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1. UVOD 



   UVOD 

 

2 
 

1.1 Kronični stres – povijest i opći koncept 

Održanje homeostaze često je pod izazovom različitih vrsta stresora. Složeni procesi osi 

hipotalamus-hipofiza-nadbubrežna žlijezda (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis – 

HPA) reguliraju homeostazu (1, 2). Pojam stres, 1936. godine opisao je mađarsko-

kanadski znanstvenik Hans Selye u časopisu Nature kao ...˝nespecifičan odgovor tijela 

na zahtjev za velikim promjenama˝. Primijetio je razliku između kratkotrajnog (akutnog) 

stresa i dugotrajnog (kroničnog) te je kronični stres nazvao općim sindromom prilagodbe 

(engl. general adaptation syndrome). Sindrom je prema Selyeu podijeljen u tri stupnja: 

alarmirajuća reakcija, razdoblje otpora te razdoblje iscrpljenja (3-5). Akutni stres izaziva 

kratkotrajnu reakciju koja se u muškaraca može opisati kao  ˝borba ili bijeg˝ (engl. fight or 

flight), a u žena ˝brige za potomstvo i povezivanje˝ (engl. tend and befriend). Kronični 

stres uzrokuje dugoročne promjene koje mogu izazvati različita patološka stanja (6-8). 

Osim prema trajnosti, stres se može karakterizirati kao fizički ili psihološki, a smatra se 

kako je upravo psihološki stres snažni aktivator HPA osi dok kombinacija dviju vrsta stresa 

može još pojačati taj učinak (9). Ukoliko je stres dovoljno snažan i dugotrajan, djelovanje 

HPA osi postaje nekontrolirano i dolazi do produženog povećanja koncentracije 

neurohormona te glukokortikoida i mineralokortikoida (5, 10). Prvo se iz hipotalamusa 

aktivira čimbenik otpuštanja kortikotropina (CRH) (engl. corticotropin-releasing hormone) 

koji utječe na endokrine stanice hipofize koje imaju receptor za CRH. Nakon signalnog 

puta aktiviranog CRH receptorima u krvotok se otpušta adrenokortikotropni hormon 

(ACTH) koji aktivira endokrine stanice kore nadbubrežne žlijezde. ACTH stimulira 

otpuštanje mineralokortikoida i glukokortikoida iz nadbubrežne žlijezde (11). 

Glukokortikoidi djeluju putem svojih receptora, a povećanjem njihove koncentracije dolazi 

do lipolize, proteolize, otpuštanja glukoze u krvotok, potiskivanja imunosnog sustava i 

reproduktivnih funkcija u nastojanju za očuvanjem energije i ponovnom uspostavom 

homeostaze. Glukokortikoidi su lipofilni, steroidni hormoni koji pod utjecajem stresa 

prolaze i krvno-moždanu barijeru i vežu se za glukokortikoidne receptore neurona u 

mozgu gdje djeluju na izražaj raznih gena (12-15). Glukokortikoidi, od kojih je najčešći 

kortizol (ili kortikosteron u glodavaca), imaju važan učinak na metabolizam ugljikohidrata, 

proteina i masti – stimuliraju glukoneogenezu i sintezu glikogena u stanju gladovanja. 

Osim toga, glukokortikoidi povećavaju aktivnost jetrene glukoza-6-fosfataze te 
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koncentraciju glukoze u krvi, a na periferiji imaju protu-inzulinsko djelovanje što može 

pogoršati simptome dijabetesa. Takvo se povećanje koncentracije glukoze javlja tijekom 

stanja stresa čime se osigurava dovoljno energije za vitalne organe (14, 15). 

Mineralokortikoidi – aldosteron i deoksikortikosteron, također pripadaju obitelji lipofilnih 

steroidnih hormona, lako prolaze krvno-moždanu barijeru te podešavaju ravnotežu vode 

i soli u organizmu i utječu na promjenu krvnoga tlaka (16). Glukokortikoidi imaju snažan 

utjecaj na mozak – nužni su za procese neuronskog obnavljanja i smrti te utječu na 

ponašanje povezano s učenjem, pamćenjem i prilagodbom (17). S obzirom na to da obje 

skupine hormona lako prolaze krvno-moždanu barijeru,  u mozgu utječu na ciljne neurone. 

Na neuronskoj razini glukokortikosteroidi podešavaju 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 utječu na izražaj 

specifičnih gena (18).   

 

1.2 Građa i funkcija glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih receptora 

MR su receptori visokog afiniteta za glukokortikoide i u normalnim su uvjetima zauzeti 

fiziološkom koncentracijom glukokortikoida, između 70 i 90% (19). Suprotno tomu, niski 

afinitet vezanja glukokortikoida za GR postaje fiziološki važan tek kada se koncentracija  

hormona poveća tijekom cirkadijanog vrhunca ili u odgovoru na stres (19, 20). Stoga se 

može reći kako je u normalnim uvjetima vezanje MR blizu zasićenja te da je signalizacija 

tim receptorima blizu vrhunca. Povećanje kortizola ili kortikosterona neće povećati 

signalizaciju putem MR jer je ona ograničena dostupnim MR, a ne koncentracijom njihova 

liganda. S druge strane, u normalnim uvjetima GR slabo vežu ligande, no povećanje 

koncentracije glukokortikoida povećat će signalizaciju posredovanu GR (20). Ukratko, 

signalizacija putem MR uvelike je regulirana količinom receptora dok je signalizacija 

putem GR ovisna o koncentraciji hormona. S obzirom da glukokortikoidi i njihovi receptori 

pokazuju snažni utjecaj na središnji živčani sustav u daljnjem će tekstu biti detaljnije 

opisani. GR ili receptori NR3C1 (engl. nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1) 

izraženi su u gotovo svakoj stanici našega tijela gdje nadziru gene važne za embrionalni 
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razvoj, metabolizam te imunosni odgovor (21). S obzirom da gen za GR može biti izražen 

u nekoliko različitih oblika konačni proizvod tog gena može različito utjecati na pojedine 

organe i organske sustave. Vezanje glukokortikoida za svoj receptor (slika 1.2.1) primarni 

je mehanizam podešavanja genske transkripcije.  

 

 

 

 

 

 

Slika 1.2.1 Shematski prikaz glukokortikoidnog receptora i njegova djelovanja unutar stanice 

(slika je preuzeta i prilagođena s mrežne stranice: http://csls-text3.c.u-

tokyo.ac.jp/large_fig/fig15_04.html, 4. studenoga 2018.). 

Receptor na koji nije vezan ligand ostat će u citosolu stanice. Vezanjem ligana za receptor 

nastaje njihov kompleks. Aktivirani kompleks može povećati izražaj protuupalnih proteina 

u jezgri ili smanjiti izražaj proupalnih proteina u citosolu sprječavanjem prijenosa drugih 

transkripcijskih čimbenika iz citosola u jezgru (21, 22). U ljudi su GR kodirani genom 

NR3C1 na kromosomu 5. Kao i drugi steroidni receptori i GR je izgrađen iz više 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 uključujući šaperone kao što je protein toplinskog šoka 90 (engl. heat 

shock protein 90 - hsp90), protein toplinskog šoka 70 (engl. heat shock protein 70 - hsp70) 

te FKBP52 protein (engl. FK506- binding protein 52) (22). Pojačana sinteza tih proteina 
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primijećena je tijekom djelovanja toksina, teških metala, analoga aminokiselina, inhibitora 

energetskog metabolizma, virusnih i bakterijskih patogena, oksidativnih oštećenja, 

nedostatnog dotoka krvi (engl. ischemia) i drugih oblika stresa (23, 24).  

Slika 1.2.2. Shematski prikaz građe slijeda glukokortikoidnog receptora. N-terminalna regulacijska 

domena označena je plavom bojom, domena za vezanje DNA označena je kraticom DVD, 

domena-poveznica označena je kraticom P, domena za vezanje liganda označena je žutom 

bojom. Na lijevoj su strani označene uloge pojedinih područja receptora. Slika je preuzeta i 

prilagođena prema Ortsäter, 2012 (23). 

Stresni šaperonski proteini u normalnim fiziološkim uvjetima sudjeluju u procesima 

nabiranja i premještanja novosintetiziranih proteina, njihovoj razgradnji, aktiviranju 

regulacijskih proteina, prijenosu signala unutar stanice, organizaciji staničnog skeleta te 

predočavanju antigena (24). Glukokortikoidni hormon prolazi kroz staničnu membranu u 

citoplazmu i veže se za svoj receptor što ga odvaja od spomenutih proteina. Receptori 

djeluju na promotorske sljedove (i time podešavaju transkripciju) ciljnih gena. Aktivirani 

oblik receptora djeluje na dva načina: transaktivacijom ili transrepresijom. Transaktivacija 

uključuje izravni mehanizam dimerizacije receptora, prijenosa u jezgru putem aktivnog 

prijenosa te vezanje receptora za DNA slijed koji izaziva odgovor gena (engl. DNA 

responsive element) što u konačnici aktivira transkripciju gena (slika 1.2.3). Biološki 

odgovor ovisi o vrsti stanice u kojoj se receptor nalazi. U slučaju transrepresije, GR nije 

aktiviran, ali određeni transkripcijski čimbenici kao što su NF-κB (engl. nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) ili AP-1 (engl. activator protein 1) mogu 

aktivirati specifične gene. Aktivirani GR može se udružiti s transkripcijskim čimbenicima 
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te spriječiti njihovo vezanje za ciljne gene i zaustaviti izražaj specifičnih gena (24-

26).Transkripcijski čimbenici povezani s djelovanjem GR imaju širok raspon djelovanja na 

podešavanje koncentracije čimbenika rasta i proupalnih citokina te u većoj mjeri posreduju 

protuupalne učinke glukokortikoida. Ukupno je između 10 i 20% svih izraženih gena u 

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

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

pridonose podložnosti 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).  

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

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

2015 (27). 
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1.3 Kronični stres i mozak 

Hipokampus je posebno bogat receptorima za glukokortikoide. Osim u hipokampusu 

najveća je gustoća GR u kori mozga, amigdali i hipotalamusu (31, 32) (slika 1.3.1). U 

normalnim je uvjetima aktivnost tih receptora potrebna za stanični metabolizam i presudna 

je za mnoge aktivnosti središnjeg živčanog sustava uključujući učenje i pamćenje. 

Slika 1.3.1. Raspodjela glukokortikoidnog receptora (GR) u mozgu mladog miša (mužjak, starost 

– 6 mjeseci), soja C57BL/6N. Imunoreaktivnost sagitalne desne hemisfere mozga (a), 

imunoreaktivnost je primjećena u neuronskim jezgrama područja cornu ammonis 1 (b) te 

dentatnog girusa (c) hipokampusa. Protein FKB52 koji je usko vezan s glukokortikoidnim 

šaperonskim proteinima pokazuje imunoreaktivnost u starijeg miša istog soja (mužjak, starost 26 

mjeseci) u prednjem korteksu (d), dorzalnom hipokampusu (e), cornu ammonis (f) te dentatnom 

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

Dok MR imaju važnu ulogu u nadzoru HPA osi, održavajući njenu bazalnu aktivnost, GR 

izravno ili neizravno podešavaju gene važne za razvoj, metabolizam i imunitet (34). Stoga 

je od iznimne važnosti održati ravnotežu izražaja MR i GR za najpovoljnije održanje 

staničnog metabolizma i kognitivnih funkcija – učenja i pamćenja. U normalnim uvjetima, 

niske ili srednje koncentracije glukokortikoida aktiviraju GR što osnažuje pamćenje i 

povećava dugoročnu potencijaciju (engl. long term potentiation) (19). No, tijekom stresa, 

kada je lučenje glukokortikoida povećano, aktivacija GR ima suprotan učinak – pogoršano 
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pamćenje (35-37) te smanjenu dugoročnu potencijaciju (36, 38-40). Pretjerana 

signalizacija glukokortikoidima smanjuje dugoročnu potencijaciju te ekscitaciju neurona 

hipokampusa (41, 42). Štetne utjecaje kroničnog stresa na pamćenje i učenje 

posredovano hipokampusom potvrdile su mnogobrojne studije na ljudima te životinjskim 

modelima (43-45). Kronični stres utječe na početak i stupanj kognitivnog propadanja u 

raznim bolestima – Cushingovu sindromu (46), posttraumatskom stresnom poremećaju 

(47), hipotiroidizmu (48), epilepsiji (49, 50), Parkinsonovoj bolesti (51, 52),  Alzheimerovoj 

bolesti (AD) (53, 54) i depresiji (55). Fiziološke posljedice stresa ovise o snazi i trajanju 

stresora te načinu na koji organizam doživljava i reagira na štetni stimulus (56). Kako bi 

se objasnili mehanizmi kojima povećane koncentracije glukokortikoida utječu na atrofiju 

hipokampusa, osmišljena je ˝neurotoksična hipoteza˝ koja smatra kako dugotrajna 

izloženost glukokortikoidima smanjuje mogućnost pružanja otpora neurona nastalim 

oštećenjima (57, 58). Tu hipotezu podržava istraživanje na blizancima – oslikavanje 

moždanih struktura magnetnom rezonancijom pokazuje statistički značajno manji 

volumen hipokampusa u blizanaca ratnih veterana koji su bili izloženi kroničnom stresu 

nego u njihove braće koja nisu bila izložena dugotrajnom stresu (58). Još uvijek nisu 

potpuno jasni svi mehanizmi kojima glukokortikoidi ispoljavaju učinak na mozak, posebice 

na kognitivne procese – učenje i pamćenje. 

 

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 neuropatološku povijest dviju pacijenata (59, 60). U tim je člancima Alzheimer 

opisao detaljne kliničke i neuropatološke karakteristike bolesti, a bolest je kasnije nazvana 

po njemu (61). Bolest se klinički očituje gubitkom pamćenja, kognitivnim propadanjem te 

promjenom osobnosti. Neurodegenerativne promjene u AD obuhvaćaju specifična 

područja mozga te napreduju s vremenom. Neurodegeneracija se širi iz entorinalne kore, 

hipokampusa, prednje kore te naposljetku zahvaća 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 čine žene. Potpuni molekularni mehanizmi bolesti nisu 
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poznati, no utvrđena je neuronska smrt te smanjenje ili slabljenje sinapsi, posebice u 

prednjoj kori mozga, entorinalnoj kori i hipokampusu (63). AD uzrokuje više čimbenika te 

pokazuje familijarne (manje od 1% svih pacijenata) (64) i sporadične oblike. Familijarna 

AD je autosomno dominantna bolest s ranim nastupom – prije 65. godine starosti. 

Utvrđene su tri genske mutacije koje se uz starenje smatraju glavnim uzročnicima bolesti. 

Mutacije su povezane  s ranom pojavom senilnih plakova odnosno taloženjem β-amiloida,  

nestabilnošću mikrotubula izazvanu hiperfosforilacijom Tau proteina (slika 1.4.1) te 

nepravilnim metabolizmom kolesterola u slučaju ε4 alela ApoE proteina (65, 66).   

Prvi i najočitiji znak AD je patološki nalaz senilnih plakova, čija su glavna komponenta 

nakupine β-amiloida. β-amiloid  je protein koji nastaje nepravilnom obradom preteče 

amiloida (engl. Amyloid precursor protein – APP). APP je integralni membranski protein 

izražen u mnogo različitih tkiva no najviše ga je u području sinapsi neurona. Smatra se 

kako APP u normalnim fiziološkim uvjetima sudjeluje u popravku krvnih žila nakon 

ozlijede, prijenosu željeza, usmjeravanju neurona tijekom razvoja mozga i promjeni 

sinaptičke gustoće (66-69). APP je najpoznatiji po svojoj ulozi u AD jer njegovom 

nepravilnom obradom nastaju β-amiloidi, polipeptidi izgrađeni od 39-42 aminokiselina koji 

tvore senilne plakove u mozgu oboljelih (70). Obrada APP-a se odvija na staničnoj 

membrani na dva načina. Prvi je način nepatološki ili neamiloidni i tijekom tog puta APP 

cijepa α-sekretaza te potom i γ-sekretaza, čime nastaju topljivi β-amiloidi. Drugi je način 

patološki ili amiloidni, a uključuje obradu APP-a aspartatnom proteazom beta mjesta 

(engl. Beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1 – BACE1) te potom i γ-

sekretazom  pri čemu nastaju netopljivi talozi β-amiloida – senilni plakovi (71).  

Drugi je znak AD nalaz neurofibrilarnih snopića u mozgu  nastalih nepravilnom obradom i 

mutacijama Tau proteina. Tau proteini su citoplazmatski proteini, no mogu djelovati i u 

staničnoj membrani. Glavna im je uloga stabilizacija mikrotubula aksona neurona pa su 

stoga najizraženiji u aksonima neurona u središnjem živčanom sustavu (72). Nastaju 

alternativnim prekrajanjem gena za Tau protein mikrotubula (engl. Microtubule associated 

protein tau – MAPT). Tau proteini djeluju na tubulin – potiču njegovo sastavljanje u 

mikrotubule i na taj ih način stabiliziraju (73). Smatra se kako su u AD Tau proteini 

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

snopiće, onemogućuju stabilizaciju mikrotubula aksona i uzrokuju smrt neurona (73, 74).   

Slika 1.4.1. Mehanizam nastanka senilnih plakova i neurofibrilarnih snopića. Procesiranjem APP-

a nastaju topljivi β-amiloidi (1) koji se uklanjaju mehanizmima koji uključuju ApoE te astrocite 

putem receptora lipoproteina male gustoće 1 (engl. Low-density lipoprotein receptor-related 

protein 1 – LRP1) (2). Nagomilavanjem β-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 β-amiloida se ne može ukloniti te tako 

nagomilani nepovoljno utječu na sinapse (5) i potiču nakupljanje Tau neurofibrilarnih snopića 

unutar i izvan neurona (6). Neurofibrilani snopići mogu biti uneseni u nezahvaćene neurone što 

uzrokuje njihovu smrt (7). Slika je preuzeta i prilagođena prema Masters, 2015 (75).  
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Treći protein uključen u AD je apolipoprotein E (ApoE). ApoE je uključen u metabolizam 

masti u tijelu te sudjeluje u prijenosu lipida, uključujući vitamine topive u mastima, 

lipoproteine te kolesterol putem limfnog i krvožilnog sustava. Sintetizira se u jetri no 

njegova je prisutnost utvrđena i u drugim tkivima – mozgu, bubrezima i slezeni (76). U 

središnjem su živčanom sustavu astroglija i mikroglija primarni izvori ApoE dok neuroni 

izražavaju receptore za ApoE (77). Kolesterol je u mozgu najvažniji tijekom razvoja i 

ozlijeda, a također sudjeluje u stvaranju sinapsi i  njihovoj stabilnosti. Polimorfizmi 

sekvenci koje nadziru transkripciju ApoE povezani su sa sporadičnim slučajevima AD. 

Također je poznato da alel za ApoE ε4 predstavlja višestruko veći rizik za AD, a čak 50% 

pacijenata oboljelih od AD ispoljavaju taj alel (78). 

 

1.5 Alzheimerova bolest i kronični stres 

Mnogo je hipoteza pokušalo objasniti opisane procese koji se odvijaju u AD – amiloidna 

kaskada, oštećenje mitohondrija, oksidativni stres, upalni procesi, mutacije specifičnih 

proteina, ozlijede, infekcije te brojne druge. S obzirom na heterogenost čimbenika koji 

sudjeluju u AD i slabu korelaciju između β-amiloidoze sa stupnjem kognitivnog propadanja 

u ranim stadijima još je uvijek teško odrediti najvažniji čimbenik otpočinjanja i napretka 

bolesti (79). Istraživanja posljednjih 20-ak godina povezuju pojavu AD sa životnim stilom, 

posebice utjecajem kroničnog stresa koji bi mogao pridonijeti ili čak biti okidač bolesti (80-

82). Već je u američkih ratnih veterana primijećeno smanjeno pamćenje te kognitivno 

propadanje i smanjenje volumena hipokampusa uz smanjenu zastupljenost neuronskog 

biljega N-acetil aspartata u hipokampusu (83). Hipokampus je područje posebno bogato 

receptorima za glukokortikoide. Stoga promjena u koncentraciji glukokortikoida uslijed 

stresa može imati utjecaj na neurogenezu i kognitivne procese koji se odvijaju u 

hipokampusu odraslih. Osim u hipokampusu, najveća gustoća GR uočena je u kori 

mozga, amigdali i hipotalamusu. Preklapanje tih receptora s područjima koja su 

zahvaćena degeneracijom u AD moglo bi upućivati na njihovu moguću ulogu u nastanku 

ili progresiji bolesti. Drugo gledište koje povezuje stres i AD uključuje njegov utjecaj na 

nastanak β-amiloida i Tau plakova, glavnih obilježja te bolesti. U jednom istraživanju na 

miševima, glukokortikoidi su prouzročili povećanje količine APP-a te nakupljanje senilnih 
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plakova. Oba gena, APP i BACE1 sadrže element odgovora na glukokortikoide (engl. 

glucocorticoid responsive element) u svojim sljedovima (84). U sličnom istraživanju 

kroničnog stresa na miševima, količina senilnih plakova nije povećana, no raznim je 

testovima utvrđena smanjena kognicija i pamćenje. Korištenjem prednizona, 

glukokortikoida koji se u klinici koristi za smanjenje upalnih procesa, dokazan je njegov 

ubrzan negativan utjecaj na kogniciju u pacijenata s AD. Iako mehanizam djelovanja 

prednizona u tom slučaju nije jasan, rezultati studije jasno pokazuju kako taj glukokortikoid 

negativno utječe na kognitivne funkcije u oboljelih (85). U istraživanju na 3×Tg-AD 

miševima koji razvijaju senilne plakove i fibrilarne snopiće, utvrđeno je povećanje Tau 

imunoreaktivnosti u hipokampusu, kori mozga te amigdali nakon terapije 

deksametazonom tijekom 7 dana (86). Povećanje koncentracije glukokortikoida 

farmakološki ili nakon izlaganja stresu moglo bi biti uzrokom slabljenja kognitivnih 

sposobnosti pacijenata s AD zbog povećanja senilnih plakova i fibrilarnih snopića, što je 

dosad dokazano u raznim životinjskim modelima. Osim toga, već je u nekoliko studija 

uočeno kako pacijenti oboljeli od AD imaju veće bazalne vrijednosti glukokortikoida. Može 

se zaključiti kako je osim starenja i genetičkih čimbenika, kronični stres važan čimbenik 

rizika za razvoj AD.  

 

1.6 Stres i neurodegeneracija tijekom starenja 

Starenje predstavlja izazov svim živim bićima, a procjenjuje se kako se stanične diobe i 

metabolizam neometano odvijaju samo do 25 godine života. Nakon tog razdoblja počinju 

se nakupljati nusprodukti metabolizma i staničnih oštećenja, a javlja se fenotip koji 

uključuje smanjeni kapacitet pluća, povećanje krvnog tlaka te smanjeni odgovor tijekom 

testa tolerancije na glukozu. Među bolestima starenja, najizraženije su 

neurodegenerativne bolesti zbog njihove nepovratnosti, nepostojanja prikladne terapije te 

socijalnog i ekonomskog tereta koji stvaraju društvu (87, 88). Na staničnoj razini, 

starenjem se povećava oksidacijski stres, smanjuje funkcija mitohondrija i regeneracija 

tkiva, skraćuju se telomere i nastaju poremećaji popravka DNA (89). Osim toga, 

nepovratno se gube nezamjenjive stanice, posebice u skeletnim mišićima, srcu i mozgu. 

Masa poprečno-prugastih mišića smanjuje se za polovicu do 80. godine života. Tada se 



   UVOD 

 

13 
 

mišićne stanice zamjenjuju masnim stanicama i vezivnim tkivom, a to povećava 

nakupljanje spojeva topljivih u mastima (90-92). U mozgu se tijekom starenja broj neurona 

smanjuje i nastaju promjene sinaptičkih mreža. Gubitak neurona u područjima važnim za 

pamćenje i osobnost – hipokampusu i prednjoj kori mozga – doprinose raznim fiziološkim 

promjenama karakterističnima za stariju dob: promjeni metabolizma i cirkadijanog ritma 

te mentalnim i psihološkim odstupanjima (87). Starenje mozga uključuje i promjenu 

neurotransmiterskih sustava: smanjenje količine dopamina, noradrenalina, serotonina, 

aktivnosti tirozin-hidroksilaze te kolin-esteraze i povećanje aktivnosti monoamin-oksidaze, 

što može biti ključno u razvoju psihijatrijskih poremećaja tijekom starenja (93). Oko 40% 

populacije iznad 65. godina starosti pokazuje neke oblike demencije za koje ne postoji 

uzrok. Takva se demencija smatra oštećenjem pamćenja uslijed starenja bez nekog 

posebnog uzroka i ne predstavlja značajan problem, za razliku od neurodegenerativnih 

bolesti, kao što je AD (94). Samo starenje pridonosi, no nije ključno za nastanak 

neurodegeneracije. Kronični stres ima snažan fiziološki 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 metaboličkim sindromom i 

T2D (100). Mnogobrojnim je istraživanjima potvrđeno kako kronični stres ubrzava 

starenje, a najčešća su upravo istraživanja funkcije imunosnog sustava te odgovora 

organizma na upale tijekom stresa. Primijećeno je kako se osobama koje su u starijoj dobi 

brinule za bolesnog partnera, što možemo smatrati snažnim stresorom, količina 

interleukina-6 – koji čini poznatu poveznicu s degenerativnim bolestima – povećala čak 

četiri puta (101). Stres i prilagodba stresu zahtijevaju brojne prilagodbe organizma 

uključujući hormonske i sustave neurotransmitera, antioksidanse i druge molekule, a 

tijekom starenja ta je prilagodba ograničena. Kombinacija kroničnog stresa i starenja 

mogla bi biti okidačem raznih patoloških stanja karakterističnih za stariju dob, uključujući 

i neurodegeneraciju.  
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1.7 Spolna i dobna specifičnost u kroničnom stresu i neurodegeneraciji  

U znanstvenim se istraživanjima često zanemaruje ženski spol i većina se istraživanja 

provodi na jedinkama muškoga spola uz ispriku kako bi hormonski ciklusi u žena mogli 

omesti interpretaciju rezultata. Poznato je kako mnoga patološka stanja pokazuju spolnu 

specifičnost pa čak i specifičnost u odgovoru na terapiju te se zbog toga ženski spol nikako 

ne bi smio zanemariti u biomedicinskim istraživanjima (102, 103). Pri suočavanju sa 

stresom, muškarci i žene pokazuju različite fiziološke odgovore. Smatra se kako žene 

općenito bolje podnose kronični stres od muškaraca, no samo do razdoblja menopauze 

kada se smanjuju koncentracije estrogena koji ima neuroprotektivnu ulogu (104-107). 

Estrogen smanjuje stresni odgovor u muškaraca i žena. Estrogen i progesteron proizvode 

se i nakon ovariektomije (menopauze) u nadbubrežnim žlijezdama, no nije poznato može 

li takva kompenzacija podnijeti dodatne izazove kao što je kronični stres. Do srednje dobi 

muškarci pod kroničnim stresom pokazuju veću anksioznost te smanjuju unos hrane i 

gube na masi, dok se u žena događa suprotno (108, 109). Kao što je opisano ranije, 

kronični stres nepovoljno djeluje na kogniciju, no spolna razlika takvih promjena nije 

detaljno istražena. Spolna i dobna specifičnost u neurodegenerativnim bolestima 

pokazuju važnost obaju čimbenika. Dok je starija dob karakteristična i logična za razvoj 

neurodegenerativnih bolesti s djelomično objašnjenim mogućim mehanizmima koji 

pokreću takvu degeneraciju, mahanizmi spolnih razlika slabo su razjašnjenji. U 

istraživanju spolnih razlika u neurodegenerativnim bolestima, smanjena neuroprotekcija 

u žena tijekom menopauze ističe se kao važan čimbenik (110). Utvrđeno je i kako je ApoE 

alel ε4 – rizični čimbenik za AD – znatno češći u žena (111). Žene također češće 

doživljavaju moždani udar od muškaraca sa znatno duljim oporavkom (112). Poznato je i 

kako muškarci koji pate od depresije imaju značajno veći rizik za razvoj demencije, 

posebice AD (113). U liječenju AD primijećena je spolna specifičnost odgovora na terapiju 

kolinesterazom koja pokazuje 73% bolje rezultate u muškaraca nego u žena (114). Kao 

što je već spomenuto, žene čine ¾ svih pacijenata oboljelih od AD (115). Nasuprot tomu, 

muškarci češće obolijevaju od Parkinsonove bolesti (PD) (116). Saznanja o molekularnim 

mehanizmima takvih spolno specifičnih razlika u raznim patologijama mogla bi utjecati na 

bolju i prikladniju terapiju pacijenata s obzirom na spol.  
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1.8. Inzulinski i leptinski receptor u kroničnom stresu, starenju i neurodegeneraciji 

 

1.8.1 Inzulinski receptor – starenje, stres i neurodegeneracija 

Signalni putovi koji preusmjeravaju korištenje energije počinju na membranskim 

receptorima i pod utjecajem stresa i starenja mogli bi objasniti dio mehanizama koji 

pokreću neurodegeneraciju. Metabolički značajni su  inzulinski i leptinski signalni put.. 

