER-a u hipokampusu (slika 5.6.2.1) u usporedbi sa skupinom

izlozenom stresu (p = 0.049). Izrazaj ER-a bio je jo$ veci u kontrolnoj skupini starijin Zenki
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u hipokampusu, a dodatno je povecan pod utjecajem kroni¢nog stresa. Za razliku od
hipokampusa, u malom mozgu nisu uofene znacajne promjene izrazaja ER-a (slika
5.6.2.2).
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Slika 5.6.2.1. lzrazaj ER-a u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina Zivotinja. Rezultati
su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije proteinskih
vrpci ER-a te unutarnje kontrole GAPDH. Statisti¢ki zna¢ajan rezultat dobiven Mann Whitneyevim
testom oznacen je vitiCastom isprekidanom crtom; p<0.05. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S=
skupina starijih Zenki izlozenih stresu, ER-a = a-podjedicina estrogenskog receptora, GAPDH =

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza.
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Slika 5.6.2.2. Izrazaj ER-a u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina zivotinja. Rezultati
su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije proteinskih
vrpci ER-a te unutarnje kontrole GAPDH. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S =
skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina
mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih
muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki
izlozenih stresu, ER-a = a-podjedicina estrogenskog receptora, GAPDH = gliceraldehid-3-fosfat

dehidrogenaza.

5.6.3. lzrazaj B-podjedinice inzulinskog receptora u malom mozgu i hipokampusu

lzrazaj IR-B analiziran je u citosolnim proteinima hipokampusa i maloga mozga.
Analizirane su proteinske vrpce na po tri uzorka za svaku skupinu Zivotinja u oba tkiva.
Detektiran je signal vrpci pri oko 155 kDa, a od svakog je uzorka na gel naneseno 15ug
proteina. Izrazaj receptora se smanio u odgovoru na stres u starijih muzjaka i Zenki dok
se u mladih muZjaka i Zenki povecao (slika 5.6.3.1). U malom je mozgu uoCen drukgciji
trend promjene receptora — povecanje je uo¢eno u mladih muZjaka i starijin Zenki, a

smanjenje u mladih Zenki te starijih muzjaka u odgovoru na kroniéni stres (5.6.3.2).
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Slika 5.6.3.1. lzraZaj IR- u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina Zivotinja. Rezultati
su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije proteinskih
vrpci IR-B te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih muZjaka, MM-S =
skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina
mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih
muZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki

izlozenih stresu, IR-B = B-podjedinica inzulinskog receptora.
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Slika 5.6.3.2. lzraZaj IR-B u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina Zivotinja. Rezultati
su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije proteinskih
vrpci IR-B te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S =
skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina
mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih
muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki

izlozenih stresu, IR-B = B-podjedinica inzulinskog receptora.

5.6.4. Izrazaj leptinskog receptora u malom mozgu i hipokampusu

Analiziran je izrazaj leptinskog receptora visokospeficiénim primarnim protutijelom koje
detektira dugu (125 kDa) i kratku formu ObR-a (100 kDa). Svaki je uzorak nanesen na gel
u koli€ini od 15 pg, pokus je ponovljen koriStenjem tri bioloSka replikata iz svake skupine
zivotinja. Najveci izrazaj duge forme ObR-a u hipokampusu primjecen je u kontrolnoj
skupini mladih muzjaka, a pod utjecajem stresa izraZzaj se smanjio. U kontrolnoj skupini
mladih Zenki uoCen je nizi izrazaj duge forme ObR-a nego u mladih muzjaka, a u obje je
skupine izrazaj proteina smanjen nakon izlaganja stresu. Starije Zivotinje pokazuju male

promjene izrazaja duge forme ObR-a pod utjecajem stresa, s ukupno vecéim izrazajem
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ObR-a u Zenki nego u muzjaka (slika 5.6.4.1). Izrazaj kratke forme ObR-a u hipokampusu
slicno se mijenjao kao i duga forma ObR-a, osim u skupini mladih Zenki gdje je uocen
suprotan trend povecanja izraZzaja kratke forme ObR-a pod utjecajem stresa (slika

5.6.4.2). StatistiCkim analizama nije postignuta znacajnost opisanih rezultata.
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Slika 5.6.4.1. Izrazaj duge forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih
skupina Zzivotinja. Rezultati su prikazani grafi¢ki te reprezentativnom slikom ispod. MM-K =
kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izlozenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, ObR = leptinski receptor.

Duga i kratka forma ObR-a u malom mozgu analizirane su na isti nac¢in kao i u
hipokampusu, no pokusi su ponovljeni jednom te iz tog razloga nije bilo moguce statisticki
analizirati rezultate. lzraZzaj duge forme ObR-a pokazuje vrlo zanimljivi trend povec¢anja u
svim skupinama zivotinja, no izrazaj proteina je u starijih Zivotinja dramati¢no nizi nego u
mladih (slika 5.6.4.3). Izrazaj kratke forme ObR-a u malom mozgu smanjen je u starijih

Zivotinja, a povec¢an u mladih u uvjetima stresa (slika 5.6.4.4).
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Slika 5.6.4.2. Izrazaj kratke forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih
skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod. MM-K =
kontrolna skupina mladih muzZjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izlozenih stresu, ObR = leptinski receptor.
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Slika 5.6.4.3. IzraZaj duge forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima malog mozga svih
skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod. MM-K =
kontrolna skupina mladih muzZjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, ObR = leptinski receptor.
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Slika 5.6.4.4. Izrazaj kratke forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima malog mozga svih
skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod. MM-K =
kontrolna skupina mladih muZjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, ObR = leptinski receptor.

5.6.5. lzrazaj neuroplastina u malom mozgu i hipokampusu

lzraZaj neuroplastina detektiran je u ukupnim membranskim proteinima. UoCene su
proteinske vrpce oCekivane veliCine od 65 kDa, a svaki je uzorak nanesen na gel u koli€ini
od 15 ug. Izrazaj Np u hipokampusu (slika 5.6.5.1) bio je najviSi u kontrolnoj skupini mladih
muzjaka, a pod utjecajem stresa uocen je njegov pad (p = 0.049). StatistiCka znacajnost
postignuta je Mann Whitneyevim testom. U starijih muzjaka izraZaj neuroplastina takoder
je opadao, dok je u obje dobne skupine zenki rastao pod utjecajem stresa no bez statisticki

znacajnih promjena.
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Slika 5.6.5.1. lzrazaj neuroplastina u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih

Normalizirana povrsina pod krivuljom

skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod. StatistiCki
znacajan rezultat dobiven Mann Whitneyevim testom oznacen je viti€astom isprekidanom crtom;
p<0.05. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izlozenih
stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu,
SM-K = kontrolna skupina starijih muzZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-
K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, Np =

neuroplastin.

Izrazaj Np u malom mozgu (slika 5.6.5.2) smanjen je u odgovoru na stres u skupini mladih
muZzjaka. U ostalim se skupinama izraZzaj Np uglavnom nije promijenio pod utjecajem

kroni¢nog stresa.
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Slika 5.6.5.2. lzrazaj neuroplastina u ukupnim membranskim proteinima malog mozga svih

Normalizirana povrsina pod krivuljom
o
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skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod. MM-K =
kontrolna skupina mladih muZjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K =
kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna
skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna

skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izlozenih stresu, Np = neuroplastin.

5.6.6. Izrazaj pretec¢e amiloida u malom mozgu i hipokampusu

APP je detektiran u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa i malog mozga na
oCekivanoj veli€ini od oko 100 kDa. Od svakog je uzorka na gel naneseno 15 ug proteina.
lzrazaj APP-a u hipokampusu (slika 5.6.6.1) pokazuje snizenje u svim skupinama
optereCenima stresom, osim starijih Zenki gdje se izraZzaj povecava (p = 0.049). Za
statistiCke analize koriSten je Mann Whitneyev test. S obzirom na utjecaj APP-a u AD,
zanimljivo je smanjenje njegova izrazaja u svim skupinama osim skupine starijih zenki.
lzrazaj APP-a u malom mozgu nije se dramati¢no promijenio u uvjetima stresa, a uoCen

je blagi pad njegova izrazaja u mladih zenki (slika 5.6.6.2).
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Slika 5.6.6.1. lzrazaj APP-a u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih skupina
zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod. Statisti¢ki znacajan
rezultat dobiven Mann Whitneyevim testom oznacen je vitiCastom isprekidanom crtom; p<0.05.
MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-
K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, SM-K =
kontrolna skupina starijih muzZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K =
kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, APP = preteca

amiloida.
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Slika 5.6.6.2. Izrazaj APP-a u ukupnim membranskim proteinima malog mozga svih skupina

Zivotinja. Rezultati su prikazani grafi¢ki te reprezentativnom slikom ispod. MM-K = kontrolna
skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna
skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina
starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina

starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, APP = prete¢a amiloida.

5.6.7. Nizvodni signalni putovi inzulina i leptina

Western blottingom su analizirani nizvodni signalni putovi inzulina i leptina. Detektirane
su proteinske vrpce supresora citokinske signalizacije 3 (SOCS3) veli€ine 25 kDa u
citisolnim proteinima hipokampusa i malog mozga. Od svakog je uzorka na gel naneseno
15 ug proteina. Bazalne vrijednosti izrazaja SOCS3 bile su nize u mladih muzjaka i starijih
Zenki te nesto viSe u starijih muzjaka i mladih zenki. Pod utjecajem stresa, dramati¢no
povecanje izrazaja SOCS3 u hipokampusu (slika 5.6.7.1) uoceno je u starijih muZjaka, a
izraZaj je takoder bio povecan i u mladih muzjaka. U Zenki je uoCen trend smanjenog

izrazaja, posebice u mladih Zenki.
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Slika 5.6.7.1. lzrazaj SOCS3 u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina zivotinja.
Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije
proteinskih vrpci SOCS3 te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzjaka izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S=

skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, SOCS3 = supresor citokinske signalizacije 3.
U malom je mozgu uoCaena dobno specifi€na promjena izrazaja SOCS3 u ovisnosti 0

stresu (slika 5.6.7.2). U mladih muzjaka i zenki uo¢eno je povecanje izrazaja, dok je u

starijih muzjaka i Zenki uoCeno smanjenje izrazaja SOCS3 pod utjecajem stresa.
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Slika 5.6.7.2. lzrazaj SOCS3 u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina Zivotinja.
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Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije
proteinskih vrpci SOCS3 te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S =

skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, SOCS3 = supresor citokinske signalizacije 3.

