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1.1.Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) najces¢i je tip demencije s jo$ nerazjaSnjenom etiologijom.
Karakterizira ju progresivna degeneracija neurona pracena razvojem kognitivnog osStecenja i
drugih Cesto zanemarenih neuropsihijatrijskih simptoma kao §to su apatija, depresija,
zbunjenost i promjene u ponasanju (1). Prevalencija bolesti je u porastu, a sve veca srednja dob
stanovniStva jedan je od najvaznijih ¢imbenika koji doprinose ovom trendu. U 2011. godini
procijenjeno je da oko 24 milijuna ljudi boluje od AB-a (2), a do 2016. godine broj se povecao
na preko 40 milijuna (3,4). Neke projekcije pokazuju da bi se do 2050. godine taj broj mogao
povecati na oko 100 milijuna. Drugim rije¢ima, projekcije sugeriraju da ¢e 1 od 85 osoba diljem
svijeta zivjeti s AB-om (3). Prethodno navedena predvidanja posebno su zabrinjavajuca s
obzirom na znacajan socio-ekonomski teret povezan s AB-om. Prema procjenama iz 2015.,
svjetski troskovi demencije iznosili su oko 818 milijuna USD-a, a o¢ekivalo se da ¢e dosegnuti

1 trilijun USD-a u 2018. (5).

AB se dijeli na bolest ranog pocetka (EOAD; engl. early-onset Alzheimer's disease) i kasnog
pocetka (LOAD; engl. late-onset Alzheimer's disease) ovisno o tome je li dijagnosticirana prije
65. godine zivota (6). Otprilike 5-10% oboljelih pripada grupi EOAD. lako se prije vjerovalo
da u vecine oboljelih od EOAD-a bolest nastaje kao posljedica jasne genetske predispozicije,
nedavni dokazi upucuju na sloZeniju temeljnu biologiju jer je pozitivna obiteljska anamneza
bila prisutna u samo 60% bolesnika, a autosomna dominantno nasljede potvrdeno je u samo
13% tih obitelji (7). Trenutacno se vjeruje da je potpuno penetrantno autosomno dominantno
nasljede, prepoznato kao mendelijski podtip EOAD-a, uzrok razvoja bolesti u samo 0,5-1%
svih slucajeva AB-a (6). U tim slucajevima, mutacije u genima za amiloidni prekursorski
protein (APP; engl. amyloid precursor protein), presenilin-1 (PS1) ili presenilin-2 (PS2)
smatraju se klju¢nim etiopatogenetskim ¢imbenicima. Nasuprot tome, genetski krajobrazi
nemendelskih EOAD-a i LOAD-a ostaju mnogo manje jasni i karakterizirani su slozenom
poligenskom patofiziologijom i nekonzistentnim obrascima nasljedivanja. Uzevsi u obzir sve
navedene Cinjenice, jasno je da je etiopatogenetska pozadina znacajnog udjela slucajeva

(~99%) trenutno nepoznata.

Danas, viSe od jednog stolje¢a nakon otkric¢a bolesti (8), AB jos uvijek predstavlja kroni¢no

stanje bez lijeka ili ucinkovitih intervencija za odgadanje napredovanja patofizioloSkih
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promjena i simptoma (9). Trenuta¢ni medicinski pristupi AB-u ograniceni su na simptomatske
intervencije, a sloZenost bolesti rezultirala je frustriraju¢im ponavljanim neuspjehom mogucih
terapija za AB u klini¢kim istrazivanjima (10). Farmakologija AB-a ogranicena je na inhibitore
kolinesteraze (rivastigmin, galantamin i donepezil) i memantin, koji je antagonist
glutamatergickih N-metil-D-aspartat (NMDA; engl. N-methyl-D-aspartate) receptora. Ovi
tretmani ne mogu sprijeéiti ili poniStiti napredovanje bolesti i ¢esto su praceni brojnim
nuspojavama, ali u klini¢kim istrazivanjima pokazuju blagotvorne ucinke na izvrsnu funkciju
I kogniciju u usporedbi s placebom tijekom kroni¢ne terapije (11-13). Osim toga,
simptomatsko poboljSanje kognitivnih sposobnosti povezano je sa smanjenjem opterecenja
postojecim te smanjenom pojavom novih neuropsihijatrijskih simptoma §to doprinosi o€uvanju
kvalitete Zivota pacijenata (i njihovih obitelji) (14—16). U razvoju je i nova generacija inhibitora
kolinesteraze (npr. CPC-201) koji bi trebali ostvarivati sli¢ne simptomatske blagotvorne uc¢inke
na kogniciju uz manje nuspojava (17). Trenutno su u tijeku klini¢ka ispitivanja za nekoliko
novih lijekova koji bi mogli ostvariti simptomatsko poboljsanje kognitivnih funkcija u
oboljelih od AB-a (18). Oligomanat (GV-971) je nedavno odobren za lije¢enje AB-a u Kini od
strane kineske regulatorne agencije za lijekove na temelju obecavajuéih rezultata iz klinic¢kih
pokusa u kojima je 9 mjeseci tretmana poboljSalo kognitivne sposobnosti bolesnika.
Mehanizam djelovanja oligomanata je modulacija crijevnog mikrobioma uz smanjenje
sustavne i neuro-upale, a trenutno je u tijeku globalna multicentricna studija faze 3 koja
procjenjuje ucinkovitost oligomanata (19). Antagonisti 5-HTe (intepirdin, idalopirdin i
masuperdin) trenutno su u fazi 3 klinic¢kih ispitivanja, ali nazalost niti jedan se lijek iz ove
skupine jos$ nije pokazao superiornim u usporedbi s placebom u kontekstu lijeenja kognitivnih
decifita (iako su ostvareni neki sekundarni bihevioralni benefiti (npr. smanjenje agitacije))(20).
Nikotinski agonisti pokazali su obecavajuce ucinke u ranoj fazi ispitivanja, ali u veéim
studijama zasad nisu opazeni naglaseni blagotvorni ucinci. Nikotinski transdermalni naljepci
trenutno su u fazi 3 ispitivanja (18,21). Lijekovi koji ostvaruju ucinak putem modulacije
dopaminergi¢kog sustava pokazali su neke blagotvorne ucinke u malim klinickim
ispitivanjima. Primjerice, rotigotin, dopaminergicki agonist odobren za lije¢enje Parkinsonove
bolesti (PB), pokazao je pozitivne u¢inke na izvrSne funkcije u AB-u u fazi 2 (22), a rasagilin,
inhibitor oksidaze monoamina odobren za lijecenje motorickih simptoma PB-a, nije popravio
kognitivnu funkciju, ali poboljsao je metabolizam glukoze, izvrsne funkcije i kvalitetu Zivota
u AB-u (23). Niz drugih lijekova (npr. inhibitori fosfodiesteraze, muskarinski modulatori poput
MK-7622, antagonisti glukokortikoida poput antagonista 11-3-hidroksisteroid dehidrogenaze)

nazalost nije pokazao zadovoljavajuce rezultate u nedavnim klinickim ispitivanjima (18). Zbog
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specifi¢ne neurobioloske podloge, standardna simptomatska terapija ponekad nije optimalna
za kontrolu nekognitivnih simptoma AB-a te su u tijeku klini¢ka ispitivanja s kandidatima za
lijeCenje neuropsihijatrijskih i drugih simptoma bolesti. Primjerice, trenutno je u klinickim
ispitivanjima 8 lijekova kandidata za smanjenje simptoma agitacije u AB-u poput
brekspiprazola, koji je pokazao pozitivne u¢inke u preliminalnim istrazivanjima (24),
kombinacije dekstrometorfana i kvinidina (25), te sintetickog kanabinoida nobilona (26). Za
psihozu u AB-u trenutno nema odobrenih lijekova, ali pimavanserin je pokazao obecavajuce
ucinke u fazi 2 (27). Metilfenidat se pokazao kao moguca u¢inkovita terapija za apatiju koja se
lijekova pokazali su se kao potencijalna ucinkovita terapija za simptomatsko lijecenje
poremecaja spavanja i budnosti koji koji su znacajan i prevalentan problem u AB-U sa stajalista
patofiziologije 1 kvalitete zivota oboljelih (18,31,32). Suvoreksant, dualni oreksinski
antagonist, pokazao se u¢inkovitim za smanjenje nesanice U AB-u (33), a trenutno se istrazuju

i lemboreksant, zopiklon i zolpidem (34,35).

Nazalost, niti jedan novi lijek nije odobren za lijeCenje AB-a od 2003. godine (36), uz izuzetak
nedavnog uvjetnog i kontroverznog odobrenja aducanumaba, humanog monoklonskog
imunoglobulin gama 1 protutijela usmjerenog na agregiranu topivu i netopivu frakciju amiloida
B (AP) za modifikaciju tijeka bolesti (37—43). Obecavajuci prvi klinicki rezultati doveli su do
nedavnog odobrenja jo$ jednog lijeka (lecanemaba) s potencijalom modifikacije tijeka bolesti
(44,45).

lako etiopatogeneza AB-a jo$ nije razjaSnjena, tijekom godina predlozene su brojne hipoteze
koje objasnjavaju nastanak 1 progresiju bolesti te pruzaju temelje za razumijevanje
patofizioloskih procesa i razvoj lijekova. Najpoznatija i najviSe istrazena hipoteza AB-a je
hipoteza amiloidne kaskade koju su izvorno predlozili Hardy i suradnici na temelju rezultata
koji su pokazali da mutacija gena ABPP mozZe dovesti do nastanka AB-a (46-50). Amiloidna
hipoteza predlaze da akutna noksa (npr. traumatska ozljeda glave) pokrece patofiziolosku
kaskadu koja za posljedicu ima promjenu metabolizma ABPP-a s povecanim stvaranjem i/ili
smanjenim uklanjanjem uz odlaganje u tkivo. Nakupljanje AB-a dovodi do poremecaja
unutarstaniéne homeostaze Ca?* i poticanja stvaranja neurofibrilarnih snopiéa $to dovodi do
smrti stanice (49,51). Medutim, brojna istrazivanje pruzila su dokaze protiv amiloidne hipoteze
pokazuju¢i da prisutnost amiloidnih plakova ne uvjetuje postojanje kognitivnih deficita u starih
osoba niti u osoba s Downovim sindromom (52-60). Osim toga, istrazivanja su pokazala da

uklanjanje amiloidnih plakova ne sprjecava progresiju AB-a, a istrazivanja antiamiloidnih
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terapeutika zasad su pruzila razoCaravajuce rezultate (9,61-64). Osim amiloidne hipoteze,
predlozene su i druge alternativne hipoteze. Jedna od najprominentnijih alternativnih hipoteza
AB-a je kolinergicka hipoteza koju su izvorno predlozili Davies i Maloney 1976. godine, a na
temelju koje su razvijeni lijekovi koji se danas koriste za lijeCenje AB-a (65,66). Brojni dokazi
podupiru kolinergi¢ku hipotezu AB-a — antikolinergicki lijekovi izazivaju amneziju koju je
moguce sprijeciti kolinergickim lijekovima, a analiza tkiva mozga preminulih pacijenata
oboljelih od AB-a ukazuje na smanjeni izrazaj kolin-acetiltransferaze (ChAT; engl. choline
acetyltransferase) koji je zaduzen za sintezu acetilkolina te na gubitak neurona u Meynertovoj
bazalnoj jezgri koja predstavlja izvor kortikalne kolinergic¢ke inervacije (67—77). Medutim,
kolinergicki lijekovi djeluju iskljuc¢ivo simptomatski i ne mogu sprijeiti nastanak niti
progresiju bolesti (78). Druga popularna alternativna hipoteza patogeneze AB-a je tau hipoteza
koja u srediste patofizioloskih zbivanja stavlja strukturu i funkciju proteina tau povezanog s
mikrotubilima koji je glavha komponenta neurofibrilarnih snopi¢a (79-84). U
hiperfosforiliranom stanju, koje po nekim istrazivanjima prethodi neurodegenerativnim
promjenama i nakupljanju AB-a, naruSena je interakcija tau s mikrotubulima Sto uzrokuje
destabilizaciju i gubitak strukture citoskeleta neurona (82,85-90). Neuropatolo§ke promjene
proteina tau bolje koreliraju sa stadijem bolesti od amiloidnih plakova §to govori u prilog tau
hipotezi AB-a (90), medutim farmakoloska modulacija tau zasad nije polucila obecavajuce
rezultate u klini¢kim istrazivanjima (91-93). Osim navedenih hipoteza, predlozene su i druge
hipoteze koje stavljaju razli¢ite molekularne 1 stani¢ne procese u srediSte patofizioloSkih
zbivanja u AB-u. Primjerice, hipoteza mitohondrijske kaskade govori u prilog poremecaja
funkcije mitohondrija kao sredis$njeg neuropatoloskog procesa (94-100), a srodna hipoteza
oksidativnog stresa govori u prilog poremecaja stani¢ne redoks homeostaze kao glavnog
zbivanja (101-109). Hipoteza neuroupale i poremecaja urodene imunosti govori u prilog
nesvrsishodne pretjerane aktivacije upalnog odgovora koji pokre¢e druge neuropatoloSke
procese zbog izostanka rezolucije (110-118), a hipoteza poremeéaja homeostaze Ca?*
pretpostavlja da dugotrajna promjena signalizacije i homeostaze Ca?* u neuronima potice
pokretanje svih drugih patofizioloskih kaskada (119-127). Naposljetku, hipoteza poremecaja
metabolizma i inzulinske rezistencije u mozgu kao moguceg klju¢nog patofizioloskog zbivanja
u AB-u u posljednje je vrijeme sve viSe zastupljena u literaturi. lako su prva zapazanja koja
govore u prilog poremecajima kognitivnih funkcija u pacijenata s inzulinskom rezistencijom
objavljena 1922. godine (128), prve hipoteze o mogucoj povezanosti AB-a i inzulinske
rezistencije (51,129) i prvi rezultati koji neposredno pokazuju poremecaj neuronalne inzulinske

signalizacije u AB-u objavljeni su znatno kasnije (130,131). Niz istrazivanja potvrdio je
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povezanost inzulinske signalizacije s brojnim patofizioloSkim procesima povezanima s AB-
om, a hipoteza poremecaja inzulinske signalizacije predlozena je kao srediSnja hipoteza koja
objedinjuje molekularne mehanizme u srediStu drugih hipoteza etiopatogeneze bolesti
(51,132). lzuzetno kompleksna neurobiologija AB-a i heterogeni simptomi i molekularni
obrasci povezani s nastankom i progresijom bolesti ukazuju na mogucnost da ne postoji
jedinstveni bioloSki mehanizam koji pokrece patofizioloske procese i neurodegeneraciju u svih
oboljelih od AB-a ve¢ da postoji vise endofenotipova bolesti kod kojih slican neuropatoloski
proces zapocinje zbog razlicitih patoloskih okidaca, medutim, istrazivanja endofenotipova AB-

a tek su u povojima (133-138).



1.2.Parkinsonova bolest

PB druga je najc¢eS¢a neurodegenerativna bolest za koju je karakteristitno propadanje
dopaminergickih neurona supstancije nigre (SN), Sto uzrokuje gubitak strijatalnog dopamina
te unutarstani¢no nakupljanje agregata a-sinukleina (139). Uobicajena klinicka prezentacija
bolesti povezana je s motorickim simptomima od kojih su najvazniji bradikinezija, tremor, i
rigiditet, a u kasnijem stadiju bolesti Cesto se javljaju i diskinezije, disfagija, i posturalna
nestabilnost uz ceste padove (139). Uz motoricke simptome, vrlo su Cesti i nemotoricki
simptomi Koji se Cesto javljaju ranije (¢ak do 20 godina prije pojave prvih motorickih
simptoma. Najces¢i i najizrazeniji nemotoricki simptomi PB-a ukljucuju poremecaje spavanja,
umor, depresiju, anksioznost, i anosmiju, a posebno je ¢esta vrlo rana pojava simptoma vezanih

uz poremecaj funkcije probavnog sustava poput konstipacije (139).

Procjenjuje se da je incidencija PB-a izmedu 5 i 35 osoba na 100 000 godi$nje, a procjena ovisi
o brojnim ¢imbenicima, medu ostalim i starosti populacije (139). lako je bolest relativno rijetka
prije 50. godine zivota, incidencija raste izmedu 5 i 10 puta od Sestog do devetog desetljeca
zivota (140,141) te zahvaca 2-3 % populacije starije od 65 godina (139). U prvom desetljecu
nakon postavljanja dijagnoze, mortalitet nije znantno drugaciji nego u opéoj populaciji,
medutim, progresijom bolesti dolazi do znatno vece smrtnosti (139). Bez obzira na to, sve veéa
dostupnost zdravstvenog sustava te porast prevalencije PB-a povezan uz starenje populacije,
ali i pravovremenu dijagnostiku bolesti dovodi do procjena da bi se broj pacijenata s
dijagnozom PB-a mogao udvostru¢iti izmedu 2005. i 2030. godine (142). Trend porasta
prevalencije bolesti uz znatan broj izgubljenih godina zdravog zivota (disability-adjusted life

years) povezan je s daljnjim povecanjem socioekonomskog tereta PB-a (46,142-144).

Kao i AB, PB se dijeli na bolest ranog (EOPD; engl. early-onset Parkinson's disease) i kasnog
pocetka (LOPD; engl. late-onset Parkinson's disease). Izmedu 4 i 10% oboljelih od PB-a ima
EOPB, za koji je karakteristi¢an nastup prvih simptoma izmedu 20. i 40. godine Zivota (145).
Sli¢no kao i kod AB-a, vecina oboljelih od EOPD-a ima ¢lana obitelji s dijagnozom PB-a (146)
i/ili genetsku etiologiju povezanu s mutacijom gena SNCA, PRKN, PARK7, PINK1, LRRK2 ili
GBA, koje su sve prepoznate kao moguci uzroci obiteljskog (nasljednog) tipa bolesti (147—
153). Medutim, ne treba zanemariti u¢inak izloZenosti okoliSnim Stetnim i zaStitnim
¢imbenicima koji moze objasniti dio etiologije PB-a u obiteljima u kojima viSe ¢lanova ima

dijagnozu PB-a. Primjerice, dobro je poznato da pojedini neurotoksi¢ni pesticidi poveéavaju



rizik za razvoj bolesti (te se iz tog razloga koriste za modeliranje bolesti u eksperimentalnih
zivotinja), a izlozenost pesticidima (zbog posla ili blizine poljoprivrednih povrsina) Cesto moze
biti rizi¢ni ¢imbenik za Citavu obitelj (154). Osim toga, poznato je da traumatska ozljeda glave
moze povecati rizik za razvoj bolesti, dok je on nesto manji u pusaca i osoba koje konzumiraju
kavu, medutim, navedeni ¢imbenici ¢eSce su vezani uz pojedinca nego uz obitelj (154). Vecina
oboljelih od PB-a (~85%) (155) boluje od sporadi¢nog (idiopatskog) tipa bolesti bez jasne
nasljedne komponente s visokom penetracijom i obi¢no s prvim simptomima iza 60. godine
zivota. Etiologija sporadicnog oblika PB-a nerazjasnjena je te se smatra da bolest nastaje

kompleksnom interakcijom viSe genetskih i okoli$nih rizi¢nih ¢imbenika (139,156,157).

Jo$ nije razvijena ucinkovita neuroprotektivna terapija koja mijenja tijek bolesti i1 sprjeCava
proces neurodegeneracije u PB-u. Kao i kod ostalih neurodegenerativnih bolesti, u¢inkovita
neuroprotektivna terapija trebala bi biti zapocCeta u ranoj fazi bolesti dok je ostatni funkcionalni
kapacitet relativno o¢uvan, §to je zbog nerazjasnjene patogeneze PB-a izuzetno zahtjevno, a
tijek i prezentacija su heterogeni te ne postoje pouzdani i osjetljivi biomarkeri progresije bolesti
(157). Sva dvostruko slijepa, placebom kontrolirana ispitivanja moguéih lijekova za
modifikaciju tijeka bolesti su, nazalost, pruzila razoCaravajuce rezultate (158). Inhibitori
monoamino-oksidaze, selegilin i rasagilin, bili su kandidati za terapiju s potencijalom
mijenjanja tijeka bolesti, medutim, istrazivanja su pokazala da je odgoda dostizanja zavr$ne
tocke (potreba za uvodenjem terapije levodopom (L-DOPA)) posredovana blagim
simptomatskim antiparkinsoni¢nim i antidepresivnim djelovanjem lijeka i metabolita
(159,160). Trenutno se razvija niz antisinukleinskih terapeutika (monoklonskih protutijela i
cjepiva) za koje mnogi smatraju da bi mogli omoguciti mijenjanje tijeka bolesti, medutim, jos
uvijek ne postoje dokazi da ¢e ovakav tip terapije biti ucinkovit i siguran u ljudi (157,160-
164). lako ne postoji terapija koja bi sprijecila napredovanje bolesti, dostupan je cijeli niz
simptomatskih terapijskih opcija koje znacajno poboljSavaju kvalitetu Zivota oboljelih od PB-
a. Za lijjecenje simptoma povezanih s motorickim sustavom na raspolaganju su levodopa,
antikolinergicki i antiglutamatergicki lijekovi, inhibitori oksidaze monoamina i katehol-O-
metiltransferaze, dopaminski agonisti, i antagonisti adenozinskih A2 receptora (157). Veéini
oboljelih potrebna je terapija levodopom u prve 2 godine od pojave motori¢kih simptoma, a
tretman je uvijek kombiniran s karbidopom ili benzerazidom, inhibitorima dekarboksilaze
aromatskih aminokiselina kako bi se sprijecila periferna konverzija lijeka. Terapija levodopom
vrlo je ucinkovita, ali je povezana s nekim nuspojavama koje otezavaju lijecenje kod pojedinih

pacijenata (npr. muc¢nina, povracanje, ortostatska hipotenzija, sedacija, poremecaji spavanja,



halucinacije, diskinezije)(157). Oko 50% oboljelih unutar prve dvije godine terapije osjeti
slabljenje ucinka, a oko 30% razvije diskinezije, medutim, nema dokaza da odgadanje
pravovremene terapije levodopom moze odgoditi pojavu diskinezija (157). Terapija
inhibitorima oksidaze monoamina ili katehol-O-metiltransferaze ili dodatna terapija
dopaminskim agonistima moze produljiti odgovor na levodopu te se ¢esto u pacijenata uvodi
kao dopunska terapija. Antikolinergici poput triheksifenidila i benztropina mogu smanjiti
tremor, ali ne umanjuju simptome bradikinezije. Uz navedeno, postoje brojni lijekovi koji
mogu biti korisni u lije¢enju nemotorickih simptoma koji kod oboljelih mogu ¢esto utjecati na
kvalitetu Zivota ¢ak i viSe nego simptomi vezani uz poremecaj motorike (165). Za lijeCenje
nemotori¢kih simptoma vezanih uz demenciju najéeS¢e se koriste inhibitori acetilkolin-
esteraze i memantin. Halucinacije koje mogu biti vezane uz demenciju ili uz lijekove za
lije¢enje motorickih simptoma Cesto dobro odgovaraju na terapiju atipicnim antipsihoticima
poput klozapina ili kvetiapina koji za razliku od tipi¢nih antipsihotika imaju relativno mali rizik
za egzacerbaciju parkinsonizma (157). U slu¢aju nemogucnosti uvodenja atipi¢nih
antipsihotika, za lijeenje halucinacije 1 deluzija povezanih s PB-om u nekim je zemljama
odobren i pimavanserin, nedopaminergicki selektivni serotoninergicki inverzni agonist s
visokim afinitetom za 5-HT2A receptor (166). Poremecaji spavanja, ukoliko nisu
zadovoljavaju¢e zbrinuti nefarmakoloSkim mjerama za higijenu spavanja, mogu se lijeciti
hipnoticima 1 sedativima, triciklickim antidepresivima, mirtazapinom, trazodonom,
kvetiapinom, te no¢nom dopaminergickom terapijom, a umor tijekom dana nekad se moze
simptomatski umanjiti uvodenjem metilfenidata, modafinila ili armodafinila (167).
Disautonomija ¢esto znatno naruSava kvalitetu Zivota, a nerijetko je zahtjevna za simptomatsko
lijeCenje. Postoji nekoliko smjernica za pojedine aspekte disautonomije u PB-u (168).
Ortostatska hipotenzija moze se lijeciti povec¢anjem unosa soli, fludrokortizonom, midodrinom,
ili droksidopom, a kaptopril, nebivolol, klonidin, hidralazin, losartan i flasteri s nitroglicerinom
mogu biti korisni za lijeCenje hipertenzije u uspravnom poloZaju povezane s neurogenom
ortostatskom hipotenzijom (168). Migrabegron i injekcije botulinskog toksina mogu ublaziti
simtome disfunkcije mokra¢nog mjehura (168). Konstipacija, najces¢i simptom vezan uz
probavni sustav, ukoliko ne odgovara na nefarmakoloske intervencije, olakSava se redom
laksativima koji stvaraju masu (npr. psilijum), osmotskim laksativima (npr. Polietilen-glikol),
stimuliraju¢im laksativima (npr. bisakodil), te ukoliko navedeno ne ostvari zadovoljavajuce
ucinke u terapiju se dodaju 1 aktivatori kloridnih kanala ili drugi gastrokinetici poput mosaprida
(168). Naposljetku, postoji nekoliko kirurskih opcija za lije¢enje simptoma poput duboke
mozgovne stimulacije (169-172) i fokusiranog ultrazvuka (173,174).



lako etiopatogeneza PB-a jo$ nije razjaSnjena, postoji nekoliko hipoteza o kljuénim
patomehanizmima koji su uklju¢eni u nastanak bolesti. Sinukleinska hipoteza PB-a u srediste
neuropatoloskog zbivanja stavlja agregaciju a-sinukleina (175). Brojna istrazivanja pokazala
su da uslijed mutacija, pretjeranog izrazaja ili oksidativnog stresa, a-sinuklein postaje toksi¢an
za dopaminergicke neurone te potice njihovo odumiranje i pokretanje neuroupalnih procesa, a
agregirani a-sinuklein moze se Siriti iz stanice u stanicu te tako uzrokovati progresiju
neuropatoloskih promjena (175-182). Po mitohondrijskoj hipotezi PB-a, sredi$nji
patofizioloski dogadaj koji potencira druge neuropatoloske procese je mitohondrijska
disfunkcija, poglavito smanjena dostupnost kompleksa I mitohondrijskog respiracijskog lanca
(183). Mnogi geni mutirani u PB-u (npr. Parkin, PINK1, DJ1) uzrokoju mitohondrijsku
disfunckiju, a u zivotinjskim modelima tretiranim neurotoksinima koji inhibiraju kompleks I
(npr. rotenon) dolazi do rekapitulacije fenotipa bolesti (184-188). Neuroupalna hipoteza PB-a
objasnjava nastanak i1 progresiju bolesti upalnim procesima u srediSnjem zivéanom sustavu s
aktivacijom mikroglije (189-196), a jedna od hipoteza koja u posljednje vrijeme dobiva sve
viSe pozornosti je Braakova hipoteza patogeneze PB-a koja ukazuje na moguce patolosko
zbivanje u probavnom sustavu koje se putem vagusa Siri prema mozgu gdje pokrece

neurodegenerativne procese (197-202).

Kao i kod AB-a, trenutni dokazi govore u prilog postojanja vise endofenotipova bolesti, a
postoje dokazi Kkoji upuéuju na razliCitu relativhu vaznost pojedinih predlozenih
patomehanizama u odredenim podskupinama oboljelih od PB-a. Primjerice, neki dokazi
upucuju da u dijela oboljelih bolest pokazuje progresiju od probavnog sustava prema
srediSnjem zivéanom sustavu (203,204), a poremecaji spavanja i disautonomija Cesto se
javljaju tijekom prodromalne faze bolesti znatno prije pojave prvih motori¢kih simptoma pa bi

u ovih bolesnika trebalo razmotriti drugaciji pristup dijagnostici i lijeCenju.



1.3.Probavni sustav u Alzheimerovoj i Parkinsonovoj bolesti

Sustavni pregled i meta-analiza Fu i suradnika nedavno je pokazala da postoji poveznica
izmedu probavnih simptoma i rizika za razvoj AB-a i PB-a (205). U bolesnika s konstipacijom,
proljevom, prekomjernim rastom bakterija u tankom crijevu (SIBO; engl. small intestinal
bacterial overgrowth), sindromom iritabilnog crijeva (IBS; engl. irritable bowel syndrome),
upalnim bolestima crijeva (IBD, engl. inflammatory bowel disease), te infekcijom bakterijom
H.pylori, povecan je rizik od razvoja neurodegenerativnih bolesti (205). Zanimljivo, opazena
povezanost poremecaja probavnog sustava i rizika za razvoj neurodegenerativnih bolesti
pokazuje izraZzenu geografsku varijabilnost, §to bi moglo upucivati na postojanje ¢imbenika
povezanih sa zivotinm uvjetima, kulturom, genetskom podlogom, osobitostima prehrambenih
navika i rasprostranjenosti pojedinih mikroorganizama koji stupaju u interakciju ili ¢ak imaju

ulogu posrednika u opazenoj zdruzenosti (205).

Konstipacija je jedan od najces¢ih nemotorickih simptoma PB-a koji se javlja u oko 80%
bolesnika, ¢esto i do 20 godina prije pojave motorickog fenotipa bolesti (206-212).
Konstipacija je prepoznata i kao rizi¢ni faktor za razvoj PB-a. U danskoj populacijskoj studiji
uparenih kohorti omjer relativnog rizika za razvoj PB-a u bolesnika s konstipacijom, u
usporedbi s uparenim bolesnicima, iznosio je 3.03 (95% interval pouzdanosti: 2,50 —
3,66)(209). Povecanje rizika bilo je ocuvano tijekom 11-15 godi$njeg pracenja (podeseni omjer
rizika: 3,65; 95% interval pouzdanosti 1,67 — 7,95) te viSe izrazeno u muskaraca nego u Zena
(podeseni omjer rizika za muskarce: 3,52 (2,67 — 4,64); podeseni omjer rizika za Zene: 2,64
(2,02 — 3,44))(209). Sustavni pregled i meta-analiza Adams-Carr i suradnika pokazali su da je
u bolesnika s konstipacijom skupni omjer izgleda za razvoj PB-a 2,27 (2,09 — 2,46), dok je
procjena rizika za razvoj PB-a ograni¢ena na postojanje konstipacije bar 10 godina prije
dijagnoze PB-a dala omjer izgleda od 2,13 (1,78 — 2,56)(210). Nedavna retrospektivna studija
Nakase 1 suradnika pokazala je da postoji povezanost izmedu konstipacije 1 brzine propadanja
kognitivnih funkcija te povecanja volumena dubokih lezija bijele tvari u oboljelih od AB-a i
amnestickog blagog kognitivnog oSte¢enja (MCI; engl. mild cognitive impairment)(213).
Analiza prevalencije konstipacije u velikoj presje¢noj studiji iz Kine na 11 743 osobe starije
od 65 godina pokazala je slicne rezultate. Ucestalost konstipacije bila je bazalno visoka u
navedenoj populaciji (stariji od 65), a multivarijatna logisti¢ka regresija pokazala je zdruzenost
konstipacije s demencijom i neamnestickim MCI-om (214). U presje¢noj studiji Chena i

suradnika, takoder je opisana povezanost izmedu konstipacije i stupnja demencije, a nakon
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multivarijatnog podeSavanja prediktor konstipacije bio je unos vode koji je u pacijenata s

demencijom obi¢no smanjen (215).

Osim s funkcionalnim poremecajima, neurodegenerativne bolesti povezane su i s bolestima
probavnog sustava. Primjerice, u populacijskoj kohorti izdvojenoj iz $vedskog nacionalnog
registra pacijenata izmedu 2002. i 2014. godine, pacijenti s dijagnozom IBD-a imali su
podeseni omjer rizika za razvoj PB-a: 1,3 (1,0 — 1,7) za ulcerozni kolitis (UC; engl. ulcerative
colitis); 1,1 (0,7 — 1,7) za Crohnovu bolest (CRD; engl. Crohn's disease); i 1,7 (0,8 — 3,0) za
neklasificirani IBD (216). Medutim, moguce je da je izmjereni rizik posljedica pristranosti
pracenja jer su ucinci izostali kad je u model uveden broj posjeta lije¢niku tijekom praéenja
(216). U analizi slucajeva i kontrola iz istog registra, pacijenti s dijagnozom IBD-a imali su
vecu Sansu imati postavljenu dijagnozu PB-a u trenutku postavljanje dijagnoze UC-a ili CRD-
a s ukupnim omjerom izgleda od 1,4 (1,2 -1,8) zasve IBD-e, 1,4 (1,1 -1,9) zaUC, te 1,6 (1,1
— 2,3) za CRD (216). Brojne studije govore u prilog pove¢anom riziku razvoja AB-a u
pacijenata koji boluju od IBD-a (217). U danskoj populacijskoj studiji, CRD i UC bili su
povezani s veéim rizikom za razvoj demencije (218), medutim, opazena zdruZenost mogla bi
biti rezultat pristranosti u otkrivanju s obzirom da su pacijenti s IBD-om u ¢e$coj interakciji sa
zdravstvenim sustavom. Populacijska kohortna studija iz Juzne Koreje takoder je ukazala na
povecani rizik od razvoja neurodegenerativnih poremecaja u ljudi koji boluju od IBD-a (219)
§to je potvrdila i meta-analiza Szandruk-Bender i suradnika(220). Podeseni omjer rizika (engl.
adjusted hazard ratio) u oboljelih od IBD-a bio je 1,56 (95% interval pouzdanosti: 1,24 — 1,97)
za PB i 1,14 (95% interval pouzdanosti: 1,05 — 1,25) za AB. Analiza baze podataka
zdravstvenog osiguranja Taivana takoder je ukazala na povezanost IBD-a i demencije, posebno
AB-u (221). Sveukupna incidencija demencije medu bolesnicima s IBD-om iznosila je 5,5% u
usporedbi s 1,4% u kontrolnoj skupini (221). Osim toga, u bolesnika s IBD-om, demencija je
dijagnosticirana ranije, s 76,24 godine u prosjeku (u usporedbi s 83,45 u kontrolnoj skupini).
Omijer rizika za razvoj demencije u bolesnika s IBD-om iznosio je 2,54 (95% interval
pouzdanosti: 1,91 — 3,37), a povezanost je bila posebno izrazena za AB gdje je omjer rizika
iznosio 6,19 (221).

lako brojni podaci upuéuju na povezanost poremecaja probavnog sustava i
neurodegenerativnih bolesti (pogotovo PB-a), smjer kauzalnosti jo$ uvijek nije razjaSnjen.
Drugim rijecima, nije jasno povecavaju li supklinicki simptomi neurodegeneracije rizik za
razvoj poremecaja funkcije probavnog sustava, povecava li poremecaj funkcije crijeva rizik za

ravoj neurodegeneracije, postoji li dvosmjerni ucinak, ili je pak zdruZzenost posredovana
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drugim mehanizmom. Nekoliko nedavnih studija pokusalo je testirati smjer kauzalnosti
metodama  mendelske  randomizacije (MR; engl. Mendelian randomization).
U istrazivanju Cui i suradnika pomo¢u MR-a testirana je uzro¢na povezanost AB-a i PB-a s
IBD-om te je pronadeno da postoji povezanost u smjeru od PB-a do IBD-a, ali ne i od AB-a do
IBD-a (222). Li i Wen nisu pronasli dokaze o kauzalnosti izmedu IBD-a i neurodegenerativnih
poremecaja koristenjem MR-a (223), a neke su studije ¢ak pokazale da bi genetski odredeni
IBD mogao smanjiti rizik za razvoj AB-a (224). Pojedine studije pronasle su sli¢ne oprecne
rezultate i za PB. Primjerice, u analizi slu¢ajeva i kontrola iz Medicare baze podataka koju su
proveli Camacho-Soto i suradnici dobiveni su rezultati koji ukazuju da postoji negativha
povezanost PB-a i IBD-a. U pacijenata s PB-om, omjer izgleda za IBD iznosio je 0,85 (0,80 —
0,91) - 0,83 (0,74 —0,93) za CRD i 0,88 (0,82 — 0,96) za UC (225). Iako jo$ nije jasan uzrok
ovih oprecnih rezultata, pogotovo u kontekstu zajednic¢kih genetskih riziénih ¢imbenika za
bolesti crijeva i neurodegeneraciju (npr. kinaza 2 s regijama bogatim leucinom (LRRKZ2; engl.
leucine-rich repeat kinase 2) i protein tau povezan s mikrotubulima (MAPT; engl. microtubule-
associated protein tau)(225,226)), moguce je da je negativna korelacija posredovana zastitnim
ucinkom protuupalne i imunosupresivne terapije. Dvosmjerna MR studija koja je testirala
uzroéno-posljedi¢nu zdruzenost AB-a i metabolita crijevne mikrobiote povezanih s
trimetilamin-N-oksidom (TMAO; engl. trimethylamine N-oxide) nije pronasla dokaze o
kauzalnoj povezanosti crijevnih metabolita i AB-a (227). Medutim, u velikoj MR studiji
provedenoj na 18 340 genetskih obiljeZja crijevnog mikrobioma i 7 824 obiljeZja za metabolite
crijevne mikrobiote pronadene su sugestivnhe povezanosti izmedu sastavnica mikrobiote
Actinobacteria, Lactobacillaceae, Faecalibacterium, Ruminiclostridium, i Lachnoclostridium
i AB-a te izmedu sastavnica mikrobiote Lentisphaerae, Lentisphaeria, Oxalobacteraceae,
Victivallales, Bacillales, Eubacteriumhalliigroup, Anaerostipes, Clostridiumsensustrictol i
PB-a (228). Osim toga, pronadena je zdruZzenost 12 metabolita crijevne mikrobiote s
neurodegenerativnim bolestima u kojoj je glutamin bio povezan s nizim rizikom za razvoj AB-

a, a serotonin s nizim rizikom za razvoj PB-a (228).

Naposljetku, postoji moguénost da zdruZenost poremecaja probavnog sustava i
neurodegenerativnih bolesti nije okarakterizirana neposrednom uzro¢no-posljedicnom vezom.
Istrazivanje Adewuyi i suradnika pokazalo je da, 1ako postoji genetsko preklapanje i korelacije
izmedu AB-a i gastroezofagealne refluksne bolesti (GERB; engl. gastroesophageal reflux
disease), bolesti peptickog vrijeda (PUD; engl. peptic ulcer disease), gastritisa, duodenitisa,

IBS-a i divertikuloze, zdruzenost bi mogla biti posljedica genetskih odrednica koje

12



predstavljaju rizik za razvoj obje bolesti (229). Analiza signalnih puteva koji predstavljaju
zajedni¢ke Cimbenike rizika za razvoj poremecaja probavnog sustava i AB-a pokazuju
zastupljenost signalnih mehanizama povezanih s metabolizmom lipida, autoimunosti,
inhibitorima lipaza, regulacijom apoptoze putem proteina 1 programirane smrti stanice (PD-1;
engl. programmed cell death protein 1), i u¢inkom statina (229). Neki su autori pruzili sli¢ne
dokaze i za PB jer postoji nekoliko genetskih lokusa koji predstavljaju ¢imbenik rizika za
razvoj bolesti probavnog sustava i PB-a. Primjerice, dardarin, poznat i kao LRRK2, prvotno je
prepoznat kao kauzalni gen povezan s razvojem PB-a, medutim, kasnije se ispostavilo da je

povezan i s razvojem CRD-a (230).

Jedan od kljuénih mehanizama putem kojeg bi bolesti probavnog sustava mogle biti povezane
s neurodegenerativnim poremecajima je naru$avanje homeostaze crijevnog mikrobioma s
obzirom da je crijevna disbioza prisutna u ranom stadiju svih poremecaja probavnog sustava,
ali 1 neurodegenerativnih bolesti (Cesto prije prvih klinickih simptoma). Homeostaza
mikroglije, koja igra kljuénu ulogu u kontroli neuroupale i razvoju nerodegenerativnih
promjena (231-233), pod trajnom je kontrolom crijevne mikrobiote i njenih metabolita (npr.
kratkolan¢anih masnih kiselina (SCFA; engl. short chain fatty acids)), a disbioza dovodi do
poremecaja sazrijevanja, diferencijacije, i funkcije mikroglije (234). Upalne bolesti crijeva i
neurodegenerativne bolesti povezane su sa smanjenom raznolikosti mikrobiote, smanjenjem
zastupljenosti bakterija koje proizvode SCFA i ostvaruju protuupalne u¢inke te poveéanjem
prisutnosti bakterija koje poti¢u upalni odgovor (235,236). Smanjenje broja bakterija koje
stvaraju SCFA (npr. F. prausnitzii i Eubacterium rectale) i povecanje zastupljenosti bakterija
koje poti¢u upalni odgovor (npr. Escherichia i Shigella) povezano je s perifernom upalom i
nakupljanjem Af-a u starih osoba s kognitivnim oste¢enjem (237). JoS§ uvijek nisu razjasnjeni
svi mehanizmi kojima bi promjene u zastupljenosti pojedinih bakterija mogle utjecati na razvoj
neurodegenerativnih patofizioloskih procesa. Medutim, poznato je da je propusnost krvno-
mozdane barijere (BBB; engl. blood-brain barrier), koja igra vaznu ulogu u nastanku
neurodegenerativnih bolesti (238-242), podlozna regulaciji putem crijevne mikrobiote (243).
Osim toga, mikrobiota utjece i na integritet crijevne barijere koji je kljucan za sprjeavanje
poticanja sustavne upale intraluminalnim toksinima i proupalnim tvarima (244-248), a
naruSena mikrobiota u AB-U mogla bi omoguciti intraluminalnim proupalnim posrednicima
prolazak kroz crijevnu barijeru i BBB te poticanje neuroupale koja pogoduje nastanku i
progresiji neurodegenerativnih bolesti (249-258). Osim navedenih promjena, mikrobiota bi u

nastanak neurodegenerativnih promjena mogla biti uklju¢ena i putem poticanja lucenja,
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agregacije, i transporta amiloidogenih proteina poput a-sinukleina i A-a u probavnom sustavu.
Primjerice, u istrazivanju Walkera i suradnika pokazao je da bakterijski proteinski agregati
mogu narusiti proteostazu domacina (259). Osim toga, poznato je da bakterijski amiloidi mogu
igrati ulogu u neurodegenerativnim promjenama (260), $to je posebno vazno u kontekstu
nedavnih metagenomskih istrazivanja koja su identificirala komponente mikrobiote kao vazne

¢imbenike rizika za razvoj neurodegenerativnih bolesti (261-263).
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1.4.Zivotinjski modeli Alzheimerove i Parkinsonove bolesti

Zivotinjski modeli klju¢ni su za razumijevanje etiopatogeneze i razvoj terapije za sve ljudske
bolesti. Bazi¢na i translacijska istrazivanja na zivotinjskim modelima posebno su vazna u
kontekstu neurodegenerativnih bolesti koje su specificne zbog nejasne etiologije, nedostatka
kvalitetnih dijagnosti¢kih alata zbog Cega se u pravilu dijagnosticiraju tek u kasnijoj fazi
bolesti, kroni¢nog i progresivnog razvoja patofizioloSkih promjena i zahvacanja pretezito
starije populacije uz ¢este komorbiditete. Osim toga, trenutno odobreni lijekovi koriste se s
ciljem simptomatskog lije¢enja i ne postoji terapija za koju je jasno pokazano da ima potencijal
modificirati tijek neurodegeneracije Sto istrazivanja mehanizama nastanka, prevencije i
lijeCenja ovih bolesti na Zivotinjskim modelima ¢ini posebno vaznim (264-268). Pojedini
segmenti AB-a i PB-a razli¢ito su uspjeSno modelirani u brojnih Zivotinjskih vrsta, od
jednostavnih bioloskih modela u nematodi C.elegans (269-274), do slozenijih modela u
primata (275-282).

Vjerodostojni zivotinjski translacijski modeli trebali bi zadovoljiti klju¢ne kriterije valjanosti
— valjanost vanjstine (engl. face validity), valjanost konstrukta (engl. construct validity), i
prediktivnu valjanost (engl. predictive validity)(Willner, 1986).

Valjanost vanjstine temelji se na fenotipskoj sli¢nosti modela 1 bolesti u ljudi. U kontekstu AB-
a i PB-a velik broj modela ima zadovoljavajucu valjanost vanjstine jer ve¢ina modela pokazuje
kognitivne promjene koje Cesto vremeskim tijekom i razvojem nalikuju na kognitivne
promjene u bolesnika. Primjerice, istraZivanja pokazuju da u oboljelih od AB-a prvo nastupaju
promjene u epizodickom pamcéenju, nakon kojeg se razvija poremecaj semantickog pamcenja,
obi¢no u pretkliniCkom stadiju. Tijekom stadija blagog kognitivnog oSteCenja redom se
razvijaju promjene izvr$nih funkcija i paznje, prostornog pamcenja te poteskoce verbalnog
prisje¢anja i ispad funkcije opéih kognitivnih procesa (283,284). U modelima AB-a u
glodavaca smatra se da modeliranje propadanja neuralnih puteva u ljudi ukljucuje poremecaj
radnog pamcenja tijekom rane faze kognitivne disfunkcije, te poremecaj asocijativnog
pamcenja referentne memorije i memorije prepoznavanja tijekom stadija srednje razvijenih
kognitivnih deficita (283,284). U kontekstu bihevioralnih testova u glodavaca, predlozeni
standardni obrazac koji bi mogao vjerodostojno oponaSati razvoj poremecaja pamcenja u
bolesnika ukljucuje pad performansi u prostornom radnom paméenju procijenjen zadatkom

vodenog labirinta nakon cega slijedi slabljenje referentnog pamcenja i asocijativnog ucenja
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pomocu paradigme promjene labirinta 1 uvjetovanja straha, te naposljetku ispad pamcenja
prepoznavanja (283,284). U modelima PB-a valjanost vanjStine primarno se temelji na

ispadima motoricke funkcije (285).

Nacelo valjanosti konstrukta, koje se bazira na odrazavanju molekularnih 1 patoloskih
promjena, zadovoljeno je samo djelomi¢no s obzirom da etiopatogeneza AB-a i PB-a jo$ nije
razjasnjena. Primjerice, valjanost konstrukta modela AB-a Cesto se promatra kroz prizmu
nakupljanja AP plakova i neurofibrilarnih vretena. Medutim, danas je poznato da su
patofizioloske promjene u sredi$njem zivéanom sustavu oboljelih od AB-a karakterizirane
kompleksnom interakcijom vise patofizioloskih procesa poput upale (112) i neosjetljivosti na
inzulin (51), te da vjerojatno postoji vise endofenotipova bolesti (133,286) sto zadovoljavanje

nacela konstrukta ¢ini izuzetno izazovnim.

Prediktivna valjanost zasniva se na ideji da ¢e podrazaj koji u valjanom zivotinjskom modelu
poluci odredeni ucinak (npr. terapija) isto uciniti i u ljudi. Prediktivnu valjanost modela je
najteze ispuniti, ali ona ujedno Cini 1 najvaznije svojstvo zivotinjskog modela. NaZzalost
prediktivna valjanost Zivotinjskih modela neurodegenerativnih bolesti, poglavito AB-a, nije
zadovoljavajuca §to se odrazava u velikom broju lijekova koji polucuju obeéavajuce rezultate
u zivotinjskim istrazivanjima, ali ne pokazuju ucinkovitost u klinickim istrazivanjima u

bolesnika (9,10,36,63,287—291).

Zivotinjski modeli PB-a i AB-a u nacelu ne zadovoljavaju sve kriterije valjanosti jednako
uspjesno, medutim, njihova je nezamjenjiva vrijednost u modeliranju pojedinih patofizioloskih
segmenata bolesti §to pruza uvid u etiopatogenezu bolesti 1 postavlja temelje za razvoj uspjesne
terapije. Obzirom da je svaki pojedini model okarakteriziran jedinstvenim prednostima i
nedostacima, valjanost pristupa (npr. u procesu razvoja terapeutika) u pravilu se temelji na
komplementarnom koriStenju vise zivotinjskih (i drugih) modela kako bi se osigurala bioloSka
robusnost istrazivanog fenomena. Potonje je posebno jasno oslikano u kontekstu koriStenja
transgeni¢nih modela neurodegenerativnih bolesti. Primjerice, uzrok AB-a moze se objasniti
nasljednim mutacijama u APP-u, PS-u 1 i PS-u 2 u svega oko 1% bolesnika, a ve¢ina bazi¢nih
1 translacijskih istrazivanja oslanja se na transgeni¢ne modele bolesti s mutacijom navedenih
gena. Ovakav pristup, osim Sto pruza vrlo ograni¢enu valjanost konstrukta (uz varijabilnu
valjanost vanjstine), ¢esto omogucava i vrlo ograni¢enu prediktivnu valjanost §to znatno
otezava uspjesnu identifikaciju mogucih terapeutika. U transgeni¢nih Zivotinja patoloske

promjene ¢esto nisu ogranic¢ene na srediSnji Ziv€ani sustav, a patofizioloski procesi aktivni su
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od rodenja zivotinje $to ne odgovara bioloskom kontekstu prisutnom u ljudi oboljelih od
sporadi¢ne AB (292). Ukoliko je vremenskoprostorni aspekt nokse klju¢an za istrazivanje
pojedinog bioloskog fenomena, vazne i komplementarne bioloske informacije mogu se dobiti

proucavanjem istovjetne nokse u netransgeni¢nim modelima bolesti.

1.4.1. Zivotinjski modeli Alzheimerove bolesti

Za istrazivanje AB-a razvjieni su brojni zivotinjski modeli s ciljem rekapitulacije pojedinih
patofizioloskih procesa ukljucenih u etiopatogenezu bolesti. Najveci broj istrazivanja AB-a
provodi se na transgeni¢nim zivotinjskim modelima bolesti u kojih su molekularne i fenotipske
promjene nalik na AB potaknute modifikacijom gena pomocu ubacivanja (najéesce gena za
mutirani protein), izbacivanja, ili kombinacije ovih postupaka. Prvi transgeni¢ni modeli AB-a
pojavili su se 1990-ih godina s idejom da bi pojacani izrazaj APP-a mogao uzrokovati
amiloidnu patologiju nalik neuropatolos§kim promjenama u bolesnika (293,294). Zanimljivo,
veé vrlo rano, tijekom prvog pokusaja geneticke manipulacije (293), istrazivaci su uodili da
izrazaj APP-a ne uzrokuje nuzno neuropatoloske promjene nalik AB-u u trenutku kad nisu
uspjeli ponoviti rezultate histopatoloske analize u 12 novih Zivotinja radi ¢ega je originalna
studija bila povucena (295). U zadnjih 30-ak godina razvijeni su brojni transgeni¢ni modeli
AB-a koji razli¢ito uspjeSno odrazavaju pojedine segmente patofiziologije AB-a (296).
Primjerice, Games i suradnici 1995. godine proizveli su PDAPP mi§ji model AB-a
izrazavanjem komplementarne deoksiribonukleinske kiseline (cDNA; engl. complementary
deoxyribonucleic acid) s intronima APP-a 6-8 uz zamjenu valina 717 fenilalaninom ($to
odgovara mutaciji u mendelijskom podtipu EOAD-a)(297). U ovom je modelu APP bio izraZzen
pod kontrolom trombocitnog ¢imbenika rasta § (PDGF f3; engl. platelet-derived growth factor
p) zbog Cega je izrazaj APP-a bio ~10 puta visi od uobicajenog izrazaja endogenog APP-a (za
razliku od prijasnjih modela u kojima je izrazaj APP-a pod kontrolom promotora za neuron-
specificnu enolazu bio ~5 puta veéi)(298-300). Transgeniéni PDAPP model AB-a razvija
izvanstanicne difuzne i neuritiCke plakove, distrofiju neurita, i gliozu povezanu s gubitkom
sinapsi (297,301), medutim, u istom modelu ne dolazi do razvoja neurofibrilarnih snopica niti
do gubitka stanica (296,301-303). Sli¢an neuropatoloski obrazac s izostankom gubitka stanica
1 razvoja neurofibrilarnih snopica opisan je i u jednom od najbolje istrazenih i najkoriStenijih
transgeni¢nih modela AB-a — Tg2576 misjeg modela koji su prvi opisali Hsiao i suradnici 1996.
godine (304). U Tg2576 transgeni¢cnom misjem modelu AB-a cDNA za ljudski APP s
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dvostrukom svedskom mutacijom (K670N i M671L) izraZena je pod kontrolom promotora za
prionski protein hrc¢ka (296). Heterozigotni Tg2576 proizvode ~5,5 puta vise APP-a nego $to
je uobicajeno za endogeni protein te razvijaju difuzne i neuriticke plakove u hipokampusu,
korteksu, subikulumu i cerebelumu u starosti od otprilike 10 mjeseci. Osim neuropatoloskih
promjena, transgeni¢ni Tg2576 misSevi razvijaju i suptilne poremecaje uc¢enja i pamcenja koji
se prvi put mogu uociti u dobi od 8 mjeseci $to je povezano sa sinaptickim elektrofizioloskim
promjenama u hipokampusu (296,304-306). Detaljan pregled transgeni¢nih modela AB-a,
njihovih specifi¢nosti i vremenskih obrazaca razvoja kognitivnih i neuropatoloskih promjena

dostupan je u literaturi (296,307-317).

lako su transgeni¢ni modeli vrlo korisni za razjasnjavanje pojedinih bioloskih fenomena,
postoji nekoliko specificnosti zbog kojih su ograni¢ene koristi za razjasnjavanje opcih
patofizioloskih principa (primjerice onih povezanih sa sporadi¢nim oblikom bolesti). Dva
najvaznija organicenja u kontekstu AB-a su slaba prostorna specificnost izrazaja patoloskih
varijanti gena te slaba vremenska razlu¢ivost u vecine zivotinjskih modela. Primjerice, u nekim
transgeni¢nim modelima AB-a, patoloske promjene ne javljaju se samo u srediSnjem Zivéanom
sustavu ve¢ 1 u drugim organima $to oteZava razumijevanje doprinosa pojedinih patoloskih
promjena u mozgu u kontekstu fenotipa. Na primjer, patofizioloske promjene probavnog
sustava opisane su u brojnim transgni¢nim modelima AB-a poput Tg2576, TJCRNDS, 5xFAD,
mThyl-hABPP751, ABPP23, APP/PS1, 3xTg, App"-CF (318-327). Osim toga, promjene u
drugim organima nerijetko se javljaju prije nego promjene u sredi$njem zivéanom sustavu (npr.
crijevna dishomeostaza javlja se prije nastanka srediSnjih neuropatoloskih promjena u Tg2576
misjem modelu AB-a (318)). Obzirom da nije jasno odgovara li navedeni vremenskoprostorni
obrazac patofizioloskim promjenama u bolesnika (posebno onih sa sporadi¢nim oblikom
bolesti u kojih nema jasnog potpuno penetrantnog autosomno dominantnog nasljedivanja),
slaba vremenska i prostorna specificnost mogu ograni€iti koriStenje transgeni¢nih modela u
kontekstu razumijevanja bolesti u ljudi. Ilustrativan primjer potonjeg je izrazena lokomotorna
hiperaktivnost u ranoj dobi u zivotinjskim modelima AB-a do koje dolazi zbog pojacanog
izrazaja APP-a tijekom razvoja srediSnjeg ziv€anog sustava u modelima Tg2576 (328-330),
Swedish-APP (331), 3xTg-AD (332,333), Swedish-APP na genetskoj podlozi 129 (334),
TgCRNDS8 (335), APP+PS1 (336), i APP23 (337). Lokomotorna hiperaktivnost vjerojatno nije
specifi¢na za vrstu modela s obzirom da je opisana i uslijed pojacanja izrazaja APP-a u vinskih
musica (338), a fenomen se ¢ini specifi¢an za neurorazvojno razdoblje s obzirom da odgadanje

izrazaja APP-a u inducibilnim transgenicnim modelima ne rezultira razvojem
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hiperlokomotornog fenotipa (339). Bez obzira na bioloSku podlogu opisanog fenomena,
njegova pojava jasno ukazuje na problem bioloske nespecifi¢nosti obzirom da navedeni
hiperlokomotorni fenotip predstavlja ozbiljan problem u testovima ponaSanja jer unosi
naglasenu sustavnu pogresku u mjerenja ili ¢ak onemogucava provodenje pojedinih testova
(npr. u istrazivanju Jankowsky i suradnika nije bilo moguce provesti testove kognicije u

modelu AB-a s hiperprodukcijom APP-a)(340).

Uz transgeni¢ne modele AB-a, pojedini segmenti etiopatogeneze te ucinci lijekova ispituju se
i u netransgeni¢nim modelima bolesti. Netransgeni¢ni modeli AB-a opisani su u brojnim
zivotinjskim vrstama. Primjerice, u nekih vrsta pasa opisan je sindrom kognitivne disfunkcije
povezan s dobi karakteriziran nekim histopatoloskim obiljezjima koja nalikuju na AB (npr.
kortikalno nakupljanje AB-a) Sto bi moglo pruziti uvid u pojedine patofizioloske procese
ukljuéene u razvoj bolesti (341). Medutim, prirodni netransgeni¢ni modeli bolesti ¢esto vjerno
opona$aju samo pojedine aspekte bolesti. Primjerice, u prirodnom modelu AB-a u pojedinih
pasa kognitivno propadanje i kortikalno nakupljajne AB-a nije povezano s neuritickim
plakovima i nakupljenjem neurofibrilarnih vlakana (341). Vrijedna opazanja opisana su i u
drugih Zivotinjskih vrsta. Na primjer, sekvenca peptida AP-a istovjetna je u zeca i ¢ovjeka
(342), ali u ze¢jem mozgu ne dolazi do spontanog nakupljanja amiloidnih plakova (341). S
druge strane, ukoliko se zeCevi hrane dijetom bogatom kolesterolom uz dodatak bakra, dolazi
do pojave kortikalnith amiloidnih depozita ta nastanka drugih patognomoni¢nih

neuropatoloskih promjena i razvoja kognitivnih deficita (343).

Vecina netransgeni¢nih modela AB-a ne temelji se na prirodnim promjenama uslijed starenja
ve¢ na patofiziolo§kim promjenama uzrokovanim kemijskom noksom. Primjerice, opisani su
netransgeni¢ni  inducibilni modeli izazvani intracerebroventrikularnom primjenom
streptozotocina (STZ-icv), kolhicina te intracerebroventrikularnom ili intracerebralnom
primjenom Af-a (344). Osim toga, opisani su i modeli AB-a izazvani sustavnom primjenom
kolesterola, aluminija, cinka, D-galaktoze, lipopolisaharida i drugih tvari koje poticu

patofizioloske promjene povezane s neurodegeneracijom (344).
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14.1.1. Netransgeni¢ni model sporadicne Alzheimerove bolesti izazvan
intracerebroventrikularnim streptozotocinom

Netransgeni¢ni  kemijski model sporadicnog AB-a uzrokovan srediSnjom primjenom
streptozotocina (STZ-icv) jedan je od najkoriStenijih i najbolje istrazenih modela ove skupine.
Intracerebroventrikularnim streptozotocinom izazvan model sporadicnog AB-a prvi su
predlozili Hoyer i suradnici (345) i Lackovié¢ i Salkovié¢ (346) 1990. godine. Streptozotocin je
betacitotoksi¢ni spoj nitrozoureje koji nakon parenteralne primjene izaziva patofizioloske
promjene nalik na Se¢ernu bolest tipa 1 (u visokim dozama)(347) ili Se¢ernu bolest tipa 2 (u
niskom dozama uz prehranu bogatu mastima)(348). Nakon intracerebroventrikularne primjene,
STZ uzrokuje patofizioloske promjene srediSnjeg ziv€anog sustava koje su ukljucene u
nastanak neurodegeneracije poput neuroupale, oksidativnog stresa i mitohondrijske disfunkcije
(349-354) te poti¢e razvoj funkcionalnih i neuropatoloskih promjena povezanih s AB-om
poput kolinergi¢kog deficita, patoloskog nakupljanja AP-a, hiperfosforilacije proteina tau i
poremecaja metabolizma (355-357). Istovremeno s neuropatoloskim i molekularnim
promjenama, u STZ-icv modelu razvijaju se funkcionalni poremecaji povezani s narusenom
sposobnosti u¢enja i pamcenja uz druge promjene ponasanja (npr. poremecaj izvrSnih funkcija
te cirkadijana disritmija) koje nalikuju promjenama opisanima u ljudi oboljelih od AB-a (283).
U STZ-icv modelu, opisano je intraneuronalno i izvanstani¢no patolosko nakupljanje AB-a,
posebno u mozdanoj kori 1 hipokampusu, §to bi moglo biti posljedica povecanog izrazaja APP-
a i proamiloidnog enzima beta-sekretaze 1 (BACEL) te amiloidne angiopatije u ranom stadiju
bolesti (352,354,358-360). Dishomeostaza proteina tau najée$¢e je opisana u kontekstu
hiperfosforilacije na epitopima serinu 199/202 i 396, te treoninu 205 u mozdanoj kori i
hipokampusu od ranog do uznapredovalog stadija bolesti, a opisana je i AT8 imunoreaktivnost
koja odgovara ranim neurofibrilarnim promjenama (353,354,358,360-362). Poremecaj
kolinergicke transmisije opisan je na razini promjene aktivnosti acetilkolinesteraze, enzima
koji razgraduje acetilkolin (353,363-366). Uz navedene neuropatolos§ke promjene, u STZ-icv
modelu opisana je 1 metabolicka disfunkcija srediSnjeg ziv€anog sustava. Metabolicki
poremecaj u mozgu povezan s hipometabolizmom glukoze i neosjetljivoséu na inzulin
prepoznat je kao jedan od klju¢nih patofizioloskih procesa ukljucenih u etiopatogenezu AB-a
u ljudi (51,132,367-372), a sli¢can obrazac metabolicke dishomeostaze srediSnjeg Ziv¢anog
sustava opisan je uslijed srediSnje primjene STZ-a te se smatra glavnim patomehanizmom
STZ-icv modela (283). Sredisnja primjena STZ-a uzrokuje regionalno specifiéno smanjenje

aktivnosti enzima ukljucenih u metabolizam glukoze, smanjenje koncentracije adenozin-
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trifosfata (ATP, engl. adenosine triphosphate) i energije (373,374) sto je u skladu s rezultatima
in vivo slikovnih studija koje pokazuju smanjen metabolizam glukoze u mozgu Stakora i
majmuna nakon sredi$nje primjene STZ-a (375,376). Poremecena inzulinska signalizacija u
mozgu javlja se u sklopu ranog odgovora na srediSnju primjenu STZ-a §to se ocituje smanjenim
izrazajem gena za inzulin 1 inzulinski receptor, smanjenom fosforilacijom nizvodnih
signalizacijskim molekula (poput supstrata 1 inzulinskog receptora i glikogen-sintaza-kinaze
3, ¢ije su izoforme a i B ukljucene u regulaciju homeostaze AB-a i fosforilacije proteina
tau)(358,361,377). Potonje je posebno vazno u kontekstu nalaza poremecene inzulinske
signalizacije u mozgu bolesnika s dijagnozom AB-a (132,369,371,372) i obecéavajucih
rezultata terapije antidijabeticima i intranazalnim inzulinom (132,362,378-381). Zaklju¢no,
brojni dokazi upucuju da kognitivne, neurokemijske, metabolicke, i strukturalne promjene
opisane u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a odgovaraju promjenama opisanima u bolesnika
sa sporadi¢nim oblikom AB-a (47,66,382-385) te da bi STZ-icv model mogao pruziti uvid u

neke od patomehanizama ukljucenih u nastanak i dinamiku bolesti.

U kontekstu promjena probavnog sustava u AB-u, za razliku od transgeni¢nih modela bolesti
u kojima periferne promjene Cesto prethode neurodegenerativnim promjenama u srediSnjem
ziv€anom sustavu, netransgeni¢ni modeli poput STZ-icv modela omogucavaju bolje

razumijevanje eferentnih uc¢inaka promjena u mozgu na strukturu i funkciju probavnog sustava.
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1.4.2. Zivotinjski modeli Parkinsonove bolesti

Kao i kod modela AB-a, Zivotinjski modeli PB-a ugrubo se mogu podijeliti na transgenicne i
netransgeni¢ne modele. Za razliku od istrazivanja na zivotinjskim modelima AB-a gdje su
najzastupljenija istrazivanja na transgenicnim modelima bolesti, u istrazivanju PB-a,
netransgeni¢ni modeli nesto su zastupljeniji. Obzirom da, kao i kod AB-a, ve¢i broj bolesnika
(~85%) boluje od sporadi¢nog oblika PB-a bez jasne nasljedne komponente s visokom
penetracijom (155), netransgeni¢ni modeli ¢ine prikladan eksperimentalni sustav za ispitivanje
molekularnin  mehanizama povezanih s rizikom za nastanak bolesti i progresijom
neurodegenerativnih promjena. Kao i kod modela AB-a, u istrazivanjima na zivotinjskim
modelima najzastupljenije su studije na Stakorima (48%) i miSevima (37%), dok su puno rjede

studije na primatima (10%) i drugim modelima (5%) (386).

Nekoliko klju¢nih genskih mutacija koje su izvorno identificirane analizom genoma ljudi
oboljelih od nasljednog oblika bolesti pruZzile su temelje za razvoj transgeni¢nih modela PB-a
koji su omogucili razjasnjavanje nekoliko vaznih patofizioloskih mehanizama ukljuc¢enih u
nastanak bolesti. Prvi gen koji je bio povezan s nasljednim PB-om je SNCA — gen Kkoji nosi
informaciju za prijepis proteina a-sinukleina koji je identificiran u agregatima koji sa¢injavaju
Lewyjeva tjelesca, jedno od glavnih neuropatoloskih obiljezja PB-a (147,386,387).
Transgeni¢ni modeli PB-a s promjenom SNCA temelje se na rekapitulaciji i) autosomno
dominantnih visoko penetrantnih to¢kastih mutacija A53T, A30P, i E46K, ili i1) duplikaciji ili
triplikaciji SNCA s dominantnim nasljednim svojstvima (386). Medutim, modeli s tockastim
mutacijama ne pokazuju jasne znakove dopaminergicke neurodegeneracije niti motoricke
deficite (388), a modeli s pojacanim izrazajem a-sinukleina (npr. model s izraZzajem humanog
SNCA pod kontrolom Thyl promotora) pokazuju neke motoricke simptome, ali bez jasnih
neuropatoloskih znakova dopaminergicke neurodegeneracije (389). Uz navedene modele koji
se temelje na promjeni izrazaja SNCA, brojna su istrazivanja provedena i na transgeni¢nim
modelima PB-a dizajniranima na temelju mutacija, delecije egzona, duplikacije ili triplikacije
gena za Parkin, 193M i S18Y mutacije gena UCH-L1, G309D mutacije te delecije egzona za
protein PINK1, L166P tockaste mutacije DJ-1, te G2019S, R1441C/G i drugih mutacija u
LRRK2, genu za dardarin, uz uspjeSnu rekapitulaciju pojedinih komponenti fenotipa i
patofizioloskih promjena (386). Standardni transgeni¢ni modeli nisu optimalni za istrazivanje
uloge pojedinih proteina u patofizioloSkim procesima zbog promjena koje nastaju tijekom

razvoja transgeni¢nih organizama u kojih su mutacije prisutne od rodenja, a koje nerijetko
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rezultiraju molekularnim i fenotipskim promjenama koje ne odgovaraju sporadi¢nom obliku
bolesti te ponekad potiCu kompenzatorne mehanizme koji otezavaju razumijevanje
molekularnih promjena u odraslih jedinki. Kako bi se zaobisli navedeni problemi razvijeni su
modeli bazirani na promjenama gena pomocu viralnih vektora. Primjerice, prostorno specifi¢na
dostava (npr. u SN Stakora) humanog SNCA gena uspjesno je provedena pomocu razli¢itih
serotipova virusa povezanih s adenovirusima (AAV, engl. adeno-associated virus)(390).
Zivotinje u kojih je AAV-om dostavljen SNCA pokazuju razlidito izrazen gubitak
dopaminergickih stanica i motori¢ke deficite ovisno o tipu virusa i dostavljenom genu koji
moze nositi informaciju za divlji ili mutirani tip proteina (391-393). Transgeni¢ni AAV modeli
ceSce se provode u Stakora jer osim lakSe dostave u specifi¢nu anatomsku regiju (zbog veli¢ine
mozga) misevi ¢esto pokazuju tek slabo izrazenu neurodegeneraciju bez jasnih sinukleinskih

inkluzija (394).

Kao i kod AB-a, netransgeni¢ni modeli PB-a komplementarni su transgeni¢nim modelima te
mogu doprinijeti boljem razumijevanju pojedinih aspekata bolesti. Sli¢no kao i u AB-u,
najcesci netransgenicni modeli bolesti su neurotoksi¢ni modeli koji se baziraju na dostavi tvari
koje su selektivno toksi¢ne za pojedine dijelove srediS$njeg zivéanog sustava. U kontekstu
netransgeni¢nih neurotoksi¢nih modela PB-a Kkoriste se tvari koje vise ili manje selektivno
pogadaju dopaminergicki sustav, najces¢e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP;
engl. 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), rotenon, parakvat, i 6-hidroksidopamin
(6-OHDA,; engl. 6-hydroxydopamine).

Neurotoksin MPTP otkriven je uslijed izazivanja nekoliko slucajeva parkinsonizma nakon $to
je nastao zbog pogreske u sintezi opioida 1-metil-4-fenil-4-propionpiperidin (MPPP; engl. 1-
methyl-4-phenyl-4-propionpiperidine)(395). Jedna od prednosti MPTP-a je njegova lipofilna
priroda §to omogucava vrlo brzi prolazak kroz krvno-moZzdanu barijeru nakon periferne
primjene nakon Cega ulazi u glijalne stanice gdje pomocu monoamino-oksidaze B biva
pretvoren u 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridin (MPDP+)(396). Produkt MPDP+ spontano se
oksidira u neurotoksi¢ni 1-metil-4-fenilpiridin (MPP+) koji se selektivno nakuplja u citoplazmi
1 mjehuri¢ima s vezikularnim transporterom monoamina u dopaminergi¢kim stanicama nakon
prijenosa transporterom za dopamin (397). Toksi¢ni produkt MPP+ u dopaminergi¢nim
neuronima smanjuje stvaranje ATP-a inhibicijom mitohondrijskog kompleksa I i potice
nastanak slobodnih radikala §to uzrokuje neuroupalu i dovodi do ispada funkcije i smrti stanica
(396). MPTP se primarno koristi za modeliranje PB-a u miSeva i primata jer su Stakori otporni

na srednje visoke doze toksina i ne razvijaju naglasene neurodegenerativne promjene, a visoke
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doze povezane su s povecanom stopom mortaliteta (398). U miseva i primata, MPTP se moze
koristiti za izazivanje razlicitih lezije ovisno o modelu, dozi neurotoksina, i naCinu primjene
(386,399). Primjerice, akutni tretman velikim dozama MPTP-a izaziva ekstenzivnu
dopaminergicku neurodegeneraciju koja moze biti korisna za ispitivanje terapijskih pristupa u
kasnom stadiju bolesti (397). Akutni tretman MPTP-om u dozi do 20 mg/kg uzrokuje gubitak
~90% strijatalnog dopamina i ~70% dopaminergickih neurona SN-a, ali ne uzrokuje nastanak
agregata a-sinukleina (397). Suprotno, kroni¢na intraperitonealna primjena MPTP-a uzrokuje
odgodenu nigrostrijatalnu neurodegeneraciju uz progresivno nakupljanje a-sinukleina i
neuroupalu §to moze biti pogodno za istraZivanje ranih stadija PB-a (400,401). Medutim, iako
nakon akutnog tretmana MPTP-om dolazi do razvoja motorickih deficita, motoricka se
funkcija popravlja u roku od nekoliko dana (399), a tijekom kroni¢nog davanja ¢esto uopée ne

dolazi do pogorsanja motoric¢kih funkcija (386) Sto valjanost vanjstine modela ¢ini upitnom.

Neki netransgeni¢ni modeli PB-a oslanjaju se na dopaminergi¢ku degeneraciju izazvanu
oksidativnim stresom uslijed izlaganja pesticidima rotenonu i parakvatu $to se temelji na
opazanjima povecanog rizika za razvoj bolesti u populaciji koja je izlozena ovim toksi¢nim
spojevima (402-404). Mehanizam kojim ovi neurotoksini uzrokuju dopaminergi¢ku
neurodegeneraciju jo$ nije razjasnjen, ali smatra se da rotenon djeluje na kompleks I
mitohondrija (slicno kao MPP+), dok parakvat ostvaruje toksi¢nost modulacijom redoks
homeostaze stanice (386,405). Za razliku od MPTP-a mehanizam ulaska u stanice isto nije u
potpunosti razjasnjen. Primjerice, jo§ uvijek nije jasno kako parakvat prolazi krvno-mozdanu
barijeru obzirom na visoku polarnost molekule, a istrazivanja na Stakorima i majmunima
govore u prilog vrlo slaboj penetraciji (406,407). Bez obzira na nerazjasnjeni mehanizam
transporta i djelovanja, modeli neurotoksi¢nih pesticida omogucavaju rekapitulaciju nekih
molekularnih i fenotipskih obiljezja PB-a. Subakutna intraperitonealna primjena rotenona (6-
10 dana 3 mg/kg/dan) uzrokuje gubitak polovice dopaminergickih neurona SN-a i znatno
smanjenje koli¢ine Strijatalnog dopamina §to je povezano s razvojem motorickih simptoma
poput bradikinezije, posturalne nestabilnosti, i rigiditeta (408), te nemotori¢kih simptoma
poput poremecaja spavanja (409). Model kroni¢nog tretmana parakvatom ne omogucava
rekapitulaciju PB-a vjerno kao rotenon. U miSeva kroni¢no tretiranih parakvatom dolazi do
gubitka dopaminergi¢kih neurona SN-a, ali ne dolazi do jasno izraZzenog pada strijatalnog
dopamina niti razvoja izrazenih motoric¢kih deficita (386). Medutim, kombinirana primjena
viSe razlicitih pesticida (Sto donekle odgovara stvarnim uvjetima) dovodi do gubitka

dopaminergickih stanica, pada koncentracije strijatalnog dopamina te razvoja motorickih i

24



nemotoric¢kih simptoma nalik na PB (410), §to govori u prilog valjanosti modela koji se baziraju
na izlaganju neurotoksi¢nim pesticidima za istraZivanje pojedinih patofizioloskih promjena

povezanih s nastankom i progresijom bolesti.