Inzulin je polipeptid sastavljen od 2 lanca povezana disulfidnim vezama. Proizvode ga β-

stanice gušterače u odgovoru na povišenu koncentraciju glukoze u krvi, a djeluje putem 

inzulinskog receptora (IR) (117, 118). IR pripada porodici receptorskih tirozin kinaza; 

sastoji se od dvije izvanstanične α-podjedinice te dvije transmembranske β-podjedinice s 

unutarstaničnom aktivnošću tirozin-kinaza. Glavne ciljeve inzulina čine skeletni mišići, 

masno tkivo i jetra, iako inzulin djeluje na gotovo sve organe. U skeletnim mišićima, inzulin 

potiče ulazak glukoze u stanicu tako što potiče prijenos GLUT4 nosača glukoze iz 

Golgijeva aparata do stanične membrane. U jetri, inzulin potiče sintezu lipida, skladištenje 

triacilglicerola te inhibira glukoneogenezu. U masnom tkivu, inzulin smanjuje razgradnju 

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

 

 

 

 

 

Slika 1.8.1.1 Osnovne funkcije inzulinske signalizacije. Inzulin je u signalnom putu ligand koji se 

veže za svoj receptor na staničnoj membrani. Vezanjem dolazi do autofosforilacije tirozin-

kinazama i aktivacije nizvodnog signalnog puta. U signalnom putu kinaze aktivirane mitogenom 

(engl. mitogen activated kinase – MAP) podešava se stanični rast, proliferacija i genski izražaj dok 

put fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat-3-kinaze (engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate-3-kinase 

– PI-3K) utječe na sintezu lipida, proteina i glikogena te stanično preživljavanje i proliferaciju. Slika 

je preuzeta i prilagođena prema Glogster, 2018 (121). 
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Inzulinska signalizacija u mozgu iznimno je važna radi održanja energetske homeostaze. 

Dostava inzulina do mozga vrši se na tri načina: vezanjem za inzulinske receptore, 

izravnim prelaskom inzulina kroz krvno-moždanu barijeru te sintezom inzulina u mozgu. 

(122) Inzulin i čimbenik rasta sličan inzulinu (engl. insulin-like growth factor – IGF) pokazali 

su se važnima za održanje neuronske plastičnosti, a u rezistenciji njihovih receptora ili 

nedostatku samih hormona, mijenja se energetski metabolizam stanica i nastaju kognitivni 

poremećaji (123, 124). Inzulinska rezistencija uključuje stanje visokih koncentracija 

inzulina u krvi, nefunkcionalnost IR te povećanje koncentracije glukoze u krvi (124). 

Tijekom početka 21 st. javili su se prvi dokazi o povezanosti kognitivnih oštećenja i 

neurodegeneracije s inzulinskom signalizacijom. Utvrđeno je kako 40% pacijenata s T2D 

razvije i AD tijekom života, a metabolički poremećaji u AD slični su onima u dijabetesu tipa 

1 (T1D) i 2 (T2D) (tablica 1.8.1). Posljedice nastale zbog inzulinske rezistencije ili 

smanjenja količine inzulina nastaju radi smanjene signalizacije putevima koji stimuliraju 

rast, plastičnost i preživljenje stanica. Potpuni mehanizam takve rezistencije i nedostatka 

liganda još uvijek nisu razjašnjeni (125, 126).  

Tablica 1.8.1.1 Usporedba dijabetesa tipa 1 i 2 sa središnjim dijabetesom – nazvanim dijabetes 

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

Usporedba T1D, T2D i T3D 

CILJNI UČINAK T1D T2D T3D 

INZULIN Smanjen Povećan Smanjen 

IR Nema učinka ili 
povećane aktivnosti 

Smanjena aktivnost Smanjen izražaj i 
aktivnost 

ISKORIŠTENJE 
GLUKOZE 
 

Smanjeno Smanjeno Smanjeno 

PRIMARNI 
CILJEVI 

Gušterača (i mozak) Skeletni mišići, 
masno tkivo, krvne 

žile 

Mozak – neuroni, 
bijela tvar 

SEKUNDARNI 
CILJEVI 

Mozak, mrežnica, 
krvne žile, bubrezi, 
koža, autonomni i 

periferni živci 

Mozak, krvne žile, 
bubrezi, autonomni i 

periferni živci, 
mrežnica, koža 

Središta sitosti u 
mozgu, povećana 
sklonost pretilosti 
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De La Monte i sur. 2014. su godine donijeli hipotezu kako dijabetes na periferiji tijela u 

konačnici može uzrokovati dijabetes mozga (slika 1.8.1.2), nazvan središnjim dijabetesom 

radi kojega se javlja neurodegeneracija i kognitivno propadanje.  

Slika 1.8.1.2. Shema utjecaja sustave inzulinske rezistencije na inzulinsku/IGF rezistenciju u 

mozgu. U raznim se poremećajima nakupljaju kemijski spojevi koji potiču inzulinsku rezistenciju 

mozga – u T2D, nealkoholnom hepatitisu (NH), pretilosti, metaboličkom sindromu, poremećenom 

metabolizmu lipida javlja se oksidativni stres i povećanje toksičnih lipida – ceramida koji prelaze 

krvno moždanu barijeru. Mehanizmi inzulinske rezistencije mozga slični su onima u ostatku tijela 

i uključuju oksidativni stres, upalu, stres endoplazmatskog retikuluma, metabolička oštećenja, 

nakupljanje ceramida. Te promjene u mozgu dovode do smanjenja broja neurona, vlakana bijele 

tvari te poremećaja mijelina i sinaptičkih mreža, što uzrokuje poremećaje učenja i pamćenja. Slika 

je preuzeta i prilagođena prema de la Monte, 2014 (127). 
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Inzulinska rezistencija dovodi do poremećenog metabolizma lipida, upale, sinteze 

toksičnih lipida – ceramida, oksidativnog stresa i poremećaja funkcije endoplazmatskog 

retikuluma. AD dijeli mnogo obilježja s perifernom inzulinskom rezistencijom – smanjeni 

rast i preživljenje stanica radi smanjene inzulinske signalizacije, povećanje aktivacije 

citokina, poremećaj mitohondrija i energetskog metabolizma (127). 

U ranom stadiju AD također se često pojavljuje smanjenje iskorištenja glukoze u mozgu 

te se napretkom bolesti primjećuju metabolički poremećaji inzulinske signalizacije, 

promjena izražaja gena koji su pod nadzorom inzulina i poremećena proizvodnja energije. 

Iako senilni plakovi i fibrilarni snopići te mehanizmi njihova nastanka mogu djelomično 

objasniti uzroke nastanka AD, ne može se smatrati kako bolest nastaje samo radi ta dva 

čimbenika. Osim toga, pokazano je kako inzulinska signalizacija utječe na oba čimbenika 

(128). Inzulin potiče uklanjanje senilnih plakova i sprječava njihovo nakupljanje u 

izvanstaničnom prostoru, a sami β-amiloidi aktiviraju signalni put kinaza koje fosforiliraju 

N-kraj c-Jun-a (engl. c-Jun N-terminal kinase – JNK) uključenih u nadzor osjetljivosti 

stanica na inzulin (129).  

Inzulin također utječe i na pretjeranu fosforilaciju serina i treonina Tau proteina, što je 

pokazano u studiji na primarnim kulturama kore mozga štakora kratkim tretmanom 

inzulinom dok duži tretman inzulinom u istih neurona izaziva suprotan učinak – smanjenu 

fosforilaciju (130). Povećanje i smanjenje fosforilacije praćeno je aktivnošću glikogen 

sintaze kinaze 3 beta (GSK-3b) koja je odgovorna za fosforilaciju Tau proteina, a njena je 

aktivnost podešena 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 pozitivna korelacija između kortizola i inzulinske 

rezistencije te metaboličkog sindroma (132, 133). Modulacija inzulinskog signalnog puta 

u odgovoru na kronični stres može se objasniti djelovanjem hormona otpuštenih tijekom 

stresnog odgovora – adrenokortikotropnog hormona te kortikosteroida (134, 135). Takvi 

su učinci stresa na inzulinsku signalizaciju uglavnom uočeni u perifernim organima, a sam 

mehanizam i učinak stresa na inzulinsku signalizaciju u mozgu nije u potpunosti 

razjašnjen.  
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Inzulinska rezistencija povećava se starenjem te u kombinaciji sa životnim stilom uzrokuje 

T2D. U starijih je štakora primjećena smanjena fosforilacija IR te substrata inzulinskog 

receptora 1 (IRS-1) u jetri i skeletnim mišićima (136) te snažna inzulinska rezistencija u 

visceralnom masnom tkivu (137). Važan utjecaj na inzulinsku signalizaciju u mozgu čini 

razdoblje starenja kada se povećava 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 količinom masnoga tkiva. Leptin šalje informaciju mozgu o količini 

dostupne energije, a uključen je i u podešavanje imunosnog sustava te reprodukcije (139). 

Djeluje putem svog receptora (ObR) koji pripada obitelji citokinskih receptora tipa 1, a 

izgrađen je od 3 domene: izvanstanične, transmembranske i unutarstanične domene. 

Alternativnim prekrajanjem može nastati 6 izoformi (ObR a-f) koje imaju istu izvanstaničnu 

i transmembransku domenu no razlikuju se po unutarstaničnoj domeni. ObRb je najveći 

te pokreće signalizaciju Janus kinazom 2 (JAK2) i signalnim pojačivačem i aktivatorom 

transkripcije 3 (engl. signal transducer and activator of transcription 3 – STAT3). Kratke 

izoforme a i c postoje u većini organizama, ObRd samo u miševa, a ObRf u štakora. Uloge 

kratkih izoformi nisu u potpunosti razjašnjene, no smatra se da dostavljaju leptin preko 

krvno-moždane barijere u mozak te sudjeluju u njegovoj internalizaciji. ObRb je izražen u 

mozgu, posebice u hipotalamusu, u područjima nadzora energetskog stanja te u gotovo 

svim perifernim tkivima (140, 141). Kao i u slučaju inzulina i inzulinske rezistencije, slična 

rezistencija postoji i u leptinskoj signalizaciji. S obzirom da je količina leptina 

proporcionalna količini masnoga tkiva, očigledno je da signalizacija leptinom u pretilih 

osoba gubi svoj učinak. U leptinskoj je rezistenciji povećanje masnog tkiva nužno za 

održane hiperleptinemije – povećana tjelesna masa i količina masnog tkiva postaju novo 

homeostazno stanje. Gubitkom masnog tkiva u pretilih se osoba javlja mehanizam 

nadoknade izgubljenog masnog tkiva koji uključuje povećani apetit te metaboličku 

učinkovitost, a može se utišati ponovnom uspostavom koncentracije leptina ukoliko se 

njegove koncentracije u krvi povrate na one u stanju pretilosti (142, 143). Upala je također 
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jedan od mehanizama koji potiče leptinsku rezistenciju, a posebice je karakteristična za 

hipotalamus u kojemu se smanjuje signalizacija leptinom u neuronima područja 

odgovornih za sitost i hranjenje (144). Jedan od najpoznatijih signalnih puteva leptina – 

Janus kinaza 2/signalni prijenosnik i aktivator transkripcije 3 (JAK2/STAT3) započinje 

aktivacijom ObR-a (slika 1.8.2.1).  

Slika 1.8.2.1. Vezanje leptina za ObRb uzrokuje dimerizaciju receptora i nastanka kompleksa 

ObRb/JAK2. Aktivirana JAK2 autofosforilira, ali također fosforilira i nekoliko tirozinskih ostataka 

na ObRb-u. STAT3 i STAT5 vežu se za fosforilirane tirozinske ostatke te i oni bivaju fosforilirani. 

Aktivni dimeri – STAT3 i STAT5 prenose se u jezgru gdje potiču transkripciju ciljnih gena i uzrokuju 

promjenu ponašanja vezanog uz hranjenje – sitost. SOCS3 čini glavni cilj STAT3. SOCS3 inhibira 

JAK2/STAT signalizaciju interakcijom s određenim tirozinskim ostatkom (Tyr985) ili JAK2 te ima 

ulogu negativne povratne sprege leptinske signalizacije. Protein tirozin fosfataza 1B (PTP1B) 

također inhibira leptinsku signalizaciju putem defosforilcije JAK2. Nakon aktivacije JAK2, protein 

koji sadrži SH2 domenu (engl. SH2-containing protein tyrosine phosphatase 2 – SH2P2) veže se 

za fosforilirani tirozin 985 i aktivira receptor adaptorskog proteina čimbenika rasta 2 (engl. adaptor 

protein growth factor receptor- bound protein 2 – Grb2) što aktivira signalnu kaskadu MAP puta. 

Slika je preuzeta i prilagođena prema Park, 2004 (145). 
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STAT3 je transkripcijski čimbenik 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 1β inhibiraju aktivnost ObRb.Ključni 

su efektori nizvodnih signalnih puteva leptina i kinaza aktivirana s AMP (AMPK), 

peroksisomni receptor aktiviran proliferacijom (engl. peroxisome proliferator-activated 

receptor – PPAR) te BACE1. Jedan je od ciljeva leptinske signalizacije i kinaza koja 

fosforilira Tau protein – cilj rampamicina (mTOR). Oko 50% osoba s niskim 

koncentracijama leptina također su i nosioci APOE ε4 alela, što čini još jednu poveznicu 

leptinske signalizacije s AD (146) (slika 1.8.2.2).  

Slika 1.8.2.2. Leptinska signalizacija u hipokampusu. Leptin aktivira PI-3K/Akt, JAK2/STAT te 

AMK/SIRT signalne putove i njima potiče preživljavanje neurona, smanjuje izražaj BACE1 čime 

smanjuje sintezu β-amiloida te potiče njihovo uklanjanje iz mozga. Leptinska signalizacija također 

smanjuje fosforilaciju Tau proteina. Vezanje leptina za ObR potiče fosforilaciju STAT3 što aktivira 

transkripciju ciljnih gena iz obitelji SOCS. Osim toga, leptin inhibira pretjeranu fosforilaciju Tau 

proteina PI-3K i AKT signalnim putevima i potiče nastanak inaktivnog oblika ser-9-GSK3-β. Slika 

je preuzeta i prilagođena prema Folch, 2015 (147). 



   UVOD 

 

22 
 

Leptin potiče neurogenezu i stabilizira sinapse te olakšava učenje. Takva regulacija opada 

starenjem, a pacijenti oboljeli od AD pokazuju niske koncentracije leptina u krvi. Terapija 

leptinom u pacijenata s AD pozitivno utječe na učenje i pamćenje, a mehanizam je uočen 

i u in vitro staničnim kulturama primarnih neurona u kojima tretman leptinom smanjuje 

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

Malobrojna su istraživanja koja povezuju kronični stres i leptinsku signalizaciju, no 

uglavnom su vezana uz utjecaj kroničnog stresa i pretilosti, posebice u žena tijekom 

menopauze (150). Koncentracija leptina u krvi je spolno specifična, pri čemu je veća u 

ženki nego u mužjaka, a poznato je i da se tijekom starenja smanjuje (151).  

 

1.8.3 Spolna specifičnost i poveznice inzulinskog i leptinskog signalnog puta 

Spolna specifičnost inzulinskog i leptinskog signalnog puta – posebice u odgovoru na 

kronični stres – nije dovoljno istražena. U studiji kroničnog stresa na ovariektomiziranim 

štakoricama, naš je tim pokazao kako kronični stres povećava izražaj IR-a u područjima 

zahvaćenima neurodegeneracijom u AD (hipokampus te substantia nigra). U istoj je studiji 

pokazano kako ovariektomija pogoršava utjecaj kroničnog stresa na mozak radi 

smanjenja odgovora neuroprotektivnih spolnih hormona, a također uzrokuje i povećani 

izražaj ObR u hipotalamičkim središtima odgovornima za sitost i ponašanje usmjereno 

hranjenju (152). 

Oba su puta – inzulinski i leptinski – povezana s nadzodom energetskog metabolizma 

stanica. Inzulin izravno stimulira otpuštanje leptina iz masnog tkiva, a leptin povratnom 

spregom smanjuje otpuštanje inzulina i izražaj njegova gena podešavanjem kalijskih ATP 

kanala koji detektiraju metaboličke promjene u β-stanicama, aktivacijom nukleotid 

fosfodiesteraze 3B – važnog regulatora koncentracija drugih glasnika AMP-a i cGMP-a u 

stanicama, te posljedičnog smanjenja količine cAMP-a. Hipokampus je bogat s obje vrste 

receptora – IR te ObR kao i ključnim dijelovima potrebnima za njihovu signalizaciju  
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1.9. Lipidne splavi – neurodegeneracija, starenje i stres 

Tijekom više od 30 godina, Sangerov i Nicholsonov model tekućeg mozaika opisao je 

staničnu membranu kao more sačinjeno od lipida u kojemu plutaju membranski proteini. 

Ipak je ustanovljeno kako postoji struktura unutar mora lipida koja utječe na organizaciju 

i raspodjelu proteina u fosfolipidnom dvosloju (153). Lipidne su splavi uređena područja 

stanične membrane izgrađena od kolesterola, sfingomijelina, glikosfingolipida i odabranih 

proteina koji sudjeluju u signalnim i drugim procesima. Fosfolipidi lipidnih splavi sadrže 

više zasićenih ostataka masnih kiselina od onih izvan lipidnih splavi (154). Zbog velikog 

sadržaja kolesterola lipidne su splavi manje fluidne od ostatka stanične membrane i radi 

toga su otporne na otapanje deterdžentima (155, 156) (slika 1.9.1). Najmanje 10% 

transmembranskih proteina ovisi o glikosfingolipidima, posebice gangliozidima, koji 

osiguravaju njihovu pravilnu strukturu, prijenos u ciljne membrane i funkciju (156). 

Gangliozidi pripadaju obitelji glikosfingolipida koji sadrže sijalinsku kiselinu, najčešće N-

acetilneuraminsku kiselinu. Karakteristični omjeri različitih gangliozida nalaze se u 

membranama, posebice lipidnim splavima, svih tkiva, ali posebno ih je mnogo u 

središnjem živčanom sustavu. Izgrađeni su od ugljikohidratnog lanca na koji je vezan 

ceramid – sastavljen od sfingozidne baze i dugolančane masne kiseline. Sfingoidne baze 

su najčešće dihidroksi- ili trihidroksi- dugolančani, zasićeni ili nezasićeni aminoalkoholi. 

Najčešće sadrže 18 do 20 C atoma i utječu na povećanje bočne organizacije odnosno 

promjenu položaja proteina iz lipidnih splavi u ostatak stanične membrane i obrnuto. 

Sastav membrane i njena okolina izravno utječu na funkciju i položaj membranskih 

proteina, a bočna je organizacija od ključne važnosti za njihovu funkciju (157).  

Lipidne se splavi mogu smatrati domenama ključnim za signalizaciju mnogobrojnim 

proteinima pa se lipidne splavi često naziva i signalosomima (158). Promjene u sastavu 

glikosfingolipida uzrokuju fino ugađanje kritičnih fizioloških procesa kao što su stanična 

adhezija, signalizacija, stvaranje barijera, stanična migracija, vezikularni prijenos te 

apoptoza. Iako su već uočene promjene sastava gangliozida u lipidnim splavima u AD i 

PD, mehanizam koji tu promjenu uzrokuje i dalje je nepoznat (159, 160). Mnogi proteini 

uključeni u AD smješteni su upravo u lipidnim splavima – APP, BACE1, a neki proteini 

važni za neuroprotekciju i stabilizaciju sinapsi također 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 – važan za regulaciju 

sinaptičke plastičnosti, a pod nadzorom je HPA osi (107, 160-162). 

Slika 1.9.1. Shematski prikaz građe lipidnih splavi. Lipidne su splavi organizirani dio stanične 

membrane bogati fosfolipidima, glikolipidima te kolesterolom. Čine osnovu signalizacije G-

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

Signalni putovi koji preusmjeravaju korištenje energije počinju na membranskim 

receptorima koji za svoju aktivaciju trebaju ispravno lipidno okruženje. ObR i IR u 

perifernim su tkivima smješteni u lipidnim splavima. Smještaj tih receptora unutar ili izvan 

lipidnih splavi u mozgu nije u potpunosti razjašnjen pa tako postoje oprečni nalazi o 

njihovoj lokaciji (164-166). Za takvo su nesuglasje odgovorne i mnogobrojne metode 

izolacije lipidnih splavi koje koriste različite deterdžente za odvajanje lipidnih splavi, a neki 

od detergenata mogli bi uzrokovati izmještanje određenog niza proteina iz njihova 

prirodnog okoliša i na taj način pridonijeti pogrešnoj interpretaciji dobivenih rezultata (156, 

167-169). Pokazano je kako često korišteni deterdžent u takvim metodama, Triton-X100 

uzrokuje upravo takvo premještanje gangliozida, a vjerojatno i određenog niza proteina u 

imunohistokemijskom bojanju tkiva mozga korištenjem toga deterdženta (170, 171). 

Izolacija lipidnih splavi doktorske disertacije koristi blagi deterdžent Brij 98 koji ne uzrokuje 

takvu preraspodijelu proteina. 
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Smatra se kako IR koji se nalazi u okruženju u kojemu je mali udio gangliozida GM3  

fosforilira i aktivira nizvodne signalne molekule, dok okruženje s većim udjelom GM3 

razdvaja receptor od nizvodnih molekula i dovodi do tzv. inzulinske rezistencije. Osim 

toga, čini se kako IR potiče nastanak β-amiloida uzrokujući nakupljanje GM1 gangliozida 

u presinaptičkoj membrani (172). Koncentracija gangliozida GD1a također je povećana u 

mozgu (u svim područja osim kore maloga mozga) AD pacijenata no pokreće 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 staničnim kulturama hepatocita tako da njegova lokacija unutar ili izvan lipidnih 

splavi u mozgu i dalje ostaje nerazjašnjena (166). Kao što je već spomenuto, leptin 

pokazuje učinak na β-amiloide suprotan inzulinu – u staničnim kulturama primarnih 

neurona modela za AD – leptin smanjuje njihovu količinu izlučenu iz stanica u medij. Taj 

je učinak praćen s promjenom lipidnog sastava lipidnih splavi u kojima se nalazi BACE1, 

a smatra se kako nastale promjene uzrokovane leptinom utječu na aktivnost  spomenutog 

enzima (148).   

Promjene sastava lipidnih splavi tijekom starenja, poput manje zastupljenosti 

dugolančanih višestruko nezasićenih masnih kiselina u stastavu membranskih lipida i 

nakupljanja gangliozida GM1 potiču amiloidogenezu te su rani pokazatelj 

neurodegenerativnih poremećaja (174, 175). Mehanizmi kojima promjene u sastavu 

lipidnih splavi utječu na održavanje stanica, krivo usmjeravanje diferencijacije i smrt 

stanica, još uvijek nisu poznati. Neki od predloženih mehanizama su: odvajanje aktivnog 

od neaktivnog oblika istog proteina u različite domene membrane (kao u slučaju inzulinske 

rezistencije), smanjen membranski izražaj proteina koji migriraju zajedno s određenim 

glikolipidima, promjene u vezikularnom prometu, interakciji lipidnih splavi i citoskeleta te 

sinaptičkom prijenosu. 

Promjene sastava lipidnih splavi pod utjecajem glukokortikoida slabo su poznate. 

Ustanovljeno je kako glukokortikoidi utječu na aktivaciju mišjih T stanica putem interakcija 

s lipidnim splavima no učinak na lipidne splavi u cjelokupnom organizmu ili pojedinim 

organima nije poznat (176).
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Hipoteza opisane disertacije je da starenje i kronični stres dovode do promjena sastava 

lipidnih splavi mozga što utječe na smještaj i funkciju inzulinskog i leptinskog receptora 

koji su uključeni u regulaciju  energetskog metabolizma stanica. Nepovratne promjene 

lipidnog sastava membrane povezane su s nizvodnim signalnim mehanizmima 

inzulinskog i leptinskog receptora i predstavljaju moguću podlogu za razvoj receptorske 

rezistencije i okidanje mehanizama neurodegeneracije. 
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3.1 Opći cilj 

 
Opći je cilj disertacije utvrditi povezanost promjena sastava lipidnih splavi s kroničnim 

stresom i starenjem na modelu Spragu Dawley štakora 
 

3.2 SPECIFIČNI CILJEVI 

 

Specifični su ciljevi disertacije: 

 

1. Odrediti imunohistokemijske biljege neuroprotekcije i neurodegeneracije u mozgu 

mužjaka i ženki Sprague Dawley štakora starosti 6 te 14,5 mjeseci nakon što su bili 

izloženi kroničnom ili ˝sham˝ stresu.  

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

na prisutnost markera lipidnih splavi ili neuređenog 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 životinja izloženih 

kroničnom i ˝sham˝ stresu.
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4.1 Materijal 

4.1.1 Financiranje 

Studija je dio projekta Hrvatske zaklade za znanost naziva ˝Patofiziološke posljedice 

promjene sastava lipidnih splavi˝. Potporu dijelu studije koja je izvedena u Szegedu pružila 

je Organizacija za međunarodne projekte istraživačkog i inovacijskog programa u medicini 

medicinskog centra Cedars-Sinai i Udruženja za regionalnu suradnju u zdravstvu, 

znanosti i tehnologiji (RECOOP HST Association), a ERASMUS KA1 programom 

financiran je jedan odlazak u Szeged i La Lagunu. 

4.1.2 Pokusne životinje – opće informacije i dobrobit 

U studiji je korišteno moždano tkivo štakora Sprague Dawley-CR soja (Charles River, 

Wilmington, MA, SAD). Ukupno je korišteno 80 životinja, od toga: 20 mužjaka i 20 ženki 

štakora starosti 3.5 mjeseci iz vlastitog uzgoja (Vivarij Medicinskog fakulteta u Osijeku, 

broj odobrenja Vivarija: HR-POK-005) te 20 mužjaka i 20 ženki starosti 12 mjeseci u 

suradnji sa Sveučilištem u Szegedu, Mađarska, uzgoj na Odjelu za farmakodinamiku i 

biofarmaciju, u trajanju od svibnja 2016. godine do prosinca 2016. godine, također soj 

Sprague Dawley-CR. Pokusi na mladim životinjama i pokusi na starijim životinjama, 

smatraju se dvjema odvojenim studijama i iako su provedene na isti način međusobno 

nisu statistički uspoređivane. U studiju je bilo uključeno 8 skupina životinja s po 10 

životinja u svakoj skupini (slika 4.1.2.1). Studija je odobrena od strane etičkog 

povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku, Ministarstva Poljoprivrede Republike 

Hrvatske – klasa: 602-04/14-08/06, broj: 2158-61-07-14-118 te odgovarajućeg etičkog 

povjerenstva u Mađarskoj – broj: CSI/01/3796-7/2015. Obučena sam za rad s pokusnim 

životinjama tečajem koji je jednakovrijedan FELASA tečaju (engl. Federation for 

Laboratory Animal Science Associations), C kategorija, broj odobrenja: TPŽ 05/14. 

Pokusne su životinje korištene  u studiji sukladno direktivi  Eropske Unije o dobrobiti 

pokusnih životinja (2010/63). 

Štakori su bili smješteni u samoventilirajućim kavezima uz stalnu kontrolu temperature i 

pet izmjena zraka u minuti te stalnoj vlažnosti od 40-60% (sustav THF3364 EHRET, 

Feriburg, Njemačka). U svakom je kavezu bilo najviše 3 životinje (u slučaju mladih 
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pokusnih skupina), a najmanje 2 (u slučaju starijih pokusnih skupina). Standardizirana 

hrana za pokusne štakore te voda bili su stalno dostupni (Hrana za štakore – Mucedola, 

Milano, Italija;  u slučaju štakora u studiji korištena je hrana kataloškog broja 4RF21 – 

MICE and RATS Maintenance for Short and Middle Period, a tijekom njihova uzgoja 

korištena je hrana kataloškog broja 4RF25 istog proizvođača – MICE and RATS 

Reproduction, Weaning and Growth). Iznimku ad libitum hranjenja čini skupina životinja 

izloženih kroničnom stresu kojoj je hrana bila nedostupna 12-14 sati prije izvođenja testa 

tolerancije na glukozu te 3-4 sata prije izvođenja 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 načelo (engl. replacement, reduction, refinement – 

zamjena, smanjenje i poboljšanje). Kao što i samo ime govori 3R pristup ujedinjuje 3 

glavna načela rada s pokusnim životinjama: zamjenu, smanjenje i poboljšanje. 