ObR pokrece signalizaciju fosforiliranim signalnim pojacCivacem i aktivatorom transkripcije
3 (STAT3) koji u hipokampusu ima zastitnu ulogu te utjeCe na prezivljenje neurona.
Protein pSTATS3 utvrden je pracenjem fosforiliranog epitopa na polozaju Tyr705, a uoCene
su proteinske vrpce veli€ine 85 kDa. Izrazaj pSTAT3 u hipokampusu (slika 5.6.7.3) rastao
je u starijih muZjaka, a opadao u obje dobne skupine Zenki pod utjecajem kroni¢nog
stresa. U mladih muzjaka nisu uo¢ene takve promjene izrazaja pSTAT-a. Izrazaj pSTAT3
u malom mozgu (slika 5.6.7.4) pokazuje spolno i dobno specifiCan trend. U mladih je
muzZjaka uoCen trend visokog uzrazaja pSTAT3 koji se nije mijenjao pod utjecajem stresa.
U starih je muzjaka takoder detektiran visok izrazaj pSTAT3 koji se smanijio pod utjecajem
stresa. Vrlo slican, ali jo§ dramaticniji trend uocCen je i u starijin Zenki. U mladih je zenki

izrazaj pSTAT3 bio nizak bez promjena u uvjetima stresa.
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Slika 5.6.7.3. lzrazaj pSTAT3 u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina Zivotinja.
Rezultati su prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije
proteinskih vrpci pSTAT3 te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S =
skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, pSTAT3 = fosforilirani signalni pojaciva¢ i aktivator

transkripcije 3.
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Slika 5.6.7.4. lzrazaj pSTAT3 u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina Zivotinja.
Rezultati su prikazani grafi¢ki te reprezentativnom slikom ispod — prikazan je primjer detekcije
proteinskih vrpci pSTAT3 te unutarnje kontrole B-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S=
skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, pSTAT3 = fosforilirani signalni pojaciva¢ i aktivator

transkripcije 3.

140



REZULTATI

Sazeti rezultati svih analiza Western blotting metodom prikazani su u tablici 5.6.7.1.

Tablica 5.6.7.1. Sazeti rezultati analize izrazaja proteina u hipokampusu i malom mozgu svih

skupina zivotinja izlozenih kroni€nom stresu.

PODRUCJE | HIPOKAMPUS MALI MOZAK

SKUPINA/ MM-S MZS SM-S SZS MM-S MZS SM-S SzZS

PROTEIN

oR A O A O
s S O O O
R A S O O I
£ A R I A O O
e O O
pos S O S A s
APP S 5 O O e et
SOCS3 L O O O O I
PSTAT A S O O O i A A I

Kratice: MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih
stresu, SM-S = skupina starijih muzZjaka izloZenih stresu, SZ-S = skupina starijih Zenki izlozenih
stresu, GR = glukokortikoidni receptor, ER-a = alfa podjedinica estrogenskog receptora, IR-f =
beta podjedinica inzulinskog receptora, ObR = leptinski receptor, NP65 = neuroplastin, APP =
preteCa amiloida, SOCS3 = supresor citokinske signalizacije 3, pSTAT= fosforilirani signalni
pojacivac i aktivator transkripcije 3, NP - nema promjena, DG = dentatni girus, 11 - statisticki
znacajno povecanje parametra s obzirom na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu, || - statisti¢ki
znacajno smanjenje parametra s obzirom na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu, 1 - trend povecanja
parametra s obzirom na odgovarajucu kontrolnu skupinu bez utvrdene statistiCke znacajnosti, | -
trend smanjenja parametra s obzirom na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu bez utvrdene statisticke

znacajnosti. StatistiCke su znacajnosti utvrdene Mann Whitneyevim testom; p<0.05.
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5.7. Promjena membranske lokacije odabranih proteina

5.7.1. Inzulinski receptor u lipidnim nesplavima hipokampusa i malog mozga

Smjestaj IR-a utvrden je u uzorcima lipidnih splavi i nesplavi u hipokampusu i malom
mozgu. Za potrebe odredivanja smjestaja proteina unutar ili izvan lipidnih splavi nije
koriStena odredena koliCina proteina vec je od svakog uzorka nanesSen isti volumen uzorka
(15pl). Utvrdene su proteinske vrpce od oko 160 kDa Sto odgovara ocCekivanoj velicini
proteina. |z svake su pojedinacne izolacije lipidnih splavi dobivena dva uzorka lipidnih
splavi i dva uzorka nesplavi. Uzorci lipidnih splavi su uvijek zdruZeni u jedan kao i uzorci
nesplavi. Analizom smjestaja IR-a u hipokampusu, nije uoCen izrazaj proteina u lipidnim
splavima. Protein je detektiran isklju€ivo u nesplavima hipokampusa (slika 5.7.1.1). Pokus
je ponovljen na dva seta bioloskih replikata svih skupina Zivotinja te iz tog razloga nisu
utvrdene statistiCke znacajnosti. U malom je mozgu takoder utvrden signal IR-a gotovo
isklju€ivo u nesplavima (5.7.1.2) dok je u splavima uocen vrlo slab signal kojega nije bilo

moguce prikazati graficki.
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Slika 5.7.1.1. Izrazaj IR-a u nesplavima hipokampusa svih skupina zivotinja. Rezultati su prikazani
graficki te reprezentativnom slikom ispod. Pokus je ponovljen koristenjem dva seta bioloskih
replikata svih skupina Zivotinja. MM-K = kontrolna skupina mladih muZjaka, MM-S = skupina
mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih
Zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka
izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih

stresu, IR-a = a-podjedinica inzulinskog receptora.
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Slika 5.7.1.2. Izrazaj IR-a u nesplavima malog mozga svih skupina zivotinja. Rezultati su prikazani
grafiCki te reprezentativnom slikom ispod. Pokus je ponovljen koriStenjem jednog seta uzoraka
nesplavi svih skupina zZivotinja. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina
mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih
Zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka
izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih

stresu, IR-a = a-podjedinica inzulinskog receptora.

5.7.2. Leptinski receptor u lipidnim nesplavima hipokampusa i malog mozga

Smijestaj duge (125 kDa) i kratke (100 kDa) forme ObR-a utvrden je u uzorcima lipidnih
splavi i nesplavi u hipokampusu i malom mozgu. Za potrebe odredivanja smjestaja
proteina unutar ili izvan lipidnih splavi nije koriStena odredena koli€ina proteina ve¢ je od
svakog uzorka nanes$en isti volumen uzorka (15ul). U lipidnim splavima hipokampusa nije
utvrdena niti jedna od dviju analiziranih formi ObR-a. U nesplavima hipokampusa
detektirane su obje forme ObR-a (slika 5.7.2.1). U malom je mozgu uocen isti obrazac
smijestaja obje promatrane forme ObR-a u nesplavima dok u lipidnim splavima nije uo¢en
signal (5.7.2.2).
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Slika 5.7.2.1. SmjeStaj duge (gornji grafi¢ki prikaz) i kratke (donji grafi¢ki prikaz) forme ObR-a

Povrsina pod krivuljom

nesplavima hipokampusa svih skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te
reprezentativnom slikom ispod. Pokus je ponovljen koristenjem jednog seta uzoraka nesplavi svih
skupina zivotinja. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka
izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izloZenih
stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muzjaka izloZzenih
stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, ObR
= leptinski receptor.
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Slika 5.7.2.2. Smjestaj duge (gornji graficki prikaz) i kratke (donji graficki prikaz) forme ObR-a u
nesplavima malog mozga svih skupina zivotinja. Rezultati su prikazani graficki te
reprezentativnom slikom ispod grafic¢kih prikaza. Pokus je ponovljen koristenjem jednog seta
uzoraka nesplavi svih skupina zZivotinja. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S =
skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina
mladih Zenki izloZzenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih

muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki
izlozenih stresu, ObR = leptinski receptor.
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5.7.3. Neuroplastin u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom mozgu

Neuroplastin je u hipokampusu detektiran u lipidnim splavima svih skupina zivotinja no u
manjoj mjeri u mladih muzjaka (slika 5.7.3.1). U nesplavima hipokampusa trend je
suprotan — najveci je izrazaj Np uoCen u skupini mladih muzjaka, a neSto maniji u ostalih

skupina zivotinja (5.7.3.2).

Np - lipidne splavi hipokampusa
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Slika 5.7.3.1. Smjestaj Np u lipidnim splavima hipokampusa svih skupina Zivotinja. Pokus je

Povrsina pod krivuljom

ponovljen koridtenjem dva biolodka replikata nesplavi svih skupina zivotinja. Rezultati su prikazani
grafiCki te reprezentativnom slikom ispod grafi¢kih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S =

skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, Np = neuroplastin.

| u malom je mozgu uocen izraZzaj Np u lipidnim splavima i nesplavima. U lipidnim je
splavima izrazaj Np analiziran jednim ponavljanjem pokusa u svim skupinama Zivotinja.
Uocen je signal u lipidnim splavima no rezultat nije ostvario dobru kvalitetu za izradu
grafickog prikaza. U nesplavima malog mozga uoCen je jasan signal koji pokazuje veci

izrazaj Np u muZjaka nego zenki (slika 5.7.3.3).
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Np - nesplavi hipokampusa
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Slika 5.7.3.2. Smjestaj Np u nesplavima hipokampusa svih skupina zivotinja. Pokus je ponovljen

Povrsina pod krivuljom

koriStenjem dva bioloSka replikata nesplavi svih skupina zivotinja. Rezultati su prikazani graficki
te reprezentativnom slikom ispod grafi¢kih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka,
MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S
= skupina mladih Zenki izloZzenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S =
skupina starijih muZjaka izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina

starijih Zenki izloZenih stresu, Np = neuroplastin.
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Np - nesplavi malog mozga
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Slika 5.7.3.3. Smjestaj Np u nesplavima malog mozga svih skupina zivotinja (graficki prikaz i slika
oznacena s Np nLS). Pokus je ponovljen koristenjem dva bioloSka replikata nesplavi svih skupina
Zivotinja. MM-K = kontrolna skupina mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih
stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu,
SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-
K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S = skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, Np =

neuroplastin.