1.4.2.1. Netransgeni¢ni model Parkinsonove bolesti izazvan intrastrijatalnim 6-
hidroksidopaminom

Najstariji neurotoksi¢ni model PB-a bazira se na primjeni neurotoksina 6-OHDA-a (395).
Neurotoksin 6-OHDA izvorno je bio koristen za ciljanu degeneraciju neurona simpatickog
ziv€anog sustava (411), a ideju srediSnje primjene s ciljem izazivanja selektivne lezije
nigrostrijatalnog dopaminergi¢kog sustava prvi je predlozio Ungerstedt (412). Mehanizam
toksicnosti 6-OHDA-a vezan je uz njegovu strukturalnu slicnost s dopaminom i
noradrenalinom koja mu omoguéava da se nakuplja u dopaminergi¢kim neuronima. 6-OHDA
nastaje endogeno hidroksilacijom metabolita dopamina (397,413), a neki dokazi upuéuju da bi
stvaranje endogenog toksina moglo biti povezano s nastankom i progresijom PB-a (414,415)
$to uz uzrokovanje nigrostrijatalne neurodegeneracije doprinosti valjanosti konstrukta modela.
Za izazivanje dopaminergicke neurodegeneracije, 6-OHDA mora biti dostavljen u srediSnji
Ziv€ani sustav (jer ne prolazi krvno-mozdanu barijeru), te uz selektivne inhibitore povratnog
unosa noradrenalina kako bi se sprijecilo nakupljanje u noradrenergickim neuronima (413).
Nakon nakupljanja u dopaminergi¢kim neuronima, 6-OHDA inhibira kompleks I mitohondrija
(kao MPP+ i rotenon) te uzrokuje poremecaj redoks homeostaze s nakupljanjem slobodnih
radikala i oksidativnim stresom §to je moguce sprijeciti ili ublaZiti antioksidansima, kelatorima
zeljeza te inhibitorima monoamino-oksidaze B poput selegilina (395). Kao i kod drugih
modela, fenotip i izrazaj neurodegenerativnih promjena ovisi o dozi, mjestu primjene te vrsti i
dobi zivotinje. 6-OHDA se najces¢e dostavlja u strijatum, medijalni snop prednjeg mozga
(MFB, engl. medial forebrain bundle), ili u SN. Primjena u SN izaziva naglasenu
dopaminergicku neurodegeneraciju tijekom 24 sata uz gubitak ~90% dopamina tijekom
nekoliko dana, a dostava 6-OHDA-a u strijatum izaziva sporo progresivne neurodegenerativne
promjene koje nastaju tjednima (396,413). Unilateralna primjena toksina dovodi do
asimetri¢nih motorickih deficita s fenomenom rotacije, medutim ovaj se na¢in primjene koristi
cesce nego bilateralni jer omogucava koristenje strane bez lezije kao interne kontrole, olakSava
procjenu ucinaka lijekova te ima znatno manje izraZzenu afagiju, adipsiju, konvulzije i smrtnost

(386,396,416). Za razliku od drugih neurotoksina, 6-OHDA omogucava analizu ucinaka
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srediSnje dopaminergicke neurodegeneracije na periferna tkiva jer pripada u skupinu modela s
primarnim patoloskim ishodiStem u sredi$njem zivéanom sustavu (engl. brain-first models).
Potonje je posebno vazno u kontekstu razjasnjavanja mehanizama komunikacije mozga i
crijeva u PB-u jer omogucava izolaciju eferentnih ucinaka srediSnje neurodegeneracije na

promjene u probavnom sustavu (203,204).
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1.5.Redoks homeostaza

1.5.1. Koncept homeostaze

Koncept homeostaze u modernu je medicinu prvi uveo franski fiziolog Claude Bernard u 19.
stolje¢u idejom unutarnjeg okolisa (izvorno: milieu intérieur). Claude Bernard radio je na
specificnim nerazrjeSenim fizioloSkim konceptima tog vremena poput uloge jetrenog
glikogena u odrzavanju koncentracije glukoze u plazmi te uloge simpatickog ziv€anog sustava
u regulaciji protoka krvi. Medutim, njegov dar da pruzi strahovito pronicljive generalizacije
specificnih fizioloskih zapazanja dovele su do postulata da ziva bi¢a posjeduju senzore
odgovorne za regulaciju unutarnjeg okoliSa te da je ova sposobnost klju¢na za zivot koji ne
ovisi o vanjskim ¢imbenicima (417,418). Bernardov rad na konceptu unutrasnjeg okolisa
kasnije je proSirio americki fiziolog Walter Bradford Cannon koji je uveo pojam homeostaze
kako bi opisao samoreguliraju¢i proces pomocu kojeg bioloski sustavi odrzavaju stabilnost
prilikom priladogbe na uvjete vanjskog okolisa (417). lako je koncept homeostaze jedan od
srediS$njih principa fiziologije, nerijetko je podcijenjen i zanemaren (419), sto nazalost rezultira
praksom koja dovodi do razvoja neintegrativnih objasnjenja biokemijskih i fizioloskih funkcija
koja ne samo da rijetko pruzaju temelje za bolje razumijevanje fiziologije i patofiziologije
ljudskog organizma, ve¢ rijetko stvaraju temelje za uspjesan razvoj lijekova. Jedan od mogucih
razloga zaobilaZenja principa homeostaze je ¢injenica da je koncept Cesto opisan kao sustav
mehanizama koji omogucavaju odrzavanje fizioloSkog stalnog stanja (stanja mirovanja) §to,
ukoliko je shvac¢eno doslovno, ne doprinosi razumijevanju fukcioniranja organizma.
Posljedi¢no, zanemaruje se vaznost priznavanja medusobnog djelovanja slozenih dinamickih
kompenzacijskih reakcija koje orkestriraju odgovor organizma na podrazaj. Nasuprot tome,
Cannon je shvacao vaznost ¢injenice da je homeostaza prilicno dinamican proces koji samo
promjenom odrzava stabilnost. Na primjer, u svom temeljnom djelu ,,Organizacija za
fiziolosku homeostazu* (engl. ,,Organization for physiological homeostasis*), Cannon citira
rije¢i nobelovca Charlesa Richeta: ,,Po prividnoj kontradikciji, ono [Zivo bi¢e] odrzava svoju
stabilnost samo ako je podrazljivo 1 sposobno modificirati se prema vanjskim podraZzajima i
prilagoditi svoj odgovor na podrazaj“. Konacno, vaznost dinamicke prirode homeostaze
odrazava se u samom pojmu homeostaze jer je Cannon odlucio koristiti prefiks homeo

(latinizirano od grckog homio $to znaci slican) umjesto homo (od grékog homos $to znaci isto
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ili jednako) kako bi naglasio da se homeostaza ne moze posti¢i fiksnom i krutom postojanoscu

(420).

Koncept homeostaze je prepoznat i usvojen od strane znacajnog dijela znanstvene zajednice,
daju¢i snazne temelje za daljnji razvoj fizioloSke misli. Evolucija koncepta homeostaze je izvan
opsega ovog poglavlja, medutim, treba naglasiti doprinose Hansa Selyea i Sterlinga i Eyera jer
su dali kljucne ideje na ¢ijim temeljima danas poc¢iva koncept redoks homeostaze. Hans Selye,
najpoznatiji po redefiniciji teorije stresa, prosirio je homeostazu uvodenjem pojma heterostaze
(hetero od grékog heteros $to znaci drugi ili drugadiji). Kroz ideju heterostaze, Selye je Zelio
naglasiti da prilagodba fizioloSkog sustava na neuobiCajeno izazovan podrazaj moze biti
popracena uspostavljanjem novog ravnoteznog stanja promjenom izvornih homeostatskih
postavki (417). Sterling i Eyer zaduzili su podrucje uvodenjem koncepta alostaze kako bi
dodatno naglasili vaznost varijacije za odrzavanje homeostaze koju prvi spominje Cannon
(417). Sterling i Eyer predlozili su da postoji prirodna promjena izmedu stanja prihvatljivih
fizioloskih vrijednosti koje su svojstvene sustavu. Nadalje, sugerirali su da postoji vremenska
komponenta homeostatske regulacije buduci da bi ¢ak i mali pomak unutar fizioloSkog raspona,
koji bi akutno koristio sustavu, mogao isti dugorocno preopteretiti. Za potonji koncept
predloZen je termin alostatsko optereéenje (417). Shema kljuénih principa homeostatske
regulacije i njihov odnos sa zdravljem i boles¢u prikazana je na slici (Slika 1). Kratki pregled

koncepta homeostaze preuzet je i prilagoden iz drugog izvora (109).
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Slika 1. Principi homeostatske regulacije prikazani su na primjeru dva kompleksna (bioloska)
sustava (A i B) povezana setom predefiniranih (pato)fiziolo§kih odnosa (a i ). Prilagodeno prema
(109). Lijevo: podijeljeni ,,stati¢ki fizioloski proces/glasnik () definira odnos izmedu dva kompleksna
stanicna sustava (A i B). a je pridruzeni proces koji omogucava fino podesavanje A i B $to odrzava
sustav u homeostatskom rasponu kad je potrebna aktivacija A ili B kao odgovor na podrazaj. Sve dok
je izazov dovoljno malen ili prolazan, promjena u A ili B ne zahtijeva pomicanje drugog sustava izvan
homeostatskog raspona. Sredina: izazovniji podrazaj zahtijeva daljnju prilagodbu i a i  kako bi se oba
sustava odrzala u homeostatskom rasponu, medutim, kako bi sustav B funkcionirao, sustav A se
maksimalno iskoristava. U bioloskom sustavu to bi odgovaralo gotovo maksimalnoj aktivaciji ili
inhibiciji sustava. Na primjer, B moze predstavljati redoks podsustav (npr. redoks par), a A moze
predstavljati metabolicki put koji se mora zrtvovati kako bi redoks sustav nastavio raditi kao odgovor
na redoks izazov. Sustav je maksimalno iskoristen i tako moze funkcionirati samo prolazno bez
ozbiljnijih oStecenja zbog funkcionalnog iskoristavanja nekog od njegovih podsustava. Desno: Ako je
podrazaj prevelik da bi se akutno razrijeSio, ili ako ustraje, potrebna je nova heterostatska zadana
vrijednost kako bi se osigurala odredena zastita. U ovom scenariju, redoks podsustav (B) odrzava se u
homeostatskom rasponu, a metabolicki podsustav A potpuno je Zrtvovan (npr. potpuno inaktiviran)
prilagodbom o i B. Kako su za njegovu maksimalnu otpornost potrebne sve stani¢ne funkcije,
dugotrajna inhibicija A uzrokovat ¢e akumulirajucu stetu i dovesti do razvoja bolesti. Redoks podsustav
i metabolic¢ki podsustav koristeni su samo u svrhu demonstracije te redoks sustav moze imati ulogu A
ili B, pa cak i a ili 8.
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1.5.2. Redoks homeostaza

Op¢i koncept homeostaze moze se primijeniti na fizioloski redoks sustav — biokemijski sustav
koji se sastoji od mreze medusobno povezanih kemijskih reakcija u kojima se mijenjaju
oksidacijska stanja atoma. U kemiji, redoks reakcije karakteriziraju prijenos elektrona u kojem
jedna kemijska vrsta — ,,reducirajuci agens‘ — prolazi kroz oksidaciju (otpusta elektrone) kako
bi omogucila redukciju (prihvacanje elektrona) svog redoks para. lako je korisno za
razumijevanje, postoje iznimke od ovog ,,opceg pravila® i neke se reakcije odvijaju bez ocite
izmjene elektrona pa je predlozeno da se oksidacija jednostavno definira kao povecanje
oksidacijskog stanja. Postoje dodatne prepreke na putu primjene opéih teorijskih koncepata
redoks kemije na bioloski sustav, a najocitija je da se standardni uvjeti, koji se opcenito
pretpostavljaju u teorijskim proraCunima, ne primjenjuju na zive stanice. Nadalje, iako su
pojedina¢ni redoks sustavi medusobno povezani, ne treba zanemariti fenomen redoks
kompartmentalizacije buduéi da su i ziva stanica i organizam kao cjelina strukturno definirani
hijerarhijskom segmentacijom koja dijeli organizam/stanicu na mnogo funkcionalno
medusobno ovisnih, ali pojedina¢nih odjeljaka. Na razini organizma, to je posebno vidljivo
tijekom procesa embrionalnog razvoja kada je stroga regulacija redoks prostorno-vremenskih
obrazaca ukljucena u slozenu orkestraciju istovremenog razvoja mnogih razli¢itih vrsta stanica
i tkiva. Tijekom tog razdoblja, meduigra organske i stani¢ne redoks homeostaze pruza vazan
sloj informacija koji usmjerava pluripotentne stanice prema sinkroniziranom razvoju visoko
diferenciranih 1 specijaliziranih stanica koje ¢e pruZiti temelje za evoluciju funkcionalnih
organa kod odraslih Zivotinja. Dobar primjer redoks obrasca organizma tijekom razvoja je
oksidativni pomak redoks potencijala glutationa (GSH) u ontogenetskim razdobljima zebrica
koje karakteriziraju najveci stupnjevi diferencijacije (gastrulacija, organogeneza, faringula). U
ovom kontekstu, termin redoks stres predlozen je za odstupanje fizioloskog redoks statusa
uklju€enog u regulaciju stani¢ne proliferacije, diferencijacije, migracije, polariteta i regulirane
smrti $to Cesto rezultira razvojem patologije (421). PredloZeno je da ¢ak i ,,zloglasni lijek*
talidomid inducira teratogenezu udova mehanizmom koji ukljucuje pogresnu redoks regulaciju
jezgrenog ¢imbenika kapa, pojacivaca lakih lanaca aktiviranih B stanica (NFxB, engl. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)(422). Funkcionalna redoks
kompartmentalizacija takoder je o€ita na razini pojedinacnih stanica. Neki stani¢ni odjeljci,
poput lizosoma i peroksisoma, smatraju se viSe oksidiraju¢ima, dok drugi, poput jezgre i

mitohondrija, pokazuju vise reduktivnih svojstava (423). Razlika u redoks homeostazi na razini
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pojedinih substani¢nih odjeljaka nastaje kao posljedica razliitih veli¢ina bazena klju¢nih
redoks parova i njihove ukljucenosti u razli¢ite stani¢ne procese koji se izravno ili neizravno
oslanjaju na redoks reakcije za ispravno funkcioniranje. Na primjer, citoplazmatske
koncentracije nikotinamid-adenin-dinukleotida (NAD) krecu se izmedu 200 i 500 uM, dok se
omjer reduciranog i oksidiranog oblika NAD-a odrzava izmedu 200 i 800. Nasuprot tome,
gotovo 2 puta vece koncentracije NAD-a i priblizno 100 puta nizi omjer reduciranog i
oksidiranog oblika uo¢en je u mitohondrijima (424). Razina redoks kompartmentalizacije
funkcionalno je vazna, a redoks podsustavi odrzavaju se relativno odvojenima na razini
pojedinacnih stanica kako bi se osiguralo da procesi koji zahtijevaju razlicita redoks okruzenja
mogu funkcionirati istovremeno. Na primjer, iako se GSH primarno nalazi u citoplazmi, mala
koli¢ina koja odgovara priblizno 1% ukupnog stanicnog GSH-a nalazi se unutar jezgrenog
odjeljka gdje je GSH ukljucen u odrzavanje proteinskih tiola vaznih za regulaciju izrazaja gena
i popravak DNA (424,425). Nadalje, ¢ini se da je jezgrena frakcija GSH-a razli¢ito regulirana
od citoplazmatske budu¢i da inhibitor sinteze GSH-a butionin-sulfoksimin smanjuje samo

citoplazmatsku frakciju, dok jezgrena ostaje netaknuta (426).

Nekoliko problema stoji na putu potpunog razumijevanja biokemijske redoks homeostaze u
zivom organizmu. Nemogucénost primjene poznatih teorijskih principa vezanih uz redoks na
Zive stanice jer se stvarni uvjeti bitno razlikuju od teoretski pretpostavljenih te su konceptualni
problemi vezani uz razumijevanje prostorno-vremenskih obrazaca redoks signalizacije u
iznimno kompliciranom biokemijskom sustavu Zivog bi¢a samo ,,vrh ledenog brijega“. Cesto
koriStena mjera, redoks potencijal specificnog redoks para (npr. Nernstova jednadzba za
reducirani/oksidirani GSH redoks par) vjerno ilustrira potonje. Iako se jednadzba moze
upotrijebiti za opisivanje termodinamike reakcije izmedu oksidirane i reducirane frakcije GSH-
a u matematickim terminima, koncentracija specificnih reaktanata i produkata odraZava
biokemijsku redoks homeostazu puno bolje od jednostavnog omjera frakcija. To je tako jer su
apsolutne koncentracije i GSH-a i GSSG-a konaéni rezultat skupa biokemijskih procesa u koje
je GSH ukljucen (npr. redukcija GSSG-a nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfatom (NADPH;
engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), konjugacija GSH-a na elektrofile, uloga
u sintezi i smatanju proteina, stani¢ni transport GSH-a, GSSG-a i konjugata, itd.)(427). Postoje
1 metodoloski izazovi koji stoje na putu razumijevanju redoks homeostaze. lako su u posljednje
vrijeme napravljeni znac¢ajni iskoraci na tom podrucju, jo§ uvijek moramo prije¢i dug put do
razvoja opreme i metoda koje bi nam omogucile da u potpunosti sagledamo regulatornu ulogu

redoks signalizacije s obzirom na to da su mnoge molekule uklju¢ene u sloZenu meduovisnu
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signalizaciju okarakteriziranu intrinziénom nestabilno$¢u i kratkim poluvijekom. Navedeni
problem vjerno opisuje recenica iz rukopisa Buettnera i suradnika: ,,Da bismo razumjeli kako
se kratkotrajne, kvazistabilne vrste, poput superoksida, vodikovog peroksida i dusikovog
oksida, povezuju s metabolomom, proteomom, lipidomom i genomom, potrebne su nam
apsolutne kvantitativne informacije o svim redoks aktivnim spojevima kao i termodinamicke i
kineticke informacije o njihovim reakcijama, tj. poznavanje kompletnog redoksoma.“(428).
Uzimajuéi u obzir da jo$ uvijek postoje znacajna tehnicka ograni¢enja koja se odnose na
metodoloske alate u prakticki svim navedenim relevantnim podrucjima (npr. ogranic¢enja koja
se odnose na ponovljivost identifikacije peptida i dosljednost kvantifikacije u kvantitativnoj
proteomici), a kamoli multipleksiranje odnosno zdruzivanje metoda, (npr. razli¢iti zahtjevi za
pripremu uzoraka za razlicite analiticke tehnike), visokoprotocne funkcionalno relevantne
tehnike koje bi uhvatile informacije povezane s redoksomom u smislenom patofizioloSkom

kontekstu tek trebaju biti razvijene.

Unato¢ tome, bez obzira na ograni¢enja postojeéih alata, znatna koli¢ina znanja o redoks
homeostazi koju smo uspjeli prikupiti tijekom godina jasno pokazuje da je ovaj sustav usko
povezan s odrzavanjem funkcije na stani¢noj i organskoj razini te da je blisko zdruzen s
razvojem vecine ljudskih bolesti. Zanimljivo, to je najbolje vidljivo, ne iz nedavnih rezultata
generiranih novim metodama zbog tehnoloSkog napretka, ve¢ radije zbog konceptualnih
skokova koji su uspjeli pomiriti mnoge naizgled paradoksalne nalaze povezane s principima

redoks homeostaze.

Jedan takav uspjesan konceptualni skok napravili su Ursini 1 suradnici koji su vratili kritiéne
koncepte homeostaze, heterostaze i alostaze u kontekst redoks homeostaze zdravlja i bolesti
(427). Tako se u pocetku vjerovalo da su elektrofili (molekule koje tvore veze sa svojim
partnerima u reakciji - nukleofilima, prihvacajuci oba elektrona) isklju¢ivo Stetni nusprodukti
metabolizma, sve viSe dokaza pokazuje je da su oni zapravo funkcionalne molekule koje
djeluju kao glasnici u stani¢noj signalizaciji (429-432). Prihvacanje ove nove ideje o
elektrofilima koji djeluju kao funkcionalne stani¢ne vrste otvorilo je neka vazna pitanja koja
su uvelike pridonijela trenutnom razumijevanju redoks homeostaze. Na primjer, ako elektrofili
nisu intrinziéno Stetni, jesu li nukleofili intrinzicno zaStitni? Kako stanica kontrolira
proizvodnju i uklanjanje svojih elektrofilnih glasnika, uzimajuéi u obzir da bijeg elektrofila
moze biti Stetan za stanicu? Koji su glavni signalni mehanizmi ukljuceni u regulaciju redoks
homeostaze? Ako elektrofilni i nukleofilni tonus rade na odrzavanju ravnoteze stani¢ne redoks

homeostaze, kada i zaSto dolazi do oksidativnog stresa? I konacno, ako elektrofili nisu
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intrinzi¢no isklju¢ivo $tetni, koji mehanizmi posreduju zastitne uc¢inke hormeze — fenomen
odgovora na dozu karakteriziranog stimulacijom zastitnog adaptivnog odgovora malom dozom

»stetnog* podrazaja (za razliku od inhibicije sustava izazvane visokom dozom podrazaja)?

Odgovori na neka od ovih pitanja jos se uvijek aktivno traze, a sloZzeno funkcioniranje redoks
homeostaze podrucje je aktivnog i plodonosnog istrazivanja jer bi pojasnjenje uloge redoks
homeostaze moglo ponuditi nove dijagnosticke i terapijske moguénosti. Ipak, neki od odgovora

vec su predlozeni.

Suprotno prethodnim uvjerenjima o nuznoj Steti povezanoj s reaktivnim elektrofilima, koncept
redoks homeostaze zanemaruje intrinzi¢nu Stetnu prirodu stani¢nih elektrofila i nukleofila.
Umjesto toga, oba imaju vaZznu ulogu u stani¢noj signalizaciji 1 mogu pokretati patofizioloSke
procese u sluc¢aju njihove prekomjerne i neuravnoteZene proizvodnje i/ili uklanjanja.
Posljedi¢no, promjena paradigme sada sugerira da je, bas kao Sto je stabilni pomak redoks
homeostaze (ovo bi Selye prepoznao kao redoks heterostazu) prema okolisSu s viskom
elektrofila i oksidativnim stresom prepoznat kao dio patoloskog fenotipa, stabilni pomak prema
prekomjernom nakupljanju nukleofila takoder dio patoloSke kaskade. Analogno tome, bas kao
Sto pojacan tonus nukleofila ima zaStitne ucinke u scenariju prekomjerne proizvodnje
elektrofila balansiranjem redoks okoline prema ,zlatnoj sredini“, pojacana regulacija
elektrofilnog kraka moze se smatrati zastitnim ako tjera stanicu prema fizioloskoj ravnoteZi.
Nadalje, treba uzeti u obzir i vremensku komponentu, jer, ¢ak i ako je stanica sposobna
kompenzirati povecéani elektrofilni tonus tijekom izlaganja podrazajima Koji izravno ili
neizravno testiraju redoks homeostazu (npr. ksenobiotici poput hranjivih tvari ili lijekova),
trajni izazov moze potaknuti prilagodbene procese koji uspostavljaju nove homeostatske
postavke za pruZanje akutne zaStite nauStrb trajnog naruSavanja funkcionalnih kapaciteta

(redoks alostatsko opterecenje).

Prethodni teorijski rad usmjeren na patofiziologiju povezanu s oksidativnim stresom
pretpostavio je da nakon $to se aktiviraju prooksidativni putovi (npr. kao dio kaskade urodenog
imuniteta), antioksidativni kapacitet stanice predstavlja glavni obrambeni sustav koji stiti od
oksidacije stani¢nih komponenti. Ipak, ovaj koncept ne uzima u obzir dinamicku prirodu
redoks homeostaze. U stvarnosti, trenutni dokazi govore u prilog istodobne regulacije
nukleofilnog tonusa finim podeSavanjem redoks reostata kako bi se sprijecio stabilan pomak u
redoks homeostazi koji bi poticao razvoj patofizioloSkog okruzenja utjecuci na stani¢nu

signalizaciju (109,427). Novi dokazi odbacuju ideju o postojanju mehanizama nalik
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prekidacima za ukljucivanje i iskljucivanje, koji reguliraju stani¢nu redoks ravnotezu i govore

u prilog preciznijoj dinamickoj kontroli redoks reostata u stvarnom vremenu (433).

Pocetno prepoznavanje ukljucenosti molekula ,,povezanih s oksidativnim stresom‘ u stani¢nu
signalizaciju motiviralo je potragu za relevantnim biokemijskim mehanizmima koji bi mogli
prenijeti informacije povezane s redoksom klasicnim molekularnim glasnicima. Reakcija
elektrofila sa specificnim proteinskim tiolatima trenutno se istice kao najbolje ispitan
mehanizam (429). Elektrofilni derivati mogu nastati u reakcijama kataliziranim enzimima ili
putem neenzimskih reakcija posredovanih slobodnim radikalima. Stvaranje elektrofila
katalizirano enzimima ¢esto se dogada u fizioloskim uvjetima, a neenzimski putovi aktiviraju
se u oksidativnim uvjetima nakon oksidacije visestruko nezasi¢enih masnih kiselina izazvane
slobodnim radikalima. U fiziolo§kim uvjetima kontinuirano se proizvodi mala koli¢ina mnogih
elektrofila kako bi se odrzao elektrofilni tonus potreban za ravnotezu redoks homeostaze. Cini
se da su medu ovim elektrofilnim glasnicima najvazniji o,B-nezasi¢eni aldehidi (npr.
malondialdehid (MDA; engl. malondialdehyde), 4-hidroksinonenal (HNE), akrolein). Jednom
stvoreni, regulacijski elektrofili konjugiraju se s aminokiselinskim ostacima u procesu Kkoji
ovisi 0 nukleofilnoj reaktivnosti mete i snazi elektrofilne skupine koja privlaci elektrone.
Tiolatni cisteini isti¢u se kao visoko reaktivne nukleofilne mete, iako su ukljuc¢ene 1 druge
aminokiseline (npr. lizin ili histidin)(434). Nadalje, tiolatni ostaci razli¢itih proteina
karakterizirani su razli¢itom razinom reaktivnosti koja ovisi o mno$tvu ¢imbenika (npr.
konstanta disocijacije kiselina i stericka ogranienja). S druge strane, razlicite elektrofile
karakteriziraju vlastita svojstva koja utjecu na reaktivnost prema biomolekulama kao $to je
snaga elektrofilne skupine koja privlaci elektrone. Primjerice, konstanta brzine drugog reda
HNE-a za reakciju s GSH-om je ~1,3 Ms?, priblizno 1000 puta niza od konstante za
peroksinitrit, §to ukazuje na mnogo nizu potencijalnu brzinu reakcije GSH-a i HNE-a (429).
Treba naglasiti da je gore navedena reakcija ilustrativna, ali vjerojatno ne odrazava
vjerodostojno ono $to se dogada in vivo gdje na reaktivnost utjece i prisutnost enzima (npr.
glutation-S-transferaza), gradijenti koncentracije supstrata, pH itd. Klju¢no svojstvo elektrofila
koje je neophodno za njihovu ulogu u stani¢noj signalizaciji je ¢injenica da oni reverzibilno
reagiraju s tiolima, zadovoljavajuci zahtjev vremenske rezolucije signalnog mehanizma (429).
Nakon §to se reakcija dogodi, formirane disulfidne veze sluze kao reverzibilni redoks prekidaci
koji utje€u na funkciju staninih proteina s razliitim razinama osjetljivosti na promjene u
lokalnom redoks okruzenju. Zanimljiv primjer ovog fenomena je metabolicki enzim

gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza koji ima ulogu pleiotropnog ,redoks senzora“ jer
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elektrofilima inducirana intramolekularna disulfidna formacija na aktivnom mjestu cisteina
reverzibilno inhibira enzim u oksidativnom okruZenju kako bi se glikoliticki tok preusmjerio u

zastitni oksidativni put pentoza fosfata (435).

Proizvodnja i uklanjanje i elektrofila i nukleofila su strogo regulirani procesi koji pruzaju
temelje za odrzavanje redoks homeostaze kroz regulaciju elektrofilnog i nukleofilnog tonusa.
U dinami¢noj homeostatskoj ravnotezi, brzo i fino ugadanje elektrofilnih i nukleofilnih tonova
omogucuje ¢vrstu kontrolu redoks okruzenja neophodnog za neometano funkcioniranje
stanice. U slucaju neproporcionalne aktivacije elektrofilnog ili nukleofilnog kraka, dolazi do
heterostatskog redoks pomaka na ra¢un redoks stani¢ne signalizacije osjetljive na okolinu koja
tjera stanicu prema patoloskom fenotipu. U slu¢aju da ovu neravnotezu karakterizira viSak
elektrofila uz nedostatnu neutralizaciju porastom nukleofilnog tonusa, javlja se patofiziolosko
stanje poznato kao oksidativni stres. Ovaj fenotipski pomak moZe biti izazvan blagim
kontinuiranim Stetnim oksidativnim izazovom koji djeluje kao redoks alostatsko opterecenje
ili akutnim naglasenim oksidativnim podrazajem koji nadjacava sposobnost nukleofilnog tona

da se suprotstavi njegovom djelovanju (109,433).

Naposljetku, redoks homeostaza pruza novi kontekst za hormezu, fenomen koji se klasi¢no
definira kao dvofazni odgovor na toksin ili stresor koji pokreée povoljan bioloski odgovor u
niskoj dozi, dok je visoka doza opcenito Stetna. U redoks biologiji, oksidativni stres se ¢esto
raspravlja u kontekstu hormeze kao potencijalni hormeticki stimulus koji bi mogao koristiti
zivom organizmu stimulirajué¢i povecanje stani¢ne antioksidativne obrane i mehanizama
popravka kad je prisutan u niskoj i tolerabilnoj dozi. Nasuprot tome, u kontekstu redoks
homeostaze, ¢ini se da hormeza pruZa zastitu ,,ponovnim postavljanjem* redoks heterostatskog
pomaka (433). Predlozeno je da su blagotvorni ucinci brojnih intervencija s pozitivnim
utjecajem na zdravlje posredovani hormezom povezanom s redoks homeostazom. Primjerice,
predlozeno je da tjelesno vjezbanje, koje je prepoznato kao vazna intervencija za odrzavanje
zdravlja i prevenciju kroni¢nih nezaraznih bolesti, djeluje kao prooksidativni hormetin (436).
Nadalje, za neke se prehrambene fitokemijske spojeve, za koje se prvobitno vjerovalo da
djeluju kao kemijski antioksidansi, pokazalo da bi pozitivni bioloski u€inci mogli biti
posredovani prooksidativnim svojstvima hormetskih mehanizama. Jedan primjer je 3,5,4'-
trihidroksi-trans-stilben ( resveratrol), polifenol iz crvenog grozda i drugih biljaka poznat po
svojim blagotvornim ucincima na zdravlje (437). U kontekstu redoks homeostaze prvenstveno
definirane kroz odrzavanje nukleofilnog tonusa, prehrambeni fitokemijski spojevi mogli bi

ostvarivati svoje ucinke kompenzacijom redoks homeostaze (povratom redoks heterostaze)
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stalnim povratnim ocuvanjem nukleofilnog tonusa putem parahormeze §to je detaljno opisano

u rukopisima Ursinija i Formana i suradnika (427,438).
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1.6.Inkretinski sustav i neurodegenerativne bolesti

Inkretini, hormoni probavnog sustava koji potenciraju izlucivanje inzulina u odgovoru na
promjenu koncentracije cirkuliraju¢e glukoze nakon obroka, u posljednje vrijeme sve vise
dobivaju na znac¢aju u kontekstu neurodegenerativnih bolesti. Modulacija lu¢enja inzulina iz
gusterace prva je otkrivena i najbolje istrazena fizioloska uloga inkretina, medutim, otkrice
inkretinskih receptora u brojnim tkivima poput bubrega, srca, plu¢a, masnog tkiva, glatkih
misica te pojedinih jezgara sredi$njeg zivéanog sustava, sugerira da je inkretinska signalizacija
ukljucena u brojne fizioloske i1 patofizioloske procese uz regulaciju homeostaze glukoze u
plazmi (439,440). Danas je poznato da inkretini reguliraju lu¢enje hormona, metabolizam
lipida, motilitet crijeva, apetit, tjelesnu masu i funkciju imunosnog sustava, a brojni se drugi
ucinci jo$ uvijek aktivno istrazuju. Posebno zanimljivo je djelovanje inkretina u sredi$njem
zivéanom sustavu gdje inkretinska signalizacija dovodi do smanjenog lucenja upalnih
medijatora, smanjene aktivacije mikroglije i agregacije proteina, povecane otpornosti na
pokretanje neuronalne apoptoze, poboljSanja mitohondrijske funkcije, pojaanog izrazaja
trofickih ¢imbenika, te stimulacije neurogeneze (441). Obzirom da se svi navedeni procesi
smatraju kljuénima u nastanku i1 progresiji neurodegenerativnih promjena, modulacija
inkretinskog sustava mogla bi se pokazati kao plodonosna farmakoloska strategija s
potencijalom mijenjanja tijeka neurodegenerativnih bolesti poput AB-a i PB-a (442-444).
Najvise podataka o potencijalu inkretina u AB-u i PB-u vezano je uz aktivaciju receptora za
paptid-1 slican glukagonu (GLP-1; engl. glucagon-like peptide 1), a novija istrazivanja
pokazuju kako je kombinacijom aktivacije receptora za GLP-1 i inzulinotropni polipeptid
ovisan o glukozi (GIP; engl. glucose-dependent insulinotropic polypeptide) mogucée osvariti

snazniji neuroprotektivni u€inak.

U kontekstu AB-a, aktivacija receptora za GLP-1 smanjuje neuroupalu, fosforilaciju proteina
tau i inzulinsku rezistenciju, a popravlja funkciju sinapsi (444,445). Aktivacija GLP-1
receptora povecava unutarstaniénu koncentraciju drugog glasnika ciklickog adenozin-
monofosfata (CAMP; engl. cyclic adenosine monophosphate) koji aktivira protein-kinazu A
(PKA) koja utje€e na mehanizam oslobadanja neurotransmitera u sinapticku pukotinu,
potencira dugoro¢nu potencijaciju i fosforilaciju vezujuceg proteina elementa odgovora na
cAMP (CREB, engl. cAMP-response element binding protein), sto potice prezivljenje stanica
i sinapticku plasti¢nost (446,447). Osim toga, PKA aktivira signalne puteve kljucne za sintezu

i oslobadanje inzulina koji vezanjem na inzulinski receptor potencira neuroprotektivne u¢inke
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(446). Aktivacija GLP-1 receptora otvara kanale za Ca?* te povec¢ava njihovu unutarstaniénu
koncentraciju Sto aktivira dodatne signalne mehanizme koji utjecu na modulaciju izlu¢ivanja
neurotransmitera i druge klju¢ne stani¢ne procese (448). Osim toga, aktivacija pojedinih
receptora za GLP-1 (spregnutih s By podjedinicama G proteina) poveéava unutarstani¢nu
koncentraciju fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat-3-kinaze (PI3K; engl. phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase) koja aktivacijom mitogenima aktiviranih protein-kinaza (MAPK; engl
mitogen-activated protein kinases) poti¢e prezivljavanje, obnovu, i diferencijaciju stanica
(448,449). U fizioloskim uvjetima, GLP-1 se sintetizira u L stanicama crijeva nakon ¢ega
gotovo trenutno biva razgraden dipeptidilpeptidazom-1V (DPP-1V; engl. dipeptidyl peptidase-
4) te svega oko 10% izluCenog inkretina dospijeva u sustavnu cirkulaciju (450). 1z navedenog
razloga, poluvijek egzogenog GLP-a 1 je tek oko 1-2 minute te se u veéini istrazivanja koriste
GLP-1 analozi koji su otporni na razgradnju posredovanu enzimom DPP-IV (440). U
zivotinjskim studijama, primjena GLP-1 agonista liraglutida umanjuje neuroupalu i izrazaj AB-
a te sprjecava gubitak sinapsi i razvoj kognitivnih deficita u APP/PS11 SAMP8 modelima AB-
a (451-453). Neuroprotektivni ucinci povezani s poboljsanjem kognicije pokazani suiu 3xTg,
5XFAD, i STZ-icv modelima AB-a (454-457). U STZ-icv stakorskom modelu AB-a, tretman
eksendinom 4 tijjekom 2 tjedna popravlja deficite prostornog pamcenja i smanjuje
hiperfosforilaciju proteina tau smanjenjem aktivnosti glikogen-sintaza-kinaze 3-p (GSK-3;
engl. glycogen synthase kinase-35) (458). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u STZ-icv mi§jem
modelu AB-a gdje je tretman dulaglutidom, dugodjeluju¢im GLP-1 agonistom, bio povezan s
poboljSanim prostornim pamc¢enjem 1 modulacijom GSK-a 3 uz smanjenje hiperfosforilacije
proteina tau (459). Liraglutid pokazuje neuroprotektivne ucinke i u drugih Zivotinjskih vrsta
(npr. AB model temeljen na dostavi AP oligomera u lateralne komore primata) (460). Osim
toga, drugi agonisti GLP-1 receptora takoder pokazuju neuroprotektivne ucinke u
pretklini¢kim istraZivanjima $to govori da su opisani ucinci vezani uz GLP-1 receptor, a ne
liraglutid. Primjerice, eksendin-4 smanjuje nakupljanje AB-a i popravlja kognitivnu funkciju u
5xFAD mi$jem modelu AB-a (461), a neuroprotektivne ucinke je pokazao i CJC-1131 (462),
dugodjeluju¢i GLP-1 agonist s poluvijekom duzim od 10 dana (463). U ovom trenutku ne
postoje jasni klinicki dokazi koji bi potvrdili neuroprotektivni potencijal GLP-1 agonista u
pacijenata oboljelin od AB-a. U klinickom ispitivanju uc¢inaka liraglutida u 38 pacijenata
tijekom 26 tjedana, liraglutid nije smanjio opterecenje amiloidnim plakovima, ali sprijecio je
smanjenje cerebralnog metabolizma glukoze §to bi moglo biti povezano s usporavanjem
napredovanja bolesti (464). U drugom malom klinicCkom istrazivanju na 32 pacijenta, 12

tjedana terapije liraglutidom nije bilo povezano s popravljanjem kognitivnih funkcije, ali
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tretman je bio povezan s popravljanjem funkcionalnih biomarkera $to bi trebalo provjeriti na
vecem broju pacijenata (465). U nedavno zavrsenoj klini¢koj studiji (ELAD) ispitan je tretman

liraglutidom u AB-u tijekom 12 mjeseci, ali rezultati studije jo$ nisu dostupni (466).

U PB-u, kao i kod AB-a, neuroupala, oksidativni stres, i mitohondrijska disfunkcija smatraju
se vaznim patogenetskim Cimbenicima, a sve viSe je prepoznata i vaznost inzulinske
signalizacije u mozgu (374,467-469). Primjena GLP-1 agonista eksendina-4 smanjuje
neuroupalu i gubitak dopaminergickih neurona u SN-U te popravlja motoricku funkciju u
MPTP modelu PB-a (470,471). Osim toga, liraglutid, liksisenatid i semaglutid smanjuju
opterecenje a-sinukleinom u kronicnom MPTP modelu PB-a (472,473). Neuroprotektivni
uc¢inci GLP-1 agonista opisani su i u drugim modelima PB-a. Primjerice, u 6-OHDA modelu,
tretman eksendinom-4 bio je povezan sa smanjenjem broja rotacija potaknutih tretmanom
amfetaminima te poveanim izrazajem tirozin-hidroksilaze i VMAT-2 u neuronima SN-a
(474). U studiji Harkavyi i suradnika, tretman eksendinom-4 smanjio je gubitak izvanstani¢nog
dopamina i povecao izrazaj TH u SN-u (475). Rezultati klinickih istrazivanja takoder su
optimisti¢ni. U maloj klini¢koj studiji na 45 pacijenata s dijagnozom umjereno izrazenog PB-
a, eksenatid je ostvario blagotvorne ucinke na nekoliko simptoma bolesti, a naknadna
istrazivanja pokazala su da su neki uc€inci prisutni i 12 i 24 mjeseca nakon prekida terapije
(476,477). Trenutno su u tijeku Klinicka ispitivanja faze 2 za liksisenatid, liraglutid, i

semaglutid za lijeCenje PB-a (478).

Naposljetku, u zZivotinjskim modelima neurodegenerativnih bolesti opisano je da dualna
stimulacija receptora za GLP-1 i GIP ostvaruje jo$ potentniji neuroprotektivni u¢inak (iako i
samo aktivacija GIP receptora ostvaruje blagotvorne uéinke) (479,480). U APP/PS1 modelu
AB-a, primjena GLP-1/GIP dualnih agonista DA-CH3, DA-CH5, i DA4-JC popravlja
kognitivnu funkciju i smanjuje nakupljanje AB-a (481-483). Sli¢ni neuroprotektivni uéinci
opisani su i u MPTP modelu PB-a. Dualni agonisti DA4-JC i DA-CHS popravljaju motori¢ku
funkciju, smanjuju nakupljanje a-sinukleinam i neuroupalu, i stite dopaminergi¢ke neurone u
MPTP modelu (484,485). Dualni agonisti ostvarili su snaznije neuroprotektivne ucinke od
eksendina i liraglutida  (486,487). Osim dualnih agonista, nedavno su opisani i
neuroprotektivni ucinci trostrukih agonista koji uz receptore za GLP-1 i GIP aktiviraju i
receptore za glukagon, medutim, jo§ nije jasno ostvaruju li trostruki agonisti snaznije

neuroprotektivne ucinke (444,488,489).
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1.7. Galaktoza

Galaktoza je jednostavni monosaharid koji je prvi opisao Louis Pasteur 1856. godine (490).
Strukturalno, galaktoza se od glukoze, najvaznijeg biokemijskog supstrata za proizvodnju
energije, razlikuje samo po konfiguraciji hidroksilne skupine vezane na ugljik C4 (491).
Medutim, brojni dokazi pokazuju da je ova skromna strukturalna razliku omogucila galaktozi
da tijekom evolucije bude izabrana kao biokemijski spoj s vaznim bioloskim ulogama Sirom
zivog svijeta. Vaznost galaktoze najbolje opisuju sljedeéa zapazanja. Galaktoza, u obiku
slobodnog monosaharida, ili vezana za druge molekule (tvore¢i oligosaharide, polisaharide,
glikoproteine, ili glikolipide) identificirana je u brojnim organizmima, od bakterija i biljaka,
do zivotinja (491). Nadalje, mlije¢ni Secer laktoza, prepoznat kao esencijalna hranjiva tvar za
razvoj sisavaca, sastoji se od glukoze i galaktoze, a u rijetkim slucajevima u kojima mlijeko
sisavca ne sadrzi laktozu (primjerice kod morskih lavova i nekih tobol¢ara), galaktoza je i dalje
prisutna, obicno u trisaharidnoj formi, te pruZa nezamjenjivu enegetsku i strukturalnu podrsku
za razvoj mozga (492). lako jo$ nije razjasnjeno zasto je tijekom evolucije ba§ galaktoza
izabrana kao kljucni sastojak mlije¢nog Secera mlijeka sisavaca (pitanje koje neki nazivaju
jednom od najvaznijih zagonetki biologije (493)), jedinstvena biokemijska uloga galaktoze
daje naslutiti moguce razloge. Snazan uzlet i razvoj glikobiologije posljednjih je godina pruzio
brojne i nepokolebljive dokaze o vaznosti glikozilacije za vec¢inu bioloskih funkcija koje
poznajemo. Primjerice, razvoj i1 diferencijacija stanica Ziv€anog sustava, pronalazenje
aksonskih putova i razvoja sinapsi ovise o ispravnim obrascima glikozilacije, sto jasno ukazuje
zasto je ispravna glikozilacija nuzan uvjet za razvoj funkcionalnog Zivéanog sustava (494,495).
Galaktoza moze biti iskoriStena za glikozilaciju putem vise razli¢itih biokemijskih putova
(496), a za razliku od glukoze i manoze, prisutnost galaktoze omogucava stanicama da ocuvaju
ispravne glikozilacijske obrasce u slu¢aju oskudice hranjivih tvari (493). U ovom kontekstu,
trenutni dokazi upucuju da bi vaZnost galaktoze za Zive organizme mogla biti povezana s
jedinstvenom metabolickom sudbinom koja omogucava galaktozi da osigura trajnu dostupnost
supstrata za glikozilaciju. Na biokemijskoj razini, opisani u¢inak mogao bi se temeljiti na
izbjegavanju regulatornih mehanizama koji skre¢u metabolizam isklju¢ivo prema sustavima za
stvaranje energije u uvjetima nedostatne dostupnosti hranjivih tvari. Zanimljivo, vise od 160
godina nakon otkri¢a galaktoze njena fizioloSka uloga ostaje nepoznata. NajviSe podataka o
bioloskim ucincima galaktoze dolazi iz dva izvora: 1) istrazivanja fokusirana na razjasnjavanje

bioloSke pozadine galaktozemije, skupine nasljednih poremecaja s narusenom funkcijom
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enzima uklju¢enih u metabolizam galatoze; 1 ii) istrazivanja bioloSke podloge starenja u
zivotinjskim modelima gdje se kroni¢na parenteralna primjerna galaktoze koristi za izazivanje
oksidativnog stresa i patofizioloskih promjena nalik na one prisutne tijekom starenja. Medutim,
obje skupine istrazivanja omogucéavaju tek ograni¢eno razumijevanje bioloSkih uloga
galaktoze te ostaje nepoznato moze li se tretman galaktozom iskoristiti: i) kao dodatni izvor
energije (497); ii) za obnavljanje glikozilacijskih obrazaca (493); iii) za smanjivanje
optere¢enja amonijakom i poticanje sinteze aminokiselina (498); bez izazivanja poremecaja

redoks homeostaze s dobro poznatim $tetnim posljedicama (499).

Patofizioloske promjene povezane s galaktozemijom Cesto se navode kao dokaz Stetnih uc¢inaka
galaktoze, medutim, brojni dokazi prikupljeni posljednjih desetljea jasno pokazuju da
patofizioloSke posljedice galaktozemije nastaju zbog biokemijskog preusmjeravanja
metabolizma galaktoze, a ne zbog nakupljanja galaktoze koje je posljedica naruSenog
metabolizma (500). Potonje je jasno odrazeno u ¢injenici da do nakupljanja galaktoze dolazi u
svim tipovima galaktozemija, ali klini¢ka prezentacija bolesnika s razli¢itim tipovima bolesti,
koje zahvacaju pojedine enzime uklju¢ene u metabolizam galaktoze, znatno se razlikuje (500).
Primjerice, naruSena funkcija galaktokinaze (GALK; EC 2.7.1.6)(Galaktozemija tipa 2; MIM
230200) povezana je s blagom klinickom slikom s kataraktom koja je ¢esto jedini klinicki znak
bolesti (501). Suprotno, mutacije galaktoza-1-fosfat-uridililtransferaze (GALT; EC
2.7.7.12)(Galaktozemija tipa 1; MIM 230400), drugog enzima Leloirovog puta, nerijetko su
zdruZene sa smrtnim posljedicama (502). Patomehanizam odgovoran za navedene razlike jo§
nije u potpunosti razjasnjen, medutim, prikupljeni dokazi upucuju da je poremecaj ovog
neophodnog metabolickog puta, a ne sama prisutnost galaktoze, posrednik fenotipskog izrazaja
poremecaja. Nakupljanje galaktoze, galaktitola, i galaktonata opisano je u galaktozemiji tipa 1
i 2, medutim, u 0soba koje boluju od galaktozemije tipa 1 nakuplja se i galaktoza-1-fosfat (Gal-
1-P) sto upucuje da bi ovaj metabolit mogao biti moguci posrednik teskog patofenotipa (500).
Iako je mehanizam Stetnog djelovanja Gal-1-P-a jos uvijek predmet rasprava, neki istrazivaci
predlazu da bi natjecanje Gal-1-P-a s glukoza-1-fosfatom (Glc-1-P) za UTP-glukoza-1-fosfat-
uridililtransferazu (UGP; EC 2.7.7.9) moglo dovesti do smanjene dostupnosti UDP-glukoze
kao supstrata za UDP-glukoza 4-epimerazu (GALE; EC 5.1.3.2), §to bi pak dodatno smanjilo
stvaranje UDP-galaktoze onemogucavanjem kompenzatornih mehanizama kljuénih za
ocuvanje obrasca glikozilacije lipida i proteina u stanicama s ispadom funkcije GALT-a (503).
Klinicka istrazivanja ucinaka suplementacije bolesnika s galaktozemijsom tipa 1 malim

dozama galaktoze pruzaju dodatne dokaze o kompleksnosti patofiziologije poremecaja
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metabolizma galaktoze obzirom da manje rigorozna kontrola unosa galaktoze paradoksalno
obnavlja N-glikozilaciju u podgrupi pacijenata $to bi moglo biti povezano s popravljanjem
klini¢ke slike (504).

Drugo vazno podrucje istrazivanja koje je pruzilo razmjerno puno informacija o bioloskim
ucincima galaktoze je istrazivanje starenja gdje se kroni¢na parenteralna primjena galaktoze
desetlje¢ima koristi za poticanje oksidativnog stresa i degeneracije organizma. Zanimljivo,
iako brojne studije koriste model starenja izazvan galaktozom za ispitivanje terapija usmjerenih
na starenje i poremecaje povezane sa starenjem (505), istrazivanja usmjerena na razja$njavanje
patofizioloskih mehanizama odgovornih za Stetne ucinke kroni¢nog parenteralnog tretmana
galaktozom vrlo su rijetka. Poremecaj redoks homeostaze s oksidativnim stresom predlozen je
kao glavni mehanizam nastanka patofizioloskih promjena povezanih sa starenjem u glodavaca
(505), medutim, bioloski posrednik u¢inaka nikad jo$ nije razjas$njen. Dva nedavno objavljena
sveobuhvatna pregledna rada na temu galaktozom izazvanih modela starenja (506) i
neurodegeneracije (507) predlazu tri glavna mehanizma odgovorna za patofizioloSke ucinke
galaktoze. Jedno moguce objasnjenje galaktozom uzrokovanog oksidativnog stresa je stvaranje
alkohola galaktitola u reakciji kataliziranoj enzimom aldehid-reduktaza (AR; EC 1.1.1.21).
Tijekom nastanka galaktitola troSe se reduktivni ekvivalenti u obliku NADPH-a, a nakupljeni
galaktitol uzrokuje osmotsko optereéenje jer ga stanica ne moze dalje metabolizirati (506-509).
Valja napomenuti da postoje neslaganja oko nakupljanja galaktitola kao klju¢nog
patofizioloskog dogadaja koji uzrokuje oksidativni stres jer koncentracija koja se postiZe u lec¢i
Stakora (jednom od tkiva koje pokazuje najizrazenije promjene) tijekom prehrane s vrlo
visokim sadrzajem galaktoze nije dostatna da uzrokuje osmotski stres (508). Drugi vazan
mehanizam kojim bi galaktoza mogla uzrokovati oksidativni stres je stvaranje Amadorijevih
produkata i Schiffovih baza reakcijom galaktoze sa slobodnim aminokiselinskim grupama
proteina, lipida, i nukleinskih kiselina ¢ime nastaju krajnji proizvodi uznapredovale glikacije
(AGE; engl. advanced glycation end products)(506,507). Treé¢i vazan predlozeni mehanizam
pretpostavlja nakupljanje H2O, tijekom oksidacije galaktoze posredovane galaktoza-
oksidazom (GO; EC 1.1.3.9)(506,507), a neki istrazivaCi tvrde da je ovo i najvazniji
mehanizam te jedini metabolicki put galaktoze u kojem nastaju slobodni radikali (510).
Zanimljivo, iako se vecina istrazivaca koji rade s galaktozom izazvanim modelima starenja
referira na nakupljanje H20: kao kljuéni mehanizam koji objasnjava Stetne ucinke galaktoze
(506,507,511-523), navedeno je vrlo malo vjerojatno obzirom da je GO enzim koji je, prema

dostupnoj literaturi, izrazen iskljucivo u gljiva (524).
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U ovom trenutku postoje brojna neodgovorena pitanja 0 metabolizmu galaktoze vezana uz
ucinak doze i vremena te razlike uc¢inaka u kontekstu nacina primjene i metabolickih kapaciteta
pojedinih tkiva. Podaci koji pruzaju odgovore na navedena pitanja klju¢ni su za razumijevanje
fizioloskih i patofizioloskih implikacija endogene i egzogene galaktoze. Suprotno kognitivnom
oStecenju koje nastaje uslijed kroni¢ne parenteralne primjene galaktoze zdravim glodavcima
(525,526), kroni¢na primjena galaktoze otopljene u vodi za pi¢e oralnim putem sprjeCava
nastanak kognitivnih deficita (497) te popravlja ve¢ nastalo kognitivno oste¢enje (376) u STZ-
icv Stakorskom modelu AB-a. U ovom trenutku mehanizam neuroprotektivnih ucinaka D-
galaktoze jos uvijek nije razjasSnjen. S jedne strane, u vecini istrazivanja u kojima je tretman
D-galaktozom sprijeCio nastanak ili ispravio ve¢ razvijeno kognitivho oSte¢enje (npr.
(376,497)), tretman D-galaktozom proveden je oralnim putem S§to govori da bi mjesto
djelovanja moglo biti u probavnom sustavu. S druge strane, neka su istrazivanja pokazala da
oralni tretman D-galaktozom moze biti povezan sa Stetnim ucincima (527), a nekoliko je
istrazivanja pokazalo zaStitne u¢inke parenteralne D-galaktoze (528,529), §to govori u prilog

mehanizmu djelovanja koji nije neposredno vezan uz intraluminalnu prisutnost.
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2. HIPOTEZA

U stakorskim modelima sporadi¢ne Alzheimerove bolesti i Parkinsonove bolesti povisena je
razina oksidativnog stresa i poremecena inkretinska signalizacija u probavnom sustavu, $to se

moze normalizirati primjenom oralne galaktoze.
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJ:

Ispitati patofizioloske promjene u probavnom sustavu Stakora u modelu Alzheimerove

i Parkinsonove bolesti.

SPECIFICNI CILJEVTI:
1. Ispitati ucinak intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (model
Alzheimerove bolesti) i intrastrijatalne primjene 6-hidroksidopamina (model

Parkinsonove bolesti) na parametre oksidativnog stresa u probavnom sustavu

Stakora.

2. Ispitati inkretinski sustav (peptid-1 sli¢an glukagonu i inzulinotropni polipeptid

ovisan o glukozi) u crijevu $takora u modelu Alzheimerove bolesti i Parkinsonove bolesti.

3. Ispitati u¢inak oralne galaktoze na oksidativni stres i inkretinski sustav u crijevu

Stakora u modelu Alzheimerove bolesti i Parkinsonove bolesti.

47



48



4. MATERIJALI | METODE

4.1.Zivotinje

U svim pokusima koriSteni su muski Stakori soja Wistar, starosti 3 mjeseca, uzgojeni u
licenciranoj nastambi za laboratorijske zZivotinje Zavoda za Farmakologiju na Medicinskom

fakultetu Sveudiliita u Zagrebu (HR-POK-007; Salata 11, Zagreb).

Svi postupci na laboratorijskim Zzivotinjama provedeni su u skladu s nacionalnim i
medunarodnim zakonima i propisima (Direktiva 2010/63/EU Europskog Parlamenta i Vijeca
o za$titi zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe; hrvatski Zakon o zastiti Zivotinja (NN
102/17, 32/19), hrvatski Zakon o provedbi uredbi Europske unije o zastiti zivotinja (NN
125/13, 14/14, 92/14, 32/19), Uredba Vijeca (EZ) br. 1099/2009 o zastiti zivotinja u trenutku
usmréivanja). Svi postupci odobreni su od strane Ministarstva poljoprivrede (misljenje Etickog
povjerenstva EP 186/2018; klasifikacijska oznaka: UP/1322-01/18-01/57; ustrojstvena
jedinica: 10.1.1.2.; urudzbeni broj: 380-18-4) i Etickog povjerenstva za dobrobit Zivotinja
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (klasa: 641-01/18-04/01; urudZzbeni broj: 380-59-
10106-18-111/173) u sklopu projekta ,,Mehanizmi nutrijentom posredovanih ucinaka
glukagonu sli¢nog peptida-1 na kognitivne i metabolicke poremecaje u eksperimentalnim
modelima neurodegenerativnih bolesti* financiranog od Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ-
IP-2018-01-8938). Autor posjeduje dozvolu za provodenje in vivo postupaka na Zivotinjama
(B kategorija; broj potvrde: 240.3-19, HR 191/02/P). Tehnicko osoblje uklju¢eno u istrazivanje

takoder je certificirano za rad s laboratorijskim Zivotinjama.

U nastambi za laboratorijske zivotinje Zavoda za Farmakologiju Stakori su drZani u kavezima
sa steljom za laboratorijske glodavce - 2 do 3 Zivotinje po kavezu osim u pokusima s
dugoro¢nim davanjem D-galaktoze u kojima je naznaceno da su Zivotinje bile odvojene i
boravile same u kavezu kako bi se omogucila primjena pune doze D-galaktoze otopljene u vodi
za pice te izbjegao ucinak koprofagije na crijevni mikrobiom, s ad libitum pristupom vodi i
standardiziranoj hrani za laboratorijske glodavce (Mucedola S.R.L., Italija). Stelja je mijenjana
dvaput tjedno. Okolisni uvjeti bili su kontrolirani na nacin da je relativna vlaZnost zraka bila
izmedu 40 i 60%, sobna temperatura kretala se izmedu 22 i 25 °C, a ciklusi svjetla i tame bili
su regulirani automatskim sklopkama te su se izmjenjivali svakih 12 sati s izmjenama u 6 i 18

sati.
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Tablica 1 Broj Zivotinja po skupinama u pokusima provedenim u sklopu istraZivanja.

Pokus Broj zivotinja po skupinama Ukupan broj zZivotinja
Ispitivanje ucinka srediSnje inhibicije GLP-1 | CTR: 10 40
receptora STZ: 10

CTR + GLPI: 10

STZ + GLPI: 10
Ex vivo ispitivanje: CTR:3 6
i) u¢inaka D-galaktoze na redoks homeostazu; | STZ: 3
i) u¢inaka ACh na izlu¢ivanje probavne sluzi;
iii) biokemijskih svojstava probavne sluzi
Ispitivanje ucinka sredi$nje inhibicije GIP CTR: 10 40
receptora STZ: 10

CTR + GIPI: 10

STZ + GIPI: 10
Ispitivanje akutnih uéinka oralne D-galaktoze | CTR + gal: 10 40
uz sredisnju inhibiciju GLP-1 receptora STZ +gal: 10

CTR + GLPI + gal: 10

STZ + GLPI +gal: 10
Ispitivanje redoks homeostaze u probavnom CTR: 9 37
sustavu u Stakorskom modelu PB CIS: 14

6-OHDA: 14
Ispitivanje akutnih u¢inaka oralne D-galaktoze | 0: 6 24
na redoks homeostazu u crijevu i mozgu 30: 6

60: 6

120: 6
Ispitivanje ucinaka kroni¢nog oralnog CTR: 10 40
tretmana D-galaktozom na redoks homeostazu | STZ: 10
i crijevnu mikrobiotu CTR +gal: 10

STZ + gal:10
Ispitivanje ucinka kroni¢nog oralnog tretmana | CTR: 10 60
D-galaktozom u Stakorskom modelu PB CTR +gal: 10

6-OHDA: 20 (stratificirani ovisno o

razvijenim motori¢kim deficitima)

6-OHDA + gal: 20 (stratificirani ovisno

o razvijenim motori¢kim deficitima)
Ispitivanje ucinaka kroni¢nog oralnog 6-OHDA: 14 28

tretmana D-galaktozom na razvoj motorickih
deficita u Stakorskom modelu PB u
upoarenom dizajnu

6-OHDA +gal: 14
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4.2.Stakorski model sporadi¢ne Alzheimerove bolesti izazvan
intracerebroventrikularnom primjenom streptozotocina

Stakorski model sAB-a izazvan je intracerebroventrikularnim injiciranjem otopine
streptozotocina 12 tjedana starim muzjacima Wistar Stakora postupkom koji je prethodno
opisan u literaturi te kori$ten u istraZivanjima nase skupine (283,355,530). Zivotinje su uvedene
u duboku anesteziju intraperitonealnom primjenom ketamina (70 mg/kg; Ketamidor, Richter
Pharma, Austrija) u kombinaciji sa ksilazinom (7 mg/kg; Alfasan International, Nizozemska).
Anestezirane zivotinje oSiSane su te im je nac¢injen kirurski rez koze glave kako bi se omogucio
pristup lubanji. Pomocu elektri¢ne busilice velike brzine (Ultimate XL, NSK Europe GmbH,
Njemacka), parijetalna kost trepanirana je bilateralno u koordinatama: 1,5 mm kaudalno i 1,5
mm lateralno u odnosu na bregmu s polumjerom otvora od 1 mm po uzoru na postupak koji su
originalno opisali Noble i suradnici (531) te koji je dalje koriSten u svim pokusima na ovom
modelu u laboratoriju istrazivackog tima mentorice. Prethodno izvagani STZ neposredno prije
primjene otopljen je u 0.05 M citratnom puferu (pH 4.5) te dostavljen u lateralne komore mozga
mikrolitarskom injekcijskom iglom (Hamilton Company, SAD) u koordinatama: 1,5 mm
kaudalno, 1,5 mm lateralno i 4 mm ventralno od meke mozdane ovojnice u odnosu na bregmu.
Otopina je dostavljena u lateralne mozdane komore sporim kontroliranim injiciranjem ukupnog
volumena od 2 pl po mozdanoj komori, a koncentracija STZ-a bila je 1,5 mg/kg. Kontrolne
zivotinje (CTR) bile su podvrgnute istovjetnom postupku, medutim u lateralne je komore
dostavljen samo vehikul. Nakon injiciranja koza glave zatvorena je pomocu 2 do 4 kirurSka
Sava te su Zivotinje podvrgnute standardnoj postoperativnoj skrbi. Cijeli je postupak ponovljen

nakon 48 sati te je kumulativna doza STZ-icv iznosila 3 mg/kg.
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4.3. Stakorski model Parkinsonove bolesti izazvan intrastrijatalnom
primjenom 6-hidroksidopamina

Stakorski model PB-a izazvan je intrastrijatalnim injiciranjem otopine 6-OHDA-a 12 tjedana
starim muzjacima Wistar Stakora postupkom koji je prethodno opisan u literaturi te koriSten u
istrazivanjima naSe skupine (532,533). Otopina 6-OHDA-a (4 ug/ul) pripremljena je
neposredno prije injiciranja otapanjem 6-OHDA-a u otopini askorbinske Kkiseline u sterilnoj
fizioloskoj otopini masene koncentracije 0.02%. Zivotinje su uvedene u duboku anesteziju
intraperitonealnom primjenom ketamina (70 mg/kg; Ketamidor, Richter Pharma, Austrija) u
kombinaciji s ksilazinom (7 mg/kg; Alfasan International, Nizozemska). Anestezirane
Zivotinje oSiSane su te im je nacinjen kirurski rez koze glave. Lubanja je trepanirana pomocu
elektricne busilice velike brzine (Ultimate XL, NSK Europe GmbH, Njemacka) te je u svaki
strijatum injicirano 2 pl prethodno pripremljene otopine 6-OHDA-a u koordinatama 0 mm
kaudalno, 2.8 mm lateralno i 7 mm ventralno u odnosu na bregmu i meku mozdanu ovojnicu.
Koza glave zatvorena je pomocu kirurskih Savova te su Zivotinje podvrgnute standardnoj

postoperativnoj njezi.
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4.4, Inhibicija inkretinskih receptora u srediSnjem Zivéanom sustavu
primjenom inhibitora inkretinskih receptora u lateralne mozZdane
komore

U pokusima u kojima je cilj bio razjaSnjavanje ucinaka akutne inhibicije inkretinske
signalizacije u srediSnjem ziv€anom sustavu, inhibitori inkretinskih receptora (Tocris,
Abingdon, Ujedinjeno Kraljevstvo) dostavljeni su u lateralne mozdane po uzoru na postupak
koji su opisali Noble i suradnici (4). Inhibicija receptora za GLP-1 ostvarena je
intracerebroventrikularnim injiciranjem 2 ul otopine exendin-3(9-39)amida (85 ug/kg) u
sterilnoj ~ fizioloskoj otopini, a inhibicija receptora za GIP ostvarena je
intracerebroventrikularnim injiciranjem 2 pl otopine [Pro®]-GIP (85 pg/kg) u sterilnoj

fizioloskoj otopini (534-536).
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4.5.Akutni tretman oralnom galaktozom

U pokusima u kojima je cilj bio istraziti akutne ucinke oralne D-galaktoze (Sigma-Aldrich,
Burlington, MA, SAD), 1 ml otopine D-galaktoze u vodi za pi¢e (200 mg/kg) dostavljen je u
zeludac pomocu savitljive cjevéice za orogastricnu dostavu tvari spojene na Strcaljku (doza i
naéin primjene odabrani su na temelju prethodnih istrazivanja naSe skupine (497,537)).

Tijekom postupka dostave otopine u zeludac Zivotinje nisu bile podvrgnute anesteziji.
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4.6.Kronicni tretman oralnom galaktozom

U pokusima kojima je cilj bio istraziti kroni¢ne ucinke oralne D-galaktoze, zivotinje su bile
razdvojene u zasebne kaveze, a D-galaktoza bila je otopljena u vodi za pice dostupnoj ad
libitum na nacin da svaka Zivotinja bude izloZena dozi koja odgovara 200 mg/kg/dan (doza i
naéin primjene odabrani su na temelju prethodnih istrazivanja nase skupine koja su pokazala
da kroni¢ni tretman oralnom D-galaktozom primijenjenom na isti na¢in u dozi od 200
mg/kg/dan dovodi do kognitivnog poboljsanja u Stakorskom modelu sAB-a (497,537)). Ukupni
volumen tekucine procijenjen je na temelju pracenja prosjecnog unosa za pojedinu Zivotinju
(prosje¢no 20 ml). U prethodnim pokusima u kojima je istraZzen u¢inak D-galaktoze otopljene
u vodi za pice kroz duzi vremenski period (330,497,537) Zivotinje su boravile same u kavezu
16 sati dnevno, a preostalih su 8 sati (izmedu 8 i 16 sati) boravile u kavezima u skupinama od
3 zivotinje (kako bi se izbjegao ucinak socijalne izolacije). U pokusima koji su provedeni u
sklopu ove disertacije Zivotinje su boravile same u kavezu tijekom cijelog pokusa obzirom da
je jedan od dodatnih ciljeva bio istraziti u¢inak kroni¢nog tretmana oralnom D-galaktozom na
biokemijske parametre probavnog sustava i fecesa te kvantitativne promjene crijevne

mikrobiote koji su osjetljivi na boravak Zivotinja u zajednickom kaveza zbog koprofagije.
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4.7.Test rotirajuceg cilindra

Test rotirajuceg cilindra (engl. rotarod performance test) (538-540) koristen je s ciljem
pracenja razvoja i progresije motorickih deficita nastalih nakon intrastrijatalne primjene 6-
OHDA-a u stakorskom modelu PB-a. Tijekom provedbe ispitivanja, Zivotinja je postavljena na
ogradeni rotirajuci cilindar promjera 8 cm koji se okrece stalnom brzinom od 13 okretaja u
minuti (RPM; engl. rotations per minute). Prije samog ispitivanja Zivotinja se kroz nekoliko
dana vise puta postavlja na rotirajuci cilindar kako bi se priviknula na uvjete testiranja. Nakon
faze treninga zivotinja se postavlja na rotirajuci cilindar, a ispitiva¢ mjeri vrijeme provedeno
na cilindru (nemogucénost hoda brzinom okretanja cilindra dovodi do pada Zivotinje s rotirajuce
platforme $to oznacava kraj testa). Ovisno o pojedinom pokusu i parametrima treninga
ispitivanje se sastoji od nekoliko ponavljanih mjerenja s grani¢nim vremenom koje odreduje
ispitiva¢ s obzirom na to na koji nacin je potrebno prilagoditi osjetljivost testa. Motoricka
funkcija procjenjuje se na temelju matematicke analize ponavljanih mjerenja uzimajuéi u obzir
,ucinak stropa‘“ odreden grani¢nim vremenom. U ispravno postavljenom testu kvantifikacije

preuranjenog prestanka testa omogucava procjenu tezine nastalog motorickog deficita.
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4.8.Test prepoznavanja novog objekta

Test prepoznavanja novog objekta (engl. novel object recognition task) (541-546) koristen je
s ciljem ispitivanja objektnog pamcenja u Stakorskom modelu PB-a i AB-a. Prije samog
ispitivanja zivotinje se postavljaju u prostor u kojem ¢e se provesti ispitivanje s ciljem
privikavanja na okolisne uvjete. Veli¢ina prostora i osvjetljenje trebaju biti podeSeni na nacin
da se potakne istrazivacko ponasanje Zivotinja te kako bi se umanjio ucinak anksioznosti i
neofobije tijekom procjene objektnog pamcenja. Ukoliko je moguce test treba biti postavljen
na nacin da ispitivac¢ ne boravi u prostoriji sa zivotinjama kako ne bi ometao istrazivanje, ve¢
prati istrazivacko ponasanje putem video kamere. Ukoliko Zivotinje u trenutku provedbe testa
borave po 2 ili 3 u kavezu postupak prilagodbe moguce je provesti u obliku grupne prilagodbe
gdje se vise zivotinja skupno postavlja u prostor u kojem ¢e biti provedeno ispitivanje kako bi
se dodatno umanjio stres izazvan postavljanjem u nepoznati okoli§. Nakon pravilno
provedenog postupka prilagodbe Zivotinje se idué¢i dan postavljaju u isti prostor u kojem su na
suprotnim stranama postavljena dva identi¢na nepoznata objekta koje Zivotinja istrazuje 300 s
(u slucaju nedostatnog istrazivanja moguce je prilagoditi vrijeme predvideno za istrazivanje za
sve zivotinje jednako). Objekti trebaju biti prethodno ispitani na nezavisnoj skupini zZivotinja u
istom prostoru i u istim uvjetima kako bi se odbacilo postojanje sklonosti prema: i) pojedinom
objektu (zbog veli¢ine, oblika, ili mirisa); ii) prostoru (u slu¢aju nejednakog osvjetljenja ili
drugog potencijalno neprepoznatog okolisSnog faktora). Objekti trebaju biti odabrani na nacin
da Zivotinje prema istima ne pokazuju sklonost i da su priblizno iste veli¢ine i mase kao
zivotinje (kako ih ispitivane Zivotinje ne bi mogle pomicati niti se na njih popeti). Osim toga,
objekti trebaju biti otporni na grickanje i sredstvo za uklanjanje mirisa (primjerice 70% otopina
etanola), kojim se prostor i objekti trebaju prebrisati nakon testa za svaku pojedinu zivotinju.
Sat vremena nakon $to je zavrSilo istrazivanje dva identicna objekta, jedan se objekt mijenja
novim, razli¢itim, nepoznatim objektom. Razlika novog i poznatog objekta treba biti dovoljna
da zdrava zivotinja lako razaznaje da se radi o novom, dosad nepoznatom objektu, a odabir
prepoznavanje te samim time 1 tezinu testa Sto moze omogucditi ispitivanje suptilnih ispada
objektnog pamcéenja. Zivotinja boravi u prostoru s novim i starim objektom 300 sekundi nakon
Cega je postupak ispitivanja prepoznavanja novog objekta zavrSen. Svi postupci testa
upoznavanja prostora i objekata, te postupak ispitivanja prepoznavanja novog objekta snimaju

se video kamerom. Zivotinje se ispituju pomocu stratificirane randomizacije kako bi se
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izbjegao ucinak redoslijeda ili vremena ispitivanja na konaé¢ni rezultat. Postupak stratificirane
randomizacije koristi se i za sprjeCavanje ucinka polozaja novog objekta u prostoru te odabira
novog objekta (prva skupina zivotinja upoznaje se prvo s dva identi¢na objekta ,, 1, nakon ¢ega
se u jedan kut prostorije za ispitivanje postavlja objekt ,,2; druga skupina Zivotinja prvo se
upoznaje s dva identi¢na objekta ,,2“, nakon Cega se u jedan kut prostorije za ispitivanje
postavlja objekt ,,1°). Nakon zavrSetka svih ispitivanja, interakcija s objektima tijekom treninga
(dva identi¢na objekta) te testa (jedna novi objekt) analizira se i ru¢no kvantificira pomocu
video analize (primjerice EthoVision XT softverom za video analizu, Noldus, Nizozemska)
i/ili automatski (primjerice DeepLabCut Phyton paket alata za procjenu poze neoznacenih
Zivotinja baziran na prijenosnom uéenju temeljenom na dubokim neuronskim mrezama)(547).
Klju¢ni ishod testa je udio vremena provedenog u istrazivanju novog objekta (korigiran za
ukupno vrijeme provedeno u istrazivanju oba objekta), a dodatni su ishodi vrijeme istrazivanja,
postavljanje na zadnje noge (engl. rearing) i ¢is¢enje (engl. grooming), broj zapocetih

istrazivackih sekvenci, kretanje u prostoru, usmjeravanje pozornosti, te uriniranje i defekacija.
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4.9.Test drustvene sklonosti/interakcije

Test drustvene sklonosti/interakcije (engl. social interaction/social preference test) (548-552)
koriSten je s ciljem utvrdivanja poriva za druStvenom interakcijom i usamljenosti u zivotinja
koje su boravile u kavezima u socijalnoj izolaciji s ciljem osiguravanja dostave pune doze
tretmana (200 mg/kg/dan D-galaktoze otopljene u vodi za pice) te izbjegavanja utjecaja na
crijevni mikrobiom heterokoprofagijom. Veli¢ina prostora i osvjetljenje trebaju biti podeseni
na nacin da se potakne istrazivacko ponasSanje zivotinja kako bi se umanjio u¢inak anksioznosti
i neofobije tijekom procjene sklonosti drustvenoj interakciji, a test se provodi u odvojenoj
prostoriji pod kontrolom video kamera kako bi se izbjegao utjecaj ispitivaca na ishod testa.
Zivotinje su prvo postavljene u prostor ispitivanja u trajanju od 600 s kako bi se naviknule na
prostor te kako bi se umanjio uc¢inak neofobije 1 stresa. Nakon pravilno provedenog postupka
prilagodbe zivotinje se iduci dan postavljaju u isti prostor u kojem su na suprotnim stranama
postavljena dva identi¢na mala kaveza od kojih je u jedan postavljan ispitivanoj zivotinji
nepoznati Stakor (koji nije ukljuen u pokus). IstraZivanje prostora i kaveza te interakcija s
nepoznatom zivotinjom kroz reSetke kaveza snimaju se video kamerom tijekom 300 s. Video
se naknadno analizira pomocu softvera za video analizu EthoVision XT (Noldus, Nizozemska).
Klju¢ni ishod testa je vrijeme provedeno u socijalnoj interakciji korigirano za vrijeme
provedeno u interakciji s oba istovjetna kaveza (s ciljem kontroliranja za istrazivacko
ponasanje neusmjereno na nepoznatu Zivotinju), a dodatni ishodi su ukupno vrijeme
istrazivanja, postavljanje na zadnje noge i ¢iS¢enje, broj zapocetih istrazivackih sekvenci,

kretanje u prostoru, tigmotaksija, usmjeravanje pozornosti, te uriniranje i defekacija.
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4.10. Prikupljanje i pohrana fecesa tijekom in vivo pokusa

Tijekom pokusa u kojima je koriSten kroni¢ni tretman D-galaktozom otopljenom u vodi za pice
u vise je vremenskih tocaka prikupljen feces zivotinja s ciljem provedbe biokemijskih analiza
sastavnica redoks homeostaze te analize kratkolanc¢anih masnih kiselina, masnih kiselina
razgranatog lanca, i crijevnog mikrobioma. Tijekom pokusa feces je prikupljen pomo¢u metode
sterilnog kaveza. Stakorski su kavezi sterilizirani pomo¢u uredaja za sterilizaciju. Sterilizirani
kavezi ohladeni su na sobnu temperaturu te su zivotinje postavljene u svojim kavezima u
neposrednoj blizini sterilnog kaveza. U trenutku defekacije Stakor je postavljen na rub sterilnog
kaveza kako bi se ubrzao postupak defekacije na racun kontrakcije misica tijela s ciljem
odrzavanja ravnoteze te kako bi se smanjila vjerojatnost doticanja fecesa. Uzorke fecesa koje
je stakor dotaknuo ili koji su bili u kontaktu s bilo kojom podlogom koja nije podloga
neposredno steriliziranog kaveza bili su odbaceni. Uzorak fecesa s poda sterilnog kaveza
prenesen je u odgovarajuci spremnik pomocu jednokratne ¢ackalice te je pohranjen na -80 °C
do daljnje analize. Sterilno prikupljeni uzorci fecesa koriSteni su za analizu kratkolancanih

masnih kiselina te crijevnog mikrobioma.

Biokemijske i morfometrijske analize provedene su na uzorcima fecesa prikupljenim iz kaveza
zivotinja tijekom 24 sata (za dnevnu analizu) ili 168 sati (za tjednu analizu). Uzorci fecesa
prikupljeni su iz kaveza Zivotinja neposredno nakon promjene stelje pomocu sita izradenog za
potrebe prikupljanja fecesa. Fecesi izdvojeni iz stelje sitom pohranjeni su u plasti¢ne spremnike
te podvrgnuti procesu desikacije na sobnoj temperaturi kako bi se osigurala potpuna dehidracija
svih uzoraka. Nakon dehidracije, uzorci su izvagani te snimljeni kamerom uz mjerku za daljnje
morfometrijske analize. Dehidrirani uzorci fecesa samljeti su elektri¢nim mlinom, a fini prah
desikata fecesa pohranjen je u zatvorenim plasticnim epruvetama na sobnoj temperaturi do

daljnje analize.
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4.11. Prikupljanje uzoraka tkiva po zavrsetku in vivo pokusa

Po zavrSetku in vivo pokusa Zivotinje se eutanazirane u dubokoj anesteziji induciranoj
intraperitonealnim davanjem ketamina (70 mg/kg) i ksilazina (7 mg/kg). Nakon uspjesne
indukcije anestezije zivotinje su podvrgnute postupku uzorkovanja krvne plazme i
cerebrospinalnog likvora za daljnje biokemijske analize te postupcima transkardijalne perfuzije

i disekcije tkiva.

4.11.1. Prikupljanje uzoraka krvne plazme

Uzorci pune krvi prikupljeni su punkcijom retroorbitalnog sinusa pomocu staklene kapilare (2
ml). Krv je pohranjena u staklene epruvete prethodno oblozene sa 150 pl heparina (Belupo,
Hrvatska) te po potrebi dodatnim inhibitorima ovisno o daljnjim biokemijskim analizama (krv
iz pokusa u kojima je kasnije odredena koncentracija inkretina u plazmi tretirana je inhibitorom
DPP-a IV (Sigma Aldrich, SAD) u omjeru 1:100). Uzorci pune krvi centrifugirani su na 3600
RPM-a tijekom 10 minuta te je supernatant (krvna plazma) izuzet u plasticne epruvete i

pohranjen na -80 °C do daljnje analize.

4.11.2. Prikupljanje uzoraka cerebrospinalnog likvora

Cerebrospinalni likvor (100 pl) uzorkovan je postavljanjem Stakora u poloZaj antefleksije vrata
te uvodenjem tanke igle (BD Micro-Fine Plus 0,5 ml — 0,3 mm/30G x 8 mm ili 1,0 ml — 0,33
mm/29G x 12,7 mm; Becton, Dickinson and Company, SAD) u prostor cisternae magnae.