Slika 4.1.2.1. Shematski prikaz podjele istraživanih skupina životinja.  

Dva puta dnevno praćena je bol i patnja životinja prema skali grimasa prilagođenoj 

štakorima (177). Praćene su grimase rangirane u 3 stupnja bolnosti: 1. bolnost očigledno 

nije prisutna, 2. bolnost je blago prisutna i 3. bolnost je očigledno prisutna. Prema skali se 

u slučaju pretjerane boli i patnje životinja, one odmah eutanaziraju, no u opisanoj studiji 

nije bilo potrebe za takvim radnjama. Tijekom postupka uzorkovanja krvi iz jezične vene 

korištena je anestezija, a tijekom žrtvovanja je uz anesteziju korištena i odgovarajuća 

analgezija. Broj životinja po skupini određen je statističkim proračunom testa jakosti 

studije, a korišteni su podaci prethodne pilot-studije. Od ukupno 80 korištenih životinja 
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tijekom studije uginula su 3 štakora tijekom izvođenja testova tolerancije na glukozu i 

inzulin.   

 

4.1.3 Tijek pokusa 

Pokus je ukupno trajao 10 tjedana (slika 4.1.3.1). Izlaganje kroničnom stresu izvedeno je 

u 3 ponavljanja sa stankom od 2 tjedna između svakog.  

 

Slika 4.1.3.1. Shematski prikaz tijeka pokusa. U skupinama kroničnog stresa provedeni su testovi 

tolerancije na glukozu (TTG) i inzulin (TTI) kako je označeno na shemi. U svim je skupinama na 

kraju 3. ciklusa kroničnog i lažnog stresa proveden bihevioralni test pasivnog izbjegavanja (engl. 

Passive avoidance). 

Izlaganje stresu u skupini mlađih životinja započelo je s navršena 3.5 mjeseca, a u skupini 

starijih životinja izlaganje stresu započelo je s navršenih 12 mjeseci starosti. Zadnje 

ponavljanje kroničnog stresa trajalo je do navršenih 5 i pol mjeseci odnosno 14 mjeseci. 
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Nakon toga, životinje nisu bile izložene stresorima 14 dana, odnosno, do žrtvovanja. 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 istraživanju 

kroničnog stresa ne postoji jedinstveni, reproducibilni životinjski model, naš je istraživački 

tim osmislio vlastiti protokol koji je razvijen tijekom nekoliko godina testiranja, a rezultirao 

je objavom četiri znanstvena članka (152, 178-180). Korišteni su fizički i psihološki stresori 

koji utječu na sve organske sustave (tablica 4.1.3.1, slika 4.1.3.2), a kako bi se izbjegao 

specifični odgovor na stres, svaki dan protokola udružena 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 lažni stres koji je uključivao isti okoliš kao i u ispitivanoj 

skupini no bez prisutnih stresora. Na taj je način stresni učinak okoliša te rukovanja sa 

životinjama bio ujednačen u svim skupinama životinja. 

Tablica 4.1.3.1. Popis korištenih stresora u protokolu kroničnog stresa 

Br. Stresor 

1 Izlaganje svjetlu tijekom noći (12 sati) 

2 Boravak kaveza sa štakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta 

3 Izlaganje zvukovima alarma mobilnog uređaja preko noći (12 sati) 

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

5 Imobilizacija štakora u metalnim tuljcima 

6 Izlaganje hladnoći (4 do 8°C) tijekom 1 sata 

7 Test tolerancije na glukozu (TTG) 

8 Test tolerancije na inzulin (TTI) 

9 

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

(12-14 sati prije testa) 
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Slika 4.1.3.2. Primjer korištenih stresora u u kontrolnim skupinama –  izvođenje lažnog stresa 

plivanja i imobilizacije (gore i dolje lijevo) u kontrolnim skupinama te u skupinama kroničnog stresa 

(gore i dolje desno). Izvorna slika. 

Tablica 4.1.3.2. Protokol svakog od 3 ciklusa kroničnog stresa 

Protokol 1. ciklusa kroničnog stresa 

Dan Stresori 

1 Gladovanje i TTI 

2 Oporavak od TTI, gladovanje preko noći prije TTG 

3 TTG 

4 Boravak kaveza sa štakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i 

Izlaganje svjetlu tijekom noći (12 sati) 

5 Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobilnog uređaja tijekom noći (12 sati) 

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

7 

Imobilizacija štakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladnoći (4 do 8°C) tijekom 1 

sata 

8 Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobilnog uređaja tijekom noći (12 sati) 

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

10 

Imobilizacija štakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladnoći (4 do 8°C) tijekom 1 

sata 
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Protokol 2. ciklusa kroničnog stresa 

Dan Stresori 

1 Gladovanje i izlaganje svjetlu tijekom noći (12-14 sati) 

2 TTG 

3 Imobilizacija štakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladnoći (4 do 8°C) tijekom 

1 sata 

4 Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobitela tijekom noći (12 sati) 

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

6 Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobitela uređaja tijekom noći (12 sati) 

7 Boravak kaveza sa štakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i 

izlaganje svjetlu tijekom noći (12 sati) 

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

10 Imobilizacija štakora u metalnim tuljcima uz izlaganje hladnoći (4 do 8°C),1 sata 

 

Protokol 3. ciklusa kroničnog stresa 

Dan Stresori 

1 Gladovanje i izlaganje svjetlu tijekom noći (12 sati) 

2 TTG 

3 

Imobilizacija štakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladnoći (4 do 8°C) tijekom  

1h 

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

5 Izlaganje svjetlu i zvukovima alarma mobilnog uređaja tijekom noći (12 sati) 

6 Boravak kaveza sa štakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i 

izlaganje svjetlu tijekom noći (12 sati) 

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

8 

Imobilizacija štakora u metalnim tuljcima te izlaganje hladnoći (4 do 8°C) tijekom 1 

sata 

9 

Boravak kaveza sa štakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta i 

izlaganje svjetlu tijekom noći (12 sati) 

10 Gladovanje (tijekom 3-4 sata) i TTI 
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4.1.4 Prikupljanje uzoraka za analizu 

Prije žrtvovanja, sve su životinje podvrgnute gladovanju od 2 sata kako bi  se mogle 

analizirati bazalne razine svih mjerenih parametara, posebice steroidnih hormona u 

serumu. Životinje su žrtvovane korištenjem plinske anestezije izofluranom u smrtonosnoj 

dozi (Forane® isofluranum, Abbott Laboratories Ltd, Lake Bluff, IL, SAD) te 

intramuskularnom injekcijom anestetika s analgetskim učinkom – Ketamina (Ketanest, 

Pfizer Corporation, New York City, NY, SAD) u koncentraciji od 30 mg/kg tjelesne mase. 

Korišten je Fluovac sustav za anesteziju (Harvard apparatus, Cambridge, MA, SAD) (slika 

4.1.4.1). Tijekom žrtvovanja prikupljeni su uzorci tkiva za analizu. Lijeva je hemisfera 

mozga odmah smznuta u tekućem dušiku 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 sljedećih 

masenih udjela: 10%-tnoj, 20%-tnoj i 30%-tnoj otopini saharoze u fosfatnom puferu (PBS). 

Uzorci su zatim smrznuti u pothlađenom izopentanu i pohranjeni na -80°C do analize. U 

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

 

 

 

 

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

U studiji su korištene sljedeće metode: 

1. analiza steroidnih hormona iz seruma 

2. praćenje promjene tjelesne mase 

3. praćenje promjene tolerancije na glukozu 

4. praćenje promjene tolerancije na inzulin 

5. test za praćenje promjene pamćenja – pasivno izbjegavanje 

6. imunohistokemijska analiza izražaja 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 životinjama prikupljena krv te je iz nje izoliran serum u 5. vremenskih stadija 

pokusa: 

1. dan prije početka 1. ciklusa kroničnog stresa 

2. dan nakon kraja 1. ciklusa kroničnog stresa 

3. dan nakon kraja 2. ciklusa kroničnog stresa 

4. dan nakon kraja 3. ciklusa kroničnog stresa 

5. Tijekom žrtvovanja  

U prve je četiri točke uzorkovanja krv uzeta iz ventralne jezične vene, a u petoj je točki krv 

uzorkovana kardijalnom punkcijom. U svih je pet točaka uzorkovanja korištena anestezija 

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

1. Svaka se životinja anestezirala korištenjem plinske anestezije izofluranom; 

2. Životinja se potom premjestila na radnu površinu; 

3. Pincetom je prihvaćen jezik životinje; 

4. U ventralnu jezičnu venu uvedena je igla; 

5. Izvlačenjem igle iz vene započelo je prikupljanje krvi koja se sakupljala u odgovarajuće 

epruvete; 

6. Od svake je životinje prikupljeno najviše 2 mL krvi, ovisno o dobi životinja (u mlađih je 

životinja prikupljeno oko 1.5 mL krvi); 

7. Nakon prikupljanja krvi, u slučaju produljenog krvarenja životinje iz jezične vene, 

izravno na jezik primjenjen je dezmopresin acetat (Minirin – 10µg po potisku, Fering, Kiel, 

Njemačka); 

8. Krv je centrifugirana tijekom 10 minuta pri brzini od 2000g nakon čega 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 jezične vene štakora. Izvorna slika.  
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Serum je analiziran spektrometrijom masa (uređaj LCMS 8050, Shimadzu Corporation, 

Japan) uz korištenje analitičkog seta MassChrom® Steroids in Serum/Plasma (Kataloški 

broj: 72072, Chromsystems Instruments & Chemicals, Munich, Njemačka) te 

spektrometrijskog detektora (Nexera and LCMS 8050, Shimadzu Corporation, Japan). 

Korišteno je 500 µl seruma prikupljenog iz prethodno definiranih vremenskih intervala 

uzorkovanja s po 5 uzoraka iz svake skupine životinja u oba intervala.  

Kvantificirani su sljedeći steroidni hormoni iz seruma: 

-kortikosteron 

-progesteron  

-testosteron 

  

4.4 Mjerenje tjelesne mase 

Svim je životinjama za vrijeme trajanja studije mjerena tjelesna masa te je prema 

rezultatima izračunata srednja vrijednost njene promjene od početka do kraja studije. 

Masa je mjerena u sljedećim točkama studije: 

1. Početak studije – početak prvog ciklusa kroničnog i ˝sham˝ stresa (prvi dan protokola); 

2. Kraj prvog ciklusa kroničnog i ˝sham˝ stresa (zadnji dan protokola); 

3. Početak drugog ciklusa kroničnog i ˝sham˝ stresa (prvi dan protokola); 

4. Kraj drugog ciklusa kroničnog i ˝sham˝ stresa (zadnji dan protokola); 

5. Početak trećeg ciklusa kroničnog i ˝sham˝ stresa (prvi dan protokola); 

6. Kraj trećeg ciklusa kroničnog i ˝sham˝ stresa (zadnji dan protokola); 

7. Žrtvovanje životinja. 
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4.5 Testovi tolerancije na glukozu (TTG) i inzulin (TTI) 

Homeostaza glukoze ovisi o otpuštanju inzulina iz β-stanica Langerhansovih otočića 

gušterače i osjetljivosti ciljnih tkiva na inzulin tj. skladištenju i trošenju u ciljnim tkivima. 

Odnos između ta dva čimbenika određuje ukupnu fiziološku toleranciju životinje na 

glukozu te njenu sposobnost održanja homeostaze glukoze. TTG moguće je izvesti na 

nekoliko različitih načina – kvantifikacijom izlučivanja inzulina iz β-stanica Langerhansovih 

otočića u odgovoru na promjene koncentracije glukoze u plazmi, procjenom osjetljivosti 

ciljnih tkiva na inzulin te određivanjem tolerancije na glukozu, koje daje informaciju o oba 

navedena čimbenika (181). S obzirom na ograničenja izvođenja testova u provedenoj 

studiji na štakorima, odabrana je metoda intraperitonealnog testa tolerancije na glukozu 

tijekom 4 sata.  

TTG je izveden samo u skupinama životinja podvrgnutima kroničnom stresu. Test se 

smatra snažnim stresorom te stoga nije izveden u kontrolnim skupinama, no izveden je u 

tri vremenska intervala u životinjama podvrgnutim kroničnom stresu, a prvo se mjerenje 

smatra kontrolnim.  

Test je izveden u sljedećim točkama pokusa: 

1. Početno određivanje koncentracije glukoze u krvi – izvedeno prije početka pokusa, 

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

2. Određivanje koncentracije glukoze u krvi nakon oporavka od prvog ciklusa 

kroničnog stresa – izvedeno prije početka drugog ciklusa kroničnog stresa; test ima 

ulogu mjere oporavka od prvog ciklusa kroničnog stresa; 

3. Određivanje koncentracije glukoze u krvi nakon oporavka od drugog ciklusa 

kroničnog stresa – izvedeno prije početka trećeg ciklusa kroničnog stresa; test ima ulogu 

mjere oporavka od drugog ciklusa kroničnog stresa. 

Krv je uzorkovana na sljedeći način: 

1. Životinja je smještena u cilindar za pridržavanje, a rep životinje 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 mogućeg sužavanja (kolapsa) vene; 

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

s uređaja očitana vrijednost u mmol/L.  

Test je izveden na sljedeći način: 

1. Štakori su izloženi gladovanju tijekom 14 do 16 sati; 

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

krvi iz repne vene (prva točka mjerenja);  

3. Nakon toga štakorima je intraperitonealno injicirana glukoza u količini od 2g/kg tjelesne 

mase; 

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

(druga točka mjerenja); 

5. Određivanje 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 završetku testa životinje su nahranjene, a iz dobivenih je vrijednosti grafički 

prikazana krivulja koja opisuje toleranciju štakora na glukozu pod utjecajem kroničnog 

stresa. 

TTI tehnički je vrlo sličan TTG uz razliku intraperitonealne injekcije inzulina. Snižavanje 

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

osjetljivosti, primarno u jetri i skeletnim mišićima (182).   

TTI izveden je samo u skupinama životinja podvrgnutima kroničnom stresu. Test se 

smatra snažnim stresorom te stoga nije izveden u kontrolnim skupinama, no izveden je u 

životinjama podvrgnutim kroničnom stresu na kraju studije uključujući inicijalno 

određivanje koncentracije glukoze u krvi prije izazivanja stresa kao kontrolnu vrijednost. 

Test je izveden u sljedećim fazama pokusa: 

1. Početno određivanje koncentracije glukoze u krvi – izvedeno prije početka pokusa, 

odnosno prvi dan prije izlaganja životinja stresorima; test ima ulogu kontrolnog mjerenja; 
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2. Određivanje koncentracije glukoze u krvi po završetku trećeg ciklusa kroničnog 

stresa – izvedeno na kraju trećeg ciklusa kroničnog stresa; test ima ulogu detekcije 

utjecaja kroničnog stresa na toleranciju inzulina. 

 

Test je izveden na sljedeći način: 

1. Štakori su izloženi gladovanju tijekom 3-4 sata; 

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

repne vene (prva točka mjerenja); 

3. Nakon toga štakorima je intraperitonealno injiciran inzulin u količini od 0.75 jedinica/kg 

tjelesne mase. 

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

točka mjerenja); 

5. Određivanje 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 završetku testa životinje su nahranjene, a iz dobivenih je vrijednosti grafički 

prikazana krivulja koja opisuje toleranciju štakora na inzulin pod utjecajem kroničnog 

stresa. 

 

4.6 Test ponašanja – pasivno izbjegavanje  

Za praćenje promjene ponašanja korišten je test pasivnog izbjegavanja za procjenu 

učenja i pamćenja u životinjskim modelima poremećaja središnjeg živčanog sustava. Cilj 

je testa učenje životinja izbjegavanju štetnih stimulusa kojima su prethodno bile 

podvrgnute. Test služi procjeni kratkoročnog ili dugoročnog pamćenja i koristi motivaciju 

životinja proizašlu iz straha te zahtjeva promjenu prirodnog ponašanja glodavaca koji se 

inače sklanjaju u tamna područja, a izbjegavaju jarko svjetlo.   

Uređaj za provođenje testa (Ugo Basile, Varese, Italija) sastoji se od dviju sobica, jedne 

bijelih površina s izvorom snažnog osvjetljenja te druge sobice tamnih površina (slika 
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4.6.1). Dvije su sobice spojene vratašcima koja se automatski otvaraju. Podloga uređaja 

sastoji se od metalne rešetke putem koje životinje u određenom trenutku primaju električni 

šok preko šapa. Životinje koje normalno pamte i uspostavljaju pamćenje izbjeći će ulazak 

u tamnu sobicu u kojoj su prethodno bile izložene električnom šoku.  

Slika 4.6.1. Shema uređaja za izvođenje testa pasivnog izbjegavanja (gore lijevo) i slika 

korištenog uređaja (gore desno). Slika čitave aparature prikazana je dolje. Izvorne slike. 

Test se izvodi tijekom 3 dana: 

1. Prvi dan testa ima ulogu privikavanja životinja na sam uređaj. Svaku se životinju 

smjestilo u osvjetljenu sobicu i omogućilo joj se istraživanje uređaja kroz 3 minute. Nakon 

30 sekundi boravka životinje u uređaju, vratašca između dviju sobica su se otvorila pa je 

životinji omogućen ulazak u tamnu sobicu. Ulaskom životinje u tamnu sobicu, vrijeme na 

zaslonu uređaja je zaustavljeno i zabilježeno. Tijekom prvoga dana testa životinje nisu 

primile električni šok nakon ulaska u tamnu sobicu. 
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2. Drugi dan testa životinje su izložene električnom šoku pri ulasku u tamnu sobicu. 

Kao i prvi dan, životinje su boravile u uređaju u ukupnom trajanju od 3 minute. Nakon 30 

sekundi boravka životinje u uređaju, vratašca između dviju sobica su se otvorila pa je 

životinji omogućen ulazak u tamnu sobicu. Ulaskom životinje u tamnu sobicu, vratašca su 

se iza nje zatvorila, a životinja je bila izložena električnom šoku u trajanju 2 sekunde te 

jakosti 0.5 mA. Ulaskom životinje u tamnu sobicu, vrijeme na zaslonu uređaja se 

zaustavljeno i zabilježeno. 

3. Treći dan testa predstavlja testni dan procjene učenja i pamćenja u životinja. 

Životinje su boravile u uređaju u ukupnom trajanju od 3 minute. Nakon 30 sekundi boravka 

životinje u uređaju, vratašca između dviju sobica su se otvorila pa je životinji omogućen 

ulazak u tamnu sobicu. Ulaskom životinje u tamnu sobicu, vrijeme na zaslonu uređaja je 

zaustavljeno i zabilježeno. Za kvantitativne analize korišteni su dobiveni podaci iz trećeg 

dana testiranja, a vrijednosti su grafički prikazane u obliku postotaka ulaska životinja u 

tamnu sobicu. 

4.7 Kvalitativna i kvantitativna imunokemijska analiza proteina  

Proteini iz dobivenih tkiva analzirani su kvalitativno – imunokemijski  te kvantitativno – 

Western blotting metodom. Za obje su metode korištena visokospecifična primarna 

(tablica 4.2) te odgovarajuća sekundarna protutijela (tablica 4.3). Sve su kvantitativne 

analize izražaja proteina izmjerene na površini od 0.05 mm2, najmanje u tri biološka 

replikata kada je to bilo moguće. Za statističke je analize korišten Mann Whitneyev test.  

4.7.1. Imunohistokemijske analize  

Imunohistokemijska analiza slobodnoplutajućih rezova (engl. free floating) izvedena je 

jednostrukim te dvostrukim bojanjem. Analizirani su sagitalni rezovi mozga u područjima 

hipokampusa te maloga mozga (slika 4.7.1.1). Za sva su bojanja korišteni triplikati rezova 

tkiva, a unutar hipokampusa su analizirana područja dentatnog girusa te CA1. 

Jednostruka su bojanja analizirana u hipokampusu i malom mozgu dok su dvostruka 

bojanja analizirana na sljedeći način: 

APP/GD1a – u dentatnom girusu i CA1 području 

APP/CTB – u CA1 području 
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Metodom imunohistokemije istraživani su proteini detektirani visokospecifičnim primarnim 

protutijelima. Korištena primarna protutijela te njihove specifikacije prikazana su u tablici 

4.3. U slučaju jednostrukog bojanja kompleks antigen-protutijelo vizualiziran je primjenom 

odgovarajućih 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 čega se na analiziranim 

rezovima pojavljuje specifično obojenje.Uzorci pohranjeni za imunohistokemijsku analizu 

uklopljeni su u medij za rezanje na kriostatu (Tissue Freezing Medium; Leica, Nussloch, 

Njemačka) i narezani na kriostatu (Cryostat CM3050S, Leica, Nussloch, Njemačka) pri 

temperaturi komore od -18°C (engl. chamber temperature – CT) i temperaturi nosača tkiva 

od -15°C (engl. object temperature – OT) na sagitalne rezove debljine 35 μm. Rezovi su 

čuvani u mikrotitarskim pločicama sa 12 ili 24 jažice ispunjenima PBS-om, pri pH=7,4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.7.1.1. Imunohistokemijski analizirana područja mozga Sprague-Dawley štakora označena 

su strelicama – hipokampus i mali mozak. Analizirana su područja prikazana na prilagođenoj slici 

iz atlasa štakorskog mozga. Donja lijeva slika prikazuje stvarni rez štakorskoga mozga 

odgovarajuće anatomske razine, a desna slika prikazuje detalje strukture hipokampusa i 

analiziranih područja CA1 te dentatnog girusa. Gornja je slika preuzeta i prilagođena prema 

Paxinos 1982 (183).  
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Rezovi koji se nisu odmah koristili, pohranjeni su u De Olmos otopinu za čuvanje rezova 

tkiva na -20°C (184). Imunohistokemijski su analizirani sljedeći proteini: inzulinski receptor 

alfa (IR-α), 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 slobodnoplutajućih rezova 

štakorskog mozga protutijelima IR-α, AMPA-R, ObR, Np65, Tau i GM1 izvodio se na 

sljedeći način: 

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

-Blokiranje nespecifičnih 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 noći na tresilici pri +4°C inkubirani 

u otopinama primarnih protutijela pripremljenima u otopini za blokiranje. Korištena su 

protutijela u razrjeđenju 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 razrjeđenju 1:500. 

-Korištena sekundarna protutijela su anti-kozje, anti-mišje te anti-zečje IgG biotinilirano 

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

-Rezovi su zatim ispirani 3 puta tijekom 5 minuta u PBS puferu uz miješanje, a potom su 

rezovi inkubirani u ABC reagensu (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD) koji sadrži 

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 

sadrži diaminobenzidin (Vector Peroxidase Substrate Kit, Vector Laboratories, 
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Burlingame, CA, SAD) pripremljenih prema uputama proizvođača. Diaminobenzidin 

predstavlja supstrat za peroksidazu iz hrena koja uz prisutnost vodikova peroksida  

katalizira stvaranje netopljivog obojenog produkta smeđe boje. 

-Rezovi su inkubirani u otopini DAB prema uputama proizvođača pri sobnoj temperaturi, 

a reakcija stvaranja obojenog produkta zaustavljena je premještenjem rezova u PBS 

pufer. 

-Rezovi su navučeni na silanizirana predmetna stakalca i prekriveni Vectamount 

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

- Za negativnu kontrolu bojanja poslužili su rezovi koji su tretirani na identičan način kao i 

ostali rezovi osim što nisu inkubirani u otopini primarnog protutijela. 

Dvostruko bojanje  

Za dvostruka bojanja slobodnoplutajućih rezova korištene su kobinacije dvaju primarnih 

protutijela, a njihove specifikacije prikazane su u tablici 4.3. Korištena su sekundarna 

fluorescentna protutijela prikazana u tablici 2.4 te 4',6-diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid 

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

Protokol dvostrukog imunohistokemijskog bojanja rezova štakorskog mozga izveden je u 

sljedećim kombinacijama protutijela: APP/GD1a te APP/kolera toksin podjedinica B 

obilježena s Alexa fluor 555 fluoroforom  (Thermo fisher, Waltham, MA, SAD). 

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

- Blokiranje nespecifičnih reakcija: rezovi su inkubirani u otopini za blokiranje bez 

deterdženta (5%-tni magareći 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 noći na tresilici pri +4°C inkubirani 

u otopinama primarnih protutijela pripremljenima u otopini za blokiranje. Korištena su 

protutijela u razrjeđenju 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 razrjeđenju 1:500 prema tablici 4.4.  

- U slučaju APP/CTB bojanja, CTB-AF555 je dodan u razrjeđenju 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 miješanje. 

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

1µg/ml tijekom 5 minuta u mraku pri +4°C. 

- Ispiranje. Rezovi su zatim isprani jednom tijekom 10 minuta u PBS-u.  

- Rezovi su navučeni na silanizirana predmetna stakalca i prekriveni Vectashield 

pokrivalom (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD) te analizirani konfokalnim 

mikroskopom Olympus Fluoview FV1000 (Olympus, Barcelona, Španjolska) uz korištenje 

imerzijskog objektiva 60X. 

- Za negativnu kontrolu bojanja poslužili su rezovi koji su tretirani na identičan način kao i 

ostali rezovi osim što nisu inkubirani u otopini primarnog protutijela. 

Tablica 4.7.1.1 Popis korištenih primarnih protutijela te njihovih razrjeđenja u metodama 

imunohistokemijskog bojanja (IHC – imunohistokemijsko bojanje korištenjem HRP/DAB sustava, 

IHC-F bojanje uz korištenje sekundarnih protutijela obilježenih fluorescentnim fluoroforima) te 

Western blottinga. 

Oznaka 

primarnog 

protutijela 

Puni naziv 

primarnog 

protutijela 

Klasifikacija 

protutijela 

Organizam 

porijekla 

Proizvođač 

i kataloški 

broj 

Korišteno razrjeđenje 

za imunohistokemijsko 

bojanje/Western 

blotting 

IR-α 

 
 
  

Anti-alfa 

podjedinica 

inzulinskog 

receptora 

IgG, 

poliklonski 

Zec Santa Cruz, 

CA, SAD,  

SC-710 

IHC 1:250 
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IR- α Anti-alfa 

podjedinica 

inzulinskog 

receptora 

IgG, 

poliklonski 

Zec Abcam, 

Cambridge, 

UK, 5500 

WB 1: 500 

IR-β Anti-beta 

podjedinica 

inzulinskog 

receptora 

IgG, 

poliklonski 

Zec Santa Cruz, 

CA, SAD,  

SC-711 

WB 1:500 

ObR Anti-leptinski 

receptor 

IgG,  

poliklonski 

Zec Santa Cruz, 

CA, SAD, 

SC-8325 

IHC 1:50 

ObR  Anti-leptinski 

receptor 

IgG,  

poliklonski 

Zec Thermo 

Fisher 

Scientific, 

Waltham, 

MA, SAD, 

PA1053 

WB 1: 1000 

APP Anti-amiloid 

prekursorski 

protein 

IgG, 

monoklonski 

Zec Abcam, 

Cambridge, 

UK, 

ab32136 

IHC-F 1:500 

IHC 1:1000 

Np65 Anti-

neuroplastin 

IgG, 

poliklonski 

Koza R&D 

Systems,  

Minneapolis

, MN, SAD,  

AF5360 

IHC 1:500 

WB 1: 1000 

Tau Anti- Tau 

protein 

IgG, 

monoklonski 

Miš Merck,  

Kenilworth, 

NJ, SAD, 

MABN1185 

IHC 1:500 

 

GD1a Anti-GD1a 

gangliozid 

IgG, 

monoklonski 

Miš Seikagaku, 

Tokio, 

Japan,  

370705 

IHC-F 1:3000 

GM1 Anti-GM1 

gangliozid 

IgG, 

poliklonski 

Miš Johns 

Hopkins, 

donacija 

IHC 1:1000 
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Tablica 4.7.1.2. Popis korištenih sekundarnih protutijela 

prof. 