5.7.4. Preteca amiloida u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom
mozgu

Smijestaj APP-a utvrden je u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom mozgu
svih skupina Zivotinja. U lipidnim je splavima hipokampusa uo€en veci izrazaj APP-a u

muskih skupina Zivotinja (slika 5.7.4.1).
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APP - lipidne splavi hipokampusa
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Slika 5.7.4.1. Smjestaj APP-a u lipidnim splavima hipokampusa svih skupina Zivotinja. Pokus je
ponovljen koristenjem dva bioloSka replikata lipidnih splavi svih skupina Zivotinja. Rezultati su
prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod grafickih prikaza. MM-K = kontrolna skupina
mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina
mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih
muzZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki,

SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, APP = prete¢a amiloida.

| u nesplavima hipokampusa izrazaj APP-a takoder je bio viSi u muskim skupinama
zivotinja u usporedbi sa Zzenkama (slika 5.7.4.2). U malom je mozgu uocen izrazaj APP-a
unutar lipidnih splavi te nesplavi. U lipidnim splavima malog mozga izrazaj APP-a bio je
najvisi u skupini starijin muzjaka (slika 5.7.4.3). U nesplavima malog mozga uocen je
snazan izrazaj APP-a u svim skupinama osim mladih Zenki gdje je izrazaj proteina nesto
nizi (slika 5.7.4.4).
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Slika 5.7.4.2. Smjestaj APP-a u nesplavima hipokampusa svih skupina Zivotinja. Pokus je

Povrsina pod krivuljo

ponovljen koridtenjem dva biolodka replikata nesplavi svih skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani
graficki te reprezentativnom slikom ispod grafi¢kih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih

muzjaka, MM-S = skupina mladih muZjaka izloZzenih stresu, MZ-K

kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzZjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S =

skupina starijih Zenki izloZzenih stresu, APP = pretea amiloida
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APP - lipidne splavi malog mozga
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Slika 5.7.4.3. Smjestaj APP-a u lipidnim splavima malog mozga svih skupina zivotinja. Pokus je

ponovljen koristenjem dva bioloSka replikata lipidnih splavi svih skupina Zivotinja. Rezultati su
prikazani graficki te reprezentativnom slikom ispod grafickih prikaza. MM-K = kontrolna skupina
mladih muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZzenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina
mladih Zenki, MZ-S = skupina mladih Zenki izloZenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih
muzZjaka, SM-S = skupina starijih muZjaka izloZzenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki,

SZ-S = skupina starijih Zenki izloZenih stresu, APP = prete¢a amiloida.
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APP - nesplavi malog mozga
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Slika 5.7.4.4. SmjesStaj APP-a u nesplavima malog mozga svih skupina Zivotinja. Pokus je

Povrsina pod krivuljom

ponovljen koriStenjem dva biolo$ka replikata nesplavi svih skupina Zivotinja. Rezultati su prikazani
graficki te reprezentativnom slikom ispod grafickih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih
muzjaka, MM-S = skupina mladih muzjaka izloZenih stresu, MZ-K = kontrolna skupina mladih
Zenki, MZ-S = skupina mladih zenki izlozenih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih muzjaka,
SM-S = skupina starijih muzjaka izloZenih stresu, SZ-K = kontrolna skupina starijih Zenki, SZ-S =

skupina starijih zenki izloZenih stresu, APP = prete€a amiloida.

Sazeti prikaz smjestaja odabranih proteina u lipidnim splavima ili izvan njih odredenoga

Western blotting metodom objedinjen je u tablici 5.7.4.1.

Tablica 5.7.4.1. Sazeti prikaz smjeStaja odabranih proteina unutar ili izvan lipidnih splavi
hipokampusa i malog mozga svih skupina zivotinja. Simbolom X oznacena je prisutnost proteina

u frakcijama uredenog (lipidne splavi) ili neuredenog dijela stanicne membrane (nesplavi).

PODRUCJE HIPOKAMPUS MALI MOZAK

PROTEIN LIPIDNE SPLAVI NESPLAVI LIPIDNE SPLAVI NESPLAVI
IR X X
ObR - obje forme X X
Np X X X X
APP X X X

Kratice: IR = inzulinski receptor, ObR = leptinski receptor, Np = neuroplastin, APP = pretecCa
amiloida.
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U opisanoj je disertaciji istrazivan spolno specificni utjecaj kroni¢nog stresa i starenja na
razvoj neurodegeneracije. Moderan nacin zivota izlozen je izazovima uskladivanja razvoja
karijere, brige za obitelj, pravilne prehrane, tjelesne aktivnosti te izvrSavanja drugih
drustvenih obaveza, a karakterizira ga posvemasnji nedostatak vremena i ometanje
(osobito radi razvoja mobilne telefonije), sto bi mogao biti izvor kroni€nog stresa s
mogucim posljedicama na ljudsko zdravlje (189). Tijekom kroni€¢nog stresa narusava se
tielesna homeostaza i otpuStaju se glukokortikoidi, mineralokortikoidi te nastaje
poremecaj metabolizma glukoze i hormonske ravnoteze (1, 22). Poremecéaj metabolizma
glukoze i dijabetes veé¢ su povezani s AD (125, 127). Stres je takoder povezan i s
neurodegenerativnim bolestima — u ratnih je veterana utvrdena degeneracija nalik onoj u
AD (83, 86), no detaljni molekularni mehanizmi kojima se takva degeneracija odvija i dalje

Su nepoznati.

Problem istrazivanja kroni¢nog stresa lezi u brojnim, neuskladenim animalnim modelima
kroni¢énog stresa (190-192). Nas je tim u Laboratoriju za neurobiologiju Medicinskog
fakulteta u Osijeku tijekom 7 godina razvio jedinstveni protokol kroni¢nog stresa. Razvijeni
model koristi fiziCke i psiholoSke stresore. Protokol je potvrden objavom 4 znanstvena
Clanka (152, 178-180), a ovom je doktorskom disertacijom jo$S jednom ukazano na

promjene steroidnih hormona koje odgovaraju stresnom odgovoru.

Ranijim su istrazivanjima utvrdene promjene uzrokovane kroni¢nim stresom u perifernom
ziv€anom sustavu — nadbubreznoj zlijezdi. UoCen je utjecaj estrogena i testosterona na
regulaciju HPA osi u Stakorskom modelu menopauze i kroni¢nog stresa. U istom je
istraZivanju uoceno i poveéanje ObR-a u nadbubreznoj Zlijezdi (178) te je u sljedecem
istrazivanju na mladim zivotinjama analizirana promjena ObR-a i IR-a u mozgu Stakorskog
modela menopauze i kronicnog stresa. Promjene su upucivale na inzulinsku rezistenciju
u podrucjima rane neurodegeneracije te povecéani izrazaj ObR-a u podrucjima mozga
odgovornima za regulaciju hranjenja (152). Ta su istraZivanja upucivala na nastavak
studije te prouCavanje utjecaja stresa i starenja na neurodegeneraciju putem signalizacije
odgovorne za metabolizam stanice — inzulinskim i leptinskim signalnim putovima. S
obzirom na jasnu ulogu spolnih hormona u regulaciji stresnog odgovora, studija je

provedena na oba spola Stakora.
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Sprague Dawley Stakori izlagani su trima desetodnevnim ciklusima stresa, a kontrolne su
skupine izlagane laznom stresu i uobi€ajenoj manipulaciji. Na taj su nacin stresni uCinak
same okoline i osnovne nestetne radnje nad Stakorima bili isti u kontrolnim i istrazivanim
skupinama, a u istrazivanim je skupinama biljeZen stresni odgovor iznad praga izazvanog
takvim nestetnim radnjama. Kako je cilj studije bio utvrditi samo trajne promjene izazvane
kronicnim stresom, sve su zivotinje eutanazirane dva tjedna nakon zavrSetka zadnjeg

ciklusa stresa.

Analizirani su receptori signalnih putova inzulina i leptina kao glavnih predstavnika
regulacije stanicnog metabolizma. Osim toga, u literaturi je zapazena uloga neuroplastina
u kognitivnim procesima te regulaciji HPA osi (161, 193) pa je i taj protein analiziran na
isti na€in kao i ObR te IR kako bi se razjasnila njegova uloga u neurodegeneraciji
posredovanoj kroni¢nim stresom. S obzirom na ulogu u neuroprotekciji, analiziran je i
estrogenski receptor (107), a APP je analiziran radi jasne poveznice s AD. Studija je

pratila i aktivaciju nizvodnih signalnih putova inzulina i leptina.

Za sve spomenute proteine vazan je sastav lipidnih splavi membrane u kojima dolazi do
signalne interakcije receptora i liganda. Sastav lipidnog okoliSa membranskih proteina
povezan je s disfunkcijom signalnih putova (155). ObR i IR se u perifernim tkivima nalaze
u lipidnim splavima (164, 166), no njihov je smjestaj u stani€noj membrani srediSnjeg
ziv€anog sustava nepoznat. Np se u mozgu nalazi u lipidnim splavima bogatima GM1
gangliozidom (161). APP je djelomi¢no smjesten u lipidnim splavima, a djelomi¢no izvan
njih (194, 195). Smatra se da je dio procesiranja APP-a u lipidnim splavima odgovoran za
amiloidni put u AD. Za smjes$taj veCine opisanih proteina postoje i oprecni rezultati,
vjerojatno radi razliCitih metoda izolacije lipidnih splavi. Mnoge metode koriste pretjerano
agresivan deterdzent Triton-X100 koji umjetno redistribuira proteine lipidnih splavi (167).

U opisanoj je studiji koristen znatno blazi deterdzent Brij 020 uz prilagodbu metode.

6.1 Steroidni hormoni

Analizom koncentracije kortikosterona uoCava se snazna aktivacija HPA osi u mladih
muzjaka i starijin zenki. Adolescencija je osjetljivo razdoblje za muzjake, a kompenzacijski

mehanizmi iznimno su aktivni u mladih Zenki te djelomi¢éno mogu objasniti otpornost na
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kroni¢ni stres. Poznato je da muzjaci loSije podnose stres od Zenki, no samo do razdoblja
menopauze kada se u zenki javljaju razne posljedice izlaganja stresu (196). Upravo je
takav trend uoCen analizom kortikosterona svih skupina Zivotinja. U mladih je Stakora,
adolescentne dobi, u ranijim studijama primijecen produzeno otpustanje kortikosterona iz
nadbubrezne Zlijezde (197). Porast glukokortikoida u starijih Zivotinja, posebice Zenki
moze se povezati s neurodegenerativnim procesima. U razdoblju rane menopauze
remete se neuroprotektivni mehanizmi zbog smanjenja koncentracija spolnih hormona
(104), a glukokortikoidi takoder utjeCu na povecanje izrazaja APP-a (198) Sto moze
potaknuti aktivaciju amiloidnog puta i uzrokovati nakupljanje senilnih plakova tijekom
pocCetnog djelovanja glukokortikoida u stresnom odgovoru kada su njihove koncentracije

visoke.