Uzorci cerebrospinalnog likvora pohranjeni su na -80 °C do daljnje analize.
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4.11.3. Perfuzija, fiksacija, i uklapanje tkiva probavne cijevi

Zivotinje ¢&ija su tkiva koriStena za histologke i imunohistokemijske analize podvrgnute su
postupku transkardijalne perfuzije s ciljem uklanjanja krvnih stanica te fiksacije tkiva.
Zivotinje u dubokoj anesteziji postavljene su u supinacijski poloZaj u kojem je uéinjena
laparotorakotomija. Igla spojena na sustav za transfuziju uvedena je u lijevu Klijetku, te je
Skarama ucinjen rez desne pretklijetke kako bi se omogucéilo otplavljivanje krvi iz
cirkulacijskog sustava. Putem igle uvedene u lijevu klijetku pustena je fizioloska otopina kako
bi se cirkulacijski sustav ocistio od krvnih stanica nakon cega je putem istog sustava tijelo
perfundirano puferiranom 4% otopinom paraformaldehida (pH 7,4). Perfuzija je zaustavljena
u trenutku potpunog prozimanja tkiva te je tijelo podvrgnuto postupku disekcije. U svim
pokusima u kojima je proucavano tkivo probavnog sustava prikupljeni su uzorci duodenuma
(postgastri¢ni segment proksimalnog duodenuma; 2,5 cm), ileuma (precekalni segment
distalnog ileuma; 2,5 cm) i kolona (2,5 cm transverzalnog kolona i/ili 2,5 cm silaznog kolona).
Izdvojeni segmenti probavne cijevi isprani su fizioloskom otopinom puferiranom fosfatima
(PBS; engl. phosphate buffered saline)(pH 7,4) kako bi se uklonio intraluminalni sadrzaj te je
tkivo pohranjeno u plasti¢ni spremnik ispunjen 4% otopinom puferiranog formaldehida (pH
7,4) na 4 °C radi dodatnog prozimanja. Uzorci koji su kasnije koriSteni za dobivanje tkivnih
rezova pomocu kriostata podvrgnuti su postupku krioprotekcije dehidracijom pomocu
ekvilibracije u serijskim otopinama saharoze u 4% otopini puferiranog paraformaldehida.
Tkivo je prvo odlozeno u spremnik s 15% otopinom saharoze u 4% otopini puferiranog
paraformaldehida do ekvilibracije i potonuca na dno spremnika nakon ¢ega je prebaceno u 30%
otopinu saharoze. Nakon ekvilibracije u 30% otopini saharoze tkivo je pohranjeno na -80 °C
do daljnjeg uklapanja u vodotopivu polimerizacijsku smolu za rezanje na kriostatu (Tissue-
Tek® O.C.T., Sakura, Japan). Uzorci koji su kasnije koriSteni za dobivanje tkivnih rezova
pomoc¢u mikrotoma, nakon ekvilibracije u 4% otopini puferiranog paraformaldehida,
dehidrirani su ekvilibracijom u serijskim otopinama etanola i ksilenu te uklopljeni u parafinske
kocke. Tkivo je prvo pomocu skalpela transverzalnim rezovima razdvojeno na 3 mm duge
segmente koji su svi zajedno pohranjeni u plasticne komore za dehidraciju i uklapanje.
Plasti¢ne komore ispunjene jednim tkivom (primjerice duodenum) iz jednog pokusa
(primjerice pokus s kroni¢nim davanjem oralne D-galaktoze STZ-icv Stakorima) zajedno su
uronjene u spremnik ispunjen 70% otopinom etanola. Nakon ekvilibracije u otopini 70%

etanola u trajanju od 60 min komore su prebacene u idu¢i spremnik ispunjem 70% etanolom
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gdje se ekvilibriraju 90 min. Nakon ekvilibracije u drugoj otopini 70% etanola, tkivo je
prebaceno u otopinu 96% etanola gdje se ekvilibrira u prvom spremniku 60 minuta, u drugom
spremniku 90 minuta, te u treCem spremniku 120 minuta. Nakon ekvilibracije u 96% etanolu,
tkivo je prebaceno u 100% etanol gdje se ekvilibrira u prvom spremniku 60 minuta, a u drugom
spremniku 120 minuta, nakon ¢ega je spremno za prozimanje ksilolom. Nakon potpune
dehidracije u 100% etanolu, komore s tkivom prebacene su u prvi spremnik sa ksilolom gdje
borave 60 minuta pa u drugi spremnik gdje borave 120 minuta. Za vrijeme dehidracije tkiva
granule parafina prebacene su u parafinski kotao ¢ija je temperatura namjestena na 60 °C.
Nakon prozimanja ksilolom, tkivne su komore prebacene u otopljeni parafin u kojem borave
tri puta po 120 minuta. Nakon potpunog prozimanja teku¢im parafinom, tkivne su kazete
otvorene te je tkivo s pincetom uklopljeno u parafinske kocke pomocu metalnog kalupa i
parafinskog kotla na nacin da svaki horizontalni rez parafinske kocke stvara oko 8
transverzalnih rezova kroz uklopljeno tkivo probavne cijevi koji odgovaraju 8 nasumicnih
podjednako udaljenih transverzalnih prereza kroz segment tkiva od interesa (Sto kasnije
omogucava valjanu inferenciju na temelju cijelog tkivnog segmenta analizom signala
dobivenog iz svakog horizontalnog reza parafinske kocke). Parafinske kocke svih tkiva

pohranjene su na sobnoj temperaturi do rezanja pomocu mikrotoma i daljnjih analiza.

4.11.4. Prikupljanje i pohrana svjeZih uzoraka tkiva probavne cijevi

Zivotinje &ija su tkiva kasnije koristena u svrhu biokemijskih analiza u dubokoj su anesteziji
eutanazirane giljotinom. Tijelo Zivotinje postavljeno je u supinacijski polozaj te je uinjena
laparotorakotomija. Crijevo je prikazano te je pomocu kirurskih Skara i skalpela izdvojen
postgastri¢ni segment proksimalnog duodenuma (2,5 cm), precekalni segment distalnog ileuma
(2,5 cm), te segment kolona (2,5 cm transverzalnog kolona i/ili 2,5 cm silaznog kolona).
Skalpelom i skaricama pazljivo je uklonjen mezenterij te masno i vezivno tkivo priljubljeno uz
seroznu ovojnicu. Tkiva su polozena u spremnik s ledenim PBS puferom te je intraluminalni
sadrzaj ispran istim puferom pomocu plasti¢ne Strcaljke. Nakon uklanjanja intraluminalnog
sadrzaja Strcaljkom, tkivo je otvoreno longitudinalnim rezom nakon ¢ega je ponovno isprano
u spremniku s ledenim PBS-om kako bi se uklonio ostatni sadrzaj. O¢is¢eno tkivo ohladeno je

ekvilibracijom u teku¢em dusiku nakon ¢ega je pohranjeno na -80 °C.
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4.11.5. Prikupljanje i pohrana sadrZaja cekuma

Sadrzaj cekuma prikupljen je prilikom Zrtvovanja za potrebe analize crijevnog mikrobioma te
analize kratkolanCanih masnih kiselina i masnih kiselina razgranatog lanca. Po
laparotorakotomiji, prije disekcije ostalih segmenata probavne cijevi, sterilnim je skalpelom
nacinjen mali longitudinalni rez apeksa cekuma. Cista epruveta prinesena je vriku cekuma, a
sadrzaj je njeznim pokretima od baze prema vrsku cekuma istisnut kroz nacinjeni otvor kako
bi se izbjeglo doticanje sadrzaja instrumentima (zbog rizika mikrobioloske ili kemijske

kontaminacije). Sadrzaj cekuma pohranjen je na -80 °C do daljnje analize.

4.11.6. Prikupljanje i pohrana sadrZaja sluzi iz probavne cijevi

Sluz iz probavne cijevi prikupljena je iz 8 cm dugih segmenata duodenuma (preostali dio
duodenuma nakon uklanjanja proksimalnih postgastricnih 2,5 cm za potrebe drugih
analiza)(553). Segment duodenuma izdvojen je pomocu kirurSkih $kara i mjerke kojom je
osigurana istovjetna duljina segmenata. Nakon izdvajanja, segment je ispran od
intraluminalnog sadrZzaja Krebsovom otopinom pomocu plasti¢ne Strcaljke. Krebsova otopina
sastojala se od otopine 115 mM NaCl, 25 mM NaHCOg3, 2,4 mM K2HPOQOg4, 1,2 mM CaCl,, 1,2
mM MgCl,, 0,4 mM KH2POs, te 10 mM glukoze koja je prethodno u periodu od 30 minuta
bila izlozena plinskoj mjesavini Carbogen (95% O»; 5% CO.) te ugrijana na 35 °C. Nakon
ispiranja, segment duodenuma polozen je u Petrijevu zdjelicu i otvoren neprekinutim
longitudinalnim rezom kako bi se prikazala povrsina sluznice. Povrsina sluznice navlazena je
Krebsovom otopinom (1 ml) te je potom njezno sastrugana pomoc¢u mikroskopskog stakalca.
Izdvojena otopina sakupljena je iz Petrijeve zdjelice pomocu pipete te je ponovno nanesena na
luminalnu povrsinu sluznice kako bi se sprijecilo suSenje te je isti postupak ponovljen 5 puta
na nacin da je ukupno sakupljanje sluzi trajalo 10 minuta. Postupak izdvajanja sluzi provjeren
je pod stereoskopskim mikroskopom na kojem su prikazane crijevne resice tijekom postupka
uklanjanja sluzi kako bi se osiguralo da postupak struganja stakalcem izdvaja sluz bez ostecenja

epitelnih stanica. Prikupljena sluz odlozena je u plasti¢ne spremnike i pohranjena na -20 °C.
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4.12. Prikupljanje i priprema uzoraka za ex vivo pokuse

Za prikupljanje uzoraka za provodenje ex vivo pokusa Zivotinje su uvedene u duboku anesteziju
intraperitonealnom primjenom ketamina (70 mg/kg) i ksilazina (7 mg/kg) nakon ¢ega su
eutanazirane giljotinom. Tijelo Zivotinje postavljeno je u supinacijski polozaj te je podvrgnuto
laparotorakotomiji kako bi se prikazali unutarnji organi. Postgastri¢ni segment proksimalnog
duodenuma te segment silaznog kolona odvojeni su od ostatka probavne cijevi, mezenterija te
masnog i vezivnog tkiva priljubljenog uz seroznu ovojnicu pomocu skalpela i Skarica te
oc¢is¢eni od intraluminalnog sadrzaja ispiranjem segmenata Krebsovom otopinom ((115 mM
NaCl, 25 mM NaHCOg, 2,4 mM K>HPOg4, 1,2 mM CaCly, 1,2 mM MgCly, 0,4 mM KH2POg,
10 mM glukoza) prethodno zagrijanom na 35 °C tijekom izlaganja plinskoj mjesavini
Carbogen (95% O3; 5% CO2) u vremenu od 30 minuta) pomocu plasti¢ne $trcaljke. Nakon
uklanjanja intraluminalnog sadrzaja tkivo je polozeno u Petrijevu zdjelicu ispunjenu
Krebsovim puferom na postolje od celuloze radi lakS§e manipulacije. Tkivo je potom kirurskim
Skarama razrezano na prstenove visine 3 mm po longitudinalnoj osi koji su potom poloZeni u

polipropilenske bunarice ispunjene s Krebsovim puferom.

4.12.1. Testiranje odgovora tkiva na oksidativnu noksu s ili bez D-galaktoze ex vivo

Nakon pripreme tkiva za ex vivo pokuse, prstenovi probavne cijevi prebaceni su u bunarice s
pripremljenim otopinama za tretman tkiva. Kontrolni segmenti polozeni su u bunaric¢e s
Krebsovim puferom prethodno zagrijanim na 35 °C te izloZzenim plinskoj mjeSavini Carbogen.
Otopine za izazivanje oksidativne nokse sadrzavale su 1,5 mM H20: (otopina 1) ili 200 uM
2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) (otopina 2) u Krebsovom puferu. U¢inak
D-galaktoze na oksidativnu noksu ispitan je otopinama koje su sadrzavale 1,5 mM H2O2i 100
mM D-galaktozu (otopina 3) te 200 uM i 100 mM D-galaktozu (otopina 4) u Krebsovom
puferu. Tkivo je bilo tretirano 30 minuta nakon ¢ega je isprano u Krebsovom puferu te poloZzeno
u otopinu 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI) masene koncentracije 1 pg/ml u Krebsovom
puferu tijekom 5 minuta. Nakon tretmana, tkivo je isprano u Krebsovom puferu, smrznuto

uranjanjem u tekuci dusik te pohranjeno na -80 °C.
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4.12.2. Testiranje odgovora vréastih stanica crijeva na kolinergi¢ku stimulaciju ex vivo

Nakon pripreme tkiva za ex vivo pokuse, prstenovi probavne cijevi prebaceni su u bunariée s
pripremljenim otopinama za tretman tkiva. Kontrolni segmenti polozeni su u bunarice s
Krebsovim puferom prethodno zagrijanim na 35 °C te izloZenim plinskoj mjeSavini Carbogen.
Kolinergicka stimulacija provedena je polaganjem prstenova u Krebsov pufer s 20 uM
acetilkolina (ACh; otopina 1) te 20 uM karbakola (CCh; otopina 2). Za potvrdu muskarinskog
ucinka kontrolni prstenovi poloZeni su u otopinu koja je sadrzavala 20 uM acetilkolina uz 100
uM atropina (ACh+ATR; otopina 3) te 20 uM karbakola uz 100 uM atropina (CCh+ATR,;
otopina 4) (553). Nakon 30 minuta, duodenalni prstenovi isprani su u Krebsovom puferu te
poloZeni u otopinu 4% puferiranom paraformaldehida na 4 °C za fiksaciju tkiva. Nakon

fiksacije uzorci su pohranjeni na -80 °C.
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4.13. Invitro analiza difuzije kofeina kroz rekonstituiranu sluz

Model in vitro difuzije kofeina kroz barijeru rekonstituirane sluzi koristen je s ciljem procjene
stope difuzije malih molekula kroz probavnu sluznu barijeru (553). Kofein je odabran kao
pogodna molekula za ispitivanje difuzije zbog male veli¢ine (procijenjena prosjecna masa
molekule iznosi 194.191 Da) te zbog izrazenog vrska apsorbancijskog spektra na 275 nm. Agar
agar (4% masena koncentracija u destiliranoj i deioniziranoj vodi (ddH20)) koristen je kao
potporna struktura zbog visoke propusnosti za molekule vode i kofeina, niske kemijske
reaktivnosti (Cesto koriSten kao stabilizator lijekova) te lake manipulacije (debljinu suportivne
membrane i poroznost moguée je lako mijenjati promjenom koncentracije i volumena
dostavljene otopine). Difuzija kofeina testirana je u malim komorama otvorenog tipa u kojima
je probavna sluz rekonstituirana na propusnoj agaroznoj membrani predstavljala jedinu
polupropusnu stijenku komore. Zapremni proksimalni rezervoar izraden je kontroliranim
hladenjem 60 pl 4% otopine agara unutar spremnika od polivinilklorida (PVC) duljine 20 mm
te ukupnog volumena od 392 mm?. Hladenjem otopine agara unutar spremnika pripremljena
su dva odjeljka priblizne zapremnine od 150 mm?® odijeljena propusnom agaroznom
membranom. Spremnici su ohladeni na -20 °C prije upotrebe. Veli¢ina odjeljaka, povrsina i
debljina agarozne membrane, te optimalna koncentracija agara (tj. poroznost membrane)
procijenjeni su na temelju difuzije kofeina kroz membranu na kojoj nije bila rekonstituirana
probavna sluz. Koncentracija kofeina bila je procijenjena na temelju kvantitativnog modela
izradenog na podacima apsorbancijskog spektra serijskih razrjedenja standardne otopine
kofeina u PBS-u. Nakon odredivanja optimalnih uvjeta difuzije kofeina, uzorci probavne sluzi
3 kontrolne Zivotinje i 3 zivotinje prethodno tretirane STZ-icvom (8 tjedana po indukciji
modela) udruZeni su po principu jednakih volumena (10 pl sluzi po Zivotinji). ZdruZeni uzorci
sluzi (30 ul) poloZeni su na agaroznu membranu u proksimalnom odjeljku, a spremnici za
testiranje difuzije ostavljeni su 20 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se omogucilo
formiranje sluzne barijere. Otopina kofeina (100 pl; 1 mM otopina u PBS-u) dostavljena je u
proksimalni spremnik, a jednaki volumen PBS-a polozen je u distalni, zapremni odjeljak.
Kontrolni uvjeti difuzije bili su: i) 100 pl PBS-a u oba odjeljka (kako bi se kontroliralo za
ucinak otpustanja i1 difuzije komponenti agara tijekom provodenja ispitivanja); i1) 100 ul PBS-
au oba odjeljka, ali rekonstituirana sluzna barijera kontrolnih Zivotinja na agaroznoj membrani
u proksimalnom odjeljku (kako bi se kontroliralo za u¢inak otpustanja i difuzije komponenti

kontrolne sluzne barijere tijekom provodenja ispitivanja); iii) 100 ul PBS-a u oba odjeljka, ali
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rekonstituirana sluzna barijera STZ-icv Zivotinja na agaroznoj membrani u proksimalnom
odjeljku (kako bi se kontroliralo za u¢inak otpustanja i difuzije komponenti STZ-icv sluzne
barijere tijekom provodenja ispitivanja); iv) jednostavni kofeinski model difuzije a 1 mM
kofeinom u proksimalnom odjeljku uz PBS u distalnom odjeljku te agaroznu membranu bez
sluzi izmedu odjeljaka. Svi proksimalni i distalni (zapremni) odjeljci uzorkovani su
(uzimanjem 5 pl tekuéine) u vremenskim tockama: 0 (za uspostavljanje bazalnih vrijednosti);
30, 60, 90, i 120 minuta. Uzorkovana tekué¢ina pohranjena je u bunari¢e zapecacene acetatnom
folijom kako bi se onemogucilo isparavanje tekucine, a po zavrSetka pokusa apsorbancijski
spektri svih uzoraka izmjereni su pomocu spektrofotometra NanoDrop® ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific, SAD).

68



4.14. Homogeniziranje uzoraka tkiva

Uzorci tkiva prethodno smrznuti uranjanjem u tekuéi dusik te pohranjeni na -80 °C pripremljeni
su za biokemijske analize postupkom ultrazvuéne homogenizacije u puferu za lizu. Pufer za
lizu tkiva probavne cijevi sastojao se od 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1 mM
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA,; engl. ethylenediaminetetraacetic acid), 1% Triton X-
100, 1% natrijevog deoksikolata, 0,1% natrijevog dodecil sulfata (SDS; engl. sodium dodecyl
sulfate), 1 mM fenil-metil-sulfonil-fluorida (PMSF; engl. phenylmethylsulfonyl fluoride) uz
dodatak 1 tablete koktela inhibitora proteaza (Sigma,-Aldrich, SAD), te 1 tablete inhibitora
fosfataza (PhosSTOP, Roche, Basel, gvicarska) na svakih 10 ml pufera. Uzorci tkiva izrezani
su skalpelom na komadic¢e na zaledenoj podlozi te su uronjeni u epruvete s 500 ul pufera za
lizu na ledu. Ultrazvuc¢na sonda uredaja za homogeniziranje (Microson Ultrasonic Cell 167
Disruptor XL, Misonix, SAD) uronjena je u epruvetu s tkivom uz ispustanje ultrazvuénih
valova u trajanju od 10-ak sekundi. Postupak je ponovljen 3 puta u kruznim ciklusima ili dok
ultrazvuk nije u potpunosti homogenizirao tkivo. Svi uzorci uvijek su tretirani na jednak nacin.
Ultrazvu¢na sonda izmedu uzoraka temeljito je isprana destiliranom vodom uz pomo¢
ultrazvuka, a visak vode uklonjen je ¢istim papirnatim ru¢nikom. U nekim slu¢ajevima uzorci
tkiva bili su podvrgnuti dodatnom koraku usitnjavanja tarionikom i tuckom na suhom ledu prije
ultrazvuéne homogenizacije s ciljem pospjesivanja ekstrakcije molekula, primjerice uzorci
crijeva tijekom analize akutnih uc¢inaka oralno primijenjene D-galaktoze duZ probavne cijevi
(554) te uzorci crijeva tijekom analize sustava koji odrzavaju redoks homeostazu kod STZ-icv
zivotinja (535). Nakon homogenizacije, uzorci su centrifugirani 10 min uz relativnu
centrifugalnu silu (RCF; engl. relative centrifugal force) od 12 879 g na 4 °C kako bi se
supernatant koji sadrzava biokemijski matriks izdvojio od fragmenata stanica i

nehomogeniziranog tkiva. Supernatanti su izdvojeni u epruvete te pohranjeni na -80 °C.
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4.15. Priprema uzoraka fecesa

Priprema uzoraka fecesa za biokemijske analize provedena je na nacin da su za koristenje praha
desikata fecesa uzorci izvagani pomocu laboratorijske vage i pohranjeni u tubice za
mikrocentrifugu nakon ¢ega je prah otopljen u odgovarajuéem volumenu PBS-a. Dobivena
otopina podvrgnuta je postupku homogenizacije pomoc¢u ultrazvuka. Homogenat fecesa
centrifugiran je tijekom 10 min na 10 000 RPM-a, a supernatant je pohranjen u zasebnu tubicu
za mikrocentrifugiranje na -80 °C za daljnje biokemijske analize. Svjezi uzorci pohranjeni na
-80°C otopljeni su u odgovaraju¢im volumenima PBS-a kako bi se dobile otopine jednake
koncentracije, te je dobivena otopina obradena na istovjetan nacin kako je opisano za suhe

uzorke fecesa.
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4.16. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u supernatantima homogenata tkiva odredena je metodama po Lowryju
(555) i Bradfordu (556). Mjerenje proteina metodom po Lowryju zasniva se na kombinaciji
reakcije bakrovih iona s peptidnim vezama u alkalnom mediju uz oksidaciju aromatskih
proteinskih nastavaka. Mjerenje proteina po Lowryju provodi se tako da se uzorci inkubiraju s
otopinom dobivenom mijesanjem otopine A (2% Na>COs, 0,1 M NaOH) s otopinom B (otopina
1% CuSO4 x 5 H20 pomijesana s otopinom 2% C4HsKNaOe x 4 H>O u volumnom omjeru 1:1)
u omjeru 49:1. Dobivena otopina (otopina C; 2 ml) inkubira se s 10 pl uzorka na sobnoj
temperaturi 10 min nakon ¢ega se dodaje 200 pul Folin-Ciocalteu reagensa razrijedenog u
destiliranoj H20O u omjeru 1:2. Nakon 30 min reakcije, pomocu spektrofotometra se izmjeri
apsorbancija uzoraka na 750 nm iz koje se na temelju linearnog modela postavljenog
mjerenjem apsorbancije standardnih uzoraka govedeg serumskog albumina (BSA; engl. bovine

serum albumin) poznate koncentracije odredi koncentracija proteina u mjerenim uzorcima.

Odredivanje proteina po Bradfordu zasniva se na promjeni apsorbancijskog spektra boje
Coomassie briljantno plavo G-250 pri vezanju na proteine uz pomak spektralnog vrska s 465
nm na 595 nm. S obzirom na izraZenu osjetljivost Bradfordove metode uzorci se prvo trebaju
razrijediti. Supernatanti homogenata crijeva i standardni uzorci BSA-a otopljenog u puferu za
lizu crijeva razrijedeni su 40 puta u PBS-u nakon ¢ega su volumeni izmedu 1 i 10 pl (ovisno o
pocetnom razrjedenju supernatanta homogenata) inkubirani sa 100 ul Bradford reagensa
(Sigma-Aldrich, SAD). Nakon 5 minuta inkubacije, na temelju mjerenja standardnih uzoraka i
probnog uzorka, odreduje se optimalni omjer volumena razrijedenih uzoraka i reagensa te se
ponavlja isti postupak. Postupak je potrebno kalibrirati podeSavanjem ukupnog mjernog
volumena, razrjedenja originalnih uzoraka, te volumenom dodanog Bradfordovog reagensa
kako bi se postigla Zeljena osjetljivost 1 preciznost metode. Apsorbancijski vrSak na 465 nm
(nevezana boja) i na 595 nm (boja vezana uz proteine) izmjereni su Infinite F200 PRO

multimodalnim &itaéem mikroplo¢ica (Tecan, Mannedorf, Svicarska).
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4.17. Analiza apsorbancijskog spektra

Analiza apsorbancijskog spektra koriStena je za utvrdivanje biokemijskog sastava probavne
sluzi te za utvrdivanje koncentracije kofeina koriStenjem kvantitativnog modela temeljenog na
apsorbancijskim vrijednostima pri 274 nm (553). Apsorbancijski spektri dobiveni su
sekvencijskim mjerenjem apsorbancije izmedu 220 i 750 nm u koracima od 3 nm pomocu
spektrofotometra NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, SAD). Nakon kalibracije
uredaja mjerenjem apsorbancijskog spektra ddH20, uzorci (1,5 pl) su postavljeni izmedu
krajeva opticke cijevi spojene na izvor svjetlosti i monokromator te je spektar svakog uzorka

izmjeren 3 puta uz put svjetlosti od 1 mm te 3 puta uz put svjetlosti od 0,1 mm.

72



4.18. Mjerenje koncentracije nepolarnih lipida fecesa

S obzirom da je za mjerenje koncentracije lipida koristenjem standardnih postupaka izolacije,
ekstrakcije, 1 kvantifikacije potrebna velika koli¢ina bioloSkog materijala (primjerice 1 g fecesa
u protokolu koji su predlozili Kraus i suradnici (557), na temelju originalnog protokola Folch
i suradnika (558)), predlozen je i validiran alternativni protokol mjerenja mrlja lipida Sudan
crnim (SBLB, engl. Sudan Black lipid blot) pomoc¢u kojeg je moguce precizno kvantificirati
malu koncentraciju (nepolarnih) lipida na temelju particijskog koeficijenta lizokromne diazo-
boje Sudan crno B (SBB, engl. Sudan Black B) izmedu lipidnog ekstrakta fecesa i etilen-glikola
(559). Ukratko, 100 mg praha desikata fecesa otopljeno je u 500 pl otopine kloroforma u
metanolu pomijesanih u volumnom omjeru 2:1. Uzorci su centrifugirani pri RCF-u od 1000 g
tijekom 10 min kako bi se dvije tekuce faze razdvojile krutom, netopivom fazom. Donja faza
(ekstrakt lipida u kloroformu) prebacena je u zasebne test tubice, a 1 pl lipidne faze pomocu
pipete je poloZen na mikroskopsko staklo zagrijano na 40 °C na prethodno obiljezeno mjesto.
Nakon isparavanja otapala te fiksacije uzorka, mikroskopsko je staklo uronjeno u 1% otopinu
SBB-a u etilen-glikolu tijekom 20 s. Visak boje i etilen-glikola sa stakla isprani su teku¢om
vodom te je staklo ostavljeno da se osusi na sobnoj temperaturi. Nakon suSenja, uzorci su
digitalizirani pomoc¢u kamere ili skenera, a digitalni otisak stakla podvrgnut je analizi signala
temeljenoj na odredivanju integrirane gustoce (559). Koncentracija lipida odredena je na
temelju kalibracijske krivulje dobivene mjerenjem standardnog uzorka ¢ija je koncentracija

prethodno neposredno odredena gravimetrijskom analizom.
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4.19. Odredivanje koncentracije glukoze

Koncentracija glukoze odredena je s Trinder metodom pomoc¢u glukoza-oksidaze i 4-
aminofenoazona koristenjem komercijalnog kolorimetrijskog alata (Greiner Diagnostic
GmbH, Njemacka). Glukoza prisutna u uzorku podlijeze enzimskoj oksidaciji kataliziranoj
enzimom glukoza-oksidaza pri ¢emu nastaje H20.. U prisutnosti peroksidaze H.O. oksidira
mjesavinu fenola i 4-aminofenoazona te nastaje crveni kvinoniminski produkt pogodan za
spektrofotometrijsku kvantifikaciju pri valnoj duljini od 500 nm (560). Koncentracija glukoze
odredena je na temelju kalibracijske krivulje dobivene mjerenjem standarda poznate
koncentracije. Apsorbancija uzoraka mjerena je pomocu Infinite F200 PRO multimodalnog

¢itaca mikroplocica (Tecan, Médnnedorf, Svicarska).
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4.20. Odredivanje koncentracije galaktoze

Koncentracija galaktoze odredena je pomoc¢u komercijalnog kolorimetrijskog alata za mjerenje
koncentracije galaktoze i aktivnosti galaktoza-oksidaze (A22179; Invitrogen, SAD)(561).
Galaktoza-oksidaza katalizira reakciju oksidacije galaktoze na Cs atomu pri kojoj nastaje H2O>
koji u prisutstvu peroksidaze iz hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase) reagira s Amplex™
Red reagensom te stvara crveni fluorescentni spoj rezorufin s apsorpcijskim maksimumom na
571 nm te emisijskim maksimumom na 585 nm koji je moguce precizno kvantificirati na
temelju apsorbancije ili fluorescencije s obzirom na nizak pozadinski Sum pri navedenim
valnim duljinama. Pri mjerenjima koncentracije galaktoze u plazmi apsorbancija uzoraka
izmjerena je na 570 nm pomocu Infinite F200 PRO multimodalnog ¢itaca mikroplocica (Tecan,

Minnedorf, Svicarska).
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4.21. Odredivanje koncentracije nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata

Koncentracija reduciranog i ukupnog (reduciranog i oksidiranog) nikotinamid-adenin-
dinukeotid-fosfata (NADP; engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) izmjerena je
pomoc¢u komercijalnog kvantifikacijskog alata (Sigma-Aldrich, SAD) neosjetljivog na
oksidirani i reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid (554,561). Ukratko, NADP(H) je prvo
izdvojen iz tkiva procesom lize nakon ¢ega NADP* biva uniSten kuhanjem uzoraka na 60 °C.
NADPH, koji je neosjetljiv na poviSenu temperaturu, biva oksidiran u NADP* u reakciji
pretvorbe  glukoza-6-fosfata u  6-fosfoglukonat, kataliziranoj  glukoza-6-fosfat-
dehidrogenazom, u kojoj se tiazolil plavo tetrazolijev bromid pretvara formazan koji se potom
kvantificira spektrofotometrijski. Apsorbancija uzoraka izmjerena je pomocu Infinite F200

PRO multimodalnog &itada mikroplo¢ica (Tecan, Mannedorf, Svicarska).
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4.22. Odredivanje koncentracije inkretina imunoenzimskim testom

Koncentracija inkretina izmjerena je pomocu komercijalno dostupnih alata za mjerenje
ukupnog i aktivnog GLP-a 1 i GIP-a (Merck, New Jersey, SAD) koji se zasnivaju na principu
imunoenzimskog testa. Uzorci plazme koriSteni za mjerenje koncentracije inkretina
neposredno su tretirani inhibitorima DPP-a IV. Uzorci plazme i cerebrospinalnog likvora
odlozeni su pomoc¢u pipete u mikrotitarske plo¢ice za ¢ije su dno vezana poliklonalna
protutijela specificna za navedene inkretine. Nakon vezanja inkretina iz odloZenih uzoraka
bunari¢i mikrotitarskih plo€ica su isprani, nakon ¢ega je u njih odlozena otopina poliklonalnih
protutijela, kako bi se ostvarilo vezanje analita. Na vezana poliklonalna protutijela vezan je
biotinizirani HRP koji je potom iskoriSten za oksidaciju kolorimetrijskog supstrata 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB; engl. 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) u plavo obojeni diimin-diamin
kompleks; navedeni kompleks se u prisutnosti H.SO4 Kkoji zaustavlja reakciju pretvara u
diiminski zuti produkt. Na temelju spektrofotometrijske kvantifikacije diiminskog produkta,
na 450 nm, iz kalibracijske se krivulje dobivene mjerenjem uzoraka poznate koncentracije

inkretina izraCunava koncentracija u analiziranim uzorcima.
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4.23. Odredivanje koncentracije glutamata 1 ciklic(kog adenozin-
monofosfata

Koncentracija glutamata i CAMP-a izmjerene su komercijalno dostupnim alatima (Sigma-
Aldrich, SAD) temeljenima na imunoenzimskoj detekciji (561). Ukratko, supernatanti
homogenata tkiva odlozeni su u bunari¢e prethodno oblozene poliklonalnim protutijelima
specificnima za navedene analite. Nakon vezanja analita u bunarice je nakon ispiranja odloZena
otopina poliklonalnih protutijela usmjerenih na analit na koja su potom vezani biotinizirani
HRP-ovi. Koristenjem vezanih HRP-ova kao katalizatora u bunari¢ima mikrotitarskih plocica
nastali produkt reakcije je moguée precizno kvantificirati spektrofotometrijskom analizom
pomocu Infinite F200 PRO multimodalnog citaca mikroplocica (Tecan, Méinnedorf,

Svicarska).
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4.24. Tribometrijska analiza lubriciraju¢ih svojstava sluzi pomocu
viSenamjenskog pretvaraca za probirna tribometrijska mjerenja

Lubriciraju¢a svojstva probavne sluzi analizirana su kvantitativnim tribometrijskim esejom
pomocu izradenog tribometrijskog adaptera za platformu za zvucno preplaSivanje (PASTA;
engl. platform for acoustic startle)(532,562,563). PASTA platforma izradena je modifikacijom
digitalne kuhinjske vage Vivax Home KS-502T (Vivax, Hrvatska). Ukratko, pretvaraci sile
kuhinjske vage spojeni su na tiskanu plocicu integriranog kruga HX711, kojoj je prethodno
RATE kontakt prespojen na VCC kontakt kako bi se omogucio nacin rada za prikupljanje 80
ocitanja u sekundi. Integrirani krug HX711 potom je spojen s plo¢icom mikroupravljaca
NodeMCU ESP-32S koja se ponasa kao komunikacijski most prema racunalu te prosljeduje
podatke prikupljene pomocu pretvaraca sile u stvarnom vremenu. Komandna datoteka opce
namjene PASTAQp koristena je za prikupljanje i pohranu podataka u .pasta datoteke (532,562).
Visenamjenski pretvaraé za probirna tribometrijska mjerenja (mastPASTA, engl.
multifunctional adapter for screening tribometry) pri¢vricen je za PASTA platformu kako bi
se omogucéilo prikupljanje podataka vremenske serije prilikom primjene vertikalne sile na
sustav PVC cjev¢ica koji se nalazi ispod kuhinjske vage (563). Uzorak sluzi (10 pl)
ravnomjerno je rasporeden $irom proksimalnih 188.5 mm? konkavne povrine vanjske cjevéice
rotiraju¢im umetanjima (n = 10). Zaprimajuca cjevcica pri¢vricena je za mastPASTA adapter
pomocu osiguravajuce igle nakon ¢ega je snimljeno 10 vertikalnih povlacenja prilikom kojih
je nadvladana sila trenja pri dodirnoj povrsini 125,66 mm2. Vrijednosti izmjerene pomoéu
PASTA platforme pomnozene su s ubrzanjem zemljine sile teze kako bi se dobila vrina sila

trenja izrazena u mN (553).
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4.25. In vitro analiza sluzi pomocu fluorescencijskog spektra akridin
narancastog

In vitro test vezanja akridinofilnih ¢estica proveden je s ciljem analize vezujuée sposobnosti
probavne sluzi uz spektralnu analizu za diferencijaciju vezanih Cestica. Akridin narancasto
fluorescentna je boja koja pri niskom pH pokazuje svojstvo narancaste fluorescencije pri
vezanju na stanice prokariota dok boja vezana za stanice eukariota fluorescira zeleno $to ju ¢ini
pogodnom za diferencijalno bojenje bakterija prisutnih u klinickim uzorcima (564-566).
Radna otopina akridin narancastog (pH 3,5) pripremljena je otapanjem 20 mg praha u 190 ml
pufera octene kiseline (100 ml 1 M CHsCOONa x 3H20 i 90 ml 1 M HCI) uz podesenje pH na
3,5 (553). Mikroskopska stakla s pojac¢anim adhezivnim svojstvima (Superfrost Plus™ Gold
Adhesion) na koja su prethodno, pomocu pipete, odloZeni i fiksirani uzorci probavne sluzi,
uronjena su u otopinu akridin narancastog tijekom 2 minute nakon ¢ega su uzorci isprani u
dH.0 te zasti¢eni pokrovnim stakalcima pomo¢u medija za poklapanje koji ¢uva fluorescenciju
(Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo). Bojenje probavne sluzi analizirano je pomoc¢u
U-MWIG2 i U-MNIB2 seta filtera na Olympus BX51 mikroskopu za mjerenje
epifluorescentnih signala (Olympus, Japan).
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4.26. Analiza pH probavne sluzi timolsulfoneftaleinom

S obzirom na ograni¢en volumen prikupljene probavne sluzi, te na nedovoljnu osjetljivost
papira za mjerenje pH, uspostavljen je kolorimetrijski protokol za procjenu pH pomocu
timolsulfoneftaleina (553). Ukratko, 100 mg timolsulfoneftaleina otopljeno je u alkoholnoj
otopini NaOH (2,15 ml 0,1M NaOH u 20 ml 95% etanola) kako bi se dobila koncentrirana
otopina koja je potom razrijedena do ukupnog volumena od 100 ml pomoc¢u dH20. Otopine
PBS-a, ¢iji je pH prethodno podesen pomoc¢u HCI i1 NaOH, koriStene su za uspostavljanje
standardne kalibracijske krivulje. Standardni uzorci te uzorci probavne sluzi (2 ul) inkubirani
sus 8 ul radne otopine timolsulfoneftaleina. Kolorimetrijski pomak snimljen je pomoc¢u kamere

(Samsung S20FE, Samsung, Suwon-si, Juzna Korea) te pomocu spektrofotometra NanoDrop®
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, SAD).
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4.27. Biokemijske metode za mjerenje redoks homeostaze

Redoks homeostaza mjerena je kombinacijom metoda za kvantitativnu procjenu klju¢nih
enzima i molekula uklju¢enih u odrzavanje redoks homeostaze kako bi se omogucilo
razgranicavanje promjena vezanih uz primarni te sekundarni (kompenzacijski) odgovor stanica

na oksidativnu noksu (109,535,554,561).

4.27.1. Redoks permanganometrija na nitrocelulozi tekuéih uzoraka

Redoks permanganometrija na nitrocelulozi  (NRP, engl. nitrocellulose redox
permanganometry) koriStena je s ciljem kvantifikacije ukupnog reduktivnog kapaciteta (567).
Metoda NRP predloZena je kako bi se zaobisli metodoloski problemi vezani uz interferenciju
smedeg precipitata MnO2 koji nastaje redukcijom KMnOs pri neutralnom pH te Kkoji
onemogucava koristenje oksidacijskih svojstava KMnOs prilikom procjene reduktivnog
kapaciteta unatoc¢ brojnim prednostima (KMnOs je snazni oksidans koji rijetko stupa u reakcije
koje nisu redoks prirode)(567,568). Metoda NRP Kkoristi uzorkom posredovanu redukciju
KMnO4 u neutralnom mediju kako bi se omoguéio nastanak precipitata MnO2 koji biva vezan
na nitroceluloznu membranu nakon ¢ega sekvantificira metodom digitalne denzitometrije
(567). Navedena metoda provedena je odlaganjem 1 pl uzorka na prethodno predvideno mjesto
na nitroceluloznoj membrani (Amersham Protran 0.45; GE Healthcare Life Sciences, Chicago,
IL, SAD). Nakon susenja uzoraka, membrana je uronjena u otopinu KMnQO4 (0,2 g KMnO4
otopljeno u 20 ml ddH20) na 30 s nakon ¢ega je pazljivo Stipaljkom odbojena pod teku¢om
destiliranom vodom kako bi se uklonio visak KMnOj4 te povecao kontrast membrane. Nakon
uklanjanja suviSnog reagensa, membrana je osuSena, digitalizirana kamerom ili uredskim
skenerom, te podvrgnuta denzitometrijskoj analizi pri ¢emu je integrirana gustoca signala

precipitata MnO2 proporcionalna ukupnom reduktivnom kapacitetu uzorka (567).
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4.27.2. Redoks permanganometrija tkivnih preslika na nitrocelulozi

Redoks permanganometrija tkivnih preslika na nitrocelulozi (HistoNRP), adaptacija je NRP
tehnike u kojoj se princip uzorkom posredovane redukcije KMnOj4 u neutralnom mediju koristi
kako bi se pruzio uvid u prostornu raspodjelu reduktivnog kapaciteta tkiva (567). Ukratko,
otopina KMnOg pripremljena je otapanjem 0,2 g KMnOs u 20 ml ddH20. Tkivni uzorci,
prethodno izdvojeni iz zivotinja perfundiranih 4% paraformaldehidom te tretirani postupkom
krioprotekcije ekvilibracijom u otopinama 15% i 30% saharoze otopljene u 4% otopini
puferiranog paraformaldehida te pohranjeni na -80°C, pripremljeni su za rezanje na kriostatu
uklapanjem u vodotopivu polimerizacijsku smolu (Tissue-Tek® O.C.T., Sakura, Japan).
Pomocu iste smole, uzorci su zalijepljeni za drzace za rezanje te podvrgnuti postupku rezanja.
Presjeci mozga koriSteni prilikom prostorno-vremenske analize reduktivnog kapaciteta
mozdanog tkiva narezani su na debljinu od 30 um te su neposredno polozeni na mikroskopska
stakla. Visak vodotopive polimerizacijske smole uklonjen je uranjanjem mikroskopskih
preparata u PBS na sobnoj temperaturi do potpunog uklanjanja smole. Stakalca su poloZena na
radnu povrSinu na nacin da su uzorci tkiva bili okrenuti prema gore te je na uzorke poloZena
nitrocelulozna membrana prethodno navlazena PBS-om. Na membranu su poloZena 3 sloja
filter papira koji su potom takoder navlazeni PBS-om. Filter papiri su poklopljeni staklenom
plocom kako bi se osigurala ravnomjerna raspodjela sile te je na plocu poloZen uteg mase 800
g. Zaizradu tkivnih preslika mozga koristen je tlak od 31,284 mmHg tijekom 24 sata na sobnoj
temperaturi (561). Nakon 24 sata uteg i 2 filter papira su uklonjeni, a treci je filter papir dobro
navlazen PBS-om prije odvajanja od nitrocelulozne membrane. Nitrocelulozna membrana s
tkivnom preslikom navlaZzena je PBS-om, pazljivo odvojena od mikroskopskih stakalaca s
uzorcima tkiva, te osuSena na sobnoj temperaturi. Nakon susenja, membrana je podvrgnuta
istom postupku lokalne redukcije KMnOskao $to je opisano za NRP. Membrana je uronjena u
prethodno pripremljenu otopinu KMnO4 na 30 s te odbojana pod teku¢om dH20. Nakon
uklanjanja viska KMnOs membrana je digitalizirana pomocu skenera 1/ili kamere te podvrgnuta

postupku denzitometrije mjerenjem integrirane gustoce signala.
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4.27.3. Mjerenje oksidacijsko-redukcijskog potencijala

Oksidacijsko-redukcijski potencijal (ORP) uzoraka mjeren je s ciljem odredivanja ukupne
ravnoteze redoks sustava s obzirom da ova metoda omogucuje kvantifikaciju ukupnog broja
elektrona koji stupaju u interakciju s mjernom elektrodom od platine. Dodatna stabilnost
ocitanja potencijala postignuta je sprezanjem redoks reakcija uzorka s redoks parom I2/KI s
obzirom na linearni odnos ORP-a s logaritmom koncentracijskog omjera I2 i KI (569). Ukratko,
homogenati tkiva (5 pl supernatanta homogenata hipokampusa (561)) pomijeSani Su, u
volumnom omjeru 1:1, s otopinom za elektrodu koja je sadrzavala Io/KI redoks par (0,1 M I,
0,4 M KI). Otopina je razrijedena pomoc¢u ddH>O kako bi se omogucio optimalni kontakt s
mikroelektrodom. Uzorci su zasti¢eni od svjetla inkubirani 60 min u na sobnoj temperaturi.
Reduktivni potencijal izmjeren je pomocu mikroprocesorskog mjerata 6230N (Jenco
Instruments, San Diego, SAD) spregnutog s redoks mikrosenzorskim sustavom ORP-146S
(Shelf Scientific, Lazar Research Laboratories, SAD)(561,570). Mikrosenzorski sustav
sastojao se od platinastog mjernog elementa spregnutog s Ag/AgCl referentnom elektrodom uz
spojiste 1 kapilaru od inertnog fluoropolimera. Spojiste, kapilara i spremnik sustava bili su
ispunjeni 3 M KCI. Tijekom mjerenja sustav je bio spojen na baterijsko napajanje kako bi se
izbjegla moguca interferencija mreze. Raspon mjerenja instrumenta bio je izmedu -1500 i
+1500 mV uz preciznost od £0,5 mV (561). Gornja granica varijabilnosti bioanaliticke metode

uz navedene postavke ustanovljena je u prethodnom istrazivanju (570).

4.27.4. Ukupni reduktivni kapacitet izmjeren pomocu metastabilnog radikal-kationa
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline)

Metoda mjerenja ukupnog reduktivnog kapaciteta odbojavanjem metastabilnog radikal-kationa
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske  kiseline)(ABTS, engl.  2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) koristena je za dobivanje dodatnog uvida u ukupnu
redoks homeostazu (u kombinaciji s metodama NRP i ORP)(553). Metastabilni ABTS radikal-
kation generiran je na nacin da je 7 mM ABTS-a inkubirano s 2,45 mM K>S>0s preko noci na
sobnoj temperaturi u mraku (553,571,572). Radna otopina je pripremljena razrijedenjem

maticne otopine ABTS radikal-kationa, u omjeru 1:40 odredenom na temelju absorbancijskog
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spektra. U polistirensku mikroplo¢icu pomocu pipete odlozeno je 1 pl svakog uzorka (volumen
je potrebno podesiti ovisno o ja¢ini ABTS radikal-kation reagensa te o reduktivnom kapacitetu
uzorka) te je potom u bunari¢e odlozeno 100 pl radne otopine metastabilnost ABTS radikal-
kationa. U kontrolnim bunari¢ima inkubirana je otopina metastabilnog ABTS radikal-kationa
bez dodatka uzorka, a kao standardi koristeni su vodotopivi analog vitamina E (Trolox: 6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna ~ kiselina) i ditiotreitol (DTT; engl.
dithiothreitol)(573) u serijskim razrjedenjima. Ukupni reduktivni kapacitet izracunat je na
temelju razlike apsorbancije metastabilnog ABTS radikal-kationa u odsutnosti redukcije
(bunari¢ s kontrolnom otopinom bez uzorka ili standarda) te vrijednosti apsorbancije u
bunari¢ima s uzorcima i standardima nakon 5 min reakcije izmjerene na 405 nm pomocu

Infinite F200 PRO multimodalnog &ita¢a mikroplo¢ica (Tecan, Mannedorf, Svicarska)(553).

4.27.5. Posredna procjena peroksidacije lipida kvantifikacijom spojeva koji stupaju u
reakciju s tiobarbiturnom kiselinom

Lipidna peroksidacija nastupa u slu¢aju nemogucnosti stanice da nadvlada elektrofilni izazov
kompenzatornim osnazivanjem nukleofilnog tonusa (109). Mjerenje sekundarnih proizvoda
peroksidacije omogucava uvid u redoks homeostazu. Peroksidacija lipida procijenjena je
posredno, koristenjem eseja za kvantifikaciju spojeva koji stupaju u reakciju s tiobarbiturnom
kiselinom (TBARS; engl. thiobarbituric acid reactive substances)(534,535,554,561,570).
Ukratko, supernatanti tkivnih homogenata (6-36 pl ovisno o pojedinom tkivu te koncentraciji
TBARS) pomijesani su s TBA-TCA reagensom (0.4 % tiobarbiturna kiselina otopljena u 15%
otopini trikloroctene kiseline); koristeni volumeni reagensa (100-160 pl) odredeni su na
temelju koncentracije TBARS-a i volumena uzorka te potrebnog vremena reakcije. Uzorcima
je po potrebi uvecan volumen dodavanjem ddH>0-a nakon ¢ega su vorteksirani, centrifugirani,
te postavljeni u uredaj za zagrijavanje u perforiranim tubicama za mikrocentrifugu u slucaju
potrebe smanjenja tlaka tijekom kuhanja uzoraka. Uzorci su kuhani na temperaturi izmedu 60
i 95 °C ovisno o koncentraciji produkata peroksidacije lipida, volumenu, te drugim
¢imbenicima koji utje€u na brzinu reakcije stvaranja adukta tiobarbiturne kiseline 1 aldehida
prisutnih u uzorku. Razvoj kemijske reakcije procjenjivan je u stvarnom vremenu vizualnom
inspekcijom boje eksperimentalnih uzoraka i standardnih uzoraka pomocu kojih je kasnije
odredena kalibracijska krivulja. Po zavrSetku reakcije (obi¢no izmedu 20 i 90 min), uzorci su

uklonjeni iz grijaca te postavljeni u centrifugu kako bi se dio otopine kondenzirane tijekom
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kuhanja spustio na dno tubice za mikrocentrifugu. Obojeni adukt tiobarbiturne kiseline i
reaktivnih aldehida izdvojen je iz otopine procesom ekstrakcije u 220 pl n-butanola uz
vorteksiranje. Volumen butanola prilagoden je na temelju koli¢ine obojenog adukta u otopini
uzimajuéi u obzir maksimalni zapremni kapacitet. Apsorbancija frakcije butanola izmjerena je
na 540 nm u prozirnim polipropilenskim plo¢icama s 384 bunari¢a pomocu Infinite F200 PRO
multimodalnog &ita¢a mikroplogica (Tecan, Miannedorf, Svicarska). Koncentracija TBARS-a
odredena je na temelju modela dobivenog iz kalibracijske krivulje izradene usporednim
procesuiranjem standardnih uzoraka tetrabutilamonijeve soli MDA. Protokol je posebno

adaptiran za svako tkivo i pokus kako bi se osigurala maksimalna osjetljivost metode.

4.27.6. Odredivanje koncentracije slobodnih tiolnih skupina i Kkoncentracije
niskomolekularnih tiola

Koncentracija niskomolekularnih tiola (LMWT; engl. low-molecular-weight thiols) koji
predstavljaju klju¢ni element nukleofilnog tonusa (¢iji je glavni i najzastupljeniji predstavnik
GSH) te koncentracije slobodnih tiolnih skupina (SH; engl. sulfhydryls) koje predstavljaju
doprinos molekularnih senzora ocuvanju redoks homeostaze procijenjene su na temelju
kvantifikacije nastanka 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB; engl. 5-thio-2-nitrobenzoic acid)
u reakciji sulfhidrila s 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzojevom kiselinom (DTNB; engl. 5,5"-dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid)(535,554,561). Ukratko, 25 pl supernatanta homogenata (ili
prilagodeni volumen na temelju koncentracije LMWT/SH-a) inkubiran je s 4% otopinom
sulfosalicilne kiseline u volumnom omjeru 1:1 tijekom 60 min na ledu. Uzorci su centrifugirani
tijekom 10 min na 10 000 RPM-a nakon ¢ega je supernatant (30 pul) izdvojen u zasebne tubice
za mikrocentrifugu, a talog izdvojen od ostatne tekucine pazljivim izvrtanjem tubica na
papirnati rucnik. Supernatant i talog u zasebnim su reakcijskim tubicama inkubirani s 35 pl
otopine DTNB-a (4 mg/ml u 5% otopini natrijevog citrata). VVolumen otopine DTNB-a
prilagoden je ovisno o uzorku tkiva kako bi se omogucila optimalna osjetljivost testa. Po
zavrSetku reakcije (nakon 10 min) u supernatantu iz obje reakcije izmjerena je apsorbancija na
405 nm pomocu Infinite F200 PRO multimodalnog c¢itaca mikroplocica (Tecan, Ménnedorf,
Svicarska). Koncentracija LMWT-a i SH-a izra¢unata je na temelju molarnog ekstinkcijskog
koeficijenta od 14 150 M-tcm™. Dostatnost otopine 5% citrata da postigne neutralnost u uzorku

taloga i supernatantu (s obzirom da je ekstinkcijski koeficijent procijenjen pri neutralnom pH
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te da se TNB talozi u kiselom pH) potvrdena je pomocu papirnatog indikatora kiselosti te
dodatno neposredno uredajem za mjerenje pH u pokusu u kojem je istovjetnim protokolom
analiziran pseudouzorak (BSA podesen na proteinsku koncentraciju uzorka otopljen u puferu

za lizu) uz volumno povecanje svih reagensa, postuju¢i volumne i koncentracijske omjere.

4.27.7. Odredivanje aktivnosti katalaza i peroksidaza

Aktivnost katalaza i peroksidaza, enzima koji sudjeluju u odrzavanju redoks homeostaze,
procijenjena je posredno na temelju kvantifikacije promjene koncentracije H2O> prilikom
inkubacije s uzorcima. Koncentracija H>Oz izmjerena je pomocu protokola koji je originalno
predlozio Hadwan za procjenu aktivnosti katalaze (574) uz modifikacije opisane u radovima
autora (535,554,561,570,575,576). Ukratko, radna otopina H>O. pufera pripremljena je
razrjedivanjem 30% otopine H202 u PBS-u tako da se dobije 10 mM H202. Pomoc¢u radne
otopine H20; izradeno je 10 serijskih razrjedenja pufera u PBS-u (1-10 mM H20.) kako bi se
dobio niz standardnih otopina s kojima se kasnije provjerava valjanost kolorimetrijskog
indikatora te linearnost eseja. Radna otopina Co(NOs3)2 (kolorimetrijski indikator i reagens za
zaustavljanje reakcije) pripremljena je na nacin da je 5 ml otopine Co(NOs3). x 6H20 (0,1 g
otopljeno u 5 ml ddH20) pomijesano s jednakim volumenom otopine natrijevog
heksametafosfata (0,05g (NaPOs)s otopljeno u 5 ml ddH20). Dobivena otopina ukupnog
volumena od 10 ml dodana je uz intenzivno mijeSanje pomoc¢u magnetske mjesalice u 90 ml
otopine NaHCOs (8,1 g NaHCO3 otopljeno u 90 ml ddH20). Ispravnost indikatorske otopine
provjerena je na temelju dodavanja 150 ul radne otopine Co(NO3z)2 u 40 ul serijskih razrjedenja
otopina H202 (1-10 mM H2032) na polistirensku plo¢icu s 96 bunari¢a. U trenutku mijeSanja
otopine H20- i radne otopine Co(NO3)2 kobalt (11) biva oksidiran u kobalt (I11) u reakciji koja
u prisutnosti bikarbonatnih iona pogoduje nastanku karbonat-kobaltatnih (111) kompleksa
([Co(CO3)3]Co) koji su karakterizirani izrazenom zelenom bojom te apsorpcijskim vrscima na
440 1 640 nm. Apsorbancija uzoraka izmjerena je pomocu 450 nm filtera (440-460 nm)
multimodalnim &itatem mikroplodica Infinite F200 PRO (Tecan, Ménnedorf, Svicarska).
Prilikom svake pripreme reagensa testiranjem serijskih razrjedenja H2O2 provjereno je
zadovoljava listandardna krivulja dva Kriterija: i) koeficijent determinacije (R?) veéi od 99,0%;
i1) nagib krivulje omoguéava preciznost mjerenja koja je jednaka pri promjenama u rasponu od

1 do 3 mM H-0; kao preciznost u rasponu od 8 do 10 mM H20,. Ukoliko su oba kriterija bila

87



zadovoljena reagensi su koriSteni za odredivanje optimalnih volumena radne otopine 10 mM
H20:i radne otopine Co(NO3)2 na nacin da je nasumi¢no odabran uzorak (30 ul za supernatante
homogenata tkiva mozga; 4-8 ul za supernatante homogenata tkiva crijeva) bio inkubiran s 40
ul radne otopine 10 mM H>O tijekom 0 sekundi (t = 0 s; bazalno mjerenje) nakon Cega je
reakcija zaustavljena dodavanjem 150 pl radne otopine Co(NOs3).. Potom je isti uzorak u
odvojenom bunari¢u inkubiran s 40 pl radne otopine 10 mM H2O> tijekom 120 sekundi (t =
120 s; zavr$no mjerenje) nakon ¢ega je reakcija zaustavljena dodavanjem 150 pl radne otopine
Co(NO3)2. Razlika apsorbancije zavrsnog i bazalnog mjerenja odrazava uzorkom posredovanu
razgradnju H2Oz koju je mogucée precizno odrediti pomocu kalibracijske krivulje. Ukoliko u
prvom probnom mjerenju nije bilo razlike koja je iznosila bar 2 mM H2O: uvjeti eseja
modificirani su na na¢in da je povecan volumen uzorka, i/ili produljeno vrijeme reakcije.
Navedene modifikacije potrebno je provesti imajuéi na umu da: i) povecanje volumena uzorka
doprinosi pozadinskom Sumu (uno$enjem tvari koje apsorbiraju svjetlost duz apsorbancijskog
spektra) te povecanju koncentracije tvari koje sa¢injavaju biokemijski matriks (a koje mogu
uci u interakciju s katalazom ili peroksidazama); ii) kinetika enzimatske dekompozicije H20-
u pravilu se vjerodostojno moze opisati logaritamskom krivuljom iz ¢ega slijedi da c¢e
produljenje vremena reakcije imati tek ograni¢enu vaznost u kontekstu prilagodbe reakcije
(budu¢i da se glavnina razgradnje dogada u vremenu od 120 s koje je koriSteno prilikom
probnog ispitivanja). Kad su odredeni optimalni uvjeti reakcije (volumen supernatanta,
volumen i koncentracija H202, volumen radne otopine Co(NOs).), esej se provodi na svim
uzorcima i to na nacin da se: 1) svi uzorci odloze pomocu pipete na polistirensku plocicu s 96
bunari¢a u duplikatu; 2) po jedan bunari¢ od svakog uzorka prvo inkubira s odabranim
volumenom radne otopine Co(NOs3). (najéescée 150 ul), a neposredno zatim s odabranim
volumenom radne otopine 10 mM H2O: (najcesce 40 ul) kako bi se dobio uvid u pozadinski
signal (t = 0 s; bazalna vrijednost uzorka) uzimajuci u obzir mogucéu pasivnu (apsorbancijski
Sum) i aktivnu (reakcija s komponentama radne otopine Co(NOs)2) interferenciju; 3) drugi
bunari¢ sa svakim uzorkom inkubira s jednakim volumenom radne otopine 10 mM H>O»
(istovjetan koriStenom pri inkubaciji za bazalnu vrijednost uzorka pod 2) tijekom odabranog
vremena t (u pravilu izmedu 60 i 120 s) nakon ¢ega se u otopinu doda jednaki volumen radne
otopine Co(NO3)2 (istovjetan koriStenom pri inkubaciji za bazalnu vrijednost uzorka pod 2).
Mjerenjem apsorbancije drugog bunari¢a dobiva se uvid u zavr$nu vrijednost uzorka (nakon
zavrsene 1 zaustavljene disocijacije H202). Pomoc¢u multimodalnog ¢itaca mikroplocica Infinite
F200 PRO (Tecan, Minnedorf, Svicarska) automatski se ogitaju vrijednosti apsorbancija

bunarica te se za svaki pojedini uzorak pomocu standardne krivulje (uracunavajuci pozadinski
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apsorbancijski Sum uzorka ukoliko isti postoji, primjerice prilikom mjerenja rijetkih uzoraka
tkiva s niskom razinom endogene aktivnosti katalaze kao $to je slu¢aj u mozgu) iz linearnog
modela izracunavaju vrijednosti bazalne (t = 0 s; 10 mM H202 podeseno za mogucu
interferenciju) i zavrsne koncentracije H.O. Razlika koncentracija potom se korigira za
vrijeme reakcije, a razlike u koncentraciji proteina u uzorku korigiraju se uvodenjem
vrijednosti proteina kao kovarijate u matematicki model. Aktivnost peroksidaza mjeri se na
istovjetan nacin s tim da se spravlja nova radna otopina 10 mM H2O> koja sadrzi 0,025 mM
natrijev azid (AZD) koji pri ovoj koncentraciji preferencijalno inhibira katalazu (za inhibiciju
50% aktivnosti katalaze potrebno je 0,025 mM AZD-a, dok je za inhibiciju 50% aktivnosti
peroksidaza potrebna 0,15 mM Kkoncentracija AZD-a)(577). Dodavanjem inhibitora
modificirani pokus pokazuje svojstvo obogacene osjetljivosti na promijenjenu aktivnost
peroksidaza. Pokus se provodi na nacin da se prvo izradi kalibracijska krivulja koja treba
zadovoljiti istovjetne kriterije (R? te osjetljivost nevezana za koncentraciju) kao $to je opisano
ranije. Inkubacija uzoraka provodi se na istovjetan nacin kao $to je opisano ranije za inkubaciju
s radnom otopinom H20> koja ne sadrzava AZD. Nakon §to su iz nove kalibracijske krivulje
izraCunate vrijednosti koncentracija H2O2 u pocetnim i zavrSnim tockama matemati¢kim
modeliranjem pomoc¢u dobivenih se vrijednosti moze dobiti uvid u ukupni kapacitet
disocijacije H>O2 (promjena koncentracije korigirana za bazalnu vrijednost), aktivnost katalaza
(ukupna aktivnost korigirana za aktivnost rezidualnih peroksidaza i bazalnu vrijednost), te
aktivnost peroksidaza (promjena koncentracije u prisutnosti AZD-a korigirana za bazalnu

vrijednost).

4.27.8. Procjena disocijacije H202 posredovane citokromom c

Disocijacija H2O> posredovana citokromskim kompleksom (citokrom c) (561) istrazena je
pomocu metode koju su izvorno opisali Feissner i suradnici (561,578). Ukratko, volumeni
supernatanta homogenata, koji odgovaraju 70 pg proteina, pomijesani Su u volumnom odnosu
1:1 s puferom za uzorke (2 ml glicerol, 0,6 g SDS, 2,5 ml 0,1 M Trizma® baza (pH 6,7), 3 mg
bromfenol-modrila, 6 ml ddH20) u koji je dodano 10% B-merkaptoetanola. Volumen koji
odgovara 35 g proteina polozen je mikropipetom na 3,9% natrij-dodecil-sulfat-
poliakrilamidni gel (SDS-PAGE; engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) za koncentriranje (2,5 ml 0,4% SDS u 0,5 M Trizma® HCI, pH 6,8; 1,3 ml
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30% akrilamid/0,8% bisakrilamid; 140 pl 10% amonijev persulfat; 10 pl N,N,N’,N'-
tetrametiletilendiamin (TEMED); 6,1 ml ddH20) izliven na 9% SDS-PAGE gelu za
razdvajanje (5 ml 0,4% SDS u 1,5 M Trizma® HCI, pH 8,8; 6 ml 30% akrilamid/0,8%
bisakrilamid; 240 ul 10% amonijev persulfat; 13,2 ul TEMED; 8,6 ml ddH20) u puferu za
razdvajanje (10 ml 10% SDS; 3 g Trizma™ baza; 11,52 g glicina; dH2O do 1000 ml). Uz
uzorke na gel je nanesen i referentni standard (Precision Plus Protein™ Standard; Bio-Rad
Laboratories, Inc., SAD) za odredivanje molekularne mase. Elektroforeza je provedena uz
fiksni napon od 150 V u trajanju od 60 min pomo¢u Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc., SAD) te su proteini potom iz akrilamidnog gela prebaceni na nitroceluloznu
membranu (Amersham Protran 0.45; GE Healthcare Life Sciences, SAD) mokrim transferom
u puferu za prijenos (105 g glicin; 22,32 g Trizma™ baza; dH20 do 1000 ml) pri fiksnom
naponu od 100 V u trajanju od 60 minuta. Nakon prijenosa proteina membrana je isprana u
PBS-u te inkubirana u reagensu za pojac¢anu kemiluminiscenciju (SuperSignal™ West Femto;
Thermo Fisher Scientific, SAD). Luminiscencija membrane izmjerena je pomoc¢u MicroChemi
snimac¢a za kemiluminiscenciju visoke osjetljivosti s GelCapture softverom (DNR Bio-
Imaging Systems Ltd., Izrael). Disocijacija H202 procijenjena je pomocu denzitometrijske

analize signala.

4.27.9. Posredno odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaza na temelju inhibicije
autoksidacije 1,2,3-trihidroksibenzena

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD; engl. superoxide dismutase) izmjerena je posredno na
temelju odredivanja inhibicije autoksidacije 1,2,3-trihidroksibenzena (THB) pomocu protokola
kojeg su originalno predlozili Marklund i Marklund (579) uz manje modifikacije
(533,535,554,575,580). THB je otopljen u otopini 1 mM HCI na nacin da je zavrSna
koncentracija iznosila 60 mM THB (THB je otopljen pri niskom pH s obzirom da je
autoksidacija ovisna o kiselosti medija). Radni pufer za mjerenje aktivnosti SOD-a pripremljen
je otapanjem 0,05 M Tris-HCI te 1 mM Na:EDTA u ddH20 uz podesenje pH na 8,2.
Supernatanti homogenata odlozeni su u bunarice polistirenske mikroplocice s 96 bunarica (3
pl uzorka duodenuma, 6 pl uzorka ileuma 1 kolona, 10 pl uzorka mozga, uz potrebne
modifikacije na temelju aktivnosti enzima te postupka pripreme pojedine grupe uzoraka).

Otopina za reakciju pripremljena je dodavanjem 80 ul otopine THB-a u 4000 pl radnog pufera
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uz intenzivno mijesanje te odlaganje u bunari¢e mikroplo¢ice pomoc¢u multipipete bez odgode
(s obzirom da neutralizacija otopine THB-a pokrecée postupak autoksidacije). Neposredno po
dodavanju otopine za reakcije mikroplocica je postavljena u Infinite F200 PRO multimodalni
gita¢ mikroplo¢ica (Tecan, Mannedorf, Svicarska) prethodno namjesten u na¢in rada za
ciklicko snimanje. Apsorbancija pri 450 nm snimana je ponavljano u kinetickim intervalima
od maksimalno 30 s tijekom minimalno 300 s. S obzirom da THB autoksidira stvaranjem
superoksidnih radikala aktivnost enzima prisutnog u uzorku obrnuto je proporcionalna porastu
apsorbancije pri 450 nm koji odrazava autoksidaciju te koji se moze u prvih 300 s u pravilu
opisati linearnom krivuljom karakteriziranom stalnim nagibom. S obzirom da je moguce da
tvari prisutne u uzorku mogu pospjeSiti nastanak superoksidnih radikala te ubrzati
autoksidaciju u nekoliko se bunari¢a uz uzorke snimaju i kontrolni uzorci u kojima se proces
autoksidacije dogada u odsustvu uzorka. Navedeni postupak pruza uvid u ukupnu aktivnost
SOD-a. Aktivnost Cu/Zn-SOD-a koja se nalazi u citoplazmi moze se inhibirati pomocéu
kalijevog cijanida (KCN; engl. potassium cyanide)(577,581,582) sto je iskoriSteno u svrhu
mjerenja diferencijalne aktivnosti enzima (tj. mjerenja aktivnosti isklju¢ivo mitohondrijske
frakcije). Aktivnost Mn-SOD-a, enzima koji prvenstveno predstavlja mitohondrijsku frakciju
SOD-a, izmjerena je dodavanjem 2 mM KCN u radni pufer (radni pufer za mjerenje aktivnosti
Mn-SOD-a: 0,05 M Tris-HCI, 1 mM NaEDTA, te 2 mM KCN otopljeni u ddH>0-a uz
podesavanje pH na 8,2). Aktivnost ukupnog SOD-a te citoplazmatske i mitohondrijske frakcije
enzima moZze se usporediti matematickim modeliranjem na nacin da se aktivnost ukupne ili
pojedine frakcije uvede u model kao kovarijata (uz kovarijatu koncentracije proteina u uzorku
za koju je nuzno korigirati s ciljem ujednacavanja mogucih razlika unesenih tijekom pripreme

uzoraka).
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4.28. Priprema tkivnih rezova iz parafinskih kocki pomoc¢u mikrotoma

TKivni rezovi iz prethodno pripremljenih parafinskih kocki dobiveni su pomoc¢u mikrotoma.
Mikrotom je podesen kako bi debljina reza za parafinske kocke s uklopljenim transverzalnim
presjecima crijeva iznosila 7 pum. Parafinske kocke pripremljene su za postupak rezanja
ekvilibracijom uz hidriranje tkiva u spremniku s ledom nakon ¢ega su kocke fiksirane za
postolje uredaja. Pazljivim povlacenjem noza dobiveni su prerezi tkiva debljine 7 um koji su
kistom prebaceni u grijanu vodenu kupelj gdje su rezovi bili odloZeni do trenutka kad se tkivo
u potpunosti ekvilibriralo te raSirilo. RasSireno tkivo pokupljeno je prethodno pripremljenim
mikroskopskim stakalcima s poja¢anim adhezivnim svojstvima (Superfrost Plus™ Gold
Adhesion, Epredia, SAD). Mikroskopska stakalca s rezovima tkiva osuSena su na sobnoj

temperaturi (534).
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4.29. Priprema tkivnih rezova iz fiksiranih i krioprezerviranih zaledenih
uzoraka pomocu Kkriostata

Tkivni rezovi fiksiranih i krioprezerviranih zaledenih uzoraka dobiveni su pomocu kriostata
nakon uklapanja u vodotopivu polimerizacijsku smolu za rezanje na kriostatu (Tissue-Tek®
O.C.T., Sakura, Japan). Uzorci su izvadeni iz zamrzivac¢a gdje su pohranjeni na -80°C te su
zagrijani na temperaturu od -25 °C pri kojoj su podvrgnuti rezanju. Uzorci su prvo narezani
pomocu skalpela i $karica na nacin da su cjeloviti komadi probavne cijevi izrezani pomoc¢u
nekoliko transverzalnih presjeka kako bi se dobili cilindri duljine 3 mm. Crijevni cilindri
postavljeni su na drza¢ za rezanje tkiva pomocu polimerizacijske smole na nacin da je svakim
rezom moguce dobiti 4-5 reprezentativnih transverzalnih rezova za segment od interesa. Tkivni
rezovi potom su polozeni na adhezivha mikroskopska stakalca prislanjanjem stakalaca
ekvilibriranih na sobnu temperaturu uz tkivni rez. Rezovi tkiva osuSeni su na sobnoj

temperaturi kako bi se ojac¢alo prianjanje (553).
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4.30. Analiza mucina alcijanskim modrilom 8GX

Alcijansko modrilo (ABL; engl. alcian blue) tetravalentna je kationska boja koju sacinjava
kompleks bakra i ftalocijanata s Cetiri izotiouronijske skupine koje su zbog kvaternih
amonijevih iona pozitivno nabijene te stupaju u interakciju s polianionima. Otopina alcijanskog
modrila 8GX (Sigma-Aldrich, SAD) pripremljena je otapanjem u 3% octenoj kiselini kako bi
se dobila otopina koncentracije od 1%. Otopina je filtrirana, a pH je podeSen na 2,5 kako bi se
karboksilirani i sulfatirani mucini ionizirali u obliku RCOO™ i SO3*>” §to omoguéava prikaz svih

kiselih mucina u plavoj boji.

4.30.1. Histolo§ka analiza mucina alcijanskim modrilom 8GX

Histoloska analiza tkiva alcijanskim modrilom 8GX na tkivnim rezovima dobivenima iz
parafinskih kocki pomoc¢u mikrotoma provedena je na nacin da su mikroskopska stakalca s
tkivom prvo podvrgnuta procesu deparafinizacije i rehidracije. Stakalca su poloZena u stakleni
drza¢ Kkoji je potom uronjen 2 x 10 min u otopinu ksilena, 2 x 10 min u otopinu 100% etanola,
2 X 10 min u otopinu 96% etanola, 2 x 10 min u otopinu 70% etanola, te 15 min u dH20. Stalak
s mikroskopskim stakalcima potom je uronjen u 1% otopinu ABL-a na 15 min nakon ¢ega je
viSak boje uklonjen pod teku¢om vodom. Po ispiranju teku¢om vodom tkivo je isprano u
destiliranoj vodi te ponovno dehidrirano skra¢enim postupkom uranjanja 2 x 5 min u 70%
otopini etanola, 2 x 5 min u 96% otopini etanola, 2 x 5 min u 100% otopini etanola, te 2 x 5
min u otopini ksilena. Na uzorke je odloZeno nekoliko kapi smole na bazi ksilena te je tkivo

pazljivo poklopljeno pokrovnim stakalcem.
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4.30.2. Analiza sluzi metodom otiska alcijanskim modrilom 8GX

Analiza mrlje alcijanskim modrilom 8GX provedena je na supernatantima homogenata tkiva i
na uzorcima fecesa s ciljem procjene ukupne koli¢ine mucina te na uzorcima probavne sluzi s
ciljem procjene agregacijskih svojstava sluzi te prostorne raspodjele agregata (553). Uzorci za
analizu (2 pl) polozeni su pomoc¢u mikropipete na adhezivna mikroskopska stakalca te osuseni
na zraku uz zagrijavanje na 40 °C na laboratorijskoj mijesalici. Stakalca s uzorcima uronjena
su u 1% otopinu ABL-a tijekom 15 min nakon ¢ega je suviSna boja otklonjena sa stakalca uz
pomo¢ tekuce vode. Uzorci su isprani u dH20-u, osuseni te digitalizirani pomocu uredskog
skenera. Koli¢ina kiselih mucina kvantificirana je na temelju procjene integrirane gustoce
signala za uzorke fecesa i tkiva. Prostorna raspodjela te agregacija u uzorcima probavne sluzi
izmjereni su pomocu procjene veli¢ine, broja 1 distribucije Cestica segmentiranog signala te

pomocu prostorne analize intenziteta piksela ponavljanim linijskim uzorkovanjem.
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4.31. Otkrivanje tkivnih epitopa

Tkivni rezovi podvrgnuti su postupku otkrivanja epitopa prije imunohistokemije i
imunodetekcije pomocu visestrukog pojacavanja fluorescentnog signala. Odvajanje tkivnih
rezova od adhezivnih mikroskopskih stakalaca sprije¢eno je na nacin da su 2 medurazdvojnika
jednake debljine izradena od kombinacije 90% celuloze i 10% pamuka postavljena na krajeve
mikroskopskog stakla na na¢in da ne doticu tkivo. Drugo mikroskopsko staklo poloZeno je na
medurazdvojnike te je fiksirano pomocu izolacijske vrpce od PVC-a. Uzorci su poloZeni u
spremnik ispunjen otopinom za otkrivanje epitopa (10 mM natrijev citrat, 0,05% Tween 20,
pH 6) te su zagrijani na 95 °C tijekom 60 min. Nakon grijanja u otopini za otkrivanje epitopa
uzorci su pazljivo uklonjeni iz spremnika i isprani u destiliranoj vodi. Alternativni postupak
otkrivanja epitopa koje nije bilo moguce prikazati navedenim postupkom ukljucivao je
uranjanje uzoraka u otopinu za enzimsko otkrivanje epitopa (0,05% tripsin, 1% CaCl., pH 7,8).