Ronalda 

Schnaara 

pSTAT3 Anti-

fosforilirani  

protein 

pojačivač i 

aktivator 

transkripcije 3 

(Tyr 705) 

IgG, 

monoklonski 

Zec Cell 

Signalling 

Technology

,  Danvers, 

MA, SAD, 

D3A7 

WB 1:1000 

SOCS3 Anti-protein 

supresor 

signalizacije 

citokinima 3 

IgG, 

monoklonski 

Miš Abcam, 

Cambridge, 

UK, 

ab14939 

WB 1:500 

GluR2 Anti- 

podjedinica 2 

AMPA 

receptora 

IgG1, 

monoklonski 

Miš Neuro Mab, 

Davis, CA, 

SAD 

L21/32 

IHC 1:500 

ER-α Anti-alfa 

podjedinica, 

estrogenski 

receptor 

IgG,  

monoklonski 

Miš Santa Cruz, 

CA, SAD, 

SC-787 

WB 1:500 

Oznaka 

sekundarnog 

protutijela 

Puni naziv 

primarnog 

protutijela 

Klasifikacija 

protutijela 

Organizam 

porijekla/ 

metoda/ 

razrjeđenje 

Proizvođač i 

kataloški broj 

GO-anti-

RB+biotin 

kozje protu-

zečje protitijelo 

obilježeno s 

biotinom 

IgG, 

poliklonski 

Koza/IHC 

1:500 

Jackson 

Immunoresearch 

Laboratories, West 

Grove, PA, SAD,  

111-065-003 

GO-anti-

MO+biotin 

kozje protu-

mišje protutijelo 

IgG,  

poliklonski 

Koza/IHC 

1:500 

Jackson 

Immunoresearch 
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4.7.2 Analiza jednostrukih imunohistokemijskih bojanja 

Nakon jednostrukih imunohistokemijskih bojanja, preparati su analizirani mikroskopom 

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

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

prikupljenje najmanje 2 slike istih veličina. Ukupno je za svaku kvantifikaciju korišteno 

najmanje tri slike iz svake skupine životinja. Sve su slike analizirane u Fiji računalnom 

obilježeno s 

biotinom 

Laboratories, West 

Grove, PA, SAD,  

115-065-166 

DO-anti-

GO+biotin 

magareće 

protu-kozje 

protutijelo 

obilježeno s 

biotinom 

IgG, 

poliklonski 

Koza/IHC 

1:500 
 

Jackson 

Immunoresearch 

Laboratories, West 

Grove, PA, SAD,   

705-065-147 

GO-anti-

RB+HRP 

kozje protu-

zečje protutijelo 

obilježeno s 

HRP 

IgG, 

poliklonski 

WB 

1:50 000 

Jackson 

Immunoresearch 

Laboratories, West 

Grove, PA, SAD 

111-035-003 

DO-anti-

MO+HRP 

magareće 

protu-mišje 

protutijelo 

obilježeno s 

HRP 

IgG, 

poliklonski 

WB 

1:50 000 

Jackson 

Immunoresearch 

Laboratories, West 

Grove, PA, SAD 

715-035-150 

RB-anti-

GO+HRP 

zečje protu-

kozje protutijelo 

obilježeno s 

HRP 

IgG, 

poliklonski 

WB 

1:50 000 

Jackson 

Immunoresearch 

Laboratories, West 

Grove, PA, SAD  

305-035-003 

AF488 

GO-anti-MO 

Alexa fluor 488, 

kozje-protu-

mišje protutijelo 

IgG Koza/IHC-F 

1:500 

Life technologies, 

Carlsbad, CA, SAD,  

A11001 

CY3 

GO-anti-RB 

CY3, kozje-

protu-zečje 

protutijelo 

IgG Koza/IHC-F 

1:500 

Life technologies, 

Carlsbad, CA, SAD,  

A10520 
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programu (185). Na svim su slikama preparata analizirane promjene u morfologiji prema 

sljedećem protokolu (slika 4.7.2.1): 

1. Nakon pokretanja Fiji programa, odabrani su sljedeći 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 pomoću naredbe Alatna traka izbornika/Image/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 uprosječenoj 

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 

očitani iz prozora Results; 

Slika 4.7.2.1 Primjer korištenja zadanih naredbi u računalnom programu Fiji. (A) Određivanje 

osnovnih parametara mjerenja te raspona vrijednosti piksela za 8-bitnu sliku (B), neizmijenjena 

slika (C) i obrađena slika (D). 
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7. MACRO algoritam je pohranjen i imao je ulogu u analiziranju većeg broja slika 

jednostavnom naredbom Process u alatnoj traci izbornika uz mogućnost Multiple Image 

Processor. 

4.7.3 Analiza dvostrukih imunohistokemijskih bojanja 

Nakon dvostrukih imunohistokemijskih bojanja, preparati su analizirani mikroskopom 

Olympus Fluoview FV1000, a slike su dobivene korištenjem kamere te odgovarajućih 

lasera uz korištenje računalnog programa Olympus FV10-ASW 4.2 Viewer.  

U slučaju bojanja APP/GD1a iz svakog su analiziranog područja (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 korišteni preparati tkiva u triplikatu, a za svaku od 8 skupina životinja 

odabrano je 5 reprezentativnih slika koje su korištene za statističku analizu.   

U slučaju bojanja APP/CTB analizirano je područje CA1, a prikupljene su po dvije slike za 

svaku skupinu životinja, a srednja je vrijednost analiziranog područja izračunata bez 

statističke obrade. 

Sve su slike analizirane u Fiji računalnom programu. Na svim su slikama preparata 

analizirane promjene integrirane vrijednosti gustoće signala (engl. Integrated density 

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

1.Nakon pokretanja programa Fiji odabrane su sljedeće naredbe: Image/Color/Split 

Channels te je slika razdijeljena prema 3 korištena 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 korištena 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 obilježi površina koja se želi analizirati korištenjem Rectangular ili 

Polygonal oblika iz alatne trake. Potom se odabire izbornik ciljnog područja (engl. region 

of interest – ROI) odabirom naredbi Analyze/Tool/ROI manager. Potrebno je odabrano 

područje dodati u ROI izbornik naredbom Add (slika 4.7.3.2 A); 

4. Nakon odabira ciljnog područja, na slici se pomoću Rectangular oblika iz alatne trake 

obilježi 10 jezgara. Jezgre se obilježe povlačenjem kružnice oko svake od 10 odabranih 

jezgara. Nakon podešavanja kružnice potrebno je naredbom CTRL+T dodati površinu 

svake od jezgara u ROI zbornik.U ROI izborniku tada se može vidjeti ukupna površina 

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

5. U ROI se izborniku tada naredbom SHIFT+A odabere svih 11 izmjerenih površina 

(ukupna površina te površine 10 staničnih jezgara) i odabere naredba Measure nakon 

čega se otvara novi prozor s vrijednostima izmjerenih površina – dobivene su vrijednosti 

odabranih površina – ukupna površina, površina svake od pojedinačno odabranih jezgara 

i IDV (slika 4.7.3.3). 
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Slika 4.7.3.2. Prikaz odabira ciljnog područja korištenjem Rectangular oblika iz alatne trake (A 

gore) te mjerenja površine odabranog područja (A dolje). Nakon odabira ciljnog područja odabire 

se 10 reprezentativnih jezgara stanica korištenjem Eliptical oblika iz alatne trake (B gore) i svaka 

se obilježena povšina dodaje ROI izborniku (B dolje).  
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Slika 4.7.3.3. Prikaz dobivenih vrijednosti nakom mjerenja površine ukupnog ciljnog područja 

(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 površina (Area), IDV te vrijednost sirove 

integrirane gustoće (RawIntDen). 

6. Iz vrijednosti IDV ukupne analizirane površine te pojedinačno zbrojenih IDV vrijednosti 

10 odabranih jezgara izračunata je vrijednost ukupnog broja jezgara odnosno stanica koja 

se koristi u kasnijim koracima pri izračunu vrijednosti IDV za svaki fluorofor (tablica 4.7.2.1 

A). 

7. Zatim se odabire iduća slika za analizu željenog fluorofora. U ROI izborniku odabire se 

ukupna analizirana površina i izvrši naredba Measure kojom se u novom izborniku ispisuju 

vrijednosti IDV za odabrani fluorofor. Iste se naredbe ponavljaju za drugi fluorofor. Izračun 

IDV vrijednosti za analizirano bojanje po stanici dobiva se dijeljenjem ukupne IDV 

vrijednosti pojedinačnog 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 računalnom 

programu. Za analizu obojenja prvo je određen broj stanica u analiziranoj površini korištenjem 

podataka ukupne vrijednosti IDV za DAPI obojenje te vrijednosti IDV za 10 odabranih jezgara. Iz 

ta se dva podatka izračunao ukupan broj jezgara analiziranog područja (IDV vrijednost za 

DAPI/srednja vrijednost IDV za 10 odabranih jezgara) (A). IDV vrijednost pojedinačnog signala 

izračunao se korištenjem vrijednosti IDV za pojedinačni signal te ukupnog broja jezgara (IDV 

pojedinačnog signala/ukupni broj jezgara) (B). Analiza kolokalizacije slična je analizi pojedinačnih 

signala. Nakon dobivene IDV vrijednosti preklapanjem dviju željenih slika ta se vrijednost podijeli 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. Za analizu kolokalizacije u alatnoj se traci odabere naredba Process/Image calculator 

pri čemu se otvara izbornik u kojemu se odabiru dvije slike čija se kolokalizacija želi 

analizirati (slika 4.7.3.4).  

A 

B 
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Slika 4.7.3.4. Primjer analize kolokalizacije u Fiji računalnom programu. Nakon razdiobe slike 

prema fluoroforima te određivanja ukupnog broja stanica analiziranog područja (opisano u 

prethodnim koracima) odabire se naredba Image Calculator nakon čega se otvara novi prozor. U 

padajućim se izbornicima prozora odabiru slike koje se uspoređuje (A). Slike čija se kolokalizacija 

uspoređuje u primjeru prikazane su pod B. Nakon izvršenja naredbe nastaje sjedinjena slika (C) 

koja se analizira korištenjem ROI izbornika, a rezultati se prikazuju u novootvorenom prozoru (D).   

 

 

A 

B 

C D 
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4.7.4. Izolacija lipidnih splavi i kvantitativna analiza proteina 

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

ukupnim membranskim proteinima te u citosolu. 

Najčešće korištena metoda izolacije lipidnih splavi za njihovo odvajanje od ostatka 

stanične membrane koristi deterdžent Triton X-100. Prema dosadašnjim iskustvima i 

objavljenom članku (171) jasno je kako je takav deterdžent agresivan te uzrokuje 

redistribuciju gangliozida i proteina usidrenih u membranu GPI sidrom što daje pogrešne 

rezultate u istraživanjima proteinskog i lipidnog sastava staničnih membrana. U suradnji 

sa prof. dr. sc. Svjetlanom Kalanj-Bognar, doc.dr.sc. Kristinom Mlinac-Jerković te dr.sc. 

Katarinom Ilić, u Laboratoriju za neurokemiju, Hrvatski Institut za istraživanje mozga, 

Medicinski Fakultet u Zagrebu, razvijen je izmijenjeni protokol izolacije lipidnih splavi koji 

u zamjenu za Triton X-100 koristi deterdžent Brij O20 (u ranijoj nomenklaturi poznat kao 

Brij 98) (Sigma, NJ, SAD), koji ne uzrokuje opisanu redistribuciju gangliozida i određenog 

seta istraživanih membranskih proteina. Lipidne splavi iz tkiva hipokampusa i malog 

mozga u triplikatu za svaku istraživanu skupinu izolirane su prema prilagođenom 

protokolu nastalom iz uobičajeno korištenog protokola uz izmjenu korištenog deterdženta, 

a metoda se izvodila prema sljedećem protokolu (slika 4.7.4.1): 

1. Obje su vrste tkiva izvagane. Korišteno je između 50 i 80 mg tkiva, a za vaganje je 

korištena analitička vaga (Sartorius GP1100S; Dana Weighing Systems, Elk Grove, IL, 

SAD); 

2. Nakon vaganja, tkiva su brzo smještena u pothlađeni stakleni Potter-Elvehjem 

homogenizator s teflonskim tučkom (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 NaVO4) bez deterdženta. Tkivo je 

homogenizirano s točno 30 udaraca tučka o dno homogenizatora. 

3. Homogenizirano tkivo je prebačeno u plastičnu epruvetu i centrifugirano 15 min pri 1000 

g i +4°C (centrifuga: Hettich Universal 32R; Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen, 

Njemačka). Dobivenom se supernatantu (S1) izmjerio volumen, dok je talog (P1) 

odbačen. 
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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 ciljem razdvajanja staničnih membrana. Dobiveni je 

supernatant (S2) sadržavao citosolne proteine te je sačuvan za kasnije analize, a talog 

(T2) je sadržavao ukupne stanične membrane. 

5. U T2 iz prethodnog koraka dodan je 1 mL fosfatnog raft pufera koji sadrži 1% deterdžent 

BrijO20 te inhibitori proteaza. Talog je prenesen u pothlađeni stakleni Potter-Elvehjem 

homogenizator s teflonskim tučkom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) te je 

homogeniziran s točno 15 udaraca tučka o dno homogenizatora. 

6. 600 μL homogeniziranog T2 otpipetirano je u pothlađene SW 28.1 Ti tubice za 

ultracentrifugu Beckman Optima XL-80K, rotor SW 28.1 Ti, Beckman Coulter, Pasadena, 

CA, SAD) i pomiješano sa 600 μL 85%-tne saharoze u homogenizacijskom puferu koji 

sadržava 1% Brij O20. Dobivena je smjesa nadslojena s 10 mL 35%-tne saharoze u 

homogenizacijskom puferu koji sadržava 1%-tni Brij O20. Na taj je sloj otpipetirano 4 mL 

3%-tne saharoze saharoze u homogenizacijskom puferu koji sadržava 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 +4⁰C. 

8. Nakon završetka ultracentrifugiranja iz svake su epruvete sakupljene frakcije u 

volumenu od 1.5 mL počevši od gornjeg sloja. Ukupno je dobiveno 10 ili 11 frakcija po 

uzorku. Frakcije 3 i 4 sadržavale su lipidne splavi, dok su frakcije 9 i 10 ili 10 i 11 

sadržavale ostatak stanične membrane nazvan ne-splavima. Frakcije su spremljene na   

-80°C do mjerenja koncentracije proteina te analize položaja 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 oblačića u frakcijama 3 i 4 te nesplavima 

u frakcijama 10 i 11 (C). 

Iz S2 pripremljeni su uzorci za analizu citosolnih proteina malog mozga i hipokampusa 

visokospecifičnim primarnim protutijelima koja se vežu za GR, IR-β te α podjedinicu 

estrogenskog receptora (ER-α). Uzorci ukupnih membranskih proteina pripremljeni su iz 

T2 nakon prvog ultracentrifugiranja te su analizirani visokospecifičnim primarnim 

protutijelima koja se vežu za IR-α, ObR, Np te APP.  

Smještaj odabranih membranskih proteina, unutar ili izvan lipidnih splavi, analiziran je u 

uzorcima lipidnih splavi i uzorcima ne-splavi visokospecifičnim primarnim protutijelima 

koja se vežu za IR-α, ObR, Np te APP. Budući da koncentracije proteina svih opisanih 

A 

C 

B 
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uzoraka nisu poznate, za njihovo su određivanje korištene metode određivanja proteina 

metodama prema Bradfordu i Lowryju. 

  

Određivanje koncentracije proteina prema Bradfordu 

Metoda se temelji na nespecifičnom vezanju anionskog oblika boje Coomassie Briliant 

Blue G‐250 za bazične i aromatske bočne ogranke proteina, uslijed čega 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 sljedeći način: 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 što se Bradfordov reagens 

doda uzorcima, boja se veže za proteine te dolazi do promjene obojenja iz crveno-smeđeg 

u plavo. Promjena u intenzitetu obojenja ovisi o koncentraciji proteina u uzorku. Protokol 

određivanja koncentracije proteina metodom prema Bradfordu je sljedeći: 

Priprema slijepe probe:  u tubicu je otpipetirano 100 µL dH2O. 

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

volumena 100 µL sljedećih koncentracija:  

Standard 1 – 10 µg/mL,  

Standard 2 – 50 µg/mL 

Standard 3 – 100 µg/mL 

Standard 4  – 500 µg/mL. 

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

otopine uzoraka tako što je u epruvetu uliveno 5 µL otopine uzorka i 20 µL dH2O. 

Mjerenje apsorbancije: u sve je epruvete otpipetirano po 1.25 mL Bradfordovog reagensa. 

Nakon kratkog miješanja i inkubacije od 15 minuta, sadržaj epruvete je premješten 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 podešene 
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transmitancija na 100% i apsorbancija na 0. Zatim su mjerene apsorbancije standardnih 

otopina, a onda i apsorbancije uzoraka nepoznate koncentracije. 

Određivanje koncentracije proteina u uzorcima određeno je prema dobivenim 

vrijednostima apsorbancija standardnih otopina te je nacrtan interpolirani pravac u 

koordinatnom sustavu, pri čemu su na apscisu unesene vrijednosti masene koncentracije 

otopine, a na ordinatu vrijednosti apsorbancije. Zatim je prema prosječnoj vrijednosti 

izmjerenih apsorbancija uzoraka iz koordinatnog sustava očitana koncentracija proteina. 

Budući da su uzorci bili razrijeđeni 5 puta, dobivena vrijednost masene koncentracije je 

množena 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 određenih metodom 

prema Bradfordu. Pokraj tablica vrijednosti koncentracije proteina prikazane su grafički za po 

jedan reprezentativni uzorak hipokampusa i maloga mozga. 

 

FRAKCIJE 

UZORKA 

HIPOKAMPUSA

Apsorbancija 

(srednja 

vrijednost)

μg/mL mg/mL 

1 0.422 2465.63 2.466

2 0.611 3646.88 3.647

3 0.5745 3418.75 3.419

4 0.4395 2575.00 2.575

5 0.444 2603.13 2.603

6 0.4685 2756.25 2.756

7 0.4235 2475.00 2.475

8 0.435 2546.88 2.547

9 0.4325 2531.25 2.531

10 0.444 2603.13 2.603

11 0.3535 2037.50 2.038

FRAKCIJE 

UZORKA 

MALOGA 

MOZGA

Apsorbancija 

(srednja 

vrijednost)

μg/mL mg/mL 

1 0.408 5073.75 5.074

2 0.5805 7230.00 7.230

3 0.5295 6592.50 6.593

4 0.4405 5480.00 5.480

5 0.433 5386.25 5.386

6 0.4135 5142.50 5.143

7 0.399 4961.25 4.961

8 0.4675 5817.50 5.818

9 0.3705 4605.00 4.605

10 0.341 4236.25 4.236
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Određivanje koncentracije proteina prema Lowryju 

S obzirom da se tijekom pokusa pokazalo kako deterdžent Brij inteferira s određivanjem 

proteina prema Bradfordu, koncentracija proteina u svim uzorcima lipidnih splavi i nesplavi 

određena je i metodom prema Lowryju. Metoda određivanja koncentracije proteina prema 

Lowryju  opisana je 1951. i temelji se na reakciji Cu2+ vezanih za amino skupine peptidnih 

veza u proteinima i fenolne skupine bočnog ogranka aminokiseline tirozin u proteinu s 

Folin‐Ciocalteau (Folinovim) reagensom (188). Folinov reagens sadrži fosfovolframatnu i 

fosfomolibdatnu kiselinu koje bakrovi ioni vezani na dušikove atome peptidne veze u 

proteinima i fenilne skupine tirozina reduciraju u volframovo i molibdensko modrilo. Pri toj 

reakciji nastaje kompleks plavo‐ljubičaste boje apsorpcijskog maksimuma pri 660 nm.  

Za pripremu Lowry otopine 2%-tni Na2CO3 otopljen u 0,1 M NaOH, 0,5%-tni CuSO4 i 2%-

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

Za baždarni je pravac u 200 μL otopine različite koncentracije BSA proteina (0-500 μg/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 µL dH2O. 

Priprema standardnih otopina - korištene su sljedeće standardne otopine BSA u duplikatu:  

Standard 1 – 10 µg/mL,  

Standard 2 – 25 µg/mL 

Standard 3 – 100 µg/mL 

Standard 4  – 150 µg/mL. 

Priprema uzoraka nepoznatih koncentracija: za određivanje koncentracije proteina iz 

uzoraka po 10 μL svakog uzorka otpipetirano je u plastičnu epruvetu i pomiješano s 190 

μL dH2O 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 μL Folinovog reagensa prethodno razrijeđenog s vodom u 

omjeru 1:2. Nakon inkubacije od 30 min mjerena je apsorbancija na 750 nm. Određivanje 

koncentracije proteina u uzorcima: Iz dobivenih vrijednosti apsorbancija standardnih 
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otopina nacrtan je interpolirani pravac u koordinatnom sustavu, pri čemu su na apscisu 

unesene vrijednosti masene koncentracije otopine, a na ordinatu vrijednosti apsorbancije. 

Zatim je prema prosječnoj vrijednosti izmjerenih apsorbancija uzoraka iz koordinatnog 

sustava očitana koncentracija proteina. Budući da su uzorci bili razrijeđeni 20 puta, 

dobivena vrijednost masene koncentracije je množena 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 grafički za 

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

UZORCI UKUPNIH MEMBRANSKIH PROTEINA MALOGA MOZGA 

Broj 
uzorka 

Srednja vrijednost 
apsorbancije μg/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 
uzorka 

Srednja vrijednost 
apsorbancije μg/mL U UZORKU mg/mL U UZORKU 

1 0.126 1188.42 1.1884 

2 0.113 1051.58 1.0516 
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4.7.5. Analiza proteina Western blotting metodom 

Položaj IR-α, ObR, Np te APP utvrđen 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 stanične 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-β te ER-α) te ukupni membranski proteini 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.7.5.1. Prikaz reprezentativnog rezultata biljega lipidnih splavi i nesplavi Western 

blottingom. Biljezi lipidnih splavi – Flot i CTB (GM1) uočeni su u najvećoj mjeri u frakcijama 3 i 4, 

a biljeg nesplavi – Tfr, odnosno ostatka stanične membrane uočen je u frakcijama 10 i 11. 

Protokol Western blotting metode je sljedeći: 

Iz supernatanta dobivenog nakon prvog ultracentrifugiranja pripremljeni su uzorci za 

analizu citosolnih proteina maloga mozga i hipokampusa visokospecifičnim primarnim 

protutijelima koja se vežu za GR, IR-β i ER-α. Uzorci su pripremljeni uzimanjem volumena 

koji sadrži 15 µg proteina te miješanjem s 5 µl pufera za uzorke (Novex NuPage LDS 
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sample buffer 4x; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prethodno pomiješanog 

s redicurajućim agensom (NuPage sample reducing buffer; Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, SAD) u omjeru pufer za uzorke: reducirajući agens = 2:1. Pripremljena je 

smjesa inkubirana 5 min na 95°C na termogrijaču (Eppendorf Thermomixer Compact; 

Eppendorf, Hamburg, Njemačka).  

Uzorci ukupnih membranskih proteina pripremljeni su iz taloga nakon prvog 

ultracentrifugiranja te su analizirani visokospecifičnim primarnim protutijelima koja se vežu 

za IR-α, ObR, Np i  APP. Uzorci su pripremljeni uzimanjem volumena koji sadrži 15 µg 

proteina te su pomiješani s 5 µl pufera za uzorke (Novex NuPage LDS sample buffer 4x; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prethodno pomiješanog s redicurajućim 

agensom u omjeru pufer za uzorke:reducirajući agens = 2:1. Pripremljena je smjesa 

inkubirana 5 min na 95°C na termogrijaču. 

Smještaj odabranih membranskih proteina, unutar ili izvan lipidnih splavi, analiziran je u 

uzorcima lipidnih splavi i uzorcima ne-splavi visokospecifičnim primarnim protutijelima  

koja se vežu za IR-α ObR, Np i APP. Po 15 μL frakcije je pomiješano s 5 μL pufera za 

uzorke prethodno pomiješanog s reducirajućim agensom. 

Elektroforetsko razdvajanje proteina 

Svaki je uzorak nanesen u jažicu poliakrilamidnog gela za elektroforezu: 4-12% BisTris 

gelovi izrađeni su za analizu citosolnih proteina, dok su za analizu ukupnih membranskih 

proteina te proteina lipidnih splavi i nesplavi izrađeni gelovi korištenjem TGX Stain-Free 

FastCast seta (BioRad, Hercules, CA, SAD). U prvu je jažicu 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 završetku elektroforeze u slučaju analize citosolnih proteina, gel s elektroforetski 

razdvojenim proteinima priljubljen je na PVDF (engl. Polyvinyl difluoride) membranu 

veličina pora 0.45 µm, a proteini su preneseni na membranu pomoću 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 omogućeno detekcijom aminokiseline triptofana 

koja je prisutna u većine 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 slučaju analize citosolnih proteina na standardnim 

poliakrilamidnim gelovima s tim što 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 računalnom 

programu Image Lab. 

 

Imunodetekcija 

Nakon prijenosa na membranu uslijedila je imunodetekcija. Nespecifične reakcije 

blokirane su otopinom 5% nemasnog mlijeka u prahu u PBS puferu s Tween 

deterdžentom (PBST) ili 3% BSA u PBST puferu u slučaju APP protutijela. Nakon koraka 

blokiranja, membrana je inkubirana u otopini primarnog protutijela (GR, ER-α, IR-β, IR-α, 
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APP te Np) preko noći na tresilici pri temperaturi od +4°C u razrjeđenjima prikazanima u 

tablici 4.7.1.1. Nakon ispiranja membrane, 4 puta tijekom 10 minuta u PBST puferu 

uslijedila je inkubacija s odgovarajućim sekundarnim protutijelom (tablica 4.7.1.2) 

konjugiranim s HRP tijekom 1h na sobnoj temperaturi. Vizualizacija je provedena 

korištenjem seta kemikalija za kemiluminiscentnu detekciju (Super Signal West Femto 

Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD) prema uputama 

proizvođača, a vidljivi je signal vizualiziran korištenjem Biorad Chemidoc XRS+ sustava 

(Biorad, Hercules, CA, SAD). Dobivene su slike pohranjene u digitalnom obliku za kasniju 

analizu. Učinkovitost prijenosa proteina provjerena je bojanjem gela Coomassie bojom 

(Coomassie Brilliant Blue G-250, Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD). Gel je inkubiran 

preko noći.  

 

Kvantitativna analiza citosolnih proteina 

 

Kako bi se kvantitativno analizirao izražaj citosolnih proteina (GR, IR-β te ER-α) korišten 

je Fiji računalni program u kojemu je denzitometrijom analizirana pojedinačna proteinska 

vrpca. Analiza je izvedena na sljedeći način (slika 4.7.5.3): 

 

1. U računalni 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, pomoću kojega na slici obilježio 

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

 

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

/Gels/Select first lane; 

 

4. Iz uspostavljene površine za analizu dobiven je grafički prikaz izražaja proteinskih vrpci 

naredbom Alatna trana izbornika/Analyze/Gels/Plot lanes; 
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5. Iz grafičkog su prikaza pojedinim proteinskim vrpcama pridružene vrijednosti 

odgovarajućih površina pod kruvuljom povlačenjem vertikalnih granica između proteinske 

vrpce svakog uzorka naredbom Alatna traka izbornika/Straight; 

 

6. Uspostavljene su pojedinačne površine svake proteinske vrpce naredbom Alatna traka 

izbornika/Wand; 

 

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

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

 

8. Rezultati su ispisani u novom prozoru te su korišteni za izračun izražaja svakog od 

analiziranih proteina u svim skupinama životinja. 

 
Na isti je način analiziran protein korišten kao unutarnja kontrola – gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza (GAPDH) ili β-tubulin te je detektirani signal normaliziran računanjenm 

omjera signala istraživanog proteina i proteina unutarnje kontrole. 
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Slika 4.7.5.3. Primjer kvantitativne analize Western blottinga citosolnih proteina u računalnom 

programu Fiji. U alatnoj se traci odabiru naredbe (A) kojima se obilježi područje za analizu (B), 

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

 

 
Kvantitativna analiza ukupnih membranskih te proteina lipidnih spavi i nesplavi 
 
 

Kako bi se kvantitativno analizirao izražaj IR-α, ObR, Np te APP u ukupnim membranskim 

proteinima te odredio njihov smještaj u lipidnim splavima ili izvan njih korišten je javno 

dostupan ImageLab 6.0 računalni program kompatibilan s Chemidoc sustavom za 

vizualizaciju. Za kvantitativnu su se analizu koristile slike ukupnih proteina te pojedinačnih 

signala istraživanih proteina. Analiza je izvedena na sljedeći način (slika 4.7.5.4 i 4.7.5.5): 
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1. U računalni program ImageLab unesena je slika ukupnih proteina te pojedinačno 

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 kućice RGB te u prozoru ostaju dvije slike – ona ukupnih proteina te proteinskih 

vrpci pojedinačno analiziranog proteina. 