U mladih Zivotinja izlozenih stresu javljaju se snazni mehanizmi neuroprotekcije dok u
starijih zivotinja pod utjecajem stresa takva kompenzacija viSe nije moguca. U starijih se
Zenki uoCava dramaticno povecanje progesterona S$to bi moglo znaciti kako se
neuroprotekcija tijekom starenja odvija i putem progesterona. Ve je pokazan
neuroprotektivni ucinak progesterona, no takoder je uoCeno i kako koncentracija
progesterona u krvi starenjem opada (199, 200). Testosteron se takoder povezuje s
neuroprotekcijom (201). Ranije je ve¢ utvrdeno kako kroni¢ni stres smanjuje koncentraciju
testosterona te kako takvo smanjenje povecava oksidativni stres u mozgu $to moze
potaknuti neurodegeneraciju (202). U ovoj je studiji smanjenje koncentracije testosterona
oCekivano nisko u zenki i ne mijenja se pod utjecajem kroni¢nog stresa. UoCeno je
povecanje koncentracije testosterona u mladih muzjaka pod utjecajem kroni¢nog stresa.
Pokazane vrijednosti steroidnih hormona klju¢ne su u potvrdi modela kroniénog stresa, ali
ne predstavljaju glavni rezultat disertacije. S obzirom da su rezultati analize dobiveni na
serumima prikupljenima prije i nakon izlaganja stresu (tjekom Zrtvovanja), bilo bi dobro
iste rezultate odrediti i nakon svakog od tri stresna ciklusa. Metoda odredivanja
koncentracije estrogena spektrometrijom masa nije bila standardizirana za serume
Stakora pa koncentracije estrogena iz seruma nisu utvrdene, a taj bi podatak mogao

nadopuniti informacije o neuroprotekciji pod utjecajem kroni¢nog stresa.
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6.2. Kronicni stres utje¢e na blage promjene tjelesne mase

Tjelesne mase zivotinja opterecenih kroni¢nim stresom blago su se povecale na kraju
studije u svim skupinama, osim u skupini starijih muzjaka koji pokazuju blagi pad tjelesne
mase. U usporedbi s kontrolnim skupinama, sve skupine Zivotinja izlozene kroni¢nom
stresu na kraju studije imaju manju tjelesnu masu. Blage promjene tjelesne mase
usmjeravaju prema zakljuCku kako u animalnim modelima kronini stres ne utjeCe
dramaticno na hranjenje te promjenu mase i kako Zivotinje do rane menopauze i
andropauze ne mijenjaju tjelesnu masu u odgovoru na stres. Dosadasnja istrazivanja
uglavnom govore o velikom gubitku ili povecanju tjelesne mase pod utjecajem kroni¢nog
stresa (203, 204), no u ovoj studiji takav se u€inak ne uoCava Sto upucuje na zaklju¢ak
kako su Zivotinje do srednje dobi iznimno otporne na stres. Neka istrazivanja pokazuju da
muskarci srednje dobi pod utjecajem kroni¢nog stresa pokazuju vecu anksioznost te
smanjuju unos hrane i gube na masi, dok se u Zzena dogada suprotno (205, 206). No,
postoje mnogobrojna istraZivanja s oprecnim rezultatima pa je teSko doci do opceg
zakljuCka o utjecaju kronicnog stresa na tjelesnu masu (207, 208). Mogucée je da bi
produljenje ciklusa stresa snaznije utjecalo na promjenu tjelesne mase te bi bilo zanimljivo

pratiti taj parametar kroz duze vremensko razdoblje. Takoder, nije iskljuCeno treba li

......

6.3. Promjena metabolizma glukoze nakon izlaganja kroni€nom stresu

U mladih je Zivotinja uo€ena normalna tolerancija na glukozu, no u usporedbi s preostala
dva mjerenja, tolerancija se prema kraju studije ¢ak i poboljSala. Krivulja odgovora glukoze
takoder u nacelu ukazuje na bolju toleranciju starijih Zivotinja na opterecenje glukozom,
ali pokazuje i nepravilan rast tijekom 15. minute mjerenja kada su postignute vrlo visoke
koncentracije glukoze. S obzirom da se TTG i TTI smatraju orijentacijskim znacima
promjene metabolizma glukoze (181, 182), moze se zakljuciti kako je u mladih i starijih
Zivotinja jos uvijek aktivan kompenzacijski mehanizam koji im omogucuje dobru regulaciju
opterecenja glukozom te prilagodbu na kroni¢ni stres, a jo$ su uvijek aktivni do dobi rane
menopauze i andropauze. Nedostatak oba testa je nemogucnost njihova izvodenja u

kontrolnim skupinama jer oba testa izazivaju snazan stres. Umjesto izvodenja oba testa
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u kontrolnim skupinama, testovi su izvedeni u skupinama izlozenima stresu na pocetku i
na kraju u slucaju TTI te na pocCetku, nakon zavrSetka drugog i treceg ciklusa stresa u
sluCaju TTG. Dosadas$nja istrazivanja promjene metabolizma glukoze koristenjem TTG
uglavhom su usmjerena na mlade muzjake Stakora, a uoCene su visoke vrijednosti
glukoze tijekom TTG nakon izlaganja stresu (209). U drugoj je studiji pokazano kako
kroniCni stres u odraslih muzjaka Stakora poboljSava toleranciju na glukozu nakon
izazivanja predijabetickog stanja hranom bogatom Secerima (210). Za Zenke te starije
Zivotinje ne postoje istrazivanja koja ukljuuju utjecaj kronicnog stresa na metabolizam
glukoze. Za TTI takoder nisu pronadeni sli¢ni podaci. Iz ove je studije indikativno kako
stres nije nuzno oS za odrzavanje metaboliCke ravnoteze. Takoder, sam nacin izvodenja
TTIi TTG testa, u kojemu se Zivotinje prije testiranja ostavljaju tijekom noci bez hrane,
primjer je intermitentnog gladovanja koje djeluje povoljno na metabolizam glukoze. Kako
bi se razdvaoijili utjecaji ostalih stresora i intermitentnog gladovanja u narednim bi studijama
trebalo mjerenja glukoze uciniti neinvazivnim putem, tj. pomocu senzora Kkoji se

implantiraju pod koZzu.

6.4. Promjena paméenja u starijih zivotinja

Promjena pamcenja testom pasivnog izbjegavanja uoCena je samo u starijih Zivotinja.
Mlade zivotinje nisu pokazale promjenu pamcenja, a razlike promjene pamcenja pod
utjecajem stresa izmedu mladih i starijih Zivotinja vrlo su o€igledne. U starijih se Zivotinja
u kontrolnim skupinama pojavljuje poremecaj paméenja koji se moZze pripisati normalnom
kongitivnom propadanju koje se odvija tijekom starenja, a u skupini koja je bila izlozena
kroni€nom stresu taj je u€inak povecan, posebice u starijih zenki. Testom je pokazano da
stres, a ne samo starenje potencira kognitivho propadanje na dobno i spolno specifican
nacin te dovodi stres u poveznicu s neurodegeneracijom. Takav je rezultat oCekivan,
naime vecinu pacijenata s AD Cine upravo Zene — jedan je od razloga za to i smanjenje
neuroprotekcije tijekom menopauze (104), a moguce je kako kroni¢ni stres djeluje kao
okida¢ neurodegeneracije. U translacijskim istrazivanjima AD uglavhom se koriste
Zivotinje muskog spola (211) na kojima je manje uocljiv u€inak kroni¢nog stresa na

pamdéenje. Test pasivnog izbjegavanja vrlo je uCinkovit i Cesto se Koristi u istrazivanjima

159



RASPRAVA

pamcenja na modelima glodavaca te je usvojen kao stadardni test (212). Ogranienje
testa Cini snazna aktivacija amigdale, hipokampusa i entorinalne kore (213) te
nemogucnost ponavljanja testa viSe od jednoga puta tijekom studije pa se radi toga ne
mozZze pratiti promjena pamcenja od poc€etka do kraja studije. U dvije je studije na odraslim
muzjacima Stakora nepoznate dobi uoCeno smanjeno pamcenje nakon izlaganja
kroni€nom stresu (214, 215). U tim je studijama stres izazvan prisilnim plivanjem ili
kombinacijom prisilnog plivanja i imobilizacije Stakora. U istrazivanju na oba spola pracen
je prenatalni stres u gravidnih Stakorica, a uo€eno je kako njihovi potomci postnatalno (u
dobi od 4 tjedna) pokazuju poremecéaj pamcéenja samo u muzjaka (216). Istrazivanja
pamcdenja koristenjem testa pasivnog izbjegavanja na animalnim modelima koji ukljucuju
odrasle Zenke ili oba spola odraslih Zivotinja nisu pronadena pretragom dostupne

literature.

6.5 Imunohistokemijska analiza izrazaja odabranih proteina i gangliozida u

hipokampusu i malom mozgu
6.5.1. Izrazaj inzulinskog i leptinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu

IR je detektiran u CA1 i DG podrucjima hipokampusa svih skupina zivotinja neovisno o
dobi i izloZenosti kronichom stresu. U starijih je muZjaka uo¢eno dramati¢no smanjenje
izraZaja IR. Takav je obrazac raspodijele IR uo€en u Citavom hipokampusu (slika 5.5.1.2 i
glukoze u krvi. U granularnom sloju malog mozga, takoder je uo€en najvedi izrazaj IR u
kontrolnoj skupini starijih muzjaka. Zbog nedovoljnog broja bioloSkih replikata te kvalitete

protutijela, dobivene razlike u podrucju malog mozga nisu statisti¢ki analizirane.

ODbR je detektiran podjednako u sve tri CA regije hipokampusa dok je maniji izrazaj ObR-
a bio uo€en u dentatnom girusu. Dobiveni rezultati pokazuju da neovisno o spolu i dobi
niti u jednoj regiji hipokampusa nema znacajne promjene izraZzaja ObR-a kao posljedice

kroni¢nog stresa.
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Dobivene je rezultate radi loSe kvalitete detekcije signala teSko komentirati. U kasnijim su
pokusima analize proteina Western blottingom koriStena kvalitetnija protutijela, Ciji su

signali bili znatno jasniji i lakSi za detekciju i kvantifikaciju.