Nakon otkrivanja epitopa uzorci su postavljeni u uredaj za uklanjanje autofluorescencije (534).
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4.32. Uklanjanje tkivne autofluorescencije osvjetljavanjem

Autofluorescencija endogenih staniénih komponenti te autofluorescencija uzrokovana
postupkom fiksacije tkiva uklonjena je pomocu izradenog uredaja za osvjetljavanje tkiva (534).
Nakon postupka otkrivanja epitopa uzorci su postavljeni u spremnik uredaja za uklanjanje
autofluorescencije zajedno sa zastitnim stakalcima 1 medurazdvojnicima kako bi se sprijecilo
odvajanje tkiva od adhezivnog stakalca tijekom postupka uklanjanja autofluorescencije. Uzorci
su polozeni u otopinu 0,05% AZD-a u PBS-u na nacin da su sva tkiva na jednak nacin bila
okrenuta prema izvoru svjetlosti. Modificirana ploca svjetle¢ih dioda punog spektra snage 300
W izvorno namijenjena za hidroponiku pretvorena je u izvor svjetlosti koji ravnomjerno
osvjetljava uzorke pohranjene u spremnik u teku¢inom. Uredaj je zatvoren na nacin da se

sprijeci isparavanje tekuéine te su uzorci podvrgnuti osvjetljavanju tijekom 48 h (583,584).
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4.33. Imunofluorescencijska analiza

Imunofluorescencijska analiza provedena je na tkivima koja su podvrgnuta postupku otkrivanja
epitopa i uklanjanja tkivne autofluorescencije kao $to je opisano u literaturi (534). Na svako
stakalce nanesena je otopina 1% H202 u PBS-u kako bi se prigusio signal ostatne aktivnosti
peroksidaza. Nakon 15 min inkubacije uzorci su isprani u PBS-u tijekom 5 minuta nakon ¢ega
je na stakalca polozena otopina za blokiranje (5% normalnog kozjeg seruma, NGS; engl.
normal goat serum, u PBS-u s 0,25% Tritona X-100). Otopina za blokiranje ravnomjerno je
rasirena po tkivu koristenjem PVC pokrovnica. Nakon 60 min blokiranja pokrovnice su
uklonjene te je tkivo inkubirano s otopinom za inkubaciju (1% NGS i 0,25% Triton X-100 u
PBS-u) u kojoj su razrijedena protutijela (bs-1559R mjesavina zecjih poliklonalnih IgG
protutijela za GLP-1 receptor (GLP-1R)) (Bioss, SAD) te pERK (#4370S monoklonalnog
protutijela na fosfopeptid koji odgovara fosforiliranom treoninu 202 i tirozinu 204 (Cell
Signaling Technologies, SAD)) u volumnom omjeru 1:500. Otopine protutijela na
mikroskopskim stakalcima pokrivene su PVC pokrovnicama kako bi se osigurala ravnomjerna
raspodjela. Protutijela su inkubirana 24 sata na 4 °C u mraku i uspremniku s visokim udjelom
vlage kako bi se sprijecilo isusivanje tijekom inkubacije. Nakon inkubacije pokrovnice su
uklonjene, a tkivo je postavljeno u drza¢ stakalaca te je isprano 3 x 5 min u PBS-u. Tijekom
ispiranja pripremljena je otopina za inkubaciju u kojoj su razrijedena sekundarna protutijela
specifiéna za Fc fragment primarnih zec¢jih IgG-a na koja su konjugirane fluorofore Alexa
Fluor® 488 ili Alexa Fluor® 555 (Cell Signaling Technology, Inc., SAD) u volumnom omjeru
1:750. Otopine su poloZene na uzorke koji su zatim pokriveni pomoc¢u PVC pokrovnica, a
inkubacija je trajala 90 min na sobnoj temperaturi u komori s visokim udjelom vlage u mraku.
Nakon inkubacije uzorci su postavljeni u stakleni drzac i isprani 3 x 5 min u PBS-u kako bi se
uklonila suvi$na nevezana sekundarna protutijela. Nakon ispiranja na uzorke je nanesena
otopina za poklapanje uz dodatak tvari za ¢uvanje fluorescencije te boje DAPI Fluoromount-
G™ Mounting Medium with DAPI (Invitrogen, SAD). Uzorci su osuSeni u mraku na sobnoj

temperaturi te su nakon toga dugoro¢no ¢uvani u spremniku na 4 °C.
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4.34. Sinteza fluorescentnih derivata tiramida kao supstrata za odlaganje
fluorescentnih biljega katalizirano peroksidazom hrena

Sinteza fluorescentnih derivata tiramida koji su koriSteni kao supstrati za odlaganje
fluorescentnih biljega katalizirano peroksidazom provedena je kao §to je opisano u literaturi
(534). Biljezi su sintetizirani pomocu jednostavne reakcije sprezanja na nacin da je 1 mg
tiramin-HCl-a (Sigma-Aldrich, SAD) otopljen u 100 pl dimetilformamida (DMF)(Sigma-
Aldrich, SAD). U otopinu je dodan 1 pl 7,2 M trietilamina (Sigma-Aldrich, SAD)(u 1.25
ekvimolarnoj koncentraciji) s ciljem deprotonacije tiramina. Dobivena otopina (34 ul)
pomijeSana je sa 100 ul svjeze spravljene otopine amin-reaktivnog N-sukcinimidil-estera
vodotopivog stabilnog fluorofora Atto488 (Sigma-Aldrich, SAD) u DMF-u masene
koncentracije 1 mg/ml. Otopina je Zustro protresena te je reakcija provedena u mraku na sobnoj
temperaturi tijekom 120 min. Nakon 120 min u otopinu je dodano 867 ul etanola kako bi se
dobila koncentrirana otopina hapteniziranog tiramida koja je potom pohranjena na 4 °C.
Reakcija vezanja N-sukcinimidil-estera za amine izrazito ovisi o pH s obzirom da ¢e pri niskom
pH amino skupina biti protonirana §to ne pogoduje reakciji, a pri visokom pH dogada se
izrazena hidroliza estera $to dramati¢nu umanjuje efikasnost reakcije. Zbog toga je izrazito
vazno provoditi reakciju u kontroliranim uvjetima, primjerice nuzno je provjeriti stabilnost te

stupanj degradacije DMF-a prije koriStenja kao kemijskog matriksa za reakciju.
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4.35. Imunodetekcija pomocu viSestrukog pojacavanja fluorescentnog
signala dostavljanjem peroksidaza zdruzivanjem avidina i biotina uz
katalizirano odlaganje fluorescentnih biljega

Ultraosjetljiva imunodetekcija provedena je na nacin da su nakon vezanja primarnih protutijela
na epitope od interesa na Fc fragment protutijela vezana biotinizirana sekundarna protutijela
(534). Nakon ispiranja na mikroskopska je stakalca odlozena otopina za inkubaciju u koju su
dodana s biotinom konjugirana sekundarna protutijela (specificna za Fc fragment primarnih
zecjih IgG-a) razrijedena u volumnom omjeru 1:1000 (BA-1000; Vector Laboratories, SAD).
Otopina sekundarnih protutijela ravnomjerno je rasporedena PVC pokrovnicama, a inkubacija
je trajala 60 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, uzorci su isprani 3 X 5 min u PBS-
u nakon ¢ega su inkubirana sa svjeze pripremljenom otopinom avidina i biotiniziranih HRP-
ova (Vector Laboratories, SAD). Slaganje kompleksa avidina, biotina i biotiniziranih HRP-ova
trajalo je 30 min na sobnoj temperaturi, a ravhomjerna raspodjela otopine osigurana je PVC
pokrovnicama. Nakon vezanja biotiniziranih peroksidaza uzorci su isprani 3 X 5 min u PBS-u.
Alternativni nacin dostave kompleksa HRP-a bazirao se na oznacavanju primarnih protutijela
vezanih na epitope od interesa vezanjem sekundarnih protutijela (1:500-1:1000) koja su
prethodno konjugirana s polimerima HRP-a (Poly-HRP)(Thermo Fisher Scientific, SAD).
Nakon $to su peroksidaze dostavljene u blizinu epitopa od interesa, bilo metodom stvaranja
kompleksa avidina i biotina te biotiniziranih HRP-ova ili dostavljanjem sekundarnih protutijela
konjugiranih s HRP polimerima, tkivo je inkubirano u otopini za katalizirano odlaganje
fluorescentnih biljega. Otopina za katalizirano odlaganje fluorescentnih biljega sastojala se od
0,001% H202i 0,1M imidazola u PBS-u, i pripremljena je kao svjeza otopina netom prije
reakcije. Koncentrirana otopina hapteniziranog tiramida razrijedena je u otopini za katalizirano
odlaganje fluorescentnih biljega u volumnom omjeru 1:100 te je dobivena otopina pomocu
pipete odloZena na uzorke tkiva na stakalcima i pokrivena PVC pokrovnicama. Inkubacija je
trajala 15 min na sobnoj temperaturi te je potom visak fluorescentnih konjugata tiramida ispran
tijekom 5 min u PBS-u. U slucaju potrebe za dodatnim uklanjanjem autofluorescencije te
pojacanjem omjera signala i Suma uzorci su inkubirani u otopini SBB-a (0,3% u 70% etanolu)
tijekom 10 min (534,585,586). Visak SBB-a uklonjen je pomocu 70% etanola. Uzorci tkiva
ekvilibrirani su u PBS-u te pokriveni otopinom za poklapanje uz dodatak tvari za Cuvanje
fluorescencije te boje DAPI (Invitrogen, SAD). Uzorci su osuSeni u mraku na sobnoj
temperaturi te su nakon toga dugoro¢no ¢uvani u spremniku na 4 °C. Imunodetekcija pomocu

visestrukog pojaCavanja fluorescentnog signala uz katalizirano odlaganje fluorescentnih
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biljega koriStena je za obiljezavanje epitopa kaspaze-3 te nitrotirozina. Primarna protutijela
koriStena za vezanje epitopa bila su: i) poliklonalno ze¢je protutijelo na kaspazu-3 (Cell
Signaling Technologies, SAD) koje se veze uz 35 kDa kaspazu-3 te pocijepani fragment od 17
kDa koji se prebacuje u jezgru tijekom aktivacije; ii) poliklonalno zec¢je protutijelo na nitrirani

tirozin (Sigma-Aldrich, SAD).
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4.36. Analiza izraZaja proteina u crijevu i mozgu Western blot metodom

Analiza izrazaja proteina provedena je pomo¢u SDS-PAGE metode (534,561). Supernatanti
homogenata pomijesani su u volumnom omjeru s puferom za uzorke (u koji je dodano 20% [3-
merkaptoetanola) u volumnom omjeru 1:1-2. Uzorci su zagrijani na 95°C tijekom 10 min.
Izuzetak su bili uzorci koristeni za kvantifikaciju proteina osjetljivih na visoku temperaturu
kod kojih je protokol grijanja bio modificiran (smanjivanjem temperature na 60 °C i/ili
skra¢ivanjem vremena zagrijavanja). Volumeni pripremljenih uzoraka koji odgovaraju 35 pg
proteina polozeni su pomoc¢u mikropipete u jazice prethodno pripremljenih poliakrilamidnih
gelova s dodatkom trihalo spojeva (TGX Stain-Free FastCast 12% polyacrylamide i TGX
Stain-Free FastCast 10% polyacrylamide)(Bio-Rad, SAD). Kod paralelnog elektroforetskog
razdvajanja veceg broja uzoraka koristeni su kalupi Criterion (Bio-Rad, SAD), dok su za
pripremu gelova manje povrsine koriStena stakalca kompatibilna s Mini-PROTEAN sustavom.
Gelovi srednje veli¢ine pripremljeni su mijeSanjem otopine A (6 ml po gelu) i otopine B (6 ml
po gelu) za gelove za razdvajanje pomo¢u magnetske mjesalice nakon ¢ega je dodano 6 pl
TEMED-a i1 60 pl 10% otopine za svakih 12 ml mjesavine otopina A i B. Dobivena otopina za
gelove za razdvajanje pomodu pipete postavljena je u okomito fiksirane kalupe. Na gel za
razdvajanje, izlivena je otopina gela za koncentriranje, koja je prethodno pripremljena na nacin
da su u mjesavinu otopine A (1,5 ml po gelu) i otopine B (1,5 ml po gelu) dodani TEMED (3
ul po gelu) 1 10% APS (15 pl po gelu) uz neprekinuto mijeSanje pomocu magnetske mjesalice.
Otopina je pomocu pipete izlivena u kalup na gel za razdvajanje, te je s gornje strane postavljen
ceslji¢ koji sluzi kao kalup za jazice. Gelovi male veli¢ine dobiveni su na jednak nacin uz
modificirane volumene navedenih otopina (gel za razdvajanje: otopina A (3 ml po gelu) i
otopina B (3 ml po gelu) + TEMED (3 pl po gelu) i 10% APS (30 pl po gelu); gel za
koncentriranje: otopina A (1 ml po gelu) 1 otopina B (1 ml po gelu) + TEMED (2 pl po gelu) 1
10% APS (10 pl po gelu)). Nakon stvrdnjavanja, gelovi su postavljeni u odgovarajuce drzace
te u sustav za elektroforezu u koji je dodan pufer za razdvajanje (10 ml 10% SDS; 3 g Trizma™
baza; 11,52 g glicin; dH20 do 1000 ml). Uzorci i referentni proteinski standard za odredivanje
molekularne mase (Precision Plus Protein™ Standard; Bio-Rad Laboratories, Inc., SAD)
polozeni su u jazice te su proteini razdvojeni postavljanjem stalnog napona na 150-200 V.
Nakon zavrSetka razdvajanja, gelovi su izdvojeni iz kalupa i isprani u dH>O-u. Razdvojeni
proteini vizualizirani su pomocu trihalo spojeva uklopljenih u matriks gela prosvjetljivanjem

ultraljubicastim (UV; engl. ultraviolet) svjetlom pomocu UV transiluminatora ChemiDoc MP
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sustava za oslikavanje (Bio-Rad, SAD). Podaci su pohranjeni za kasniju korekciju dobivenog
signala na temelju kvantifikacije proteina, a gelovi su ekvilibrirani u Bjerrum Schafer-Nielsen
(BSN) puferu za transfer u Petrijevoj zdjelici. Tijekom ekvilibracije gela, pripremljeni su
celulozni odstojnici za osiguravanje provodljivosti i tlaka tijekom transfera. U spremniku za
prebacivanje Trans-Blot Turbo transfer sustava (Bio-Rad, SAD) za polu-suho prebacivanje
polozeno je 7 odstojnika koji su potom navlazeni BSN puferom. Na odstojnike je pazljivo
polozen poliakrilamidni gel, a na gel nitrocelulozna membrana (veli¢ina pora 0,2 ili 0,45 pm)
koja je potom izvaljana pomocu valjka kako bi se uklonili mjehuri¢i zraka te kako bi se
osiguralo optimalno prijanjanje. Na membranu je polozeno 7 odstojnika te je spremnik
zatvoren 1 postavljen u uredaj za transfer proteina. Sve membrane podvrgnute su procesu
transfera zasebno kako bi se izbjegle nejednakosti prilikom prijenosa koje se dogadaju u sluc¢aju
prekinutog kontinuiteta sendvica za prijenos. Prijenos proteina proveden je tijekom 7 min, uz
stalni napon od 25V i jakost elektri¢ne struje od ~2.5 A. Nakon prijenosa, membrana je pazljivo
izdvojena iz sendvica za transfer, isprana u dH20-u te odloZena u otopinu 1% Ponceau S u 5%
octenoj kiselini tijekom 5 min. Inkubacija u octenoj kiselini utiSava ostatnu aktivnost
peroksidaza (587), a Ponceau S omogucava vizualizaciju proteina ¢ime se potvrduje uspjesno
prebacivanje iz gela na membranu. Suvi$na boja je isprana uranjanjem u pufer za ispiranje s
niskom koncentracijom soli (LSWB; engl. low-salt washing buffer)(10 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7,5) tijekom 10 min. Membrane su inkubirane u otopini za blokiranje (5% mlijeko u
prahu bez masti, 0,5% Tween 20 u LSWB) na sobnoj temperaturi tijekom 60 min. Membrane
su potom poloZene izmedu dvije PVC folije te inkubirane u otopini za blokiranje u koju je
dodano poliklonalno ze¢je protutijelo specificno za kaspazu-3 (Cell Signaling Technologies,
SAD) u volumnom omjeru 1:500, protutijelo specifi¢éno za c-fos (Cell Signaling Technology,
USA) u volumnom omjeru 1:1000 ili protutijelo specificno za GALK-1 (Invitrogen, USA) u
volmnom omjeru 1:1000. Membrane su inkubirane na 4 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije
s primarnim protutijelom membrane su isprane 3 X 5 min u LSWB-u te inkubirane sa
sekundarnim protutijelom konjugiranim za HRP specificnim za Fc fragmente zecjih primarnih
protutijela (Cell Signaling Technologies, SAD) u volumnom omjeru 1:2000 na sobnoj
temperaturi tijekom 60 min. Nakon inkubacije membrane su isprane 3 X 5 min u LSWB-u
nakon cega su HRP-ovi vizualizirani pomocu inkubacije membrana u otopini za
kemiluminiscenciju na bazi luminola SuperSignal™ West Femto (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Membrane su tijekom inkubacije i snimanja signala bile pokrivene PVC folijom radi
ravnomjerne raspodjele reagensa. Luminiscencija je snimljena pomoc¢u MicroChemi snimaca

za kemiluminiscenciju visoke osjetljivosti s GelCapture softverom (DNR Bio-Imaging
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Systems Ltd., Izrael). Postupak je smatran valjanim jedino u sluc¢aju kad je u pojedinoj kolumni
bila vidljiva samo jedna traka na polozaju koji odgovara pretpostavljenoj molekularnoj masi
proteina. Ukoliko je traka bila prisutna na poloZaju pogresne molekularne mase ili je bilo
prisutno vise od 1 trake u slucaju kad se vezanje protutijela ocekivalo samo za 1 traku cijeli je
postupak ponovljen uz modifikacije kako bi se povecala specifi¢nost metode. Kvantifikacija

proteina provedena je na temelju obrade dobivenih snimaka.
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4.37. Analiza crijevnog mikrobioma

Crijevni mikrobiom analiziran je u sterilno prikupljenim intraluminalnim uzorcima
prikupljenim iz cekuma po zavrsetku in vivo pokusa. Deoksiribonukleinska kiselina (DNA;
engl. deoxyribonucleic acid) izolirana je iz 0,2 g uzorka pomocu Qiagen QIAmp Fast Mini
Stool Kit opreme (Qiagen, Njemacka) s pocetnim izdvajanjem pomocu kuglica po uzorku na
protokol koji su opisali Yu i Morrison (588) uz manje izmjene. Priprema knjiZnica za
sekvenciranje 16S ribosomske ribonukleinske kiseline (rRNA; engl. ribosomal ribonucleic
acid) bila je provedena u skladu sa smjernicama za izradu knjiznica za sekvenciranje Illumina
16S Metagenomics Sequencing Library Preparation Guidelines. Za amplifikaciju 16S rRNA
gena koriStene su V3 i V4 regije (589). Sve reakcije polimerazne lanéane reakcije (PCR; engl.
polymerase chain reaction) provedene su koristenjem cikli¢ckim termostatom Thermal Cycler
2720 (Kapa Biosystems, SAD). Koristeni protokol za amplikone PCR-a bio je: 5 min 95 °C te
25 ciklusa koji su se sastojali od 30 s 95 °C, 30 s 55 °C, te 30 s 72 °C nakon ¢ega je slijedio
elongacijski korak (5 min 72 °C). Za indeks PCR-a koristen je Illumina Index set pocetnica u
skladu s uputama proizvodaca (Illumina, SAD). Produkti PCR-a prociséeni su reverzibilnom
imobilizacijom ¢vrste faze pomocu AMPure XP otopine s paramagnetskim kuglicama
(Beckman Coulter, SAD) u skladu s Illumina smjernicama. Koncentracije procis¢enih
amplikona izmjerene su pomocu Qubit dsDNA kita visoke osjetljivosti (Thermo Fisher
Scientific, SAD) te Qubit 3.0 fluorimetra (Thermo Fisher Scientific, SAD) prije udruzivanja.
Knjiznica je potom sekvencirana na Illumina MiSeq platformi pomoc¢u MiSeq V3 kita za
reagense (Illumina, SAD). Analizu crijevnog mikrobioma provela je Fatma Koc temeljem
suradnje s laboratorijem prof. Catherine Stanton i prof. Paula Rossa (APC Microbiome Ireland

i Teagasc Food Research Centre, Cork, Irska).
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4.38. Analiza kratkolan¢anih masnih Kiselina i masnih kiselina razgranatog
lanca u sadrzaju cekuma

Analiza kratkolan¢anih masnih kiselina i masnih kiselina razgranatog lanca provedena je na
uzorcima cekalnog intraluminalnog sadrzaja pomocu protokola koji su prethodno opisali
Lynch i suradnici (590) uz manje modifikacije. Uzorak cekalnog sadrzaja (0,2 g)
homogeniziran je u 1 ml zakiseljene vode (pH 2-3). Nakon filtracije $trcaljkom (s veli¢inom
pora filtera od 0,2 pm)(Corning, SAD), 270 pl uzorka pomijesano je s 30 pl 10 mM internalnog
standarda u duplikatu. Uzorci su protreseni vorteksom te centrifugirani kako je opisano u
protokolu Lynch i suradnika (590). Nakon postupka centrifugiranja, 250 ul uzorka prebaceno
je u jantarne staklene bocice za plinsku kromatografiju od 2 ml (Agilent, SAD). Zasebne
standardne krivulje pripremljene su mjerenjem gradiranih standardnih uzoraka acetata,
propionata, butirata, i valerata izmedu 0,1 i 10 mM, te izobutirata i izovalerata izmedu 0,01 1 1
mM. Analiza standarda i uzoraka provedena je pomocu plinske kromatografije s plameno-
ionizacijskim  detektorom pomocu polietilenglikolnih  kolumni  modificiranih s
nitrotetraftalicnom kiselinom za postizanje visoke polarnosti za analizu volatilnih tvari i fenola
DB-FFAP (30 ml x 0.32 mm ID x 0.25 uM df; Agilent, SAD) te Varian 3800 sustava za plinsku
kromatografiju (Varian, SAD) kao $to je opisano u rukopisu Lynch i suradnika (590). Analizu
SCFA-a i BCFA-a provela je Fatma Koc temeljem suradnje s laboratorijem prof. Catherine
Stanton i prof. Paula Rossa (APC Microbiome Ireland i Teagasc Food Research Centre, Cork,
Irska).
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4.39. Analiza pomoc¢u epifluorescencijskog mikroskopa

Analiza signala dobivenog in vitro bojanjem akridin naran¢astim, imunofluorescencijom, te
kataliziranim odlaganjem fluorescentnih biljega provedeno je pomocu epifluorescencijskog
mikroskopa Olympus BX51 i CellSens Dimensions softvera (Olympus, Japan). Za analizu
signala koriSteni su setovi filtera U-MNU2 (ekscitacija: 365+10 nm; emisija: dugopropusni
filter > 420 nm), U-MNIB2 (ekscitacija: 48020 nm; emisija: dugopropusni filter >510 nm),
te U-MWIG2 (ekscitacija: 53530 nm; emisija: dugopropusni filter >580 nm). Signal je sniman
na nacin da je kod kvantifikacijskog bojenja, uvijek uz U-MNU2 filter (koriSten za
vizualizaciju DAPI fluorofora interkaliranog u DNA), koristen samo jedan dodatni filter za
prikupljanje signala, dok je drugi sluzio za prikupljanje signala pozadinskog Suma radi
odredivanja korelacijskih matrica signala i utvrdivanja moguceg doprinosa endogenih
autofluorofora prikupljenom signalu. Podaci su prikupljani na naéin sukladan prethodno
osmisljenim protokolima za prikupljanje koji su uzimali u obzir hijerarhijsku strukturu
bioloskih podataka te rasap vrijednosti pojedine varijable. Primjerice, kod signala prikupljenog
iz resica duodenuma snimljene su slike vise resica svakog presjeka i1 viSe presjeka koji su
odrazavali bioloske promjene na jednako udaljenim podru¢jima s obzirom na zamisljenu
longitudinalnu os koja prolazi probavnom cijevi (na svakom stakalcu nalazilo se otprilike 3
seta od 8 transverzalnih presjeka). Uzorci prikupljeni na ovaj na¢in omogucavaju znatno vecu
preciznost same metode ukoliko se tijekom matematicke analize ispravno definira hijerarhijska

meduzavisnost pojedinih mjerenja.
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4.40. Analiza slika

4.40.1. Morfometrijska analiza probavne barijere

Morfometrijska mjerenja provedena su na mikroskopskim slikama s ciljem analize strukturnih
elemenata barijere probavnog sustava te analize raspodjele i funkcije vréastih stanica. Struktura
I funkcija barijere gornjeg dijela probavnog sustava ispitane su kao sto je opisano u (534).
Ukratko, raspodjela epitelnih stanica smjestenih duz probavne barijere u duodenumu ispitana
je na temelju polozaja jezgara epitelnih stanica na nacin da su, na setu snimaka stanica epitelne
barijere Cije su jezgre oznacene interkalacijom DAPI-ja u DNA, dobivenih pomo¢u U-MNU2
filtera, izmjerene udaljenosti: i) srediSta jezgara epithelnih stanica od sredista jezgara susjednih
stanica smjeStenih lateralno; ii) srediSta jezgara od luminalnog vr$ka mjerene stanice. Tijekom
analize visine i Sirine epitelnih stanica uzet je u obzir njihov polozaj te meduovisnost pojedinih
stanica. Morfometrijska analiza indikatora stani¢nog obrtaja ukljucivala je mjerenje duljine
resica, mjerenje dubine Kripti, te procjenu omjera visine resice i dubine susjednih kripti (591
593). Duljina resica izmjerena je uzimajuéi u obzir sve neravnine epitelne povrsine resica.
Morfometrijska analiza vr¢astih stanica opisana je detaljno u dostupnim literaturnim izvorima
(553). Analiza vrcastih stanica ukljuc¢ivala je: i) procjenu broja vréastih stanica; ii) procjenu
epitelne povrsine izmedu linija kojima je sredi$te alcijanofilnih vezikula povezano s najblizim
dijelom povrSine epitela, pri c¢emu veca udaljenost ukazuje na slabiju pokrivenost barijere
probavnom sluzi; iii) procjenu vjerojatnosti ekspulzije probavne sluzi mjerenjem oblika
alcijanofilnih mjehuric¢a (jer jasna okrugla struktura ukazuje na to da ispustanje sluzi nije
zapocelo) te mjerenjem udaljenosti najluminalnije tocke mjehuri¢a od epitelne povrsine (s
obzirom da je vezanje mjehurica uz epitelnu povr§inu nuzan uvjet za ispustanje probavne sluzi
u lumen); iv) odredivanje udaljenosti najluminalnije tocke mjehuri¢a od lumena probavne

cijevi uzimajuéi u obzir polozaj alcijanofilnih mjehuri¢a duz osi resice.
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4.40.2. Procjena koli¢ine probavne sluzi

Koli¢ina probavne sluzi, u pokusima u kojima je lucenje probavne sluzi iz vréastih stanica
procijenjeno u uvjetima farmakoloSke kolinergicke stimulacije ex vivo, opisano je u (553).
Koli¢ina probavne sluzi procijenjena je na uzorcima tkiva obojanim alcijanskim modrilom,
posredno, na temelju mjerenja povrSine segmentiranih maski. Mikroskopske fotografije prvo
su obradene inverzijom intenziteta piksela nakon ¢ega je provedeno razdvajanje boja. Crveni
je kanal obraden postavljanjem praga pomoc¢u algoritma Renyi entropije (594). Maske
dobivene postavljanjem praga analizirane su algoritmom za analizu Cestica u programu Fiji.
Podrudja interesa unutar kripti, resica, te intraluminalnog podruc¢ja ru¢no su definirana kao
kvadrati povrsine 240 000 piksela? (800 x 300 piksela). Koli¢ina sluzi procijenjena je na

temelju ukupne povrsine segmentiranih maski.

4.40.3. Morfometrijska analiza kapi probavne sluzi in vitro

Kapi probavne sluzi, odlozene na mikroskopska stakalca, analizirane su kako bi se dobio uvid
u prostornu raspodijelu alcijanofilne i akridinofilne tvari. Morfometrijska analiza raspodjele
alcijanofilne tvari opisana je u (553). Agregacija alcijanofilne tvari na periferiji kapi sluzi
analizirana je mjerenjem linijskih profila intenziteta u programu Fiji (NIH, SAD). Izdvojeni
vrSak intenziteta u linijskom profilu, izmjerenom od srediSta kapi do pozadinske tocke koja je
udaljena od ruba kapi jednako koliko je rub kapi udaljen od sredista, ukazivao je na pojacano
podrucje agregacije. Analiza agregacije akridinofilne tvari provedena je na temelju analize
povrsine i broja segmentiranih Cestica dobivenih pomoc¢u razdvajanja boja, odredivanja praga
signala pomocu algoritma trokutastog postavljanja praga, te analize Cestica algoritmom za
analizu Cestica u programu Fiji. Za akridinofilne Cestice isti je postupak proveden na setu
mikroskopskih slika dobivenom koristenjem dva razlicita filtera za epifluorescentno
oslikavanje (U-MNIB2 te U-MWIG2). Agregacija akridinofilne tvari dodatno je analizirana
pomocu linijskih profila intenziteta povucenih kroz agregacijsku zonu na nacin da su rubovi

profila bili s obje strane zone agregacije kapi sluzi.
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4.40.4. Analiza mikroskopskih slika dobivenih imunofluorescencijom i kataliziranim
odlaganjem fluorescentnih biljega

Mikroskopske slike dobivene epifluorescencijskim oslikavanjem analizirane su na nacin da su
setovi slika prvo uvedeni u program Fiji (NIH, SAD), te su potom slike dobivene pomo¢u U-
MNU2 i U-MNIB2 setova filtera koriStene za analizu signala dok su slike dobivene pomocu
U-MWIG?2 seta filtera koristene za kontrolu zaostatne autofluorescencije. Prilikom analize
jezgrenog signala, slike polozaja stani¢nih jezgara, obiljezenih fluoroforom DAPI (set filtera
U-MNUZ2), koriStene su za izraGunavanje jezgrenih maski pomocu kojih je provedena daljnja
segmentacija. Maske su izradene pomoc¢u segmentacije na bazi piksela koristenjem algoritama
strojnog ucenja u sklopu paketa za treniranje Weka segmentacijom (595). Algoritmi Watershed
i Fill Holes koristeni su u postupku ispravljanja nepravilnosti te su dobivene maske pomocu
algoritma za analizu Cestica preusmjerene na set podataka s primarnim signalom (U-MNIB2),
koji je prethodno obraden algoritmom za utiSavanje pozadinskog Suma oduzimanjem pozadine
postupkom kotrljajuce kugle (engl. rolling ball). Za svaku Cesticu, za podrucje predefiniranih
maski, izracunati su morfometrijski pokazatelji te su izdvojeni intenziteti piksela. Vizualnom
inspekcijom uz pomo¢ procesa iterativne segmentacije odredena je veli¢ina Cestica koja ne
ukljucuje pogresno segmentirane Cestice znatno manje ili veée od prosjecne jezgre (Sum
raspadnutih stanica ili artefakti). Jezgreni signal dobiven na temelju mjerenja integrirane
gustoce signala za svaku pojedinu jezgru epitelne stanice odgovara vrijednosti translokacije 17
kDa fragmenta kaspaze-3 u jezgru prilikom aktivacije procesa apoptoze (534). U procesu
analize citoplazmatskog signala za stvaranje maski za analizu koriSten je citoplazmatski, a ne
jezgreni signal pomocu istovjetnog postupka uz manje modifikacije u postupcima odredivanja
grani¢nih vrijednosti. Analiza signala nitrotirozina u miSi¢nim slojevima procijenjena je na
temelju segmentacije miSi¢nog sloja te mjerenja integrirane gustofe signala nakon
odgovarajuceg postupka utiSavanja pozadinskog Suma. Na mikroskopskim slikama dobivenim
pomocu epifluorescencijskog mikroskopa prije analize signala provedeni su testovi procjene
autofluorescencijskog Suma izradom korelacijskih matrica signala te analizom setova podataka
dobivenih gradiranjem ekspozicije u podru¢ju od interesa (s ciljem procjene matematickih

karakteristika ovisnosti signala o ekspoziciji).
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4.40.5. Analiza luminiscentnog signala dobivenog snimanjem membrana tijekom
Western blot metode

Procjena signala dobivenog Western blot metodom provedena je na temelju zasebne analize
ukupnih proteina dobivenih transiluminacijskim uslikavanjem poliakrilamidnih gelova nakon
elektroforetskog razdvajanja proteina te analize luminiscencije nitrocelulozne membrane
tijekom razgradnje luminola uz prisustvo H20. katalizirane HRP-om konjugiram na
sekundarna protutijela. Snimke gelova dobivene UV transiluminacijom pomoc¢u ChemiDoc
MP sustava za oslikavanje (Bio-Rad, SAD) uvedene su u program Fiji (NIH, SAD). Slike su
prvo obradene procjenom intenziteta piksela kako bi se osigurao izostanak pretjerane
ekspozicije te je signal ispravljen pomocu algoritma ujednaavanja pozadinskog Suma
tehnikom kotrljajuée lopte. Ukoliko su snimke gelova zadovoljavale uvjet optimalne
ekspozicije, mjerenje je provedeno pomocu algoritama za analizu gelova na nacin da su
podru¢ja od interesa (ukupna povrsina poliakrilamidnog gela koja sadrzi razdvojene proteine
uzoraka) oznaCena alatom za kvadratno oznaCavanje. U podru¢ju od interesa, UZzOrci
predstavljaju stupce razdvojene segmentima praznog poliakrilamidnog gela niskog signala.
Analiza signala provedena je pomocu algoritma za vertikalno zbrajanje vrijednosti piksela koji
vertikalni zbroj prikazuje na ordinatnoj osi dok je horizontalni polozaj prikazan na apscisi.
Dobiveni graf potom je modificiran linijskim alatima kako bi se osiguralo da povrSina ispod
krivulje svakog segmenta odgovara pojedinom uzorku. Ukupna povrSina ispod krivulje za
svaki je uzorak potom izmjerena pomocu Carobnog Stapica (engl. Wand tool), a dobivene su
vrijednosti spremljene u zasebnu tablicu. Isti je postupak ponovljen sa snimkama membrana
signala pojedinog proteina na nacin da su alatom za kvadratni odabir odabrane trake svih
uzoraka na membrani koji odgovaraju proteinu od interesa kako bi se dobile povrSine ispod
krivulje signala luminiscencije. Niti u jednom slucaju trake ili kolumne proteina nisu mjerene
pojedinacno kako bi se izbjegao ucinak algoritma za normalizaciju na temelju raspona

intenziteta piksela unutar odabira koji moze rezultirati pogreSkom mjerenja.
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4.40.6. Analiza signala dobivenog metodom otiska

Signali dobiveni pomoc¢u analize mrlje obojene alcijanskim modrilom, mjerenja mrlja lipida
pomocu Sudan crnog, te redoks permanganometrijom na nitrocelulozi, analizirani su metodom
za analizu integriranog signala u programu Fiji (NIH, SAD). Snimke mikroskopskih stakalaca,
u slucaju analize alcijanskog modrila ili bojanja Sudan crnilom, te snimke nitrocelulozne
membrane u slu¢aju NRP analize uvedene su u program. Nejednakosti pozadinskog Suma
ispravljene su pomocu algoritma ujednacavanja pozadine tehnikom kotrljajuce kugle. Uzorci
su potom analizirani pomocu seta algoritama za analizu gelova na nacin da su prvo, pomocu
alata za kvadratno oznacavanje, zasebno oznaceni redovi uzoraka povlacenjem prvog
kvadratnog odabira na svaki pojedini red (pomocu funkcije odabira redova). Po odabiru svih
redova uzoraka, pomocu alata za racunanje i iscrtavanje profila uzoraka, na temelju vertikalnog
zbrajanja vrijednosti piksela (pri ¢emu se vertikalni zbroj prikazuje na ordinatnoj osi dok je
horizontalni polozaj prikazan na apscisi) izmjereni su profili intenziteta. Dobiveni profili
obradeni su pomocu alata za linijski odabir na nacin da su odijeljeni signali koji odgovaraju
pojedinim uzorcima, te je pomocu alata ¢arobni Stapi¢ izmjerena povrsina ispod Krivulje za

svaki uzorak. Dobivene vrijednosti pospremljene su u tablicu.

4.40.7. Analiza signala dobivenih pomo¢i HistoNRP metode

Nejednakosti pozadinskog Suma ispravljene su pomocu algoritma ujednacavanja pozadine
tehnikom kotrljajuce kugle. Uzorci su analizirani na nacin da su pomocu alata za kruzni ili
kvadratni odabir izmjereni intenziteti svih piksela koji odgovaraju anatomskoj regiji od interesa
pomocu algoritma za mjerenje. Analiza signala provedena je na temelju vrijednosti integrirane

gustoce intenziteta svake pojedine anatomske regije (567).
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4.41. Analiza podataka

4.41.1. Bioinformatic¢ka analiza crijevnog mikrobioma

Sve sekvence analizirane su u programskom jeziku R pomo¢u DADA?2 (prema engl. Divisive
Amplicon Denoising Algorithm) algoritma verzije 1,16 (596). Nakon filtriranja i proci§¢avanja
pocetnica, sekvence oba usmjerenja su spojene kako bi se postigla procis¢ena zavrSna
sekvenca. Stvorena je tablica varijanti sekvenci amplikona te su kimeri¢ne sekvence uklonjene.
Taksonomsko odredivanje provedeno je pomocu IDTAXA algoritma (597) i baze podataka
SILVA (verzija 138). Alfa i beta mjera raznolikosti, te diferencijalna mjera mnostva, izmjerene
su pomoc¢u MicrobiomeAnalyst platforme (598). Funkcija alfa raznolikosti provedena je na
nefiltriranim podacima pomocu mjera Shannon, Simpson, Observed, i Chaol. Podaci su
naknadno filtrirani na temelju mno$tva za one varijante sekvenci amplikona koje su imale
minimalni ukupni zbroj od 4 ili manje od 20% ukupnog mnoStva u svim uzorcima. Varijante
sekvenci amplikona, koje su se nalazile u najmanjih 5% u odnosu na varijancu, koja se temeljila
na interkvartilnom rasponu, uklonjene su. Naposljetku, na podacima je provedena
transformacija koja se temeljila na centriranom log-omjeru. U kontekstu taksonomskog ranga,
obrasci mnoStva prikazani su na razini koljena, porodice, i roda. Bray-Curtis matrica razli¢itosti
izraCunata je i prikazana pomocu postupka analize glavnih koordinata (PCoA; engl. principal
coordinate analysis). Razli¢itost mikrobioloskih zajednica medu skupinama Zivotinja
usporedena je pomoc¢u permutacijske multivarijatne analize varijance (PERMANOVA; engl.
permutational multivariate analysis of variance). Diferencijalna analiza koriStena je za
procjenu razlike u zastupljenosti pojedinih taksonomskih kategorija izmedu kontrolne i
eksperimentalne skupine pomo¢u DESeq2 algoritma na netransformiranim podacima (599).
DESeq2 koristi negativni binomijalni generalizirani linearni model s transformacijom koja

stabilizira varijancu u kontekstu mjere mnostva.
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4.41.2. Statisti¢ka analiza podataka

Svi podaci analizirani su u programskom jeziku R (4.1.3) u skladu sa smjernicama za
analiziranje i objavljivanje eksperimentalnih podataka iz zivotinjskih studija (600), te u skladu
s nacelima komunikacije znanstvenih dokaza (601-605). U svim pokusima Zivotinje su
rasporedene u skupine na temelju postupka stratificirane randomizacije po pripadnosti leglu,
tjelesnoj masi, i maticnom kavezu kako bi navedene varijable bili balansirane u svim
skupinama. Analiza podataka prikupljenih iz in vivo, ex vivo, i in vitro pokusa, provedena je
matematickim modeliranjem uzimajuci u obzir eksperimentalni dizajn pojedinog eksperimenta
te znanstveno pitanje na koje je trazen odgovor. Za vecinu varijabli usporedbe medu grupama
provedene su na temelju uspostave odgovarajuéih regresijskih modela s eksperimentalnom
zavisnom varijablom (primjerice kontinuirani ishod biokemijskog mjerenja) te pripadnosti
skupini kao nezavisnom varijablom, uz koju su u modelu definirane potrebne kovarijate. Kod
svih biokemijskih mjerenja, ukupna koncentracija proteina bila je definirana kao kovarijata
radi ispravljanja moguce pogreske prilikom pripremanja uzoraka (engl. loading control).
Definicija ostalih kovarijata ovisila je o pojedinom slucaju pa su tako, prilikom enzimatskih
kolorimetrijskih mjerenja, dodatne moguée kovarijate bile apsorbancija uzorka te apsorbancija
u bazalnom vremenu; a kod diferencijalnih enzimatskih mjerenja (mjerenje aktivnosti frakcija
superoksid-dismutaza ili enzima koji kataliziraju disocijaciju H2O2) dodatne kovarijate bile su
ukupna enzimska aktivnost (u slu¢aju da je zavisna varijabla bila specificna aktivnost enzimske
frakcije) ili specificna aktivnost pojedine enzimske frakcije (kod procjene komplementarnog
udjela). U slucaju potrebe za viSestrukim korekcijama uzoraka uvedene su dodatne korektivne
kovarijate. Primjerice, prilikom analize uzoraka praha desikata fecesa ili svjezih uzoraka fecesa
u pojedinim je modelima uvedena korekcija za udio vode u izvornom uzorku, s obzirom da je
razrijedenost uzorka, koja je u ovom slucaju bila bioloska varijabla (a ne pogreska uvedena
tijekom postupka pripreme uzoraka), i dalje unosila mogucu pogresku u procjenu koncentracije
pojedine molekule. Ostale moguce kovarijate kod specificnih mjerenja uvedene su u model
ukoliko je to zahtijevalo specificno znanstveno pitanje na temelju istog nacela. U slucaju
modela kojima su analizirani uzorci ¢ija je meduzavisnost bila hijerarhijskog tipa, umjesto
jednostavnih linearnih regresijskih modela, postavljeni su linearni mjeSoviti modeli u kojima
je uzeta u obzir hijerarhijska meduzavisnost definiranjem hijerarhijske strukture u sklopu
varijable nasumic¢nih ucinaka (engl. random effects). U sluc¢aju ponavljanih mjerenja,

identifikacijski broj jedinke definiran je kao nasumi¢ni u¢inak u linearnom mjeSovitom
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regresijskom modelu kako bi se uvela kontrola za postupak ponovljenih (zavisnih)
uzorkovanja. U slucaju da je zavisna varijabla bila dihotomna kategori¢na (kvalitativna), kao
Sto je bio slucaj kod modela za procjenu vjerojatnosti ekspulzije probavne sluzi iz mjehuri¢a
vrcastih stanica probavnog epitela (553), koristena je logisticka regresija mjeSovitih u¢inaka, u
kojoj je varijabla nasumicnih ucinaka iskoriStena za definiranje hijerarhijske strukture
podataka. Kod svih modela moguce su interakcije definirane na temelju bioloskih vjerojatnosti
te su izvedeni modeli sa i bez interakcija medu pojedinim varijablama (primjerice, interakcije
skupine 1 vremena kod ponavljanih mjerenja pojedinog fenomena, ili interakcija tretmana
streptozotocinom i tretmana inhibitorom inkretinskih receptora u pokusima u kojima je
koristen 2x2 faktorijalni dizajn) (535). Po postavljanju svih modela, pretpostavke modela
provjerene su vizualnom inspekcijom grafikona rezidualnih i postavljenih vrijednosti, te su u
slu¢aju odstupanja modela koriStene potrebne matematicke transformacije varijabli nakon ¢ega
je ponovljen postupak procjene valjanosti. U slucaju kad standardne transformacije nisu
zadovoljile pouzdanost modela koristena je Box-Cox transformacija (606). Kod modela u
kojima je bio naglasen ucinak stropa (607)(primjerice kod bihevioralnih mjerenja u kojem su
zbog predefiniranog zavr§nog vremena mjerenja u nekim slucajevima zivotinje postigle
,maksimalne” rezultate), analiza rezultata provedena je pomo¢u matemati¢kih modela
prezivljenja (engl. survival), tako da je stropnim uc¢incima bila pridruzena cenzura (533). Kod
svih modela izlazni su parametri prikazani kao tocka procjene uz pridruzene 95% intervale
pouzdanosti. Otkloni skupina prikazani su kao razlike (vrijednost O informirala je o izostanku
otklona) ili omjeri (vrijednost 1 informirala je o izostanku otklona) procjene prosje¢nog ucinka
u pojedinim skupinama na na¢in da su prikazane tocke procjene pomaka uz 95% intervale
pouzdanosti. Testovi usporedbe provedeni su uz razinu oo nominalno postavljenu na 5% te uz
potrebne korekcije za ponovljene usporedbe (po tipu Holm, Hochberg, Hommel, ili
Bonferroni) (608,609). Medutim, s obzirom na prirodu eksperimenata, a u skladu sa
smjernicama (600), rezultate smo tumacili u svezi sa njihovim bioloskim znacenjem bez
fiksacije na p vrijednost, (605) pogotovo u pokusima u kojima su provodene eksplorativne
analize te u specifi¢no dizajniranim pokusima (primjerice tijekom izrade modela koji opisuju
vremenski obrazac pojedinih bioloskih fenomena gdje su veli¢ine grupa odredene pragmati¢no
s ciljem razjaSnjavanja vremenskog tijeka, a ne precizne vrijednosti u pojedinoj tocki u
vremenu). Multivarijatna analiza provedena je pomoc¢u analize glavnih komponenti (PCA;
engl. principal component analysis) na setovima podataka koji su po potrebi transformirani na
nacin da je svaka varijabla centrirana oduzimanjem prosjeka kolumne te skalirana dijeljenjem

standardnom devijacijom. U pojedinim slu¢ajevima, u kojima su postojale metodoloske razlike
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izmedu setova uzoraka, primjerice prilikom analize meduzavisnosti komponenti redoks
homeostaze u pojedinim segmentima probavne cijevi koje nisu sve mogle biti analizirane
istodobno zbog velikog broja uzoraka za svaki segment u pokusu u kojem je crijevna
homeostaza analizirana u modelu PB-a (533)), svaki je set odnosno anatomski segment
centriran i skaliran zasebno, kako bi se kontrolirao Sum unesen mogu¢om metodoloskom
varijabilnosti (primjerice radi svjeze spravljenog reagensa). Nakon provodenja analize glavnih
komponenti definirane su komponente koje objasnjavaju najveci udio varijance te su prve dvije
komponente prikazane u prostoru kao biplot u odnosu na koji su prikazani polozaji pojedinih
zivotinja. Doprinos pojedinih varijabli komponentama prikazan je kao set vektora ¢ija duljina
projicirana na osi odgovara doprinosima pojedinim komponentama. U pojedinim slu¢ajevima,
u kojima je analiza glavnih komponenti koristena za definiranje novih kompozitnih varijabli
koje obuhvacaju bioloske sustave (primjerice prilikom analize cjelokupne redoks homeostaze
u crijevu Stakorskog modela sAB-a (535)), koordinate jedinki u odnosu na kompozitnu
varijablu od interesa koriStene su za daljnje modeliranje razlike medu skupinama Zzivotinja.
Kod svih analiza, zavrsni prikaz rezultata ukljucivao je snagu ucinka uz mjeru rasapa, a ne
usporedbe bazirane na p vrijednostima zbog njihove ograni¢ene koristi u kontekstu animalnih
studija ponajvise za ucinke za koje su pojedini dizajni bili primjereni, ali povezani s malom
snagom §to je detaljnije opisano u literaturi o p vrijednosti (npr. (605)) te u trenutno vazeéim

smjernicama za istraZivanja na laboratorijskim zivotinjama koje se naZalost slabo poStuju

(600).
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5. REZULTATI

5.1.Poremecaji u probavnom sustavu Stakorskog modela sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti

5.1.1. Crijevna redoks homeostaza naruSena je u Stakorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti

Analiza crijevne redoks homeostaze provedena je na tkivima zivotinja eutanaziranih 4 tjedna
nakon STZ-icv tretmana (Slika 2). Analiza biljega redoks homeostaze u tkivma preostalih

skupina zivotinja prikazana je kasnije.
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Slika 2. Dizajn eksperimenta u kojem su prikupljena tkiva u kojima su analizirani biljezi redoks
homeostaze u probavnom sustavu $takorskog modela sporadi¢ne Alzheimerove bolesti izazvanog
intracerebroventrikularnom primjenom streptozotocina (STZ-icv). STZ — streptozotocin; CTR —
kontrolna skupina; Ex-3(9-39) — eksendin-3(9-39) amid, inhibitor receptora za glukagonu sli¢an peptid-
1.

Analizom pojedinih segmenata redoks homeostaze u duodenumu i ileumu, u Stakorskom
modelu sAB-a, 1 mjesec nakon STZ-icv-a, utvrdeno je da je redoks homeostaza duodenuma
narusena (Slika 3). lako biljeg ukupnog reduktivnog kapaciteta nije bio znacajno promijenjen
u duodenumu (Slika 3A), koli¢ina produkata peroksidacije lipida (TBARS-a) bila je uvecana

u STZ-icv duodenumu (Slika 3B), S§to govori u prilog nekompenziranom povecanju
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elektrofilnog tonusa. Koncentracija tiola niske molekularne mase, koji sacinjavaju klju¢nu
osovinu nukleofilnog tonusa i slobodnih sulfhidrila, bila je smanjena (Slika 3C,D), bas kao i
aktivnost klju¢nog antioksidativnog enzima SOD-a (Slika 3F). Aktivnost enzima Koji
kataliziraju disocijaciju H20: bila je povisena (Slika 3E) u duodenumu STZ-icv $takorskog
modela sAB-a. lako je koncentracija TBARS-a u ileumu bila poveéana za 10,4% (Slika 3B), a
aktivnost enzima koji kataliziraju disocijaciju H202 smanjena (Slika 3E), ostali biljezi redoks
homeostaze bili su nepromijenjeni, ukazujuc¢i na anatomsku specificnost promjene redoks

homeostaze duz probavne cijevi u Stakorskom modelu sAB-a (535).
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Slika 3. Biljezi oksidativnog stresa duodenumu i ileumu u Stakorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti. A) Ukupni reduktivni kapacitet izmjeren redoks permanganometrijom na
nitrocelulozi (NRP); B) Proizvodi lipidne peroksidacije; C) Tioli niske molekularne mase; D) Slobodne
sulfhidrilne skupine proteina; E) Stupanj disocijacije vodikovog peroksida; F) Ukupna aktivnost
superoksid-dismutaza. CTR — kontrolne Zivotinje; STZ — Zivotinje tretirane intracerebroventrikularno
streptozotocinom. Grafovi prikazuju kutijaste dijagrame s medijanom i interkvartilnim rasponom.
*p<0,05 (Wilcoxonov neparametrijski rank test).

Kako bi se dobio dodatan uvid u redoks dishomeostazu probavnog sustava, uo¢enu na uzorcima
duodenuma u Stakorskom modelu sAB-a, provedeni su ex vivo pokusi na crijevnim
prstenovima u kojima je ispitan odgovor duodenalnog tkiva na oksidativnu noksu (Slika
4)(ucinci tretmana D-galaktozom prikazani su kasnije). Nakon pripreme pokusa, tkivo
izolirano iz kontrolnih i STZ-icv Zivotinja, inkubirano je tijekom 30 min u otopinama AAPH i
H20: koje su sluzile kao oksidativno iskusenje. Uzorci kontrolnih zivotinja, na oksidativno su
iskuSenje odgovorili porastom ukupnog reduktivnog kapaciteta izmjerenog pomocu
metastabilnog ABTS radikal-kation eseja, dok je u tkivu izoliranom iz STZ-icv zivotinja uo¢en
pad reduktivnog kapaciteta (Slika 5A). Zanimljivo, pomo¢u NRP metode, uocen je nizi bazalni
reduktivni kapacitet, no jednaki kompenzatorni odgovor povecanja reduktivnog kapaciteta koji
je bio vise izrazen nakon oksidativnog iskusenja H202 (Slika 5B). Razlika opazenih bazalnih
vrijednosti te interakcije odgovora (kvalitativna interakcija opazena u metastabilnom ABTS
radikal-kation eseju te izostanak interakcije u NRP pokusu) vjerojatno ukazuje na razlicite
molekularne posrednike opaZenih u¢inaka s obzirom da su navedeni eseji razlicito osjetljivi na
pojedine sudionike uklju¢ene u odrzavanje homeostaze redoks sustava (npr. NRP pokus

pokazuje manjak osjetljivosti na najzastupljeniji niskomolekularni tiol GSH).
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CTR

CTR (n=3) AAPH [200 uM]
STZ (n=3) H,0, [1.5 mM] + GAL [100 mM]
% AAPH [200 uM] + GAL [100 mM]
Iy 95% 02/5% CO, Krebs buffer
=30 min

Slika 4 Dizajn ex vivo experimenta u kojem je ispitan odgovor duodenalnog tkiva kontrolnih
(CTR) Zivotinja i Stakorskog modela sporadicne Alzheimerove bolesti izazvanog
intracerebroventrikularnim streptozotocinom (STZ-icv) na oksidativhu noksu. AAPH — 2,2'-
azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid.
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Slika 5. Ukupni reduktivni kapacitet duodenumu u §takorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti (STZ-icv). Grafovi prikazuju procjene i 95% intervale pouzdanosti izvedene iz linearnih
mjeSovitih modela s modeliranom meduovisnosti ponovljenih tretmana. A) Ukupni reduktivni kapacitet
izmjeren pomoc¢u metastabilnog ABTS radikal-kationa; B) Ukupni reduktivni kapacitet izmjeren
pomocu redoks permanganometrije na nitrocelulozi (NRP). AAPH — 2,2'-azobis(2-amidinopropan)
dihidroklorid.
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Kako bi se podrobnije ispitao u¢inak oksidativnog iskuSenja, u uzorcima je izmjerena aktivnost
frakcija SOD-a. Oksidativno iskuSenje povecalo je aktivnost citoplazmatske frakcije enzima u
kontrolnoj skupini (aktivnost enzima obrnuto je proporcionalna promjeni apsorbancije THB-
a) 1 to na nacin da je inkubacija u prisutnosti H>O- rezultirala ve¢im porastom aktivnosti Cu/Zn-
SOD-a (Slika 6A). Suprotno, aktivnost citoplazmatske frakcije SOD-a sniZena je nakon
inkubacije u prisutnosti oba oksidansa u tkivu STZ-icv zivotinja, a inkubacija s AAPH ostvarila
je snazniji u¢inak (Slika 6A). Aktivnost mitohondrijske frakcije enzima pokazala je drugaciji
obrazac promjene. Inkubacija u prisutnosti AAPH-a uzrokovala je blago povecanje aktivnosti,
a inkubacija s H202 uzrokovala je smanjenje aktivnosti u kontrolnih Zivotinja (Slika 6B). U
STZ-icv Zivotinja opazZen je istovjetan obrazac s tim da je aktivnost Mn/Fe-SOD-a u svim
skupinama bila ve¢a nego u kontroli (Slika 6B). Ukupna aktivnost SOD-a bazalno je bila
povecana u STZ-icv zivotinja, a uéinak oksidansa bio je suprotan u STZ-icv i kontrolnim
zivotinjama na nacin da je ukupna aktivnost enzima u prisutnosti oksidansa bila snizena u STZ-
icv dok je u kod kontrolnih Zivotinja inkubacija s AAPH-om i H202 uzrokovala povecanje
aktivnosti (Slika 6C). Opazeni uc¢inak ukazivao je na bazalni poremecaj funkcije SOD-a koji
je bio povezan s nemogucnosti kompenzatorne (zastitne) aktivacije u slucaju preoptereéenja

slobodnim radikalima u STZ-icv tkivu probavnog sustava.
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Slika 6. Ukupna aktivnost superoksid-dismutaza (SOD) u duodenumu u $takorskom modelu
sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ-icv). Grafovi prikazuju procjene i 95% intervale pouzdanosti
izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s modeliranom medovisnosti ponovljenih tretmana. A)
Aktivnost citoplazmatske Cu/Zn-SOD; B) Aktivnost mitohondrijske Mn/Fe-SOD; C) Ukupna aktivnost
SOD. AAPH — 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid.
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Nakon ispitivanja kapaciteta i odgovora SOD sustava po oksidativnom iskuSenju, ispitano je
postoji li slican obrazac nedostatne kompenzatorne aktivacije drugog vaznog antioksidativnog
enzimatskog sustava — sustava kontrole H»>O. koji saCinjavaju katalaza i peroksidaze.
Zanimljivo, aktivnost katalaze bazalno je bila povisena u tkivu STZ-icv (§to odgovara
opazenim bazalnim promjenama aktivnosti SOD), dok inkubacija u prisutnosti oksidansa nije
dovela do zamjetnog povecanja aktivnosti (ukazuju¢i na moguci ispad kompenzatornog
kapaciteta)(Slika 7A). Suprotno, aktivnost katalaze u kontrolnih zivotinja pokazala je
podjednako kompenzatorno poveéanje po inkubaciji s oba oksidansa (Slika 7A). Aktivnost
peroksidaza u obje je skupine bila podjednaka bazalno te je porasla tijekom inkubacije s
AAPH-om. Medutim, inkubacija u prisutnosti H2O> blago je umanjila aktivnost u usporedbi s
bazalnom vrijednosti u kontrolnih Zivotinja, dok je kod STZ-icv tkiva dovela do naglasenog
povecéanja (Slika 7B). Mjerenje ukupne aktivnosti pokazalo je da je bazalna aktivnost enzima
u STZ-icv Zivotinja povisena te da pokazuje manje povecanje tijekom inkubacije s AAPH-om
i H2O> (Slika 7C). U kontrolnih je Zivotinja bazalna aktivnost bila niza, medutim, aktivnost
enzima ocekivano je porasla tijekom inkubacije s oksidansima S§to je bilo posebno izrazeno
tijekom inkubacije s AAPH-om (Slika 7C). S obzirom na uo¢ene promjene, izmjerena je
koncentracija TBARS-a kako bi se dobio uvid u lipidnu peroksidaciju koja bi mogla ukazati
na moguce nadvladavanje kompenzatornih mehanizama i slom redoks homeostaze. Medutim,
inkubacija s 1,5 mM H202 i 200 uM AAPH-om nije dovela do znatnih promjena ukazujuci da,
u koristenoj koncentraciji, navedeni oksidansi nisu nadvladali zastitne sustave tijekom 30 min

inkubacije (Slika 7D).
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Spojevi reaktivni s
A) Katalaza B) Peroksidaze C) Ukupna disocijacija H,0, D) tiobarbiturnom kiselinom
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Slika 7. Analiza aktivnosti katalaze, peroksidaza i lipidne peroksidacije u duodenumu u
stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ-icv). Grafovi prikazuju procjene i 95%
intervale pouzdanosti izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s modeliranom meduovisnosti
ponovljenih tretmana. A) Aktivnost katalaza; B) Aktivnost peroksidaza; C) Ukupni kapacitet
disocijacije H20; (zdruzena aktivnost katalaza i peroksidaza); D) Lipidna peroksidacija procijenjena
temeljem kvantifikacije koncentracije spojeva reaktivnih s tiobarbiturnom Kiselinom. AAPH — 2,2'-
azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid.

Obzirom da je moguce da je prilikom ex vivo inkubacije s oksidansima doslo do oStecenja
pojedinih stanica (primjerice zbog postizanja razlicite lokalne koncentracije), pomocu tehnike
aktivnog izbacivanja DAPI fluorofora, kvantificiran je broj stanica u uzorcima koje su
ostec¢ene dovoljno da ne mogu aktivno izbaciti fluorofor. Osteé¢ene stanice ovom se tehnikom
mogu fluorescentno obiljeziti te kasnije kvantificirati. Analiza broja fluorescentnih stanica
pokazala je da je bazalni broj ostecenih stanica podjednak kod kontrolnih i STZ-icv Zivotinja
te blago smanjen prilikom inkubacije s AAPH-om (s tim da je smanjenje bilo izraZenije u STZ-
icv zivotinja)(Slika 8A). Medutim, dok je kod kontrolnih Zivotinja inkubacija s H.O> dovela
do jo$ izrazenijeg smanjenja broja opazenih oSteéenih stanica, u tkivu STZ-icv Zivotinja
opazeno je znatno poveéanje (Slika 8A). Alternativna metoda kojom se oSteCenje procjenjuje
na temelju ukupne povrSine pokazala je da je kod STZ-icv zivotinja prisutno naglasenije

oStecenje nego S$to je bio slucaj u tkivima kontrolnih Zivotinja (Slika 8B).
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Slika 8. Procjena odumrlih stanica u duodenumu u $takorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti (STZ-icv) pomocu inkubacije s 4',6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Grafovi prikazuju
procjene i 95% intervale pouzdanosti izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s modeliranom
meduovisnosti ponovljenih tretmana. A) Prosje¢ni procijenjeni broj DAPI pozitivnih stanica po vidnom
polju; B) Prosje¢na procijenjena DAPI pozitivna segmentirana povrs§ina po vidnom polju. AAPH —2,2'-
azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid.

5.1.1.1. Poremecena redoks homeostaza probavnog sustava u Stakorskom modelu
sporadi¢ne Alzheimerove bolesti povezana je s naruSenom strukturom i funkcijom
crijevne barijere

S obzirom da je redoks homeostaza klju¢na za odrzavanje strukture i funkcije crijevne barijere,
ispitano je jesu li promjene redoks homeostaze povezane s promjenama barijere probavnog
sustava u STZ-icv modelu sAB-a. Analiza je provedena na tkivima zivotinja eutanaziranih 4
tjedna nakon STZ-icv tretmana (Slika 9). Analiza u tkivima preostalih skupina Zivotinja
prikazana je kasnije. Morfometrijska analiza crijevnih resica i kripti duodenuma uputila je na
smanjenje duljine crijevnih resica, produbljenje kripti, te smanjen obrtaj stanica sluznice u
STZ-icv zivotinja $to govori u prilog narusene barijere (Slika 10A). Osim toga, epitelne stanice
sluznice u STZ-icv zivotinja prosjecno su bile niZze (smanjena udaljenost srediSta jezgre i
luminalnog vrska stanice) i Sire (povecana udaljenost srediSta susjednih jezgara), Sto takoder

govori u prilog narusene strukture barijere s obzirom da navedene promjene nalikuju na
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morfolosku adaptaciju epitelnih stanica nakon oS$tec¢enja sluznice (Slika 10A). Daljnjom
analizom molekularnih promjena epitelnih stanica opaZeno je znatno utiSanje izrazaja kaspaze-
3 te translokacije 17 kDa fragmenta kaspaze-3 u jezgru stanica $to je klju¢ni molekularni
mehanizam u signalnom putu apoptoze, programiranog mehanizma smrti stanica kojim se
izbjegava aktivacija upalnih procesa (Slika 10A). Multivarijatna analiza navedenih procesa,
pomocu analize glavnih komponenti, pokazala je zdruzenost promjena izrazaja i translokacije
kaspaze-3 s makromorfoloskim promjenama koje upucuju na naruSen obrtaj epitelnih stanica
(Slika 10B). Crijevna barijera kontrolnih i STZ-icv zivotinja pokazala je jasno odjeljivanje na
temelju dvije glavne kompozitne varijable morfologije resica, stanica te izrazaja kaspaze-3
(Slika 10C)(534).
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Slika 9. Dizajn eksperimenta u kojem su prikupljena tkiva na kojima je analizirana struktura i
funkcija crijevne barijere u probavnom sustavu Stakorskog modela sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti (STZ-icv). STZ — streptozotocin; CTR — kontrolna skupina; GIPI — [Pro3]-GIP, inhibitor
receptora za inzulinotropni polipeptid ovisan o glukozi (GIP).
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Slika 10. Morfometrijska analiza crijevne barijere u Stakorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ-icv). A) Reprezentativne epifluorescencijske snimke duodenalne sluznice
Lijevo: Reprezentativna slika duodenalne resice uz prikaz procjene duljine resice (zuta isprekidana
linija) i dubine kripti (crvena isprekidana linija) s jezgrama stanica oznacenim 4',6-diamidino-2-
fenilindolom (DAPI).; Sredina: Prikaz epitelne povrsine uz prikaz procjene visine epitelne stanice (Zuta
isprekidana strelica) i Sirine (udaljenosti) epitelnih stanica (crvena isprekidana strelica). Desno:
Reprezentativni prikaz epifluorescencijskih snimki duodenalne sluznice nakon analize kataliziranim
odlaganjem fluorescentnih biljega. Kaspaza-3 (CAS-3) — inaktivni i aktivni (jezgreni) fragment
obiljeZeni su zeleno, a jezgre stanica (koriStene za analizu lokalizacije aktivnog fragmenta CAS-3)
obiljezene su fluoroforom DAPI i prikazane su crveno. U STZ-icv Zivotinja vidi se naglaSeno smanjenje
izrazaja i aktivacije CAS-3 s izuzetkom nekoliko stanica koje nalikuju strukturom na enteroendokrine
stanice (bijela strelica); B) Multivarijantna eksploracija strukturalnih promjena i promjena vezanih u
izrazaj CAS-3 pomocu analize glavnih komponenti. Prikazan je biplot prve i druge glavne komponente
uz polozaj vektora ¢ija projekcija na osi odgovara doprinosima pojedinim komponentama. EH (visina
epitelnih stanica); EW (Sirina epitelnih stanica); VL (duljina resica); CD (dubina kripti); CAS3
(aktivacija kaspaze-3); C) Razdvajanje STZ i CTR zivotinja u biplotu prikazanom pod (B).
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Nakon nalaza promijenjene apoptoze i stani¢nog obrtaja te naruSene strukture probavne
stijenke, provedena je kvantitativna i morfometrijska analiza vréastih stanica zaduzenih za
stvaranje probavne sluzi te zastitu epitela od djelovanja intraluminalnih mikroorganizama i
toksina (analiza je provedena na tkivima zivotinja iz pokusa ¢iji je dizajn prikazan ranije (Slika
9)). Histoloskom analizom alcijanskim modrilom opaZeno je znatno povecanje broja vezikula
koje sadrze probavnu sluz u duodenumu STZ-icv Stakorskog modela sAB-a (Slika 11A).
Povecanje broja mjehuri¢a s probavnom sluzi moze biti posljedica povecanja broja vréastih
stanica radi manjeg odumiranja ili veceg nastajanja (Sto bi moglo biti posljedica opazenih
promjena obrtaja stanica te suprimirane apoptoze u STZ-icv Zivotinja) ili alternativno,
poremecenih mehanizama zaduzenih za egzocitozu mjehuri¢a sluzi u vréastim stanicama
sluznice. Detaljnijom analizom polozaja mjehurica utvrdeno je da su oni u sluznici STZ-icv
zivotinja polozeni dublje te da ih je manji broj u trenutku fiksacije aktivno izbacivao sluz u
lumen, $to je govorilo u prilog hipotezi da je u Stakorskom modelu sAB-a uoceno vise
mjehuri¢a zbog ispada funkcije njihovog stapanja s luminalnom membranom (Slika 11A).
Analizom broja vrcastih stanici (mjehuri¢a sluzi) u svakoj resici, ustanovljeno je da se u
sluznici STZ-icv zivotinja nalazi ~90% vise mjehurica (~27 mjehuric¢a po resici u STZ-icv
zivotinja u usporedbi s 14 mjehurica po resici u sluznici kontrolnih Zivotinja) nakon
podesavanja linearnog mjeSovitog modela za ponavljana mjerenja (Slika 11B). Skracivanje
resica u sluznici duodenuma STZ-icv zivotinja, koje je opisano ranije, moglo bi utjecati na
preciznost procjene broja vrcastih stanica po resici pa je izveden alternativni model za procjenu
kojim je usporedena prosjecna povrsina resice izmedu vrcastih stanica (linija povucenih kroz
sredi$te mjehurica sluzi okomito na tangentu sluznice). Navedena analiza potvrdila je povecani
broj mjehuri¢a u sluznici STZ-icv Zivotinja s obzirom da je povrSina izmedu mjehurica bila
otprilike dvostruko vecéa u kontrolnih zivotinja (Slika 11C). Kao $to je naglaseno ranije, jedno
od mogucih objasnjenja opazenog veceg broja mjehurica u STZ-icv Zivotinja je poremecaj
izbacivanja sluzi, te je izraden mjeSoviti logisticki model kako bi se testirala vjerojatnost
izbacivanja sluzi u populaciji mjehuri¢a kontrolnih 1 STZ-icv Zivotinja. Model je pokazao da
je u kontrolnih Zivotinja vjerojatnost ekspulzije 82% dok je ona iznosila 63% za mjehurice
STZ-icv zivotinja (OR 2,59 [1,19 —5,63]; p=0,02)(Slika 11D). Uvjet za egzocitozu mucinoznih
granula je putovanje mjehuri¢a prema luminalnoj povrsini stanice te stapanje mjehurica s
membranom. Potonje je iskoriSteno za dodatni test kojim bi se potvrdila ili opovrgnula radna
hipoteza da je u STZ-icv zivotinja o§te¢en mehanizam izbacivanja sluzi, na nacin da je izraden
model kojim je usporedena udaljenost mjehuri¢a od luminalne povrsine. U skladu s prethodnim

rezultatima, model je pokazao da su mjehuri¢i STZ-icv zivotinja u prosjeku ~3 puta vise
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udaljeni od luminalne membrane (Slika 11E). Daljnjom je analizom ispitan broj mjehurica
razdvojen na temelju udaljenosti te je potvrdeno da u STZ-icv zivotinja doista postoji znatno
povecéan broj mjehuriéa velike udaljenosti od membrane (Slika 11F). Naposljetku, ispitana je
udaljenost pojedinih mucinoznih granula s obzirom na njihov polozaj duz osi resice ¢ime je
potvrdeno da izostanak praznjenja resice nije posljedica njthovog polozaja u odnosu na resi¢nu

0s (Slika 11G)(553).
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Slika 11. Kvantitativna analiza alcijanofilnih mjehuri¢a duodenalne sluznice $takorskog modela
Alzheimerove (STZ). A) Reprezentativne mikroskopske snimke duodenalne sluznice prikazuju
uvecan broj sluznih mjehuric¢a (crne strelice) u STZ sluznici (gore) s manjim brojem mjehuric¢a koji
prolaze postupak ekspulzije sluzi (dolje); Procjene izvedene iz linearnih mjeSovitih modela koje
odrazavaju broj vrcastih stanica po resici (B), epitelnu povrSinu izmedu susjednih vrcastih stanica (C);
D) Procjene izvedene iz mjesovitog logistiCkog modela koje odrazavaju vjerojatnost izbacivanja sluzi
u sluznim mjehuri¢ima. E) Procjene izvedene iz linearnih mjesovitih modela koje odrazavaju udaljenost
izmedu sluznih mjehurica i epitelne povrsine. Uz sve procjene srednjih vrijednosti prikazani su 95%
intervali pouzdanosti te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu uéinka; F) Histogram broja sluznih
mjehuri¢a u odnosu na udaljenost od epitelne povrsine; G) Povezanost rednog broja odsjecka sluznice
(s poCetkom na vrhu resice) i udaljenosti sluznih mjehuri¢a od epitelne povrsine.

Ispitivanja morfometrijskih parametara vezanih uz mucinozne granule pruzilo je dokaze u
prilog radnoj hipotezi da postoji poremecaj lucenja sluzi (ekspulzije mjehurica sluzi) u sluznici
STZ-icv stakorskog modela sAB-a. Kako bi se potvrdila ili odbacila postavljena hipoteza
proveden je pokus u kojem su izolirani prstenovi duodenuma kontrolnih i STZ-icv Zivotinja
podvrgnuti farmakoloskoj kolinergi¢koj stimulaciji ex vivo (Slika 12A). Kolinergic¢ka
stimulacija glavni je podrazaj za luenje probavne sluzi in vivo te je pretpostavljeno da ¢e se
inkubacijom tkiva s kolinergi¢kim agonistima ACh-om i CCh-om, u koncentracijama koje su
prethodno pokazale ucinak ex vivo, biti moguce potaknuti izbacivanje sluzi u lumen (610). U
tkivnim prstenima kontrolnih Zivotinja, inkubacija tkiva s ACh-om i CCh-om potaknula je
snaznu ekspulziju mjehurica sluzi u lumen, a u¢inak ACh-a i CCh-a bilo je moguce sprijeciti
ko-inkubacijom s ATR-om (Slika 12B-G). Suprotno, mjehuri¢i sluzi u epitelu STZ-icv
zivotinja bili su otporni na stimulaciju ACh-om i CCh-om, a ko-inkubacija s ATR-om dodatno
je povecala broj opazenih mjehurica (Slika 12B-G). Detaljna kvantifikacija sluzi po podru¢jima
sluznice jasno je pokazala disfunkciju fizioloSkog kolinergi¢kog mehanizma ekspulzije

mjehurica sluzi u sluznici STZ-icv zivotinja (553).
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Slika 12. Analiza osjetljivosti vréastih stanica u duodenumu u $takorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ) na kolinergic¢ku stimulaciju ex vivo. A) Eksperimentalni dizajn; B)
Reprezentativne mikroskopske snimke prikazuju sluznicni i intraluminalni alcijanofilni signal (sluz;
prikazana crno); C) Procjene izvedene iz linearnog mjeSovitog modela koji odrazava sadrzaj sluzi u
kriptama; D) Procjene izvedene iz linearnog mjeSovitog modela koji odrazava sadrzaj sluzi u sluznici
resica; E) Procjene izvedene iz linearnog mjesovitog modela koji odrazava intraluminalni sadrZaj sluzi;
F) Procjene izvedene iz linearnog mjeSovitog modela koji odrazava intraluminalni sadrzaj sluzi; G)
Prikaz kontrasta procjena srednjih vrijednosti iz modela prikazanih u C-E. Uz sve procjene prikazani
su 95% intervali pouzdanosti.

Nakon nalaza oSte¢enog mehanizma ekspulzije mjehurica sluzi u STZ-icv Zivotinja, testirana
su njena funkcionalna svojstva i sadrzaj jer bi narusena homeostaza sluzi mogla rezultirati
povecanom izlozenosti i osjetljivosti sluznice na intraluminalne mikroorganizme, lijekove, i
toksine, a potonje bi moglo objasniti narusenu strukturu i funkciju te oksidativni stres u
probavnom sustavu STZ-icv modela sAB-a (Slika 13). Analizom apsorbancijskog spektra
izolirane probavne sluzi opazena je manja ukupna koli¢ina tvari u sluzi izoliranoj iz probavnog
sustava STZ-icv Zzivotinja (Slika 14A), a detaljnijom analizom spektra pri kra¢im valnim
duljinama izmjerena je povecana koli¢ina soli, ali smanjena koli¢ina nukleinskih kiselina i
proteina (Slika 14B). Na temelju omjernih razlika obrazaca na pojedinim valnim duljinama
(primjerice omjer vrijednosti apsorbancijskog vrska pri 400 nm te UV regije spektra) razvidno
je da se, osim kvantitativno, sluz STZ-icv Zzivotinja razlikuje i kvalitativno (Slika 14C).
Provjerom koncentracije proteina pomoc¢u Bradford metode ustanovljeno je da je sadrzaj
proteina u sluzi podjednak Sto ukazuje da bi razlike u apsorbanciji sluzi pri 280 nm mogle
ukazivati na kvantitativne razlike nekih drugih molekula (Slika 14D). Kako su mucini, izrazito
glikozilirani proteini velike molekularne teZine, klju¢na sastavnica probavne sluzi, pomocu
alcijanskog modrila procijenjena je koncentracija alcijanofilnih mucina te je pokazano kako
probavna sluz STZ-icv Zivotinja sadrzava manje alcijanofilne komponente nego sluz
kontrolnih Zzivotinja (Slika 14E). Mucini su kljuéna sastavnica sluzi koja je nuzna za
osiguravanje funkcionalnog kapaciteta ukljucujuci i lubrikacijska svojstva te je probavna sluz
dalje podvrgnuta testovima lubrikacije pomoc¢u mastPASTA metode. Probavna sluz izolirana
iz STZ-icv zivotinja pokazala je losija lubrikacijska svojstva u usporedbi sa sluzi kontrolnih
zivotinja (Slika 14F). S obzirom na prethodne nalaze oksidacijskog stresa u probavnom sustavu
STZ-icv zivotinja (535), izmjereni su biljezi reduktivnog kapaciteta probavne sluzi.
Oksidacijsko redukcijski potencijal probavne sluzi govorio je u prilog pove¢anom reduktivnom
kapacitetu STZ-icv sluzi (Slika 14G), dok su vrijednosti izmjerene NRP metodom ukazivale

na suprotno (Slika 14H). S obzirom na razli¢itu osjetljivost ORP i NRP metode na pojedine

132



molekule ukljuéene u regulaciju redoks homeostaze, probavna sluz analizirana je pomocu trece
metode za procjenu ukupnog reduktivnog kapaciteta — odbojavanjem metastabilnog ABTS
radikal-kationa. Pokus odbojavanja ABTS radikal-kationa govorio je u prilog izostanka
promjene ukupnog reduktivnog kapaciteta probavne sluzi u STZ-icv Zivotinja (Slika 14l).
Temeljem paradoksalnih nalaza biljega ukupnog reduktivnog kapaciteta u probavnoj sluzi
izmjeren je i TBARS, biljeg lipidne peroksidacije, koji je ukazao na blagi pad koncentracije
sekundarnih produkata peroksidacije koji bi mogao odrazavati smanjenu ukupnu koli¢inu tvari
u probavnoj sluzi (Slika 14J)(553).
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Slika 13. Dizajn pokusa za izolaciju probavne sluzi kontrolnih Zivotinja i $takorskog modela
sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ-icv). STZ — streptozotocin; CTR — kontrolna skupina.
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Slika 14. Biokemijska analiza probavne sluzi $takorskog modela sporadi¢ne Alzheimerove bolesti
(STZ). A) UV-Vis spektar probavne sluzi (lijevo) i povrSina ispod krivulje koja odrazava razrjedenje
(desno); B) Sadrzaj soli, nukleinskih kiselina, i proteina; C) Odnos izmedu apsorbancije uzoraka (uz
log-transformiranu y os) i valne duljine; D) Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava
koncentraciju proteina u probavnoj sluzi; E) Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava
intenzitet alcijanofilnog signala (ABL; engl. Alcian blue); F) Procjene izvedene iz linearnog modela
koji odrazava maksimalnu silu izmjerenu pomoc¢u mastPASTA adaptera (vrijednost je obrnuto
proporcionalna kapacitetu lubrikacije) koristenjem probavne sluzi; G) Procjene izvedene iz linearnog
modela koji odrazava oksidacijsko-redukcijski potencijal (ORP) probavne sluzi; H) Procjene izvedene
iz linearnog modela koji odrazava vrijednost redoks permanganometrije na nitrocelulozi (NRP) (biljeg
ukupnog reduktivnog kapaciteta) probavne sluzi; I) Procjene izvedene iz linearnog modela Koji
odrazava ukupni reduktivni kapacitet izmjeren kvantifikacijom promjene apsorbancije metastabilnog
radikal-kationa 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline)(ABTS) probavne sluzi; J)
Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava lipidnu peroksidaciju na temelju koncentracije
spojeva reaktivnih s tiobarbiturnom kiselinom (TBARS) u probavnoj sluzi. Uz sve procjene srednjih
vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu u¢inka.
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Izmijenjena svojstva i sadrzaj probavne sluzi mogli bi narusiti kapacitet stvaranja sluzne
barijere koja Stiti sluznicu od intraluminalnih mikroorganizama 1 toksina. Kapacitet stvaranja
funkcionalne sluzne barijere ispitan je pokusom odlaganja sluzne kapi in vitro. Kap probavne
sluzi odlozena na mikroskopsko staklo pokazala je smanjen kapacitet stvaranja agregata
glikoproteina koji nalikuju na sluznu barijeru na periferiji kapi koji su svojstveni za probavnu
sluz kontrolnih Zivotinja (Slika 15A,C). Uz izostanak agregacije alcijanofilne tvari na periferiji
kapi uocen je i smanjeni kapacitet vezanja zakiseljenog akridin narancastog (Slika 15A,B).
Zakiseljena otopina akridin narancastog pokazuje razlicita spektralna fluorescencijska svojstva
prilikom vezanja za prokariotske i eukariotske stanice (564-566) $to je iskoriSteno za analizu
akridin narancastog vezanog za strukturu agregiranih glikoproteina koja nalikuje sluznoj
barijeri. Analiza ras¢lanjene fluorescencije zakiseljenog akridin naran¢astog pokazala je da je
u STZ-icv sluzi smanjen kapacitet vezanja Cestica koje fluoresciraju zeleno i crveno (Slika
15D,E). Slaganje sluzne barijere, osim o koncentraciji gradivnih tvari, ovisi i 0 vanjskim
u¢incima poput pH (611). Mjerenjem pH mukusa pomocu timolsulfoneftaleina utvrdena je
smanjena kiselost STZ-icv sluzi koja bi mogla biti uzrok opazenog smanjenog kapaciteta

stvaranja struktura nalik sluznoj barijeri (Slika 15F)(553).
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Slika 15. Agregacija probavne sluzi u sporadi¢cnom modelu Alzheimerove bolesti (STZ) i vezanje
akridinofilnih Cestica. A) Reprezentativne epifluorescencijske snimke bojanja akridin narancastim
(AO; veliki okvir) i alcijanskim modrilom (ABL; mali umetnuti okvir) prikazuju izrazenu zonu
agregacije u kontrolnim Zivotinjama te izostanak agregacijske zone u STZ zivotinja; B) Prikaz linijskih
profila intenziteta agregacijske zone prikazane u (A)(lijevo) uz izracun kumulativnog intenziteta
metodom povrsine ispod krivulje (kutijasti dijagram s prikazom medijana i interkvartilnog
raspona)(desno); C) Prikaz linijskih profila agregacijske zone kapi probavne sluzi nakon ABL bojanja;
D) Procjene izvedene iz linearnog modela koje odrazavaju ukupnu segmentiranu povr$inu AO signala
usnimljenog pomocu dva seta postavki ekscitacijsko-emisijskih filtera; E) Procjene izvedene iz
linearnog modela koje odrazavaju broj segmentiranih Cestica AO signala usnimljenog pomocu dva seta
postavki ekscitacijsko-emisijskih filtera; F) Kutijasti dijagram (uz prikaz medijana i interkvartilnog
raspona) koji prikazuje pH sluzi izdvojene iz probavnog sustava STZ i CTR Zzivotinja. Uz procjene iz
modela prikazani su 95% intervali pouzdanosti i kontrasti koji ukazuju na veli¢inu uc¢inka.