 

Slika 4.7.5.4. Prikaz sučelja ImageLab 6.0 računalnog programa te izgleda pripremljenih slika za 

obradu. Na lijevoj je strani primjer pojedinačno 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 ručno označuju širine i visine jažica koje će se analizirati naredbama 

Automatic odnosno Manual; 

4. Nakon označavanja jažica, analiziraju se signali proteinskih vrpci odabirom naredbe 

Bands. Automatska detekcija proteinskih vrpci vrši se naredbom Detect, a ručna detekcija 
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vrši se korištenjem alata Add kojim se pojedinačno ručno označava 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). 

Slika 4.7.5.5. Primjer označavanja područja za analizu  (gore lijevo) i ukupnih signala za obradu 

(gore desno) te dobivenih podataka za konačni izračun (dolje) u računalnom programu ImageLab 

6.0.  

 

6. Iz dobivene se tablice koriste vrijednosti intenziteta signala. Vrijednost intenziteta 

pojedinačno analizirane proteinske vrpce podijeli se s intenzitetom ukupnih proteinskih 

vrpci, a dobivena se vrijednost dalje koristi za statističku obradu.  
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4.8. Korištene otopine 

U izradi disertacije korištene su kupljene ili otopine pripremljene u laboratoriju. Popis 

korištenih otopina naveden je u tablici 4.8.1.  

Tablica 4.8.1. Popis i sastav korištenih otopina i pufera 

Naziv otopine Kratica  Kemijski sastav 

10%-tna, 20%-tna i 
30%-tna otopina 
saharoze u PBS 
puferu 

fiksacijske 
otopine 
saharoze 

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 
mM KH2PO4, pH 7,4; 0. 292 M saharoze za 
10%-tnu otopinu, 0.584 M za 20%-tnu otopinu 
0.876 M za 30%-tnu otopinu 

4% paraformaldehid 4% PFA 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 
mM KH2PO4, pH 7,4, 4% paraformaldehid 

Elektroforetski pufer 
Running 
pufer 

25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% natrij dodecil 
sulfat 

Fofsfatni pufer s 
dodatkom deterdženta 
Tween-a 

PBST 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 
mM KH2PO4, 0,1% Tween-20 

Fosfatni pufer PBS 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 
mM KH2PO4, pH 7,4 

Homogenizacijski 
pufer za izolaciju 
proteina 

Raft-pufer 
50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM 
CaCl2, 1 mM PMSF, 5 mM NaF, 1mM NaVO4, 
1% otopina proteaznih inhibitora 

Otopina za inhibiciju 
endogenih 
peroksidaza  

H2O2 1%-tna otopina H2O2 u dH2O 

Otopina za 
krioprotekciju rezova 

de Olmos 
otopina 

100 mM fosfatni pufer (pH 7,2), 30% w/v 
saharoza, 1% w/v PVP-40, 30% v/v etilen glikol 

Otopina za 
određivanje 
koncentracije proteina 
prema Bradfordu 

Bradfordov 
reagens 

1%-tna otopina Coomasie Brilliant plave boje, 
5% (v/v) metanol, 8,5% (v/v) H3PO4 

Otopina za protokol 
određivanja 
koncentracije proteina 
prema Lowryju 

Lowryjev 
reagens 

0,005% CuSO4, 0,02% K,Na-tartarat 2% 
Na2CO3 u 0,1 M NaOH 

Pufer za prenošenje 
proteina s gela na 
membranu 

Transfer 
pufer 

25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% (v/v) metanol 

Reagens za 
određivanje proteina 
metodom prema 
Lowryju 

Folin-
Ciocalteu 
reagens 

C6H6O 
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4.9. Statističke analize 

Za statističke analize korišten je računalni program Statistica 12 (TIBCO, Palo Alto, CA 

SAD). Normalnost distribucije podataka testirala se Shapiro-Wilk testom. U slučaju 

normalne raspodjele rezultata u populaciji, za testiranje značajnosti razlike između dva 

uzorka koristio se t-test. Odabir vrste t-testa ovisio je o veličini i o tome jesu li uzorci zavisni 

ili nezavisni. U slučaju kada raspodjela rezultata nije bila normalna zaključivanje o 

razlikama među distribucijama dvaju nezavisnih neprekidnih slučajnih varijabli temeljilo 

se na osnovi Mann-Whitney-Wilcoxonova testa. U slučaju više od dva uzorka, a ovisno o 

prirodi rezultata, koristile su se parametrijska ili neparametrijska analiza varijance 

(ANOVA). Kao neparametrijska analiza za više nezavisnih uzoraka koristio se Kruskal-

Wallisov test, a u slučaju više zavisnih uzoraka koristio se Friedmanov test. U svim 

analizama p-vrijednost je određena s p<0.05 ili p<0.001. Za svaku statističku analizu 

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

Spektrometrijom masa određena je koncentracija kortikosterona, progesterona i 

testosterona u 5 seruma iz svake skupine životinja na početku studije te na dan 

žrtvovanja. Usporedbe između dviju različitih skupina u istom vremenskom intervalu 

mjerenja statistički su analizirane Mann Whitneyevim testom, a za usporedbu uzoraka iz 

iste životinje na početku i kraju studije korišten je Wilcoxonov test.  

5.1.1 Određivanje koncentracije kortikosterona 

Koncentracija kortikosterona u serumu najvše se mijenja pod utjecajem kroničnog stresa 

u mladih mužjaka i starijih ženki (slika 5.1.1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.1.1.1. Grafički prikaz vrijednosti kortikosterona u serumu izmjerenih spektrometrijom masa 

u svih skupina štakora na početku te na kraju studije (tijekom žrtvovanja). Stupići u jednoj boji 

prikazuju mjerenje na početku studije dok stupići s uzorkom predstavljaju mjerenje na kraju studije 

tijekom žrtvovanja. Zaobljenim su crtama označene statistički značajne razlike; p<0.05. Za 

statističku je analizu usporedbi između dvaju različitih skupina u istoj točki mjerenja korišten Mann 

Whitneyev test, a za usporedbu uzoraka seruma iz iste životinje na početku i kraju studije korišten 

je Wilcoxonov test za parove ovisnih uzoraka; MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S 

= skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = 

skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K= kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina 

starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih 

ženki izloženih stresu. 
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Rezultati pokazuju dramatično povećanje kortikosterona na kraju studije u skupini starijih 

ženki pod utjecajem kroničnog stresa u usporedbi s odgovarajućom kontrolnom skupinom 

(p = 0.036) te također u usporedbi početnog i krajnjeg mjerenja (p = 0.009). Mladi mužjaci 

također pokazuju povećane koncentracije kortikosterona prema kraju studije u usporedbi 

s početnim mjerenjem (p = 0.008). U mladih ženki i starijih mužjaka ne dolazi do promjene 

koncentracije kortikosterona pod utjecajem kroničnog stresa.  

 

5.1.2. Određivanje koncentracije progesterona 

Koncentracija progesterona u serumu povećala se u starijih ženki nakon izlaganja 

kroničnom stresu (p = 0.018) (slika 5.1.2.1).  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.1.2.1. Grafički prikaz vrijednosti koncentracija progesterona u serumu izmjerenih 

spektrometrijom masa u svih skupina štakora na početku te na kraju studije (tijekom žrtvovanja). 

Stupići u jednoj boji prikazuju mjerenje na početku studije dok stupići s uzorkom predstavljaju 

mjerenje na kraju studije tijekom žrtvovanja. Zaobljenim su crtama označene statistički značajne 

razlike; p<0.05. Za statističku je analizu usporedbi između dviju različitih skupina u istoj točki 

mjerenja korišten Mann Whitneyev test, a za usporedbu uzoraka seruma iz iste životinje na 

početku i kraju studije korišten je Wilcoxonov test za parove ovisnih uzoraka; MM-K = kontrolna 

skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna 

skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K= kontrolna skupina 

starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina 

starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. 
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Koncentracije progesterona u serumu u mladih se ženki smanjuju pod utjecajem stresa (p 

= 0.03), no ne toliko dramatično kao u starijih ženki. Koncentracije progesterona su niske 

tijekom početnog mjerenja u mužjaka, a ne mijenjaju se pod utjecajem kroničnog stresa. 

 

5.1.3. Određivanje koncentracije testosterona 

U serumu ženskih skupina uočene su niske koncentracije testosterona koje se tijekom 

studije ne mijenjaju. U kontrolnim skupinama mladih mužjaka izmjerena je najviša bazalna 

koncentracija testosterona koja opada prema kraju studije, a najveća je promjena uočena 

u skupini starijih mužjaka izloženih kroničnom stresu koji pokazuju povećanje testosterona 

u usporedbi s odgovarajućom kontrolnom skupinom (p = 0.012) (slika 5.1.3.1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.1.3.1. Grafički prikaz koncentracija testosterona u serumu izmjerenih spektrometrijom 

masa svih skupina štakora na početku te na kraju studije (tijekom žrtvovanja). Stupići u jednoj boji 

prikazuju mjerenje na početku studije dok stupići s uzorkom predstavljaju mjerenje na kraju studije 

tijekom žrtvovanja. Zaobljenim su crtama označene statistički značajne razlike; p<0.05. Za 

usporedbu uzoraka seruma iz iste životinje na početku i kraju studije korišten je Wilcoxonov test 

za parove ovisnih uzoraka; MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki 

izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu. 
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5.2 Promjene tjelesne mase tijekom studije 

5.2.1. Promjena tjelesne mase u mladih životinja pod utjecajem kroničnog stresa 

Mlade skupine životinja pokazuju statistički značajno blago povećanje tjelesne mase na 

dan žrtvovanja (u slučaju mužjaka – slika 5.2.1.1) te na kraju studije (u slučaju ženki – 

slika 5.2.1.2) u usporedbi s početnim vrijednostima. Dobivene su razlike utvrđene Mann 

Whitneyevim testom (p = 0.005 u slučaju mužjaka, p = 0.015 u slučaju ženki). S obzirom 

da se radi o mladim životinjama utvrđeno blago povećanje tjelesne mase moguće je 

objasniti normalnim rastom životinja koje bi se utvrdilo neovisno o utjecaju kroničnog 

stresa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.2.1.1. Grafički prikaz promjena tjelesne mase mladih mužjaka tijekom studije. Stupići u 

jednoj boji prikazuju kontrolnu skupinu dok stupići s točkicama prikazuju skupinu kroničnog stresa. 

Za statističku je usporedbu korišten Mann Whitneyev test; p<0.05. Zvjezdicom su označeni 

statistički značajni rezultati. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu.  

Osim razlike između početka i kraja studije utvrđeno je i statistički značajno smanjenje 

tjelesne mase Mann Whitneyevim testom u obje skupine izložene stresu u usporedbi s 

odgovarajućim kontrolnim skupinama po završetku 3. ciklusa kroničnog stresa  (u slučaju 

mužjaka, p = 0.001) te na dan žrtvovanja (u slučaju ženki, p = 0.002).  

 

* 
* 
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Slika 5.2.1.1. Grafički prikaz promjena tjelesne mase mladih ženki tijekom studije. Stupići u jednoj 

boji prikazuju kontrolne skupine dok stupići s točkicama prikazuju skupinu kroničnog stresa. Za 

statističku je usporedbu korišten Mann Whitneyev test; p<0.05. Zvjezdicom su označeni statistički 

značajni rezultati. MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MM-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu.  

 

5.2.2. Promjena tjelesne mase u starijih životinja pod utjecajem kroničnog stresa 

Za razliku od mladih skupina štakora, starije životinje pokazuju spolno specifične 

promjene tjelesne mase pod utjecajem stresa. U usporedbi početne točke pokusa te kraja 

pokusa (u slučaju mužjaka – slika 5.2.2.1) ili dana žrtvovanja životinja (u slučaju ženki – 

slika 5.2.2.2) mužjaci pokazuju smanjenje tjelesne mase dok u ženki nije primijećena 

promjena tjelesne mase. 
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Slika 5.2.2.1. Grafički prikaz promjena tjelesne mase starijih mužjaka tijekom studije. Stupići u 

jednoj boji prikazuju kontrolne skupine dok stupići s točkicama prikazuju skupine kroničnog stresa. 

Usporedbom prikazanih podataka nije uspostavljena statistička značajnost. SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.2.2.2. Grafički prikaz promjena tjelesne mase starijih ženki tijekom studije. Stupići u jednoj 

boji prikazuju kontrolne skupine dok stupići s točkicama prikazuju skupine kroničnog stresa. 

Usporedbom prikazanih podataka nije uspostavljena statistička značajnost. SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu.  
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5.3.1 Usporedba tolerancije opterećenja glukozom pod utjecajem stresa u mladih 

životinja 

Test tolerancije na glukozu proveden je tri puta samo u skupinama životinja pod utjecajem 

kroničnog stresa – prije početka prvog ciklusa kroničnog stresa te nakon drugog i trećeg 

ciklusa stresa. U mladih je životinja uočena relativno normalna bazalna tolerancija na 

glukozu, no u usporedbi s preostala dva mjerenja, tolerancija se prema kraju studije 

poboljšala (slika 5.3.1.1 i 5.3.1.2). Za statističku analizu korištene su izračunate ukupne 

površine pod dobivenom grafičkom krivuljom, a izračun statističkih značajnosti dobiven je 

Wilcoxonovim testom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.3.1.1. Grafički prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini mladih mužjaka 

izloženih kroničnom stresu. Statistički značajni rezultati određeni su Wilcoxonovim testom 

(p<0.05) i prikazani su u tablici ispod grafičkog prikaza. 
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Slika 5.3.1.2. Grafički prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini mladih ženki izloženih 

kroničnom stresu. Statistički značajni rezultati određeni su Wilcoxonovim testom (p<0.05) i 

prikazani su u tablici ispod grafičkog prikaza. 

 

5.3.2 Usporedba tolerancije opterećenja glukozom pod utjecajem stresa u starijih 

životinja 

U starijim se skupinama životinja izloženima kroničnom stresu tolerancija glukoze također 

poboljšava prema kraju studije no drukčijim obrascem nego u mladih životinja (slika 

5.3.2.1 i 5.3.2.2). U starijih skupina životinja, glukoza postiže najveće vrijednosti u 15. 

minuti mjerenja te naglo opada pri kraju testa.  
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Slika 5.3.2.1. Grafički prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini starijih mužjaka 

izloženih kroničnom stresu. Statistički značajni rezultati određeni su Wilcoxonovim testom 

(p<0.05) i prikazani su u tablici ispod grafičkog prikaza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.3.2.2. Grafički prikaz rezultata testa tolerancije na glukozu u skupini starijih ženki izloženih 

kroničnom stresu. Statistički značajni rezultati određeni su Wilcoxonovim testom (p<0.05) i 

prikazani su u tablici ispod grafičkog prikaza. 
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5.3.3 Tolerancija na inzulin u mladih životinja pod utjecajem kroničnog stresa 

Test tolerancije na inzulin proveden je dva puta – na početku i kraju studije, samo u 

skupinama kroničnog stresa. U mladih mužjaka i ženki krivulja nakon opterećenja 

inzulinom pokazuje nepravilan trend na kraju studije (slika 5.3.3.1.1 i 5.3.3.2). U mladih 

su mužjaka bazalne vrijednosti glukoze smanjene pod utjecajem kroničnog stresa u 

usporedbi s početnim mjerenjem. U zadnjoj točki mjerenja (180. minuta) vrijednosti 

glukoze u krvi veće su nego na početku testa. U mladih ženki trend je sličan mladim 

mužjacima s nešto većim koncentracijama glukoze pri kraju testa. U mladih skupina nije 

postignuta statistička značajnost utvrđenih promjena. Primjenom Wilcoxonova testa nisu 

dobiveni statistički značajni rezultati opisanih rezultata. 

  

 

 

 

 

 

 

Slika 5.3.3.1. Grafički prikaz testa tolerancije na inzulin u mladih mužjaka na početku i na kraju 

studije. Krivulje punih linija pokazuju trend prije početka ciklusa kroničnog stresa, a istočkane linije 

pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon završetka studije. Nije utvrđena statistički značajna 

promjena usporedbe površine pod dobivenom krivuljom. MM-S = skupina mladih mužjaka 

izloženih stresu. 
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Slika 5.3.3.2. Grafički prikaz testa tolerancije na inzulin u mladih ženki na početku i na kraju 

studije. Krivulje punih linija pokazuju trend prije početka ciklusa kroničnog stresa, a istočkane linije 

pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon završetka studije. Nije utvrđena statistički značajna 

promjena usporedbe površine pod dobivenom krivuljom. MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu. 

 

5.3.4. Tolerancija na inzulin u starijih životinja pod utjecajem kroničnog stresa  

Opterećenje inzulinom u starijih se životinja također poboljšava pod utjecajem kroničnog 

stresa (slika 5.3.4.1 i 5.3.4.2). Poboljšanje pokazuje statističku značajnost usporedbom 

ukupnih površina pod krivuljom na početku i kraju studije u mužjaka i ženki (p = 0.018 u 

obje skupine). Izračun statističkih značajnosti dobiven je Wilxoconovim testom. 
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5.3.4.1. Grafički prikaz testa tolerancije na inzulin u starijim mužjacima na početku i na kraju 

studije. Krivulje punih linija pokazuju trend prije početka ciklusa kroničnog stresa, a istočkane linije 

pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon završetka studije. Utvrđena je statistički značajna 

promjena usporedbe površine pod dobivenom krivuljom Wilcoxonovim testom, a zvjezdicom je 

označena statistički značajna promjena; p<0.05. SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.4.2. Grafički prikaz testa tolerancije na inzulin u starijim ženkama na početku i na kraju studije. 

Krivulje punih linija pokazuju trend prije početka ciklusa kroničnog stresa, a istočkane linije 

pokazuju trend tolerancije na inzulin nakon završetka studije. Utvrđena je statistički značajna 

promjena usporedbe površine pod dobivenom krivuljom Wilcoxonovim testom, a zvjezdicom je 

označena statistički značajna promjena; p<0.05. SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. 
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5.4 Test za praćenje promjene pamćenja – pasivno izbjegavanje 

U svim je skupinama životinja odmah po završetku trećeg ciklusa kroničnog stresa 

utvrđena promjena pamćenja bihevioralnim testom pasivnog izbjegavanja. Rezultati testa 

izraženi su u obliku postotaka i grafički prikazani na slici 5.4.1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Slika 5.4.1. Grafički prikaz rezultata testa pasivnog izbjegavanja u svim skupinama životinja 

izvedenog na kraju studije (mužjaci – gornja slika, ženke – donja slika). Prikazani su rezultati 

trećeg dana testiranja u obliku postotka ulazaka životinja u tamnu sobicu uređaja. MM-K = 

kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu.  

60%
70%

0%

20%

40%

60%

80%

100%

MM-K MM-S SM-K SM-S

Test pasivnog izbjegavanja u skupinama 
mužjaka

60%

90%

0%

20%

40%

60%

80%

100%

MŽ-K MŽ-S SŽ-K SŽ-S

Test pasivnog izbjegavanja u skupinama 
ženki



REZULTATI 

 

91 
 

Skupine mladih životinja ne pokazuju promjene pamćenja pod utjecajem kroničnog stresa 

te niti jedna životinja iz mladih skupina ne ponavlja ulazak u tamnu sobicu tijekom trećeg 

dana testa. U starih se mužjaka već u kontrolnoj skupini pojavljuje poremećaj pamćenja 

koji se može pripisati normalnom kongitivnom propadanju koje se odvija tijekom starenja, 

a u skupini koja je bila izložena kroničnom stresu taj je učinak povećan no bez postizanja 

statističke značajnosti. U starijoj se kontrolnoj skupini ženki može uočiti identičan trend 

kao i u starijih mužjaka no u skupini koja je bila izložena stresu uočava se još snažniji 

poremećaj pamćenja. Statistička značajnost između pojedinih skupina izloženih stresu te 

odgovarajućih kontrolnih skupina nije utvrđena. 

 

5.5. Imunohistokemijska analiza izražaja proteina 

 

5.5.1. Izražaj α-podjedinice inzulinskog receptora i leptinskog receptora u 

hipokampusu i malom mozgu 

Inzulinski receptor (IR) je primarno izražen u CA1 i DG području hipokampusa mužjaka i 

ženki štakora neovisno o dobi i utjecaju kroničnog stresa. U mladim je životinjama izražaj 

IR manji nego u starijih životinja (slika 5.5.1.1 i 5.5.1.3). Najveći izražaj IR uočen je u 

starijim štakorima koji nisu izloženi kroničnom stresu što je vidljivo u svim regijama 

hipokampusa (slika 5.5.1.2 i 5.5.1.3), a moglo bi se protumačiti kako su oni najosjetljiviji 

na varijaciju glukoze u krvi. 
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Slika 5.5.1.1. Izražaj α-podjedinice inzulinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu mladih 

mužjaka i ženki štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki 

izloženih stresu, K = kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = 

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

U starijih štakora koji su izloženi kroničnom stresu uočen je trend znatnog smanjenja 

izražaja, što bi odgovaralo smanjenju osjetljivosti na promjene koncentracije glukoze u 

krvi, ali se nije utvrdila statistička značajnost rezultata. Dobiveni rezultati pokazuju da 

neovisno o spolu i dobi u cjelokupnom hipokampusu nema značajne promjene izražaja IR 

kao posljedice kroničnog stresa (slika 5.5.1.3). 
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Jednako kao i u hipokampusu, u granularnom sloju malog mozga najveći izražaj IR 

opažen je u skupini starijih mužjaka koji nisu bili izloženi kroničnom stresu. U granularnom 

sloju malog mozga izražaj IR je neovisan o spolu, dobi i izloženosti kroničnom stresu (slika 

5.5.1.3). Zbog nedovoljnog broja bioloških replikata, dobivene razlike u području malog 

mozga nisu statistički analizirane.   

Slika 5.5.1.2. Izražaj α-podjedinice inzulinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu starijih 

mužjaka i ženki štakora. SM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, SM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, SŽ-S = skupina mladih ženki 

izloženih stresu, K = kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = 

granularni sloj malog mozga, IR-α =  α-podjedinica inzulinskog receptora. 
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Slika 5.5.1.3. Grafički prikaz kvantitativne analize izražaja α-podjedinice inzulinskog receptora u 

hipokampusu mladih i starih mužjaka i ženki štakora pod utjecajem kroničnog stresa. MM-K = 

kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka; SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu; SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki; SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. IR-α = α-podjedinica 

inzulinskog receptora. 

Za razliku od IR, leptinski je receptor (ObR) podjednako izražen u sve tri CA regije 

hipokampusa dok su manje količine ObR-a prisutne u dentatnom girusu. Dobiveni rezultati 

pokazuju da neovisno o spolu i dobi niti u jednoj regiji hipokampusa (slike 5.5.1.4 i 5.5.1.5) 

nema značajne promjene izražaja ObR-a kao posljedice kroničnog stresa (slika 5.5.1.6). 
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Slika 5.5.1.4. Izražaj leptinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu mladih mužjaka i ženki 

štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K 

= kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog 

mozga, ObR = leptinski receptor. 

 

Za razliku od izražaja IR, najveća količina ObR-a prisutna je u granularnom sloju malog 

mozga mladih mužjaka (slika 5.5.1.4) koji su bili izloženi kroničnom stresu. U granularnom 

sloju malog mozga izražaj ObR-a je neovisan o spolu, dobi i izloženosti kroničnom stresu. 

Nastale razlike nisu statistički značajne (slika 5.5.1.7).   
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Slika 5.5.1.5. Izražaj leptinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu starijih mužjaka i ženki 

štakora. SM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, SM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, SŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, SŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K = 

kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog 

mozga, ObR = leptinski receptor. 
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Slika 5.5.1.6. Grafički prikaz kvantitativne analize izražaja leptinskog receptora u hipokampusu 

mladih i starih mužjaka i ženki štakora pod utjecajem kroničnog stresa. MM-K = kontrolna skupina 

mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina 

mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih 

mužjaka; SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu; SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki; 

SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. ObR = leptinski receptor.  
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Slika 5.5.1.7. Kvantitativna analiza izražaja leptinskog receptora u granularnom sloju malog 

mozga mladih i starih mužjaka i ženki štakora pod utjecajem kroničnog stresa. MM-K = kontrolna 

skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna 

skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina 

starijih mužjaka; SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu; SŽ-K = kontrolna skupina 

starijih ženki; SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. ObR = leptinski receptor.  

 

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

 

Izražaj Tau proteina različit je u sve četiri regije hipokampusa. U CA1 regiji nema promjena 

ovisno o dobi, spolu i utjecaju kroničnog stresa. U CA2 regiji dolazi do povećanja izražaja 

Tau samo u skupini mladih mužjaka (p = 0.014) i ženki (p = 0.005) (slika 5.5.2.1) izloženih 

kroničnom stresu. 
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 Slika 5.5.2.1. Izražaj Tau proteina u hipokampusu i malom mozgu mladih mužjaka i ženki štakora. 

MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-

K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K = kontrolno 

bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga. 

U starijih štakora oba spola nisu uočene značajne promjene Tau proteina u uvjetima 

stresa (slika 5.5.2.2). U CA3 regiji razlike su spolno specifične. U mužjaka dolazi do 

povećanja izražaja (p = 0.014 mladi mužjaci i p = 0.008 stari mužjaci), a u ženki stres je 

izazvao smanjeni izražaj Tau u mladih (p = 0.038) i starijih ženki (p = 0.019).  

U DG regiji kronični je stres također izazvao spolno specifičan učinak na izražaj Tau. U 

mladih mužjaka izražaj Tau se povećao (p = 0. 003), a u ženki smanjio (p = 0.033) (slika 

5.5.2.3).  
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Slika 5.5.2.2. Izražaj Tau proteina u hipokampusu i malom mozgu starijih mužjaka i ženki štakora. 

SM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, SM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, SŽ-

K = kontrolna skupina mladih ženki, SŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K = kontrolno 

bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga. 
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Slika 5.5.2.3. Kvantitativna analiza izražaja Tau proteina u hipokampusu mladih i starih mužjaka 

i ženki štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka 

izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka; SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih 

stresu; SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki; SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. 

Statistički značajne razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom (p ≤ 0.05 *;  p ≤ 0.01 **). 

U granularnom sloju malog mozga izražaj Tau neovisan je o spolu, dobi i utjecaju 

kroničnog stresa (Slika 5.5.2.4). 
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Slika 5.5.2.4. Kvantitativna analiza izražaja Tau proteina u granularnom sloju malog mozga 

mužjaka i ženki štakora pod utjecajem kroničnog stresa. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka; 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu; SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki; SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu.  

AMPA receptor detektiran je korištenjem GluR2 protutijela. Utjecaj kroničnog stresa na 

izražaj AMPA receptora u hipokampusu ovisan je o dobi. U mladih ženki i mužjaka nije 

utvrđena razlika u izražaju (slika 5.5.2.5), dok se u starijih ženki (slika 5.5.2.6) izražaj 

AMPA receptora smanjio u odgovoru na stres (p (CA1) = 0.045; p (CA2) = 0.005 i p (DG) 

= 0.008)). U  mužjaka se također smanjuje izražaj AMPA receptora nakon izlaganja stresu 

(p (CA1) = 0.028; p (CA2) = 0.036 i p (DG) = 0.028). Promjena je vidljiva u svim regijama 

osim u CA3 u kojoj promjena nije uočena čak ni u starijih štakora (slika 5.5.2.6). 
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Slika 5.5.2.5. Izražaj AMPA receptora u hipokampusu i malom mozgu mladih mužjaka i ženki 

štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K 

= kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog 

mozga. 
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Slika 5.5.2.6. Izražaj AMPA receptora u hipokampusu i malom mozgu starijih mužjaka i ženki 

štakora. SM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, SM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, SŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, SŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K = 

kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog 

mozga. 
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Slika 5.5.2.7. Kvantitativna analiza izražaja AMPA receptora u hipokampusu mladih i starjiih 

mužjaka i ženki štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki 

izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu. Statistički značajne razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom (p ≤ 0.05 *; p ≤ 0.01 **). 

U granularnom sloju malog mozga kronični stres nije uzrokovao promjenu izražaja AMPA 

receptora u obje dobne skupine i oba spola (slika 5.5.2.8). 
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Slika 5.5.2.8. Kvantitativna analiza izražaja AMPA receptora u granularnom sloju malog mozga 

mužjaka i ženki štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki 

izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu.  

 

5.5.3. Izražaj neuroplastina u hipokampusu i malom mozgu 

Kronični stres utjecao je na izražaj neuroplastina u hipokampusu na dobno i spolno 

specifičan način. U mladih mužjaka (slika 5.5.3.1) povećao se izražaj Np u CA2 (p = 

0.045), CA3 (p = 0.005) i DG (p = 0.008) regijama, dok se u starijih mužjaka (slika 5.5.3.2) 

izražaj Np smanjio u CA1 (p = 0.008) i CA2 (p = 0.022) regijama u uvjetima stresa. Izražaj 

neuroplastina u ženki obje dobne skupine manje je promijenjen, te do smanjenog izražaja 

dolazi samo u starijih ženki u CA3 regiji kao posljedica stresa (p = 0.020) (slika 5.5.3.3). 