6.5.2. Izrazaj Tau proteina, AMPA receptora i neuroplastina u hipokampusu i malom

mozgu

U svim je analiziranim regijama hipokampusa uocen razliCiti izrazaj Tau proteina. U CA1
regiji nisu uoCene promjene ovisne o dobi, spolu i utjecaju kronicnog stresa. U CA2 regiji
izrazaj Tau se povecao u uvjetima kronicnog stresa u skupini mladih muzjaka i zenki.
Starije Zivotinje ne pokazuju takve promjene. U CA3 regiji uoCene su razlike spolno
specificne te je u muzjaka obje dobi uoen povecani izraZaj, a u obje dobne skupine zZenki
stres je uzrokovao smanjenje izrazaja Tau proteina. Poveznica AD i Tau vrlo je jasna, no
nije potpuno razjasnjeno $to Cini glavni okida€ njegove pretjerane fosforilacije. U jednom
je istrazivanju pokazano kako glukokortikoidi uzrokuju nakupljanje fibrilarnih snopic¢a
putem hormona koji otpusta kortikotropin (CRH). CRH u mozgu djeluje na neurone putem
receptora vezanog s G-proteinima. Visoke koncentracije CRH povezuju se s depresijom
uzrokovanom stresom (217), ali novije studije takoder pokazuju i njegov neuroprotektivni
ucinak (218). U dva transgeni¢na soja misjeg modela AD uoc€eno je povecéanje nakupljanja
fibrilarnih snopi¢a te kognitivno propadanje karakteristicno za AD nakon izlaganja stresu,
no ti su ucinci ponisteni terapijom s CRH prije izlaganja stresu (219). Moguce je kako
kroni¢ni stres aktivira neuroprotekciju ili neurodegeneraciju s obzirom na dob ili spol no

takve je ucinke potrebno detaljno analizirati.

Analizom AMPA receptora utvrden je utjecaj kroni€nog stresa na njegov izrazaj u
hipokampusu koji je ovisan o dobi. U mladih Zenki i muzjaka nije uo€ena razlika u izrazaju
AMPA receptora u hipokampusu, dok se u starijih zenki i muzjaka njegov izrazaj smanjuje
u CA1, CA2 i DG podrucjima. AMPA receptori iznimno su vazni za procese ucenja i
pamdéenja (218), a u Stakorskom modelu AD izazivane primjenom toksi¢nih B-amiloida
pokazano je da stres intenzivira nakupljanje senilnih plakova u mozgu uz smanjenje
dugoroc¢ne potencijacije koja je povezana s AMPA receptorom (220). | u opisanoj studiji
takva je poveznica samo hipotetski razmatrana, a u ovoj disertaciji opisani rezultat, iako
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iznimno znacajan, ne predstavlja glavni rezultat te je nuzno detaljnije razmotriti njegovu
ulogu u neurodegeneraciji potaknutoj kroni¢nim stresom. Takoder, u literaturi nisu
pronadeni podaci o spolno i dobno specificnom utjecaju kroni¢nog stresa na promjene

AMPA receptora u mozgu.

Kronicni stres mijenja izrazaj neuroplastina u hipokampusu na dobno i spolno specifian
nacin. U mladih muZjaka izrazaj Np se povecao u CA2, CA3 i DG podrucjima
hipokampusa, dok se u starijih muzjaka izrazaj Np smanjio u CA1 i CA2 podrucjima u
uvjetima kroni¢nog stresa. U Zenskih skupina uo€eno je smanjenje izrazaja Np samo u
CA3 regiji hipokampusa nakon izlaganja stresu. Neuroplastin je snazno povezan uz
kogniciju i HPA-os (161). Western blotting metodom uocCen je snazan ucinak stresa na
izraZaj Np u mladim muzjacima no na suprotan nacin od imunohistokemijskih analiza Sto
bi se moglo objasniti koristenjem cjelokupnog tkiva hipokampusa za analizu Western
blotting metodom. Takoder, rezultati dobiveni Western blotting metodom u hipokampusu
Zenki pokazuju obrazac uo€en imunohistokemijom u CA2 regiji hipokampusa obje skupine
Zenki. To bi moglo znaciti da glavnina ucinaka neuroplastina u mozgu Zenki proizlazi iz

njegova djelovanja u CA2 regiji hipokampusa.

U granularnom sloju maloga mozga kroni¢ni stres nije utjecao na izrazaj Tau i AMPA
receptora u obje dobne skupine i oba spola. Najveci izrazaj Np u granularnom sloju malog
mozga utvrden je u skupini starijih muzjaka koji nisu bili izloZzeni kronicnom stresu.
Takoder je uoceno kako kronic€ni stres nije utjecao na izrazaj Np u obje dobne skupine i

oba spola u malom mozgu.
Analizom rezultata imunohistokemijskih bojanja izvedeni su kratki zakljucci:

1. Ukoliko je izrazaj IR-a i Ob-R sniZen, snizava se i izrazaj AMPA receptora i

neuroplastina, a to se uglavhom dogada u skupini starih muzjaka.

2. Stres pogada neuroplasti¢nost snizavanjem AMPA receptora, ali samo u skupini starijih
Zivotinja.

3. MuZjaci su skloniji povecanju Tau proteina u uvjetima stresa
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4. Samo mlade Zivotinje reagiraju na stres povecanjem izraZzaja neuroplastina $to moze

Ciniti zastitni mehanizam od opadanja izrazaja AMPA receptora.

6.5.3. Izrazaj gangliozida GM1 u hipokampusu i malom mozgu

U hipokampusu je uo€en povecani izrazaj GM1 u CA1 regiji mladih Zenki i u DG regiji
mladih muzjaka pod utjecajem kroniCnog stresa. U starijih je zenki kroniCni stres
uzrokovao povecanje izrazaja GM1 u DG regiji dok se u ostalim dijelovima hipokampusa
izrazaj GM1 smanjio. U starijih muZjaka povecanje izrazaja GM1 pod utjecajem kroni¢nog
stresa uoceno je u CA1 i CA2 regijama dok se u CA3 i DG regijama izrazaj smanjio. S
obzirom na poznatu ulogu GM1 u AD (175), smanjenje uoCeno u starijih Zivotinja nudi
mogucu poveznicu izmedu kroniCnog stresa tijekom starenja, promjene sastava

gangliozida u mozgu i neurodegeneracije.

U malom je mozgu detektiran povecani izrazaj GM1 nakon izlaganja stresu u skupini
mladih Zenki, a u starijih je zZivotinja neovisno o spolu, izrazaj GM1 smanjen u uvjetima
stresa. Mladi muZjaci ne pokazuju promjene izrazaja GM1, s obzirom na izlaganje

kroniénom stresu.

6.5.4. Kolokalizacija APP/GD1a u hipokampusu

U istrazivanim regijama hipokampusa, APP i gangliozid GD1a pokazuju drukgiji izrazaj. U
CA1 podrucju hipokampusa, izrazaj APP-a se dramati¢no promijenio pod utjecajem stresa
— smanjio se u mladih muzjaka i povec¢ao u starijih zenki (tablica 6.5.4.1). Izrazaj APP-a
u dentatnom girusu (tablica 6.5.4.1) hipokampusa mladih muzjaka pokazuje suprotan
trend od CA1 podrucja - jedino mlade Zenke ne pokazuju promjenu izrazaja APP-a. |zrazaj
gangliozida GD1a takoder doZivljava najveé¢e promjene u mladih muZjaka — snazno je
povecan nakon izlaganja stresu. lzrazaj gangliozida GD1a u dentatnom girusu povecao
se u starijih muzjaka i Zenki pod utjecajem stresa dok se u mladih muZjaka smanijio, a u
mladih Zenki nisu uoene promjene. Kolokalizacija APP-a te GD1la gangliozida u CA1

podrucju hipokampusa uocena je samo u Zzenskim skupinama Zivotinja, posebice u starijih
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Zenki izlozenih kroni¢nom stresu, a u detatnom girusu gotovo isklju€ivo u starijih muzjaka

i zenki izlozenih stresu.

Do sada se uglavnom gangliozid GM1povezivao s APP-om i neurodegeneracijom u AD
(174, 175). U ovom doktorskom radu uoc€ena je jasha poveznica gangliozida GD1a i APP-
a, posebice u Zenki u CA1 podrucju hipokampusa te u starijih Zivotinja izloZzenih stresu u
dentatnom girusu. Takav je nalaz moguée objasniti spolno i dobno specifi€nim
promjenama sastava lipidnih splavi u kojima je APP djelomi¢no smjesten. Gangliozid
GD1a do sada se nije dovodio u vezu s APP-om no moguce je kako njegov povecan
izrazaj prati povecanje APP-a te pokrec¢e amiloidni put u hipokampusu pod utjecajem
kroni¢nog stresa. U studiji provedenoj na Tg miSevima koji izrazavaju ljudski APP sa
Swedish i London mutacijama kriZzani su s miSevima kojima nedostaje GM2-sintaza. Takvi
miSevi izrazavaju gangliozide GM3, GD3, ali ne i GM1, GD1a te GD1b i GT1b. Razultati
detaljnih analiza su pokazali povec¢anje nakupljanja senilnih plakova u mozgu (221). To
istraZivanje, osim GM1, ukljuuje i moguc¢u ulogu GD1a gangliozida u amiloidnom putu.
Omjer gangliozida u mozgu mijenja se tijekom starenja. Tijekom fetalnog razdoblja
najzastupljeniji su jednostavni gangliozidi — GM3 i GD3 koji se nakon rodenja smanjuju, a
povecava se koncentracije GD1a i GT1b. U razdoblju adolescencije najvise je GM1 i
GD1b gangliozida. Starenjem se u prednjoj kori mozga posebno smanuju GDla i GM1 za
razliku od GT1b i GD1b Cije je smanjenje puno blaze. GD1a umjereno se smanjuje u
hipokampusu dok je u ostalim podrucjima razmjerno stabilan i tijekom starenja. U AD se
smanjuju GM1, GD1a, GD1b i GT1b u prednjoj i sliepoo€noj kori te opéenito dolazi do
povecanja jednostavnih gangliozida (kao $to su GM2 i GM3) u prednjoj i parijetalnoj kori
(173, 222). Spolne razlike u izrazaju pojedinih gangliozida nisu dobro istrazene, a svakako
bi bilo zanimljivo u buduéim istraZivanjima detaljnije analizirati utjecaj kroni¢nog stresa na
gangliozide koji se povezuju s AD te njihovu kolokalizaciju s APP-om i drugim proteinima

uklju€enim u poznati mehanizam bolesti.