Naposljetku, pomocu in vitro pokusa difuzije kofeina kroz barijeru rekonstituirane sluzi,
provjereno je hoce li narusen sastav te funkcionalni kapacitet sluzi izdvojene iz probavnog
sustava STZ-icv zivotinja doista pogodovati vecoj izlozenosti sluznice malim intraluminalnim
molekulama. Esej je proveden na nacin da je zdruzena probavna sluz prvo rekonstituirana na
mrezici od 4% agara te je potom koriStena kao barijera difuziji kofeina u PBS-u (Slika 16A).
Esej je proveden nakon uspostavljanja optimalnih uvjeta difuzije kofeina te postavljanja
zadovoljavaju¢eg modela za mjerenje koncentracije na temelju apsorbancijskog vrska pri 274
nm (Slika 16B,C). U skladu s prijasnjim nalazima, koji upucuju na smanjen funkcionalni
kapacitet STZ-icv probavne sluzi, esej difuzije kofeina potvrdio je vecu propusnost

rekonstituirane STZ-icv sluzne barijere za molekule kofeina ex vivo (Slika 16D,E)(553).
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Slika 16. In vitro difuzijski pokus pomoc¢u kombinirane membrane od agara i rekonstituirane
probavne sluzi za procjenu u¢inka sluzne barijere na difuziju malih molekula. A) Shematski prikaz
pokusa; B) UV-Vis spektralni profil razli¢itih koncentracija kofeina u fosfatima puferiranoj fizioloskoj
otopini (PBS; engl. phosphate-buffered saline); C) Model difuzije kofeina kroz agaroznu membranu;
D) Modeli koji odrazavaju koncentracije kofeina u proksimalnom i distalnom odjeljku difuzijske
komore; E) Model difuzije kofeina kroz agaroznu membranu poja¢anu slojem rekonstituirane probavne
sluzi i usporedba difuzijskih profila u komorama s rekonstituiranom sluzi prikupljenom iz probavnog
sustava CTR i STZ Zivotinja.
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5.1.2. Dishomeostaza barijere probavnog sustava povezana je s ispadom funkcije
inkretinske osovine mozak-crijevo u Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti

Dishomeostaza crijevne barijere i oksidacijski stres probavnog sustava ispitani su u kontekstu
inkretinske osovine mozak-crijevo inhibicijom sredi$njih GLP-1 receptora (Slika 2). Inhibicija
GLP-IR nije ostvarila znacajne ucinke na ukupni reduktivni kapacitet izmjeren NRP-om u
duodenumu i ileumu (Slika 17A). Inhibicija GLP-1R-a pojacala je peroksidaciju lipida u
duodenumu 1 ileumu kontrolnih Zivotinja, dok je u duodenumu STZ-icv zivotinja opazen
suprotni ucinak (Slika 17B,G,L). U kontrolnih Zivotinja inhibicija sredi$njih GLP-1R-a
rezultirala je snizenjem niskomolekularnih tiola i sulfhidrila (Slika 17C,D,H,1), dok je u STZ-
icv duodenumu ucinak izostao. U ileumu nije bilo naglasenog ucinka niti u jednoj skupini
(Slika17C,D,H,1). U¢inak sredi$nje primjene inhibitora GLP-1R-a na stupanj disocijacije H>O>
u duodenumu nalikovao je ucinku na lipidnu peroksidaciju — inhibicija je rezultirala
povecanjem disocijacije H2O2 u kontrolnih zivotinja, dok je u STZ-icv opazen suprotni u¢inak
(Slika 17E,J,M). U ileumu, primjena inhibitora uzrokovala je porast disocijacijskog kapaciteta
u obje skupine zivotinja (Slika 17E,J,M). U¢inak inhibitora GLP-1R-a na aktivnost SOD-a
nalikovala je ucinku na koncentraciju niskomolekularnih tiola i sulfhidrila. U kontrolnih
zivotinja, srediSnjom primjenom GLP-1R inhibitora aktivnost SOD-a je smanjena, dok u STZ-
icv duodenumu nije bilo promjene (Slika 17F,K). U ileumu, sredi$nja inhibicija GLP-1R-a nije

ostvarila znacajne uc¢inke niti u jednoj skupini (Slika 17F,K)(535).
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Slika 17. Biljezi redoks homeostaze u duodenumu i ileumu u $takorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ) sa ili bez sredi$nje inhibicije receptora za peptid-1 sli¢an glukagonu
eksendin-3(9-39) amidom (Ex-9). A) Ukupni reduktivni kapacitet izmjeren redoks
permanganometrijom na nitrocelulozi (NRP); B) Proizvodi lipidne peroksidacije izmjerene
kvantifikacijom spojeva reaktivnih s tiobarbiturnom kiselinom (TBARS); C) Tioli niske molekularne
mase (LMWT); D) Slobodne sulfhidrilne skupine proteina (SH); E) Stupanj disocijacije vodikovog
peroksida (CAT); F) Ukupna aktivnost superoksid-dismutaza (SOD). Procjene primarnih ucinaka te
interakcije tretmana STZ i Ex-9 u duodenumu iz linearnog modela uz prikaz procjene veli¢ine u¢inaka
uz 95% intervale pouzdanosti za TBARS (G), LMWT (H), SH (1), CAT (J) i SOD (K). Procjene
primarnih uéinaka te interakcije tretmana STZ i Ex-9 u ileumu iz linearnog modela uz prikaz procjene
veli¢ine u¢inaka uz 95% intervale pouzdanosti za TBARS (L) i CAT (M).

Promjene cjelokupnog sustava redoks homeostaze u duodenumu i ileumu ispitane su metodom
analize glavnih komponenti koja je potvrdila da je na temelju svih izmjerenih biljega moguce
razlikovati STZ-icv zivotinje, te zivotinje sa srediSnjom inhibicijom GLP-1R-a od kontrolnih
na temelju rezultata iz duodenuma (Slika 18A-C), ali ne i na temelju rezultata iz ileuma (Slika
18D-F). Rezultati iz duodenuma potvrdili su da sredi$nja inhibicija GLP-1R-a ne ostvaruje
naglasene uc¢inke na redoks homeostazu u tkivu duodenuma STZ-icv Zivotinja (Slika 18A-
C)(535).
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Slika 18. Analiza glavnih komponenti biljega oksidativnog stresa u duodenumu i ileumu u
stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) sa ili bez sredi$nje inhibicije
receptora za peptid-1 slican glukagonu eksendin-3(9-39) amidom (Ex-9). Analiza glavnih
komponenti biljega redoks homeostaze u duodenumu (A) i ileumu (D). Prikazan je dijagram doprinosa
pojedinih varijabli (gore) te polozaj pojedinih Zivotinja u odnosu na biplot (dolje). Osjencane povrSine
oznacavaju eliptoidna polja 95% pouzdanosti oko baricentra skupina. Kutijasti dijagram (medijan i
interkvartilni raspon) koji prikazuje polozaj pojedinih zivotinja u odnosu na prvu glavnu komponentu
(B,E). Dijagram ucinaka s tockama procjene uz 95% intervale pouzdanosti iz linearnog modela za
glavne ucinke (gore) te iz modela s interakcijom tretmana STZ i Ex-9 (dolje)(C,F). SH — sulfhidrilne
skupine proteina; SOD - ukupna aktivnost superoksid dismutaza; LMWT - Kkoncentracija
niskomolekularnih tiola, MDA — malondialdehid (istovjetno s TBARS — spojevi reaktivni s
tiobarbiturnom kiselinom); CAT — aktivnost katalaze (kapacitet disocijacije H202).
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Sredi$nja inhibicija inkretinskih receptora ostvarila je ucinak i na strukturne i funkcionalne
komponente crijevne barijere (Slika 9). Rezultati morfometrije resica i kripti duodenuma
pokazali su da, iako sredi$nja inhibicija GIP receptora (GIP-R) ne utje¢e na morfometrijski
pokazatelj obrtaja stanica (omjer duljine resica i dubine susjednih kripti) u kontrolnih Zivotinja,
u STZ-icv duodenumu inhibicija inkretinske osi dovodi do dodatnog smanjenja (Slika 19A).
Uoceno znatno sniZzenje omjera uzrokovano je ne samo smanjenjem prosjecne duljine resica
STZ-icv zivotinja uslijed tretmana GIP-R inhibitorom (Slika 19B), ve¢ i znatnim porastom
dubine kripti (Slika 19C). Na razini morfometrije pojedinih epitelnih stanica inhibicija GIP-R-
a dovela je do smanjenja omjera visine i Sirine stanica u kontrolnih zivotinja dok u STZ-icv
epitelu inhibicija nije dovela do dodatnog smanjenja (Slika 19D). Uoceno smanjenje kod
kontrolnih Zivotinja bilo je uzorkovano skra¢ivanjem (Slika 19E) i Sirenjem stanica (Slika

19F). Uz kvantitativne morfometrijske analiza prikazani su reprezentativni uzorci (Slika 19G).
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Slika 19. Morfometrijska analiza crijevnih resica i epitelnih stanica u duodenumu u Stakorskom
modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) sa ili bez srediSnje inhibicije receptora za
inzulinotropni polipeptid ovisan o glukozi [Pro3]-GIP (GIPI). A) Neobradeni podaci, dijagram
primarnih ucinaka, te dijagram ucinaka iz mjeSovitog linearnog modela s interakcijom tretmana s
omjerom duljine resica (VL; engl. villus length) i dubine kripti (CD; crypt depth)(VL/CD)(A), VL (B),
CD (C), omjerom visine epitelnih stanica vrska resice (ECH; engl. epithelial cell height) i Sirine
epitelnih stanica (ECW,; epithelial cell width)(ECH/ECW)(D), ECH (E) i ECW (F) kao zavisnim
varijablama. G) Reprezentativne epifluorescencijske snimke duodenalne sluznice Lijevo:
Reprezentativna slika duodenalne resice uz prikaz procjene duljine resice (zuta isprekidana linija) i
dubine kripti (crvena isprekidana linija) s jezgrama stanica oznacenim 4',6-diamidino-2-fenilindolom
(DAPI); Desno: Prikaz epitelne povrsine uz prikaz procjene visine epitelne stanice (Zuta isprekidana
strelica) i Sirine (udaljenosti) epithelnih stanica (crvena isprekidana strelica) s jezgrama stanica
oznacenih fluoroforom DAPI.

Ucinak sredisnje inhibicije GIP-R-a na apoptozu stanica duodenalnog epitela ispitan je
analizom izrazaja proteina Western blotom te imunofluorescencijom tehnikom pojacavanja
fluorescentnog signala uz katalizirano odlaganje fluorescentnih biljega. Sredi$nja inhibicija
GIP-R-a smanjila je izrazaj aktivnog (17 kDa) fragmenta kaspaze-3 u kontrolnim zivotinjama
dok je kod STZ-icv zivotinja (kod kojih je razina bazalno smanjena) doslo do znatno manje
naglasenog dodatnog smanjenja (Slika 20A). Analizom inaktivnog fragmenta uoceno je da se
smanjenje apoptoze u STZ-icv posredovano snizavanjem aktivacije kaspaze-3 ne dogada samo
na razini aktivacije proteina cijepanjem ve¢ i1 na razini izrazaja izvornog inaktivnog proteina, a
srediSnja inhibicija GIP-R-a rezultirala je dodatnim sniZavanjem izraZzaja u obje skupine
zivotinja (Slika 20B). Analiza koncentracije aktivnog fragmenta kaspaze-3, podesena za izrazaj
ukupne kaspaze, pokazala je da je put apoptoze u kontrolnih Zivotinja znacajno potisnut
sredi$njom inhibicijom GIP-R-a (Slika 20C). Istovremeno, inhibicija sredi$njih GIP-R-a u
STZ-icv zivotinja rezultirala je blagim dodatnim utiSavanjem apoptoze na sli¢nu razinu kao u
inhibitorom tretiranih kontrolnih Zivotinja (Slika 20C). Imunofluorescencijom pomocu
kataliziranog polaganja fluorescentnih biljega potvrdena je supresija apoptoze u STZ-icv

zivotinja dok je akutni u¢inak GIP-R inhibicije bio slabije izrazen (Slika 20D,E).
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Slika 20. U¢inak sredi$nje inhibicije receptora za inzulinotropni polipeptid ovisan o glukozi (GIP)
[Pro3]-GIP-om na duodenalni izraZzaj te aktivaciju kaspaze-3 (CAS-3). A) Reprezentativne
Western blot trake te rezultati modela za 17 kDa proizvod CAS-3 koji predstavlja aktivni fragment
izdvojen iz neaktivnog zimogena od 30 kDa duodenumau; B) Reprezentativne Western blot trake te
rezultati modela za 30 kDa neaktivni zimogen CAS-3; C) Rezultati modela aktivnog 17 kDa fragmenta
CAS-3 podesenog za koncentraciju neaktivnog 30 kDa zimogena CAS-3 u homogenatima duodenuma;
D) Kvantifikacija jezgrenog signala aktivnog fragmenta CAS-3 iz epifluorescencijskih snimaka nakon
kataliziranog polaganja fluorescentnih biljega. Jezgreni signal procijenjen je na temelju jezgrenih maski
dobivenih segmentacijom signala jezgara nakon vezanja 4',6-diamidino-2-fenilindola (DAPI) uz pomo¢
treniranja Weka algoritama za strojno ucenje; E) Reprezentativne snimke dobivene metodom
visestrukog pojacanja fluorescentnog signala pomocu dostavljanja biotiniziranih peroksidaza reakcijom
avidina 1 biotina te dostavom fluorescentnih biljega pomocu tiramidne amplifikacije. Isprekidana
strelica oznacava snazno nakupljanje CAS-3 signala u skupini subepitelnih stanica u CTR GIPI skupini.
Puna strelica oznacava stanicu s o¢uvanim CAS-3 signalom u STZ skupini koja nalikuje na
enteroendokrine stanice.

Multivarijatna analiza morfometrijskih podataka te izrazaja aktivnog fragmenta kaspaze-3
pokazala je da je na temelju navedenih parametara moguce razlikovati sve cCetiri skupine
zivotinja — kontrolne zivotinje, STZ-icv Stakorski model sAB-a, te obje skupine nakon
sredi$nje inhibicije GIP-R-a (Slika 21A) ukazujuci na postojanje medudjelovanja u¢inaka STZ
i GIP-R inhibitora u kontekstu strukturalne i funkcionalne promjene crijevne barijere.
Kombinacija morfometrijskih parametara i izrazaj aktivnog fragmenta kaspaze-3 objasnili su
gotovo 57% varijance pokusa pri ¢emu je aktivnost kaspaze-3 bila zdruZzena s duljinom resica,

dubinom kripti te njihovim omjerom (Slika 21B).
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Slika 21. Multivarijatna eksploracija strukturalnih promjena i promjena vezanih u izrazaj CAS-
3 pomoc¢u analize glavnih komponenti. A) Biplot dijagram koji prikazuje polozaj pojedinih zivotinja
u odnosu na prve dvije glavne komponente koje objasnjavaju 56,9% i 27,2% varijance. Grupe su
opisane polozajem pojedinih Zivotinja te osjen¢anim elipsama 95% pouzdanosti oko srediSta mase
skupina. B) Prikazan je biplot prve i druge glavne komponente uz polozaj vektora ¢ija projekcija na osi
odgovara doprinosima pojedinim komponentama. EH — visina epitelnih stanica; EW — Sirina epitelnih
stanica; VL — duljina resica; CD — dubina kripti; CAS3 — aktivacija kaspaze-3.
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Inkretinski sustav u STZ-icv modelu sAB-a podrobnije je ispitan mjerenjem izrazaja GLP-1R-
a u tkivu duodenuma te u periduodenalnom masnom tkivu u kojima bi GLP-1 mogao
ostvarivati u¢inke parakrinom signalizacijom (Slika 2). Obiljezavanje GLP-1R-a u duodenumu
prvenstveno je otkrilo signal u podru¢ja lakteala koji nije upuéivao na postojanje razlike u
izrazaju GLP-1R-a izmedu kontrolnih i STZ-icv Zivotinja te izmedu zivotinjama tretiranih
fizioloSkom otopinom te onih u kojih je proveden postupak inhibicije sredisnjih GLP-1R-a
(Slika 22A,B). U periduodenalnom masnom tkivu nije bilo razlike izrazaja GLP-1R-a izmedu
kontrolnih i STZ-icv zivotinja, no uoceno je da srediS$nja inhibicija GLP-1 receptora potice

izrazaj u STZ-icv Zivotinja dok je isti u¢inak izostao u kontrolnoj skupini (Slika 22C,D).
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Slika 22. IzraZaj receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R) u duodenumu i
periduodenalnom masnom tkivu u §takorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) sa
ili bez sredi$nje inhibicije receptora za peptid-1 sli¢an glukagonu (GLP-1R) exendin-3(9-39)-
amid. A) Neobradeni podaci (gore) i dijagram ucinaka iz mjeSovitog linearnog modela (dolje) za
integriranu gustoc¢u signala iz duodenuma; B) Reprezentativne epifluorescencijske snimke duodenuma
S GLP-1R obiljeZzenim zeleno i stani¢nim jezgrama obiljezenim plavo; C) Neobradeni podaci (gore) i
dijagram ucinaka iz mjeSovitog linearnog modela (dolje) za integriranu gusto¢u signala iz
periduodenalnog masnog tkiva; D) Reprezentativne epifluorescencijske snimke periduodenalnog
masnog tkiva s GLP-1R obiljezenim zeleno i stani¢nim jezgrama obiljezenim plavo.
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Opisani uc¢inak ispitan je u izdvojenom pokusu u kojem su sve zivotinje uz srediSnju inhibiciju
receptora akutno oralno tretirane otopinom D-galaktoze (200 mg/kg) pomocu orogastri¢ne
sonde (Slika 23). Uocen je isti obrazac izrazaja GLP-1R-a, prvenstveno u podrucju lakteala.
Akutni tretman D-galaktozom otkrio je razlike u regulaciji GLP-1R-a u duodenumu s obzirom
da je izrazaj nakon tretmana u STZ-icv zivotinja bio nizZi nego u kontroli, a sredi$nji tretman
GLP-IR inhibitorom dodatno je smanjio izraZaj receptora u obje skupine zivotinja (Slika
24A,B). Nizi izrazaj GLP-1R-a u STZ-icv opazen je i u periduodenalnom masnom tkivu gdje
je, kao i bez tretmana D-galaktozom, opazena interakcija tretmana STZ-icv i GLP-1R
inhibitorom s obzirom da je sredi$nja inhibicija inkretinske osi suprimirala izrazaj GLP-1R-a

u kontrolnih Zivotinja, a povecala izrazaj u STZ-icv skupini (Slika 24C,D).
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Slika 23. Dizajn eksperimenta u kojem su prikupljena tkiva za analizu u¢inaka akutnog oralnog
tretmana D-galaktozom (200 mg/kg) nakon akutne srediSnje inhibicije receptora za za glukagonu
slican peptid-1 (GLP-1) u probavnom sustavu kontrolnih Zivotinja i Stakorskog modela
sporadicne  Alzheimerove bolesti izazvanog intracerebroventrikularnom primjenom
streptozotocina (STZ-icv). STZ — streptozotocin; CTR — kontrolna skupina; Ex-3(9-39) — eksendin-
3(9-39) amid, inhibitor receptora za GLP-1.
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Slika 24. IzraZzaj receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R) u duodenumu i
periduodenalnom masnom tkivu nakon akutnog tretmana oralnom otopinom D-galaktoze u
Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti sa (CG, SG) ili bez (CGG, SGG) srediSnje
primjene inhibitora za GLP-1R (GLPI). A) Neobradeni podaci (gore) i dijagram ucinaka iz
mjeSovitog linearnog modela (dolje) za integriranu gustoc¢u signala iz duodenuma; B) Reprezentativne
epifluorescencijske snimke duodenuma s GLP-1R obiljezenim zeleno i stani¢nim jezgrama obiljezenim
plavo; C) Neobradeni podaci (gore) i dijagram ucinaka iz mjeSovitog linearnog modela (dolje) za
integriranu gustocu signala iz periduodenalnog masnog tkiva; D) Reprezentativne epifluorescencijske
snimke periduodenalnog masnog tkiva s GLP-1R obiljezenim zeleno i stani¢nim jezgrama obiljezenim
plavo.
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Analiza izrazaja GLP-1R-a u duodenalnim kriptama (u pokusu bez akutnog tretmana D-
galaktozom (Slika 2)) pokazala je supresiju signala u STZ-icv skupini Zivotinja, te kao i u
prethodnim pokusima, interakciju izmedu tretmana STZ-icv i GLP-1R inhibitora s obzirom da

je tretman inhibitorom uzrokovao povecanje izraZaja u kontrolnih Zivotinja, a pad u STZ-icv

modelu sAB (Slika 25A,B).
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Slika 25. Izrazaj receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R) u duodenalnim Kkriptama u
Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) sa ili bez srediSnje primjene
inhibitora GLP-1R (GLPI). A) Reprezentativne epifluorescencijske snimke duodenuma s GLP-1R
obiljezenim crveno i stani¢nim jezgrama obiljezenim plavo; B) Neobradeni podaci te kutijasti dijagram
ingetrirane gustoce signala GLP-1R u kriptama. *p<0,05; ns p>0,05 (Wilcoxonov neparametrijski rank
test).

Izrazaj receptora na membrani stanica ne mora nuzno biti u svezi sa signalizacijom te je u tkivu
duodenuma izmjerena koncentracija CAMP-a, drugog glasnika koji sluzi kao posrednik signala
vezanja GLP-a 1 za GLP-1R. Zanimljivo, koncentracija cAMP-a bila je podjednaka u svim
skupinama osim u STZ-icv zivotinja nakon sredi$nje inhibicije GLP-1R-a gdje je koncentracija
CAMP-a bila snizena (Slika 26A). Opazeno snizenje CAMP-a u skladu je s opazenim
promjenama te ukazuje na mogucu lokalnu funkcionalnu supresiju GLP-1 sustava koja se

otkriva u slucaju u kojem je GLP-1 signalizacija fizioloski aktivirana (npr. prisutnost hranjivih
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tvari poput D-galaktoze u lumenu (Slika 24)), te koja uzrokuje kompenzatorno povecanje
izrazaja u okolnom periduodenalnom masnom tkivu (Slika 22). Zanimljivo, koncentracija
CAMP-a u ileumu ukazala je na obrnuti obrazac s povecanjem koncentracije u STZ-icv
zivotinja nakon srediS$nje inhibicije GLP-1R-a (Slika 26B) sto govori u prilog ranije uoc¢enoj
regionalnoj specifi¢nosti odgovora na STZ-icv, te bi moglo, kao i izrazaj GLP-1R-a u
periduodenalnom masnom tkivu (Slika 22), govoriti u prilog kompenzatornom poveéanju

izrazaja GLP-1R-a i GLP-1 signalizacije u okolnim tkivima.
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Slika 26. Analiza ciklickog adenozin-monofosfata (CAMP) izmjerenog pomoéu imunoenzimske
tehnike duodenumu i ileumu u §takorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) sa ili
bez srediSnje primjene inhibitora za peptid-1 slican glukagonu (GLPI). A) Procjene srednje
vrijednosti i 95% intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju cAMP
u duodenumu (A) i ileumu (B)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢ine u¢inaka (desno). Uz
procjene srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti.
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Ukupni GLP-1 te njegova aktivna frakcija izmjereni su u plazmi i cerebrospinalnom likvoru
kontrolnih i STZ-icv Zivotinja akutno intracerebroventrikularno tretiranih inhibitorom GLP-
1R-a (Slika 2), te u ponovljenom pokusu s istovjetnim eksperimentalnim dizajnom u kojem su
sve skupine zivotinja akutno primile otopinu D-galaktoze orogastri¢cnom sondom (Slika 23).
Iako nije uoCena naglasena razlika u koncentraciji ukupnog GLP-a 1 u plazmi izmedu
kontrolnih i STZ-icv zivotinja tretiranih ili netretiranih GLP-1R inhibitorom, STZ-icv Zivotinje
imale su viSu koncentraciju aktivnog fragmenta koja je spustena na vrijednosti usporedive s
onima izmjerenima u kontrolnih Zivotinja nakon sredi$nje primjene GLP-1R inhibitora (Slika
27A). U likvoru je uo¢eno povecanje u skupinama tretiranim GLP-1R inhibitorom (Slika 27A).
U pokusu istog dizajna, ali u kojem su sve skupine Zivotinja akutno oralno tretirane D-
galaktozom (200 mg/kg) pomocu orogastri¢ne sonde, opazeno je povecanje ukupnog GLP-a 1
u plazmi u odgovoru na sredi$nju inhibiciju GLP-1R-a u kontrolnih zivotinja, dok je u STZ-
icv skupini ovo povecanje izostalo (Slika 27B). Obrazac koncentracije aktivnog fragmenta
GLP-a 1 u plazmi takoder je ukazao na interakciju tretmana STZ-om i GLP-1R inhibitorom s
obzirom da je u kontrolnoj skupini uo¢eno povezanje, dok je u STZ-icv zivotinja zabiljeZeno
neznatno snizenje medijana (Slika 27B). U cerebrospinalnom likvoru nije bilo zamjetnih

promjena koncentracije GLP-a 1 (Slika 27B).
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Slika 27. Koncentracija peptida-1 sliénog glukagonu (GLP-1) i inzulinotropnog polipeptida
ovisnog o glukozi (GIP) u plazmi i likvoru. A) procjene u pokusu bez akutnog oralnog tretmana D-
galaktozom; B) procjene u pokusu s akutnim oralnim tretmanom D-galaktozom. CTR — kontrola; STZ
— Stakorski model sporadi¢ne Alzheimerove bolesti; inhibitor receptora za peptid-1 slican glukagonu
(GLPI); GAL — galaktoza.

156



5.2.Poremecaji u probavnom sustavu Stakorskog modela Parkinsonove
bolesti

lako u literaturni postoje podaci o promjenama strukture i funkcije probavnog sustava u 6-
OHDA modelu PB-a, promjene redoks homeostaze do sad nisu sustavno istrazene. Sukladno
rezultatima pokusa na STZ-icv modelu AB-a (gdje je opisan poremecaj redoks homeostaze), a
sukladno cilju 1, ispitani su biljezi redoks sustava u probavnom sustavu 6-OHDA modela PB-
a. Obzirom da nisu pronadeni dokazi promjene biljega redoks homoeostaze u tri razlicita
anatomska segmenta crijeva (duodenum, ileum i kolon) istrazivanja nisu proSirena kao u

slu¢aju STZ-icv modela sAB-a.

5.2.1. Stakorski model Parkinsonove bolesti izazvan intrastrijatalnom primjenom 6-
hidroksidopamina nije povezan s razvojem crijevne dishomeostaze

Redoks homeostaza istrazena je u Stakorskom modelu PB-a izazvanom intrastrijatalnom
primjenom 6-OHDA-a uz koristenje dvojnih kontrola (CTR — intaktne zivotinje; CIS —
kontrolne zivotinje koje su intrastrijatalno primile vehikul istim postupkom kojim je dostavljen
6-OHDA) kako bi se kvantificirao doprinos traume izazvane intrastrijatalnim davanjem
opazenim promjenama (Slika 28). Model PB-a izazvan intrastrijatalnom primjenom 6-OHDA-
a bio je okarakteriziran izraZzenim ispadanjem i mortalitetom kao Sto je pokazala analiza
prezivljavanja (Slika 29A). Stopa smrtnosti u zivotinja tretiranih 6-OHDA-om bila je 50% u
prvih 4 tjedna pokusa, te se stabilizirala na 57% u zadnjoj tocki mjerenja (Slika 29A). Testom
rotirajuceg cilindra potvrden je motoricki deficit u 6-OHDA Zivotinja, a u istom testu nije bilo
razlike izmedu CTR i CIS skupina. S obzirom na izrazen ucinak stropa, podaci dobiveni
testiranjem pomocu kotrljajuéeg cilindra analizirani su analizom prezivljenja (Slika

29B,C)(533).
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Slika 28. Dizajn pokusa za analizu biljega redoks homeostaze u probavnom sustavu $takorskog
modela Parkinsonove bolesti izazvanog bilateralnom intrastrijatalnom primjenom 6-
hidroksidopamina (6-OHDA). Koristene su dvije kontrolne skupine kako bi se procjenio ucinak
invazivnog intrastrijatalnog tretmana na opaZene promjene: intaktne Zzivotinje (CTR) i Zivotinje
intrastrijatalno tretirane vehikulom (za procjenu ué¢inka 6-OHDA).
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Slika 29. Analiza preZivljenja i motoricke funkcije u stakorskom modelu Parkinsonove bolesti (6-
OHDA), te u intaktnih kontrolnih §takora (CTR) i kontrolnih Stakora u kojih je intrastrijatalno
dostavljen vehikul (CIS). A) Krivulje prezivljenja i tablica rizika za prezivljenje; B) Izvedba na testu
rotirajuceg cilindra. Rezultati su prikazani pomocu to¢aka neobradenih vrijednosti te pomocu kutijastih
dijagrama s medijanom i interkvartilnim rasponom; C) Analiza prezivljenja izvedbe na testu rotirajuceg
cilindra kako bi se u statistickom modelu uzeo u obzir naglaseni u¢inak stropa u kontrolnim skupinama.
Vrijeme predstavlja kumulativno vrijeme provedeno u testu.

Nakon $to je, na temelju izrazenih motorickih deficita, zaklju¢eno da dobiveni model odgovara
modelu PB-a opisanom u literaturi, izmjereni su biljezi redoks homeostaze u duodenumu,
ileumu, 1 kolonu sve tri skupine Zivotinja. Analizom sva tri crijevna segmenta zakljuceno je da
bilateralno intrastrijatalno davanje 6-OHDA-a povezano s motorickim deficitima nije dostatno
za narusavanje crijevne redoks homeostaze (12 tjedana nakon davanja 6-OHDA-a)(Slika 30,

Tablica 2). Jedini naglaseno promijenjeni biljeg bila je lipidna peroksidacija u duodenumu koja
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je (suprotno od ocekivanog) u CIS i 6-OHDA skupini bila utiSana. Postojanje istovjetne
promjene u CIS i 6-OHDA skupini govori da je opisano vjerojatno uzrokovano postupkom
intrastrijatalne dostave, a ne 6-OHDA-om (Slika 30,Tablica 2). Ostali biljezi redoks
homeostaze bili su podjednaki u skupinama bez obzira na mjereni segment probavne cijevi $to
je govorilo u prilog malim u¢incima i velikoj nesigurnosti procjene. Disocijacija H20. ukazala
je na slican obrazac smanjene aktivnosti u 6-OHDA skupini preokrenut u slucaju prisutnosti
inhibitora katalaze (AZD-a) u duodenumu i ileumu, $to bi moglo ukazivati na pojacanu
ovisnost o katalazi za uklanjanje H>O> u tankom crijevu 6-OHDA modela PB-a. Medutim,
ucinci 6-OHDA-a na disocijaciju H20: sa ili bez AZD-a bili su maleni (posebno u kontekstu
Cinjenice da se aktivnost katalaze nerijetko mijenja eksponencijalno) te praceni velikom
nesigurnosti procjene. Nadalje, regresijska analiza ucinka tretmana na ukupnu disocijaciju
H>0> podesena za kapacitet disocijacije H202 neosjetljive na AZD za citavo tanko crijevo

(segment crijeva ukljucen u analizu kao kovarijat) nije pruzila dokaza za potvrdu postavljene

hipoteze (533).
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Tablica 2 Rezultati regresijskih modela (srednje procijenjene vrijednosti i granice 95% intervala
pouzdanosti) za biljege redoks homeostaze u duodenumu, ileumu, i kolonu u $takorskom modelu
Parkinsonove bolesti izazvanom intrastrijatalnom dostavom 6-hidroksidopamina (6-OHDA), te
u intaktnih kontrolnih stakora (CTR) i kontrolnih Stakora u kojih je intrastrijatalno dostavljen

vehikul (CIS).
Biljeg Skupina Procijenjena vrijednost | Interval
pouzdanosti
duodenum
TBARS [uM] CTR 5.11 4.33 -6.02
CIS 3.21 2.73-3.79
6-OHDA 3.23 2.64-3.94
GSH [M] CTR 0.48 0.47-0.49
CIS 0.49 0.48 - 0.50
6-OHDA 0.49 0.48-0.51
SH [M] CTR 0.60 0.53-0.69
CIS 0.60 0.52 -0.69
6-OHDA 0.55 0.47 — 0.65
O0THB apsorbancija | CTR 0.16 0.15-1.17
CIS 0.16 0.15-0.16
6-OHDA 0.16 0.15-0.17
0THB apsorbancija | CTR 0.17 0.17-0.18
(+ 2mM KCN) CIS 0.17 0.16 - 0.17
6-OHDA 0.17 0.17-0.18
0H202 [MM/min] CTR 3.53 2.81-4.44
CIS 3.45 2.74 —4.33
6-OHDA 2.67 2.03-3.51
dH20: (+ 0.025 mM | CTR 1.92 1.59-231
AZD) [mM/min] CIS 2.06 1.71-2.48
6-OHDA 2.30 1.85-2.87
NRP [arbitrarne | CTR 10314.82 9341.93 -
jedinice] 11389.04
CIS 11554.68 10466.98 -
12755.41
6-OHDA 11826.50 10488.88 -
13334.71
ileum
TBARS [uM] CTR 8.67 6.62 —11.37
CIS 6.38 4.73-8.60
6-OHDA 5.14 3.58-7.39
GSH [M] CTR 0.38 0.36 —0.41
CIS 0.37 0.34-0.39
6-OHDA 0.36 0.33-0.39
SH [M] CTR 0.53 0.48 — 0.57
CIS 0.50 0.46 — 0.55
6-OHDA 0.48 0.42 —0.53
OTHB apsorbancija | CTR 0.09 0.08 — 0.09
CIS 0.09 0.08 —0.10
6-OHDA 0.09 0.08-0.10

161



0THB apsorbancija | CTR 0.08 0.07 - 0.09
(+ 2mM KCN) CIS 0.08 0.07 -0.09
6-OHDA 0.07 0.06 — 0.09
0H202 [MM/min] CTR 211 1.32-3.38
CIS 2.14 1.26 - 3.61
6-OHDA 1.16 0.60-2.24
dH20> (+ 0.025 mM | CTR 1.96 1.66 — 2.30
AZD) [mM/min] CIS 2.08 1.73-2.49
6-OHDA 2.28 1.81-2.86
NRP [arbitrarne | CTR 6549.74 5186.74 — 8299.73
jedinice] CIS 7786.60 5993.22 -
10116.63
6-OHDA 6206.71 4515.62 — 8531.13
kolon
TBARS [uM] CTR 17.87 12.00 — 26.62
CIS 15.03 9.97 — 22.67
6-OHDA 13.57 7.98 — 23.09
GSH [M] CTR 0.41 0.34-0.50
CIS 0.55 0.45-0.66
6-OHDA 0.37 0.29-0.48
SH [M] CTR 0.48 0.38-0.61
CIS 0.60 0.47-0.76
6-OHDA 0.54 0.39-0.74
O0THB apsorbancija | CTR 0.05 0.05 -0.06
CIS 0.06 0.06 — 0.08
6-OHDA 0.06 0.05-0.08
OTHB apsorbancija | CTR 0.07 0.07 —0.08
(+ 2mM KCN) CIS 0.08 0.07 -0.09
6-OHDA 0.07 0.06 — 0.09
0H202 [MM/min] CTR 2.17 1.14-4.13
CIS 5.72 3.09 -10.58
6-OHDA 3.83 1.72-8.51
dH20> (+ 0.025 mM | CTR 1.69 1.21-2.36
AZD) [mM/min] CIS 1.62 1.17-2.23
6-OHDA 1.81 1.19-2.74
NRP [arbitrarne | CTR 14164.69 12794.49 -
jedinice] 15681.63
CIS 16629.04 14973.85 -
18467.19
6-OHDA 13876.57 12116.68 -
15892.08

Sve vrijednosti predstavljaju izlazne parametre iz modela u kojemu je koncentracija proteina u uzorku
definirana kao kovarijata. TBARS — spojevi reaktivni s tiobarbiturnom kiselinom (indikator lipidne
peroksidacije); GSH — glutation (najzastupljeniji niskomolekularni tiol); SH — brojnost sulthidrilnih
skupina; 6THB — promjena apsorbancije 1,2,3-trihidroksibenzena (obrnuto proporcionalna aktivnosti
superoksid-dismutaze); AZD — natrijev azid; NRP — redoks permanganometrija na nitrocelulozi.
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Slika 30. Dijagrami u¢inaka iz modela biljega redoks homeostaze izvedenih na temelju mjerenja
u duodenumu, ileumu, i kolonu u $takorskom modelu Parkinsonove bolesti (6-OHDA), te u
intaktnih kontrolnih $takora (CTR) i kontrolnih $takora u kojih je intrastrijatalno dostavljen
vehikul (CIS). U svim modelima koncentracija proteina koristena je kao kovarijata. TBARS — spojevi
reaktivni s tiobarbiturnom kiselinom (indikator lipidne peroksidacije); GSH — glutation (najzastupljeniji
niskomolekularni tiol); SH — brojnost sulfhidrilnih skupina; 3THB — promjena apsorbancije 1,2,3-
trihidroksibenzena (obrnuto proporcionalna aktivnosti superoksid-dismutaze); AZD — natrijev azid,;
NRP — redoks permanganometrija na nitrocelulozi.
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Bez obzira na izostanak o¢itih razlika izmedu skupina moguce je da su pojedini putevi povezani
s redoks homeostazom suptilno promijenjeni §to bi moglo biti vidljivo na razini pojedinih
jedinki u eksperimentu. Kako bi se provelo podrobnije ispitivanje biljega redoks homeostaze i
prividnog izostanka promjena, provedena je multivarijatna analiza svih izmjerenih biljega u
sva tri segmenta crijeva pomocu analize glavnih komponenti. Multivarijatna analiza objasnila
je skromni udio varijance za sve segmente crijeva (pomocu prve glavne komponente
objasnjeno je 27,4% varijance za duodenum, 20,8% za ileum, te 31,3% za kolon). U analizi
glavnih komponenti nije uoceno naglaSeno grupiranje biljega vezanih uz redoks homeostazu
niti u jednom anatomskom segmentu S§to pruza dodatne dokaze za izostanak redoks
dishomeostaze u crijevu u 6-OHDA stakorskom modelu PB-a 12 tjedana nakon intrastrijatalne

primjene toksina (533).
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Slika 31. Analiza glavnih komponenti biljega redoks homeostaze u duodenumu, ileumu, i kolonu
u Stakorskom modelu Parkinsonove bolesti (6-OHDA), te u intaktnih kontrolnih $takora (CTR) i
kontrolnih $takora u kojih je intrastrijatalno dostavljen vehikul (CIS). Biplot dijagram dobiven
analizom glavnih komponenti biljega redoks homeostaze u duodenumu (A), ileumu (C) i kolonu (E) s
prikazanim individualnim zivotinjama uz osjen¢ane elipse 95% pouzdanosti oko sredi$ta mase skupina;
Biplot dijagram doprinosa pojedinih varijabli prve dvije glavne komponente dobivene analizom glavnih
komponenti biljega redoks homeostaze u duodenumu (B), ileumu (D) i kolonu (E). dH.O. — razlika
koncentracije H2O»; dH.0,+AZD — razlika koncentracije H-O: u prisutnosti NaNs; GSH — glutation;
Mn/Fe-SOD - mitohondrijska frakcija superoksid dismutaza; NRP — redoks permanganometrija na
nitrocelulozi; SH — koncentracija slobodnih sulfhidrilnih skupina; SOD — ukupna aktivnost superoksid-
dismutaza; TBARS — spojevi reaktivni s tiobarbiturnom kiselinom.
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5.3.U¢inci oralne galaktoze na Stakorske modele sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti i Parkinsonove bolesti

U Stakorskim modelima AB-a i PB-a, detaljno su ispitani ucinci oralnog tretmana D-
galaktozom koji je u prethodnim istrazivanjima pokazao neuroprotektivne ucinke
(330,497,537,612). Budu¢i da ne postoje podaci o akutnim ucincima oralnog tretmana D-
galaktozom na redoks homeostazu, prvo su provedena ispitivanja na zdravim Zivotinjama s
ciljem razumijevanja u¢inaka D-galaktoze na biljege redoks sustava u probavnom i sredi$njem
zivéanom sustavu. U akutnim pokusima na zdravim Zivotinjama opisano je blagotvorno
djelovanje D-galaktoze na redoks homeostazu u probavnom sustavu (554), plazmi i mozgu
(561) te su ispitani su ucinci kroni¢nog oralnog tretmana u modelima sAB-a i PB-a. Obzirom
da su potvrdeni neuroprotektivni uc¢inci D-galaktoze tijekom kroni¢nog tretmana u STZ-icv
modelu sAB-a, a da rezultati analize biljega redoks homeostaze nisu pokazali da D-galaktoza
djeluje modulacijom redoks homeostaze probavnog sustava, istrazivanja su dodatno proSirena
ispitivanjem uéinaka D-galaktoze u crijevu u kontekstu modulacije SCFA-a, BCFA-ai crijevne
mikrobiote (provedeno temeljem suradnje uspostavljene s laboratorijem prof. Catherine
Stanton i prof. Paula Rossa (APC Microbiome Ireland i Teagasc Food Research Centre, Cork,
Irska)).

5.3.1. Akutno primijenjena oralna galaktoza modulira redoks homeostazu u probavnom
sustavu i mozgu zdravih stakora

S obzirom da je primjena oralne otopine D-galaktoze pokazala neuroprotektivne u¢inke u STZ-
icv. modelu sAB-a (330,497,537,612), ispitani su ucinci oralne D-galaktoze na redoks
homeostazu u probavnom sustavu stakora. U akutnom in vivo pokusu ispitan je vremenski
obrazac promjena redoks sustava u duodenumu i ileumu (dijelovima crijeva do kojih D-
galaktoza dopire nakon oralnog davanja)(Slika 32A). Akutna oralna primjena otopine D-
galaktoze (200 mg/kg) uzrokovala je o vremenu ovisno utiSavanje peroksidacije lipida u
duodenumu i ileumu (Slika 32B,D) s najnizim vrijednostima 60 min nakon dostave
orogastricnom sondom. Ukupni reduktivni kapacitet izmjeren pomoéu NRP-a pokazao je

neznatne promjene u oba tkivna segmenta (Slika 32C,E)(533).
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Slika 32. Eksperimentalni dizajn, koncentracija spojeva reaktivnih s tiobarbiturnom kiselinom
(TBARYS) i ukupni reduktivni kapacitet izmjeren redoks permanganometrijom na nitrocelulozi
(NRP) u duodenumu i ileumu §takora nakon akutne oralne primjene otopine D-galaktoze. A)
Eksperimentalni dizajn. Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju TBARS u
duodenumu (B) i ileumu (D)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu ucinka (desno). Uz
procjene srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti. Procjene izvedene iz linearnog
modela koji odrazava NRP u duodenumu (C) i ileumu (E)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju
veli¢inu u¢inka (desno). Uz procjene srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti.
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Biokemijska pozadina utiSane lipidne peroksidacije ispitana je mjerenjem koncentracije
niskomolekularnih tiola i slobodnih proteinskih sulfhidrilnih skupina. Tretman D-galaktozom
uzrokovao je smanjenje niskomolekularnih tiola u duodenumu i u ileumu uz naglaseniji pad u
distalnom tankom crijevu (Slika 33A,D). U duodenumu je uocen trend smanjenja dostupnih
sulfhidrilnih skupina 120 min nakon tretmana (Slika 33B). U ileumu je smanjena koncentracije
proteinskih sulfhidrila uo¢ena ve¢ 30 min nakon oralnog tretmana D-galaktozom (Slika 33E).
Zbirni model pokazao je da ta akutni oralni tretman otopinom D-galaktoze rezultira
smanjenjem crijevnih niskomolekularnih tiola $to bi moglo ukazivati na troSenje medijatora

nukleofilnog tonusa (Slika 33C,F)(554).
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Slika 33. Koncentracija niskomolekularnih tiola (LMWT) i slobodnih sulfhidrilnih skupina
proteina (SH) u duodenumu i ileumu $takora nakon akutnog oralnog tretmana otopinom D-
galaktoze. Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju LMWT u duodenumu
(A) 1 ileumu (D)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu ucinka (desno). Uz procjene
srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti. Procjene izvedene iz linearnog modela koji
odrazava koncentraciju SH u duodenumu (B) i ileumu (E)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju
veli¢inu ucinka (desno). Uz procjene srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti.
Procjene izvedene iz skupnog linearnog modela koji odrazava koncentraciju LMWT nakon tretmana
D-galaktozom u duodenumu (C) i ileumu (F)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu u¢inka
(desno). Uz procjene srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti.
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Koncentracija NADPH-a, najvaznijeg reduciraju¢eg ekvivalenta u stanici koji omogucéava
obnavljanje najzastupljenijeg niskomolekularnog tiola, GSH-a, izmjerena je s ciljem boljeg
razumijevanja opazenog snizenja koncentracije tiola. U¢inak D-galaktoze na koncentraciju
NADPH-a u duodenumu i ileumu odrazavao je obrazac opazen prilikom mjerenja
niskomolekularnih tiola. D-galaktoza uzrokovala je snizenje NADPH-a koje je bilo vise
izrazeno u ileumu (Slika 34A-H). S obzirom da je NADPH supstrat za glutation-reduktazu,
enzim Kkoji katalizira redukciju oksidiranog u reducirani GSH (613), te da je GSH
predominantni niskomolekularni tiol u zivotinjskim stanicama (614), postavili smo hipotezu
da bi opazeni fenomen D-galaktozom uzrokovanog pada niskomolekularnih tiola i NADPH-a
mogao ukazivati na zajednicki bioloSki fenomen aktivacije troSenja nukleofila. Zanimljivo,
iako je u ileumu pronadena povezanost izmedu koncentracije tiola i NADPH-a (Slika 34J),
navedeno nije bio sluc¢aj u duodenumu (Slika 341) — moguce zbog suvise malenih u¢inaka koji
su ostali ,,skriveni“ zbog znatne varijance ili zbog D-galaktozom uzrokovanog biokemijskog
rasprezanja NADPH-a i GSH-a (npr. povec¢ano troSenje NADPH-a u biokemijskim putevima
u kojima ne nastaje GSH)(554).
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Slika 34. Koncentracija reduciranog i ukupnog nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata (NADPH
i NADP) u duodenumu i ileumu $takora nakon akutnog oralnog tretmana otopinom D-galaktoze.
Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju NADPH u duodenumu (A) i ileumu
(D)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu u¢inka (desno). Procjene izvedene iz linearnog
modela koji odrazava koncentraciju NADP u duodenumu (B) i ileumu (E)(lijevo) te kontrasti tretmana
koji prikazuju veli¢inu uc¢inka (desno). Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava
koncentraciju NADPH podesenu za koncentraciju NADP u duodenumu (C) i ileumu (F)(lijevo) te
kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu ucinka (desno). Procjene izvedene iz skupnog linearnog
modela koji odrazava koncentraciju NADPH i NADPH podesenog za NADP u duodenumu (G) i ileumu
(H) nakon tretmana otopinom D-galaktoze i kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu ucinka (lijevo).
Korelacija koncentracije LMWT i NADPH u duodenumu (1) i ileumu (J). Uz procjene svih srednjih
vrijednosti prikazani su intervali pouzdanosti.
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Stani¢ni niskomolekularni tioli vazan su supstrat za glutation-peroksidaze (GPx; EC 1.11.1.9),
obitelj enzima koji $tite stanice od oksidativnog oSte¢enja kataliziraju¢i redukciju H202 u H20
i lipidnih hidroperoksida u alkohole. Kapacitet disocijacije H2O2 bio je povecan u duodenumu
60 min nakon tretmana oralnom D-galaktozom (0/60 CI: 0.54-1; tie= —2.10; p = 0.051|30/60
Cl: 0.49-0.95; tie= —2.46; p = 0.025)(Slika 35A), dok je peroksidacijski kapacitet ostao
nepromijenjen u ileumu (Slika 35C). Bazalna koncentracija H202 nije bila bitno promijenjena
u duodenumu (Slika 35B), dok je u ileumu uocen trend smanjenja u zivotinja tretiranih D-
galaktozom (Slika 35D). Tretman D-galaktozom povecao je ukupnu aktivnost SOD-a u
duodenumu (Slika 35E) (aktivnost enzima obrnuto je proporcionalna promjeni apsorbancije
THB-a), dok je tijekom ispitivanja aktivnosti mitohondrijske frakcije uo¢eno smanjenje (Slika
35F). U ileumu, tretman D-galaktozom uzrokovao je poveéanje ukupne aktivnosti SOD-a
nakon 60 i 120 min (Slika 35G), a aktivnost Mn-SOD-a bila je uveéana jedino nakon 120 min
(Slika 35H)(554).
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Slika 35. Bazalna koncentracija i kapacitet disocijacije H2O; i aktivnost superoksid-dismutaza
(SOD) izmjerena posredno na temelju promjene porasta apsorbancije 1,2,3-trihidroksibenzena
(THB) u duodenumu i ileumu $takora nakon akutnog oralnog tretmana otopinom D-galaktoze.
Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava kapacitet disocijacije H.O0, u duodenumu (A) i
ileumu (C)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu u¢inka (desno). Procjene izvedene iz
linearnog modela koji odrazava bazalnu koncentraciju H2O2 u duodenumu (B) i ileumu (D)(lijevo) te
kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu u¢inka (desno). Procjene izvedene iz linearnog modela koji
odraZava porast apsorbancije THB (ukupnu aktivnost SOD) u duodenumu (E) i ileumu (G)(lijevo) te
kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu ucinka (desno). Procjene izvedene iz linearnog modela koji
odrazava porast apsorbancije THB u prisutnosti KCN (aktivnost Mn/Fe-SOD) u duodenumu (F) i
ileumu (H)(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu uéinka (desno). Uz procjene svih
srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti.

Opca povezanost svih biljega redoks homeostaze istrazena je Spearmanovom korelacijom na
temelju rangiranja procjena dobivenih iz opisanih modela (Slika 36). Promjene TBARS-a u
plazmi ukljuéene su u analizu kako bi se razjasnilo odrazavaju li pojedine promjene lokalne ili
sistemske ucinke. Vrijeme je uvedeno u analizu kao kontinuirana varijabla radi lakSe procjene
obrasca akutnih u¢inaka D-galaktoze. Na ovaj su nacin, pojednostavljenim modelom, vjerno
opisane monotone promjene (npr. promjene niskomolekularnih tiola u duodenumu), ali ne i ne-
monotone promjene (npr. duodenalni NADP). S obzirom na bioloski kontekst (podaci
odrazavaju relativno kratki vremenski tijek dogadaja po dostavljanju otopine D-galaktoze),
opazene monotone povezanosti (naglaSene ovim pristupom), vjerojatno odrazavaju najvaznija
bioloska zbivanja. Sve korelacije prikazane su po principu grupiranja na temelju analize
glavnih komponenti. U duodenumu, najsnazniji je uc¢inak grupiranja opazen za koncentraciju
NADPH-a, NADP-ispravljenog NADPH-a, NADP-a, te MDA-a (TBARS-a)(Slika 36A).
Koncentracija TBARS-a u plazmi bila je najsnaznije povezana (p = 0.51) s NADPH-om
(ispravljenim za koncentraciju NADP-a) dok je nesto slabija povezanost opazena izmedu
TBARS-a u plazmi i duodenumu (p = 0.40) (Slika 36A). Najsnazniju korelaciju s tkivnim
reduktivnim kapacitetom (NRP-om) pokazali su NADP (p = 0.81) i THB (p = —0.66) §to je
govorilo u prilog pove¢anog reduktivnog kapaciteta tkiva u kojem je bila izraZzenija aktivnost
SOD-a. Proteklo vrijeme i tvari koje posreduju nukleofilni tonus (NADPH ispravljen za
koncentraciju NADP-a, NADPH-a, GSH/LMWT-a, SH-a) pokazali su dosljednu negativnu
korelaciju (vrijeme i NADPH ispravljen za koncentraciju NADP-a (p = —0.51), NADPH-a (p
=—0.47), GSH/LMWT-a (p =—-0.59), SH-a (p = —0.40)) (Slika 36A). Istovremeno, tretman D-
galaktozom uzrokovao je porast aktivnosti SOD-a (THB p = —0.68) i katalaza/peroksidaza (p
= 0.58), sto je uzrokovalo smanjenje lipidne peroksidacije (TBARS/MDA p = —0.52)(Slika
36A), sto govori u prilog hipotezi da je opazeno trosenje nukleofilnih supstrata bilo vjerojatnije

povezano s aktivacijom mehanizama zastite redoks homeostaze nego s redoks dishomeostazom
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koja tezi elektrofilnom opterecenju i oksidativnom stresu. U ileumu je uocen slican fenomen
grupiranja molekularnih posrednika koji odrzavaju nukleofilni tonus, medutim, suprotno
opazenom u tkivu duodenuma, LMWT/GSH i SH grupirali su se skupa s NADP-om i NADPH-
om (Slika 36B), potencijalno ukazujuci na snazniji u¢inak na redoks homeostazu s obzirom da
je u ileumu uoceno izrazenije trosenje nukleofilnih supstrata. Istovjetno obrascu opazenom u
duodenumu, u ileumu je opaZena negativna korelacija vremena od pocetka izlozenosti D-
galaktozi i posrednika nukleofilnog tonusa — SH-a (p = —0.67), LMWT/GSH-a (p = —0.58),
NADP-a (p = —0.71), NADPH-a (p = —0.71), te NADPH-a ispravljenog za koncentraciju
NADP-a (p = —0.62) (Slika 36B). Nadalje, kao i u duodenumu, vrijeme proteklo od tretmana
D-galaktozom bilo je u pozitivnoj korelaciji s aktivnosti SOD-a (iako je u ileumu snaznija
korelacija uo¢ena za Mn-SOD: THB (obrnuto proporcionalno aktivnosti SOD-a) p = —0.30;
THB KCN (obrnuto proporcionalno aktivnosti Mn-SOD-a) p = —0.42) i u negativnoj korelaciji
s produktima peroksidacije lipida (p =—0.76) (Slika 36B). Za razliku od obrasca u duodenumu,
u ileumu je postojala pozitivna korelacija TBARS-a s aktivnosti katalaza/peroksidaza (p =
0.59), a negativna s vremenom proteklim od tretmana D-galaktozom (p = —0.56) (Slika 36B).
Komplementarna eksplorativha analiza provedena je izdvajanjem glavnih komponenti. U
duodenumu, tretman D-galaktozom primarno je bio u ravnini s drugom glavnom komponentom
kojoj su najviSe doprinosile varijable: katalaze/peroksidaze (15,7%), NADPH-a (14,8%),
NADPH-a ispravljenog za koncentraciju NADP-a (14,7%), te TBARS/MDA-a (12,3%) (Slika
36C,E). U kontekstu vremena, najveci je pomak paralelan s drugom komponentom opazen
izmedu vremenskom razmaka izmedu 30 i 60 min (Slika 36C). Promjene izmedu 0 i 30 min,
te 60 i 120 min bile su poravnate s prvom glavhom komponentom s pozitivnim vektorom za
rani pomak (izmedu 0 1 30 min), a negativnim za kasni pomak (60 i 120 min). Prvoj komponenti
najviSe je doprinosila varijabla NADP-a (19,6%), a bazalna koncentracija H20. i NRP
doprinosili su s 15,4% i 12,6%. U ileumu, tretman D-galaktozom i promjene u vremenu
ekskluzivno su zahvaceni prvom komponentom koja je objaSnjavala 53,6% varijance (u
usporedbi s drugom koja je objaSnjavala tek 14,9%) (Slika 36D,F). Najznacajniji doprinos
prvoj komponenti ostvarile su varijable SH-a (12,9%), NADPH-a (12,7%), te LMWT/GSH-a
(12,7%) — sve biljezi bioloskog sustava zaduzenog za odrzavanje nukleofilnog tonusa redoks
homeostaze. Doprinos koncentracije TBARS-a u plazmi bio je zanemariv u duodenumu (3,3%
i 1,2% za prve dvije komponente) i u ileumu (0,5% 1 0% u ileumu) ukazujuéi na to da su opisane

promjene odrazavale lokalne, a ne sistemske prilagodbe redoks sustava (Slika 36)(554).
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Slika 36. Korelacije biljega redoks homeostaze u duodenumu i ileumu $takora nakon akutnog
oralnog tretmana otopinom D-galaktoze. Spearmanove rang korelacije biljega redoks homeostaze u
duodenumu (A) i ileumu (B) poredanih po prvoj komponenti iz analize glavnih komponenti. Analiza
glavnih komponenti biljega redoks homeostaze u duodenumu (C) i ileumu (D). Biplot prikazuje polozaj
pojedinih Zivotinja u odnosu na prvu i drugu glavnu komponentu. Boje prikazuju tretman (gore: bazalna
kontrola u usporedbi s tretmanom oralnom otopinom D-galaktoze) i vrijeme od izlaganja tretmanu
(dolje: bazalna kontrola u usporedbi sa stanjem 30, 60, i 120 min po izlaganju otopini D-galaktoze).
Doprinos pojedinih biljega redoks homeostaze prvim dvjema glavnim komponentama u duodenumu
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(E) i ileumu (F). Doprinos varijable prikazan je pomoc¢u vektora i proporcionalan je projekciji na osi.
NRP — redoks permanganometrija na nitrocelulozi; time — vrijeme od izlaganja D-galaktozi
(kontinuirana varijabla izrazena u minutama); THB_KCN — indikator aktivnosti Mn/Fe-SOD; GSH —
glutation;, MDA — malondialdehid; NADP — indikator ukupne aktivnosti SOD; CAT - aktivnost
katalaze; H.O, BASELINE —koncentracija H,O,, SH — slobodne sulfhidrilne skupine; NADPH —
reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat; NADPH/nadp — omjer koncentracija NADPH i
NADP.

Naposlijetku, korelacije ranga ispitane su zdruzeno za oba tkiva (duodenum i ileum) s ciljem
istraZivanja povezanosti promjena redoks sustava Citavog tankog crijeva. Analiza rang
korelacija ukazala je na ustaljeni obrazac negativne korelacije izmedu vremena proteklog od
davanja otopine D-galaktoze i LMWT/GSH-a (p = —0.57), lipidne peroksidacije (p =—0.41), i
NADP-a (p = —0.37)(Slika 37A). Vrijeme proteklo od tretmana D-galaktozom takoder je bilo
u pozitivnoj korelaciji s ukupnom aktivnosti SOD-a (THB p = —0.37)(Slika 37A). Uocena je
negativna korelacija izmedu aktivnosti SOD-a i TBARS-a (THB p = 0.50), koja vjerojatno
ukazuje na ulogu superoksidnih radikala u formiranju lipidnih peroksilnih radikala — klju¢an
korak u propagaciji lipidne peroksidacije (615). Pozitivna korelacija TBARS-a i molekularnih
posrednika nukleofilnog tonusa (NADPH-a korigiranog za NADP (p = 0.77) i NADPH-a (p =
0.74)) odrazavala je D-galaktozom potaknutu aktivaciju sustava obrane od elektrofila koji trosi
nukleofilne supstrate (Slika 37A). Multivarijatnom komplementarnom analizom pomocu
analize glavnih komponenti jasno su razdvojeni ucinci: i) tkivnih segmenata (gornji dio); ii)
tretmana galaktozom (srednji dio); te iii) vremena proteklog od tretmana (donji dio)(Slika
37B). Prvom glavnom komponentom objasnjeno je 45%, a drugom 17,2 % ukupne varijance
(Slika 37B,C). Varijable koje su najvise doprinijele objasnjavanju prve glavne komponente
bile su NADPH (15,3%), NADPH ispravljen za koncentraciju NADP-a (14,6%), te bazalna
koncentracija H202 (14%)(Slika 37B,C)(554).
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Slika 37 Korelacije biljega redoks homeostaze i analiza glavnih komponenti u tankom crijevu
(duodenumu i ileumu) Stakora nakon akutnog oralnog tretmana otopinom D-galaktoze. A)
Spearmanove rang Korelacije biljega redoks homeostaze u tankom crijevu poredanih po prvoj
komponenti iz analize glavnih komponenti; B) Biplot dijagram sastavljen na temelju analize glavnih
komponenti koji prikazuje pojedine zivotinje u prostoru s obzirom na odnos s prvom i drugom glavnom
komponentom. Bojama su oznacéeni anatomski segment (gore: duodenum i ileum), tretman (sredina:
bazalna kontrola u usporedbi s tretmanom D-galaktozom) i vrijeme od izlaganja otopini D-galaktoze
(dolje: bazalne vrijednosti u usporedbi s 30, 60, ili 120 min nakon tretmana); C) Biplot dijagram
doprinosa varijabli prvim dvjema glavnim komponentama. Doprinos je naznacen projekcijom vektora
na pojedinu os te bojom. NRP — redoks permanganometrija na nitrocelulozi; time — vrijeme od izlaganja
D-galaktozi (kontinuirana varijabla izrazena u minutama); THB_KCN — indikator aktivnosti Mn/Fe-
SOD; GSH — glutation; MDA — malondialdehid; NADP — indikator ukupne aktivnosti SOD; CAT —
aktivnost katalaze; H,O, BASELINE —koncentracija H,O,, SH — slobodne sulfhidrilne skupine;
NADPH — reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat; NADPH/nadp — omjer koncentracija
NADPH i NADP.

Jedna od hipoteza mehanizma blagotvornih u¢inaka D-galaktoze u Stakorskom modelu sAB-a
je djelovanje na enteroendokrine stanice te poticanje lu¢enja inkretina (330,497,537,612).
Kako bi se dodatno istrazio lokalni u¢inak D-galaktoze pomoc¢u imunofluorescencije je ispitan
izrazaj fosforilirane frakcije kinaza kontroliranih izvanstani¢nim signalima (pERK; engl.
phosphorylated extracellular signal-regulated kinases). Analiza izrazaja pERK-a ukazala je na
znatan porast signala u duodenumu nakon tretmana oralnom D-galaktozom i to poglavito u
stanicama koje oblikom odgovaraju enteroendokrinim stanicama (Slika 38). Uz

enteroendokrine stanice uocen je pojaCani izrazaj pERK signala u vlaknima ziv€anih
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zavrSetaka $to bi, s obzirom da se pERK koristi kao biljeg neuronalne aktivacije (616,617),
moglo ukazivati na aktivaciju sinapsi izmedu enteroendokrinih stanica i neurona vagusa (618)

— jedan od moguéih mehanizama blagotvornog djelovanja D-galaktoze (554).

Slika 38. Imunofluorescencijska analiza fosforilirane frakcije obitelji protein kinaza koje su
regulirane izvanstani¢énim signalom (pERK) u duodenumu Stakora nakon akutnog oralnog
tretmana D-galaktozom. Gornji red: Prikaz Sirokog polja - izrazaj pERK bazalno te nakon 30, 60, i
120 min nakon dostave otopine D-galaktoze putem orogastri¢ne sonde. Donji red: Uvecani prikaz
stanica s pERK pozitivnim izrazajem u crijevnim resicama duodenuma 30 min nakon tretmana D-
galaktozom. Signal je najizrazeniji u stanicama koje morfoloski nalikuju na enteroendokrine stanice te
u vlaknima koja nalikuju na ziv¢ana vlakna koja stvaraju sinapse s enteroendokrinim stanicama.

U plazmi i cerebrospinalnom likvoru izmjerena je koncentracija GLP-a 1 te njegovog aktivnog
fragmenta (Slika 39). S obzirom na prijasnje rezultate (537) i poznati kratki cirkulacijski
poluvijek (619), ustanovljeno je da se akutno uvecana koncentracija GLP-a 1 u plazmi tijekom
30 min nakon davanja otopine D-galaktoze putem orogastricne sonde vraca na bazalne
vrijednosti (u opisanom pokusu nisu uo¢ena znatna odstupanja u vrijednostima ukupnog i
aktivnog GLP-a 1)(Slika 39). Koncentracija GLP-a 1 u likvoru tijekom 120 min od davanja D-
galaktoze nelinearno je porasla ~50%, medutim, medu Zzivotinjama je uoCena znatna
varijabilnost odgovora te su procjene bile popracene Sirokim intervalima pouzdanosti (Slika
39). Na temelju opazenih rezultata zakljuceno je da, ukoliko su opaZene promjene posredovane
ucincima GLP-a 1, to su isklju¢ivo odgodeni uéinci signalizacije GLP-1R-a, a ne posljedice

produljene izloZenosti inkretinima.
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Slika 39. Koncentracija peptida-1 sliénog glukagonu (GLP-1) u plazmi i likvoru $takora nakon
akutnog oralnog tretmana D-galaktozom. Gore: Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava
koncentraciju GLP-1 i aktivnog fragmenta GLP-1 u plazmi (lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju
veli¢inu u¢inka (desno). Uz procjene srednjih vrijednosti prikazani su 95% intervali pouzdanosti; Dolje:
Procjene izvedene iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju GLP-1 u cerebrospinalnom likvoru
(lijevo) te kontrasti tretmana koji prikazuju veli¢inu ucinka (desno). Uz procjene srednjih vrijednosti
prikazani su 95% intervali pouzdanosti.
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Promjene redoks homeostaze nakon akutnog oralnog tretmana D-galaktozom potom su ispitane
u plazmi kako bi se dobio uvid u sustavnu redoks homeostazu. Akutni tretman oralnom D-
galaktozom (200 mg/kg u bolusu) nije uzrokovao promjene koje bi ukazivale na povecanje
oksidativnog stresa (Slika 40). Akutno je neznatno snizena aktivnost SOD-a (Slika 40A) dok
kod koncentracije niskomolekularnih tiola, ORP-a i NRP-a nije bilo o¢itog odgovora na D-
galaktozu (Slika 40B,D,E). Zanimljivo, najdosljednija promjena u plazmi bilo je smanjenje
koncentracije proizvoda lipidne peroksidacije (TBARS-a) (Slika 40C). Na temelju mjerenja
koncentracije glukoze i galaktoze (Slika 40F,G)(koje su ukazale na neznatno sniZenje
koncentracije glukoze te povezano s neznatnim poveéanjem koncentracije D-galaktoze u prvoj
vremenskoj tocki, 30 min nakon davanja), u kontekstu ranijih podataka iz literature (akutna
oralna primjena 200 mg/kg otopine D-galaktoze povecava galaktozu u plazmi prosje¢no za
111% 15 min nakon tretmana)(537), zakljuceno je da je u prvoj mjernoj tocki u navedenom
eksperimentu (nakon 30 min) vec¢ina D-galaktoze ve¢ bila rasporedena u tkivo. Analizom
glavnih komponenti zakljuceno je da prva komponenta (koja objasnjava 31,2% varijance)
opisuje ucinak tretmana D-galaktozom (najveci doprinos imale su varijable MDA, ORP, te
glukoza), dok je pomoc¢u druge komponente (25,5% varijance) primarno razdvaja subakutni

ucinak tretmana (30 min) od odgodenog ucinka i bazalnih vrijednosti (Slika 40H-K)(561).
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Slika 40. Biljezi redoks homeostaze u plazmi $takora nakon akutnog oralnog tretmana D-
galaktozom. A) Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD)(sprijeGena potpuna autoksidacija 1,2,3-
trihidroksibenzena); B) Vrijednosti tiola niske molekularne mase; C) Koncentracija tvari reaktivnih s
tiobarbiturnom kiselinom (TBARS); D) Oksidacijsko-redukcijskoi potencijal; E) Ukupni reduktivni
kapacitet izmjeren pomocu redoks permanganometrije na nitrocelulozi (NRP); F) Glukoza; G) D-
galaktoza. Biplot dijagram izveden iz analize glavnih komponenti biljega redoks homeostaze u plazmi
s polozajem zivotinja (H) i varijabli (I); J) Usporedba skupina zivotinja na temelju poloZaja u prostoru
u odnosu na prvu i drugu glavu komponentu; K) Biplot dijagram izveden iz analize glavnih komponenti
biljega redoks homeostaze u kontekstu tretmana D-galaktozom. Osjencani prostor predstavlja elipse
95% pouzdanosti oko srediSta mase skupina. NRP—ukupni reduktivni kapacitet izmjeren redoks
permangenometrijom na nitrocelulozi; ORP - oksidacijsko-redukcijski potencijal; LMWT —
koncentracija niskomolekularnih tiola; SOD — ukupni kapacitet superoksid-dismutaza; MDA —
malondialdehid (indikator koncentracije spojeva reaktivnih s tiobarbiturnom kiselinom); Glucose —
koncentracija glukoze u plazmi.
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Tijekom analize redoks homeostaze hipokampusa uocen je drugaciji obrazac uéinka D-
galaktoze, vjerojatno jer je mozak, uz jetru, glavno mjesto nakupljanja i metaboliziranja
galaktoze (498). U hipokampusu, tretman D-galaktozom uzrokovao je pad aktivnosti SOD-a
(Slika 41A) te blagi porast ukupne peroksidacije (poglavito u vremenskoj tocki nakon 60
min)(Slika 41B), a naglaSeni porast peroksidacije posredovane citokromskim kompleksom
(Slika 41C). Koncentracija niskomolekularnih tiola nije bila izmijenjena (Slika 41D), a kod
analize sulfhidrilnih skupina proteina uocen je visok rasap u kontrolnoj skupini (bazalne
vrijednosti) §to je otezalo interpretaciju, medutim, opazen je porast vrijednosti od 30 do 120
min (Slika 41E). Koncentracija proizvoda peroksidacije lipida pokazala je trend rasta nakon
tretmana (Slika 41F). Biljezi ukupnog reduktivnog kapaciteta pokazali su suptilan trend pada
(ORP) i rasta (NRP) u vremenu nakon tretmana (Slika 41G,H). Zanimljivo, vrijednosti ORP-a
I NRP-a, koje su u fizioloskim uvjetima obrnuto proporcionalne, pokazale su jasnu negativnu
korelaciju samo u kontrolnoj skupini (Slika 41I) §to govori u prilog hipotezi da tretman D-
galaktozom dovodi do selektivnog uc¢inka na neki od medijatora redoks homeostaze na koji je

nekih niskomolekularnih tiola zbog slabog vezanja za nitroceluloznu membranu)(561).
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Slika 41. Biljezi redoks homeostaze u hipokampusu §takora nakon akutnog oralnog tretmana D-
galaktozom. A) Ukupni kapacitet superoksid dismutaza (SOD); B) Kapacitet disocijacije H.O2; C)
Aktivnost peroksidaza kompleksa citokroma (citokrom c); D) Koncentracija tiola niske molekularne
mase (LMWT); E) Slobodne sulfhidrilne skupine; F) Lipidna peroksidacija; G) Oksidacijsko-
redukcijski potencijal (ORP); H) Ukupni reduktivni potencijal izmjeren redoks permanganometrijom
na nitrocelulozi (NRP); I) Linearna regresija NRP i ORP u tretiranih i netretiranih zivotinja. CTR —
kontrolne zivotinje (bazalne vrijednosti); GAL — zivotinje oralno tretirane D-galaktozom.

Tkivo je dalje analizirano pomoc¢u HistoNRP metode kojom su opazene prostorno-vremenske
promjene reduktivnog kapaciteta uzrokovane akutnim oralnim tretmanom D-galaktozom
(Slika 42A-C). Analizom cijelog mozga uoc¢en je porast reduktivnog kapaciteta koji je bio
najizrazeniji 60 min nakon tretmana (Slika 42A,B). Analiza pojedinih anatomskih regija
pokazala je da je opisani uéinak ovisan o regiji, pa je tako porast reduktivnog kapaciteta bio
izrazen u ventralnom hipokampusu dok isti nije zabiljezen u dorzalnom hipokampusu (Slika

42C). Osim toga, reduktivni kapacitet je porastao u temporalnoj mozdanoj kori, SN-u, te
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periakveduktalnoj sivoj tvari, dok je u parijetalnoj mozdanoj kori tretman uzrokovao monotoni
pad kapaciteta (Slika 42C). Tkivo je potom detaljnije analizirano s ciljem razjasnjavanja
moguc¢ih mehanizama koji bi mogli posredovati opazene u¢inke. Analiza NADPH-a pokazala
je da tretman D-galaktozom uzrokuje porast NADPH-a, ali i izraZeni porast ukupnog NADP-a
(Slika 42D.E) sto govori u prilog moguc¢oj snaznoj disinhibiciji evolucijski ocuvanog
oksidativnog kraka puta pentoza-fosfata (PPP; engl. pentose phosphate pathway) i NADP
sustava koji sluze kao glavna stani¢na zastita od oksidativnog stresa i regulator nukleofilnog
tonusa (561). Zbog znatnog povecanja NADP-a omjer NADPH-a i NADP-a bio je snizen §to
govori u prilog povecanom obrtaju reduciraju¢ih ekvivalenata (Slika 42F). Zanimljivo,
analizom izrazaja c-fosa (biljega aktivacije neurona), te galaktokinaze-1 (kljuénog enzima
uskog grla metabolic¢kih putova D-galaktoze) ustanovljeno je da je tretman D-galaktozom, uz
opisane promjene, doveo do pada aktivnosti neurona (monotoni pad izrazaja c-fosa od 30 do
120 min Slika 42G) uz povecéanje metaboli¢kog kapaciteta za galaktozu (monotono povecanje
izrazaja galaktokinaze-1 od 30 do 120 min (Slika 42H)). Koncentracija tkivnog glutamata
prolazno je bila snizena nakon tretmana D-galaktozom te je nakon 120 min ponovno postigla
bazalne vrijednosti (Slika 42I). Analizom glavnih komponenti promjena biljega redoks
homeostaze te promjena NADP(H)-a, c-fosa, galaktokinaze-1 i glutamata objasnjeno je 42,1%
(prva glavna komponenta) i 25,2% (druga glavna komponenta) varijance, a navedenom je
analizom bilo moguce razdvojiti u€inak tretmana galaktozom te pojedine tocke u vremenu

nakon izlaganja tretmanu (Slika 42J-M)(561).
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Slika 42. Prostorno-vremenska analiza redoks homeostaze u mozgu $takora i analiza reduciranog
i ukupnog nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata (NADPH i NADP), c-fos, galaktokinaze i
glutamata u hipokampusu nakon akutnog oralnog tretmana D-galaktozom. A) Prostorna
raspodjela reduktivnog kapaciteta izmjerena pomoc¢u HistoNRP metode; B) Prikaz povrSine ispod
prostora intenziteta iz analize prikazane pod (A); C) Analiza reduktivnog potencijala pojedinih regija
mozga; D) NADPH u hipokampusu; E) Ukupna koncentracija NADP u hipokampusu; F) Omijer
vrijednosti NADPH i NADP u hipokampusu; G) c-fos; H) galaktokinaza-1 (GALK-1); I) Glutamat; J)
Biplot dijagram dobiven analizom glavnih komponenti sa skupinama (J) i tretmanom (K) prikazanim u
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prostoru u odnosu na prve dvije glavne komponente; L) Biplot dijagram izveden iz analize glavnih
komponenti koji prikazuje doprinos pojedinih varijabli u vidu vektora (projekcija vektora na os
prikazuje doprinos varijable); M) Odnosi skupina u kontekstu polozaja u odnosu na prvu i drugu glavnu
komponentu prikazani kutijastim dijagramima. C-FOS — izrazaj proteina c-fos u hipokampusu;
NADPH/T — omjer reduciranog i ukupnog NADP; TBARS — koncentracija spojeva reaktivnih s
tiobarbiturnom kiselinom; SOD — ukupna aktivnost superoksid-dismutaza; NRP — ukupni reduktivni
kapacitet izmjeren pomoéu redoks permanganometrije na nitrocelulozi; ORP — oksidacijsko-redukcijski
potencijal; LMWT — koncentracija niskomolekularnih tiola; SH — koncentracija slobodnih sulfhidrilnih
skupina proteina; NADPH — reducirani NADP; NADPT — ukupni NADP; Glu — glutamat; GALK —
galaktokinaza-1.