Statistički značajne razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom. 
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Slika 5.5.3.1. Izražaj neuroplastina u hipokampusu i malom mozgu mladih mužjaka i ženki 

štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K 

= kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog 

mozga. 
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Slika 5.5.3.2. Izražaj neuroplastina u hipokampusu i malom mozgu starijih mužjaka i ženki 

štakora. SM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, SM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, SŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, SŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K = 

kontrolno bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog 

mozga. 

Najveći izražaj Np u  granularnom sloju malog mozga utvrđen je u skupini starijih mužjaka 

koji nisu bili izloženi kroničnom stresu. Također je uočeno kako kronični stres nije utjecao 

na izražaj 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 izražaja neuroplastina u hipokampusu mladih i starih mužjaka 

i ženki štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka 

izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih 

stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. 

Statistički značajne razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom (p ≤ 0.05 *;  p ≤ 0.01 **), Np = 

neuroplastin. 
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Slika 5.5.3.4. Kvantitativna analiza izražaja neuroplastina u granularnom sloju malog mozga 

mužjaka i ženki štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki 

izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu, Np = neuroplastin.  

 

5.5.4. Izražaj gangliozida GM1 u hipokampusu i malom mozgu 

Kronični stres je u hipokampusu izazvao povećanje izražaja gangliozida GM1 u CA1 (p = 

0.022) regiji mladih ženki i u DG regiji mladih mužjaka (p = 0.005) u usporedbi s 

odgovarajućim kontrolnim skupinama (slika 5.5.4.1). U starijih ženki izražaj GM1 se 

povećao u DG regiji dok se u ostalim dijelovima hipokampusa smanjio u odgovoru na 

kronični stres no bez utvrđivanja statističke značajnosti.  
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Slika 5.5.4.1. Izražaj GM1 u hipokampusu i malom mozgu mladih mužjaka i ženki štakora. MM-K 

= kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K = kontrolno 

bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga.  

U starijih mužjaka povećanje izražaja GM1 pod utjecajem kroničnog stresa uočeno je u 

CA1 i CA2 regijama dok se u CA3 i DG regijama izražaj GM1 smanjio pod utjecajem 

stresa, također bez postizanja statistički značajnih rezultata (5.5.4.2). Statistički značajni 

rezultati utvrđeni su Mann Whitneyevim testom (slika 5.5.4.3).   
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Slika 5.5.4.2. Izražaj GM1 u hipokampusu i malom mozgu starijih mužjaka i ženki štakora. SM-K 

= kontrolna skupina mladih mužjaka, SM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, SŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, K = kontrolno 

bojanje, oznaka veličine = 50 µm, DG = dentatni girus, GS = granularni sloj malog mozga. 

 

U malom mozgu izražaj gangliozida GM1 povećao se nakon izlaganja stresu u skupini 

mladih ženki (p = 0.014), a u starijih se životinja neovisno o spolu izražaj GM1 smanjio u 

uvjetima stresa. Mladi mužjaci nisu pokazali promjene izražaja GM1 s obzirom na 

izlaganje kroničnom stresu.  
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Slika 5.5.4.3. Kvantitativna analiza izražaja GM1 u hipokampusu mladih i starih mužjaka i ženki 

štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stesu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-

K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = 

kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. Statistički značajne 

razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom (p ≤ 0.05 *; p ≤ 0.01 **). 
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Slika 5.5.4.4. Kvantitativna analiza izražaja gangliozida GM1 u granularnom sloju malog mozga 

mužjaka i ženki štakora. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih 

mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki 

izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu. Statistički značajne razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom (p ≤ 0.05 *; p ≤ 0.01 **). 
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Tablicom 5.5.4.1. sažeto su prikazani značajni rezultati dobiveni svim 

imunohistokemijskim analizama. 

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

mozgu svih skupina životinja izloženih kroničnom stresu. 

Kratice: MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu, IR-α = α-podjedinica inzulinskog receptora, ObR = leptinski receptor, Tau = Tau protein, 

AMPA-R = AMPA receptor, Np65 = neuroplastin, DG = dentatni girus, ↑↑ - statistički značajno 

povećanje parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu, ↓↓ - statistički značajno 

smanjenje parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu, ↑ - trend povećanja 

parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu bez utvrđene statističke značajnosti, ↓ - 

trend smanjenja parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu bez utvrđene statističke 

značajnosti. Statističke su značajnosti utvrđene Mann Whitneyevim testom; p<0.05.  

 

5.5.5. Kolokalizacija APP/GD1a u CA1 području 

Analizom APP-a u CA1 području utvrđen je najveći izražaj proteina u kontrolnoj skupini 

mladih mužjaka sa smanjenjem pod utjecajem kroničnog stresa. U svim ostalim 

skupinama izražaj APP-a se povećao pod utjecajem stresa, posebice u skupini starijih 

ženki (Slika 5.5.5.1. i 5.5.5.4). Sve su spomenute promjene statistički značajne (p = 

0.012). Također je uočeno smanjenje APP-a u starijih mužjaka u usporedbi s mladim 

mužjacima pod utjecajem stresa. U starijih je mužjaka uočena i manja vrjednost izražaja 

APP-a u usporedbi sa starijim ženkama (p = 0.012).   
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Slika 5.5.5.1. Izražaj APP-a u CA1 području svih skupina životinja. Statistički značajne razlike 

utvrđene su Mann Whitneyevim testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012. MM-K 

= kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida.  

Za razliku od APP-a, izražaj GD1a povećao se u svih skupina životinja pod utjecajem 

kroničnog stresa, no najdramatičnije povećanje uočeno je u mladih mužjaka (slika 

5.5.5.2). Kolokalizacija APP-a i GD1a vrlo je niska u mužjaka, posebice tijekom starenja. 

U ženskim skupinama životinja uočena je veća kolokalizacija APP/GD1a koja se još više 

ističe u odgovoru na kronični stres (slika 5.5.5.3). 

 

 

 

 

 

 

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

MM-K MM-S SM-K SM-S MŽ-K MŽ-S SŽ-K SŽ-S

In
te

g
ri
ra

n
a
 v

ri
je

d
n
o
s
t 

g
u
s
to

ć
e

APP - CA1



REZULTATI 

 

117 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.5.5.2. Izražaj gangliozida GD1a u CA1 području svih skupina životinja. Statistički značajne 

razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012. 

MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-

K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = 

kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = 

kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu. 
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5.5.5.3. Kolokalizacija APP/GD1a u CA1 području svih skupina životinja. Statistički značajne 

razlike utvrđene su Mann Whitney testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012. MM-

K= kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida.   

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.5.5.4. Prikaz dobivenih imunohistokemijskih rezultata dvostrukim bojanjem APP/GD1a u 

CA1 području u svim skupinama životinja. Uočena je kolokalizacija (žute strelice) gotovo isključivo 

u ženskim skupinama. Crveno obojenje = APP, zeleno obojenje = gangliozid GD1a, APP = preteča 

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

U svim je skupinama izražaj APP-a povećan u dentatnom girusu pod utjecajem kroničnog 

stresa, osim u mladih ženki gdje je nakon kroničnog stresa uočen blagi pad izražaja. 

Najdramatičnije povećanje izražaja APP-a u odgovoru na kronični stres uočeno je u 

mladih mužjaka (p = 0.012) zatim starijih ženki (p = 0.012) te starijih mužjaka (p = 0.012) 

u usporedbi s odgovarajućim kontrolnim skupinama (slika 5.5.6.1). Najveća promjena 

izražaja gangliozida GD1a u dentatnom girusu uočena je u skupini starijih mužjaka nakon 

izlaganja stresu u usporedbi s odgovarajućom kontrolnom skupinom (p = 0.021) te u 

skupini starijih ženki (slika 5.5.6.2). Najveće promjene uočene su usporedbom mladih 

mužjaka te starijih mužjaka u uvjetima kroničnog stresa gdje stariji mužjaci pokazuju veći 

izražaj GD1a (p = 0.012). Kolokalizacija APP-a i GD1a najveća je u starijih mužjaka (p = 

0.021) i ženki (p = 0.036) pod utjecajem kroničnog stresa  (slike 5.5.6.3 i 5.5.6.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.5.6.1. Izražaj APP-a u dentatnom girusu svih skupina životinja. Statistički značajne razlike 

utvrđene su Mann Whitneyevim testom, a p-vrijednost u svim usporedbama iznosi 0.012. MM-K 

= kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida, DG 

= dentatni girus.  
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Slika 5.5.6.2. Izražaj gangliozida GD1a u dentatnom girusu svih skupina životinja. Statistički 

značajne razlike utvrđene su Mann Whitneyevim testom. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, DG = dentatni girus. 
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Slika 5.5.6.3. Kolokalizacija APP/GD1a u dentatnom girusu svih skupina životinja. Statistički 

značajne razlike utvrđene su Mann Whitney testom; p<0.05. MM-K = kontrolna skupina mladih  

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.5.6.4. Prikaz dobivenih imunohistokemijskih rezultata dvostrukim bojanjem APP/GD1a u 

dentatnom girusu svih skupina životinja. Uočena je kolokalizacija (žute strelice) gotovo isključivo 

u starijim skupinama životinja pod utjecajem kroničnog stresa. Crveno obojenje = APP, zeleno 

obojenje = GD1a, APP = preteča amiloida. 
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Tablicom 5.5.6.1 sažeto su prikazani značajni rezultati imunofluorescencijske analize 

APP/GD1a u hipokampusu. 

Tablica 5.5.6.1. Sažeta tablica analize izražaja APP/GD1a u CA1 i DG području hipokampusa. 

 

 

 

 

Kratice: MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu, APP = preteča amiloida, DG = dentatni girus, ↑↑ - statistički značajno povećanje parametra 

s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu, ↓↓ - statistički značajno smanjenje parametra s 

obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu. Statističke su značajnosti utvrđene Mann 

Whitneyevim testom; p<0.05.  

 

5.6. Analiza izražaja odabranih proteina Western blottingom 

 

5.6.1. Izražaj glukokortikoidnog receptora u hipokampusu i malom mozgu 

Izražaj GR analiziran je u citosolnim proteinima hipokampusa i maloga mozga. Analizirane 

su proteinske vrpce po tri uzorka za svaku skupinu životinja u oba tkiva, od svakog je 

uzorka na gel nanešeno 15µg proteina. Detektiran je signal vrpci pri oko 95 kDa. U 

mužjaka je uočen blagi porast izražaja GR u hipokampusu (slika 5.6.1.1) te smanjenje u 

obje vrste tkiva u svim ostalim skupinama u odgovoru na kronični stres (slike 5.6.1.1. i  

5.6.1.2). Statističkim analizama nije postignuta značajnost dobivenih rezultata. 
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Slika 5.6.1.1. Izražaj GR u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina životinja. Rezultati su 

prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije proteinskih vrpci 

GR te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina 

mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih 

ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu, GR = glukokortikoidni receptor. 
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Slika 5.6.1.2. Izražaj GR u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina životinja. Rezultati su 

prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije proteinskih vrpci 

GR te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina 

mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih 

ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu, GR = glukokortikoidni receptor. 

  

5.6.2. Izražaj estrogenskog receptora u hipokampusu i malom mozgu 

Izražaj ER-α analiziran je u citosolnim proteinima hipokampusa i maloga mozga. 

Analizirane su proteinske vrpce po tri uzorka za svaku skupinu životinja u oba tkiva. 

Detektiran je signal vrpci pri oko 66 kDa, a za svaki je uzorak na gel naneseno 15µg 

proteina. Osim u slučaju starijih mužjaka u hipokampusu, u svim je ostalim skupinama u 

oba tkiva izražaj ER-α smanjen pod utjecajem kroničnog stresa. Statistički značajni 

rezultati dobiveni su korištenjem Mann Whitney testa. U kontrolnoj skupini mladih mužjaka 

uočen je niski izražaj ER-α u hipokampusu (slika 5.6.2.1) u usporedbi sa skupinom 

izloženom stresu (p = 0.049). Izražaj ER-α bio je još veći u kontrolnoj skupini starijih ženki 
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u hipokampusu, a dodatno je povećan pod utjecajem kroničnog stresa. Za razliku od 

hipokampusa, u malom mozgu nisu uočene značajne promjene izražaja ER-α (slika 

5.6.2.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.6.2.1. Izražaj ER-α u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina životinja. Rezultati 

su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije proteinskih 

vrpci ER-α te unutarnje kontrole GAPDH. Statistički značajan rezultat dobiven Mann Whitneyevim 

testom označen je vitičastom isprekidanom crtom; p<0.05. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, ER-α = α-podjedicina estrogenskog receptora, GAPDH = 

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza.   
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Slika 5.6.2.2. Izražaj ER-α u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina životinja. Rezultati 

su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije proteinskih 

vrpci ER-α te unutarnje kontrole GAPDH. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = 

skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina 

mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih 

mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki 

izloženih stresu, ER-α = α-podjedicina estrogenskog receptora, GAPDH = gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza.   

 

5.6.3. Izražaj β-podjedinice inzulinskog receptora u malom mozgu i hipokampusu 

Izražaj IR-β analiziran je u citosolnim proteinima hipokampusa i maloga mozga. 

Analizirane su proteinske vrpce na po tri uzorka za svaku skupinu životinja u oba tkiva. 

Detektiran je signal vrpci pri oko 155 kDa, a od svakog je uzorka na gel naneseno 15µg 

proteina. Izražaj receptora se smanio u odgovoru na stres u starijih mužjaka i ženki dok 

se u mladih mužjaka i ženki povećao (slika 5.6.3.1). U malom je mozgu uočen drukčiji 

trend promjene receptora – povećanje je uočeno u mladih mužjaka i starijih ženki, a 

smanjenje u mladih ženki te starijih mužjaka u odgovoru na kronični stres (5.6.3.2).  
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Slika 5.6.3.1. Izražaj IR-β u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina životinja. Rezultati 

su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije proteinskih 

vrpci IR-β te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = 

skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina 

mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih 

mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki 

izloženih stresu, IR-β = β-podjedinica inzulinskog receptora.  
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Slika 5.6.3.2. Izražaj IR-β u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina životinja. Rezultati 

su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije proteinskih 

vrpci IR-β te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = 

skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina 

mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih 

mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki 

izloženih stresu, IR-β = β-podjedinica inzulinskog receptora.  

 

5.6.4. Izražaj leptinskog receptora u malom mozgu i hipokampusu  

Analiziran je izražaj leptinskog receptora visokospeficičnim primarnim protutijelom koje 

detektira dugu (125 kDa) i kratku formu ObR-a (100 kDa). Svaki je uzorak nanesen na gel 

u količini od 15 µg, pokus je ponovljen korištenjem tri biološka replikata iz svake skupine 

životinja. Najveći izražaj duge forme ObR-a u hipokampusu primjećen je u kontrolnoj 

skupini mladih mužjaka, a pod utjecajem stresa izražaj se smanjio. U kontrolnoj skupini 

mladih ženki uočen je niži izražaj duge forme ObR-a nego u mladih mužjaka, a u obje je 

skupine izražaj proteina smanjen nakon izlaganja stresu. Starije životinje pokazuju male 

promjene izražaja duge forme ObR-a pod utjecajem stresa, s ukupno većim izražajem 
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ObR-a u ženki nego u mužjaka (slika 5.6.4.1). Izražaj kratke forme ObR-a u hipokampusu  

slično se mijenjao kao i duga forma ObR-a, osim u skupini mladih ženki gdje je uočen 

suprotan trend povećanja izražaja kratke forme ObR-a pod utjecajem stresa (slika 

5.6.4.2). Statističkim analizama nije postignuta značajnost opisanih rezultata. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.6.4.1. Izražaj duge forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih 

skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. MM-K = 

kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, ObR = leptinski receptor.   

Duga i kratka forma ObR-a u malom mozgu analizirane su na isti način kao i u 

hipokampusu, no pokusi su ponovljeni jednom te iz tog razloga nije bilo moguće statistički 

analizirati rezultate. Izražaj duge forme ObR-a pokazuje vrlo zanimljivi trend povećanja u 

svim skupinama životinja, no izražaj proteina je u starijih životinja dramatično niži nego u 

mladih (slika 5.6.4.3). Izražaj kratke forme ObR-a u malom mozgu smanjen je u starijih 

životinja, a povećan u mlađih u uvjetima stresa (slika 5.6.4.4). 
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Slika 5.6.4.2. Izražaj kratke forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih 

skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. MM-K = 

kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, ObR = leptinski receptor. 
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Slika 5.6.4.3. Izražaj duge forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima malog mozga svih 

skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. MM-K = 

kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, ObR = leptinski receptor. 
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Slika 5.6.4.4. Izražaj kratke forme ObR-a u ukupnim membranskim proteinima malog mozga svih 

skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. MM-K = 

kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, ObR = leptinski receptor. 

 

5.6.5. Izražaj neuroplastina u malom mozgu i hipokampusu 

Izražaj neuroplastina detektiran je u ukupnim membranskim proteinima. Uočene su 

proteinske vrpce očekivane veličine od 65 kDa, a svaki je uzorak nanesen na gel u količini 

od 15 µg. Izražaj Np u hipokampusu (slika 5.6.5.1) bio je najviši u kontrolnoj skupini mladih 

mužjaka, a pod utjecajem stresa uočen je njegov pad (p = 0.049). Statistička značajnost 

postignuta je Mann Whitneyevim testom. U starijih mužjaka izražaj neuroplastina također 

je opadao, dok je u obje dobne skupine ženki rastao pod utjecajem stresa no bez statistički 

značajnih promjena. 
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Slika 5.6.5.1. Izražaj neuroplastina u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih 

skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. Statistički 

značajan rezultat dobiven Mann Whitneyevim testom označen je vitičastom isprekidanom crtom; 

p<0.05. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, 

SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-

K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, Np = 

neuroplastin. 

Izražaj Np u malom mozgu (slika 5.6.5.2) smanjen je u odgovoru na stres u skupini mladih 

mužjaka. U ostalim se skupinama izražaj Np uglavnom nije promijenio pod utjecajem 

kroničnog stresa. 
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Slika 5.6.5.2. Izražaj neuroplastina u ukupnim membranskim proteinima malog mozga svih 

skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. MM-K = 

kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = 

kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna 

skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna 

skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, Np = neuroplastin. 

 
5.6.6. Izražaj preteče amiloida u malom mozgu i hipokampusu 
 
APP je detektiran u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa i malog mozga na 

očekivanoj veličini od oko 100 kDa. Od svakog je uzorka na gel naneseno 15 µg proteina. 

Izražaj APP-a u hipokampusu (slika 5.6.6.1) pokazuje sniženje u svim skupinama 

opterećenima stresom, osim starijih ženki gdje se izražaj povećava (p = 0.049). Za 

statističke analize korišten je Mann Whitneyev test. S obzirom na utjecaj APP-a u AD, 

zanimljivo je smanjenje njegova izražaja u svim skupinama osim skupine starijih ženki. 

Izražaj APP-a u malom mozgu nije se dramatično promijenio u uvjetima stresa, a uočen 

je blagi pad njegova izražaja u mladih ženki (slika 5.6.6.2). 
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Slika 5.6.6.1. Izražaj APP-a u ukupnim membranskim proteinima hipokampusa svih skupina 

životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. Statistički značajan 

rezultat dobiven Mann Whitneyevim testom označen je vitičastom isprekidanom crtom; p<0.05. 

MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-

K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = 

kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = 

kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča 

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

životinja. Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod. MM-K = kontrolna 

skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna 

skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina 

starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina 

starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča 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) veličine 25 kDa u 

citisolnim proteinima hipokampusa i malog mozga. Od svakog je uzorka na gel naneseno 

15 µg proteina. Bazalne vrijednosti izražaja SOCS3 bile su niže u mladih mužjaka i starijih 

ženki te nešto više u starijih mužjaka i mladih ženki. Pod utjecajem stresa, dramatično 

povećanje izražaja SOCS3 u hipokampusu (slika 5.6.7.1) uočeno je u starijih mužjaka, a 

izražaj je također bio povećan i u mladih mužjaka. U ženki je uočen trend smanjenog 

izražaja, posebice u mladih ženki. 
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Slika 5.6.7.1. Izražaj SOCS3 u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina životinja. 

Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije 

proteinskih vrpci SOCS3 te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, SOCS3 = supresor citokinske signalizacije 3. 

 

U malom je mozgu uočaena dobno specifična promjena izražaja SOCS3 u ovisnosti o 

stresu (slika 5.6.7.2). U mladih mužjaka i ženki uočeno je povećanje izražaja, dok je u 

starijih mužjaka i ženki uočeno smanjenje izražaja SOCS3 pod utjecajem stresa.  
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Slika 5.6.7.2. Izražaj SOCS3 u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina životinja. 

Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije 

proteinskih vrpci SOCS3 te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, SOCS3 = supresor citokinske signalizacije 3. 

 
ObR pokreće signalizaciju fosforiliranim signalnim pojačivačem i aktivatorom transkripcije 

3 (STAT3) koji u hipokampusu ima zaštitnu ulogu te utječe na preživljenje neurona. 

Protein pSTAT3 utvrđen je praćenjem fosforiliranog epitopa na položaju Tyr705, a uočene 

su proteinske vrpce veličine 85 kDa. Izražaj pSTAT3 u hipokampusu (slika 5.6.7.3) rastao 

je u starijih mužjaka, a opadao u obje dobne skupine ženki pod utjecajem kroničnog 

stresa. U mladih mužjaka nisu uočene takve promjene izražaja pSTAT-a. Izražaj pSTAT3 

u malom mozgu (slika 5.6.7.4) pokazuje spolno i dobno specifičan trend. U mladih je 

mužjaka uočen trend visokog uzražaja pSTAT3 koji se nije mijenjao pod utjecajem stresa. 

U starih je mužjaka također detektiran visok izražaj pSTAT3 koji se smanjio pod utjecajem 

stresa. Vrlo sličan, ali još dramatičniji trend uočen je i u starijih ženki. U mladih je ženki 

izražaj pSTAT3 bio nizak bez promjena u uvjetima stresa. 
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Slika 5.6.7.3. Izražaj pSTAT3 u citosolnim proteinima hipokampusa svih skupina životinja. 

Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije 

proteinskih vrpci pSTAT3 te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, pSTAT3 = fosforilirani signalni pojačivač i aktivator 

transkripcije 3. 
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Slika 5.6.7.4. Izražaj pSTAT3 u citosolnim proteinima malog mozga svih skupina životinja. 

Rezultati su prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod – prikazan je primjer detekcije 

proteinskih vrpci pSTAT3 te unutarnje kontrole β-tubulina. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, pSTAT3 = fosforilirani signalni pojačivač i aktivator 

transkripcije 3.  
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Sažeti rezultati svih analiza Western blotting metodom prikazani su u tablici 5.6.7.1.  

Tablica 5.6.7.1. Sažeti rezultati analize izražaja proteina u hipokampusu i malom mozgu svih 

skupina životinja izloženih kroničnom stresu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kratice: MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu, GR = glukokortikoidni receptor, ER-α = alfa podjedinica estrogenskog receptora, IR-β = 

beta podjedinica inzulinskog receptora, ObR = leptinski receptor, NP65 = neuroplastin,  APP = 

preteča amiloida, SOCS3 = supresor citokinske signalizacije 3, pSTAT= fosforilirani signalni 

pojačivač i aktivator transkripcije 3, NP - nema promjena, DG = dentatni girus, ↑↑ - statistički 

značajno povećanje parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu, ↓↓ - statistički 

značajno smanjenje parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu, ↑ - trend povećanja 

parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu bez utvrđene statističke značajnosti, ↓ - 

trend smanjenja parametra s obzirom na odgovarajuću kontrolnu skupinu bez utvrđene statističke 

značajnosti. Statističke su značajnosti utvrđene 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 

 

Smještaj IR-α utvrđen je u uzorcima lipidnih splavi i nesplavi u hipokampusu i malom 

mozgu. Za potrebe određivanja smještaja proteina unutar ili izvan lipidnih splavi nije 

korištena određena količina proteina već je od svakog uzorka nanešen isti volumen uzorka 

(15µl). Utvrđene su proteinske vrpce od oko 160 kDa što odgovara očekivanoj veličini 

proteina. Iz svake su pojedinačne izolacije lipidnih splavi dobivena dva uzorka lipidnih 

splavi i dva uzorka nesplavi. Uzorci lipidnih splavi su uvijek združeni u jedan kao i uzorci 

nesplavi. Analizom smještaja IR-α u hipokampusu, nije uočen izražaj proteina u lipidnim 

splavima. Protein je detektiran isključivo u nesplavima hipokampusa (slika 5.7.1.1). Pokus 

je ponovljen na dva seta bioloških replikata svih skupina životinja te iz tog razloga nisu 

utvrđene statističke značajnosti. U malom je mozgu također utvrđen signal IR-α gotovo 

isključivo u nesplavima (5.7.1.2) dok je u splavima uočen vrlo slab signal kojega nije bilo 

moguće prikazati grafički. 
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Slika 5.7.1.1. Izražaj IR-α u nesplavima hipokampusa svih skupina životinja. Rezultati su prikazani 

grafički te reprezentativnom slikom ispod. Pokus je ponovljen korištenjem dva seta bioloških 

replikata svih skupina životinja. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina 

mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih 

ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

stresu, IR-α = α-podjedinica inzulinskog receptora.  
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Slika 5.7.1.2. Izražaj IR-α u nesplavima malog mozga svih skupina životinja. Rezultati su prikazani 

grafički te reprezentativnom slikom ispod. Pokus je ponovljen korištenjem jednog seta uzoraka 

nesplavi svih skupina životinja. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina 

mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih 

ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka 

izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih 

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

 
5.7.2. Leptinski receptor u lipidnim nesplavima hipokampusa i malog mozga 
 
Smještaj duge (125 kDa) i kratke (100 kDa) forme ObR-a utvrđen je u uzorcima lipidnih 

splavi i nesplavi u hipokampusu i malom mozgu. Za potrebe određivanja smještaja 

proteina unutar ili izvan lipidnih splavi nije korištena određena količina proteina već je od 

svakog uzorka nanešen isti volumen uzorka (15µl). U lipidnim splavima hipokampusa nije 

utvrđena 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 uočen isti obrazac 

smještaja obje promatrane forme ObR-a u nesplavima dok u lipidnim splavima nije uočen 

signal (5.7.2.2).  
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Slika 5.7.2.1. Smještaj duge (gornji grafički prikaz) i kratke (donji grafički prikaz) forme ObR-a 

nesplavima hipokampusa svih skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te 

reprezentativnom slikom ispod. Pokus je ponovljen korištenjem jednog seta uzoraka nesplavi svih 

skupina životinja. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka 

izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih 

stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih 

stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, ObR 

= leptinski receptor. 
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Slika 5.7.2.2. Smještaj duge (gornji grafički prikaz) i kratke (donji grafički prikaz) forme ObR-a u 

nesplavima malog mozga svih skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički te 

reprezentativnom slikom ispod grafičkih prikaza. Pokus je ponovljen korištenjem jednog seta 

uzoraka nesplavi svih skupina životinja. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = 

skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina 

mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih 

mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki 

izloženih 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 životinja no u 

manjoj mjeri u mladih mužjaka (slika 5.7.3.1). U nesplavima hipokampusa trend je 

suprotan – najveći je izražaj Np uočen u skupini mladih mužjaka, a nešto manji u ostalih 

skupina životinja (5.7.3.2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 5.7.3.1. Smještaj Np u lipidnim splavima hipokampusa svih skupina životinja. Pokus je 

ponovljen korištenjem dva biološka replikata nesplavi svih skupina životinja. Rezultati su prikazani 

grafički te reprezentativnom slikom ispod grafičkih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, Np = neuroplastin. 

 

I u malom je mozgu uočen izražaj Np u lipidnim splavima i nesplavima. U lipidnim je 

splavima izražaj Np analiziran jednim ponavljanjem pokusa u svim skupinama životinja. 