164



RASPRAVA

6.6. Analiza izrazaja odabranih proteina u hipokampusu i malom mozgu Western

blottingom
6.6.1. Glukokortikoidni receptor

Izrazaj GR se povecao u hipokampusu pod utjecajem kroni€nog stresa samo u skupinama
muzZjaka i to vrlo blago, dok se u Zenki smanjio. U malom mozgu vidljivo je smanjenje GR
u svim skupinama opterecenima kronic¢nim stresom. Ukoliko je izrazaj receptora nizak,
smatra se kako su koncentracije hormona u krvotoku visoke te su receptori zauzeti
vezanim glukokortikoidima, a to je uo¢eno u mladih muzjaka i starijih Zenki. Glukokortikoidi
su osnovni pokretaci aktivnosti HPA osi (1). U dobivenim je rezultatima studije uoCena
aktivacija stresnog odgovora, posebice u skupina Zenki u hipokampusu, te u svim
skupinama zivotinja u malom mozgu. Analiza je radena Western blotting metodom, a u
buducim bi istrazivanjima bilo zanimljivo uociti specificne promjene GR pod utjecajem
stresa u specificnim podrucjima mozga, posebice prednjoj kori mozga, hipokampusu i
malom mozgu. Postoje oprecna istrazivanja o utjecaju glukokortikoida i njihovih receptora
na ucenje i pamcenje te prezivljenje neurona. Ranijim je istrazivanjima utvrdeno kako
stres potiCe nastanak dugotrajnog pamcenja aktivacijom GR u hipokampusu koje je
povezano s aktivacijom BDNF/cCAMP (CREB) signalnog puta vazmog za dugotrajno
pamcenje (223, 224). No, takva su istrazivanja radena iskljuivo na mladim muZjacima
Stakora pa se rezultat ne moze povezati s ovom disertacijom. U joS jednoj studiji uoCen je
negativan ucinak glukokortikoida na neurogenezu inhibicijom stani¢ne proliferacije i
prezivljanja (225, 226). U buducim bi istraZivanjima svakako bilo potrebno analizirati
GR imunohistokemijski u podruc¢jima od interesa za AD kako bi se analizirala detaljna

raspodjela aktivacije GR nakon kroni¢nog stresa u obje dobne i spolne skupine.

6.6.2. Estrogenski receptor

NajdramatiCnije povecanje izrazaja ER-a uoCeno je u hipokampusu miadih skupina
Zivotinja izloZenih stresu. S obzirom da se izraZaj receptora povec¢ao moze se pretpostaviti
kako su koncentracije hormona u krvotoku niske te receptori nisu zauzeti vezanim

estrogenom. U malom je mozgu uoCeno blago povecanje ER-a u svim skupinama
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zZivotinja. Smanjene koncentracije estrogena smanjuju i neuroprotekciju, posebice u
hipokampusu (104). Neuroprotekcija estrogenom do sada je jasno utvrdena, a smatra se
da je spolno specifiCha i u Zena je aktivna do menopauze kada koncentracija estrogena
opada. Estrogenska zastita od neurodegeneracije izazvane stresnim odgovorom u mozgu
do sada nije prouCena, no estrogen i ER povezani su sa zastitom od depresije nakon
izlaganja stresu u misjem modelu kronicnog stresa i depresije. RNA sekvenciranjem
utvrden je povecani izrazaj ER-a u podrucju nucleus acumbens, ali samo u muzjaka, dok
u zZenki nije primjecen isti obrazac promjena (dob Zivotinja spomenutog istrazivanja nije
poznata) (227). U opisanoj je disertaciji analiziran izrazaj cjelokupnih tkiva hipokampusa i
malog mozga, no bilo bi zanimljivo imunohistokemijski analizirati svako podrucje
detaljnije, odnosno odrediti kvalitativne promjene ER uzrokovane kroni¢nim stresom.
Takoder je analiziran panel steroidnih hormona, no metodom spektrometrije masa
standandiziranom za koncentracije hormona u ljudskim serumima, nije se mogla utvrditi
koncentracija estrogena u Stakorskim serumima. Stoga je teSko zakljuciti o neuroprotekciji

pod utjecajem stresa bez koristenja dodatnih metoda.

6.6.3 B-podjedinica inzulinskog receptora

Uzorak promjene pamcenja dobiven testom pasivnog izbjegavanja pratile su i promjene
izrazaja IR-B u uzorcima ukupne stanicne membrane hipokampusa svih skupina zivotinja.
Upravo je u skupinama smanjenog izrazaja IR-f u hipokampusu — starijim muZzjacima i
Zenkama uoCen i poremecaj pamcenja. Inzulin i inzulinski signalni put vazni su u
procesima pamcenja. Ukoliko je signalizacija inzulinom poremecéena ili se javlja
receptorska rezistencija, tada se oCekuje i kongitivno propadanje, odnosno poremecaj
pamcenja (228, 229). Mali mozak drukcije je optere¢en promjenama IR- — povecanje je
uoceno u mladih muzjaka i starijih Zenki, dok se u starijih muZjaka i mladih Zenki izrazaj
IR-B smanjio. Poznato je da degenerativhe promjene malog mozga nastaju tek u kasnijim
stadijima neurodegeneracije (230) pa se moze zakljuCiti kako kroni¢ni stres ubrzava
degeneraciju malog mozga u starijih muzjaka. U miSeva s isklju¢enim genom za inzulinski
receptor u odredenim podrucjima mozga, pojavljuje se snazna aktivacija HPA-osi (231).

Nakon izazivanja kroni€nog stresa u starijim je miSevima (24 mjeseca, nepoznatog spola)
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uocCeno kognitivno propadanje povezano sa smanjenjem koncentracija fosforiliranog IR,
fosforiliranog Akt, fosforilirane GSK i fosforiliranih izvanstani¢nih kinaza reguliranih
signalizacijom (engl. extracellular signal-regulated kinases — ERK). Takoder je uoCeno
povecanje koncentracije BACE1 u miSeva koji su bili izloZeni stresu, a povecan je i
fosforilirani Tau (232). lako je u posljednih 20-ak godina povec¢an broj istrazivanja koja
povezuju inzulinsku signalizaciju s neurodegeneracijom pa Cak i u manjoj mjeri s
kroni¢nim stresom, uglavnom nisu prijavljeni dobno ili spolno specificni mehanizmi kojima
se taj u€inak moze objasniti. Osim toga, velik je broj istrazivanja koja ne navode spol na
kojima je istraZivanje provedeno. S obzirom na spolnu specifi¢nost u AD, iznimno je vazno
obuhvatiti oba spola u istrazivanjima sto se moze istaknuti kao vrijednost ove studije gdje

je utvrden ucinak stresa na neurodegeneraciju u starijin Zenki.

6.6.4. Leptinski receptor u stani€énoj membrani

Iz ukupnih membranskih proteina hipokampusa i malog mozga analizirane su dvije forme
ObR-a — duga i kratka forma. U mladoj skupini muzjaka uoena je snazna aktivacija
leptinske signalizacije pod utjecajem kroni¢nog stresa — izraZaj duge forme ObR-a se
smanjio. U malom je mozgu pod utjecajem stresa promjena izrazaja duge forme ObR-a
dramatiCna — posebice u skupinama muzjaka opterecenih kroni¢nim stresom gdje je
uoceno veliko povecéanje izrazaja receptora. U zenki su bazalne vrijednosti ObR-a bile
niske, no takoder je uoceno povecanje pod utjecajem stresa pa se moze zakljuciti kako
stres i u Zenki povecava osjetljivost na leptin no manje dramaticno nego u muzjaka.
Koncentracije leptina u krvi te osjetljivost na leptin opadaju starenjem (233), a u ovom je
istrazivanju uoCeno blago povecéanje izrazaja ObR-a u skupini starijih muzjaka pod
utjecajem kroni¢nog stresa. Leptin pozitivho utjeCe na neurogenezu i stabilnost sinapsi. U
mladih Zivotinja nije uoCeno kognitivno propadanje, a moguce je da je jedan od
kompenzacijskih mehanizama upravo i signalizacija leptinom. Duga forma pokrece
signalizaciju JAK2 te STAT3 signalnim putovima. Smatra se da kratke izoforme ObR-a
dostavljaju leptin preko krvno-mozdane barijere u mozak te sudjeluju u njegovoj
internalizaciji (140). Kroni¢ni stres pogor8ava toleranciju na glukozu u mladih muzjaka

Stakora s iskljuenim genom za leptin i vodi prema dijabetesu pa se inzulinska i leptinska
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signalizacija dijelom i preklapaju. U istom je istrazivanju primijeceno da stres ne utjeCe na
promjenu tjelesne mase unatoC izazivanju netolerancije na glukozu (234). Isto kao i u
slu€aju inzulina i u leptinskoj signalizaciji moze nastati receptorska rezistencija i
nefunkcionalnost leptinskog signalnog puta koji je usko povezan s mehanizmima
neurodegeneracije. Klju¢ni sudionici nizvodnih signalnih puteva leptina su AMPK, PPAR
te BACEL, a jedan je od ciljeva leptinske signalizacije i kinaza koja fosforilira Tau protein
— mTOR. U dosadas$njim se istrazivanjima utvrdilo kako leptin povecava izrazaj ApoE koji
regulira metabolizam, agregaciju i taloZzenje B-amiloida te smanjuje aktivnost BACE1 (146,
235). Kao i u vecini istrazivanja na animalnim modelima, niti istrazivanja leptina i njegova
signalnog puta ne obuhvacaju oba spola i razli€ite dobne skupine, a malobrojna su
istrazivanja koja dovode u svezu kroni¢ni stres i leptinsku signalizaciju. Osim Western
blotting analize i imunohistokemijske analize ObR-a, opisane u disertaciji takoder bi bilo
vazno utvrditi koncentracije leptina u serumu jer bi se na taj nac¢in nadopunili podaci do

sada izvedenih analiza.

6.6.5. Neuroplastin u stani€noj membrani

Bazalne vrijednosti izrazaja Np iz ukupnih membranskih proteina hipokampusa bile su
najvise u kontrolnoj skupini mladih muzjaka, dok u Zivotinja izloZenih stresu izrazaj Np-a
opada. U starijih se muZjaka takoder uo¢ava pad izrazaja Np no taj je pad znatno blazi od
onoga u mladih muzjaka nakon izlaganja stresu. U mladih i starijih skupina Zenki izlozenih
stresu izrazaj Np se povecao u hipokampusu u odnosu na njihove odgovarajuce kontrolne
skupine. Moze se re¢i da bi Np u Zenki do rane menopauze mogao biti uklju¢en u
kompenzacijske mehanizme oCuvanja stabilnosti sinapsi odnosno ucenja i paméenja. Np
je iznimno vazan za odrzanje omjera ekscitacijskih i inhibicijskih sinapsi, a takoder je
povezan i s HPA osi — Np7/- miSevi pokazuju visoke bazalne vrijednosti kortikosterona,
posebice u muZjaka (236). Poznato je da je izrazaj Np u mozgu veci u mladih muzjaka
kao i da su bazalne vrijednosti glukokortikoida u Np”/- muZjaka miSeva velike (236, 237)
pa je mogucée da kortikosteron utjeCe na izrazaj Np u muZjaka. Nekolicina istrazivanja
utvrdila je postojanje krace forme Np (55 kDa) u malom mozgu (193), no u opisanoj je

studiji uocen jasan izrazaj Np duze forme (65 kDa) u malom mozgu svih skupina zivotinja.
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Promjena pod utjecajem stresa uo€ena je u malom mozgu u obliku sniZzenog izraZzaja Np
u skupini mladih muZjaka. U ostalim skupinama Zzivotinja nisu uoCene dramatiCne
promjene izraZzaja Np u malom mozgu pod utjecajem stresa. Takav bi nalaz mogao
upucivati na to da Np u muZjaka sudjeluje u stresnom odgovoru i utjeCe na mozdana tkiva
rane (hipokampus) i kasne (mali mozak) neurodegeneracije. lzrazaj i distribucija
neuroplastina u mozgu nakon izlaganja kroni€nom stresu do sada nisu utvrdeni, iako je
utvrdena poveznica s HPA-osi no samo u bazalnim uvjetima, stoga je opisani nalaz
iznimno vrijedan jer se radi o sloZenoj studiji koja obuhvaca oba spola te dvije dobne

skupine.