5.3.2. U¢inci tretmana D-galaktozom na redoks homeostazu u probavnom sustavu
Stakorskog modela sporadi¢ne Alzheimerove bolesti

Uc¢inak D-galaktoze na redoks homeostazu crijeva mogao bi biti vazan mehanizam
neuroprotektivnih u¢inaka kroni¢nog tretmana oralnom D-galaktozom s obzirom na opisane
promjene u probavnom sustavu STZ-icv zivotinja (534,535) te na opazene blagotvorne u¢inke
D-galaktoze na lokalni redoks sustav u crijevu. Kako bi se bolje razjasnio mehanizam
djelovanja D-galaktoze na sastavnice redoks homeostaze proveden je ex vivo pokus u kojem
su ucinci D-galaktoze ispitani tijekom oksidativnog iskusenja inkubacijom uz AAPH i H20:
(Slika 4). Ko-inkubacija duodenalnih prstenova u 100 mM D-galaktozi uz 200 uM AAPH
uzrokovala je smanjenje reduktivnog kapaciteta mjerenog pomocu ABTS radikal-kation
pokusa u kontrolnoj skupini, dok u STZ-icv zivotinja prisutnost D-galaktoze nije utjecala na
reduktivni kapacitet (Slika 43A). Obrnuto, kod oksidativnog iskusenja pomocu H202, u
kontrolnoj je skupini uz D-galaktozu uocen blazi pad reduktivnog kapaciteta nego kod STZ-
icv (Slika 43A). U kontekstu bazalnih vrijednosti reduktivnog kapaciteta, ko-inkubacija s D-
galaktozom uz AAPH dovela je do relativne normalizacije promjena samo u kontrolnoj skupini
zivotinja (Slika 43A). Zanimljivo, prilikom NRP analize, dodatak 100 mM D-galaktoze doveo
je do povecanja reduktivnog kapaciteta samo u kontrolnoj skupini uz AAPH, dok je uz H20>
ucinak u kontrolnoj skupini izostao, a u STZ-icv je uocen blagi pad kapaciteta (Slika 43A). U
kontrolnoj skupini svi su tretmani doveli do povecanja NRP-a (posebno uz dodatak D-
galaktoze) Sto bi moglo upucivati na potenciranje kompenzatornih mehanizama, dok u STZ-
icv skupini nije bilo izrazenih promjena (osim povecanja tijekom tretmana H>O» bez dodatka

D-galaktoze).
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Slika 43 Ukupni reduktivni kapacitet izmjeren u duodenumu u stakorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ). Grafovi prikazuju procjene izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s
modeliranom meduovisnosti ponovljenih tretmana s prstenovima iz svake zivotinje. A) Ukupni
reduktivni kapacitet izmjeren pomocu metastabilnog ABTS radikal-kation pokusa izrazen u jedinicama
ditiotreitola (DTT). Procjene izvedene iz modela (gore) te kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti
(dolje); B) Ukupni reduktivni kapacitet izmjeren pomocu redoks permanganometrije na nitrocelulozi
(NRP). Procjene izvedene iz modela (gore) te kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti (dolje). AAPH —
2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid.

Analiza aktivnosti frakcija SOD-a pokazala je da u STZ-icv Zivotinja dodatak 100 mM D-
galaktoze umanjuje pad aktivnosti Cu/Zn-SOD-a uocen kod inkubacije s AAPH-om dok kod
kontrolnih Zivotinja nisu uo¢ene naglaSene razlike (Slika 44A). Obrnuto, tijekom inkubacije s
H20,, dodatak 100 mM D-galaktoze umanjio je porast aktivnosti u kontrolnoj skupini dok kod
STZ-icv nisu uocene naglasene razlike (Slika 44A). Dodatak D-galaktoze prevenirao je blagi
porast aktivnosti mitohondrijske frakcije SOD-a koji uzrokuje AAPH u STZ-icv dok je u
kontrolnih skupini porast aktivnosti potenciran (Slika 44B). Kod inkubacije s H20; prisutnost
D-galaktoze nije promijenila blagi pad u STZ-icv skupini dok se u kontrolnoj skupini aktivnost
nije smanjila (kao §to je uoceno uz inkubaciju s H202) veé je porasla (Slika 44B). Ukupna
aktivnost SOD-a nije bila znatno izmijenjena inkubacijom uz 100 mM D-galaktoze (Slika
44C).
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Slika 44. Aktivnost superoksid dismutaza (SOD) u duodenumu u $takorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ). Grafovi prikazuju procjene izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s
modeliranom meduovisnosti ponovljenih tretmana s prstenovima iz svake zivotinje. A) Aktivnost
citoplazmatske Cu/Zn-SOD. Procjene izvedene iz modela (gore) te kontrasti uz 95% intervale
pouzdanosti (dolje); B) Aktivnost mitohondrijske Mn/Fe-SOD. Procjene izvedene iz modela (gore) te
kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti (dolje); C) Ukupna aktivnost SOD. Procjene izvedene iz modela
(gore) te kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti (dolje). AAPH — 2,2'-azobis(2-amidinopropan)
dihidroklorid.

Aktivnost drugog glavnog enzimatskog antioksidansa, katalaze/peroksidaze, takoder nije bila
bitno izmijenjena tretmanom D-galaktozom u STZ-icv skupini dok je u kontrolnoj skupini D-
galaktoza u prisutnosti AAPH-a uzrokovala dodatno povecanje aktivnosti (Slika 45A).
Aktivnost peroksidaza kod tretmana AAPH-om uz D-galaktozu bila je uvecana u obje skupine
zivotinja (Slika 45B). Kod tretmana H2O> aktivnost peroksidaza ostala je neizmijenjenau STZ-
icv zivotinja, a porasla je u kontroli na nacin da su obje skupine Zivotinja imale podjednaku
aktivnost nakon ko-inkubacije s 1,5 mM H20. i 100 mM D-galaktozom (Slika 45B). Ukupni
kapacitet disocijacije H202 bio je povecan u kontrolnoj skupini kod inkubacije s AAPH-om i
D-galaktozom (u usporedbi s inkubacijom samo s AAPH-om), a promjena je izostala u STZ-
icv prstenovima (Slika 45C). Ko-inkubacija s D-galaktozom i H20. dovela je do blagog
povecanja u kontrolnoj skupini, a u STZ-icv Zivotinja aktivnost je ostala nepromijenjena (Slika
45C).
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Slika 45. Aktivnost katalaza i peroksidaza u duodenumu u Stakerskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ). Grafovi prikazuju procjene izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s
modeliranom meduovisnosti ponovljenih tretmana s prstenovima iz svake Zivotinje. A) Aktivnost
katalaza. Procjene izvedene iz modela (gore) te kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti (dolje); B)
Aktivnost peroksidaza. Procjene izvedene iz modela (gore) te kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti
(dolje); C) Ukupni kapacitet disocijacije H.O2 (zdruzena aktivnost katalaza i peroksidaza). Procjene
izvedene iz modela (gore) te kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti (dolje). AAPH — 2,2'-azobis(2-
amidinopropan) dihidroklorid.

Analiza lipidne peroksidacije mjerenjem koncentracije TBARS-a nije ukazala na naglasene
promjene izmedu kontrolnih i STZ-icv prstenova (Slika 46). Ko-inkubacija s APPH-om i D-
galaktozom nije se znatno razlikovala od inkubacije samo u prisutnosti AAPH-a (Slika 46), a
ko-inkubacija s H2O> i D-galaktozom uzorkovala je podjednako poveéanje TBARS-a u obje
skupine (Slika 46).
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Slika 46. Lipidna peroksidacija u duodenumu u stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti (STZ). Grafovi prikazuju procjene izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s modeliranom
meduovisnosti ponovljenih tretmana s prstenovima iz svake zivotinje. Lipidna peroksidacija
procijenjena temeljem kvantifikacije koncentracije spojeva reaktivnih s tiobarbiturnom kiselinom.
Procjene izvedene iz modela (lijevo) te kontrasti uz 95% intervale pouzdanosti (desno). AAPH — 2,2'-
azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid.

Naposljetku, ispitan je ucinak D-galaktoze u kontekstu sprjeCavanja odumiranja stanica
izlozenih oksidativnom izazovu. Kod oksidativnog iskuSenja izazvanog AAPH-om ko-
inkubacija s D-galaktozom smanijila je procijenjeni broj odumrlih stanica u kontrolnoj skupini,
medutim u STZ-icv prstenovima prisutnost D-galaktoze imala je obrnuti uc¢inak (Slika 47A).
Kod inkubacije s H2O2 D-galaktoza je smanjila izrazito poveéanje odumiranja u STZ-icv
skupini, dok je u kontroli uo¢en obrnuti uc¢inak (Slika 47A). Rezultati alternativne metode
procjene odumiranja ukazali su na izostanak u¢inka D-galaktoze kod oksidativnog oste¢enja
uzrokovanog AAPH-om (Slika 47B), dok je opazeni protektivni u¢inak D-galaktoze tijekom
inkubacije s H2O2 u STZ-icv skupini potvrden (Slika 47B).
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Slika 47. Procjena odumrlih stanica u duodenumu wu S$takorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ) pomocu inkubacije s 4’,6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI). Grafovi
prikazuju procjene izvedene iz linearnih mjeSovitih modela s modeliranom meduovisnosti ponovljenih
tretmana s prstenovima iz svake zivotinje. A) Prosje¢ni procijenjeni broj DAPI pozitivnih stanica po
vidnom polju; B) Prosjecna procijenjena DAPI pozitivna segmentirana povrSina po vidnom polju.
AAPH — 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid.

Ex vivo i in vivo akutni pokusi pruzili su dokaze koji ukazuju da bi D-galaktoza mogla
modulirati crijevnu redoks homeostazu i tako ostvariti protektivni ucinak u STZ-icv
Stakorskom modelu sAB-a te je potencijal D-galaktoze ispitan pomoc¢u dugotrajnog in vivo
pokusa u kojem su kontrolne i STZ-icv Zivotinje bile izloZzene D-galaktozi tijekom 8 tjedana (s
pocetkom 4 tjedna nakon davanja STZ-a) uz ponavljano ispitivanje objektnog pamdenja
pomocu testa prepoznavanja novog objekta (Slika 48A). Prije pocetka kroni¢nog oralnog
tretmana D-galaktozom (4 tjedna nakon STZ-icv), Zivotinje iz skupine tretirane STZ-icv imale
su znacajno naru$eno objektno paméenje u usporedbi sa zivotinjama iz kontrolne skupine

(Slika 48B). Tijekom tretmana, Zivotinje su razdvojene u zasebne kaveze kako bi se osiguralo
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da svaka zivotinja dobije punu dozu D-galaktoze te da se izbjegne utjecaj heterokoprofagije na
crijevnu mikrobiotu. Kontrolne zivotinje pokazale su oslabljeno objektno pamcenje nakon 4
tjedna drustvene izolacije, a tretman D-galaktozom uzrokovao je nesto manji pad objektnog
pamcenja u kontrolnoj skupiti te oporavak u zivotinja tretiranih STZ-icv (Slika 48B). Opazeni
trend nastavio se do kraja pokusa kad su Zivotinje obje skupine (CTR i STZ-icv) imale bolje
objektno pamcenje ukoliko su kroz period drustvene izolacije dobivale D-galaktozu (Slika
48B). Kako je ocekivano da ¢e izolacija izazvati poremecaj pamcenja u vise je vremenskih
to¢aka proveden i test naklonjenosti drustvenom kontaktu u kojem je pokazano da izolacija
uzrokuje usamljenost i povecava naklonjenost druStvenom kontaktu (Slika 48C). Zanimljivo,
provedenim je testom opazena i povecCana druStvenost u STZ-icv skupini u usporedbi s
kontrolnim Zivotinjama §to bi moglo ukazivati na bihevioralni fenotip koji nalikuje poremecaju

s nedostatkom paznje i hiperaktivnosti (530).
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Slika 48. U¢inci intracerebroventrikularnog streptozotocina (STZ) i kroni¢nog oralnog tretmana
D-galaktozom na objektno pamcéenje i drustvenu interakciju. A) Eksperimentalni dizajn; B)
Procjene 1 95% intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog mjeSovitog modela koji odrazava
naklonjenost novom objektu (omjer vremena provedenog u istrazivanju novog objekta i ukupnog
vremena provedenog u istrazivanju oba objekta)(gore) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta
koji prikazuju veli¢inu uéinka za svako mjerenje (dolje); C) Procjene i 95% intervali pouzdanosti
izvedeni iz linearnog mjeSovitog modela koji odrazava naklonjenosti druStvenoj interakciji (omjer
vremena provedenog u interakciji i ukupnog vremena provedenog u obje zone za drustvenu
interakciju)(gore) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju veli¢inu u¢inka za
svako mjerenje (dolje).
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Po zavrSetku in vivo pokusa provedeni su biokemijski testovi s ciljem analize biljega redoks
homeostaze kako bi se istrazila povezanost neuroprotektivnih u¢inaka D-galaktoze s lokalnim
ucincima na crijevnu redoks homeostazu (u duodenumu, ileumu, i kolonu). U probavnom
sustavu Stakorskog modela sAB-a, 8 tjedana nakon STZ-icv tretmana, uoCene su skromne
promjene redoks homeostaze, a kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom (200 mg/kg) nije uspio
normalizirati navedene promjene $to govori u korist odbacivanja hipoteze da bi galaktoza
mogla ostvarivati svoj blagotvorni u€inak na pamcenje moduliranjem redoks homeostaze u
probavnom sustavu (Slika 49). U duodenumu su uocene najizrazenije promjene (Slika 49). lako
SH i LMWT nisu bili promijenjeni u STZ-icv u usporedbi s kontrolnom skupinom, oba biljega
ukupnog reduktivnog kapaciteta ukazivala su na pad reduktivnog kapaciteta (NRP: -27%;
0ABTS: -9%)(Slika 49E,F). U skladu s tim, disocijacija H2O> bila je smanjena za 10% (Slika
49A), a koncentracija TBARS-a povecana za +31% (Slika 49D). Promjene u ileumu nisu
pratile promjene u duodenumu: u STZ-icv Zivotinja bili su povecani stupanj disocijacije H20>
(+13%; Slika 49A), NRP (+11%; Slika 49E), te SABTS (+7%; Slika 49F). U kolonu $takorskog
modela SAB-a uocene su minimalne promjene. Kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom nije
normalizirao uo¢ene promjene osim NRP-a u tankom crijevu (duodenum: STZ vs CTR: -27%;
STZ+GAL vs CTR: -4%; ileum: STZ vs CTR: +11%; STZ+GAL vs CTR: +3%; Slika 49E).
Interakcija STZ-icv i tretmana oralnom D-galaktozom bila je ovisna o biljegu redoks
homeostaze te o anatomskom segmentu probavne cijevi. Kod disocijacije H202 nije bilo
naglaSene interakcije (Slika 49A). Kvalitativna interakcija LWMT-a bila je manje izraZzena u
kolonu nego u tankom crijevu (Slika 49B). Kod SH-a, interakcija u kolonu je bila kvantitativna,
dok je u tankom crijevu izostala (Slika 49C). Lipidna peroksidacija (TBARS) bila je povezana
s kvantitativnom (duodenum), kvalitativnom (ileum), ili izostankom interakcije (kolon)(Slika
49D). Ukupni reduktivni kapacitet, izmjeren NRP-om, pokazao je najizraZeniju interakciju
STZ-icv i D-galaktoze koja je u svim segmentima bila kvalitativna (a najizrazenija je bila u
tkivu kolona)(Slika 49E). Zanimljivo, biljezi redoks homeostaze koji su pokazali najizrazeniju
interakciju izmedu STZ-icv i tretmana D-galaktozom (SH, NRP i 6ABTS u kolonu) bili su
izmijenjeni na nacin koji je bio sugestivan za potencijalno Stetne, a ne zastitne lokalne uc¢inke
D-galaktoze u crijevu $to govori protiv hipoteze da bi D-galaktoza mogla ostvarivati

blagotvorne u¢inke djelovanjem u probavnoj cijevi (Slika 49C,E,F).
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Slika 49. Biljezi redoks homeostaze u tkivu probavnog sustava u §takorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti (STZ) tretiranog oralnom D-galaktozom. Prikazane su procjene i 95%
intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog mjeSovitog modela s koncentracijom proteina, skupinom,
anatomskim segmentom, te interakcijom segmenta i skupine kao kovarijatama (gore) te procjene i 95%
intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju veli¢inu uéinka za svako mjerenje (dolje). Modeli
prikazuju stopu disocijacije H202 (A), tiole niske molekularne mase (B), slobodne sulfhidrilne skupine
proteina (C), spojeve reaktivne s tiobarbiturnom kiselinom (D), ukupni reduktivni kapacitet izmjeren
redoks permanganometrijom na nitrocelulozi (E) i metastabilnim 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonske kiseline) (ABTS) radikal-kationom (F).
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Multivarijatna eksploracija pomocu analize glavnih komponenti nije pruzila ¢vrste dokaze o
izrazenim i dosljednim uc¢incima STZ-icv (Slika 50A,C), niti kroni¢nog oralnog tretmana D-
galaktozom (Slika 50B,D), na biljege redoks homeostaze u probavnom sustavu. Analiza
povezanosti izmedu pojedinih biljega i rezultata bihevioralnih testova (test prepoznavanja
novog objekta; NOR; engl. novel object recognition test) pruzila je nedosljedne dokaze o
povezanosti crijevne redoks homeostaze i kognitivnih sposobnosti (NOR) — npr. objektno
pamcéenje testirano u zadnjoj vremenskoj tocki bilo je u pozitivnoj korelaciji s antioksidativnim

kapacitetom u duodenumu (NRP-om), ali i s koncentracijom TBARS-a (Slika 50D).
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Slika 50. Multivarijatna analiza biljega redoks homeostaze u tkivu probavnog sustava u
Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) nakon kroni¢nog tretmana oralnom
D-galaktozom. A) Polozaj pojedinih Zivotinja u biplotu prve dvije komponente izdvojene pomocu
analize glavnih komponenti za duodenum (lijevo), ileum (sredina), i kolon (desno). Bojom je naznacena
pripadnost skupini (tretman streptozotocinom); B) Polozaj pojedinih Zivotinja u biplotu prve dvije
komponente izdvojene pomocu analize glavnih komponenti za duodenum (lijevo), ileum (sredina), i
kolon (desno). Bojom je naznaéena pripadnost skupini (tretman D-galaktozom); C) Vektorski prikaz
doprinosa pojedinih varijabli u analizi glavnih komponenti prikazan u biplotu prve dvije komponente
(doprinos varijable proporcionalan je projekciji na pojedinu komponentu). Prikazan je biplot za
duodenum (lijevo), ileum (sredina), i kolon (desno); D) Korelacijska analiza pojedinih biljega redoks
homeostaze te izvedbe na testovima objektnog pamcenja i drustvene interakcije. NOR — objektno
pamcéenje izmjereno testom prepoznavanja novog objekta; SOC — test drustvene naklonjenosti; ABTS
— analiza reduktivnog kapaciteta izmjerena promjenom apsorbancije metastabilnog 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS) radikal-kationa; CAT — kapacitet disocijacije H2O;;
LMWT — koncentracija tiola niske molekularne mase; NRP — reduktivni kapacitet izmjeren pomocéu
redoks permanganometrije na nitrocelulozi; SH — koncentracija slobodnih sulfhidrilnih skupina
proteina; TBARS — lipidna peroksidacija izmjerena posredno kvantifikacijom spojeva reaktivnih s
tiobarbiturnom kiselinom.

Ispitivanje kratkolanCanih masnih kiselina i masnih kiselina razgranatog lanca u cekumu
pruzilo je dokaze o moguéem djelovanju D-galaktoze putem modulacije komunikacije izmedu
crijevne mikrobiote i zivotinje domacina ¢ime bi neuroprotektivni u¢inci mogli biti ostvareni
putem osovine crijevo-mozak. Kroni¢ni tretman oralnom D-galaktozom smanjio je
koncentraciju cekalnih kratkolan¢anih masnih kiselina acetata, propionata, butirata, i valerata
u kontrolnim Zivotinjama te u Stakorskom modelu sAB-a (Slika 51A-D). Obrnuto,
koncentracija masnih kiselina razgranatog lanca, izobutirata 1 izovalerata, bila je povecana u
uzorcima iz cekuma zivotinja tretiranih D-galaktozom iz obje skupine (Slika 51E,F). Nisu

uocene naglasene interakcije izmedu tretmana STZ-icv i oralnog tretmana D-galaktozom.
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Slika 51. Koncentracija kratkolan¢anih masnih Kiselina i masnih Kiselina razgranatog lanca u
intraluminalnom sadrZaju cekuma u §takorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ)
nakon kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom. A) Koncentracija acetata; B) Koncentracija
propionata; C) Koncentracija butirata; D) Koncentracija valerata; E) Koncentracija izobutirata; F)
Koncentracija izovalerata; G) Ukupna koncentracija masnih kiselina razgranatog lanca; H) Ukupna
koncentracija kratkolan¢anih masnih kiselina. Podaci su prikazani stupicastim grafikonima sa srednjim
vrijednostima uz nazna¢enu standardnu devijaciju.

Poticanje luc¢enja neuroprotektivnih inkretina smatra se jednim od moguéih mehanizama
djelovanja oralne D-galaktoze (497,537,612) radi Cega je u plazmi izmjerena koncentracija
GLP-a 1 i GIP-a. Koncentracija GLP-a 1 bila je snizena u plazmi STZ-icv zivotinja (-40% u
usporedbi s kontrolnom skupinom), a tretman oralnom D-galaktozom doveo je do
normalizacije vrijednosti (Slika 52A). Koncentracija GIP-a nije bila snizena u STZ-icv
Zivotinja, a tretman D-galaktozom doveo je do znatnog povecanja (~70%) u obje skupine
Zivotinja (Slika 52B).
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Slika 52. Analiza koncentracije peptida-1 sli¢énog glukagonu (GLP-1) i inzulinotropnog
polipeptida ovisnog o glukozi (GIP) u plazmi u §takorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti (STZ) nakon kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom. Procjene i 95% intervali
pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju GLP-1 (A) i GIP (B) u plazmi

(lijevo) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju veli¢inu u¢inka (desno).
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5.3.2.1. Ué¢inci oralnog tretmana D-galaktozom na crijevnu mikrobiotu u
Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti

Blagotvorni uéinci kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom mogli bi biti posredovani
ucinkom galaktoze na crijevnu mikrobiotu (620). Analiza crijevne mikrobiote, u uzorcima iz
cekuma, pokazala je trend D-galaktoze da poveca o raznolikost §to je potvrdeno s nekoliko
razli¢itih indeksa razli¢itosti mikrobiote (Slika 53A-E). S obzirom na male uc¢inke i naglasenu
varijabilnost unutar skupina, multivarijatna analiza pomoc¢u analize glavnih koordinata s
Brady-Curtis indeksom i permutacijske multivarijatne analize varijance nije ukazala na

znacajnu razli¢itost izmedu skupina (Slika 53).

200



A Shannon B Simpson
'S 5.5q ‘= 0.99+
wv w
o] o - I
= 5.0 = 098 T T
] =]
S 4.5 ? 5 o097
(1] ©
S .
o 4.0 3 0.96- L
o o J_
K 3.5 K 0.954
= 3.0 = 0.94

Chao1 Observed
C D

p=0.027 p=0.018

5 5007 A 5 500 A
3 3
< 400- =2 400
© ©
i B S i B S
5 200 5 200
© ©
o 100 o 100+
= =

0

-]

[PERMANOVA] F-vrijednost: 0.91285; R?: 0.076628; p-vrijednost=0.715

= CTR
E = CTR+GAL
= STZ
= STZHGAL
<
w
~ o
= .
° o
=
c
QU
E 4 ®
5 , -
o CTR
‘ CTR+GAL
® s1z
STZ+GAL

Dimenzija 1 (9,7%)

Slika 53. Analiza raznolikosti crijevnog mikrobioma u intraluminalnom sadrZaju cekuma u
Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) nakon kroni¢nog oralnog tretmana
D-galaktozom. A) Shannon indeks a raznolikosti; B) Simpson indeks a raznolikosti; C) Chaol indeks
o raznolikosti; D) Observed indeks a raznolikosti; E) Rezultati permutacijske multivarijatne analize
varijance (PERMANOVA) prikazani s obzirom na polozaj jedinki u biplotu prve dvije glavne
komponente.
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Analiza crijevne mikrobiote pomoc¢u 16S rRNA na razini koljena pokazala je trend smanjenja
zastupljenosti koljena Firmicutes (Slika 54A) u korist povecanja zastupljenosti koljena
Bacteroidetes (Slika 54C). U STZ-icv zivotinja uocen je porast zastupljenosti bakterija iz
koljena Verrucomicrobiota, ali samo kod pojedinih Zivotinja (Slika 54B). Za ostala koljena

relativni je doprinos ostao priblizno istovjetan (Slika 54D).
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Slika 54. Analiza crijevnog mikrobioma na razini koljena u intraluminalnom sadrZaju cekuma u
Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) nakon kroni¢nog oralnog tretmana
D-galaktozom. A) Mjera mnostva koljena Firmicutes; B) Mjera mnostva koljena Verrucomicrobiota;
C) Mjera mnostva koljena Bacteroidetes; D) Relativni doprinos pojedinih koljena crijevne mikrobiote
po skupinama.
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Analizom crijevne mikrobiote pomoc¢u 16S rRNA na razini porodice uoceno je povecanje
Rikenellaceae kod zivotinja tretiranih D-galaktozom koje je bilo dodatno izraZzeno u STZ-icv
skupini (Slika 55A). U porodici Prevotellaceae, uoc¢en je sli¢an porast kao odgovor na kroni¢ni
oralni tretman D-galaktozom (Slika 55B). Suprotan obrazac opaZzen je kod porodice
Lactobacillaceae ¢ija je prisutnost sniZzena u skupinama tretiranim D-galaktozom (Slika 55C).
Porodica Oscillospriceae obogacena je tretmanom D-galaktozom, a u Stakorskom modelu SAB
uoceno je i malo bazalno povecanje prisutnosti bakterija iz ove porodice (Slika 55D). Kroni¢ni
oralni tretman D-galaktozom smanjio je prisutnost porodice Eubacterium coprostanoligenes
(Slika 55E). Relativni doprinos svih ostalih ispitanih porodica prikazan je stupicastim grafom

relativne zastupljenosti (Slika 55F).
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Slika 55. Analiza crijevnog mikrobioma na razini porodice u intraluminalnom sadrZaju cekuma
u Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) nakon kroni¢nog oralnog tretmana
D-galaktozom. A) Mjera mnostva porodice Rikenellaceae; B) Mjera mnostva porodice Prevotellaceace;
C) Mjera mnostva porodice Lactobacillaceae; D) Mjera mnostva porodice Oscillospriceae; E) Mjera
mnostva porodice Eubacterium coprostanoligenes; F) Relativni doprinos pojedinih porodica crijevne
mikrobiote po skupinama.

Naposljetku, u¢inak STZ-icv-a te kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom ispitan je pomocu
16S rRNA analize crijevne mikrobiote na razini rodova (Slika 56). Tretman D-galaktozom
povecao je prisutnost roda Alistipes i to posebno u STZ-icv skupini (Slika 56A), a sli¢an je
obrazac uocen i tijekom analize zastupljenosti roda Tuzarella, s tim da povecéanje prisutnosti u
STZ-icv nakon tretmana D-galaktozom nije bilo toliko izrazeno (Slika 56B). Tretman D-
galaktozom takoder je povecao prisutnost roda Colidextribacter, no tu je razlika bila izrazenija
u kontrolnoj skupini zbog relativnog rasapa te blago poveéane bazalne zastupljenosti u STZ-
icv Stakorskom modelu sAB-a (Slika 56C). Obrnuto, tretman D-galaktozom smanjio je
prisutnost roda ,,Family XII1 UCG-001“ i to posebno izrazeno u kontrolnih zivotinja (Slika
56D). Relativni doprinos svih ostalih ispitanih rodova prikazan je stupicastim grafom relativne

zastupljenosti (Slika 56E).
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Slika 56. Analiza crijevnog mikrobioma na razini roda u intraluminalnom sadrZaju cekuma u
Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (STZ) nakon kroni¢nog oralnog tretmana
D-galaktozom. A) Mjera mnostva roda Alistipes; B) Mjera mnostva roda Tuzzerella; C) Mjera mnostva
roda Colidextribacter; D) Mjera mnostva roda Family XIII UCG _001; E) Relativni doprinos pojedinih
rodova crijevne mikrobiote po skupinama.
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5.3.3. Ucinci oralnog tretmana D-galaktozom na probavni sustav Stakorskog modela
Parkinsonove bolesti

lako su prethodna istrazivanja pokazala neuroprotektivni potencijal oralnog tretmana D-
galaktozom u $takorskom modelu sAB-a (330,497,537,612), ucinci D-galaktoze do sad nisu
ispitani u zivotinjskim modelima PB-a. Obzirom da postoji moguénost da D-galaktoza
ostvaruje neuroprotektivne ucinke neovisno o modelu neurodegenerativne bolesti, osim
ucinaka kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom na inkretinski sustav i redoks homeostazu

(cilj 3) provedena su dodatna ispitivanja u¢inaka na motoric¢ke deficite.

5.3.3.1. Kroni¢na oralna primjena D-galaktoze ne dovodi do poboljSanja
motoric¢kih funkcija u 6-hidroksidopaminskom modelu Parkinsonove bolesti

S obzirom da je u STZ-icv Stakorskom modelu SAB-a tijekom kroni¢nog oralnog tretmana D-
galaktozom doslo je do poboljSanja kognitivnih funkcija, u¢inak kroni¢nog oralnog tretmana
D-galaktozom ispitan je u 6-OHDA Stakorskom modelu PB-a unato¢ rezultatima koji su
pokazali da u trenutku razvijenih motorickih deficita vjerojatno ne postoji izrazena redoks
dishomeostaza u probavnom sustavu te da kroni¢na primjena D-galaktoze ne ostvaruje izraZzen
ucinak na redoks homeostazu probavnog sustava (Slika 57). Ispitivanjem motori¢ke funkcije,
pomocu testa rotirajuceg cilindra, ustanovljeno je da 9 tjedana nakon oralnog tretmana D-
galaktozom (200 mg/kg) u vodi za pic¢e nije doslo do znatnog oporavka motori¢ke funkcije
iako je prosjecno vrijeme provedeno na cilindru bilo nesto vise u tretiranoj skupini (Slika 58A).
Test objektnog pamcenja ukazao je da bi tretman D-galaktozom mogao biti povezan s
naruSavanjem kognitivne funkcije u kontrolnoj skupini, ali i s malim kognitivnim pobolj$anjem
u 6-OHDA stakorskom modelu PB-a (Slika 58B). Medutim, zbog neuobi¢ajeno niske procjene
u kontrolnih Zivotinja, te malih opazenih ucinaka, bez ponavljanja pokusa nije moguce

zakljuciti radi li se o slu¢ajnom nalazu ili o stvarnom u¢inku D-galaktoze (Slika 58B).
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Slika 57. Dizajn pokusa u kojem je ispitan u¢inak kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom u
Stakorskom modelu Parkinsonove bolesti izazvanom bilateralnom intrastrijatalnom primjenom

6-hidoksidopamina (6-OHDA).
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Slika 58. Utjecaj kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom na motori¢ku izvedbu i objektno
pamcenje u Stakorskom modelu Parkinsonove bolesti (OHDA). A) Procjene i 95% intervali
pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava vrijeme provedeno na rotiraju¢em cilindru
(gore) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju veli¢inu uéinka (dolje); B)
Procjene 1 95% intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava naklonjenost novom
objektu (omjer vremena provedenog u istrazivanju novog objekta i vremena provedenog u istrazivanju
oba objekta)(gore) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju veli¢inu ucinka

(dolje).

Po zavrSetku pokusa, zivotinje su, zbog velike varijabilnosti u razvoju simptoma, na temelju
izvedbe na rotiraju¢em cilindru na kraju eksperimenta raspodijeljene u skupine simulirajuci
ugnijezdenu studiju slu¢ajeva i kontrola. Iako s obzirom na arbitrarni limit raspodjele direktne
usporedbe izmedu skupine koja je razvila simptome i one koja nije mogu biti nepouzdane, na
ovaj je nacin pomocu podataka prikupljenih tijekom trajanja istraZivanja moguce pronaci

¢imbenike koji su bili zdruZeni s povecanim rizikom za razvoj motornih simptoma. Ponovljena
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analiza motorickih simptoma, na temelju rezultata na testu rotirajuceg cilindra, pokazala je
naglaSene razlike izmedu skupina koje su razvile simptome i onih koje nisu, pruzajuc¢i dodatne
dokaze o znatnoj varijabilnosti odgovora na 6-OHDA (Slika 60A). Ponovljena analiza testa
objektnog pamcenja pokazala je da zivotinje koje su razvile simptome, a koje nisu tretirane
galaktozom imaju ne$to niZzu procjenu objektnog pamcenja iako su zbog ranije navedenih
razloga podaci testa objektnog pamcenja pruzili procjene sa Sirokim intervalima pouzdanosti
(Slika 60B). Uoceni je mali moguéi blagotvorni u¢inak D-galaktoze tijekom analize motorickih
simptoma (Slika 58A). Dodatne analize ukazale su da bi opazeni u¢inak mogao biti posljedica
neocekivanog ¢imbenika pristranosti povezanog s metabolizmom (u skupini Zivotinja koje nisu
razvile motoricke simptome nakon intrastrijatalne primjene 6-OHDA-a bile su pojacano
zastupljene zivotinje koje su prilikom ulaska u pokus imale tjelesnu masu malo nizu od
oc¢ekivane s obzirom na leglo i dob)(Slika 60C). Stoga je provedena dodatna studija u kojoj su
Zivotinje prvo uparene po masi 1 motorickoj izvedbi na testu rotirajuceg cilindra, potom
tretirane intrastrijatalno sa 6-OHDA-om, te nakon 14 dana uparene po izvedbi na rotiraju¢em
cilindru i masi nakon ¢ega je motori¢ka izvedba ponavljano procjenjivana u periodu od 8
tjedana (Slika 59). U dodatnom je pokusu jasno pokazano da D-galaktoza ne ostvaruje
blagotvorne uc¢inke na motoricke simptome u Stakorskom modelu PB nego dugotrajna oralna
primjena D-galaktoze blago povecava rizik za razvoj izrazenije motori¢ke disfunkcije (Slika

60D).
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Slika 59. Dizajn pokusa za procjenu ucinaka kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom u 6-
hidroksidopaminom (6-OHDA) izazvanom modelu Parkinsonove bolesti uz balansiranje
kovarijata tjelesne mase i motoricke funkcije.
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Slika 60. Motori¢ka izvedba i objektno paméenje u Stakorskom modelu Parkinsonove bolesti
nakon Kkroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom. Motoricka izvedba procijenjena je na kraju in
vivo pokusa testom rotirajuceg cilindra tako da je eksperiment dizajniran kao ugnijezdena studija
slucajeva 1 kontrola s ciljem razjasnjavanja rizi¢nih ¢imbenika za razvoj motorickih deficita nakon
intrastrijatalnog tretmana 6-hidroksidopaminom (6-OHDA). Prikazane su procjene i 95% intervali
pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava vrijeme provedeno na rotiraju¢em cilindru (A),
naklonjenost novom objektu (B) i tjelesnu masu (C)(gore) te procjene i 95% intervali pouzdanosti
kontrasta koji prikazuju veli¢inu ucinka (dolje); D) Zasebna kohorta Stakora u kojoj je utjecaj tretmana
oralnom otopinom D-galaktoze (200 mg/kg) ispitan na nacin da su zivotinje balansirane s obzirom na
tjelesnu masu i izvedbu na testu rotirajuceg cilindra prije tretmana 6-OHDA. Prikazane su procjene
dobivene linearnim mjesovitim modelom na nacin da je izvedba definirana kao zavisna varijabla dok
su nezavisne varijable bile tretman, vremenska tocka, masa zivotinje, te interakcija tretmana, vremenske
tocke, i mase, uz identifikacijski broj zivotinje uveden u model kao varijabla nasumic¢nosti kako bi se
uzelo u obzir ponavljano testiranje i medusobna zavisnost mjerenja. Na grafikonu je pokazana skalirana
procjena kontrasta kontrolnog tretmana (voda) i tretmana oralnom otopinom D-galaktoze.

5.3.3.2. NiZe vrijednosti inkretina povezane su s loSijom motorickom funkcijom u
6-hidroksidopaminskom stakorskom modelu Parkinsonove bolesti

Bez obzira na izostanak protektivnih uc¢inaka D-galaktoze, inkretini bi mogli biti povezani s
razvojem motorickih simptoma u Stakorskom modelu PB-a, pogotovo uzevsi u obzir opazeni
protektivni u¢inak nize od ocekivane tjelesne mase s obzirom na leglo i dob (Slika 60C). U
skladu s postavljenom hipotezom, zivotinje koje nisu razvile motoricke simptome imale su
povisenu koncentraciju GLP-a 1 u plazmi, dok je u onih koje su razvile najizrazenije simptome,
koncentracija GLP-a 1 bila snizena (Slika 61). Zanimljivo, kroni¢ni oralni tretman D-
galaktozom nije doveo do promjena koncentracije GLP-a 1 u plazmi u kontrolnoj skupni.
Medutim, u 6-OHDA stakorskom modelu PB-a, u zivotinja koje nisu razvile simptome D-
galaktoza je smanjila koncentraciju dok je u Zivotinja koje su razvile simptome tretman
povecao koncentraciju GLP-a 1 u plazmi (Slika 61). Koncentracija GLP-a 1 u likvoru u
kontrolnoj skupini i u 6-OHDA koji su razvili simptome nakon tretmana D-galaktozom bila je
snizena, dok je u 6-OHDA Koji nisu razvili simptome tretman D-galaktozom ostvario obrnuti
ucinak (Slika 61).
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Slika 61. Koncentracija peptida-1 sli¢nog glukagonu (GLP-1) u plazmi i likvoru $takorskom
modelu Parkinsonove bolesti nakon kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom. Procjene i 95%
intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju GLP-1 u plazmi (gore)
i cerebrospinalnom likvoru (dolje) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju
veli¢inu ucinka.

Koncentracija drugog vaznog inkretina, GIP-a, takoder je bila povec¢ana u plazmi u skupini
zivotinja koje su imale smanjeni rizik od razvoja motorickih simptoma nakon intrastrijatalnog
6-OHDA-a (Slika 62). U kontrolnoj skupini, kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom uzrokovao
je povecanje GIP-a u plazmi, u 6-OHDA Zivotinja koje na kraju pokusa nisu pokazivale
motoricke simptome koncentracija GIP-a nakon tretmana D-galaktozom bila je snizena, a kod
zivotinja koje su razvile motori¢ke simptome nije uocena razlika u koncentraciji bez obzira na
tretman D-galaktozom (Slika 62). Za razliku od GLP-a 1, koncentracija GIP-a u likvoru

pokazala je slican obrazac kao i u plazmi — tretman D-galaktozom povecao je GIP u kontrolnoj

214



skupini, ali je rezultirao
(Slika 62).
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Slika 62. Koncentracija inzulinotropnog polipeptida ovisnog o glukozi (GIP) u plazmi i likvoru u
stakorskom modelu Parkinsonove bolesti nakon kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom.
Procjene 1 95% intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava koncentraciju GIP u
plazmi (gore) i cerebrospinalnom likvoru (dolje) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji

prikazuju veli¢inu ucinka.
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5.3.3.3. Kroniéni oralni tretman D-galaktozom djeluje blagotvorno na homeostazu
i funkciju probavnog sustava u §takorskom modelu Parkinsonove bolesti

lako tretman D-galaktozom nije bio povezan sa smanjenim rizikom od nastanka motoric¢kih
simptoma nakon intrastrijatalne dostave 6-OHDA-a u $takorskom modelu PB-a, postavili smo
hipotezu da bi D-galaktoza ipak mogla ostvariti blagotvorne u¢inke u probavnom sustavu. U
prijasnjem je pokusu, temeljem analize biljega redoks homeostaze i oksidativnog stresa u
duodenumu, ileumu, i kolonu, zaklju¢eno da ne postoje dokazi o redoks dishomeostazi u
probavnom sustavu u Stakorskom modelu PB-a izazvanom pomocu 6-OHDA-a, ¢ak i u
trenutku kad postoje izrazeni motoric¢ki simptomi. Medutim, u prethodnom istrazivanju nije
provedena zasebna analiza pojedinih strukturalnih i funkcionalnih jedinica probavne stijenke.
Naime, moguce je da se nakon razvoja sredi$njih simptoma redoks dishomeostaza pretezito
razvija u misi¢nom sloju probavne cijevi, S obzirom da se temeljem etiopatogeneze modela 6-
OHDA ocekuje da patologija napreduje od srediSnjeg Ziv€anog sustava prema periferiji, a ne
iz lumena probavne cijevi. U skladu s postavljenom hipotezom, analiza nitrotirozina, kao
proizvoda nitracije tirozina posredovane reaktivnim dusSikovim spojevima, ukazala je na
postojanje izolirane redoks dishomeostaze misSi¢nog sloja probavne cijevi i to gotovo isklju¢ivo
u zivotinja koje su razvile motori¢ke simptome nakon intrastrijatalne primjene 6-OHDA-a
(Slika 63). Zanimljivo, iako kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom nije bio povezan s
promjenom signala nitrotirozina u kontrolnoj skupini, u 6-OHDA-om tretiranih zivotinja
tretman D-galaktozom bio je povezan sa sniZenjem signala bez obzira jesu li Zivotinje imale

razvijene motoricke simptome (Slika 63).
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Slika 63. Analiza imunofluorescentnog signala nitrotirozina u duodenumu u $takorskom modelu
Parkinsonove bolesti nakon Kkroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom. Reprezentativne
epifluorescencijske snimke obiljeZzenog nitrotirozina u miSicnom sloju probavne stijenke (gore) te
procjene i 95% intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog modela koji odrazava integriranu gusto¢u
signala nitrotirozina u misicnom sloju probavne stijenke (dolje lijevo) uz procjene i 95% intervale
pouzdanosti kontrasta koji prikazuju veli¢inu uéinka (dolje desno).
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Oksidativno oste¢enje misi¢nog sloja probavne cijevi moglo bi biti povezano s motorickom i
nemotori¢kom disfunkcijom probavnog sustava S$to je ispitano posredno, pomocu analize
defekacije 1 fecesa prikupljenog 14 dana nakon 6-OHDA tretmana. Prosje¢na masa fecesa
proizvedenog u 24 sata bila je povecana kod Zivotinja tretiranih sa 6-OHDA-om u usporedbi s
kontrolnim Zivotinjama koje su istim postupkom primile samo vehikul (Slika 64A). Osim toga,
6-OHDA zivotinje koje su kasnije razvile motoricke simptome prosje¢no su proizvodile vise
fecesa nego one koje kasnije nisu razvile simptome, a tretman D-galaktozom nije utjecao na
ukupnu masu fecesa u niti jednoj skupini (Slika 64A). Tretman D-galaktozom nije utjecao na
broj proizvedenih fecesa u kontrolnih zivotinja, ali smanjio je broj fecesa u 6-OHDA skupini
koja nije razvila simptome dok je broj bio povecan tretmanom u zivotinja koje su kasnije
razvile simptome (Slika 64B). Poveéani broj proizvedenih fecesa tijekom 24 sata bio je
povezan s manjim rizikom od razvoja motorickih simptoma (Slika 64B). Kad je ukupna masa
fecesa proizvedenog u 24 sata u modelu podesena za broj fecesa, skupina Zivotinja koje su
primile 6-OHDA, a kasnije nisu razvile simptome, imala je podjednaku procijenjenu prosje¢nu
vrijednost kao i kontrolna skupina (bez obzira na tretman D-galaktozom), dok je skupina koja
je kasnije razvila simptome imala vise vrijednosti (Slika 64C). Tretman D-galaktozom pokazao
je mali normalizirajuéi u¢inak (smanjenje povecane produkcije fecesa) u 6-OHDA zivotinja
koje su kasnije razvile motori¢ke simptome (Slika 64C). Zanimljivo, tretman 6-OHDA smanjio
je prosjecni udio vode u fecesu samo u skupini koja kasnije nije razvila motori¢ke simptome
(Slika 64D), a tretman D-galaktozom ostvario je slican ucinak, ali samo u kontrolnoj skupini
te u skupini tretiranoj sa 6-OHDA-om koja je kasnije razvila motoricke simptome (u skupini
koja kasnije nije razvila simptome D-galaktoza nije smanjila udio vode) (Slika 64D). S obzirom
da je ranije uoCeno da zivotinje koje su kasnije razvile motori¢ke simptome stvaraju vecu
ukupnu masu fecesa u 24 sata, postavljena je hipoteza da navedena skupina zivotinja izlucuje
vise vode tijekom 24 sata u usporedbi s ostalim skupinama. Na temelju modela izmjereno je
da Zivotinje tretirane sa 6-OHDA-om koje su pod povecanim rizikom od nastanka motoric¢kih
simptoma izlucuju ~20% viSe vode putem probavnog sustava od zivotinja koje su primile 6-
OHDA, ali kasnije nisu razvile simptome (Slika 64E). Navedene razlike mogle bi biti
uzrokovane razli¢itim obrascem hranjenja te moguc¢om razlikom u masi unesene hrane koja je
zivotinjama bila dostupna ad libitum te je postavljen model kojim se ispituju razlike u ukupnoj
masi hrane pojedene u 24 sata po skupinama. Masa hrane unesene u 24 sata nije se razlikovala
izmedu skupina (prosjec¢na razlika izmedu grupa bila je u pravilu unutar moguce pogreske

mjerenja) (Slika 64F).
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Slika 64. Analiza fecesa u $takorskom modelu Parkinsonove bolesti nakon kroni¢nog oralnog
tretmana D-galaktozom. Prikazane su procjene i 95% intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnog
modela koji odrazavaju masu fecesa (A), broj fecesa u 24 sata (B), mase fecesa uz korekciju za broj
fecesa (C), fekalni sadrzaj vode (D), ukupnu masu izdvojene fekalne vode (E) i prosjeCnu masu
konzumirane hrane u 24 sata (F)(gore) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju
veli¢inu ucinka (dolje).
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Razli¢iti obrasci nastanka i propulzije fecesa (koji bi mogli biti posljedica redoks
dishomeostaze misi¢nih slojeva probavnog sustava) mogli bi narusiti intraluminalnu redoks
ravnotezu koja bi pak mogla biti odrazena redoks svojstvima fecesa. Postavljena hipoteza
testirana je na uzorcima fecesa koji su prikupljeni 14 dana nakon 6-OHDA tretmana. Analiza
promjene apsorbancije ABTS radikal-kationa (proporcionalna antioksidativnom kapacitetu)
pokazala je da je reduktivni kapacitet fecesa u zivotinja koje su kasnije razvile motoricke
simptome smanjen u usporedbi s fecesom zivotinja koje kasnije nisu razvile motoricke
simptome (Slika 65A). Tretman D-galaktozom nije znacajno utjecao na kapacitet u kontrolnih
zivotinja (Slika 65A). Medutim, D-galaktoza je snizila antioksidativni kapacitet u 6-OHDA
zivotinja koje kasnije nisu razvile motori¢ke simptome, a u€inak u 6-OHDA Zivotinja koje su
kasnije razvile motoricke simptome bio je obrnut (Slika 65A). Procijenjena bazalna
koncentracija H20> bila je podjednaka u kontrolnih zivotinja i 6-OHDA-om tretiranih zivotinja
koje nisu razvile simptome, a u zivotinja sa simptomima koncentracija je bila snizena (Slika
65B). Tretman D-galaktozom u zivotinja bez simptoma snizio je koncentraciju H.O2 na razinu
izmjerenu u Zivotinja sa simptomima (Slika 65B). Kapacitet disocijacije H20 bio je u skladu
s izmjerenom bazalnom koncentracijom H20:: u 6-OHDA zivotinja s poveéanim rizikom za
razvoj simptoma disocijacijski je kapacitet bio viSi nego u kontrolnih Zivotinja i Zivotinja s
niskim rizikom (Slika 65C). Zanimljivo, analogni je obrazac opaZen kad je egzogena katalaza
inkubirana s razrijedenim uzorcima (bez kapaciteta za disocijaciju H>O2) in vitro sugerirajuci
da su opaZeni ucinci odraz biokemijskog matriksa (koji bi mogao sadrZavati inhibitore ili
modulatore katalaze/peroksidaze), a ne nuzno izrazaja enzima (Slika 65D). Rezultati analize
reduktivnog kapaciteta NRP metodom ukazali su na povecanje kapaciteta fekalnih
antioksidansa nakon tretmana D-galaktozom u kontrolnoj skupini, ali izostanak ucinka u
zivotinja tretiranih sa 6-OHDA-om (Slika 65E).
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Slika 65. Biljezi redoks homeostaze u fecesu u $takorskom modelu Parkinsonove bolesti nakon
kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom. Prikazane su procjene i 95% intervali pouzdanosti
izvedeni iz linearnih modela koji odrazavaju reduktivni kapacitet fecesa izmjeren pomocu
metastabilnog 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline)(ABTS) radikal-kationa (A),
fekalni H2O: (B), disocijacijski kapacitet H,O. (C), u¢inak uzoraka fecesa bez ostatnog kapaciteta za
disocijaciju H»O, na egzogenu katalazu (D), ukupni reduktivni kapacitet izmjeren redoks
permanganometrijom na nitrocelulozi (NRP)(E)(gore) te procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta
koji prikazuju veli¢inu ucinka (dolje).
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Promjena fekalnih biokemijskih biljega redoks homeostaze mogla bi odrazavati kvantitativne
promjene vaznih sastavnica fecesa pa je provedena preliminarna analiza sastava nepolarnih
lipida metodom SBLB te kvantitativna analiza alcijanofilne sluzi. Analiza SBLB-om pokazala
je da je u Zivotinja tretiranih sa 6-OHDA-0m povecan sadrzaj nepolarnih lipida u fecesu i to
posebno u skupini s povec¢anim rizikom za razvoj motori¢kih simptoma (Slika 66A). Tretman
D-galaktozom povecao je koncentraciju nepolarnih lipida u kontrolnoj skupini, nije ju
promijenio u zivotinja s niskim rizikom za razvoj motorickih simptoma, a u zivotinja s visokim
rizikom ju je smanjio (Slika 66A). Analiza sluzi pokazala je da se zZivotinje s niskim rizikom
za razvoj motorickih simptoma razlikuju od onih s visokim rizikom te je kod njih bilo otprilike
30% vise sluzi u uzorcima fecesa (Slika 66B). Zanimljivo, u skupini s niskim rizikom za razvoj
motorickih simptoma, tretman D-galaktozom bio je povezan sa smanjenim sadrzajem sluzi,

dok je kod zivotinja s visokim rizikom koli¢ina sluzi u fecesu bila povecana (Slika 66B).
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Slika 66. Koncentracija nepolarnih lipida i sadrZaj alcijanofilne sluzi u fecesu u $takorskom
modelu Parkinsonove bolesti nakon kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom. Prikazane su
procjene i 95% intervali pouzdanosti izvedeni iz linearnih modela koji odrazavaju koncentraciju
nepolarnih lipida procijenjenih pomoc¢u mjerenja mrlja lipida pomocu Sudan crnog (SBLB, engl. Sudan
Black lipid blot)(A) i koncentraciju alcijanofilne tvari (posredna mjera probavne sluzi)(B)(gore) te
procjene i 95% intervali pouzdanosti kontrasta koji prikazuju veli¢inu uéinka (dolje).
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6. RASPRAVA

Probavni sustav ukljucen je u etiopatogenezu neurodegenerativnih poremecaja, medutim,
njegova kompleksna uloga, dvosmjerna povezanost sa srediSnjim ziv€anim sustavom,
dinami¢na ravnoteza s crijevnim mikrobiomom te uloga u brojnim fizioloskim procesima
dramati¢no otezavaju razumijevanje patofizioloske uloge probavnog sustava i mogucénost
njegove farmakoloske modulacije u kontekstu smanjenja rizika za razvoj neurodegenerativnih
bolesti, usporavanja njihovog napredovanja i lijeCenja. Istrazivanja provedena u sklopu ove
disertacije pruzila su uvid u patofizioloske procese koji bi mogli biti vazni za razumijevanje
uloge probavnog sustava u neurodegenerativnim poremecéajima (poglavito u AB-u i PB-u),
primarno u kontekstu eferentnih ucinaka osovine mozak-crijevo u dva Zivotinjska modela
kemijski potaknute sredi$nje neurodegeneracije. U daljnjem ¢e tekstu biti raspravljena klju¢na

opazanja iz provedenih istrazivanja.

6.1.Patofiziolo§ke promjene probavnog sustava u modelima Alzheimerove
bolesti

6.1.1. Patofizioloske promjene probavnog sustava u transgeni¢nim modelima
Alzheimerove bolesti

Dosada3nja istraZivanja potvrdila su zahvacenost probavnog sustava u brojnim modelima AB-
a. Poremecaj crijevne homeostaze pokazan je u razli¢itim transgeni¢nim misjim modelima AB-
a (npr. Tg2576, TQCRNDS, 5xFAD, mThy1-hABPP751, ABPP23, APP/PS1, 3xTg, AppN-¢
F)(318-327). U Tg2576 misjem modelu poremecaj crijevne homeostaze opazen je prije
sredi$njeg nakupljanja AB-a i pojave kognitivnog deficita (318). U presimptomatskih Tg2576
miseva pronadena je smanjena fukozilacija Spojeva probavne sluzi te snizen izrazaj E-
kadherina, vaznog proteina tijesnih spojeva klju¢nog za odrzavanje funkcionalne crijevne
barijere (318). Opazene promjene crijevne barijere bile su povezane s prodorom bakterija kroz
epitelnu barijeru (318) sto bi moglo biti vazno u kontekstu etiopatogeneze neurodegenerativnih
promjena obzirom da je crijevna propusnost prepoznata kao vazan patofizioloski proces koji
poticanjem 1 podrzavanjem sustavne upale te upale u enterickom 1 srediSnjem ziv€anom

sustavu moze dovesti do neurodegeneracije (621). Uz poremecaj crijevne barijere,
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Honarpisheh i suradnici, u presimptomatskih su Tg2576 miseva uocili i poremecaj apsorpcije
vitamina B12 §to bi moglo ukazivati na dodatne mehanizme kojima rana disfunkcija probavnog
sustava moze povecati rizik za nastanak neurodegenerativnih promjena (318). Semar i
suradnici analizirali su probavni sustav u tri transgeni¢na modela AB-a (mThy1l-hABPP751
(622), ABPP23 (623) i TJCRND8 (624)) kako bi ustanovili dolazi li u transgeni¢énim modelima
do neuropatoloskih promjena u crijevima $to bi moglo biti od dijagnosti¢ke vaznosti obzirom
da je, za razliku od srediSnjeg zivéanog sustava, enteriCki ziv€ani sustav lako dostupan za
uzorkovanje (319). Semar i suradnici pokazali su da: 1) postoji regionalno specifi¢no pojacanje
izrazaja APPP-a u probavnom sustavu transgeni¢nih mi$jih modela AB-a na razini gena i
proteina; i1) pojacanjem izrazaja AP-a u probavnom sustavu dolazi do gubitka Ziv€anog tkiva
(pleksusa i ganglija); iii) povecani izrazaj APPP-a povezan je s poremecajem motoricke
funkcije tankog crijeva; iv) izrazaj AB-a, ali i drugih biljega povezanih s neuroupalom u AB-
u, poput kiselog vlaknastog proteina glije (GFAP; engl. glial fibrillary acidic protein) i
receptora sli¢nog Toll receptoru 4 (TLR4; engl. Toll-like receptor 4), pojacan je u probavnom
sustavu AB modela i to ve¢ u dobi od 3 mjeseca (319). U 5xFAD misjem modelu takoder je
uoceno naglaseno povecanje izrazaja ABPP-a ve¢ u ranoj dobi u duodenumu, jejunumu i
cekumu (zanimljivo, kao i u studiji Semar i suradnika (319), izrazaj APPP-a bio je najvisi u
proksimalnom dijelu probavne cijevi dok su u kolonu uocene tek suptilne razlike), a povecanje
opterecenja AB-om bilo je povezano sa smanjenjem izrazaja i aktivnosti tripsina (za koju je
pokazano da izravno moze biti posljedica vezanja AB-a za enzim) te s promjenom crijevnog
mikrobioma (320). Patofizioloske promjene probavnog sustava pronadene su i u APP/PSI
transgeniénom miSjem modelu AB-a u kojem su a raznolikost mikrobioma i relativna
zastupljenost pojedinih bakterijskih rodova (npr. Helicobacter, Rikenella, Intestinimonas,
Odoribacter te nepoznati rod iz porodice Ruminococcaceae) bili znatno izmijenjeni u dobi od
3 mjeseca (321). Izrazaj proteina tijesnih spojeva (klaudina, okludina, i zonulina) bio je
smanjen u transgeni¢nom modelu AB-a (321). Osim toga, ukupni reduktivni kapacitet i proteini
ukljuceni u odrzavanje zaliha GSH-a i redoks homeostaze (npr. GSH sintetaza, GSH reduktaza,
GSH S-transferaza) bili su smanjeni dok je izrazaj proteina povezanih s upalom bio povecan
(npr. NADPH oksidaza 2 i 4)(321). U istom transgeni¢cnom modelu AB-a, ali u zivotinja starih
8 mjeseci (Sto priblizno odgovara zreloj odrasloj dobi u ljudi), Wang i suradnici izmjerili su
izmijenjen sastav crijevne mikrobiote, snizene koncentracije fekalnih kratkolan¢anih masnih
kiselina (posebno acetata i propionata), snizen izrazaj proteina tijesnih spojeva (zonulina i
klaudina) te povecan izrazaj citokina i upalnih biljega (interleukina-1p (IL-1p) i ¢cimbenika
nekroze tumora o (TNF-a)) u crijevu (ileumu i kolonu) i plazmi (322). Vaznost navedenih
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promjena najjasnija je u kontekstu vremenskih obrazaca. Primjerice, istraZivanje vremenskog
obrasca promjene crijevnog mikrobioma u APP/PS1 transgeni¢nih miSeva pokazalo je da
promjene mikrobioma nastaju prije klju¢nih neuropatoloskih zbivanja poput nakupljanja ApB-a
I neuroupale §to upucuje da bi poremecaj homeostaze crijeva mogao biti vazan ¢imbenik u
ranoj fazi patogeneze bolesti (625). U 7 mjeseca starih 3xTg miSeva opazene su strukturalne
promjene stijenke jejunuma (produljenje resica, produbljenje kripti, i stanjenje probavnog zida
na racun hipotrofije uzduznih i kruznih glatkih misica) koje su bile povezane s izrazajem
biljega povezanih s AB-om (ciklin-ovisne kinaze 5 (CDKS5; engl. cyclin-dependent kinase 5),
Taub, i CAS-3)(323). Osim strukturalnih promjena i povecanja izrazaja upalnih biljega i biljega
povezanih s AB-om u probavnom sustavu, istrazivanja provedena u vise transgeni¢nih modela
pokazala su da su u ovom sustavu strukturalni poremecaji blisko zdruzeni S poremecajem
funkcije (319,324-327).

6.1.2. PatofizioloSke promjene probavnog sustava u netransgeni¢nim modelima
Alzheimerove bolesti

Za razliku od probavnog sustava u transgeni¢nim modelima, patofizioloske promjene
probavnog sustava u netransgeni¢nim modelima AB-a razmjerno su slabo ispitane. Stovise,
prije publikacije prvih rezultata ove disertacije, nije bilo podataka o probavnom sustavu u
netransgeniénim modelima AB-a. Istrazivanje patofiziologije probavnog sustava u
netransgeni¢nim modelima AB-a posebno je vazno jer omogucava razumijevanje promjena
probavnog sustava koje su posredovane eferentnim mehanizmima putem osovine crijevo-
mozak. U transgeni¢nim modelima AB-a, umjetno pojacan izrazaj proteina koji sudjeluju u
patogenezi bolesti izazvan je genetskom manipulacijom koja naj¢esce nije tkivno specifina.
Posljedi¢no, u transgenicnim modelima bolesti nije naruSena samo homeostaza srediSnjeg
ziv€anog sustava ve¢ i perifernog tkiva §to moze biti korisno za razumijevanje obiteljskog AB-
a, ali Cesto onemogucava razumijevanje patofizioloskog slijeda u sporadi¢nom obliku bolesti.
Iako netransgeni¢ni modeli, pogotovo oni koji se zasnivaju na dostavi neurotoksi¢nih tvari
invazivnim protokolima, takoder ne omogucavaju vjerno oponasanje sporadi¢nog AB-a (zbog
nerazjasnjene etiologije bolesti), jasan pocetak patoloSkih zbivanja u prostoru i vremenu
(primjerice izazvan dostavom toksi¢ne tvari (npr. STZ-a) u jasno definiranu anatomsku regiju
unutar srediSnjeg ziv€anog sustava (npr. lateralna mozdana komora)), omogucava bolje

razumijevanje vremenske i prostorne meduovisnosti patoloskih zbivanja — pogotovo ako ona
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ukljucuju udaljeno periferno tkivo poput probavnog sustava. Treba imati na umu da ovaj
pristup proucavanja iskljucivo eferentnih ucinaka srediSnjih neuropatoloskih zbivanja na
probavni sustav pruza ograni¢eni (jednostrani) uvid u dvosmjernu komunikaciju crijeva i
mozga putem osovine mozak-crijevo koji vjerojatno ne odrazava vjerno zbivanja tijekom
nastanka bolesti u ljudi s obzirom da bar u dijelu bolesnika, pogotovo onih s rizi¢nim
¢imbenicima za razvoj AB-a, istodobno s patofizioloSkim zbivanjima u sredi$njem Ziv€éanom
sustavu, postoji i znatno alostatsko opterec¢enje probavnog (i drugih perifernih) sustava. S druge
strane, eksperimentalni pristup u kojem je usmjerenje napredovanja patoloskih zbivanja putem
dvosmjernog komunikacijskog kanala (osovine crijevo-mozak) osigurano uspostavljanjem
vremenski i prostorno definirane nokse, jedini je pristup koji omogucava razdvajanje
patofizioloskog uzroka i posljedice koje je potom moguce ispitati u vjerodostojnijem

bioloSkom kontekstu drugim (komplementarnim) eksperimentalnim pristupom.

U jednom od nedavnih istrazivanja, u kojem su ispitani ucinci uspostavljanja sredi$njih
neuropatoloskih zbivanja na probavni sustav, Qian 1 suradnici pokazali su da
intracerebroventrikularna primjena oligomera AP1-42 koja se koristi kao netransgeni¢ni model
AB-a (626,627) dovodi do dishioze, povecane propusnosti crijevne barijere, te smanjenog
izraZaja proteina tijesnih spojeva i neuronalnih biljega u kolonu, 4 tjedna nakon tretmana (628).
Istrazivaci su postavili hipotezu da bi poremecaj crijevne homeostaze mogao biti posljedica
ispada vagalnog kolinergickog protuupalnog puta koji predstavlja jedan od vaznih mehanizama
kojim sredis$nji ziv€ani sustav kontrolira homeostazu probavnog sustava (629). Kako bi ispitali
postavljenu hipotezu, istrazivaci su analizirali izrazaj biljega upale i kolinergicke signalizacije
u kolonu. Izrazaj biljega proupalne naklonjenosti makrofaga (CD86) i glasni¢ke ribonukleinske
kiseline za proupalne citokine TNF-a a i IL-a 1P, i NFxB bili su povecani, a izrazaj glasnicke
ribonukleinske kiseline za protuupalni citokin interleukin-10 (IL-10) te izraZaj proteina ChAT
bili su smanjeni (628). Zanimljivo, sredi$nja primjena oligomera Afi1-42 promijenila je
aktivaciju amiloidogenih puteva u mozgu, ali i u kolonu gdje je povecanje izrazaja
fosforiliranog APP-a i PS-a 1 bilo jos izrazenije nego u srediSnjem zZivéanom sustavu (628). U
svim drugim studijama u kojima su opisane promjene crijeva u netransgeni¢nim modelima
izazvanim sredi$njom toksi¢nom noksom (intracerebroventrikularnom ili intrahipokampalnom
infuzijom Ap-a), istrazen je isklju¢ivo ucinak izazivanja sredi$njih neuropatoloskih zbivanja
na crijevni mikrobiom (630-632) uz izuzetak studije Xu i suradnika u kojoj su uz promjene

crijevnog mikrobioma ispitane i promjene kratkolan¢anih masnih kiselina (633).
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6.1.2.1. PatofizioloSke promjene probavnog sustava u STZ-icv netransgeni¢nom
Stakorskom modelu Alzheimerove bolesti

6.1.2.1.1. Promjene redoks homeostaze u probavhom sustavu STZ-icv
netransgeni¢nog Stakorskog modela Alzheimerove bolesti

U eksperimentima koji su provedeni u sklopu ove disertacije prvi su put istrazene promjene
probavnog sustava u STZ-icv netransgeni¢nom Stakorskom modelu AB-a. U probavnom
sustavu STZ-icv Stakorskog modela AB-a opazene su promjene biljega redoks homeostaze koje
upucuju na povecano oksidativno opterecenje tkiva (pojacana lipidna peroksidacija, smanjenje
koncentracije niskomolekularnih tiola i proteinskih sulfhidrila, porast aktivnosti katalaze, te
pad aktivnosti SOD-a)(Slika 3)(535), sto je u skladu s promjenama u transgeni¢nim modelima
AB-a (321). Zanimljivo, opazene promjene bile su regionalno specificne te su zahvacale
duodenum, ali ne i ileum (Slika 3), sto je takoder u skladu s promjenama probavnog sustava u
transgenicnim modelima gdje su promjene najjasnije izraZzene u proksimalnom dijelu probavne
cijevi dok su distalno promjene vrlo suptilne (319,320). Promjene redoks sustava u crijevu
STZ-icv mogle bi biti i vremenski specifiéne obzirom da su u pokusu s kroni¢nim oralnim
tretmanom otopinom D-galaktoze promjene u duodenumu 6 mjeseci starih Stakora (3 mjeseca
nakon STZ-icv) bile suptilnije (povecana lipidna peroksidacija, ali bez promjene koncentracije
tiola niske molekularne tezine i proteinskih sulfhidrila)(Slika 49). Priroda redoks
dishomeostaze opisane in vivo istrazena je podrobnije pomocu ex Vvivo sustava gdje je opazeno
da tkivo duodenuma STZ-icv Zivotinja (odabrano zbog najizrazenijih redoks promjena) Uz nizi
bazalni reduktivni kapacitet nema niti moguénost aktivacije kompenzacijskih mehanizama
nukleofilnog kraka redoks homeostaze (kao $to je to slucaj kod kontrolnih tkiva koja na
oksidativni okoli§ (AAPH i H202) odgovaraju poveéanjem reduktivnog kapaciteta)(Slika 5).
Slican obrazac opazen je i prilikom prou¢avanja odgovora SOD-a na oksidativni okolis: tkivo
STZ-icv imalo je povisene bazalne vrijednosti aktivnosti SOD-a u usporedbi s kontrolom
(podjednako na racun citoplazmatske i mitohondrijske frakcije), a u oksidativnom okolisu tkivo
STZ-icv reagiralo je padom kapaciteta SOD-a $to je obrnuto od kontrolnih uzoraka u kojima
je kapacitet kompenzatorno povisen (Slika 6). Isto je pokazano i prilikom analize kapaciteta
peroksidacije H20:: u kontrolnim uzorcima u oksidativnom okolisu kapacitet disocijacije H202
bio je adaptivno povecan, a u uzorcima STZ-icv adaptivno povecanje bilo je tek neznatno.
OpaZeni ucinak vjerojatno je primarno bio posredovan gubitkom adaptivne sposobnosti

aktivnosti katalaza s obzirom da se aktivnost peroksidaza nije znatno razlikovala izmedu
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kontrolnih i STZ-icv uzoraka (osim pri inkubaciji s H20). Kao i kod drugih promjena gubitak
adaptivnog odgovora bio je spregnut s pove¢anim bazalnim vrijednostima u STZ-icv uzorcima
(Slika 7). Navedene promjene ex vivo ukazale su da bi naruSena redoks homeostaza u
duodenumu STZ-icv modela AB-a in vivo mogla biti vezana uz povecano bazalno opterecenje
nukleofilnog kraka redoks homeostaze uz nedostatak moguénosti daljnjeg povecanja tonusa u
slu¢aju dodatnog elektrofilnog opterecenja (primjerice izazvanog upalom, intraluminalnim
mikroorganizmima, ili toksinima). Analiza broja i povrSine odumrlih stanica tijekom
oksidativnog opterecenja govorila je u prilog umjerenog funkcionalnog patofizioloskog
optere¢enja obzirom da unato¢ manjku adaptivne sposobnosti redoks sustava nije doslo do
odumiranja znatnog broja stanica tijekom 30 minuta umjerenog oksidativnog opterecenja
(Slika 8). U kontekstu in vivo promjena potonje bi moglo znaliti da podvrgavanje STZ-icv
zivotinja noksi (pogotovo ukoliko se radi o oralnom tretmanu Stetnim agensom pa je tkivo
gornjeg probavnog sustava neposredno izlozeno) neée dovesti do gubitka funkcije ili
odumiranja crijeva, ali bi moglo uz relativho blagi izazov rezultirati sustavnom redoks
dishomeostazom uz znakove oksidativnog stresa. Navedeno je u skladu s nekim opazanjima
vezanim uz redoks homeostazu probavnog sustava u transgeniénim modelima AB-a.
Primjerice, u APP/PS1 transgeni¢nom modelu AB-a nema izrazene razlike izrazaja GSH
peroksidaze u crijevu u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama, medutim, prilikom izlaganja
zivotinja izvoru stresa (u ovom slucaju to je bila buka) transgeni¢ni su miSevi odgovaraju ve¢im

padom izrazaja enzima (321).

6.1.2.1.2. Strukturalne promjene crijevne barijere u probavnom sustavu STZ-icv
netransgeni¢nog stakorskog modela Alzheimerove bolesti

Osim poremecaja redoks homeostaze, u probavnom sustavu STZ-icv Stakorskog modela AB-a
opazene su i strukturalne promjene crijevne barijere koje bi mogle biti povezane s pove¢anom
propusnosti (534). U STZ-icv modelu opazeno je skracivanje crijevnih resica te produbljivanje
kripti u duodenumu (Slika 10) S$to je istovjetno strukturalnim promjenama povezanima Sa
starenjem koje su povezane s narusenom apsorpcijom hranjivih stvari u proksimalnom dijelu
probavne cijevi (593). Osim toga, skra¢ivanje resica zdruzeno s produbljivanjem kripti ¢esto
je povezano s patofizioloSkim procesima poput disbioze i oksidativnog stresa u razli¢itim
zivotinjskim modelima crijevne dishomeostaze (npr. ostecenje crijeva uzrokovano toplinskim

stresom u pilica (634), prehranom bogatom solju (635) ili herbicidom Sirokog spektra
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glifosatom (636) u Stakora). Skracivanje resica opisano u STZ-icv modelu moglo bi odrazavati
nedostatnost regenerativnog kapaciteta kripti da obnovi epitelni sloj koji se pojacano ostecuje
s obzirom da je kontrakcija resica opisana kao vazan mehanizam zastite ogoljene bazalne
membrane od izlaganja intraluminalnom sadrzaju tijekom procesa re-epitelizacije (637,638).
Strukturalne promjene u STZ-icv Stakora odgovaraju onima opisanima u 3xTg transgeni¢cnom
misjem modelu AB-a uz iznimku duljine resica koje su u STZ-icv bile skracene dok su Al-
Nakkash 1 suradnici u transgenicnom modelu opisali produljenje (323). S obzirom na
literaturne navode i druge strukturalne karakteristike probavne stijenke u 3xTg, produljenje
resica moglo bi odrazavati slucajni nalaz, bioloski fenomen specifican za 3xTg transgeni¢ni
model, ili pak procjenu neopazene sustavne pogreske (npr. ukoliko su 3xTg miSevi konzumirali
vise hrane §to moze rezultirati poticanjem povecanja apsorptivne povrsine (639)). U slucaju da
produljenje resica u 3xTg predstavlja stvarni bioloski fenomen, isto bi moglo biti povezano s
regulacijom apoptoze buduéi da je narusena struktura crijevne barijere u STZ-icv modelu bila
povezana s utiSavanjem CAS-a 3, dok je u 3xTg postojao suprotan obrazac povecanja izrazaja
CAS-a 3 (323). Makromorfoloske promjene resica i kripti u duodenumu STZ-icv Stakora bile
su povezane s promjenom morfologije epitelnih stanica vrska resica koje su u STZ-icv Zivotinja
bile niZe 1 Sire nego u kontrolnih. Opisane promjene u skladu su s postavljenom hipotezom
oSte¢enja crijevne barijere u STZ-icv zivotinja buduci da je proces skracivanja resica koji se
dogada uslijed re-epitelizacije nakon ozljede zdruZen sa Sirenjem preostalih epitelnih stanica
kako bi se povecala u¢inkovitost pokrivanja ogoljele bazalne membrane tijekom gubitka epitela

(638).

Strukturalne promjene u STZ-icv modelu bile su zdruzene sa smanjenim izrazajem i
aktivacijom CAS-a 3 u epitelnim stanicama duodenuma (Slika 10). CAS-3 jedna je od klju¢nih
cistein-aspartatnih proteaza ukljucenih u regulaciju programirane smrti stanice — apoptoze, a
smanjen izrazaj neaktivnog zimogena CAS-a 3 od 30 kDa te njegovog cijepanja na 17 kDa
aktivni fragment, upucuje na supresiju apoptoze u duodenumu STZ-icv modela AB-a (Slika
10, Slika 20). U regulaciju obrtaja epitelnih stanica u probavnom sustavu ukljuc¢eno je nekoliko
dominantnih signalizacijskih puteva povezanih s usmjeravanjem protokola stani¢nog
odumiranja (640). Apoptoza i anoikis dva su najvaznija tipa programirane stani¢ne smrti u
crijevu koji su ukljuceni u regulaciju uklanjanja odumirucih stanica bez poticanja upalnog
odgovora. Suprotno, odumiranje stanica postupkom piroptoze i1 nekroptoze zdruzeno je sa
snaznom aktivacijom upalnog odgovora (640). Piroptoza je Cesto potaknuta tijekom aktivacije

inflamosoma koju izazivaju neki patogeni, a nekroptoza nastupa uslijed aktivacije
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programirane smrti stanica u slu¢aju kad kaspazna kaskada zakaze zbog izostanka aktivacije
efektorskih cistein-aspartatnih proteaza (640). Navedeno je posebno vazno u epitelnim
stanicama probavnog sustava gdje apoptoza i anoikis omoguéavaju ocuvanje integriteta
crijevne barijere tijekom odumiranja stanica (koje je u probavnom sustavu posebno naglaseno
zbog izrazitog obrtaja stanica epitela), dok piroptoza i nekroptoza omogucavaju sadrzaju
enterocita, patogenima i molekulama koje poti¢u upalu da stimuliraju aktivaciju upalnog

odgovora u susjednom tkivu (640).

Iako apoptoza te izrazaj i aktivacija CAS-a 3 dosad nisu istrazeni u probavnom sustavu STZ-
icv Stakorskog modela AB-a, Noda i suradnici opisali su supresiju apoptoze zdruzenu sa
smanjenom aktivacijom CAS-a 3 u stakorskom modelu Secerne bolesti izazvane intravenskom
primjenom STZ-a (641). Zanimljivo, u modelu $ecerne bolesti, utisanje signala CAS-a 3 u
crijevu uzrokovalo je hiperplaziju sluznice §to je suprotno od strukturalnih promjena opazenih
u STZ-icv modelu AB-a (Slika 20). Jedno od moguéih objasnjenja izostanka hiperplazije
sluznice uz smanjenu aktivaciju apoptoze je aktivacija alternativnih puteva stani¢ne smrti u
STZ-icv stakorskom modelu AB-a. Ukoliko iz nekog razloga u epitelnim stanicama STZ-icv
nije moglo do¢i do aktivacije efektorskih kaspaza, ili je doSlo do aktivacije inflamosoma,
skra¢ivanje resica moglo bi odrazavati aktivaciju piroptoze ili nekroptoze. Navedena hipoteza
u skladu je s opazenim poremecajem redoks homeostaze, pojacanim bazalnim elektrofilnim
optere¢enjem, te smanjenim kapacitetom nukleofilne zalihe, obzirom da je samoodrzivi proces

upale povezan s oksidativnim stresom (642—644).