Uočen je signal u lipidnim splavima no rezultat nije ostvario dobru kvalitetu za izradu 

grafičkog prikaza. U nesplavima malog mozga uočen je jasan signal koji pokazuje veći 

izražaj Np u mužjaka nego ženki (slika 5.7.3.3). 
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Slika 5.7.3.2. Smještaj Np u nesplavima hipokampusa svih skupina životinja. Pokus je ponovljen 

korištenjem dva biološka replikata nesplavi svih skupina životinja. Rezultati su prikazani grafički 

te reprezentativnom slikom ispod grafičkih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, 

MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S 

= skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = 

skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina 

starijih ženki izloženih stresu, Np = neuroplastin. 
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Slika 5.7.3.3. Smještaj Np u nesplavima malog mozga svih skupina životinja (grafički prikaz i slika 

označena s Np nLS). Pokus je ponovljen korištenjem dva biološka replikata nesplavi svih skupina 

životinja. MM-K = kontrolna skupina mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih 

stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, 

SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-

K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, Np = 

neuroplastin. 

 

 
5.7.4. Preteča amiloida u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom 
mozgu 
 
Smještaj APP-a utvrđen je u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom mozgu 

svih skupina životinja. U lipidnim je splavima hipokampusa uočen veći izražaj APP-a u 

muških skupina životinja (slika 5.7.4.1).  
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Slika 5.7.4.1. Smještaj APP-a u lipidnim splavima hipokampusa svih skupina životinja. Pokus je 

ponovljen korištenjem dva biološka replikata lipidnih splavi svih skupina životinja. Rezultati su 

prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod grafičkih prikaza. MM-K = kontrolna skupina 

mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina 

mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih 

mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, 

SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida. 

 
I u nesplavima hipokampusa izražaj APP-a također je bio viši u muškim skupinama 

životinja u usporedbi sa ženkama (slika 5.7.4.2). U malom je mozgu uočen izražaj APP-a 

unutar lipidnih splavi te nesplavi. U lipidnim splavima malog mozga izražaj APP-a bio je 

najviši u skupini starijih mužjaka (slika 5.7.4.3). U nesplavima malog mozga uočen je 

snažan izražaj APP-a u svim skupinama osim mladih ženki gdje je izražaj proteina nešto 

niži (slika 5.7.4.4).  
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Slika 5.7.4.2. Smještaj APP-a u nesplavima hipokampusa svih skupina životinja. Pokus je 

ponovljen korištenjem dva biološka replikata nesplavi svih skupina životinja. Rezultati su prikazani 

grafički te reprezentativnom slikom ispod grafičkih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida 
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Slika 5.7.4.3. Smještaj APP-a u lipidnim splavima malog mozga svih skupina životinja. Pokus je 

ponovljen korištenjem dva biološka replikata lipidnih splavi svih skupina životinja. Rezultati su 

prikazani grafički te reprezentativnom slikom ispod grafičkih prikaza. MM-K = kontrolna skupina 

mladih mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina 

mladih ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih 

mužjaka, SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, 

SŽ-S = skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida. 
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Slika 5.7.4.4. Smještaj APP-a u nesplavima malog mozga svih skupina životinja. Pokus je 

ponovljen korištenjem dva biološka replikata nesplavi svih skupina životinja. Rezultati su prikazani 

grafički te reprezentativnom slikom ispod grafičkih prikaza. MM-K = kontrolna skupina mladih 

mužjaka, MM-S = skupina mladih mužjaka izloženih stresu, MŽ-K = kontrolna skupina mladih 

ženki, MŽ-S = skupina mladih ženki izloženih stresu, SM-K = kontrolna skupina starijih mužjaka, 

SM-S = skupina starijih mužjaka izloženih stresu, SŽ-K = kontrolna skupina starijih ženki, SŽ-S = 

skupina starijih ženki izloženih stresu, APP = preteča amiloida. 

 

Sažeti prikaz smještaja odabranih proteina u lipidnim splavima ili izvan njih određenoga 

Western blotting metodom objedinjen je u tablici 5.7.4.1. 

Tablica 5.7.4.1. Sažeti prikaz smještaja odabranih proteina unutar ili izvan lipidnih splavi 

hipokampusa i malog mozga svih skupina životinja. Simbolom X označena je prisutnost proteina 

u frakcijama uređenog (lipidne splavi) ili neuređenog dijela stanične membrane (nesplavi). 

Kratice: IR = inzulinski receptor, ObR = leptinski receptor, Np = neuroplastin, APP = preteča 

amiloida.
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U opisanoj je disertaciji istraživan spolno specifični utjecaj kroničnog stresa i starenja na 

razvoj neurodegeneracije. Moderan način života izložen je izazovima usklađivanja razvoja 

karijere, brige za obitelj, pravilne prehrane, tjelesne aktivnosti te izvršavanja drugih 

društvenih obaveza, a karakterizira ga posvemašnji nedostatak vremena i ometanje 

(osobito radi razvoja mobilne telefonije), što bi mogao biti izvor kroničnog stresa s 

mogućim posljedicama na ljudsko zdravlje (189). Tijekom kroničnog stresa narušava se 

tjelesna homeostaza i otpuštaju se glukokortikoidi, mineralokortikoidi te nastaje 

poremećaj metabolizma glukoze i hormonske ravnoteže (1, 22). Poremećaj metabolizma 

glukoze i dijabetes već su povezani s AD (125, 127). Stres je također povezan i s 

neurodegenerativnim bolestima – u ratnih je veterana utvrđena degeneracija nalik onoj u 

AD (83, 86), no detaljni molekularni mehanizmi kojima se takva degeneracija odvija i dalje 

su nepoznati.  

Problem istraživanja kroničnog stresa leži u brojnim, neusklađenim animalnim modelima 

kroničnog stresa (190-192). Naš je tim u Laboratoriju za neurobiologiju Medicinskog 

fakulteta u Osijeku tijekom 7 godina razvio jedinstveni protokol kroničnog stresa. Razvijeni 

model koristi fizičke i psihološke stresore. Protokol je potvrđen objavom 4 znanstvena 

članka (152, 178-180), a ovom je doktorskom disertacijom još jednom ukazano na 

promjene steroidnih hormona koje odgovaraju stresnom odgovoru.  

Ranijim su istraživanjima utvrđene promjene uzrokovane kroničnim stresom u perifernom 

živčanom sustavu – nadbubrežnoj žlijezdi. Uočen je utjecaj estrogena i testosterona na 

regulaciju HPA osi u štakorskom modelu menopauze i kroničnog stresa. U istom je 

istraživanju uočeno i povećanje ObR-a u nadbubrežnoj žlijezdi (178) te je u sljedećem 

istraživanju na mladim životinjama analizirana promjena ObR-a i IR-a u mozgu štakorskog 

modela menopauze i kroničnog stresa. Promjene su upućivale na inzulinsku rezistenciju 

u područjima rane neurodegeneracije te povećani izražaj ObR-a u područjima mozga 

odgovornima za regulaciju hranjenja (152). Ta su istraživanja upućivala na nastavak 

studije te proučavanje 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 štakora. 
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Sprague Dawley štakori izlagani su trima desetodnevnim ciklusima stresa, a kontrolne su 

skupine izlagane lažnom stresu i uobičajenoj manipulaciji. Na taj su način stresni učinak 

same okoline i osnovne neštetne radnje nad štakorima bili isti u kontrolnim i istraživanim 

skupinama, a u istraživanim je skupinama bilježen stresni odgovor iznad praga izazvanog 

takvim neštetnim radnjama. Kako je cilj studije bio utvrditi samo trajne promjene izazvane 

kroničnim stresom, sve su životinje eutanazirane dva tjedna nakon završetka zadnjeg 

ciklusa stresa.  

Analizirani su receptori signalnih putova inzulina i leptina kao glavnih predstavnika 

regulacije staničnog metabolizma. Osim toga, u literaturi je zapažena uloga neuroplastina 

u kognitivnim procesima te regulaciji HPA osi (161, 193) pa je i taj protein analiziran na 

isti način kao i ObR te IR kako bi se razjasnila njegova uloga u neurodegeneraciji 

posredovanoj kroničnim 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 važan je sastav lipidnih splavi membrane u kojima dolazi do 

signalne interakcije receptora i liganda. Sastav lipidnog okoliša 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 smještaj u staničnoj membrani središnjeg 

živčanog sustava nepoznat. Np se u mozgu nalazi u lipidnim splavima bogatima GM1 

gangliozidom (161). APP je djelomično smješten u lipidnim splavima, a djelomično izvan 

njih (194, 195). Smatra se da je dio procesiranja APP-a u lipidnim splavima odgovoran za 

amiloidni put u AD. Za smještaj većine opisanih proteina postoje i oprečni rezultati, 

vjerojatno radi različitih metoda izolacije lipidnih splavi. Mnoge metode koriste pretjerano 

agresivan deterdžent Triton-X100 koji umjetno redistribuira proteine lipidnih splavi (167). 

U opisanoj je studiji korišten znatno blaži deterdžent Brij 020 uz prilagodbu metode. 

 

6.1 Steroidni hormoni 

Analizom koncentracije kortikosterona uočava se snažna aktivacija HPA osi u mladih 

mužjaka i starijih ženki. Adolescencija je osjetljivo razdoblje za mužjake, a kompenzacijski 

mehanizmi iznimno su aktivni u mladih ženki te djelomično mogu objasniti otpornost na 
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kronični stres. Poznato je da mužjaci lošije podnose stres od ženki, no samo do razdoblja 

menopauze kada se u ženki javljaju razne posljedice izlaganja stresu (196). Upravo je 

takav trend uočen analizom kortikosterona svih skupina životinja. U mladih je štakora, 

adolescentne dobi, u ranijim studijama primijećen produženo otpuštanje kortikosterona iz 

nadbubrežne žlijezde (197). Porast glukokortikoida u starijih životinja, posebice ženki 

može se povezati s neurodegenerativnim procesima. U razdoblju rane menopauze 

remete se neuroprotektivni mehanizmi zbog smanjenja koncentracija spolnih hormona 

(104), a glukokortikoidi također utječu na povećanje izražaja APP-a (198) što može 

potaknuti aktivaciju amiloidnog puta i uzrokovati nakupljanje senilnih plakova tijekom 

početnog djelovanja glukokortikoida u stresnom odgovoru kada su njihove koncentracije 

visoke.   

U mladih životinja izloženih stresu javljaju se snažni mehanizmi neuroprotekcije dok u 

starijih životinja pod utjecajem stresa takva kompenzacija više nije moguća. U starijih se 

ženki uočava dramatično povećanje progesterona što bi moglo značiti kako se 

neuroprotekcija tijekom starenja odvija i putem progesterona. Već je pokazan 

neuroprotektivni učinak progesterona, no također je uočeno i kako koncentracija 

progesterona u krvi starenjem opada (199, 200). Testosteron se također povezuje s 

neuroprotekcijom (201). Ranije je već utvrđeno kako kronični stres smanjuje koncentraciju 

testosterona te kako takvo smanjenje povećava oksidativni stres u mozgu što može 

potaknuti neurodegeneraciju (202). U ovoj je studiji smanjenje koncentracije testosterona 

očekivano nisko u ženki i ne mijenja se pod utjecajem kroničnog stresa. Uočeno je 

povećanje koncentracije testosterona u mladih mužjaka pod utjecajem kroničnog stresa. 

Pokazane vrijednosti steroidnih hormona ključne su u potvrdi modela kroničnog stresa, ali 

ne predstavljaju glavni rezultat disertacije. S obzirom da su rezultati analize dobiveni na 

serumima prikupljenima prije i nakon izlaganja stresu (tijekom žrtvovanja), bilo bi dobro 

iste rezultate odrediti i nakon svakog od tri stresna ciklusa. Metoda određivanja 

koncentracije estrogena spektrometrijom masa nije bila standardizirana za serume 

štakora pa koncentracije estrogena iz seruma nisu utvrđene, a taj bi podatak mogao 

nadopuniti informacije o neuroprotekciji pod utjecajem kroničnog stresa. 
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6.2. Kronični stres utječe na blage promjene tjelesne mase 

Tjelesne mase životinja opterećenih kroničnim stresom blago su se povećale na kraju 

studije u svim skupinama, osim u skupini starijih mužjaka koji pokazuju blagi pad tjelesne 

mase. U usporedbi s kontrolnim skupinama, sve skupine životinja izložene kroničnom 

stresu na kraju studije imaju manju tjelesnu masu. Blage promjene tjelesne mase 

usmjeravaju prema zaključku kako u animalnim modelima kronični stres ne utječe 

dramatično na hranjenje te promjenu mase i kako životinje do rane menopauze i 

andropauze ne mijenjaju tjelesnu masu u odgovoru na stres. Dosadašnja istraživanja 

uglavnom govore o velikom gubitku ili povećanju tjelesne mase pod utjecajem kroničnog 

stresa (203, 204), no u ovoj studiji takav se učinak ne uočava što upućuje na zaključak 

kako su životinje do srednje dobi iznimno otporne na stres. Neka istraživanja pokazuju da 

muškarci srednje dobi pod utjecajem kroničnog stresa pokazuju veću anksioznost te 

smanjuju unos hrane i gube na masi, dok se u žena događa suprotno (205, 206). No, 

postoje mnogobrojna istraživanja s oprečnim rezultatima pa je teško doći do općeg 

zaključka o utjecaju kroničnog stresa na tjelesnu masu (207, 208). Moguće je da bi 

produljenje ciklusa stresa snažnije utjecalo na promjenu tjelesne mase te bi bilo zanimljivo 

pratiti taj parametar kroz duže vremensko razdoblje. Također, nije isključeno treba li 

koristiti jači intenzitet stresa kako bi se uočio snažniji učinak na promjenu tjelesne mase.  

 

6.3. Promjena metabolizma glukoze nakon izlaganja kroničnom stresu 

U mladih je životinja uočena normalna tolerancija na glukozu, no u usporedbi s preostala 

dva mjerenja, tolerancija se prema kraju studije čak i poboljšala. Krivulja odgovora glukoze 

također u načelu ukazuje na bolju toleranciju starijih životinja na opterećenje 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), može se zaključiti kako je u mladih i starijih 

životinja još uvijek aktivan kompenzacijski mehanizam koji im omogućuje dobru regulaciju 

opterećenja glukozom te prilagodbu na kronični stres, a još su uvijek aktivni do dobi rane 

menopauze i andropauze. Nedostatak oba testa je nemogućnost njihova izvođenja u 

kontrolnim skupinama jer oba testa izazivaju snažan stres. Umjesto izvođenja oba testa 
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u kontrolnim skupinama, testovi su izvedeni u skupinama izloženima stresu na početku i 

na kraju u slučaju TTI te na početku, nakon završetka drugog i trećeg ciklusa stresa u 

slučaju TTG. Dosadašnja istraživanja promjene metabolizma glukoze korištenjem TTG 

uglavnom su usmjerena na mlade mužjake štakora, a uočene su visoke vrijednosti 

glukoze tijekom TTG nakon izlaganja stresu (209). U drugoj je studiji pokazano kako 

kronični stres u odraslih mužjaka štakora poboljšava toleranciju na glukozu nakon 

izazivanja predijabetičkog stanja hranom bogatom šećerima (210). Za ženke te starije 

životinje ne postoje istraživanja koja uključuju utjecaj kroničnog stresa na metabolizam 

glukoze. Za TTI također nisu pronađeni slični podaci. Iz ove je studije indikativno kako 

stres nije nužno loš za održavanje metaboličke ravnoteže. Također, sam način izvođenja 

TTI i TTG testa, u kojemu se životinje prije testiranja ostavljaju tijekom noći bez hrane, 

primjer je intermitentnog gladovanja koje djeluje povoljno na metabolizam glukoze. Kako 

bi se razdvojili utjecaji ostalih stresora i intermitentnog gladovanja u narednim bi studijama 

trebalo mjerenja glukoze učiniti neinvazivnim putem, tj. pomoću senzora koji se 

implantiraju pod kožu. 

 

6.4. Promjena pamćenja u starijih životinja 

Promjena pamćenja testom pasivnog izbjegavanja uočena je samo u starijih životinja. 

Mlade životinje nisu pokazale promjenu pamćenja, a razlike promjene pamćenja pod 

utjecajem stresa između mladih i starijih životinja vrlo su očigledne. U starijih se životinja 

u kontrolnim skupinama pojavljuje poremećaj pamćenja koji se može pripisati normalnom 

kongitivnom propadanju koje se odvija tijekom starenja, a u skupini koja je bila izložena 

kroničnom stresu taj je učinak povećan, posebice u starijih ženki. Testom je pokazano da 

stres, a ne samo starenje potencira kognitivno propadanje na dobno i spolno specifičan 

način te dovodi stres u poveznicu s neurodegeneracijom. Takav je rezultat očekivan, 

naime većinu pacijenata s AD čine upravo žene – jedan je od razloga za to i smanjenje 

neuroprotekcije tijekom menopauze (104), a moguće je kako kronični stres djeluje kao 

okidač neurodegeneracije. U translacijskim istraživanjima AD uglavnom se koriste 

životinje muškog spola (211) na kojima je manje uočljiv učinak kroničnog stresa na 

pamćenje. Test pasivnog izbjegavanja vrlo je učinkovit i često se koristi u istraživanjima 
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pamćenja na modelima glodavaca te je usvojen kao stadardni test (212). Ograničenje 

testa čini snažna aktivacija amigdale, hipokampusa i entorinalne kore (213) te 

nemogućnost ponavljanja testa više od jednoga puta tijekom studije pa se radi toga ne 

može pratiti promjena pamćenja od početka do kraja studije. U dvije je studije na odraslim 

mužjacima štakora nepoznate dobi uočeno smanjeno pamćenje nakon izlaganja 

kroničnom stresu (214, 215). U tim je studijama stres izazvan prisilnim plivanjem ili 

kombinacijom prisilnog plivanja i imobilizacije štakora. U istraživanju na oba spola praćen 

je prenatalni stres u gravidnih štakorica, a uočeno je kako njihovi potomci postnatalno (u 

dobi od 4 tjedna) pokazuju poremećaj pamćenja samo u mužjaka (216). Istraživanja 

pamćenja korištenjem testa pasivnog izbjegavanja na animalnim modelima koji uključuju 

odrasle ženke ili oba spola odraslih životinja nisu pronađena pretragom dostupne 

literature.   

     

6.5 Imunohistokemijska analiza izražaja odabranih proteina i gangliozida u 

hipokampusu i malom mozgu 

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

IR je detektiran u CA1 i DG područjima hipokampusa svih skupina životinja neovisno o 

dobi i izloženosti kroničnom stresu. U starijih je mužjaka uočeno dramatično smanjenje 

izražaja IR. Takav je obrazac raspodjele IR uočen u čitavom hipokampusu (slika 5.5.1.2 i 

5.5.1.3), a moglo bi se protumačiti kako su upravo stariji mužjaci najosjetljiviji na promjenu 

glukoze u krvi. U granularnom sloju malog mozga, također je uočen najveći izražaj IR u 

kontrolnoj skupini starijih mužjaka. Zbog nedovoljnog broja bioloških replikata te kvalitete 

protutijela, dobivene razlike u području malog mozga nisu statistički analizirane.  

ObR je detektiran podjednako u sve tri CA regije hipokampusa dok je manji izražaj ObR-

a bio uočen u dentatnom girusu. Dobiveni rezultati pokazuju da neovisno o spolu i dobi 

niti u jednoj regiji hipokampusa nema značajne promjene izražaja ObR-a kao posljedice 

kroničnog stresa. 
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Dobivene je rezultate radi loše kvalitete detekcije signala teško komentirati. U kasnijim su 

pokusima analize proteina Western blottingom korištena kvalitetnija protutijela, čiji su 

signali bili znatno jasniji i lakši za detekciju i kvantifikaciju.  

 

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

mozgu 

U svim je analiziranim regijama hipokampusa uočen različiti izražaj Tau proteina. U CA1 

regiji nisu uočene promjene ovisne o dobi, spolu i utjecaju kroničnog stresa. U CA2 regiji 

izražaj Tau se povećao u uvjetima kroničnog stresa u skupini mladih mužjaka i ženki. 

Starije životinje ne pokazuju takve promjene. U CA3 regiji uočene su razlike spolno 

specifične te je u mužjaka obje dobi uočen povećani izražaj, a u obje dobne skupine ženki 

stres je uzrokovao smanjenje izražaja Tau proteina. Poveznica AD i Tau vrlo je jasna, no 

nije potpuno razjašnjeno što čini glavni okidač njegove pretjerane fosforilacije. U jednom 

je istraživanju pokazano kako glukokortikoidi uzrokuju nakupljanje fibrilarnih snopića 

putem hormona koji otpušta 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 također pokazuju i njegov neuroprotektivni 

učinak (218). U dva transgenična soja mišjeg modela AD uočeno je povećanje nakupljanja 

fibrilarnih snopića te kognitivno propadanje karakteristično za AD nakon izlaganja stresu, 

no ti su učinci poništeni terapijom s CRH prije izlaganja stresu (219). Moguće je kako 

kronični stres aktivira neuroprotekciju ili neurodegeneraciju s obzirom na dob ili spol no 

takve je učinke potrebno detaljno analizirati.  

Analizom AMPA receptora utvrđen je utjecaj kroničnog stresa na njegov izražaj u 

hipokampusu koji je ovisan o dobi. U mladih ženki i mužjaka nije uočena razlika u izražaju 

AMPA receptora u hipokampusu, dok se u starijih ženki i mužjaka njegov izražaj smanjuje 

u CA1, CA2 i DG područjima. AMPA receptori iznimno su važni za procese učenja i 

pamćenja (218), a u štakorskom modelu AD izazivane primjenom toksičnih β-amiloida 

pokazano je da stres intenzivira nakupljanje senilnih plakova u mozgu uz smanjenje 

dugoročne potencijacije koja je povezana s AMPA receptorom (220). I u opisanoj studiji 

takva je poveznica samo hipotetski razmatrana, a u ovoj disertaciji opisani rezultat, iako 
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iznimno značajan, ne predstavlja glavni rezultat te je nužno detaljnije razmotriti njegovu 

ulogu u neurodegeneraciji potaknutoj kroničnim stresom. Također, u literaturi nisu 

pronađeni podaci o spolno i dobno specifičnom utjecaju kroničnog stresa na promjene 

AMPA receptora u mozgu.  

Kronični stres mijenja izražaj neuroplastina u hipokampusu na dobno i spolno specifičan 

način. U mladih mužjaka izražaj Np se povećao u CA2, CA3 i DG područjima 

hipokampusa, dok se u starijih mužjaka izražaj Np smanjio u CA1 i CA2 područjima u 

uvjetima kroničnog stresa. U ženskih skupina uočeno je smanjenje izražaja Np samo u 

CA3 regiji hipokampusa nakon izlaganja stresu. Neuroplastin je snažno povezan uz 

kogniciju i HPA-os (161). Western blotting metodom uočen je snažan učinak stresa na 

izražaj Np u mladim mužjacima no na suprotan način od imunohistokemijskih analiza što 

bi se moglo objasniti korištenjem cjelokupnog tkiva hipokampusa za analizu Western 

blotting metodom. Također, rezultati dobiveni Western blotting metodom u hipokampusu 

ženki pokazuju obrazac uočen imunohistokemijom u CA2 regiji hipokampusa obje skupine 

ženki. To bi moglo značiti da glavnina učinaka neuroplastina u mozgu ženki proizlazi iz 

njegova djelovanja u CA2 regiji hipokampusa.   

U granularnom sloju maloga mozga kronični stres nije utjecao na izražaj Tau i AMPA 

receptora u obje dobne skupine i oba spola. Najveći izražaj Np u granularnom sloju malog 

mozga utvrđen je u skupini starijih mužjaka koji nisu bili izloženi kroničnom stresu. 

Također je uočeno kako kronični stres nije utjecao na izražaj Np u obje dobne skupine i 

oba spola u malom mozgu. 

Analizom rezultata imunohistokemijskih bojanja izvedeni su kratki zaključci: 

1. Ukoliko je izražaj IR-a i Ob-R snižen, snižava se i izražaj AMPA receptora i 

neuroplastina, a to se uglavnom događa u skupini starih muzjaka.  

2. Stres pogađa neuroplastičnost snižavanjem AMPA receptora, ali samo u skupini starijih 

životinja. 

3. Mužjaci su skloniji povećanju Tau proteina u uvjetima stresa 
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4. Samo mlade životinje reagiraju na stres povećanjem izražaja neuroplastina što može 

činiti zaštitni mehanizam od opadanja izražaja AMPA receptora. 

 

6.5.3. Izražaj gangliozida GM1 u hipokampusu i malom mozgu 

U hipokampusu je uočen povećani izražaj GM1 u CA1 regiji mladih ženki i u DG regiji 

mladih mužjaka pod utjecajem kroničnog stresa. U starijih je ženki kronični stres 

uzrokovao povećanje izražaja GM1 u DG regiji dok se u ostalim dijelovima hipokampusa 

izražaj GM1 smanjio. U starijih mužjaka povećanje izražaja GM1 pod utjecajem kroničnog 

stresa uočeno je u CA1 i CA2 regijama dok se u CA3 i DG regijama izražaj smanjio. S 

obzirom na poznatu ulogu GM1 u AD (175), smanjenje uočeno u starijih životinja nudi 

moguću poveznicu između kroničnog stresa tijekom starenja, promjene sastava 

gangliozida u mozgu i neurodegeneracije.  

U malom je mozgu detektiran povećani izražaj GM1 nakon izlaganja stresu u skupini 

mladih ženki, a u starijih je životinja neovisno o spolu, izražaj GM1 smanjen u uvjetima 

stresa. Mladi mužjaci ne pokazuju promjene izražaja GM1, s obzirom na izlaganje 

kroničnom stresu. 

  

6.5.4. Kolokalizacija APP/GD1a u hipokampusu 

U istraživanim regijama hipokampusa, APP i gangliozid GD1a pokazuju drukčiji izražaj. U 

CA1 području hipokampusa, izražaj APP-a se dramatično promijenio pod utjecajem stresa 

– smanjio se u mladih mužjaka i povećao u starijih ženki (tablica 6.5.4.1). Izražaj APP-a 

u dentatnom girusu (tablica 6.5.4.1) hipokampusa mladih mužjaka pokazuje suprotan 

trend od CA1 područja - jedino mlade ženke ne pokazuju promjenu izražaja APP-a. Izražaj 

gangliozida GD1a također doživljava najveće promjene u mladih mužjaka – snažno je 

povećan nakon izlaganja stresu. Izražaj gangliozida GD1a u dentatnom girusu povećao 

se u starijih mužjaka i ženki pod utjecajem stresa dok se u mladih mužjaka smanjio, a u 

mladih ženki nisu uočene promjene. Kolokalizacija APP-a te GD1a gangliozida u CA1 

području hipokampusa uočena je samo u ženskim skupinama životinja, posebice u starijih 
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ženki izloženih kroničnom stresu, a u detatnom girusu gotovo isključivo u starijih mužjaka 

i ženki izloženih stresu.  

Do sada se uglavnom gangliozid GM1povezivao s APP-om i neurodegeneracijom u AD 

(174, 175). U ovom doktorskom radu uočena je jasna poveznica gangliozida GD1a i APP-

a, posebice u ženki u CA1 području hipokampusa te u starijih životinja izloženih stresu u 

dentatnom girusu. Takav je nalaz moguće objasniti spolno i dobno specifičnim 

promjenama sastava lipidnih splavi u kojima je APP djelomično smješten. Gangliozid 

GD1a do sada se nije dovodio u vezu s APP-om no moguće je kako njegov povećan 

izražaj prati povećanje APP-a te pokreće amiloidni put u hipokampusu pod utjecajem 

kroničnog stresa. U studiji provedenoj na Tg miševima koji izražavaju ljudski APP sa 

Swedish i London mutacijama križani su s miševima kojima nedostaje GM2-sintaza. Takvi 

miševi izražavaju gangliozide GM3, GD3, ali ne i GM1, GD1a te GD1b i GT1b. Razultati 

detaljnih analiza su pokazali povećanje nakupljanja senilnih plakova u mozgu (221). To 

istraživanje, osim GM1, uključuje i moguću 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 rođenja smanjuju, a 

povećava se koncentracije GD1a i GT1b. U razdoblju adolescencije najviše je GM1 i 

GD1b gangliozida. Starenjem se u prednjoj kori mozga posebno smanuju GD1a i GM1 za 

razliku od GT1b i GD1b čije je smanjenje puno blaže. GD1a umjereno se smanjuje u 

hipokampusu dok je u ostalim područjima razmjerno stabilan i tijekom starenja. U AD se 

smanjuju GM1, GD1a, GD1b i GT1b u prednjoj i sljepoočnoj kori te općenito dolazi do 

povećanja jednostavnih gangliozida (kao što su GM2 i GM3) u prednjoj i parijetalnoj kori 

(173, 222). Spolne razlike u izražaju pojedinih gangliozida nisu dobro istražene, a svakako 

bi bilo zanimljivo u budućim istraživanjima detaljnije analizirati utjecaj kroničnog stresa na 

gangliozide koji se povezuju s AD te njihovu kolokalizaciju s APP-om i drugim proteinima 

uključenim u poznati mehanizam bolesti. 
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6.6. Analiza izražaja odabranih proteina u hipokampusu i malom mozgu Western 

blottingom 

6.6.1. Glukokortikoidni receptor 

Izražaj GR se povećao u hipokampusu pod utjecajem kroničnog stresa samo u skupinama 

mužjaka i to vrlo blago, dok se u ženki smanjio. U malom mozgu vidljivo je smanjenje GR 

u svim skupinama opterećenima kroničnim stresom. Ukoliko je izražaj receptora nizak, 

smatra se kako su koncentracije hormona u krvotoku visoke te su receptori zauzeti 

vezanim glukokortikoidima, a to je uočeno u mladih mužjaka i starijih ženki. Glukokortikoidi 

su osnovni pokretači aktivnosti HPA osi (1). U dobivenim je rezultatima studije uočena 

aktivacija stresnog odgovora, posebice u skupina ženki u hipokampusu, te u svim 

skupinama životinja u malom mozgu. Analiza je rađena Western blotting metodom, a u 

budućim bi istraživanjima bilo zanimljivo uočiti specifične promjene GR pod utjecajem 

stresa u specifičnim područjima mozga, posebice prednjoj kori mozga, hipokampusu i 

malom mozgu. Postoje oprečna istraživanja o utjecaju glukokortikoida i njihovih receptora 

na učenje i pamćenje te preživljenje neurona. Ranijim je istraživanjima utvrđeno kako 

stres potiče nastanak dugotrajnog pamćenja aktivacijom GR u hipokampusu koje je 

povezano s aktivacijom BDNF/cAMP (CREB) signalnog puta važmog za dugotrajno 

pamćenje (223, 224). No, takva su istraživanja rađena isključivo na mladim mužjacima 

štakora pa se rezultat ne može povezati s ovom disertacijom. U još jednoj studiji uočen je 

negativan učinak glukokortikoida na neurogenezu inhibicijom stanične proliferacije i 

preživljanja (225, 226). U budućim bi istraživanjima svakako bilo potrebno analizirati 

GR imunohistokemijski u područjima od interesa za AD kako bi se analizirala detaljna 

raspodjela aktivacije GR nakon kroničnog stresa u obje dobne i spolne skupine. 