6.6.6. Preteca amiloida u staniénoj membrani

|zrazaj APP-a se dramati¢no snizio u hipokampusu mladih muZzjaka izloZenih kronicnom
stresu, nesto blaze snizenje uo€eno je u starijih muzjaka, a povecéanje je primijeCeno u
starijih Zzenki. Poveéanje APP-a moze pokrenuti amiloidni put, a opisani se trend promjena
moze povezati s utjecajem glukokortikoida. Poznato je kako APP gen u svom slijedu
sadrZi DNA element odgovora za glukokortikoide (85) pa je lako povezati aktivaciju HPA
osi s promjenama izrazaja APP-a. No, Cini se kako je ta promjena pod utjecajem stresa
spolno i dobno specifi¢na, a sama dob nije dovoljan okida¢ promjene. U malom je mozgu
izrazaj APP-a bio blago snizen samo u mladih Zenki i pove¢an u mladih muzjaka pod
utjecajem kroni¢nog stresa dok se u svih ostalih skupina nije dramati¢éno mijenjao. Do
sada se istrazivanjima uglavnom pokazao slab utjecaj APP-a na nakupljanje senilnih
plakova u malom mozgu (238), a u opisanoj je studiji uoCen samo blagi pad izrazaja u
mladih Zenki nakon izlaganja stresu. Prethodnim je istrazivanjima na odraslim muZjacima
Stakora (nepoznate dobi) uoceno povecanje APP-a u hipokampusu $to je suprotan nalaz
od onoga opisanog u disertaciji (239). Takvo nesuglasje dobivenih rezultata moze ovisiti
o koristenom modelu kroni€nog stresa, njegovoj duljini, te Cinjenici da je u znanstvenim

Clancima Cesto nedovoljno opisana to¢na dob i spol Zivotinja.
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6.6.7. Nizvodni signalni putovi inzulina i leptina

Izrazaj SOCS3 u hipokampusu pokazuje spolnu razdiobu — povecanje u muzjaka koje je
iznimno visoko u starijih muzjaka te smanjenje u zenki. U malom je mozgu uoceno
povecCanje u mladih Zivotinja i smanjenje u starijih Zivotinja izlozenih stresu. SOCS3
sudjeluje u inzulinskom signalnom putu i njegovo se povecCanje Cesto povezuje s
inzulinskom rezistencijom i dijabetesom. Smatra se kako povecani izrazaj SOCS3 utjeCe
na smanjenu regeneraciju neurona nakon ozlijede (240), a u hipokampusu pacijenata s
AD takoder je primije¢en povecan izrazaj SOCS3 (241). Moguce je kako blokiranje
SOCS3 signalizacije pod utjecajem kroni¢nog stresa djeluje kao zastitni mehanizam

malog mozga od degeneracije.

U ovoj je studiji fosforilirani STAT3 epitop u hipokampusu povecan u muZjaka, a snizen je
u Zenki pod utjecajem kroni¢nog stresa. To govori o aktivaciji kompenzacijskih, zastitnih
mehanizama u hipokampusu muzjaka, dok se u zZenki kompenzacija nakon izlaganja
stresu ne moze provesti istim putem. U AD dolazi do smanjene signalizacije STAT3, a u
stani¢nim kulturama primarnih neurona pokazano je kako se to odvija putem izravnog
utjecaja toksicnih B-amiloida — ukoliko se u stani¢nu kulturu dodaju B-amiloidi jasno se
uoCava smanjenje izrazaja STAT3 (242). ObR pokrece signalizaciju STAT3 koja u
hipokampusu ima zastitnu ulogu te utjeCe na prezivljenje neurona (243). U disertaciji je
pokazan trend izrazaja oba signalna puta — SOCS3 i STAT3 no buduéa bi istraZzivanja
svakako trebala biti usmjerena ne detaljnije analize njihove aktivacije ili inhibicije pod

utjecajem kroni¢nog stresa.

6.7. Promjena membranskog smjestaja odabranih proteina

6.7.1. Inzulinski receptor u lipidnim nesplavima hipokampusa i malog mozga

IR je do sada uglavnom analiziran na perifernim tkivima kao $to su mi$iéi i masno tkivo i
u tim je tkivima utvrden njegov smjestaj unutar lipidnih splavi (164, 244). Do sada nije
utvrden smijestaj IR u lipidnim splavima ili nesplavima hipokampusa i malog mozga. U

opisanoj je studiji utvrden izrazaj IR samo u nesplavima hipokampusa i malog mozga. U
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nesplavima hipokampusa svih skupina Zivotinja ponavlja se obrazac promjene izrazaja IR
nakon izlaganja stresu kao u ukupnim membranskim proteinima (smanjenje u starijih
Zivotinja) Sto je dodatna potvrda preciznog odredivanja smjestaja IR izvan lipidnih splavi.
U malom mozgu obrazac promjene izrazaja IR nakon izlaganja stresu nije toliko slican
kao u slu€aju usporedbe za hipokampus. Taj je pokus izveden jednom te bi ga trebalo
ponoviti i utvrditi smjeStaj IR sa sigurnoScu. Sli¢na istrazivanja smjestaja IR nisu

zabiljeZena u literaturi.

6.7.2. Leptinski receptor u lipidnim nesplavima hipokampusa i malog mozga

Kao i IR, i ObR je do sada povezan s lipidnim splavima u perifernim tkivima — slezeni
(166). Ne postoje istrazivanja o smjesStaju ObR-a u drugim tkivima i organima. U svim su
skupinama zivotinja u hipokampusu i malom mozgu kratka i duga forma ObR-a utvrdene
samo u nesplavima. Pokusi su ponovljeni jednom te je nuzZzno dodatno utvrdivanje

smijestaja ObR-a s obzirom na lipidne splavi.

6.7.3. Neuroplastin u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom mozgu

Do sada se smatralo kako je Np smjesten u lipidnim splavima (161). U istrazivanju je Np
detektiran unutar i izvan lipidnih splavi u hipokampusu i malom mozgu svih skupina
zivotinja. U lipidnim splavima hipokampusa uocen je slabiji izrazaj Np u mladih muzjaka
te jaci izraZaj u ostalih skupina Zivotinja. U nesplavima hipokampusa, izrazaj Np veci je u
mladih muzjaka, a niZi u ostalih skupina Zivotinja. U nesplavima malog mozga uocen je
shazan izrazaj Np u svih skupina Zivotinja osim starijih Zenki, a u mladih se Zenki izrazaj
smanjuje izlaganjem stresu. Dobiveni rezultat Np u lipidnim splavima malog mozga nije
bio dovoljne kvalitete za kvantitativnu analizu. Np se do sada povezivao s lipidnim
splavima i specificnim lipidnim okoliSem bogatim GM1 gangliozidom (245). U nastavku
istraZivanja planirano je detaljnije istraziti smjestaj Np u stani¢noj membrani neurona te
utvrditi promjenu kolokalizacije Np/APP nakon izlaganja zZivotinja stresu te odrediti postoji

li uloga ostalih gangliozida u smjeStaju Np unutar ili izvan lipidnih splavi.
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6.7.4. Prete€a amiloida u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom

mozgu

Smjestaj APP-a utvrden je u lipidnim splavima i nesplavima hipokampusa i malog mozga
svih skupina zivotinja. U lipidnim splavima i nesplavima hipokampusa izrazaj APP-a veci
je u muskih skupina zivoitnja. U lipidnim splavima malog mozga najveci je izrazaj APP-a
u mladih i starijih muzjaka nakon izlaganja stresu, slican je obrazac uo¢en u mladih Zenki,
dok se u starijin Zenki uoCava suprotan ucinak. U nesplavima malog mozga obrazac
promjena je potpuno suprotan onome uoc¢enom u lipidnim splavima malog mozga. Kao
Sto je ve¢ spomenuto, APP je usko povezan s glukokrotikoidima pa je moguce kako
kroni¢ni stres mijenja sastav lipidnih splavi u kojima je APP djelomi¢no smjeSten.
Imunohistokemijom je pokazano kako upravo GD1a gangliozid pokazuje snaznu
kolokalizaciju s APP-om u starijih zZivotinja — posebice Zenki nakon izlaganja stresu.
Amiloidni dio procesiranja APP-a odvija se unutar lipidnih splavi aktivno§¢u BACE1 za
kojeg se smatra da je smjesten gotovo iskljucivo unutar lipidnih splavi (194). Neamiloidni
put odvija se izvan lipidnih splavi jer je a-sekretaza smjeStena u nesplavima (195, 246).
U istraZivanjima smjesStaja APP-a postoje oprecCna istrazivanja, vjerojatno jer sam koncept
pokusa utje¢e na aktivaciju amiloidnog odnosno neamiloidnig puta te tako i premjestanja
glavnine APP-a unutar odnosno izvan lipidnih splavi. Osim toga, na takve rezultate
sigurno utje€u i mnogobrojne metode izolacije lipidnih splavi koje koriste razne

deterdzente koji bi mogli uzrokovati umjetnu redistribuciju istrazivanih proteina.
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Animalni modeli pokazuju veliku otpornost na stres, posebice u mladih Zivotinja.
Oba su spola zasti¢ena od nepovoljnog utjecaja kroni¢nog stresa sve do razdoblja
menopauze odnosno andropauze, a utvrden je snazniji u€inak kroni¢nog stresa na
na starije Zenke. U ovoj je studiji primijenjeni model kroni¢nog stresa na mladim i
starijim muzjacima i Zzenkama takoder pokazao isti fenomen — otpornost na stres u
mladih, a u nekim parametrima, €ak i u starijih zivotinja. Metabolizam glukoze
pokazuje poboljSanje nakon izlaganja kroni€nom stresu u svih skupina zivotinja.
Najuodljivije su promjene pamcéenja koje najviSe ovise o dobi i spolu.

lzrazaj AMPA receptora smanjen je u starijih Zenki i muzjaka u vecini podrucja
hipokampusa. AMPA receptori iznimno su vazni za procese ucenja i pamcenja, a
njihov smanjeni izrazaj u hipokampusu u uvjetima stresa povezuje kroni¢ni stres s
kognitivnim propadanjem.