Jedno od pitanja koje se namece je postoji li jednaki poremecaj regulacije smrti stanica u svim
podtipovima crijevnih epitelnih stanica. Primjerice, poremecaj stani¢ne smrti vrcastih stanica
mogao bi imati Stetne posljedice za crijevnu barijeru radi utjecaja na stvaranje probavne sluzi
(645). Ukoliko poremecaj regulacije stanicne smrti zahvaca populaciju neuroendokrinih
stanica, to bi moglo objasniti smanjenje koncentracije GLP-a 1 u plazmi u STZ-icv modelu
AB-a 3 mjeseca nakon tretmana (376). Alternativnho, STZ bi mogao utjecati na populaciju
neuroendokrinih stanica i drugim mehanizmom obzirom da su u Zivotinjskim modelima u
kojima se STZ primjenjuje periferno opisani toksi¢ni ucinci usmjereni na ovu populaciju

stanica crijevnog epitela (646).
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6.1.2.1.3. Poremecaj homeostaze vrcastih stanica i probavne sluzi u STZ-icv
netransgeni¢nom Stakorskom modelu Alzheimerove bolesti

Detaljnom analizom strukture i brojnosti podtipova stanica probavnog epitela u STZ-icv
Stakorskom modelu AB-a ustanovljeno je da je broj vréastih stanica (odreden posredno na
temelju broja alcijanofilnih mjehuric¢a) po jedinici epitelne povrSine uvecan u usporedbi s
kontrolnim zivotinjama (Slika 11). Veci broj alcijanofilnih mjehuri¢a u epitelnim stanicama
sluznice probavnog sustava STZ-icv modela AB-a mogao bi odrazavati povecani broj vrcastih
stanica, njihovo smanjeno odumiranje, ili poremecaj u procesu izbacivanja sluzi. Nakupljanje
zbog povecanog nastajanja vréastih stanica moglo bi biti posljedica: i) poveéanog broja
nastanka svih epitelnih stanica u kriptama kao odgovor na uve¢anu potrebu za svim tipovima
stanica zbog potrebe zastite ogoljene bazalne membrane (odrazeno u morfometrijskim
promjenama epitela vrska resica) ili ii) povecanog podrazaja za stvaranje specificno vrcastih
stanica kako bi se osiguravanjem dostatne sluzne barijere zastitila ranjiva ogoljena bazalna
membrana. Alternativno, poveéani broj vréastih stanica mogao bi biti posljedica njihovog
smanjenog odumiranja $to bi pak moglo biti posljedica utiSane smrti stanica apoptozom
(odrazeno smanjenjem izrazaja i aktivacije CAS-a 3 (Slika 20)), pod uvjetom da stanice ne
odumiru drugim mehanizmom (§to nije izgledno obzirom da je zbog skraivanja resica
razvidno ukupno smanjenje, a ne povecanje broja stanica sluznice). Tre¢a mogucnost je da
povecani broj alcijanofilnih mjehuri¢a uopée ne predstavlja ve¢i broj vrcastih stanica veé
njihovu nemogucénost da ispuste mjehurice probavne sluzi u lumen 1 tako osiguraju stvaranje
zastitne sluzne barijere. Detaljnijom morfometrijskom analizom polozaja alcijanofilnih
mjehurica unutar stanica probavnog epitela utvrdeno je da je treca hipoteza najizglednija s
obzirom da su u epitelnim stanicama STZ-icv zivotinja mjehurici bili polozeni dublje (tj. dalje
od luminalne povrSine stanica) te da je manji broj mjehuri¢a u trenutku fiksacije aktivno
izbacivao sluz u lumen (mjesoviti logisticki model izbacivanja sluzi pokazao je da je
vjerojatnost ekspulzije alcijanofilnih mjehuri¢a kontrolnih zivotinja bila 82% dok je u STZ-icv
iznosila 63% (Slika 11)). U vrcastim stanicama crijeva, egzocitoza sluzi regulirana je signalnim
mehanizmima koji kontroliraju unutarstani¢nu koncentraciju Ca?*, a jedan od najpoznatijih i
najbolje istrazenih sekretagoga probavne sluzi je ACh koji se u fizioloskim uvjetima otpusta iz
ziv€anih zavrSetaka submukoznog pleksusa nakon cega brzo i snazno potice otpusStanje
probavne sluzi u lumen (645,647). Kako bi se testiralo postoji li poremecéaj mehanizma lucenja
sluzi iz vrcastih stanica crijeva STZ-icv Zivotinja, izolirani duodenalni prstenovi inkubirani su

ex vivo s 20 uM ACh-a (ili 20 uM CCh-a) s ciljem poticanja oslobadanja sluzi. Rezultati ex
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vivo pokusa potvrdili su hipotezu naruSenog oslobadanja sluzi obzirom da vrlaste stanice
duodenuma izolirane iz STZ-icv Zivotinja nisu na stimulaciju pomoc¢u sekretagoga ACh-a niti
CCh-a odgovorile izlu¢ivanjem kao §to je to bio slucaj u kontrolnim prstenovima (Slika 12).
Specifi¢nost opazenog mehanizma u kontrolnih zivotinja potvrdena je ko-inkubacijom s ATR-
om ¢ime je dokazano da je izlu€ivanje posredovano muskarinskim receptorima $to je u skladu
sa standardnim modelom izlucivanja sluzi iz vrcastih stanica u kojem je ucinak sekretagoga
primarno zdruZzen s vezanjem za M3 muskarinske receptore (645). Zanimljivo, ko-inkubacija
s kolinergickim agonistom i ATR-om u STZ-icv prstenovima dovela je do paradoksalnog
blagog povecanja izlu€ivanja sluzi §to bi moglo posluziti za daljnje razumijevanje mehanizma
disfunkcije vrcastih stanica u STZ-icv $takorskom modelu AB-a. Osim paradoksalnog
povecanja lu¢enja uz ko-inkubaciju s muskarinskim antagonistom, vr¢aste stanice STZ-icv bile
su malo osjetljivije na u¢inak CCh-a nego ACh-a (sa i bez ATR-a) §to bi moglo upuéivati na
povecanu razgradnju ACh-a u crijevu STZ-icv zivotinja obzirom da je CCh otporan na

hidrolizu posredovanu acetilkolinesterazom.

Obzirom da su vrcaste stanice zaduzene za odrzavanje strukture i funkcije zastitnog sloja sluzi,
poremecaj mehanizma lucenja i neosjetljivost na kolinergic¢ku stimulaciju mogli bi nepovoljno
utjecati na kvalitativni i kvantitativni sastav sluzi i narusiti njenu zastitnu ulogu (645,647,648).
Analiza spektra probavne sluzi ukazala je na izmijenjeni sastav te razrjedenje u STZ-icv
zivotinja (Slika 14). Detaljnom spektralnom analizom uoceni su obrasci koji bi mogli uputiti
na razlike u sastavu sluzi te pomo¢i razjasniti narusenu funkcije crijevne barijere u STZ-icv
Stakorskom modelu AB-a. Primjerice, regija UV spektra u STZ-icv sluzi bila je obrnuto
proporcionalna vrsku pri 400 nm (koji bi mogao upucivati na prisutnost tetrapirolne molekule
poput bilirubina) $to bi moglo znaciti da se radi o promjenama u biokemijskim putevima
ukljucenim u stvaranje zuci, a novi dokazi upucuju da bi promjene u putevima sinteze zuci
mogle biti povezane s AB-om (649-652). Sluz izolirana iz probavnog sustava STZ-icv
zivotinja imala je smanjen kapacitet vezanja alcijanskog modrila (Sto upucuje na smanjenu
koncentraciju glikoproteina), a na testovima lubrikacije pokazala je slabija lubrikacijska
svojstva (vazno svojstvo probavne sluzi koje §titi sluznicu od mehanickog stresa (653)) (Slika
14). Obzirom na promijenjena svojstva sluzi te ranije opazene promjene redoks homeostaze
probavnog sustava, izmjereni su biljezi oksidativnog stresa i reduktivnog kapaciteta.
Zanimljivo, analiza tri biljega reduktivnog kapaciteta pruzila je tri razli¢ita uvida u redoks
ravnotezu: ORP je pokazao reduktivniji okolis u STZ-icv sluzi, NRP je pokazao obrnuto, a

analiza pomocu metastabilnog ABTS radikal-kationa nije pokazala razlike u ukupnom
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kapacitetu izmedu skupina. Opazeni rezultati vjerojatno odrazavaju ranije navedenu razliku u
osjetljivosti na pojedine medijatore redoks homeostaze. Kako bi se potvrdilo da u sluzi doista
nema znacajno narusene redoks homeostaze izmjerena je koncentracija proizvoda
peroksidacije lipida (koji nacelno nastaju u trenutku kad kompenzacijski mehanizmi redoks
sustava zakazu te kad nastupi stanje oksidativnog stresa) koja je ukazala na izostanak vaznih
promjena redoks sustava u probavnoj sluzi (Slika 14). S obzirom da je potvrdeno postojanje
redoks promjena u tkivu probavnog sustava, ovi bi rezultati mogli upucivati na endogeni
¢imbenik pogreske koji bi mogao interferirati S biokemijskim mjerenjima (primjerice
pH)(vjerojatnije) ili pak Cinjenicu da probavna sluz ne odrazava vjerno stanje redoks sustava
tkiva (manje vjerojatno, ali neistrazeno). Postoje neke naznake biokemijske interferencije i na
razini gustoc¢e sluzi. Primjerice, NRP je pokazao smanjenje reduktivnog kapaciteta sluzi u STZ-
icv zivotinja (-30% u odnosu na kontrolu; p=0,014), medutim, promjena je smanjena za gotovo
tre¢inu kad je apsorbancija ¢itavog spektra (mjera razrjedenja) uvedena u model kao kovarijata
(-22% u odnosu na kontrolu; p=0,089).

NaruSen kvalitativni i kvantitativni sastav probavne sluzi mogao bi narusiti sposobnost
probavne sluzi da stvori funkcionalnu barijeru i zastiti sluznicu od izravne izlozenosti
intraluminalnim mikroorganizmima i toksinima (611). U in vitro testovima, sluz izdvojena iz
probavnog sustava STZ-icv Stakorskog modela AB pokazala je smanjeno spontano stvaranje
proteinskih agregata (vjerojatno kao posljedica razrjedenja, smanjenog sadrzaja alcijanofilnih
glikoproteina te povecanog pH) $to je bilo povezano s naruSenim kapacitetom za vezanje
akridinofilnih Cestica (Slika 15). lako in vitro rekonstitucija sluzi vjerojatno samo djelomi¢no
odrazava njena svojstva in vivo, rezultati pokusa upucuju na moguée naruSeno stvaranje

funkcionalne zaStitne sluzne barijere u probavnom sustavu STZ-icv Stakora.

Dinamicke promjene intraluminalnog okoliSa utje€u na funkciju probavne sluzi mijenjanjem
njenih strukturalnih svojstava. Intraluminalna koncentracija iona i pH reguliraju propusnost
sloja probavne sluzi te tako utje¢u na propustanje hranjivih tvari i mikroorganizama (611).
Niske vrijednosti pH poticu stvaranje agregata te stimuliraju stvaranje funkcionalne zastitne
barijere koja sprjeCava transmigraciju bakterija. Primjerice, Sharma i suradnici pokazali su da
je formiranje agregata u ekstraktu svinjske probavne sluzi sprije¢eno ukoliko se pH povisi s 4
na 7 (611). Osim toga, transmigracija Escherichije coli i Salmonelle enterice u rekonstituiranoj
sluzi bila je znac¢ajno umanjena kad je pH bio sniZen sa 7 na 4 ili nize (611). Sluz izdvojena iz
probavnog sustava zivotinja tretiranih STZ-icv imala je znatno visi pH u usporedbi s

kontrolnom sluzi Sto bi moglo objasniti smanjeni kapacitet agregacije alcijanofilne tvari 1
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smanjeni kapacitet vezanja akridinofilnih ¢estica (npr. mikroorganizama)(Slika 15). Povecani
pH probavne sluzi STZ-icv Zivotinja mogao bi biti i endogeni ¢imbenik pogreske koji je utjecao

na mjerenja lubrikacijskih i spektralnih svojstava te biokemijske testove redoks homeostaze.

Naposljetku, poremecaj izlucivanja, kvalitativne i kvantitativne promjene komponenti
probavne sluzi i ¢imbenika koji utjeCu na kapacitet formiranja funkcionalne barijere za
mikroorganizme (npr. pH) mogli bi utjecati i na poroznost i molekularnu propusnost sluzne
barijere. Posljedi¢no, probavna sluznica STZ-icv Stakorskog modela AB-a mogla bi biti
izlozena vecoj koncentraciji intraluminalnih toksina, mikroorganizama i lijekova (654-656).
Rezultati in vitro pokusa, dizajniranog s ciljem procjene sposobnosti rekonstituirane sluzi da
sprijeci difuziju tvari, sugeriraju da STZ-icv sluz doista ima smanjeni kapacitet da veze i/ili
sprijeci difuziju malih molekula (Slika 16). Tako dobivene rezultate treba tumaciti kriticki i s
dozom opreza u kontekstu translacije opazanja na ostale male molekule (obzirom da je testiran
jedino kofein kao standardni primjer male molekule zbog ograni¢ene koli¢ine dostupne
probavne sluzi), promijenjeni pH STZ-icv sluzi mogao bi rezultirati ve¢om poroznosti zastitne
sluzne barijere. Potonje bi moglo imati vazne posljedice ne samo u kontekstu patofiziologije
ostecenja redoks homeostaze i1 funkcije sluznice, ve¢ 1 u kontekstu razumijevanja apsorpcije
lijekova u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a. Primjerice, de Moraes i suradnici nedavno su
opisali fenomen povecane apsorpcije tiamina u probavnom sustavu STZ-icv Stakora za koji
nisu uspjeli ponuditi objasnjenje (657), a koji bi mogao biti posljedica povecane molekularne

propusnosti probavne sluzi.

6.1.2.1.4. Poremecaj inkretinskog sustava osovine crijevo-mozak u STZ-icv
netransgeni¢nom $takorskom modelu Alzheimerove bolesti

Inkretini su prepoznati kao vazni glasnici i posrednici dvosmjerne komunikacije putem osovine
crijevo-mozak (619,658-660). Neuroprotektivni ucinci inkretina istrazeni su u transgeni¢nim
(455,661-663) i netransgeni¢nim modelima AB-a (664-667), medutim, patofizioloska podloga
poremecene regulacije GLP-a 1 u bolesnika i u Zivotinjskih modela AB-a slabo je istrazena.
Na temelju prethodnih istrazivanja €ini se da promjene koncentracije GLP-a 1 u plazmi u STZ-
icv Stakorskom modelu AB-a imaju nelinearan tijek sa pove¢anjem aktivnog GLP-a 1 1 mjesec
nakon STZ-icv tretmana (536)(iako u istom istrazivanju nije do§lo promjene u drugoj kohorti

zivotinja, te rezultate treba tumaciti s oprezom), snizenjem aktivnog GLP-a 1 3 mjeseca nakon
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STZ-icv tretmana (376) te izostankom promjene 6 mjeseci nakon STZ-icv (330). Izrazaj GLP-
1R-a u hipokampusu bio je nepromijenjen nakon 1 i 3 mjeseca (376), a nakon 6 mjeseci uocen
je trend porasta (330). Osim bazalnih promjena, u dosadas$njim istrazivanjima opisane su i
promjene GLP-1 sustava koje upucuju na njegovu narusenu homeostazu u STZ-icv modelu
AB-a narazini interakcije tretmana. Primjerice, 3 mjeseca nakon STZ-icv opazena je naglaSena
kvalitativna interakcija tretmana STZ-om i kroni¢nog oralnog tretmana otopinom D-galaktoze
(200 mg/kg) na razini koncentracije aktivnog GLP-a 1 u plazmi (u kontrolnih zivotinja tretman
D-galaktozom smanjio je koncentraciju aktivnog GLP-1 za 80%, a u STZ-icv modelu isti je
tretman uzrokovao porast od 75%). Istovremeno, D-galaktoza nije dovela do povecanja
izrazaja GLP-1R-a u hipokampusu kontrolnih Zivotinja, medutim, u STZ-icv skupini isti je
tretman uzrokovao povecanje od 66% (376). Obrnuto, 6 mjeseci nakon uspostave STZ-icv
modela, kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom tijekom 2 mjeseca smanjio je izrazaj GLP-1R-

a u hipokampusu STZ-icv zivotinja, dok u kontrolnoj skupini nije bilo promjena (330).

U istrazivanjima provedenim u sklopu ove disertacije prikupljeni su dodatni dokazi koji
potvrduju naruSenu funkcije GLP-1 sustava u Stakorskom modelu STZ-icv. S obzirom da je
primarno mjesto izrazaja GLP-a 1 probavni sustav, novi su podaci vazni jer omogucéavaju
jasniji uvid u disregulaciju inkretinskog sustava ne samo na razini srediSnjeg Ziv€anog sustava,
ve¢ 1 na razini probavnog sustava te komunikacije izmedu mozga i crijeva putem osovine
crijevo-mozak. Istrazivanjem posljedica akutnog utiavanja sredi$njih GLP-1R-a utvrdeno je
da GLP-1 signalizacija u sredi$njem zZiv€anom sustavu moze ostvariti akutni u¢inak na redoks
homeostazu u probavnom sustavu $takora, §to dosad nije opisano u literaturi. U kontrolnih je
Stakora opaZzeno je da akutna inhibicija GLP-1R-a ostvarena intracerebroventrikularnom
primjenom inhibitora povecava lipidnu peroksidaciju, snizava koncentraciju tiola niske
molekularne mase i1 slobodnih sulfhidrilnih skupina proteina, povecava aktivnost katalaze te
umanjuje aktivnost SOD-a (Slika 17). Od svih analiziranih biljega redoks homeostaze u
duodenumu, jedini nepromijenjeni biljeg bio je ukupni reduktivni kapacitet izmjeren pomocu
NRP metode (8to u potpunosti odgovara u¢incima STZ-icv, buduéi da je to takoder jedini biljeg
koji je bio nepromijenjen u duodenumu STZ-icv Zivotinja). Zanimljivo, uéinci akutne sredi$nje
inhibicije GLP-1R-a na redoks homeostazu u duodenumu bili su po smjeru promjena (i u vecoj
mjeri po veli¢ini uéinaka) istovjetni promjenama opazenim u STZ-icv zivotinja §to bi moglo
upucivati na: 1) zajedni¢ki mehanizam kojim su putem osovine crijevo-mozak ostvareni uéinci
srediSnje inhibicije GLP-1 signalizacije i neurodegeneracije na homeostazu duodenuma; ili ii)

poremecaj srediSnje signalizacije GLP-a 1 kao jedan od patofizioloSkih dogadaja tijekom
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razvoja neurodegenerativnih promjena izazvanih STZ-icv tretmanom. Uz navedeno, opazeno
je da istovjetni tretman srediSnjom primjenom inhibitora dovodi do suprotnih uc¢inaka (lipidna
peroksidacija, aktivnost katalaze) ili izostanka ucinaka (tioli niske molekularne mase, slobodne
sulfhidrilne skupine proteina, aktivnost SOD-a) u STZ-icv modelu AB-a, §to govori u prilog
narusenoj homeostazi GLP-1 sustava te poremecene komunikacije putem osovine crijevo
mozak (Slika 17). U ileumu, gdje nisu opaZene promjene u STZ-icv modelu, takoder je izostao
i fenomen interakcije ucinka STZ-a i GLP-1R inhibitora (npr. interakcija pri u¢inku na
katalazu, ¢ija je promjena aktivnosti bila jedini opazeni u¢inak na redoks homeostazu uz
poticanje lipidne peroksidacije u kontrolnih Zivotinja). Skupna analiza biljega redoks
homeostaze pomoc¢u kompozitnih vrijednosti dobivenih analizom glavnih komponenti takoder
je ukazala na postojanje interakcije izmedu STZ-icv tretmana i akutne inhibicije sredi$nje GLP-

1R signalizacije (Slika 18).

Iako se ¢ini da ucinci akutne sredi$nje inhibicije GIP receptora na redoks homeostazu u
probavnom sustavu nisu istovjetni ucincima ostvarenim inhibicijom GLP-1R-a, postoji
izrazena interakcija tretmana STZ-icv i srediSnje farmakoloske inhibicije GIP signalizacije na
nekoliko drugih patofizioloskih promjena u probavnom sustavu, $to govori u prilog hipotezi da
poremecaj osovine crijevo-mozak u STZ-icv ne ukljucuje samo GLP-1. Primjerice, akutna
srediSnja primjena GIP inhibitora uzrokovala je naglasene makroskopske morfometrijske
promjene strukture crijevnih resica i kripti u STZ-icv Zivotinja dok je u kontrolnih Zivotinja
reakcija izostala (Slika 19). Obrnuto, na razini strukture pojedinih epitelnih stanica vrska
duodenalnih resica, akutna je inhibicija ostvarila snazan uc¢inak u kontrolnih Zivotinja, dok je
ucinak u STZ-icv bio znatno manje izrazen (Slika 19). Tijekom analize izrazaja CAS-a 3
opaZen je izostanak interakcije pri ucinku srediSnje inhibicije na izraZaj inaktivnog zimogena
(30 kDa), te kvantitativna interakcija kod u¢inka na aktivaciju CAS-a 3 (17 kDa fragment) $to
upucuje da bi akutni ucinci na strukturu crijevne barijere i apoptozu mogli biti posredovani
drugim mehanizmima od kojih su oni koji posreduju u€inak na strukturu viSe izmijenjeni u
STZ-icv modelu AB (Slika 20). Obzirom da ucinci sredisnjih inkretinskih receptora dosad nisu
istrazeni u kontekstu regulacije programirane smrti stanica probavnog sustava niti strukture
crijevne barijere, uz otkrivanje poremecéene regulacije u STZ-icv modelu, navedeni pokusi
ponudili su prve dokaze o postojanju fizioloske uloge inkretina u srediSnjem ziv€anom sustavu

u regulaciji crijevne barijere koji do sad nisu opisani u literaturi.

Ucinci izmijenjene inkretinske osovine crijevo-mozak istraZzeni su i na razini lokalnih

posrednika inkretinske signalizacije. Primjerice, u duodenumu nisu pronadeni dokazi o

238



postojanju ucinka srediSnje inhibicije na izrazaj GLP-1R, medutim, opaZena je interakcija
tretmana STZ-icv te srediSnje primjene GLP-1 antagonista na izrazaj receptora u
periduodenalnom masnom tkivu (Slika 22). Zanimljivo, uéinci sredi$nje inhibicije GLP-1R-a
bili su otkriveni u uvjetima prisutnosti nutrijenata (D-galaktoze) u probavnom sustavu, ali
interakcija tretmana STZ-icv i sredi$nje inhibicije GLP-1 signalizacije ponovno je izostala
(Slika 24), sto sugerira da opazena promjena inkretinskog sustava osovine crijevo-mozak u
STZ-icv modelu nije strogo vezana uz inkretinsku signalizaciju ve¢ ukljucuje posredne
mehanizme. U periduodenalnom masnom tkivu interakcija je uo€ena i u uvjetima prisutnosti
intraluminalnih hranjivih tvari (D-galaktoze) S$to je potvrdilo postojanje promijenjenog
inkretinskog sustava na razini adipocita u STZ-icv modelu AB-a. Vaznost i znacaj promjene
izrazaja GLP-1R-a u masnom tkivu STZ-icv modela AB-a tek trebaju biti istrazeni, medutim,
¢ini se kako GLP-1 signalizacija igra vaznu ulogu u regulaciji sustavne inzulinske osjetljivosti
i metabolizma (668) $to bi mogao biti slu¢aj i u kontekstu patogeneze promjena izazvanih
primjenom STZ-a. Osim na razini crijevnih resica, GLP-1R ispitan je i na razini kripti gdje
imunofluorescencijska kvantifikacija upucuje na snizeni izrazaj u STZ-icv modelu AB-a (Slika
25). U ovom trenutku nije jasno postoji li povezanost izrazaja GLP-1R-a s morfoloskim

promjenama resica i kripti opisanim u STZ-icv modelu.

Osim na razini izraZaja receptora, GLP-1 signalizacija ispitana je i na razini drugog glasnika
GLP-1R-a—cAMP-a (669,670). U duodenumu, koncentracija CAMP-a bila je neznatno snizena
u STZ-icv zivotinja, a sredi$nja inhibicija GLP-1R-a prosje¢no je dodatno smanjila
koncentraciju drugog glasnika za 15% (Slika 26). Tako se opisano zapazanje treba tumaditi s
oprezom budu¢i da je cAMP vrlo nespecifi¢an drugi glasnik uklju¢en u protok informacija ne
samo brojnih drugih signalizacijskih kaskada osim one potaknute GLP-1R-om (671-678), ve¢
i signalizacije u prokariotima (679), obrazac promjena cAMP-a nalik je promjenama GLP-1R-
a otkrivenima u uvjetima prisutnosti intraluminalnih nutrijenata §to bi moglo upucivati na to
da je, unato¢ nepromijenjenom izrazaju GLP-1R-a, u STZ-icv duodenumu poremecena
nizvodna inkretinska signalizacija. U ileumu je opaZen obrnuti obrazac koji potvrduje

regionalnu specifi¢nost opisanih promjena.

Naposljetku, izmjerene su koncentracije GLP-a 1 u plazmi i cerebrospinalnom likvoru 1 mjesec
nakon STZ-icv sa i bez intraluminalne prisutnosti nutrijenata (D-galaktoze) (Slika 27). Kod
bazalnih vrijednosti ukupnog GLP-a 1 uocena je tendencija pada kod sredi$nje inhibicije GLP-
1R-a u kontroli, a porasta kod istog tretmana u STZ-icv skupini, ali zbog velikog bioloskog

rasapa nisu uo¢ene naglasene promjene. S druge strane, koncentracija aktivnog GLP-a 1 bila
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je povecana u STZ-icv skupini. SrediSnja primjena inhibitora nije ostvarila u¢inak u kontrolnih
zivotinja, ali snizila je koncentraciju u STZ-icv skupini. Za razliku od plazme, GLP-1 u
cerebrospinalnom likvoru nije pokazao obrazac interakcije tretmana. Vrijednosti aktivnog
GLP-a 1 u plazmi u kontekstu ranije opisanih promjena pruzaju dodatne dokaze poremecene
signalizacije GLP-a 1 u tkivu STZ-icv modela AB-a obzirom da nema naznaka da je poveéana
koncentracija aktivnog GLP-a 1 bila povezana s u¢inkom na razini izraZaja inkretinskih
receptora niti s koncentracijom cAMP-a. U slucaju intraluminalne prisutnosti nutrijenata,
srediSnja inhibicija GLP-1R-a rezultirala je pove¢anim odgovorom lucenja GLP-a 1 §to bi
moglo govoriti u prilog postojanja negativne povratne sprege GLP-a 1 putem osovine crijevo-
mozak. U STZ-icv zivotinja, sredi$nja inhibicija nije utjecala na lu¢enje GLP-a 1 $to govori u
prilog ispada dvosmjerne komunikacije osovinom crijevo-mozak inkretinima u STZ-icv
modelu AB-a (Slika 27).

6.2.PatofizioloSke promjene probavnog sustava u modelima Parkinsonove
bolesti

6.2.1. PatofizioloSke promjene probavnog sustava u transgeni¢nim modelima
Parkinsonove bolesti

Za razliku od poremecaja probavnog sustava u AB-u, koji se tek posljednjih godina poceo
istrazivati u Zivotinjskim modelima, patofiziolo§ke promjene probavnog sustava u Zivotinjskim
modelima PB-a detaljno su opisane (680,681). Stovise, obzirom da je poremecaj funkcije
probavnog sustava prepoznat kao rani, ucestao, i ozbiljan problem u bolesnika, razliiti
zivotinjski modeli PB-a koriste se ciljano za ispitivanje pojedinih patofizioloskih procesa
probavnog sustava (680-682). U transgeni¢nih miseva, u kojih je humani a-sinuklein izraZzen
pod kontrolom Thyl promotora, javljaju se poremecaji motiliteta kolona poput: pove¢anog
zadrZavanja fecesa (i kuglica za mjerenje potiskivanja) u kolonu, smanjene produkcije fecesa
u poznatom okoliSu te povecanog stvaranja fecesa u nepoznatom okolisu (683). Prilikom
izrazaja mutiranog humanog a-sinukleina, opazeni su naglaSeni poremecaji funkcije
probavnog sustava. Primjerice, prilikom izrazaja humanog a-sinukleina uz mutacije A53T ili
A30P, a bez izrazaja misjeg sinukleina, dolazi do snaznog izrazaja mutiranog sinukleina u
kolonu koji je zdruZen sa znatnim produljenjem vremena prolaska fecesa kroz sve segmente

probavnog sustava (684). Zanimljivo, u navedenom modelu, opisane funkcionalne promjene
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te nakupljanje sinukleina u ganglijima crijevnog ziv¢anog sustava, prethodili su promjenama
u srediSnjem zivéanom sustavu te je predlozeno da bi navedeni model mogao biti koristan za
proucavanje patofiziologije nastanka ranih znakova bolesti u probavnom sustavu (684). Druga
istrazivanja komplementarnim su pristupom potvrdila da u transgeni¢nih modela probavni
sustav doista ranije pokazuje znakove toksi¢nosti i agregacije a-sinukleina. Primjerice, pomocu
osjetljivog ciklickog pokusa za pogre$no smotavanje proteina potvrdeno je da je moguce
detektirati prisutnost fenomena zasijavanja i agregacije a-Sinukleina AS53T u kolonu
transgenic¢nih miSeva u presimptomatskoj fazi bolesti u trenutku kad je istovjetan fenomen

jasno odsutan u srediSnjem Ziv€éanom sustavu (685).

Zanimljivo, u transgeni¢nim modelima PB-a, rani poremecaji probavnog sustava mogli bi biti
posljedica neurodegenerativnih promjena vagusa. Primjerice, u transgeni¢cnom modelu PB-a, s
izrazajem AS5S3T a-sinukleina, snizavanje koncentracije grelina u krvi povezano s ranim
poremecajem funkcije probavnog sustava dogada se nakon neuropatoloskih promjena i
snizenja izrazaja kolin-acetiltransferaze u dorzalnoj motorickoj jezgri vagusa (686). Osim
poremecaja motiliteta, u transgenicnim modelima PB-a opisani su i poremecaji crijevne
barijere, neurodegenerativne promjene te upala probavnog sustava. U A53T transgeni¢nom
modelu PB-a, snizena je razina proteina tijesnih spojeva (okludina i zonulina) i razina biljega
za dopaminergic¢ke neurone (tirozin-hidroksilaza) u kolonu, dok su izrazaj inducibilne sintaze
dusikovog oksida i biljega upale TNF-a a poveéani (687). Uz navedene proteine,
eksplorativnom analizom mijenteri¢kog pleksusa tankog i debelog crijeva u presimptomatskih
A30P miSeva, otkriveni su dodatni biljezi ranih promjena probavnog sustava koji bi mogli
pomoci razjasniti patofizioloske procese ukljuéene u nastanak bolesti (688). Masena
spektroskopija proteina mijenterickog pleksusa presimptomatskih A30P pokazala je da su
promjene izrazaja Nefl-a, Vamp-a 2, i Calb-a 2 te njihovih regulatornih mikro-ribonukleinskih
Kiselina vazni rani patofizioloski dogadaji u crijevu transgeni¢nog modela PB-a, §to bi moglo
upucivati na procese slaganja citoskeleta, oksidativni stres, degradaciju proteina ubikvitin-
proteasomskim sustavom, sinapti¢ku transmisiju te homeostazu kalcija kao klju¢ne elemente
ranih poremecaja funkcije crijeva (688).

6.2.2. PatofizioloSke promjene probavnog sustava u netransgeniénim modelima
Parkinsonove bolesti

PatofizioloSke promjene probavnog sustava ispitane su u nizu netransgeni¢nih modela PB-a.

Najcesci zivotinjski model PB-a zasniva se na sustavnoj dostavi selektivnog dopaminergickog
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toksina MPTP-a na koji sredi$nji dopaminergicki neuroni pokazuju posebnu osjetljivost (689—
694). Nakon sustavne primjene, MPTP uzrokuje o$tecenje crijevnih dopaminergi¢kih neurona
povezano s padom koncentracije crijevnog dopamina te sniZenje izrazaja dopaminskog
transportera i tirozin-hidroksilaze u submukoznom i mijentericCkom pleksusu (680,681,695~
697). Za razliku od ucinka na inhibitorne dopaminergi¢ke puteve u probavnom sustavu,
primjena MPTP-a ne mijenja izrazaj biljega nitrergicke i VIP-ergicke inhibitorne, niti
kolinergi¢ke (ekscitatorne) signalizacije (695,697). OsteCenje dopaminergi¢kih neurona
crijevnog ziv€anog sustava (i smanjenje dopamina u probavnom sustavu) povezano je s
prolaznim poveéanjem motiliteta kolona (680). Na temelju podataka iz literature, prokineticki
obrazac motiliteta logi¢na je posljedica deplecije dopamina u crijevnom zivéanom sustavu.
Primjerice, dopaminergicki antagonisti imaju poznati prokineticki uc¢inak (698,699), a
dopaminergicki lijekovi smanjuju motilitet probavnog sustava (680). Osim toga, transgenicni
misevi s manjkom D receptora ili vezikularnog transportera za monoamine (VMAT; engl.
vesicular monoamine transporter) pokazuju prokineti¢ki obrazac motiliteta probavnog sustava
(700,701). Na temelju navedenog, promjene probavnog sustava u MPTP modelu vjerojatno ne
odrazavaju vjerno patofizioloske promjene u ljudi oboljelih od PB-a u kojih: i) klasi¢ni obrazac
motoric¢ke disfunkcije probavnog sustava odgovara smanjenju motiliteta i usporenju prolaska
intraluminalnog sadrzaja; ii) nema jasnih podataka o smanjenom broju dopaminergickih

neurona u enterickom zivéanom sustavu (681).

Netransgeni¢ni modeli PB-a koji se zasnivaju na srediSnjoj primjeni neurotoksina 6-OHDA-a
pokazuju drugacije rezultate koji bi mogli vjernije oponasati patofizioloske dogadaje prisutne
u oboljelih u ranoj fazi bolesti (680). U usporedbi s MPTP modelom PB-a (u kojem nije
pronaden poremecaj motiliteta tankog crijeva (695)), u 6-OHDA modelu opisano je usporenje
prolaza intraluminalnog sadrzaja u distalnom tankom crijevu (702) $to odgovara obrascu
dismotiliteta u bolesnika s PB-om (681). U tankom crijevu u 6-OHDA modelu PB-a, razina
biljega dopaminergickog sustava promijenjena je u suprotnom smjeru nego $to je slucaj u
MPTP modelu — izrazaj tirozin-hidroksilaze i transportera za dopamin povecan je u usporedbi
s kontrolnim zivotinjama (696). U tankom crijevu 6-OHDA modela opisan je poremecaj
inhibitornih puteva crijevnog ziv€anog sustava sa Smanjenim izrazajem neuronalne sintaze
dusikovog oksida uz povecanje broja neurona koji izrazavaju vazoaktivni intestinalni
polipeptid (VIP; engl. vasoactive intestinal polypeptide) u mijenterickom pleksusu u distalnom
ileumu (703) te s povecanjem izrazaja neuronalne sintaze dusikovog oksida u duodenumu

(704). Uz opisane promjene, u distalnom ileumu nisu opisane promjene broja kolinergickih
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neurona, dok je on u duodenumu bio smanjen (703,705). U kolonu 6-OHDA modela PB-a
takoder je opisan poremecaj motiliteta s odgodom propulzije intraluminalnom sadrzaja i
smanjenom frekvencijom defekacije (704,706), sto bi moglo biti povezano sa smanjenom
ucinkovitosti propulzivnih valova i peristaltiCkih refleksa (703). Uz promjene motiliteta
kolona, u 6-OHDA modelu opisane su i promjene inhibitornih i ekscitatornih puteva. U
proksimalnom kolonu 6-OHDA modela opisan je porast broja VIP-ergickih i dopaminergickih,
te smanjenje broja nitrergi¢kih neurona (703,704,707). Na poremecaj nitrergickih puteva
upucuje i smanjenje izrazaja neuronalne sintaze dusikovog (Il) oksida u kolonu 6-OHDA
Stakora (704). Broj D2 receptora na dopaminergickim i kolinergi¢kim neuronima mijenterickog
pleksusa bio je smanjen (703), a koncentracija tirozin-hidroksilaze, dopaminskog transportera,
i dopamina u kolonu 6-OHDA modela bila je povecana u usporedbi s kontrolom
(696,704,708,709). U usporedbi s konzistentnim promjenama inhibitornih puteva u probavnom
sustavu 6-OHDA modela PB-a, promjene ekscitatorne signalizacije Kkarakterizira
nedosljednost. U nekim studijama nije bilo razlika u broju ChAT pozitivnih neurona, kao ni u
izrazaju gena i proteina za ChAT izmedu 6-OHDA i kontrolnih Zivotinja (703,704). Suprotno,
u istrazivanju Fornaia i suradnika, opisano je smanjenje izrazaja ChAT-a u distalnom kolonu
6-OHDA zivotinja i smanjeno otpustanje ACh-a te povecanje izrazaja Mz i Ms u

neuromuskularnom sloju i izoliranim glatkim mis$i¢nim stanicama (706).

Promjene probavnog sustava opisane su i u netransgeni¢cnom modelu PB-a koji se zasniva na
kroni¢nom otpustanju izoflavonskog insekticida rotenona pomoc¢u osmotskih pumpi (710). U
Stakora tretiranih rotenonom opaZeno je odgodeno praZnjenje Zeluca 1 poremecaj
neuromuskularne kontrole s inhibitornim defektom (710). U rotenonskom modelu PB-a nije
bilo promjena u broju ili inervacijskim obrascima nitrergickog, VIP-ergi¢kog, niti
dopaminergickog inhibitornog sustava (710). Suprotno, rotenon uzrokuje promjene
ekscitatornog sustava s obzirom da je opisano znatno smanjenje izrazaja ChAT
imunoreaktivnosti u mijenterickom pleksusu kolona 1 i 6 tjedana nakon infuzije toksina (711).
Uz promjene motiliteta, u rotenonskom su modelu opisane i promjene crijevnog mikrobioma

koje su bile povezane naru$enim obrascem metaboloma u modelu PB-a (712).
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6.2.3. Poremecaj redoks homeostaze probavnog sustava u Zivotinjskim modelima
Parkinsonove bolesti

Redoks homeostaza mogla bi igrati vaznu ulogu u probavnom sustavu u modelima PB-a jer: 1)
redoks homeostaza i oksidativni stres igraju vaznu ulogu u etiopatogenezi PB-a (468,713-717);
ii) struktura i funkcija barijere probavnog sustava i odrzavanje lokalne redoks homeostaze
usko su spregnuti i meduzavisni procesi (718,719); iii) proboj crijevne barijere dovodi do
sustavnog oksidativnog opterecenja (radi ¢ega je probavni sustav prozvan ,tempirana bomba
slobodnih radikala®) (720). Medutim, redoks homeostaza i oksidativni stres slabo su istrazeni
u probavnom sustavu zivotinjskih modela PB-a. U rotenonskom modelu PB-a, u kolonu je
zabiljeZzena poveéana razina nitrotirozina, produkta nitracije tirozina reaktivnih duSikovim
radikalima (721), a u ileumu je opisano povecanje lipidne peroksidacije i smanjenje
koncentracije GSH-a (722). U rotenonskom modelu PB-a, u eksperimentalnom modelu na
zebricama (Danio Rerio), opisana je povecana koncentracija proizvoda lipidne peroksidacije,
te snizena razina aktivnosti katalaza, GSH S-transferaza, i SOD-a (723,724). U modelu PB-a
izazvanom MPTP-om, neki dijelovi probavnog sustava, poput Zeluca, podlijezu oksidativnom
stresu prije nego srediSnji ziv€ani sustav, §to bi moglo biti posljedica snaznog izrazaja
monoamin-oksidaze-B te niske aktivnosti SOD-a (725). U 6-OHDA modelu, Garrido-Gil i
suradnici opisali su povecanje izrazaja p47phox $to bi moglo ukazivati na oksidativni stres u
proksimalnom kolonu (726), a sli¢no je potvrdeno u studiji Pellegrini i suradnika koji su

pokazali povecanje TBARS-a u kolonu 4 i 8 tjedana nakon primjene 6-OHDA-a (727).

S obzirom na vaZnost redoks homeostaze u PB-U te izostanak istrazivanja u kojima je ravnoteza
redoks reakcija detaljno istrazena u probavnom sustavu modela bolesti, u sklopu ove disertacije
analizirani su biljezi redoks homeostaze u razli¢itim dijelovima probavnog sustava Stakorskom
modela PB-a izazvanog intrastrijatalnom primjenom 6-OHDA-a (Slika 29). Na temelju dosad
provedenih istraZivanja koja su opisana u literaturi, ocekivani doprinos bio je detaljnije istraziti
postoji li razlika u osjetljivost na neravnotezu redoks sustava duz probavne cijevi, te razjasniti
koji element redoks homeostaze bi mogao biti klju¢an u nastanku opisanih promjena. Medutim,
iako je intrastrijatalnom primjenom uspostavljen model s naglasenim poremecajem motorike
(Slika 29), detaljna analiza 8 biljega redoks homeostaze (lipidna peroksidacija, koncentracija
tiola niske molekularne mase, koncentracija slobodnih sulfhidrilnih skupina, aktivnost SOD-a,
aktivnost Mn-SOD-a, ukupni kapacitet disocijacije H20., kapacitet disocijacije H20:

neosjetljiv na AZD, NRP) u 3 segmenta probavne cijevi (duodenum, ileum, kolon) pokazala je
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da, 12 tjedana nakon bilateralne intrastrijatalne primjene 6-OHDA-a, nema znakova redoks
dishomeostaze ni oksidativnog stresa u probavnom sustavu (Tablica 2, Slika 30, Slika 31).
Postoji nekoliko mogucih objasnjenja za proturjenost rezultata koje su opisali Pellegrini i
suradnici (727) i rezultata koji su predstavljeni ovdje (Tablica 2, Slika 30, Slika 31). U
istrazivanju Pellegrini i suradnika, model PB-a uspostavljen je unilateralnom intrastrijatalnom
primjenom u dvije regije MFB-a u ukupnoj dozi od 7,5 pg/3 ul (727). Suprotno, u istrazivanju
provedenom u sklopu ove disertacije, koristena je bilateralna primjena 6-OHDA-a u dozi od 8
ng/2 pl u svaku hemisferu kako bi se izbjegla moguénost kompenzacije lezije neoste¢enom
hemisferom $to bi moglo maskirati uéinke. Doza i mjesto dostavljanja 6-OHDA-a imaju
izrazen efekt na fenotip 1 prostorno-vremenske obrasce razvoja dopaminergicke
neurodegeneracije. Primjena 6-OHDA u SN i/ili MFB uzrokuje izrazenu leziju
nigrostrijatalnog puta koja se brzo $iri te zahvaca znatan nigrostrijatalni put u nekoliko sati.
Suprotno, intrastrijatalna lezija obi¢no uzrokuje sporo, progresivno i parcijalno ostecenje koje
se §iri od strijatalnih nastavaka prema crnoj tvari tjednima (728). U pokusu opisanom ovdje,
lezija SN-a bila je minimalna ¢ak i nakon 12 tjedana (procijenjeno kontrolnom
imunohistokemijskom analizom protutijelom usmjerenim na tirozin-hidroksilazu u SN-u
(729)), sto upucuje da bi izostanak udinaka u probavnom sustavu mogao biti posljedica
relativne oCuvanosti nigro-vagalnog puta (glavnog puta povezanog s poremecajem probavne
homeostaze u PB-u (730)). Nadalje, Pellegrini i suradnici procijenili su oksidativni stres
pomocu jednog biljega redoks homeostaze — MDA, pomoc¢u TBARS metode (727). Medutim,
iako je TBARS S8iroko kori$ten i pouzdan biljeg oksidativnog stresa (615), koristenje TBARS
metode i tumacenje rezultata ima svojih ogranicenja i specificnosti radi ¢ega je predloZeno da
se ovom metodom ,,u najboljem sluc¢aju moze dobiti tek uzak i empirijski uvid u kompleksi
proces peroksidacije lipida“ (731). Malondialdehid je samo jedan od mnogih aldehida koji
nastaje kao sekundarni produkt lipidne peroksidacije, a njegova koncentracija unutar stanica
ovisi 0 mnogim bioloskim procesima (615,732). Povecana koncentracija produkata lipidne
peroksidacije ponekad moZe upucivati na aktivaciju zastitnog sustava antioksidansa u slucaju
da funkcija metaboli¢kih puteva za produkte peroksidacije te redoks regulatorne mreze nije
narusena (732). Obzirom da je MDA jedan od proizvoda koji nastaju u procesu biosinteze
prostaglandina, posebno sinteze tromboksana putem tromboksan-sintaze (615), koja je
ukljucena u regulaciju upale u probavnom sustavu (733), moguce je da povecana koncentracija
MDA-a u pokusu Pellegrini 1 suradnika odrazava aktivaciju upalne signalizacije (poviSena
koncentracija TNF-a a1 IL-a 1B (727)), a ne ispad funkcije redoks homeostaze koji rezultira

nekontroliranom peroksidacijom membranskih lipida. S druge strane, obzirom da upalni i
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redoks procesi pokazuju visoki stupanj bioloSke meduzavisnosti (644), poremecena regulacija
redoks sustava koja rezultira peroksidacijom lipida u pokusu Pellegrini i suradnika, ne moze
sa sigurno$c¢u biti iskljucena. Naposljetku, u navedenom pokusu istrazivaci su izmjerili TBARS
u ,,neuromuskularnom tkivu kolona®“, a u pokusu ¢iji su rezultati prikazani u sklopu ove
disertacije biljezi redoks homeostaze izmjereni su u homogenatima ¢itavog crijeva kako bi se:
i) izbjeglo uvodenje sustavne pogreske prilikom pripreme uzoraka (npr. tijekom postupka
disekcije tkiva); ii) uzele u obzir promjene vezane uz sluznicu zbog njene klju¢ne uloge u
odrzavanju redoks homeostaze probavnog sustava (734). Uz sve navedeno, nije moguce
iskljuciti da je oksidativni stres u probavnom sustavu prisutan samo u ranim stadijima
patoloskih promjena izazvanih primjenom 6-OHDA-a (Sto su prikazali Pellegrini i suradnici
(727)) te da poremecaj redoks ravnoteze nestaje kroz vrijeme (te potpuno iScezava do

vremenske tocke od 3 mjeseca u kojoj su uzorci prikupljeni u ovom pokusu).

Kao §to je veé naglaseno, oksidativni stres igra vaznu ulogu u PB-u (713,735), a sve veci broj
dokaza podrzava znacaj probavnog sustava (,,tempirane bombe slobodnih radikala“ (720)) u
etiopatogenezi i progresiji bolesti. Cinjenica da primarni (svojstven modelima u kojima
patoloski proces kreée iz probavnog sustava) i sekundarni (svojstven modelima u kojima
poremecaj probavnog sustava nastaje kao posljedica lezije izazvane ciljano u srediSnjem
zivéanom sustavu) poremecaj funkcije probavnog sustava nikad nije detaljno istrazen u
kontekstu redoks dishomeostaze probavnog, srediSnjeg zivéanog sustava, i organizma
iznenaduje. Rezultati opisanog pokusa pruZaju posredne dokaze o izostanku sekundarnog
doprinosa redoks dishomeostaze probavnog sustava u modelima s primarnim patoloSkim
zbivanjem s ishodiStem u sredi$njem ziv¢anom sustavu (engl. brain-first models), barem u
periodu u kojem ne postoji dostatni stupanj degeneracije nigro-vagalnog puta koji bi uzrokovao
naglasenu perifernu dishomeostazu. VaZznost jasnog razumijevanja doprinosa probavnog
sustava i redoks homeostaze etiopatogenezi i progresiji PB jasno je odrazena u nedavnim
rezultatima studije Liu i suradnika koji pokazali da je pojacavanje izrazaja a-Sinukleina
specificno 1 isklju¢ivo u crijevu vinske musSice (Drosophila melanogaster) dostatno za
rekapitulaciju fenotipa PB-a, te da je glavni posrednik odgovoran za opazeni fenotip

oksidativni stres u probavnom sustavu (736).
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6.3.Bioloski ucinci D-galaktoze

U pokusima provedenim u sklopu ove disertacije istrazeni su bioloski ucinci oralnog tretmana
otopinom D-galaktoze i to primarno u kontekstu: i) u¢inaka na crijevnu redoks homeostazu
nakon akutne primjene kako bi se razjasnio lokalni neposredni ucinak D-galaktoze u
probavnom traktu; ii) uéinaka na sustavnu redoks ravnotezu i redoks homeostazu sredisnjeg
ziv€anog sustava; ii1) u¢inaka na redoks homeostazu probavnog sustava analiziranu u kontekstu
blagotvornih ucinaka na pamcéenje u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a nakon kroni¢ne
primjene; iv) ucinaka na redoks homeostazu probavnog sustava analiziranu u kontekstu
mogucéih blagotvornih uc¢inaka na motoriku i pamc¢enje u 6-OHDA stakorskom modelu PB-a
nakon kroni¢ne primjene. Logic¢ka podloga za istrazivanje u¢inaka D-galaktoze u probavnom
sustavu bazirala se na prethodnim dokazima koji pokazuju da: i) kroni¢na oralna primjena D-
galaktoze smanjuje kognitivne deficite u STZ-icv stakorskom modelu AB-a (537) i sprjecava
nastanak kognitivnog ostecenja ukoliko tretman zapocne od trenutka intracerebroventrikularne
primjene STZ (497); ii) metabolizam D-galaktoze poti¢e aktivaciju puta pentoza-fosfata koji
je klju€an za odrzavanje i obnavljanje stani¢nog nukleofilnog tonusa, a istrazivanja upucuju na
poremecaj redoks homeostaze s nedostatnim nukleofilnim tonusom u probavnom i sredi$njem
zivéanom sustavu STZ-icv Stakorskog modela AB-a (535,567). Povoljni lokalni uéinci D-
galaktoze mogli bi ublaZiti poremecaj redoks homeostaze te strukture i funkcije crijevne

barijere, $to bi moglo usporiti progresiju upale i neurodegenerativnih promjena.

6.3.1. Ulinci akutnog oralnog tretmana D-galaktozom na redoks homeostazu u
probavnom sustavu Stakora

Akutna oralna primjena otopine D-galaktoze u Stakora blagotvorno utjeCe na redoks
homeostazu u tankom crijevu (Slika 32, Slika 33, Slika 34, Slika 35, Slika 36, Slika 37). Za
ispravno tumacenje rezultata pokusa u kojem je analizirana redoks homeostaza duodenuma 1
ileuma Stakora nakon akutnog tretmana D-galaktozom, zapazanja je potrebno razmotriti u
valjanom bioloskom kontekstu. Prije svega, treba uzeti u obzir da maksimalna lokalna
izlozenost D-galaktozi u duodenumu i ileumu odgovara razliitim vremenskim tockama

pokusa (tj. razli¢itim skupinama s obzirom na eksperimentalni dizajn). Uz pretpostavku da je
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otopina dostavljena pomoc¢u orogastriéne sonde doprijela do tkiva duodenuma prije prve
vremenske tocke koriStene u studiji (t= 30 min), a da je zaostatna tekuc¢ina dosegla tkivo ileuma
prije posljednje vremenske tocke (t= 120 min)(737), o¢ekivani maksimalni neposredni u¢inak
u duodenumu odgovara prvoj vremenskoj tocki (tj. skupini) u pokusu (30 min), a ocekivani
maksimalni neposredni u¢inak u ileumu odgovara zadnjoj vremenskoj tocki (tj. skupini)
eutanaziranoj nakon 120 min. Osim toga, treba naglasiti da je koncentracija D-galaktoze kojoj
je tkivo efektivno izlozeno vjerojatno razli¢ita u duodenumu i ileumu s obzirom da je D-
galaktoza apsorbirana tijekom prolaska kroz tanko crijevo. Nadalje, kako je izlaganje tkiva
provedeno in vivo, tj. u kompleksnom zivom organizmu, treba uzeti u obzir da su sustavne
promjene (npr. promjene nastale posredno zbog uc¢inka D-galaktoze u duodenumu) utjecale na
duodenum i ileum istovremeno. Eksperimentalni dizajn koji se oslanja na ex vivo izlaganje D-
galaktozi u ovom bi kontekstu omogucéio jasniji uvid u u¢inke galaktoze na redoks homeostazu
uklanjaju¢i moguénost medudjelovanja i fizioloSke meduzavisnosti organskih sustava i tkiva.
Medutim, in vivo eksperiment omoguéio je prikupljanje podataka koji su neposredno
informativni u kontekstu planirane primjene — dugoro¢nog tretmana oralnom otopinom D-
galaktoze s ciljem sprjecavanja i ponistavanja neurodegenerativnih promjena i kognitivnih
poremecaja. Naposljetku, dostavljena otopina D-galaktoze (1 ml; 0,55 M) vjerojatno je
premasila lokalni tkivni kapacitet za aktivni transport i metabolizam D-galaktoze. U literaturi
ne postoje podaci o toénom metabolickom i apsorptivnom kapacitetu za D-galaktozu u
pojedinim segmentima tankog crijeva Stakora. Medutim, uzevsi u obzir visoku dostavljenu
intraluminalnu koncentraciju (0,55 M), te ¢injenicu da je aktivni transport glukoze (posredovan
istim stani¢nim mehanizmom) zasicen pri ,,visokoj luminalnoj koncentraciji* glukoze od 30
mM (738), zasi¢enje kapaciteta za D-galaktozu vrlo je izvjesno u kontekstu provedenog
eksperimenta (Slika 32).

Opisani rezultati upucuju da akutna oralna primjena otopine D-galaktoze (200 mg/kg) moze
suzbiti lipidnu peroksidaciju u probavnom sustavu uz najnizu koncentraciju sekundarnih
produkata peroksidacije lipida 60 min nakon intraluminalne dostave galaktoze u duodenumu i
ileumu (Slika 32). Obzirom da suzbijanje peroksidacije lipida nije bilo praceno naglasenom
promjenom ukupnog reduktivnog kapaciteta, opaZeni ucinak vjerojatno nije povezan s
naglaSenom promjenom redoks ravnoteze. Tijekom procesa peroksidacije lipida, nakon §to su
proizvedeni primarni produkti peroksidacije, stanice koriste dvoelektronsku redukciju
hidroperoksida kataliziranu enzimima iz obitelji GPx kako bi se sprijecila jednoelektronska

redukcijska dekompozicija koja podrzava daljnju propagaciju procesa lipidne peroksidacije sa
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Stetnim posljedicama (615). Posljedi¢no, kako bi se ispitalo je li opazeno smanjenje
peroksidacije povezano s aktivacijom biokemijskog sustava za inhibiciju peroksidativnog
oStecenja, izmjerene su koncentracije: i) GSH (najvaznijeg i najzastupljenijeg stani¢nog tiola
niske molekularne mase) koji se koristi u reakciji GPx za redukciju hidroperoksida; ii)
proteinskih tiola koji stvaraju intraproteinske disulfide ili bivaju podvrgnuti procesu S-tiolacije
u odgovoru na promjene redoks ravnoteze (739); iii) NADPH (koji je supstrat za GSH
reduktazu te igra vaznu ulogu u procesu obnavljanja stani¢nih zaliha GSH-a). Tretman D-
galaktozom smanjio je koncentracije GSH-a i NADPH-a (ukupnog i podeSenog za
koncentraciju NADP-a), §to govori u prilog aktivacije stani¢nih sustava za kontrolu
peroksidativnog oSte¢enja. Sli¢na promjena opaZena je u ileumu pri mjerenju proteinskih tiola
Sto govori da je redoks ravnoteza proteinskih sulfhidrilnih skupina bila promijenjena
tretmanom D-galaktozom. Medutim, u duodenumu je koncentracija slobodnih proteinskih
tiolnih skupina bila je sniZzena tek 120 min nakon izlaganja D-galaktozi, Sto govori da je tretman
ostvario snazniji uéinak u distalnom nego u proksimalnom tankom crijevu. Za objasnjenje
promjena redoks homeostaze potrebna su daljnja istrazivanja, medutim, povezanost izmedu
koncentracije tiola niske molekularne mase i NADPH-a u ileumu te izostanak opisanog
fenomena u duodenumu, daje naslutiti da bi opazene razlike mogle biti posljedica biokemijskog
razdvajanja (engl. uncoupling) reakcija koje stvaraju/trose NADPH i reakcija koje
stvaraju/trose GSH (Slika 34). Sli¢na pozitivna korelacija opisana je za slobodne sulthidrilne
skupine proteina u ileumu gdje je NADPH pretkazivao koncentraciju proteinskih sulfhidrilnih
skupina (R?=0.34), dok to nije bilo slu¢aj u duodenumu (R?=0.01). Drugo moguée objasnjenje
moglo bi biti da je u¢inak D-galaktoze na redoks homeostazu jednostavno bio vise naglasen u
ileumu te da su promjene tiolnog redoks stanja bile suvisSe suptilne da bi bile izmjerene pomocu
DTNB-a koji reagira s tiolima neovisno o njihovom ionizacijskom stanju (739). Rezultati koji
pokazuju da su sve promjene redoks sustava bile vise izraZzene u ileumu nego u duodenumu
govore u prilog potonjem. Na temelju opéeg dojma i radne hipoteze da bi D-galaktoza mogla
uzrokovati smanjenje koncentracije sekundarnih produkata lipidne peroksidacije aktivacijom
redoks sustava koji su ukljuceni u obranu od peroksidativnog ostecenja (koji pak troSe LMWT
i NADPH), ispitan je utjecaj tretmana D-galaktozom na kapacitet disocijacije H2O2 obzirom
da je H202 vazan posredni signalizacijski metabolit uklju¢en u regulaciju redoks sustava pod
kontrolom GPx-a (740). Osim toga, H2O. je vazna signalizacijska molekula s brojnim
metabolickim regulatornim ulogama — ponaSa se kao drugi glasnik inzulinske signalizacije
(740), ima vaznu ulogu u slavnoj ,,peroksidnoj dilemi* (741) te je blisko zdruzen s funkcijom

mitohondrija i povezan s nadgledanjem dostupnosti hranjivih tvari (740). Zanimljivo, u
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duodenumu je opazena obrnuta korelacija izmedu kapaciteta za disocijaciju H202 i
koncentracije TBARS-a, dok je u ileumu takav obrazac izostao (Slika 35, Slika 36, Slika 37).
Kako je jedna od glavnih uloga GPx-a kataliza redukcije H2O2 u H2O, povecani disocijacijski
kapacitet u duodenumu mogao bi pruziti objasnjenje za opazene proturjecje povezanosti
LMWT/SH-a i NADPH-a u duodenumu i ileumu uz pretpostavku da je dodatna koli¢ina
LMWT-a iskoriStena u procesu regulacije homeostaze H>O, putem GPx-a u ileumu radi
kompenzacije zbog izostanka povecanja kapaciteta disocijacije H2O2. Obrnuto, moguce je da
je povecano troSenje supstrata potrebno za odrzavanje nukleofilnog tonusa (LMWT-a i
NADPH-a) onemoguc¢ilo odgovor u ileumu zbog ogranic¢enih zaliha supstrata za regulaciju

H>0> posredovanu GPx-om.

Naposlijetku, s ciljem boljeg razumijevanja opazenog porasta kapaciteta disocijacije H20z,
procijenjena je aktivnost enzima SOD koji su zbog katalize reakcije dismutacije superoksid-
radikal aniona na O2 i H202 vazan izvor stani¢nog H>O. (740). Zanimljivo, tretman D-
galaktozom bio je povezan s trendom povecanja aktivnosti SOD-a u duodenumu i ileumu.
Smatra se da su superoksidni radikali izvor veéine stani¢nih kisikovih i dusikovih slobodnih
radikala koji igraju sredi$nju ulogu u regulaciji redoks homeostaze i oksidativnom stresu (742),
Sto ukazuje da bi supresija lipidne peroksidacije tretmanom D-galaktozom mogla biti povezana
s u¢inkom D-galaktoze na aktivnost SOD-a. Potenciranje aktivnosti SOD-a dostavom enzima
ili katalitickih mimetika ¢ini se kao obecavajuc¢i farmakoloski pristup u brojnim bolestima
povezanima s oksidativnim stresom (743) pa bi tretman D-galaktozom zbog moguceg uéinka
na SOD trebao biti detaljnije ispitan u ovom kontekstu. lako je D-galaktoza potencirala ukupnu
aktivnost SOD-a u duodenumu i ileumu, uéinak na Mn-SOD bio je ovisan o0 anatomskom
segmentu probavne cijevi. Tretman D-galaktozom smanjio je aktivnost Mn-SOD-a u

duodenumu, a povecao ju u ileumu. Uzrok ove razlike nije jasan.

Alternativno objaSnjenje opazenog smanjenja peroksidacije lipida uslijed akutnog oralnog
tretmana D-galaktozom je zasi¢enje glavnih metaboli¢kih puteva zbog velike lokalne
(intraluminalne) koncentracije galaktoze. Alternativni putevi ukljucuju stvaranje galaktitola u
reakciji  kataliziranoj aldehid-reduktazom ili stvaranje D-galaktonata galaktoza-
dehidrogenazom. Hipotetski, aktivacija aldehid-reduktaze mogla bi objasniti opazen pad
koncentracije NADPH-a, a teoretski je moguce da potenciranje aktivnosti aldehid-reduktaze
moze rezultirati i smanjenjem koncentracije sekundarnih produkata peroksidacije lipida,
buduci da je jedan od predlozenih metabolickih puteva za MDA (jedan od glavnih sekundarnih

produkata peroksidacije lipida) oksidacija mitohondrijskom aldehid-reduktazom (615).
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Natjecanje supstrata (D-galaktoze i MDA-a) za enzim ¢ini ovo objaSnjenje malo vjerojatnim,
no ne iskljucuje ga. Ukoliko se u budu¢im istrazivanjima pokaze da je ovo zaista glavni
mehanizam ucinaka D-galaktoze na TBARS, navedeno bi moglo pruziti vazne informacije 0
moguc¢im posljedicama aktivacije aldehid-reduktaze. Navedeno je posebno vazno u kontekstu
toksi¢nih u¢inaka galaktitola koji se preispituju jer koncentracija koja se u le¢i Stakora postize
tijekom prehrane s vrlo visokom koncentracijom D-galaktoze nije dostatna da uzrokuje
osmotski stres (508).

Bez obzira na mehanizme odgovorne za opazene uéinke D-galaktoze na redoks homeostazu
duodenuma i ileuma, predstavljeni rezultati pruzaju temelje za daljnja istrazivanja moguce
protektivne uloge D-galaktoze u probavnom sustavu buduci da su svi redoks sustavi na koje
D-galaktoza ostvaruje ucinke (SOD, GPx, lipidna peroksidacija) uklju¢eni u odrZavanje

homeostaze probavnog sustava.

Crijevo je primarni organ za apsorpciju i metabolizam hranjivih tvari iz prehrane. Osim toga,
crijevo predstavlja kljuénu imunolosku i fizicku barijeru prema vanjskom svijetu koja je trajno
izlozena stranim tvarima i mikroorganizmima sa znatnim potencijalom za stvaranje elektrofila
radi ¢ega je probavni sustav davno prepoznat kao ,,tempirana bomba slobodnih radikala* (720).
Redoks homeostaza igra klju¢nu ulogu u odrzavanju strukture i funkcije barijere probavnog
sustava (719). Primjerice, osteCenje sluznice uzrokovano indometacinom moze se sprijeciti
pretretmanom SOD-om (744). Smanjena aktivnost SOD-a u crijevu povezana je s hastankom
zeluCanog vrijeda, a povecana aktivnost sastavni je dio procesa cijeljenja vrijeda (719,745).
Aktivnost GPx-a (koja je, ¢ini se, potencirana tretmanom D-galaktozom) klju¢na je za
odrZavanje probavne barijere jer sprjecava apsorpciju Stetnih hidroperoksida iz hrane te Stiti
sluznicu od slobodnih radikala koji nastaju uslijed djelovanja intraluminalnih
mikroorganizama (719,746,747). Nadalje, miSevi s izbaenim genom za na$iroko izraZeni
GPx1 te GPx2, varijantu enzima specifi¢nu za epitelne stanice, razvijaju upalu i kolitis (748).
Naposljetku, nekontrolirani nastanak crijevnih elektrofila zbog upale, dishioze, ili unosa
alkohola, herbicida, Zeljeza, ili pojedinih lijekova (npr. nesteroidnih protuupalnih
lijekova)(749) potice peroksidaciju lipida koja uzrokuje nastanak primarnih i sekundarnih
produkata peroksidacije (615). Koncept da neravnoteza izmedu elektrofilnog i nukleofilnog
tonusa potice inicijaciju i Sirenje te odgada zavrsni korak 1 zaustavljanje peroksidacije lipida,
u srediStu je vedine teorija nastanka patofizioloskih stanja povezanih s oksidativnim stresom
(pogotovo onih povezanih s viskom elektrofila (109,433)), a nakupljanje sekundarnih spojeva

lipidne peroksidacije ocito je u brojnim patoloskim stanjima ukljucujuéi 1 ona koja zahvacaju
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probavni sustav (npr. refluksni ezofagitis, gastritis, Zelu¢ani vrijed i H.pylori infekciju, i upalnu
bolest crijeva (719)).

Kako su dishomeostaza probavnog sustava i upala prepoznati kao vazni etiopatogenetski
¢imbenici upale i neurodegeneracije srediSnjeg zivéanog sustava (750), opisani ucinci D-
galaktoze na crijevnu redoks homeostazu trebali bi biti dodatno istrazeni u kontekstu
dugotrajne primjene (pogotovo u kontekstu koristenja dugoro¢nog tretmana otapanjem u vodi
za pi¢e dostupnoj ad libitum S$to je u prethodnim istraZzivanjima pokazalo blagotvorne
neuroprotektivne ucinke (330,497,561,751)). Potonje je posebno vazno budué¢i da kroni¢na
oralna primjena relativno malih doza D-galaktoze (100 mg/kg) moze uzrokovati oStecenje
kognitivnih funkcija i oksidativni stres ukoliko je tretman dostavljen putem orogastri¢ne sonde
kao bolus doza jednom dnevno (527). Suprotno, ¢ak i vrlo velike oralne doze D-galaktoze ne
poticu upalu u $takora ukoliko je primjena raspodijeljena kroz ¢itav dan (752). Mhd Omar i
suradnici pokusali su dodavanjem velike koli¢ine D-galaktoze u prehranu izazvati upalu i
Stetne metaboli¢ke ucinke u Stakora kako bi ispitali protuupalne uéinke fruktooligosaharida u
prehrani (752). Prehrana obogacena D-galaktozom sadrzavala je 50 g D-galaktoze na 100 g
hrane, a tretman je trajao 12 tjedana (752). Budu¢i da prosjecni Stakor pojede oko 15 g
standardiziranih peleta hrane na dan (753), Stakori na dijeti bogatoj D-galaktozom unosili su
otprilike 7,5 g D-galaktoze dnevno $to je otprilike 150 puta veéa doza u usporedbi s onom za
koju su Budni i suradnici pokazali da uzrokuje oksidativni stres i kognitivno oStecenje kad se
koristi kao ponavljano dnevno davanje u bolus dozi orogastriénom sondom (527). Cak i uz
navedene vrlo visoke koncentracije D-galaktoze, Mhd Omar i suradnici nisu primijetili
promjene zonulina, IL-a 1P, IL-a 6, TNF-a a, niti c-reaktivnog proteina u plazmi u usporedbi s
kontrolnim $takorima koji su primali izokalori¢nu dijetu s dodatkom $kroba (752). Osim toga,
12 tjedana prehrane bogate D-galaktozom uzrokovalo je pad porasta tjelesne mase i ~55%
smanjenje koncentracije endotoksina u plazmi $to govori u prilog poboljSanju funkcije crijevne
barijere (752). lako mehanizam kojim oralna primjena D-galaktoze dovodi do poboljsanja
funkcije crijevne barijere tek treba istraziti, jedna mogucnost je poticaj stvaranja probavne sluzi
i sluzne barijere koja ¢ini prvu linijju obrane probavne sluznice od intraluminalnih
mikroorganizama i toksina (754,755), a Cija je vaznost prepoznata u kontekstu neuroloskih
poremecaja (645). Druga moguénost, koja se temelji na rezultatima koji su prikazani ovdje, je
da oralna primjena D-galaktoze ¢uva probavnu sluznicu blagotvornim u¢inkom na crijevnu
redoks homeostazu $to Stiti epitelne stanice od intraluminalnih hidroperoksida i elektrofila ¢ija

je proizvodnja stimulirana interakcijom mikroorganizama sa crijevnom barijerom. U ovom je
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kontekstu posebno vazno istraziti je li za blagotvorne ucinke (ili izostanak Stetnih ucinaka)
kljucna prisutnost D-galaktoze s ,,fizioloSke* (luminalne) strane enterocita. Potonje je posebno
zanimljivo u kontekstu kroni¢ne parenteralne primjene D-galaktoze koja izaziva Stetne ucinke
(756), a prilikom koje putem sustavne cirkulacije odredena koncentracija D-galaktoze svakako
dospijeva do stanica probavnog sustava. Medutim, bez jasnih eksperimentalnih podataka, koji
u ovom trenutku ne postoje, nije moguce zakljuéiti koja koncentracija D-galaktoze je dostupna
stanicama probavnog sustava tijekom kroni¢ne parenteralne primjene te koji bi sve mehanizmi
mogli objasniti moguce razliCite ucinke luminalne i sustavne prisutnosti D-galaktoze u

kontekstu homeostaze enterocita.

Uz navedene promjene redoks homeostaze probavnog sustava, nakon oralnog tretmana
otopinom D-galaktoze opaZen je porast izrazaja pERK-a u svim vremenskim to¢kama (30, 60,
i 120 min) nakon tretmana (Slika 38). Najsnazniji izrazaj bio je u stanicama nalik na
enteroendokrine stanice i u vlaknima nalik ziv€anim zavrSecima $to bi moglo upucivati na
aktivaciju enteroendokrine osi nakon oralnog tretmana D-galaktozom. Navedena zapazanja u
skladu su s prijasnjim rezultatima koji su pokazali da bi tretman D-galaktozom mogao
potaknuti lucenje inkretina poput GLP-a 1 §to bi moglo objasniti neuroprotektivne ucinke
galaktoze (537,612). Zanimljivo, koncentracija GLP-a 1 i njegovog aktivnog fragmenta u
plazmi nije bila znacajno izmijenjena akutnim oralnim tretmanom D-galaktozom (Slika 39).
Naoko oprecni rezultati stimulacije enteroendokrinih stanica bez oc¢itog porasta koncentracije
inkretina vjerojatno odraZavaju cinjenicu da je prva vremenska to¢ka mjerenja u ovom
eksperimentu bila 30 min nakon tretmana, a ranija su istraZivanja pokazala da akutni oralni
tretman D-galaktozom (1 ml; 200 mg/kg) postize vrSne vrijednosti GLP-a 1 u plazmi
(+111+12%) 15 min nakon tretmana (537).
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6.3.2. Ucinci akutnog oralnog tretmana D-galaktozom na sustavnu redoks ravnotezu i
redoks homeostazu sredi$njeg Zivéanog sustava

6.3.2.1. Udinci akutnog oralnog tretmana D-galaktozom na sustavnu redoks
homeostazu

Analiza uc¢inaka akutnog oralnog tretmana D-galaktozom (1 ml; 200 mg/kg) upucuje na
nedostatnost jednokratnog akutnog oralnog davanja da narusi sustavnu redoks ravnotezu.
Zanimljivo, istovjetno u¢incima u crijevu, tretman D-galaktozom smanjio je koncentraciju
TBARS-a u plazmi, a drugi biljezi nisu pokazali znacajnih odstupanja. Bioloska pozadina
opazenog smanjenja produkata peroksidacije lipida joS nije razjaSnjena, ali, kao i u probavnom
sustavu, moguce je da tretman D-galaktozom smanjuje stvaranje TBARS-a supresijom lipidne
peroksidacije ili poti¢e uklanjanje Stetnih produkata peroksidacije poput Stetnog elektrofilnog
aldehida MDA-a. Jedno moguce objasnjenje kojim bi tretman D-galaktozom mogao potaknuti
uklanjanje MDA-a je stimulacija enzima aldehid-dehidrogenaze. Aldehid-dehidrogenaza
evolucijski je oCuvani enzim koji obnasa funkciju hvatanja aldehida Sto Stiti stanicu od
oksidativnog stresa (757), a D-galaktoza bi mogla potaknuti aktivnost enzima hormetskim
mehanizmom stvaranjem male koli¢ine produkata peroksidacije lipida ili obnavljanjem
stani¢nih zaltha NADPH-a. JoS$ nije razjasnjeno jesu li opazene promjene posljedica lokalnih
ucinaka u plazmi ili uc¢inaka na pojedine organe, medutim, moguée je da je smanjenje
koncentracije produkata peroksidacije lipida posljedica u¢inaka na jetru koja ima najveci

kapacitet za unos i metabolizam galaktoze (498).

6.3.2.2. Udinci akutnog oralnog tretmana D-galaktozom na redoks homeostazu
hipokampusa

Za razliku od u€inaka u probavnom sustavu i u plazmi, jednokratni akutni oralni tretman D-
galaktozom ostvaruje blage oksidativne promjene redoks homeostaze u hipokampusu.
Paradoksalno, uz oksidativni pomak, zapazen je 1 reduktivni kompenzatorni odgovor.
Primjerice, 30 min nakon tretmana D-galaktozom dolazi do smanjenja aktivnosti SOD-a u
hipokampusu. Smanjenje aktivnosti SOD-a ve¢ je opisano nakon kroni¢nog parenteralnog
tretmana D-galaktozom (505,758,759), medutim, ovo je prvi nalaz akutnog snizenja aktivnosti

u srediSnjem Ziv€anom sustavu nakon oralnog tretmana u Stakora. Osim SOD-a, tretman je
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ostvario najzapazeniji u¢inak na kapacitet disocijacije H2O2. Kroni¢ni parenteralni tretman D-
galaktozom snizava aktivnost katalaza (smanjuje kapacitet disocijacije H202), a brojni
terapijski pristupni normaliziraju ovaj u¢inak (507,510,759). Suprotno, u provedenom pokusu,
jednokratni akutni oralni tretman D-galaktozom povecao je kapacitet disocijacije H20:.
Stvaranje slobodnih radikala smatra se najvaznijim molekularnim mehanizmom nastanka
patofizioloskih promjena nalik starenju tijekom kronicnom parenteralnog tretmana
galaktozom. Opazeni paradoksalni porast kapaciteta za disocijaciju H202 mogao bi biti
potaknut supstratnom stimulacijom enzimatske aktivnosti. To sugerira da bi bar neke
molekularne promjene povezane s blagotvornim u¢inkom D-galaktoze mogle biti posredovane
hormezom — patofizioloskim fenomenom koji opisuje teznju bioloskog sustava da odgovori na
stresorom izazvanu homeostatsku neravnotezu protektivnom hiperkompenzacijom (760). U
prilog navedenoj hipotezi govori i nalaz povecanog kapaciteta peroksidacije posredovane
citokromskim kompleksom za koju je ranije pokazano da se povecava uslijed oksidacije
proteina reaktivnim halogenim spojevima (761). Nacela hormeze podrobno su istrazena u
kontekstu oksidativnog stresa gdje se niskoj (tolerabilnoj) koncentraciji reaktivnih radikala
pripisuju blagotvorna svojstva modulacije i povecanja kapaciteta sustava redoks homeostaze
(762,763). Primjerice, protektivni ucinak posredovan poticanjem blagog oksidativnog stresa
opisan je tijekom proucavanja mehanizma djelovanja 3,5,4'-trihidroksi-trans-stilbena,

polifenola iz crvenog grozda s brojnim blagotvornim u¢incima poznatog kao resveratrol (437).

Izostanak promjene tiola niske molekularne mase i blagi oksidativni pomak koncentracije
sulfhidrilnih skupina proteina i lipidne peroksidacije, koji je potpuno kompenziran u prvih 120
min nakon tretmana D-galaktozom, pruza dodatne dokaze koji podupiru hipotezu da
jednokratna oralna primjena D-galaktoze moze ostvariti hormetski uc¢inak u hipokampusu i
uzrokovati hiperkompenzacijski odgovor s povecanjem kapaciteta nukleofilnog tonusa redoks
sustava. Biljezi ukupnog reduktivnog kapaciteta takoder ukazuju na povecanje reduktivnog

kapaciteta usprkos snizenju kapaciteta SOD-a.