 

6.6.2. Estrogenski receptor 

Najdramatičnije povećanje izražaja ER-α uočeno je u hipokampusu mladih skupina 

životinja izloženih stresu. S obzirom da se izražaj receptora povećao može se pretpostaviti 

kako su koncentracije hormona u krvotoku niske te receptori nisu zauzeti vezanim 

estrogenom. U malom je mozgu uočeno blago povećanje ER-α u svim skupinama 
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životinja. Smanjene koncentracije estrogena smanjuju i neuroprotekciju, posebice u 

hipokampusu (104). Neuroprotekcija estrogenom do sada je jasno utvrđena, a smatra se 

da je spolno specifična i u žena je aktivna do menopauze kada koncentracija estrogena 

opada. Estrogenska zaštita od neurodegeneracije izazvane stresnim odgovorom u mozgu 

do sada nije proučena, no estrogen i ER povezani su sa zaštitom od depresije nakon 

izlaganja stresu u mišjem modelu kroničnog stresa i depresije. RNA sekvenciranjem 

utvrđen je povećani izražaj ER-α u području nucleus acumbens, ali samo u mužjaka, dok 

u ženki nije primjećen isti obrazac promjena (dob životinja spomenutog istraživanja nije 

poznata) (227). U opisanoj je disertaciji analiziran izražaj cjelokupnih tkiva hipokampusa i 

malog mozga, no bilo bi zanimljivo imunohistokemijski analizirati svako područje 

detaljnije, odnosno odrediti kvalitativne promjene ER uzrokovane kroničnim stresom. 

Također je analiziran panel steroidnih hormona, no metodom spektrometrije masa 

standandiziranom za koncentracije hormona u ljudskim serumima, nije se mogla utvrditi 

koncentracija estrogena u štakorskim serumima. Stoga je teško zaključiti o neuroprotekciji 

pod utjecajem stresa bez korištenja dodatnih metoda. 

 

6.6.3 β-podjedinica inzulinskog receptora 

Uzorak promjene pamćenja dobiven testom pasivnog izbjegavanja pratile su i promjene 

izražaja IR-β u uzorcima ukupne stanične membrane hipokampusa svih skupina životinja. 

Upravo je u skupinama smanjenog izražaja IR-β u hipokampusu – starijim mužjacima i 

ženkama uočen i poremećaj pamćenja. Inzulin i inzulinski signalni put važni su u 

procesima pamćenja. Ukoliko je signalizacija inzulinom poremećena ili se javlja 

receptorska rezistencija, tada se očekuje i kongitivno propadanje, odnosno poremećaj 

pamćenja (228, 229). Mali mozak drukčije je opterećen promjenama IR-β – povećanje je 

uočeno u mladih mužjaka i starijih ženki, dok se u starijih mužjaka i mladih ženki izražaj 

IR-β smanjio. Poznato je da degenerativne promjene malog mozga nastaju tek u kasnijim 

stadijima neurodegeneracije (230) pa se može zaključiti kako kronični stres ubrzava 

degeneraciju malog mozga u starijih mužjaka. U miševa s isključenim genom za inzulinski 

receptor u određenim područjima mozga, pojavljuje se snažna aktivacija HPA-osi (231). 

Nakon izazivanja kroničnog stresa u starijim je miševima (24 mjeseca, nepoznatog spola) 
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uočeno kognitivno propadanje povezano sa smanjenjem koncentracija fosforiliranog IR, 

fosforiliranog Akt, fosforilirane GSK i fosforiliranih izvanstaničnih kinaza reguliranih 

signalizacijom (engl. extracellular signal-regulated kinases – ERK). Također je uočeno 

povećanje koncentracije BACE1 u miševa koji su bili izloženi stresu, a povećan je i 

fosforilirani Tau (232). Iako je u posljednih 20-ak godina povećan broj istraživanja koja 

povezuju inzulinsku signalizaciju s neurodegeneracijom pa čak i u manjoj mjeri s 

kroničnim stresom, uglavnom nisu prijavljeni dobno ili spolno specifični mehanizmi kojima 

se taj učinak može objasniti. Osim toga, velik je broj istraživanja koja ne navode spol na 

kojima je istraživanje provedeno. S obzirom na spolnu specifičnost u AD, iznimno je važno 

obuhvatiti oba spola u istraživanjima što se može istaknuti kao vrijednost ove studije gdje 

je utvrđen učinak stresa na neurodegeneraciju u starijih ženki.    

 

6.6.4. Leptinski receptor u staničnoj membrani 

Iz ukupnih membranskih proteina hipokampusa i malog mozga analizirane su dvije forme 

ObR-a – duga i kratka forma. U mladoj skupini mužjaka uočena je snažna aktivacija 

leptinske signalizacije pod utjecajem kroničnog stresa – izražaj duge forme ObR-a se 

smanjio. U malom je mozgu pod utjecajem stresa promjena izražaja duge forme ObR-a 

dramatična – posebice u skupinama mužjaka opterećenih kroničnim stresom gdje je 

uočeno veliko povećanje izražaja receptora. U ženki su bazalne vrijednosti ObR-a bile 

niske, no također je uočeno povećanje pod utjecajem stresa pa se može zaključiti kako 

stres i u ženki povećava osjetljivost na leptin no manje dramatično nego u mužjaka. 

Koncentracije leptina u krvi te osjetljivost na leptin opadaju starenjem (233), a u ovom je 

istraživanju uočeno blago povećanje izražaja ObR-a u skupini starijih mužjaka pod 

utjecajem kroničnog stresa. Leptin pozitivno utječe na neurogenezu i stabilnost sinapsi. U 

mladih životinja nije uočeno kognitivno propadanje, a moguće je da je jedan od 

kompenzacijskih mehanizama upravo i signalizacija leptinom. Duga forma pokreće 

signalizaciju JAK2 te STAT3 signalnim putovima. Smatra se da kratke izoforme ObR-a 

dostavljaju leptin preko krvno-moždane barijere u mozak te sudjeluju u njegovoj 

internalizaciji (140). Kronični stres pogoršava toleranciju na glukozu u mladih mužjaka 

štakora s isključenim genom za leptin i vodi prema dijabetesu pa se inzulinska i leptinska 
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signalizacija dijelom i preklapaju. U istom je istraživanju primijećeno da stres ne utječe na 

promjenu tjelesne mase unatoč izazivanju netolerancije na glukozu (234). Isto kao i u 

slučaju inzulina i u leptinskoj signalizaciji može nastati receptorska rezistencija i 

nefunkcionalnost leptinskog signalnog puta koji je usko povezan s mehanizmima 

neurodegeneracije. Ključni sudionici nizvodnih signalnih puteva leptina su AMPK, PPAR 

te BACE1, a jedan je od ciljeva leptinske signalizacije i kinaza koja fosforilira Tau protein 

– mTOR. U dosadašnjim se istraživanjima utvrdilo kako leptin povećava izražaj ApoE koji 

regulira metabolizam, agregaciju i taloženje β-amiloida te smanjuje aktivnost BACE1 (146, 

235). Kao i u većini istraživanja na animalnim modelima, niti istraživanja leptina i njegova 

signalnog puta ne obuhvaćaju oba spola i različite dobne skupine, a malobrojna su 

istraživanja koja dovode u svezu kronični stres i leptinsku signalizaciju. Osim Western 

blotting analize i imunohistokemijske analize ObR-a, opisane u disertaciji također bi bilo 

važno utvrditi koncentracije leptina u serumu jer bi se na taj način nadopunili podaci do 

sada izvedenih analiza.    

 

6.6.5. Neuroplastin u staničnoj membrani 

Bazalne vrijednosti izražaja Np iz ukupnih membranskih proteina hipokampusa bile su 

najviše u kontrolnoj skupini mladih mužjaka, dok u životinja izloženih stresu izražaj Np-a 

opada. U starijih se mužjaka također uočava pad izražaja Np no taj je pad znatno blaži od 

onoga u mladih mužjaka nakon izlaganja stresu. U mladih i starijih skupina ženki izloženih 

stresu izražaj Np se povećao u hipokampusu u odnosu na njihove odgovarajuće kontrolne 

skupine. Može se reći da bi Np u ženki do rane menopauze mogao biti uključen u 

kompenzacijske mehanizme očuvanja stabilnosti sinapsi odnosno učenja i pamćenja. Np 

je iznimno važan za održanje omjera ekscitacijskih i inhibicijskih sinapsi, a također je 

povezan i s HPA osi – Np-/- miševi pokazuju visoke bazalne vrijednosti kortikosterona, 

posebice u mužjaka (236). Poznato je da je izražaj Np u mozgu veći u mlađih mužjaka 

kao i da su bazalne vrijednosti glukokortikoida u Np-/- mužjaka miševa velike (236, 237) 

pa je moguće da kortikosteron utječe na izražaj Np u mužjaka. Nekolicina istraživanja 

utvrdila je postojanje kraće forme Np (55 kDa) u malom mozgu (193), no u opisanoj je 

studiji uočen jasan izražaj Np duže forme (65 kDa) u malom mozgu svih skupina životinja. 
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Promjena pod utjecajem stresa uočena je u malom mozgu u obliku sniženog izražaja Np 

u skupini mladih mužjaka. U ostalim skupinama životinja nisu uočene dramatične 

promjene izražaja Np u malom mozgu pod utjecajem stresa. Takav bi nalaz mogao 

upućivati na to da Np u mužjaka sudjeluje u stresnom odgovoru i utječe na moždana tkiva 

rane (hipokampus) i kasne (mali mozak) neurodegeneracije. Izražaj i distribucija 

neuroplastina u mozgu nakon izlaganja kroničnom stresu do sada nisu utvrđeni, iako je 

utvrđena poveznica s HPA-osi no samo u bazalnim uvjetima, stoga je opisani nalaz 

iznimno vrijedan jer se radi o složenoj studiji koja obuhvaća oba spola te dvije dobne 

skupine.    

 

6.6.6. Preteča amiloida u staničnoj membrani 

Izražaj APP-a se dramatično snizio u hipokampusu mladih mužjaka izloženih kroničnom 

stresu, nešto blaže sniženje uočeno je u starijih mužjaka, a povećanje je primijećeno u 

starijih ženki. Povećanje APP-a može pokrenuti amiloidni put, a opisani se trend promjena 

može povezati s utjecajem glukokortikoida. Poznato je kako APP gen u svom slijedu 

sadrži DNA element odgovora za glukokortikoide (85) pa je lako povezati aktivaciju HPA 

osi s promjenama izražaja APP-a. No, čini se kako je ta promjena pod utjecajem stresa 

spolno i dobno specifična, a sama dob nije dovoljan okidač promjene. U malom je mozgu 

izražaj APP-a bio blago snižen samo u mladih ženki i povećan u mladih mužjaka pod 

utjecajem kroničnog stresa dok se u svih ostalih skupina nije dramatično mijenjao. Do 

sada se istraživanjima uglavnom pokazao slab utjecaj APP-a na nakupljanje senilnih 

plakova u malom mozgu (238), a u opisanoj je studiji uočen samo blagi pad izražaja u 

mladih ženki nakon izlaganja stresu. Prethodnim je istraživanjima na odraslim  mužjacima 

štakora (nepoznate dobi) uočeno povećanje APP-a u hipokampusu što je suprotan nalaz 

od onoga opisanog u disertaciji (239). Takvo nesuglasje dobivenih rezultata može ovisiti 

o korištenom modelu kroničnog stresa, njegovoj duljini, te činjenici da je u znanstvenim 

člancima često nedovoljno opisana točna dob i spol životinja. 
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6.6.7. Nizvodni signalni putovi inzulina i leptina 

Izražaj SOCS3 u hipokampusu pokazuje spolnu razdiobu – povećanje u mužjaka koje je 

iznimno visoko u starijih mužjaka te smanjenje u ženki. U malom je mozgu uočeno 

povećanje u mladih životinja i smanjenje u starijih životinja izloženih stresu. SOCS3 

sudjeluje u inzulinskom signalnom putu i njegovo se povećanje često povezuje s 

inzulinskom rezistencijom i dijabetesom. Smatra se kako povećani izražaj SOCS3 utječe 

na smanjenu regeneraciju neurona nakon ozlijede (240), a u hipokampusu pacijenata s 

AD također je primijećen povećan izražaj SOCS3 (241). Moguće je kako blokiranje 

SOCS3 signalizacije pod utjecajem kroničnog stresa djeluje kao zaštitni mehanizam 

malog mozga od degeneracije.   

U ovoj je studiji fosforilirani STAT3 epitop u hipokampusu povećan u mužjaka, a snižen je 

u ženki pod utjecajem kroničnog stresa. To govori o aktivaciji kompenzacijskih, zaštitnih 

mehanizama u hipokampusu mužjaka, dok se u ženki kompenzacija nakon izlaganja 

stresu ne može provesti istim putem. U AD dolazi do smanjene signalizacije STAT3, a u 

staničnim kulturama primarnih neurona pokazano je kako se to odvija putem izravnog 

utjecaja toksičnih β-amiloida – ukoliko se u staničnu kulturu dodaju β-amiloidi jasno se 

uočava smanjenje izražaja STAT3 (242). ObR pokreće signalizaciju STAT3 koja u 

hipokampusu ima zaštitnu ulogu te utječe na preživljenje neurona (243). U disertaciji je 

pokazan trend izražaja oba signalna puta – SOCS3 i STAT3 no buduća bi istraživanja 

svakako trebala biti usmjerena ne detaljnije analize njihove aktivacije ili inhibicije pod 

utjecajem kroničnog stresa. 

 

6.7. Promjena membranskog smještaja odabranih proteina 

 

6.7.1. Inzulinski receptor u lipidnim nesplavima hipokampusa i malog mozga 

IR je do sada uglavnom analiziran na perifernim tkivima kao što su mišići i masno tkivo i 

u tim je tkivima utvrđen njegov smještaj unutar lipidnih splavi (164, 244). Do sada nije 

utvrđen smještaj IR u lipidnim splavima ili nesplavima hipokampusa i malog mozga. U 

opisanoj je studiji utvrđen izražaj IR samo u nesplavima hipokampusa i malog mozga. U 
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nesplavima hipokampusa svih skupina životinja ponavlja se obrazac promjene izražaja IR 

nakon izlaganja stresu kao u ukupnim membranskim proteinima (smanjenje u starijih 

životinja) što je dodatna potvrda preciznog određivanja smještaja IR izvan lipidnih splavi. 

U malom mozgu obrazac promjene izražaja IR nakon izlaganja stresu nije toliko sličan 

kao u slučaju usporedbe za hipokampus. Taj je pokus izveden jednom te bi ga trebalo 

ponoviti i utvrditi smještaj IR sa sigurnošću. Slična istraživanja smještaja IR nisu 

zabilježena 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 istraživanja o smještaju ObR-a u drugim tkivima i organima. U svim su 

skupinama životinja u hipokampusu i malom mozgu kratka i duga forma ObR-a utvrđene 

samo u nesplavima. Pokusi su ponovljeni jednom te je nužno dodatno utvrđivanje 

smještaja 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 smješten u lipidnim splavima (161). U istraživanju je Np 

detektiran unutar i izvan lipidnih splavi u hipokampusu i malom mozgu svih skupina 

životinja. U lipidnim splavima hipokampusa uočen je slabiji izražaj Np u mladih mužjaka 

te jači izražaj u ostalih skupina životinja. U nesplavima hipokampusa, izražaj Np veći je u 

mladih mužjaka, a niži u ostalih skupina životinja. U nesplavima malog mozga uočen je 

snažan izražaj Np u svih skupina životinja osim starijih ženki, a u mladih se ženki izražaj 

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 specifičnim lipidnim okolišem bogatim GM1 gangliozidom (245). U nastavku 

istraživanja planirano je detaljnije istražiti smještaj Np u staničnoj membrani neurona te 

utvrditi promjenu kolokalizacije Np/APP nakon izlaganja životinja stresu te odrediti postoji 

li uloga ostalih gangliozida u smještaju Np unutar ili izvan lipidnih splavi.  
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6.7.4. Preteča amiloida u lipidnim splavima i izvan njih u hipokampusu i malom 

mozgu 

Smještaj APP-a utvrđen je u lipidnim splavima i nesplavima hipokampusa i malog mozga 

svih skupina životinja. U lipidnim splavima i nesplavima hipokampusa izražaj APP-a veći 

je u muških skupina živoitnja. U lipidnim splavima malog mozga najveći je izražaj APP-a 

u mladih i starijih mužjaka nakon izlaganja stresu, sličan je obrazac uočen u mladih ženki, 

dok se u starijih ženki uočava suprotan učinak. U nesplavima malog mozga obrazac 

promjena je potpuno suprotan onome uočenom u lipidnim splavima malog mozga. Kao 

što je već spomenuto, APP je usko povezan s glukokrotikoidima pa je moguće kako 

kronični stres mijenja sastav lipidnih splavi u kojima je APP djelomično smješten. 

Imunohistokemijom je pokazano kako upravo GD1a gangliozid pokazuje snažnu 

kolokalizaciju s APP-om u starijih životinja – posebice ženki nakon izlaganja stresu. 

Amiloidni dio procesiranja APP-a odvija se unutar lipidnih splavi aktivnošću BACE1 za 

kojeg se smatra da je smješten gotovo isključivo unutar lipidnih splavi (194). Neamiloidni 

put odvija se izvan lipidnih splavi jer je α-sekretaza smještena u nesplavima (195, 246). 

U istraživanjima smještaja APP-a postoje oprečna istraživanja, vjerojatno jer sam koncept 

pokusa utječe na aktivaciju amiloidnog odnosno neamiloidnig puta te tako i premještanja 

glavnine APP-a unutar odnosno izvan lipidnih splavi. Osim toga, na takve rezultate 

sigurno utječu i mnogobrojne metode izolacije lipidnih splavi koje koriste razne 

deterdžente koji bi mogli uzrokovati umjetnu redistribuciju istraživanih proteina. 
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1) Animalni modeli pokazuju veliku otpornost na stres, posebice u mladih životinja. 

Oba su spola zaštićena od nepovoljnog utjecaja kroničnog stresa sve do razdoblja 

menopauze odnosno andropauze, a utvrđen je snažniji učinak kroničnog stresa na 

na starije ženke. U ovoj je studiji primijenjeni model kroničnog stresa na mladim i 

starijim mužjacima i ženkama također pokazao isti fenomen – otpornost na stres u 

mladih, a u nekim parametrima, čak i u starijih životinja. Metabolizam glukoze 

pokazuje poboljšanje nakon izlaganja kroničnom stresu u svih skupina životinja. 

Najuočljivije su promjene pamćenja koje najviše ovise o dobi i spolu.  

2) Izražaj AMPA receptora smanjen je u starijih ženki i mužjaka u većini područja 

hipokampusa. AMPA receptori iznimno su važni za procese učenja i pamćenja, a 

njihov smanjeni izražaj u hipokampusu u uvjetima stresa povezuje kronični stres s 

kognitivnim propadanjem. 

3) Utvrđen je smještaj inzulinskog receptora u hipokampusu i malom mozgu izvan 

lipidnih splavi što je suprotno dosadašnjoj literaturi s obzirom da se inzulinski 

receptor perifernih organa nalazi upravo unutar lipidnih splavi.    

4) Leptinska je signalizacija smanjena u mladih životinja u hipokampusu, a u malom 

je mozgu povišena u svih skupina životinja no više u mužjaka nego u ženki. Kao i 

u slučaju inzulinskog receptora, leptinski je receptor detektiran gotovo isključivo 

izvan lipidnih splavi. 

5) Stres u skupini mladih mužjaka izaziva sniženje izražaja neuroplastina i preteče 

amiloida na razini cjelokupnog hipokampusa. Povećanje preteče amiloida uočeno 

je u starijim ženkama izloženima stresu, ali ne i u mužjaka dok je povećanje Tau 

proteina u uvjetima stresa uočeno samo u mužjaka. 

6) Lipidna komponenta splavi, gangliozid GD1a povećava se u hipokampusu nakon 

izlaganja stresu, te dolazi do kolokalizacije s pretečom amiloida u starijih životinja. 

Preteča amiloida tada dolazi u okruženje s puno GD1a što nije njegovo prirodno 

okruženje i vjerojatno ima implikacije na mehanizme njegove degradacije. 

7) Kao i većina velikih studija i ova ima nekoliko ograničenja. Neki dobiveni rezultati 

pokazuju velika interindividualna odstupanja. To je moguće objasniti postojanjem 

hijerarhije u štakora koja određuje alfa dominantnu jedinku u svakom kavezu. 

Takve su jedinke vrlo otporne na stres za razliku od onih podređenih, 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 što bi značajno 

doprinijelo razumijevanju uloge signalnih putova inzulina i leptina u 

neurodegeneraciji pokrenutoj kroničnim stresom. 

8) Stres utječe na mozak na spolno i dobno specifičan način te zasigurno nije 

pokretač neurodegeneracije u mladih životinja. U starijih životinja uočene su 

promjene rane neurodegeneracije – promjena pamćenja te signalizacije inzulinom 

dok leptin čak pokazuje zaštitu od neurodegeneracije tijekom kroničnoga stresa. 

Najosjetljivija skupina u kojoj se stres može povezati s ranom neurodegeneracijom 

čine starije ženke, a slučajnim je nalazom ukazano i na važnu ulogu AMPA-

receptora i neuroplastina u odgovoru na kronični stres. U slučaju snižavanja 

izražaja inzulinskog i leptinskog receptora, snižava se i izražaj neuroplastina te 

AMPA receptora, a to je uglavnom uočeno u starijih mužjaka. Moguća je 

međusobna interakcija inzulinskog i leptinskog signalnog puta s putevima koji 

određuju izlazak AMPA receptora i neuroplastina na staničnu membranu te krajni 

ishod neuroplastičnosti.
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Naslov: " Utjecaj kroničnoga stresa i starenja na lipidne splavi moždanih stanica u štakora" 

Student: Marta Balog, mag. biol. 

Godina: 2019. 

 

Glavna je hipoteza ove disertacije pretpostavila kako starenje i stress dovode do promjena 

sastava lipidnih splavi stanica mozga te okidaju neurodegenerativne promjene 

posredovane promjenom smještaja i izražaja proteina u hipokampusu i malom mozgu koji 

se nalaze unutar lipidnih splavi – inzulinskog i leptinskog receptora. Pri izradi disertacije 

uočen je utjecaj stresa na smanjeno pamćenje u slučaju starijih ženki koje također prati i 

smanjeni izražaj inzulinskog i AMPA receptora u hipokampusu starijih životinja. Leptinski 

receptor pokazuje snažnu aktivaciju u starijih životinja u uvjetima stresa i može se smatrati 

zaštitnim mehanizmom od neurodegeneracije tijekom izloženosti kroničnom 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 uočene su u obliku povećanja 

GM1 gangliozida u CA1 i dentatnom girusu hipokampusa u mladim životinjama, te 

povećanju GD1a gangliozida u CA1 području svih skupina životinja u uvjetima stresa. 

Također je uočena snažna kolokalizacija preteče amiloida i GD1a u hipokampusu starijih 

ženki kao posljedica kroničnog stresa.  

U slučaju sniženog izražaja inzulinskog i leptinskog receptora, snižavaju se i izražaji 

neuroplastina i AMPA receptora u starijih mužjaka što povezuje signalne puteve inzulina 

i leptina s putevima važnim za krajni ishod neuroplastičnosti. 

Tijekom izrade ove disertacije razvijen je jedinstveni spolno i dobno specifičan animalni 

model kroničnog stresa koji upućuje na snažnu otpornost mladih životinja na kronični 

stres, a najviše su na stres osjetljive starije ženke. Također je uočena spolno i dobno 

specifična regulacija stresa u mozgu.
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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 CA1 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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Marta Balog, rođena je 07. svibnja 1986. godine u Osijeku. Nakon završene Jezične 

gimnazije u Osijeku studirala je na Odjelu za biologiju u Osijeku – znanstveni smjer 

biologije. Započela je sa znanstvenim radom 2010. godine studentskom razmjenom 

ERASMUS te je 5 mjeseci provela (veljača – srpanj 2010.) na Odjelu za molekularne 

bioznanosti, Sveučilišta u Grazu gdje izrađuje magistarski rad pod vodstvom prof. dr. sc. 

Ellen Zechner naslova ˝Izrada plazmidnog konstrukta u istraživanjima tipa IV A 

sekrecijskog sustava˝. Od listopada 2010. do siječnja 2011. godine odlazi na studentsku 

razmjenu ERASMUS gdje boravi na Odjelu za bakteriologiju i imunologiju, Katoličkog 
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u Laboratoriju za neurobiologiju, Medicinskog Fakulteta Osijek pod vodstvom prof. dr. sc. 

Marije Heffer te radi na znanstvenim projektima: ˝Uloga gangliozida u sazrijevanju i 

plastičnosti mozga˝, te ˝Utjecaj stresa na kardiovaskularnu funkciju ovariektomiziranih 

štakorica˝. Ubrzo objavljuje rezultata studije kroničnog stresa u časopisu Collegium 

Antropologicum (2013). U listopadu 2013. godine zapošljava se na Katedri za medicinsku 

biologiju i genetiku na radnom mjestu asistentice. Suradnica je na HRZZ projektu 

˝Patofiziološke posljedice promjene sastava lipidnih splavi˝. Stalna je članica 

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 istraživanju kroničnog stresa i dijabetesa na Odjelu za farmakologiju Sveučilišta 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 Sveučilištu La Laguna na Tenerifima, Španjolska uz potporu 

ERASMUS KA1 stipendije. Sudjelovala je na više od 20 znanstvenih skupova te 

samostalno objavljuje 2 znanstvena članka, a koautorica je na još 3 znanstvene 

publikacije. Koristi se slijedećim znanstvenim tehnikama: imunohistokemija, izdvajanje 

DNA, genotipizacija, mikroskopija, protočna citometrija, Western blotting, rukovanje, 

testovi ponašanja i kirurški postupci na pokusnim životinjama, rad s bakterijskim 

kulturama te molekularno kloniranje. Od osobnih postignuća istiću se sljedeća: 2016. 

godine dobitnica je nagrade ˝Medal for Special Achievements˝, Sveučilište u Kaliforniji, 
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Irvine, SAD, pomoćnica je urednice i prijevoditeljica knjige D. Purves: Neuroznanost, 5 

izdanje, a knjigu 2016. objavljuje Medicinska naklada. U 2019. godini nagrađena je 

stipendijama Europskog biokemijskog društva (FEBS) te Europskog društva za znanost 

o pokusnim životinjama (FELASA) za sudjelovanje na znanstvenim konferencijama u 

Portugalu i Češkoj.  

 

 

 