Utvrden je smjestaj inzulinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu izvan
lipidnih splavi $to je suprotno dosadasnjoj literaturi s obzirom da se inzulinski
receptor perifernih organa nalazi upravo unutar lipidnih splavi.

Leptinska je signalizacija smanjena u mladih Zivotinja u hipokampusu, a u malom
je mozgu poviSena u svih skupina Zivotinja no viSe u muzjaka nego u zenki. Kao i
u slu€aju inzulinskog receptora, leptinski je receptor detektiran gotovo iskljucivo
izvan lipidnih splavi.

Stres u skupini mladih muZjaka izaziva sniZenje izraZaja neuroplastina i preteCe
amiloida na razini cjelokupnog hipokampusa. Povecanje preteCe amiloida uoceno
je u starijim zenkama izlozenima stresu, ali ne i u muzjaka dok je povec¢anje Tau
proteina u uvjetima stresa uo¢eno samo u muzjaka.

Lipidna komponenta splavi, gangliozid GD1a povecava se u hipokampusu nakon
izlaganja stresu, te dolazi do kolokalizacije s preteCom amiloida u starijih Zivotinja.
PreteCa amiloida tada dolazi u okruzenje s puno GD1a $to nije njegovo prirodno
okruzenije i vjerojatno ima implikacije na mehanizme njegove degradacije.

Kao i vec€ina velikih studija i ova ima nekoliko ograni¢enja. Neki dobiveni rezultati
pokazuju velika interindividualna odstupanja. To je moguce objasniti postojanjem
hijerarhije u Stakora koja odreduje alfa dominantnu jedinku u svakom kavezu.

Takve su jedinke vrlo otporne na stres za razliku od onih podredenih, a tijekom
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studije nisu razdvojene te analizirane posebno. Osim toga, u studiji nisu izmjerene
bazalne vrijednosti inzulina i leptina u serumu na kraju studije Sto bi znacajno
doprinijelo razumijevanju uloge signalnih putova inzulina i leptina u
neurodegeneraciji pokrenutoj kroni¢nim stresom.

Stres utjeCe na mozak na spolno i dobno specifi€an nacin te zasigurno nije
pokretaC neurodegeneracije u mladih zivotinja. U starijih zivotinja uoCene su
promjene rane neurodegeneracije — promjena pamcenja te signalizacije inzulinom
dok leptin Cak pokazuje zastitu od neurodegeneracije tijekom kroni¢noga stresa.
Najosjetljivija skupina u kojoj se stres moze povezati s ranom neurodegeneracijom
Cine starije Zenke, a sluCajnim je nalazom ukazano i na vaznu ulogu AMPA-
receptora i neuroplastina u odgovoru na kronicni stres. U slu€aju snizavanja
izraZaja inzulinskog i leptinskog receptora, snizava se i izraZaj neuroplastina te
AMPA receptora, a to je uglavhom uoceno u starijih muzjaka. Moguéa je
medusobna interakcija inzulinskog i leptinskog signalnog puta s putevima koji
odreduju izlazak AMPA receptora i neuroplastina na stanicnu membranu te krajni

ishod neuroplasti¢nosti.
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Glavna je hipoteza ove disertacije pretpostavila kako starenje i stress dovode do promjena
sastava lipidnih splavi stanica mozga te okidaju neurodegenerativhe promjene
posredovane promjenom smjestaja i izrazaja proteina u hipokampusu i malom mozgu koji
se nalaze unutar lipidnih splavi — inzulinskog i leptinskog receptora. Pri izradi disertacije
uocen je utjecaj stresa na smanjeno pamcenje u slu€aju starijih Zenki koje takoder prati i
smanjeni izrazaj inzulinskog i AMPA receptora u hipokampusu starijih Zivotinja. Leptinski
receptor pokazuje snaznu aktivaciju u starijih Zivotinja u uvjetima stresa i moze se smatrati
zastitnim mehanizmom od neurodegeneracije tijekom izloZenosti kronicnom stresu. Osim
toga, zanimljiv je nalaz kako se inzulinski i leptinski receptori ne nalaze unutar lipidnih

splavi hipokampusa i malog mozga kako je do sada smatrano analizom perifernih tkiva.

Promjene lipidnog sastava lipidnih splavi u uvjetima stresa uocene su u obliku povecanja
GM1 gangliozida u CAl i dentatnom girusu hipokampusa u mladim Zivotinjama, te
povecanju GD1a gangliozida u CA1 podrucju svih skupina zivotinja u uvjetima stresa.
Takoder je uoCena snazna kolokalizacija pretece amiloida i GD1a u hipokampusu starijih

Zenki kao posljedica kroni¢nog stresa.

U slu€aju snizenog izrazaja inzulinskog i leptinskog receptora, sniZzavaju se i izrazaji
neuroplastina i AMPA receptora u starijih muzjaka $to povezuje signalne puteve inzulina

i leptina s putevima vaznim za krajni ishod neuroplasti¢nosti.

Tijekom izrade ove disertacije razvijen je jedinstveni spolno i dobno specifi¢an animalni
model kroni¢nog stresa koji upucuje na snaznu otpornost mladih Zivotinja na kronicni
stres, a najviSe su na stres osjetljive starije Zenke. Takoder je uoCena spolno i dobno

specificna regulacija stresa u mozgu.

177



9. SUMMARY




SUMMARY

Title: " Influence of chronic stress and aging on lipid rafts in rat brain cells"
PhD Student: Marta Balog, MSc in Biology
Year: 2019.

The main hypothesis of this thesis proposed that aging and stress combined lead towards
changes in lipid rafts composition of brain and trigger neurodegeneration mediated by

location shift of lipid raft proteins in hippocampus — insulin and leptin receptor.

In experiments performed in this thesis diminished memory in older females was observed
and was followed by reduced expression of insulin and AMPA receptors in hippocampus
of older animals. Leptin receptor was activated upon stress in older animals and could be
a potential neuroprotection activator. Also, it was determined that both — insulin and leptin
receptors are not located inside lipid rafts of hippocampus and cerebellum as considered

up to now by peripheral tissue analysis.

Lipid content changes of lipid rafts upon stress were noticed as GM1 ganglioside
expression increase in CA1 and dentate gyrus of hippocampus of young animals and
increase of GD1a expression in CAL region of hippocampus in all chronically stressed
animal groups. Also, colocalization of amyloid precursor protein and GD1a was observed

in hippocampus of older females as a result of chronic stress response.

If insulin and leptin receptors expression is decreased, AMPA receptor and neuroplastin
follow this trend. It implies a connection of leptin and insulin signalling pathways with

pathways involved with neuroplasticity.

During experimental part of this thesis, a unique animal model of sex and age specific
chronic stress was developed that implies strong chronic stress resistance of young
animals. It was observed that chronic stress had the strongest impact in older females

and that stress regulation in the brain is sex and age specific.
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ZIVOTOPIS

Marta Balog, rodena je 07. svibnja 1986. godine u Osijeku. Nakon zavrSene Jezi¢ne
gimnazije u Osijeku studirala je na Odjelu za biologiju u Osijeku — znanstveni smjer
biologije. Zapoc€ela je sa znanstvenim radom 2010. godine studentskom razmjenom
ERASMUS te je 5 mjeseci provela (veljaca — srpanj 2010.) na Odjelu za molekularne
bioznanosti, Sveucilista u Grazu gdje izraduje magistarski rad pod vodstvom prof. dr. sc.
Ellen Zechner naslova “lzrada plazmidnog konstrukta u istrazivanjima tipa IV A
sekrecijskog sustava”. Od listopada 2010. do sijeCnja 2011. godine odlazi na studentsku
razmjenu ERASMUS gdje boravi na Odjelu za bakteriologiju i imunologiju, Katolickog
Sveudilista u Leuvenu. Pod vodstvom prof. Lieve Van Mellaert radi na dva znanstvena
projeka. U listopadu 2011. godine brani magistarski rad. Od veljace 2012. godine volontira
u Laboratoriju za neurobiologiju, Medicinskog Fakulteta Osijek pod vodstvom prof. dr. sc.
Marije Heffer te radi na znanstvenim projektima: “Uloga gangliozida u sazrijevanju i
plastiCnosti mozga”“, te “Utjecaj stresa na kardiovaskularnu funkciju ovariektomiziranih
Stakorica”. Ubrzo objavljuje rezultata studije kroni¢nog stresa u Casopisu Collegium
Antropologicum (2013). U listopadu 2013. godine zapoSljava se na Katedri za medicinsku
biologiju i genetiku na radnom mjestu asistentice. Suradnica je na HRZZ projektu
“PatofizioloSke posljedice promjene sastava lipidnih splavi”. Stalna je Cclanica
organizacijskog odbora Tjedna mozga u Osijeku te se uz znanstveni rad bavi i
popularizacijom znanosti. Tijekom 2015. godine postaje stipendisticom Bohdan Malaniak
Cedars Sinai Medical Centre — RECOOP Young Scientist Travel Grant stipendije te radi
na istrazivanju kroni¢nog stresa i dijabetesa na Odjelu za farmakologiju SveudciliSta u
Szegedu pod mentorstvom prof. dr. sc. Roberta Gaspara. Tijekom 2016. godine na istom
Odjelu boravi 2 mjeseca, a dio je boravka financiran ERASMUS KA1 stipendijom. Tijekom
2018. dva tjedna boravi na Sveudili$tu La Laguna na Tenerifima, Spanjolska uz potporu
ERASMUS KA1 stipendije. Sudjelovala je na viSe od 20 znanstvenih skupova te
samostalno objavljuje 2 znanstvena Clanka, a koautorica je na jo$ 3 znanstvene
publikacije. Koristi se slijedec¢im znanstvenim tehnikama: imunohistokemija, izdvajanje
DNA, genotipizacija, mikroskopija, proto¢na citometrija, Western blotting, rukovanje,
testovi ponaSanja i kirurSki postupci na pokusnim Zivotinjama, rad s bakterijskim
kulturama te molekularno kloniranje. Od osobnih postignuca istiéu se slijedeca: 2016.
godine dobitnica je nagrade "Medal for Special Achievements”, Sveuciliste u Kaliforniji,
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Irvine, SAD, pomocnica je urednice i prijevoditeljica knjige D. Purves: Neuroznanost, 5
izdanje, a knjigu 2016. objavljuje Medicinska naklada. U 2019. godini nagradena je
stipendijama Europskog biokemijskog drustva (FEBS) te Europskog drustva za znanost
o pokusnim zivotinjama (FELASA) za sudjelovanje na znanstvenim konferencijama u

Portugalu i Ceskoj.
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