Pomocu prostorno-vremenske analize tkivnog reduktivnog kapaciteta HistoNRP metodom
otkriveno je da je opisani hormetski u¢inak anatomski specifican obzirom da je kratkotrajna
reduktivna hiperkompenzacija uocena u ventralnom, ali ne i dorzalnom hipokampusu, te u
temporalnom, ali ne i u parijetalnom korteksu (Slika 42). U ovom kontekstu, bilo bi zanimljivo
podrobnije istraziti odgovor redoks sustava u regijama mozga koje pokazuju monotonu i
linearnu spregu izmedu doze D-galaktoze i u€inka na lokalni reduktivni kapacitet kako bi se

ispitalo postoji li poveznica izmedu metabolickog kapaciteta za D-galaktozu i odgovora redoks
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ravnoteze Sto bi pruzilo dodatne dokaze za ili protiv hormetske hipoteze. Nakon Sto je
postavljena radna hipoteza da bi ucinci D-galaktoze u hipokampusu mogli biti posredovani
niskom (tolerabilnom) razinom oksidativnog stresa i adaptivnim mehanizmima, istrazen je
NADPH sustav jer su prijasnja istrazivanja pokazala da NADPH-om regulirano otpustanje
oksidativnog puta pentoza-fosfata sluzi kao brzi metaboli¢ki sustav za detoksikaciju elektrofila
koji je evolucijski ofuvan (764,765). U trenutku elektrofilnog izazova, stanice reagiraju
poveéanjem prepisivanja gena za komponente sustava antioksidativne zastite (766). Medutim,
prije nego Sto Se poticanjem antioksidativnih gena poveca izrazaj funkcionalnih hvataca
slobodnih radikala, prezivljenje stanice ovisi o kratkotrajnim protektivnim mehanizmima koji
se oslanjaju na zalihu reduktivnih ekvivalenata, najées¢e u obliku NADPH-a (764,765,767).
Kako bi navedeni mehanizam pruzao ucinkovitu zastitu, stanice su trebale razviti fleksibilne
strategije biokemijskog preusmjeravanja za snabdijevanje puta pentoza-fosfata supstratima za
proizvodnju NADPH-a (764,765,767,768). Analiza hipokampalnog NADPH-a podrzava
hormetsku hipotezu zaStitnog ucinka galaktoze obzirom da je blagi prooksidativni u¢inak D-
galaktoze bio povezan s trendom povecanja koncentracije NADPH-a. U kontekstu promjena
NADP-a i prethodno opisanih promjena biljega redoks homeostaze, rezultati upucuju na
povecan obrtaj NADPH-a uz metabolicko preusmjeravanje s ciljem obnavljanja zaliha

reducirajucih ekvivalenata i obnove nukleofilnog tonusa.

Opisano povecanje dostupnosti 1 obrtaja NADPH-a u skladu je s klasithom stani¢nim
prilagodbenim odgovorom na izlaganje slobodnim radikalima jer u radnom modelu
funkcionalna metaboli¢ka regulacija koja pruza supstrate za redukciju NADP* ne obnavlja
samo najvaznije stani¢ne antioksidativne sustave poput GPx-a, ve¢ moze i reaktivirati katalazu
(769). Uz opisano, posebno je zanimljiv uéinak tretmana D-galaktozom na koncentraciju
ukupnog NADP-a. Istrazivanja pokazuju da oksidativni stres moze stimulirati naglu
fosforilaciju NAD* u NADP™ aktivacijom NAD* kinaze (NADK; EC 2.7.1.23) kako bi se
povecala dostupnost supstrata za stvaranje NADPH-a. Medutim, navedeni mehanizam opisan
je u biljaka i kvasaca (770-772). Suprotno, istrazivanja pokazuju da ljudske stanice stvaraju
NADPH za borbu protiv elektrofilnog izazova sustavom inducibilne NADP* ovisne
dehidrogenaze, a ne povecanjem NADP™ zaliha otpustanjem NADK-a (772-774). Ova vazna
razlika takoder je odraZena u Cinjenici da kvasci 1 biljke imaju tri dobro poznate i opisane
izoforme NADK-a (775), dok je u sisavaca 2001. godine opisan tek jedan gen koji sadrzi
informaciju za citosolnu NADK (776). Nedavno je opisana dodatna mitohondrijska varijanta

NADK u sisavaca s jo§ nerazjasnjenim fizioloskim i patofizioloskim znacajem (777).
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PatofizioloSka uloga NADK-a u glodavaca joS uvijek je neistrazena. Vazna uloga ovog enzima
u glodavaca odrazava se u opazanju da gubitak oba alela NADK-a u miSa dovodi do smrti joS§
tijekom embrionalnog razvoja (778), a prostorno-vremenski izrazaj aktivnosti ovog enzima
igra vaznu ulogu u pravilnom razvoju zametka Stakora (779). Osim toga, neki neizravni dokazi
upucuju na mogucu vaznu ulogu NADK-a u odgovoru na oksidativni stres. Etanolom
uzrokovano povecanje koncentracije NADP® u hepatocitima S$takora najvjerojatnije je
posljedica u¢inka na NADK (780), a oksidativni stres uzrokovan butiratom poti¢e povecanje
citosolnog NADK-a i NADP* uz smanjenje NAD™ (781). Obzirom na biolo$ku vaznost NADP™*
i NADK-a (772-774), opazanje dramati¢nog povecanja hipokampalnog NADP* nakon
jednokratnog akutnog oralnog tretmana D-galaktozom postavlja vazno pitanje o mogucoj ulozi
NADK-a na razmedu redoks regulacije i metabolizma u srediSnjem ziv€anom sustavu

glodavaca (i ostalih sisavaca).

Nakon opazanja blagog (tolerabilnog) oksidativnog izazova kompenziranog metabolickim
skretanjem s povecanjem reduktivnih ekvivalenata, istraZzeno je prati li opisani metabolicki
pomak smanjenje neuronalne aktivnosti pomocu c-fos biljega aktivacije neurona (782,783).
Navedeno istrazivacko pitanje bilo je vodeno hipotezom da: 1) skretanje metaboli¢kih supstrata
prema putu pentoza-fosfata za sintezu reduktivnih ekvivalenata smanjuje dostupnost supstrata
za donju glikolizu; ii) smanjenje metabolickih zaliha dovodi do aktivacije dodatnih
mehanizama za smanjenje aktivnosti stanice i ograniCavanje dostupnosti NADH-a koji u
slucaju oslabljene reaktivnosti moze imati Stetne posljedice zbog potencijala za stvaranje
slobodnih radikala (771).

Izrazaj hipokampalnog c-fos govori u prilog navedenoj hipotezi jer je jednokratni akutni oralni
tretman D-galaktozom doveo do progresivnog smanjenja aktivnosti stanica i pada izraZaja
biljega aktivacije. Uz navedeno pretpostavljeno je da ¢e, uz adaptivno smanjenje aktivnosti
stanica, povecano izlaganje dostupnoj D-galaktozi dovesti do povecanja izraZaja kljucnih
enzimatskih regulatora Leloirovog puta Sto bi stanici omogucilo da uravnotezi iskoriStavanje
D-galaktoze za proizvodnju energije i reduktivnih ekvivalenata u sluc¢aju dugotrajne
dostupnosti supstrata obzirom da glukoza-6-fosfat moze biti preusmjeren prema glikolizi ili
prema putu pentoza-fosfata. Izrazaj GALK-a 1, enzima vratara koji katalizira prvi usmjereni
korak Leloirovog puta, bio je obrnuto proporcionalan padu aktivnosti izmjerenom pomocu
izrazaja c-fosa $to govori u prilog postavljenoj hipotezi (Slika 42). Naposljetku, kako je skupina
istrazivaca okupljena oko Prof. Wernera Reuttera prethodno pokazala da je jedan od moguéih

mehanizama kojim D-galaktoza ostvaruje neuroprotektivne ucinke troSenje ekvivalenata
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amonijaka putem biosinteze aminokiselina iz heksoza, u opisanom je istrazivanju ispitano
mogu li metabolicke promjene uzrokovane primjenom D-galaktoze uzrokovati promjenu
hipokampalne homeostaze glutamata (498). Nakupljanje glutamata ima dobro poznate
neurotoksi¢ne ucinke §to bi moglo biti vazno u kontekstu neurodegeneracije i AB-a (784).
Medutim, glutamat je takoder jedan od najvaznijih ekscitatornih neurotransmitera i ima vaznu
ulogu u regulaciji neuronalne energetske homeostaze putem glutamat-glutamin ciklusa —
klju¢nog elementa procesa laktatnog prijenosa (engl. lactate shuttle) koji ¢ini podlogu
teoretskog razumijevanja suvremene neuroenergetike (785). Osim toga, metabolizam
glutamata izravno je spregnut s biokemijskim putevima koji su odgovorni za iskoriStavanje
galaktoze jer prvi enzim koji predstavlja i usko grlo puta biosinteze heksozamina, glutamin-
fruktoza-6-fosfat-transaminaza (GFAT; EC 2.6.1.16), fruktozu-6-fosfat i glutamin pretvara u
glutamat i glukozamin-6-fosfat. Istrazivanja pokazuju da stani¢na zaliha fruktoza-6-fosfata
raste u slucajevima povecane dostupnosti galaktoze (493) pa je moguée da poticanje putova
glikozilacije proteina galaktozom usporedno obnavlja stani¢ne zalihe glutamata procesom
transaminacije. Ovaj mehanizam mogao bi biti zasluzan za opaZeno obnavljanje zaliha
glutamata (koje prati izrazaj GALK-a 1) koje su akutno ispraznjene nakon tretmana D-

galaktozom.

6.3.2.3. Znacaj jedinstvenog biokemijskog obrasca metabolizma D-galaktoze u
kontekstu ogranicene dostupnosti hranjivih tvari i hormetske hipoteze

Trenutni dokazi govore u prilog konceptu da jedinstveni metabolicki obrazac D-galaktoze
aktivira zastitne mehanizme u uvjetima ograni¢ene dostupnosti hranjivih tvari (493). Sasaoka
i suradnici pokazali su da galaktoza poti¢e obrazac zrele glikozilacije proteina uspjesnije nego
glukoza ili manoza (493). S obzirom na vaznost glikozilacije proteina, navedena opazanja
ukazuju da bi galaktoza mogla ocuvati energetski osjetljive funkcije stanice tijekom smanjene
dostupnosti supstrata. Oc¢uvanje obrasca zrele glikozilacije posebno je vazno za anaboli¢ku
signalizaciju jer je poznato da su ¢imbenici rasta i njihovi receptori izuzetno glikozilirani i
osjetljivi na poremecaj dostupnosti energije i hranjivih tvari (786). Zanimljivo, ¢ak i u
prisutnosti galaktoze u tragovima (0,3 mM) u uvjetima smanjene dostupnosti supstrata,
galaktoza je normalizirala poremecaj signalizacije i sazrijevanja inzulinu sli¢nog ¢imbenika
rasta 1 (IGF-1; engl. insulin-like growth factor 1) i epidermalnog ¢imbenika rasta u HEK293

stanica (493). Isti ucinak nije bilo moguée ponoviti primjenom 0,3 mM glukoze (493).
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Mogucnost galaktoze da oCuva funkciju signalizacije Cimbenicima rasta mogla bi biti
neposredno vezana uz fosforilaciju NAD" u kontekstu nedavnih zapazanja da ¢imbenici rasta
poput inzulina i IGF-a 1 kontroliraju aktivnost NADK-a putem Akt-om posredovane
fosforilacije (787). Oksidativni stres poznata je posljedica nedostatne dostupnosti hranjivih
tvari. Povecana koncentracija superoksidnih radikala i H20, opisana je u uvjetima
ogranicavanja dostupnosti glukoze, glutamina, piruvata, seruma ili aminokiselina, a stvaranje
slobodnih radikala u uvjetima nedostatne dostupnosti hranjivih tvari smatra se jednim od
vaznih mehanizama pokretanja procesa autofagije (788,789). U ovom kontekstu, ¢injenica da
se galaktoza metabolizira primarno u smjeru puta pentoza-fosfata, a ne glikolizom, ¢ini ju jo$
zanimljivijom za ocuvanje stani¢nih funkcija u uvjetima gladovanja jer, uz ocuvanje
anabolicke signalizacije Cimbenicima rasta, galaktoza omogucéava sintezu nukleofilnih
supstrata klju¢nih za obnavljanje antioksidativnog kapaciteta za neutralizaciju slobodnih
radikala nastalih u procesu gladovanja. Skretanje metabolizma prema putu pentoza-fosfata
moglo bi aktivirati i druge prilagodbene mehanizme poput oslobadanja gliceraldehid-3-fosfat-
dehidrogenaze (GAPDH; EC 1.2.1.12) smanjenjem dostupnosti supstrata gliceraldehid-3-
fosfata Sto preusmjerava GAPDH u jezgru gdje obnasa funkciju transkripcijskog regulatora
(790,791).

Brojni dokazi podupiru hipotezu da je galaktoza evolucijski odabrana kao savrSeni Secer za
nadilaZenje fluktuacija u dostupnosti energetskih supstrata te Cuvar signalizacije ¢imbenicima
rasta. Navedena hipoteza pogotovo ima smisla u kontekstu ¢injenice da je galaktoza najvaznija
u mozgu, najosjetljivijem i energetski najovisnijem organu, i u periodu sisanja, najosjetljivijem
1 energetski najovisnijem periodu zivota sisavca. Imaju¢i ovo na umu, moguce je da se ista
biokemijska podloga koja omogucéava galaktozi da zastiti mozak od nestaSice energije tijekom
razvojnog razdoblja, moze iskoristiti kao alternativni izvor energije, za odrzavanje obrazaca
glikozilacije i ocuvanje signalizacije ¢cimbenicima rasta te za nadoknadu nukleofilnog tonusa u
procesu neurodegeneracije koje je isto ranjivo biolosko stanje okarakterizirano manjkom
nukleofilnog tonusa i energetskih supstrata. Predlozeni je koncept poduprt opazanjima da
dugoroc¢na primjena D-galaktoze u vodi za pice sprjecava (497) i normalizira (376) kognitivno
oste¢enje u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a s naruSenom inzulinskom signalizacijom u
mozgu (377). Osim toga, tretman D-galaktozom moze normalizirati metabolizam glukoze u
mozgu u STZ-icv Stakorskom modelu (376) i Tg2576 miSjem transgeni¢nom modelu AB-a
(330).

259



lako brojni dokazi podupiru hipotezu da jedinstvena biokemijska uloga galaktoze omogucéava
zaStitu u uvjetima ogranicene dostupnosti hranjivih tvari, ne treba zanemariti ¢injenicu da
brojni dokazi pokazuju da dugotrajna primjena galaktoze moZze uzrokovati oksidativni stres.
Stovise, brojne istrazivadke skupine pomoéu dugoroéne (i u pravilu parenteralne) primjene
galaktoze u glodavaca poticu oksidativni stres 1 uzrokuju patofizioloske promjene povezane sa
starenjem (756), Sto dovodi do pitanja: Kako je moguce da galaktoza poti¢e oksidativni stres,
ali istodobno stiti stanice od fluktuacija dostupnih energetskih supstrata i povecava kapacitet
stanica za neutralizaciju slobodnih radikala? Neki od rezultata predstavljeni u sklopu ove
disertacije, razmotreni u Sirem kontekstu objavljenih opazanja, mogli bi pomo¢i ponuditi

odgovor na postavljeno pitanje.

Specifi¢na reorganizacija metabolizma povezana s izlaganjem galaktozi mogla bi biti
neposredna posljedica moguénosti galaktoze da potakne stvaranje male, tolerabilne, koli¢ine
stani¢nog oksidativnog stresa koji mogu potaknuti aktivaciju puteva za obnavljanje
nukleofilnih zaliha hormetskom stimulacijom. Rezultati vise istrazivackih skupina govore u
prilog navedenoj hipotezi kao $to je prikazano u daljnjem tekstu. Dinamika metabolicke
reorganizacije povezana s izlaganjem D-galaktozi nalikuje na biokemijsku reorganizaciju koja
nastaje uslijed akutnog izlaganja oksidativnom stresu. Otpustanje utoka supstrata u oksidativnu
granu puta pentoza-fosfata s posljedicnim obnavljanjem zaliha NADPH-a, smatra se
evolucijski oCuvanim mehanizmom zastite od slobodnih radikala prisutnim Sirom Zivog svijeta
(764). Zanimljivo, istovjetan obrazac koristenja energetskih supstrata opisan je prilikom
izlaganja galaktozi (790,791). Nadalje, inhibicija glikolize oksidativnim stresom dodatno je
pospjeSena inaktivacijom enzima vratara GAPDH i fosfofruktokinaze-1 (PFK-1; engl.
phosphofructokinase-1)(435). U stanicama sisavaca GAPDH sluzi kao pleiotropni senzor
elektrofilnog tonusa i oksidativnog stresa putem viSe mehanizama od kojih je jedan od
najvaznijih neposredni ucinak elektrofila na strukturu enzima. Primjerice, tijekom porasta
elektrofilnog tonusa, uslijed oksidacije, formiraju se disulfidne veze na cisteinima u blizini
aktivnog mjesta enzima §to prolazno suprimira aktivnost enzima. S-tiolacija enzima smatra se
vaznim protektivnim mehanizmom jer omogucuje stanici da trenutno reaktivira glikolizu i
stvaranje ATP-a nakon $to je elektrofilni pomak uspjeSno neutraliziran nukleofilnim
protektivnim mehanizmima (435). Povecanje elektrofilnog tonusa takoder inhibira PFK-1,
kljucan glikoliticki enzim neposredno odgovoran za prvi usmjereni korak glikolize, moguce
putem modulacije TP-a 53 posredovanog regulatora glikolize i apoptoze (TIGAR; engl. TP-
53-induced glycolysis and apoptosis regulator) (435,792). Zanimljivo, metabolicka aktivnost
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GAPDH-a smanjena je u prisutnosti galaktoze (790,791), a nedavna istrazivanja pokazala su
da, za razliku od glukoze koja pojacava aktivnost glikolitickog enzima vratara PFK-a 1,
prisutnost galaktoze ne mijenja izrazaj niti aktivnost enzima $to omogucava preusmjeravanje
supstrata prema putu pentoza-fosfata (493). Nadalje, opazeno je da dodavanje galaktoze u
medij u Kkulturi stanica N2a uzrokuje povecani izrazaj molekule regulatora TIGAR (793).
Uzevsi u obzir prethodno spomenute dokaze, moguce je da slicnost metabolicke dinamike
potaknute galaktozom i slobodnim radikalima nije sluCajnost te da biokemijska sudbina
galaktoze ovisi 0 sposobnosti aktivacije puteva osjetljivih na porast elektrofilnog tonusa. U
ovom su kontekstu posebno vazni alternativni putevi metabolizma galaktoze katalizirani
aldoza-reduktazom (AR; EC 1.1.1.21) i galaktoza-dehidrogenazom (EC 1.1.1.48) obzirom da
se oni smatraju vaznim izvorom slobodnih radikala uslijed povecanja izlozenosti galaktozi.
Potporu potonjoj hipotezi pruzaju rezultati Li i suradnika koji su ispitivali u¢inke galaktoze u
malignim i nemalignim stani¢nim linijama s ciljem istrazivanja obustave glikolize kao moguce
terapije malignih bolesti (793). Zanimljivo, u¢inak galaktoze u malignim stani¢nim linijama
ponisten je pretretmanom stanica sorbinilom, specifi¢nim inhibitorom AR-a (793), $to upucuje
da bi dodatni metabolicki putovi mogli imati vaznu ulogu u specifiénoj metabolickoj
reorganizaciji povezanoj s tretmanom galaktozom. Osim toga, ne moZe se iskljuciti moguc¢nost
da galaktozom potaknuta hormeza ovisi 0 oksidativnom metabolizmu koji stvara znatnu
koli¢inu slobodnih radikala jer stanice kultivirane u mediju s galaktozom preferencijalno za
stvaranje energije koriste oksidativnu fosforilaciju. Navedeno nacelo koristi se 1 u klinickoj
praksi jer se probir bolesnika u kojih je postavljena sumnja na nasljedne bolesti povezane s
disfunkcionalnim respiratornim lancem, provodi kultivacijom fibroblasta (794) ili primarnih
misiénih stanica (795) u mediju s galaktozom. U ovom kontekstu, protektivni uéinci galaktoze

mogli bi biti povezani s mitohormezom (796).

Hipoteza da su zastitni u¢inci galaktoze nerazdvojni od poticanja stvaranja slobodnih radikala
tek treba biti detaljnije istrazena. Medutim, ukoliko se pokaZe istinitom, implikacije hipoteze
mogle bi biti vazne za razumijevanje fizioloskih i patofizioloskih uloga ovog jedinstvenog
monosaharida. Bolji uvid u mehanizme kojima galaktoza upravlja stanicnim metaboli¢kim
odgovorom mogao bi pomoéi U razumijevanju: i) patofizioloske pozadine starenja u
zivotinjskim modelima koji se temelje na dugoro¢noj parenteralnoj primjeni galaktoze; ii)
protektivnih ucinaka galaktoze u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a; iii) poremecaju
biokemijskih putova u nekim nasljednim bolestima; iv) jos uvijek nerazjasnjene fizioloske i

evolucijske uloge galaktoze. Sto se ti¢e Zivotinjskih modela, razumijevanje tanke linije izmedu
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hormezom posredovane aktivacije zaStitnih stanicnih mehanizama 1 Stetnih posljedica
zasi¢enja metaboli¢kih puteva, moglo bi pruziti kontekst vazan za shvacanje paradoksalnih
rezultata zivotinjskih studija s galaktozom. Uloga nacina primjene i odnosa doze i ucinka
kljuéne su komponente pokusa s galaktozom koje jo$ nisu dovoljno istrazene. Obzirom da
trenutni dokazi govore u prilog vaznosti metabolickog kapaciteta stanice za galaktozu kao
jednog od klju¢nih ¢imbenika patofizioloskih posljedica povecane izlozenosti galaktozi te da
doza i nacin primjene odreduju lokalnu izlozenost galaktozi razli¢itih tkiva, razumijevanje
navedenih koncepata potrebno je za tumacenje rezultata zivotinjskih studija. Rezultati brojnih
studija ukazuju na Stetni u¢inak parenteralno primijenjene D-galaktoze (507,756), a oralni
tretman galaktozom pokazuje neuroprotektivne u¢inke u istrazivanjima na Stakorskom modelu
sAB-a (330,376,497). PredloZena su razli¢ita objasnjenja navedenog nesuglasja. Primjerice,
pokazano je da za razliku od intraperitonealnog tretmana, oralni tretman D-galaktozom dovodi
do poticanja lu¢enja neuroprotektivnog inkretina GLP-a 1 (376), a predloZeno je i da su
neuroprotektivni ucinci posredovani modulacijom crijevnog mikrobioma i stimulacijom
aferentnih zavrSetaka vagusa (797). Drugo moguée objasnjenje je i znatno veca i brza
izlozenost galaktozi nakon intraperitonealne primjene. Primjerice, koncentracija galaktoze u
plazmi dvostruko je veéa nakon intraperitonealne primjene nego nakon dostave iste doze
galaktoze putem orogastri¢ne sonde (208% 1 111% porast u intraperitonealno i oralno tretiranih
zivotinja u usporedbi s kontrolom) u STZ-icv §takora 15 min nakon tretmana (376). U pokusu
koji je proveden u sklopu ove disertacije, a u kojem su istrazeni u¢inci jednokratnog akutnog
oralnog davanja galaktoze, nije uofen porast koncentracije galaktoze u plazmi ve¢ 30 min
nakon tretmana orogastricnom sondom §to govori da je veéina galaktoze ve¢ apsorbirana i
metabolizirana u ovom vremenskom periodu. Vaznost lokalne dinamike dostupnosti galaktoze
odraZena je 1 u opazanjima da D-galaktoza ostvaruje blagotvorne u¢inke na kognitivnu izvedbu
nakon potkozne primjene (528). Osim toga, iako se probavni sustav ponasa kao pufer koji
vremenski 1 kvantitativno ograni¢ava izloZenost ostalih tkiva galaktozi, oralna primjena moze
imati $tetne posljedice u odredenim uvjetima. Cini se da dugotrajni oralni tretman galaktozom
moze imati Stetne posljedice ukoliko se galaktoza daje na nacin da se ponovljeno primjenjuje
bolus doziranje putem orogastricne sonde, ¢ak i ako se radi o malim dozama (527,798). Sa
stajaliSta hormetske hipoteze, lokalne razlike u stani¢noj dostupnosti galaktoze koje su
posljedica razliitog eksperimentalnog dizajna (npr. odabir doze, farmakokinetika), mogle bi
objasniti neke oprecne rezultate. Primjerice, u istraZivanjima istraZivacke skupine prof.
Salkovié-Petrigi¢, neuroprotektivni udinci galaktoze ostvareni su otapanjem u vodi za piée

dostupnoj ad libitum (376,497). Zanimljivo, koncentracija galaktoze u plazmi u tretiranih
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zivotinja nije bila promijenjena ili je ¢ak bila snizena u usporedbi s kontrolnih zivotinjama Sto
govori da nije doslo do zasi¢enja metaboli¢kog kapaciteta za galaktozu (376). Drugi vazan
¢imbenik su moguce razlike koje nastaju zbog poremecenog metabolizma zbog kojeg bi
rezultati pokusa provedenih u sklopu ove disertacije govore da neuroprotektivni u¢inci nisu
specificni za STZ-icv model, ve¢ da postoje 1 u kontrolnih zivotinja (u pokusu u kojem su
zivotinje bile razdvojene tijekom kroni¢ne primjene oralne galaktoze u vodi za pice), veéina
trenutno dostupnih rezultata o blagotvornim uc¢incima galaktoze temelji se na istrazivanjima u
Stakorskom modelu AB-a u kojem metabolizam galaktoze joS nije istrazen. Naposljetku,
koncept hormeze intrinzi¢no ovisi o0 kompenzatornom kapacitetu stanice te je izvjesno da neka
patofizioloska stanja mogu narusiti u¢inkovitost navedenog pristupa, umanjujuc¢i mogucnost
stanice da izdrzi stimulaciju kontroliranom noksom ili odgovori adaptivhom blagotvornom

hiperkompenzacijom zastitnih mehanizama nakon povlacenja podrazaja.

6.3.3. Akutni u¢inci D-galaktoze na redoks homeostazu probavnog sustava ex vivo

Obzirom na rezultate in vivo istrazivanja koji su pokazali da jednokratna akutna oralna
primjena D-galaktoze blagotvorno utjee na redoks homeostazu u tankom crijevu Stakora
(Slika 32, Slika 33, Slika 34, Slika 35, Slika 36, Slika 37), provedena su ex vivo istrazivanja u
kojima je ispitan moguci protektivni ucinak galaktoze tijekom egzogene oksidativne nokse
izazvane inkubacijom u prisutstvu AAPH-a i H202 u izoliranim tkivnim prstenovima
kontrolnih i STZ-icv $takora (Slika 43, Slika 44, Slika 45, Slika 46, Slika 47). Model ex vivo
oksidacijskog izazova ukazao je na pad kapaciteta kompenzatornog odgovora u tkivnim
prstenovima izoliranima iz STZ-icv zivotinja. Duodenalni prstenovi kontrolnih zivotinja Su na
inkubaciju u prisutnosti AAPH-a i H.O2 odgovorili poveé¢anjem reduktivnog kapaciteta dok je
u STZ-icv tkivu odgovor izostao ili je opazen pad (Slika 43). Bazalno, analiza reduktivnog
kapaciteta metastabilnim ABTS radikal-kationom pokazala je da ne postoji naglasena razlika,
a NRP analiza pokazala je da tkivo STZ-icv zivotinja ima nesto visi reduktivni kapacitet u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Bazalni reduktivni kapacitet izmjeren NRP-om u tkivu
STZ-icv zivotinja odgovarao je priblizno vrijednostima kontrolnih tkivnih prstenova nakon
inkubacije u H202 (Slika 43). Opazena razlika vjerojatno odrazava razli¢itu osjetljivost

navedenih pokusa na pojedine sastavnice nukleofilne grane redoks homeostaze, a jedna i druga
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analiza potvrduju nemoguénost dodatnog kompenzatornog odgovora u STZ-icv tkivu.
Zanimljivo, u kontrolnoj je skupini ko-inkubacija s galaktozom ponistila povecanje
reduktivnog kapaciteta u odgovoru na AAPH $to bi moglo ukazivati na smanjenje podrazaja
za kompenzatornu aktivaciju nukleofilnog sustava. U STZ-icv prstenovima nije opazena
promjena u odgovoru u prisutnosti galaktoze. Tijekom inkubacije s H.O2 u kontrolnom tkivu
galaktoza nije ostvarila nikakav ucinak, a u STZ-icv prstenovima opazen je dodatni pad. Slicni
su rezultati opaZeni i tijekom procjene reduktivnog kapaciteta pomocu NRP metode. U
kontrolnoj skupini galaktoza je dovela do pojacanog kompenzatornog odgovora na oksidaciju
(viSe izrazeno tijekom inkubacije s AAPH-om), a u STZ-icv tkivu nije bilo promjena (AAPH)
ili je galaktoza uzrokovala dodatni pad reduktivnog kapaciteta. 1zostanak odgovora STZ-icv
tkiva na oksidativnu noksu i na ko-inkubaciju s D-galaktozom moguce je objasniti na temelju
prethodnih zapaZanja. Naime, u in vivo pokusu s jednokratnom akutnom oralnom primjenom
D-galaktoze (Slika 32), uoéeno je da su blagotvorni u¢inci galaktoze u tkivu zdravih Zivotinja
bili povezani s troSenjem nukleofilnih supstrata (LMWT, NADPH). Sli¢no, kompenzatorni
odgovor stanice na oksidativnu noksu uvelike ovisi 0 kapacitetu stanice da poveca nukleofilni
tonus (sintezom NADPH-a i GSH-a) te moguénosti da iskoristi sintetizirane reduktivne
ekvivalente u enzimskim i ne-enzimskim reakcijama neutralizacije elektrofila. Obzirom da je
u tkivu STZ-icv Zivotinja izostao i kompenzatorni odgovor na inkubaciju s oksidansima i
odgovor na ko-inkubaciju s galaktozom, moguce je da odsutnost reaktivnosti STZ-icv tkiva
odraZzava nedostatne zalihe reduktivnih supstrata i/ili nemoguénost aktivacije puteva sinteze
LMWT-a i NADPH-a. Navedeno je u skladu s rezultatima analize redoks homeostaze in vivo
(Slika 3) jer je moguénost povecanja nukleofilnog tonusa sintezom reduktivnih ekvivalenata
klju¢an ¢imbenik za oCuvanje redoks ravnoteze stanice. Osim toga, u duodenumu STZ-icv
zivotinja opaZeno je smanjenje tiola niske molekularne mase, §to govori u prilog navedenoj
hipotezi (Slika 3). Rezultati ex vivo pokusa takoder pruzaju dokaze koji idu u prilog hormetskoj
hipotezi djelovanja galaktoze obzirom da se €ini da je potrebna endogena rezerva kako bi se
potaknuo protektivni potencirajuci uéinak galaktoze. Ex vivo analiza disocijacije H20- takoder
je u skladu s rezultatima iz in vivo pokusa i pokazuje povecanu aktivnost katalaze u STZ-icv
duodenumu uz nemogucnost dodatnog povecanja tijekom inkubacije u oksidiraju¢im uvjetima
sa ili bez D-galaktoze. Suprotno, u kontrolnim tkivnim prstenovima, aktivnost katalaze
poveéana je tijekom inkubacije s oksidansima, a dodatak D-galaktoze uz H>O> posebno
povecava aktivnost, §to je u skladu s rezultatima pokusa s jednokratnim akutnim oralnim
tretmanom otopinom D-galaktoze (Slika 35). Analiza aktivnosti peroksidaza pokazala je da D-

galaktoza uzrokuje povecanje tijekom ko-inkubacije s AAPH-om koje je vise naglaseno u
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kontroli. Suprotno, ko-inkubacija H2O2 i D-galaktoze dovodi do povecanja u kontroli, ali ne
dovodi do promjene u STZ-icv tkivu u kojem je aktivnosti povecana bazalno tijekom
inkubacije s H2O». Potonje govori u prilog prethodnim zapazanjima da su zalihe reduktivnih
ekvivalenata smanjene u tkivu probavnog sustava STZ-icv zivotinja jer i) u STZ-icv tkivu
dolazi do povecéanja aktivnosti tijekom inkubacije u prisutnosti H2Oz ($to bi moglo odrazavati
snizeni bazalni kapacitet neutralizacije elektrofila, moguce zbog smanjenog kapaciteta
odgovora povecanjem aktivnosti SOD-a (Slika 44)); ii) ko-inkubacija s D-galaktozom ne
dovodi do povecanja aktivnosti peroksidaza u STZ-icv zivotinja (za $to su potrebni reduktivni
supstrati (npr. GSH za GPx). Zanimljivo, analiza TBARS-a nije pokazala zna¢ajne razlike
izmedu CTR i STZ tkiva tijekom inkubacija s oksidansima sa ili bez D-galaktoze (Slika 46).
Sve zajedno, rezultati ex vivo pokusa potvrduju in Vvivo zapaZzanja, ali upucuju da D-galaktoza
ima ogranicen protektivni ucinak tijekom ko-inkubacije s oksidansima. Osim toga, Cini se da
tkivo STZ-icv Zivotinja nema endogeni kapacitet da akutno iskoristi D-galaktozu za
stabilizaciju redoks homeostaze, $to bi moglo biti zbog nedostatka nukleofilnog tonusa za koji
je in vivo pokus jednokratnog akutnog oralnog tretmana D-galaktozom pokazao da je spregnut
s blagotvornim u¢inkom na redoks sustav. Opazene rezultate treba tumaciti oprezno, buduci
da: i) ex vivo uvjeti ne odrazavaju sve fizioloske i patofizioloSke aspekte koji su prisutni in
vivo; ii) ex vivo inkubacija (s oksidansima i sa ili bez galaktoze) provedena je tijekom 30 minuta
te rezultati ne odrazavaju nuzno promjene u drugom vremenskom periodu; iii) ex vivo
inkubacija provedena je u uvjetima ,,umjerenog® oksidativnog opterecenja te rezultati pokusa
ne odrazavaju ucinke blagog ili snaznog oksidativnog opterecenja; iv) ex vivo inkubacija s D-
galaktozom provedena je uz 100 mM koncentraciju, $to ne odraZzava nuzno uvjete postignute
in vivo. Npr. akutna oralna otopina D-galaktoze u in vivo pokusu bila je izvorne koncentracije
od 0,55 M S$§to se mijenjalo mijeSanjem s intraluminalnim izlu¢evinama i sadrzajem te
prolaskom kroz tanko crijevo gdje se D-galaktoza apsorbira. Posljedi¢no nije moguce precizno
odrediti izloZenost sluznice niti vjerno oponasati mogucu interakciju s drugim intraluminalnim

sadrzajem i uvjetima (npr. pH).
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6.3.4. Kroni¢ni u¢inci D-galaktoze u STZ-icv §takorskom modelu Alzheimerove bolesti

6.3.4.1. Kroni¢ni uéinci oralnog tretmana D-galaktozom na objektno paméenje u
STZ-icv §takorskom modelu Alzheimerove bolesti

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom ostvaruje
neuroprotektivne ucinke te sprjeCava (497) i poniStava veé razvijene (537) kognitivne
poremecaje u STZ-icv stakorskom modelu AB-a (797). Opisani neuroprotektivni ucinci D-
galaktoze vjerojatno su ovisni o na¢inu primjene D-galaktoze. Ad libitum kroni¢ni oralni
tretman s D-galaktozom otopljenom u vodi za pi¢e (200 mg/kg) pokazuje blagotvorne u¢inke
(497,528,537), a kroni¢ni tretman ponavljanim davanjem putem orogastricne sonde (100
mg/kg) uzrokuje poremecaj kognitivnih funkcija (799)). Kognitivni u¢inci ad libitum tretmana
vrlo velikim dozama D-galaktoze jo$ nisu istrazeni, ali poznato je da i kroni¢ni tretman dozama
od 300 mg/kg ostvaruje neuroprotektivne ucinke usporedive onima koji su opisani tijekom
tretmana s ~34% manjom dozom (497). Obzirom da ad libitum tretman vrlo velikom dozom
D-galaktoze u hrani nije uspio poluditi ocekivane proupalne ucinke (koji su povezani s
ponavljanim parenteralnim tretmanom ili tretmanom putem orogastri¢ne sonde koji uzrokuju
poremecaje paméenja)(752), moguce je da ¢ak i vrlo visoke doze primijenjene na ovaj nacin
ne uzrokuju poremecaj pamcenja (ili ¢ak ostvaruju blagotvorne ucinke). Osim §to nacin
primjene i doza D-galaktoze tijekom kroni¢nog tretmana vjerojatno imaju vazan utjecaj na
ishod u testovima pamcenja, istrazivanja pokazuju da postoji vremenski prozor u kojem D-
galaktoza moZe ostvariti blagotvorne uc¢inke. Primjerice, Chogtu 1 suradnici pokazali su da
potkozna i oralna primjena D-galaktoze moze ostvariti blagotvorne i Stetne uéinke ovisno o
trajanju tretmana (528). Osim toga, iako kroni¢na oralna primjena D-galaktoze u dozi od 200
mg/kg (ad libitum) sprjecava i poniStava kognitivnu disfunkciju u STZ-icv stakorskom modelu
AB-a (497,537), Babi¢ Perho¢ i suradnici pokazali su da tretman D-galaktozom ne moze
poniStiti  nastale kognitivne deficite ukoliko je uveden 4 mjeseca nakon
intracerebroventrikularne primjene STZ (330). Naposljetku, vecina istrazivanja koja pokazuju
blagotvorne ucinke D-galaktoze provedena su u STZ-icv S$takorskom modelu AB
(330,497,537,797) te nije jasno u kolikoj su mjeri opisani ucinci specifi¢ni za model bolesti.
Medutim, studija Chogtu 1 suradnika pokazala je da D-galaktoza moze ostvariti blagotvorne
ucinke i u kontrolnih Stakora (nakon oralne i potkozne primjene)(528), sto govori u prilog

mogucnosti generalizacije nekih opazanja iz studija na STZ-icv modelu.
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U studiji provedenoj u sklopu ove disertacije istrazen je ucinak kroni¢nog oralnog tretmana D-
galaktozom (200 mg/kg; 8 tjedana; ad libitum u vodi za pice). Za razliku od prethodnih sli¢nih
studija (330,497,537), u kojima su tijekom tretmana Stakori bili u zasebnim kavezima (kako bi
se osigurala primjena pune doze tretmana svakoj zZivotinji) tijekom no¢i nakon ¢ega su boravili
u zajedni¢kim kavezima u vremenu od 8 sati (kako bi se izbjegao ucinak socijalne izolacije), u
ovom pokusu Stakori su cijelo vrijeme pokusa boravili u zasebnim kavezima. Ucinak socijalne
izolacije na kognitivne sposobnosti i homeostazu srediSnjeg ziv€anog sustava intenzivno se
istrazuje, a poznato je i da socijalna izolacija predstavlja rizicni faktor za razvoj AB-a
(800,800-804). Medutim, primarni cilj provedenog pokusa bio je istraziti uc¢inak STZ-a i
tretmana D-galaktozom na homeostazu probavnog sustava i crijevni mikrobiom, a boravak u
zajednickom kavezu omoguéava modulaciju oba faktora (npr. putem koprofagije). Kao i u
prethodnim istrazivanjima, 4 tjedna nakon tretmana STZ-icv zivotinje pokazale SU poremecaj
objektnog pamcenja (Slika 48). Neocekivano, u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a, opazen je
1 trend hipersocijalnog ponaSanja koji nalikuje fenotipu zivotinjskih modela poremecaja paznje
s hiperaktivno$éu (ADHD; engl. attention deficit hyperactivity disorder), prije nego $to su
zivotinje bile razdvojene Sto bi moglo ukazivati na poremecaj dopaminergickog sustava
(346,805). Nakon 4 i 8 tjedana tretmana D-galaktoza je popravila objektno pamc¢enje u STZ-
icv Stakorskom modelu AB-a, a smanjila razvoj kognitivne disfunkcije u socijalno izoliranih
kontrolnih Zivotinja (Slika 48). Tijekom vremena opazen je ocekivani porast naklonjenosti
drustvenom kontaktu koji odrazava usamljenost tijekom socijalne izolacije. U provedenom
eksperimentu po prvi put je pokazano da D-galaktoza blagotvorno djeluje na razvoj
kognitivnog oSteCenja koje nastaje uslijed socijalne izolacije Sto bi moglo imati vazne
posljedice za razumijevanje mehanizma djelovanja D-galaktoze te razvoj strategija za lijeCenje

i sprjeCavanje nastanka kognitivne disfunkcije (Slika 48).
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6.3.4.2. Kroni¢ni uéinci oralne D-galaktoze na probavni sustav u STZ-icv
Stakorskom modelu Alzheimerove bolesti

6.3.4.2.1. Kroni¢ni uéinci oralne D-galaktoze na redoks homeostazu probavnog
sustava u STZ-icv stakorskom modelu Alzheimerove bolesti

Primarni cilj provedenog istrazivanja bio je ispitati ucinke kroni¢nog oralnog tretmana D-
galaktozom na homeostazu probavnog sustava u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a. Prethodni
rezultati pokazali su da je poremecaj crijevne homeostaze u STZ-icv modelu AB-a povezan s
redoks dishomeostazom (534,535,553). Obzirom na povezanost redoks homeostaze s
ocuvanjem strukture i1 funkcije crijevne barijere, moguce je da poremeca;j crijeva sudjeluje u
nastanku ili progresiji neurodegenerativnih promjena u STZ-icv modelu. Kroni¢ni oralni
tretman D-galaktozom pokazao je neuroprotektivne u¢inke u STZ-icv Stakorskom modelu AB-
a (330,497,537), a istrazivanje ucinaka jednokratnog oralnog davanja D-galaktoze pokazalo je
da bi galaktoza mogla djelovati u crijevu i stabilizirati redoks homeostazu (554). Obzirom na
navedeno, primarni cilj ovog pokusa bio je ispitati mozZe li dugotrajna primjena oralne D-
galaktoze ponistiti poremecenu redoks homeostazu u crijevu STZ-icv Stakorskog modela AB-
a, te ispitati povezanost izmedu utjecaja na redoks homeostazu i objektnog paméenja nakon 8
tjedana tretmana. Analiza redoks homeostaze duodenuma, ileuma i kolona, pokazala je da: i)
postoje tek skromne promjene redoks homeostaze u STZ-icv crijevu 12 tjedana nakon
intracerebroventrikularne primjene STZ-a, §to govori da tijek promjena u probavnom sustavu
nije progresivan niti linearan; ii) kroni¢ni tretman D-galaktozom ne ostvaruje iste ucinke kao
akutni tretman; iii) postoji naglasena interakcija tretmana STZ 1 D-galaktozom Sto govori da
ucinke D-galaktoze u crijevu STZ-icv Stakora nije moguce predvidjeti na temelju analize
ucinaka u kohorti kontrolnih zivotinja (Slika 49, Slika 50). Obzirom da su u ovom istrazivanju
opazeni neuroprotektivni ucinci te da su ucinci na redoks homeostazu u probavnom sustavu
bili slabo izrazeni, a kroni¢no peroralno davanje D-galaktoze u vodi za pice nije bilo povezano
s normalizacijom navedenih promjena, trenutni rezultati upuéuju na to da kroni¢ni oralni
tretman D-galaktozom ne ostvaruje svoje uc¢inke putem modulacije redoks sustava crijeva u
STZ-icv $takorskom modelu AB-a. Stovise, uéinci koji su pokazali najizrazeniju interakciju
tretmana STZ-om i D-galaktozom (SH, NRP i SABTS u kolonu) govore u prilog potencijalno

Stetnog, a ne zastitnog lokalnog ucinka u crijevu.
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6.3.4.2.2. Kroni¢ni uc¢inci oralne D-galaktoze na cekalne kratkolancane masne
kiseline i masne Kiseline razgranatog lanca u STZ-icv Stakorskom modelu
Alzheimerove bolesti

Osim utjecajem na redoks homeostazu u probavnom sustavu, kroni¢ni oralni tretman D-
galaktozom mogao bi ostvariti neuroprotektivne u¢inke modulacijom crijevnog mikrobioma i
metaboloma. SCFA i masne kiseline razgranatog lanca (BCFA; engl. branched chain fatty
acids) vazni su metaboliti posrednici putem kojih crijevna mikrobiota moZe utjecati na
homeostazu ¢itavog organizma. Osim §to imaju klju¢nu ulogu u homeostazi probavnog sustava
I regulaciji sustavnog energetskog metabolizma, SCFA i BCFA raspodijeljene su cirkulacijom
po cCitavom organizmu gdje putem epigenetske modulacije (npr. tkivno specificnom
modulacijom acetilacije histona 3 i1 4) mijenjaju funkciju vecéine tkiva u organizmu sisavaca
(806,807). Osim perifernih u¢inaka, SCFA i BCFA ostvaruju znatan ucinak i u sredi$njem
zivéanom sustavu i to posredno modulacijom metabolizma, neuroimunoendokrine osi, te
uc¢inkom na strukturu krvno-mozdane barijere (806,808). Komunikacija izmedu crijevne
mikrobiote i probavnog sustava i sredi$njeg zivéanog sustava putem SCFA-a i BCFA-a vazna
je i u kontekstu AB-a obzirom da prikupljeni dokazi upucuju da bi na ovaj na¢in disbioza mogla
poticati poremecaj inzulina u mozgu, neuroupalu, i dishomeostazu AB-a i proteina tau
(809,810). SCFA i BCFA dosad nisu nikad bili istraZzeni u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a.
Rezultati analize cekalnog sadrzaja SCFA-a i BCFA-a pokazali su da kroni¢ni oralni tretman
D-galaktozom mijenja obrazac intraluminalne koncentracije i zastupljenosti masnih kiselina.
Osim neznatnog povecanja propionata u STZ-icv Stakora, nisu uocene razlike izmedu
kontrolnih $takora i modela AB-a. Kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom uzrokovao je
smanjenje zastupljenosti svih izmjerenih SCFA-a (acetata, propionata, butirata, i valerata) te
povecanje zastupljenosti BCFA-a (izovalerata i izobutirata)(Slika 51). Opisani u¢inak opazen
je u obje skupine zivotinja (CTR 1 STZ-icv) te nije bilo naglaSene interakcije. Opazene
promjene mogle bi blagotvorno utjecati na kognitivnu funkciju. Primjerice, u studiji Marizzoni
1 suradnika, opisana je pozitivna korelacija upalnih parametara (cirkuliraju¢ih proupalnih
citokina i lipopolisaharida), biljega endotelne disfunkcije i standardiziranog omjera vrijednosti
vezanja florbetapira, probe za pozitronsku emisijsku tomografiju Ap-a, s cirkuliraju¢om
koncentracijom acetata i valerata (809). Medutim, u navedenoj korelacijskoj studiji opazeno je
1 da je koncentracija cirkuliraju¢eg butirata povezana s koncentracijom protuupalnih citokina
poput IL-a 10. OpaZene rezultate treba tumaciti s oprezom obzirom na malu veli¢inu u¢inaka i

opreCna zapazanja u literaturi. Primjerice, iako je acetat u nekim studijama bio povezan s
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neuroupalom, nakupljanjem Ap-a, i endotelnom disfunkcijom (809), u drugim istraZivanjima,
u pravilu u Zivotinjskim modelima, pokazano je kako acetat moze ublaziti kognitivnu

disfunkciju, te smanjiti neuroupalu, aktivaciju mikroglije, i stvaranje IL-a 1p (811).

6.3.4.2.3. Kroni¢ni uéinci oralne D-galaktoze na crijevni mikrobiom u STZ-icv
Stakorskom modelu Alzheimerove bolesti

Obzirom da kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom moZe promijeniti metabolite crijevne
mikrobiote, moguée je da tretman D-galaktozom ostvaruje neuroprotektivni potencijal
modulacijom mikrobioma i mogucim sprjecavanjem disbioze U STZ-icv Stakorskom modelu
AB-a. Crijevna mikrobiota nikad prije nije istraZzena u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a, a
u¢inak oralnog tretmana D-galaktozom ispitan je u tek nekoliko studija. Kim i suradnici
ispitivali su ucinak oralne D-galaktoze u modelu atopijskog dermatitisa izazvanog 2,4-
dinitroklorbenzenom u BALB/c miseva (620). Oralni tretman D-galaktozom u trajanju od 2
tjedna ublazio je fenotipska obiljezja atopijskog dermatitisa (Opazeno je smanjenje crvenila,
perutanja i susenja koze te ekskorijacije) (620). Tretman D-galaktozom smanjio je povecanje
slezene 1 limfnih ¢vorova te koncentraciju imunoglobulina E u serumu §to govori u prilog
protuupalnih ucinaka (620). Na histopatoloskoj razini, tretman D-galaktozom smanjio je
infiltraciju eozinofila i mastocita u kozu te sprijecio 2,4-dinitroklorbenzenom uzrokovano
zadebljanje epidermisa. Kao pretpostavljeni mehanizam protuupalnog djelovanja D-galaktoze,
predlozena je blagotvorna modulacija crijevnog mikrobioma karakterizirana povecanjem
raznolikosti te smanjenjem zastupljenosti koljena Firmicutes uz povecéanje zastupljenosti
koljena Bacteroidetes. Stahel i suradnici ispitivali su u¢inak mlije¢nih Secera na inzulinsku
rezistenciju 1 mikrobiotu te su opisali da dijeta koja sadrzava 15% galaktoze povecava
osjetljivost na inzulin i koli¢inu jetrenog glikogena i blagotvorno utjece na crijevni mikrobiom
smanjenjem Firmicutes:Bacteroidetes omjera (812). Zanimljivo, jos je jedna studija pokazala
protektivne uc¢inke D-galaktoze ostvarene putem modulacije crijevnog mikrobioma, medutim,
u njoj su ispitani ucinci intraperitonealno primijenjene D-galaktoze i to u visokim dozama (750
mg/kg/dan)(529). Intraperitonealna primjena D-galaktoze zastitila je C57BL/6 miseve od
ozljede ozracivanjem i to modulacijom crijevne mikrobiote $to je potvrdeno posredno s
obzirom da je fekalna transplantacija iz miSeva tretiranih D-galaktozom u ozracene miSeve
takoder povecala prezivljenje i blagotvorno djelovala na upalne parametre (529). U istrazivanju

provedenom u sklopu ove disertacije opazeno je da je u STZ-icv Zivotinja mjera o raznolikosti
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neznatno povecana, ali i karakterizirana visokom bioloSkom varijabilnosti unutar skupine, Sto
bi moglo odrazavati ¢injenicu da, ovisno o pokusu, u 10-20% Zivotinja ne nastaju promjene
nalik na neurodegeneraciju nakon STZ-icv postupka (moguée zbog bioloske otpornosti samih
zivotinja ili zbog metodoloskih razloga(530)). Tretman D-galaktozom povecao je vrijednost 4
razlicita indeksa o raznolikosti u STZ-icv zivotinja (Shannon, Simpson, Chaol, Observed), a u
kontrolnoj skupini opazeno je povecanje samo prilikom analize indeksa Shannon i Simpson.
Medutim, navedene Ssu vrijednosti odrazavale relativno skromne ucinke. Analiza crijevnog
mikrobioma na razini koljena pokazala je trend smanjenja koljena Firmicutes i povecanja
koljena  Bacteroidetes u  kontrolnih i STZ-icv  Zivotinja. Omjer mnoS$tva
Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) smatra se jednim od vaznih pokazatelja crijevne disbioze
povezane s izrazajem proupalnih biljega. Primjerice, povisen F/B omjer povezan je s izrazajem
IL-a1pB,IL-a6, IL-a8i TLR-a2, 415 te rizikom od razvoja SeCerne bolesti (813,814), a gubitak
tjelesne mase povezan je sa smanjenjem omjera (815). U Zivotinjskim je modelima povecan
omjer F/B povezan s upalom (primjerice u modelima mozdanog udara i starenja), a intervencije
koje smanjuju F/B povezane su sa smanjenjem upale i boljim prezivljenjem (816). U presjecnoj
studiji Sajia i suradnika pronadeno je da je F/B omjer poveéan u bolesnika s demencijom u
usporedbi s kontrolnom skupinom (817). Medutim, postoje i opre¢ni podaci koji pokazuju da
bi smanjeni F/B omjer mogao biti Stetan, a ne blagotvoran. Primjerice, Vogt 1 suradnici pronasli
su smanjenje zastupljenosti koljena Firmicutes, te povecanje koljena Bacteroidetes u ljudi
oboljelih od AB, u usporedbi s kontrolnom skupinom (818). U Zivotinjskim modelima za oba
su koljena pronadeni dokazi smanjenja i povecanja u usporedbi s kontrolnom skupinom, $to bi
moglo odrazavati metodoloske razlike (819). Medutim, uzrok opazene varijabilnosti nije do
kraja razjasnjen te se ¢ini da dob Zivotinja, dijeta i tip modela nisu uzrok varijabilnosti, iako bi
spol Zivotinja mogao biti vaZzan ¢imbenik koji nije uzet u obzir (819). Pad omjera F/B takoder
je u nekim studijama povezan sa starenjem (820), a neki su istrazivaci u pojedinim kohortama
opisali smanjenje udjela koljena Firmicutes u AB-u u usporedbi s blagim kognitivnim
ostecenjem 1 kontrolnom skupinom (821). Analiza ucinka STZ-icv i kroni¢nog oralnog
tretmana D-galaktozom na crijevni mikrobiom na razini porodice pokazala je da D-galaktoza
povecava udio porodice Rikenellaceae i Prevotellaceae, a smanjuje Lactobacillaceae i
Eubacterium coprostanoligenes. U STZ-icv bila je smanjena zastupljenost Rikenellaceae, a
povecana zastupljenost Oscillospriceae u usporedbi s kontrolom (Slika 55). Crijevni
mikrobiom u bolesnika s blagim kognitivnim o$te¢enjem i AB-om, pokazuje smanjeni udio
porodice Rikenellaceae u usporedbi s mikrobiomom zdravih kontrola (822), a sli¢ne su

promjene zapazene i u zivotinjskim modelima bolesti (823). Modulacija crijevnog mikrobioma
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koja rezultira povecanjem udjela Rikenellaceae povezana je s boljom kognitivnom funkcijom
u C57BL/6 miseva (824). Treba napomenuti da, kao i kod drugih sastavnica mikrobioma,
postoje dokazi koji pokazuju da je zastupljenost Rikenellaceae u AB-u povecana (825). U
APP/PS1 misjem modelu AB-a pronadena je smanjena zastupljenost porodice Prevotellaceae
u usporedbi s kontrolnim miSevima, a slicne su promjene opisane opcenito za
neurodegenerativne bolesti (npr. PB)(826). Kroni¢na oralna primjena D-galaktoze smanjila je
zastupljenost porodice Lactobacillaceae, a poveéana prisutnost ove porodice zabiljezena je u
bolesnika s neurodegenerativnim poremecajima (252,827). Analiza na razini rodova pokazala
je da kroni¢ni tretman D-galaktozom povecava udio roda Tuzzerella za koji su istrazivanja
pokazala da je smanjen u oboljelih od AB-a (828). Kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom
takoder poveCava prisutnost roda Alistipes te smanjuje zastupljenost roda
Family_XII1_UCG_001, medutim, fizioloSka i patofizioloSska vaznost ovih rodova jo§ nije

dostatno istrazena.

6.3.4.2.4. Kroni¢ni udinci oralne D-galaktoze na inkretinski sustav u STZ-icv
Stakorskom modelu Alzheimerove bolesti

Jedan od mogucih mehanizama djelovanja kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom mogla
bi biti modulacija luc¢enja inkretina (797) obzirom da brojni dokazi govore u prilog njihovom
neuroprotektivnom djelovanju (443,829-835). Prethodna istrazivanja pokazala su da akutna i
kroni¢na oralna primjena D-galaktoze dovode do povecanja koncentracije cirkulirajuceg
aktivnog GLP-a 1 u STZ-icv stakorskom modelu AB-a §to bi moglo objasniti blagotvoran
ucinak kroni¢ne oralne primjene D-galaktoze na metabolizam glukoze i kognitivne funkcije
(537). U pokusu provedenom u sklopu ove disertacije koncentracija cirkuliraju¢eg GLP-a 1
takoder je bila smanjena u STZ-icv zivotinja, a kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom povecao
je vrijednosti za ~75% u prosjeku, ¢ime su postignute koncentracije usporedive izmjerenima u
kontroli (Slika 52). Zanimljivo, iako je tretman galaktozom povecéao vrijednosti GLP-a 1 samo
u STZ-icv zivotinja, vrijednosti GIP-a bile su vece za 50-60% u obje skupine tretiranih
zivotinja u usporedbi s netretiranima. S obzirom da je ve¢ina promjena vezanih uz SCFA,
BCFA i crijevni mikrobiom pokazivala izostanak interakcije, promjene GIP-a (ali ne nuzno i

GLP-a 1), mogle bi biti vezane uz opisane promjene mikrobiote.
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6.3.5. Kroni¢ni u¢inci oralne D-galaktoze u 6-OHDA S§takorskom modelu Parkinsonove
bolesti

6.3.5.1. Kroni¢ni u¢inci oralne D-galaktoze na motori¢ku funkciju i objektno
pamcenje u 6-OHDA Stakorskom modelu Parkinsonove bolesti

U¢inak kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom ispitan je u 6-OHDA modelu PB-a na
temelju hipoteze da bi blagotvorni ucinci D-galaktoze, opisani u STZ-icv $takorskom modelu
AB-a, mogli djelovati na tijek razvoja patologije i u drugim modelima neurodegenerativnih
bolesti. U¢inak D-galaktoze dosad nije ispitan u modelima PB-a in vivo. Medutim, istrazivanja
Powers i suradnika pokazala su da zamjena glukoze iz medija za stani¢ne kulture galaktozom
§titi stanice od toksi¢nog u¢inka N,N’-dimetil-4,4'-bipiridinij diklorida (parakvata) — herbicida
koji uzrokuje nakupljanje superoksidnih aniona i Kkoristi se za modeliranje PB-a
(402,403,836,837). U in vivo pokusu provedenom u sklopu ove disertacije, oralni tretman D-
galaktozom u trajanju od 9 tjedana nije popravio motoricku funkciju u 6-OHDA Zivotinja.
Blagotvorni u¢inci D-galaktoze opisani u STZ-icv modelu AB-a mogli bi biti specifi¢no vezani
uz kognitivne funkcije te je ispitan u¢inak na objektno pamcenje u 6-OHDA modelu.
Zanimljivo, iako se radi o malim ucincima sa Sirokim intervalima pouzdanosti, kronicni
tretman D-galaktozom u prosjeku je Stetno djelovao na objektno pamcenje u kontrolnih
Zivotinja (iako su ucinci bili vrlo mali), dok je neznatan blagotvorni u¢inak opazen u 6-OHDA
Stakora (bez kontroliranja za motori¢ke simptome)(Slika 58). Medutim, s obzirom da je u
pokusu opazena vrlo velika varijabilnost u odgovoru na 6-OHDA, Zivotinje su raspodijeljene
u skupine na temelju zavr$ne izvedbe na rotiraju¢em cilindru kako bi se simulirala ugnijezdena
studija slucajeva i kontrola §to bi omogucilo razumijevanje ¢imbenika rizika u uzorcima i
mjerenjima provedenima tijekom pokusa. Stratifikacijom Zivotinja opaZeno je nekoliko
ucinaka: 1) naglasena varijabilnost u odgovoru na 6-OHDA, §to potvrduje znatno razdvajanje
skupina raspodijeljenih na temelju zavrSne izvedbe; i1) neSto niZa, iako jo§ uvijek nepouzdana,
procjena objektnog pamcéenja u 6-OHDA Zivotinja koje su razvile simptome u usporedbi sa 6-
OHDA Zivotinjama koje nisu razvile simptome (bez obzira jesu li tretirane D-galaktozom) i 6-
OHDA zivotinja koje su razvile simptome, ali su tretirane D-galaktozom:; iii) nesto niza masa
u odnosu na dob u trenutku tretmana intrastrijatalnim 6-OHDA-om u Zivotinja koje su imale
smanjen rizik za razvoj motorickih poremecaja, §to bi moglo upuéivati na dosad nepoznate
metaboli¢ke faktore rizika. NiZza masa u odnosu na dob u trenutku izlaganja 6-OHDA-u

pokazala se kao zastitni faktor i u modelu u kojem je pripadnost leglu definirana kao kovarijata,
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Sto dodatno potvrduje da opaZeni ucinak nije vezan uz dob ve¢ predstavlja skup nepoznatih
¢imbenika koji vjerojatno utjecu na tjelesnu masu. Zbog izrazite varijabilnosti u odgovoru na
6-OHDA tretman koji bi mogao biti rezultat nepoznatih (metabolickih) ¢imbenika rizika te
odrazavati sustavnu pogresku, u¢inak kroni¢nog oralnog tretmana D-galaktozom na motoriku
U 6-OHDA Sstakora ispitan je u novom pokusu pomocu alternativnog dizajna u kojem je
umanjena bioloska varijabilnost odgovora: i) u nultoj to¢ki uklanjanjem Zivotinja s tjelesnom
masom koja odskace od populacijske srednje vrijednosti; ii) u nultoj tocki prikupljanjem
podataka 0 bazalnoj izvedbi svih zivotinja Sto omogucava kasniju korekciju tijekom
modeliranja; ii1) u vremenskoj toc¢ki 10 dana nakon tretmana u trenutku u kojem su zivotinje
na temelju izvedbe raspodijeljene u parove ujednacene po trenutnoj motoric¢koj izvedbi 1 masi.
Ispitivanje u¢inaka D-galaktoze potom je provedeno u parovima kako bi se osigurao balans u
poznatim ¢imbenicima rizika i kako bi se otklonio Sum izazvan nepoznatim ¢imbenicima
rizika. Eksperimentalni dizajn prilagoden ispitivanju u¢inaka D-galaktoze u kontekstu opisanih
poznatih ¢imbenika pokazao je da D-galaktoza doista nema protektivne ucinke na motoricku
izvedbu. Stovise, mjesoviti model u kojem su kao nezavisne varijable definirani tretman,
vremenska tocka (obzirom da su provedena ponavljanja ispitivanja motorike), masa zivotinje,
te interakcija tretmana, vremenske tocke i mase, uz identifikator Zivotinje definiran kao
nasumicni ucinak (kako bi se model prilagodilo za meduzavisnost opazanja uzrokovanu
ponavljanim mjerenjima), pokazao je da bi tretman D-galaktozom mogao djelovati §tetno na

motori¢ku izvedbu 6-OHDA Zivotinja.

6.3.5.2. Kroni¢ni udinci oralne D-galaktoze na inkretinski sustav u 6-OHDA
Stakorskom modelu Parkinsonove bolesti

lako brojna istrazivanja govore u prilog neuroprotektivnog ucinka inkretina u PB-u
(443,834,838-844), uloga endogenih inkretina u etiopatogenezi bolesti slabo je istrazena. Neke
studije ukazuju da je u ljudi oboljelih od PB-a smanjeno luéenje inkretina u odgovoru na obrok
(845), medutim, nije poznato jesu li bazalne vrijednosti inkretina rizi¢ni ¢imbenik za razvoj
simptoma PB-a. Osim toga, s obzirom da su istrazivanja pokazala da kroni¢na oralna primjena
D-galaktoze moze povecati bazalne vrijednosti inkretina u STZ-icv Stakorskom modelu AB-a
(537)(Slika 52), postoji mogucnost da tretman galaktozom ostvaruje sli¢ne u¢inke i u 6-OHDA

modelu. U pokusu provedenom u sklopu ove disertacije, opazeno je da su bazalne vrijednosti
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GLP-a 1 u plazmi ~20% viSe u $takora koji nisu razvili simptome PB-a nakon intrastrijatalnog
tretmana 6-OHDA-om. Suprotno, Stakori u kojih su simptomi bili najizraZeniji imali su ~13%
nize vrijednosti GLP-a 1 u plazmi (Slika 61), $to bi moglo govoriti u prilog uloge GLP-a 1 u
razvoju patoloskog fenotipa u modelu PB-a. U kontekstu prethodno opisanih metabolic¢kih
razlika (niza tjelesna masa u odnosu na dob u skupini $takora sa smanjenim rizikom razvoja
patoloskog fenotipa nakon primjene 6-OHDA-a), razlike u bazalnim vrijednostima GLP-a 1 u
plazmi mogle bi odrazavati ukupno metabolicko stanje organizma za koje se €ini da je rizi¢ni
¢imbenik za osjetljivost na 6-OHDA. Zanimljivo, u Stakora tretiranih 6-OHDA-om koji nisu
imali simptome, a primali su D-galaktozu, vrijednosti GLP-a 1 bile su smanjene, dok je u
Stakora u kojih je doslo do razvoja simptoma uéinak D-galaktoze bio obrnut te su vrijednosti
bile slicne onima kao u Stakora s niskim rizikom koji nisu primali galaktozu (Slika 61). Opisani
rezultati sugeriraju da bi patofizioloski mehanizmi povezani s razvojem fenotipa PB-a nakon
tretmana 6-OHDA-om mogli biti posredno ili neposredno povezani s enteroendokrinim
sustavom jer su povezani s promjenom lucenja inkretina u odgovoru na oralni tretman
galaktozom. U cerebrospinalnom likvoru 6-OHDA-om tretiranih Stakora nadene Su neznatno
viSe vrijednosti GLP-a 1 u u usporedbi s kontrolnom skupinom. Osim toga, opazeno je da je
tretman s D-galaktozom povezan s nizim vrijednostima u kontrolnoj skupini i u skupini Stakora
koji su imali povecani rizik za razvoj simptoma, dok je u skupini s nizim rizikom tretman D-
galaktozom doveo do povisenih vrijednosti GLP-a 1 u srediSnjem Ziv€anom sustavu. U
kontekstu dizajna navedenog eksperimenta teSko je razluciti uzro¢no-posljediCne veze
navedenih parametara, medutim, moguce je da su povecane vrijednosti GLP-a 1 u srediSnjem
zivéanom sustavu djelovale protektivno te sprijecile razvoj motorickih poremecaja u
podskupini Stakora tretiranih 6-OHDA-0om koji nisu razvili simptome. U ovom kontekstu, ¢ini
se da povisSene vrijednosti GLP-a 1 u plazmi nisu ostvarile neuroprotektivan uc¢inak neposredno
jer su u skupini s niskim i visokim rizikom za razvoj simptoma (te visokim i niskim bazalnim
vrijednostima GLP-a 1 u plazmi), vrijednosti GLP-a 1 u sredi$njem Ziv€anom sustavu bile
podjednake. Suprotno, moguce je da je bioloski fenomen koji je doveo do pada vrijednosti
GLP-a 1 u sredisnjem zivéanom sustavu u odgovoru na tretman D-galaktozom povecao rizik u

podskupini Stakora koji su kasnije razvili izrazene motoricke simptome (Slika 61).

Vrijednosti cirkuliraju¢eg GIP-a, koji takoder ostvaruje neuroprotektivne u¢inke u PB-u (846),
bile su povecane u $takora s niskim rizikom za razvoj motori¢kih simptoma PB-a nakon
intrastrijatalnog tretmana 6-OHDA-om. Zanimljivo, u Stakora koji nisu razvili simptome,

tretman D-galaktozom bio je povezan s nizim vrijednostima GIP-a, dok u Stakora s visokim
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rizikom za razvoj simptoma nije bilo razlike u koncentraciji GIP-a u plazmi izmedu $takora
koji su bili tretirani galaktozom i onih koji nisu. Vrijednosti GIP-a u cerebrospinalnom likvoru
odrazavale su vrijednosti izmjerene u plazmi, §to govori u prilog da bi GIP mogao biti
protektivni ¢imbenik tijekom razvoja PB-a koji djeluje posredno (Slika 62). Na temelju
dobivenih rezultata ¢ini se da bi inkretini mogli djelovati kao endogeni protektivni ¢imbenici
u 6-OHDA modelu PB-a, a na temelju u¢inaka agonista inkretinskih receptora u oboljelih od

PB-a, ¢ini se da bi sli¢nu ulogu mogli ostvarivati i u ljudi.

6.3.5.3. Kroni¢ni udinci oralne D-galaktoze na redoks homeostazu i funkciju
probavnog sustava u 6-OHDA $takorskom modelu Parkinsonove bolesti

lako D-galaktoza nije pokazala neuroprotektivni ucinak u kontekstu razvoja motori¢kih
deficita u 6-OHDA modelu PB-a, postoji moguénost da kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom
u vodi za pice ostvaruje blagotvorne uéinke u probavnom sustavu §to bi moglo smanjiti razvoj
i/ili progresiju gastrointestinalnih poremecaja kod oboljelih od PB-a i zivotinjskih modela PB-
a (205,680,707,709,847—-851). Jedan od mehanizama kojim bi D-galaktoza mogla ostvariti
protektivne u¢inke u probavnom sustavu je modulacija redoks homeostaze (554) koja je
klju¢na za oCuvanje strukture i funkcije probavne barijere. Prethodno istrazivanje, provedeno
u sklopu ove disertacije, pokazalo je da mjerenjem 8 biljega redoks homeostaze (lipidna
peroksidacija, koncentracija tiola niske molekularne mase, koncentracija slobodnih
sulfhidrilnih skupina, aktivnost SOD-a, aktivnost Mn-SOD-a, ukupni kapacitet disocijacije
H20,, kapacitet disocijacije H>O> neosjetljiv na AZD, NRP) u tri segmenta probavne cijevi
(duodenum, ileum, kolon), 12 tjedana nakon bilateralne intrastrijatalne primjene 6-OHDA,
nema znakova redoks dishomeostaze ni oksidativnog stresa u probavnom sustavu (Tablica 2,
Slika 30, Slika 31). Medutim, u provedenom istrazivanju ispitana je redoks homeostaza u
homogenatima tkiva, a moguce je da su pojedini tipovi stanica vise osjetljivi na elektrofilni
podrazaj. Obzirom na izrazenu konstipaciju i promjene motorickih obrazaca u zivotinjskim
modelima PB-a, provedena je analiza oksidativnog oSte¢enja misi¢énog sloja probavne cijevi
pomocu imunofluorescencijske analize nitrotirozina (852—855). Zanimljivo, u $takora u kojih
je razvijeno motoricko oSteCenje, a nisu bili tretirani D-galaktozom, signal nitrotirozina u
miSi¢nom sloju probavne cijevi bio je povecan, dok je u onih u kojih nije doslo do razvoja
motorickog ostecenja signal bio usporediv s onim izmjerenim u kontrolnoj skupini. Tretman

D-galaktozom smanjio je signal bez obzira jesi li Stakori razvili motoricke simptome ili ne, $to
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govori u prilog smanjenja oksidativnhog optere¢enja u stanicama glatkog misi¢ja probavne
cijevi.

Smanjeno oksidativno opterecenje u 6-OHDA Stakora tretiranih D-galaktozom moglo bi biti
povezano s boljom funkcijom probavnog sustava bez obzira na izostanak blagotvornog u¢inka
galaktoze na razvoj motorickih simptoma. Funkcionalne analize probave govore u prilog
postavljenoj hipotezi. Tretman D-galaktozom ostvario je ucinak na neke indikatore funkcije
probave poput ukupne mase i broj jedinica fecesa, te sadrzaj izdvojene vode. Primjerice,
tretman D-galaktozom nije bio povezan s promjenom ukupne mase fecesa proizvedene u 24
sata, bez obzira na ispoljavanje motori¢kih simptoma u 6-OHDA modelu PB-a (zivotinje s
razvijenim motori¢kim simptomima neovisno o tretmanu galaktozom imale su ve¢u ukupnu
masu fecesa). Medutim, ovakav tretman normalizirao (smanjio) je broj jedinica fecesa
proizvedenih u 24 sata u skupini zivotinja koja nije razvila motoricke simptome, a povecao ga
je u skupini u kojoj je intrastrijatalni tretman uzrokovao pad motoricke funkcije, tako da su
zivotinje s motori¢kim simptomima imale podjednake vrijednosti sliéne onima koje nisu imale
simptome (Slika 64). Ukupna masa fecesa korigirana za broj jedinica fecesa jo$ je jasnije
pokazala uc¢inak D-galaktoze jer je u skupini s izraZzenim simptomima smanjila vrijednosti na
one usporedive s Zivotinjama bez simptoma te na one u kontrolnim skupinama. Nadalje,
tretman D-galaktozom smanjio je ukupni sadrzaj vode koji je u Zivotinja sa simptomima bio
poveéan u usporedbi sa zivotinjama koje nakon primjene 6-OHDA nisu razvile simptome.
Medutim, tretman D-galaktozom bio je povezan i sa suprotnim ué¢inkom u 6-OHDA Zivotinja
bez simptoma §to govori da bi blagotvorni u¢inci mogli biti povezani s postojanjem oStecenja.
Drugim rije¢ima, galaktoza bi mogla biti Stetna u Zivotinja u kojih nije doSlo do oStecenja
nigrostrijatalnog dopaminergickog sustava, a ostvariti u¢inak samo u onih u kojih postoji
oSte¢enje motorike i komunikacije s probavnim sustavom. Postavljena hipoteza pociva na
pretpostavki da je do poremecaja motorike probavnog sustava doslo primarno u Zivotinja koje
su razvile i motoricke simptome uslijed primjene 6-OHDA, sto je potvrdeno samo posredno na
temelju opazenih funkcionalnih parametara. Stoga bi postavljenu hipotezu trebalo provjeriti
neposrednom procjenom motoricke funkcije probavne cijevi u Stakora sa i bez simptoma.
Ukoliko se doista potvrdi da poremec¢aj motoricke funkcije probavne cijevi postoji samo u
Stakora sa simptomima PB-a, Sto je u skladu s trenutnom hipotezom nastanka poremecaja
probave u PB-u putem nigro-vagalnog sustava (730), navedeno bi moglo biti povezano i s
postojanjem povecanog signala nitrotirozina u misi¢nim stanicama probavne cijevi samo u 6-

OHDA stakora s razvijenim fenotipom PB-a.
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6.3.5.4. Kroniéni udinci oralne D-galaktoze na biokemijske parametre fecesa u 6-
OHDA stakorskom modelu Parkinsonove bolesti

Buduc¢i da tretman D-galaktozom moze modulirati redoks homeostazu probavne cijevi (554),
smanjuje signal nitrotirozina koji je biljeg oksidativnog oSte¢enja u misi¢ju probavnog sustava
u modelu PB-a (Slika 63), mijenja funkcionalne probavne parametre (Slika 64) te utjeCe na
SCFA, BCFA i crijevnu mikrobiotu (Slika 51,Slika 53,Slika 54,Slika 55,Slika 56), postoji
moguénost da galaktoza mijenja intraluminalnu redoks homeostazu, odnosno redoks
homeostazu fecesa. Biokemijska mjerenja biljega redoks homeostaze u ekstraktima fecesa
prikupljenog tijekom 24 sata, 14 dana nakon intrastrijatalnog tretmana 6-OHDA-om, pokazala
su snizene vrijednosti reduktivnog kapaciteta i bazalnog H2O> te povecane vrijednosti
disocijacije H2Oz u fecesu zivotinja koje su imale vecéi rizik za razvoj fenotipa PB-a (Slika 65).
Zanimljivo, kad su uzorci razrijedeni do koncentracije u kojoj je u potpunosti izgubljen
kapacitet disocijacije H2O2 inkubirani s izoliranom katalazom, uocen je isti obrazac disocijacije
Sto govori da u uzorcima fecesa zivotinja s visokim rizikom za razvoj motori¢kih simptoma
postoji molekula ili molekule koje posreduju u procesu aktivacije enzima. Kod veéine mjerenja
ponovno je uocen sli¢an obrazac po kojem tretman D-galaktozom u Zivotinja koje naposljetku
nisu razvile motoricke poremecaje ima suprotan u¢inak nego u skupini zivotinja u kojima je
kasnije doslo do razvoja fenotipa nalik PB-u. Primjerice, tretman D-galaktozom snizava
reduktivni kapacitet fecesa u Zivotinja koje su kasnije bile bez simptoma, a u Zivotinja koje su
kasnije razvile simptome tretman je bio povezan s pove¢anim kapacitetom. Sli¢an obrazac
uocen je i prilikom analize bazalnih vrijednosti H202, a kvalitativna interakcija izmedu razvoja
simptoma 1 ucinka tretmana galaktozom bila je prisutna 1 pri mjerenjima disocijacijskog
kapaciteta za H>O, posredovanog uzorcima ili egzogenom katalazom. Obzirom da je slican
obrazac interakcije opazen i pri funkcionalnim mjerenjima, postoji moguénost da biokemijski
parametri odraZzavaju neke funkcionalne promjene probavnog sustava, da su s njima uzro¢no
povezani, ili da tre¢i, nezavisni ¢imbenik (primjerice poremecaj eferentne funkcije vagusa)
uzrokuje nastanak oba bioloska fenomena §to bi trebalo biti razjasnjeno provodenjem dodatnih
pokusa. Iako brojni dokazi upucéuju na vaznost oksidativnog stresa u PB-u (468,713-717) i na
zahvacéenost probavnog sustava (205,680,707,709,847-851), biljezi redoks homeostaze u
fecesu do sad nisu nikad izmjereni u oboljelih od PB-a niti $takorskih modela PB-a. Obzirom

da su promjene izmedu Stakora s niskim 1 visokim rizikom u fecesu opazene ve¢ 14 dana nakon
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primjene 6-OHDA, daljnja bi istrazivanja trebala detaljnije ispitati prediktivnu vrijednost

analize stolice u PB-u.

Osim biokemijskih biljega redoks homeostaze fecesa, analiziran je i sastav nepolarnih lipida te
sadrzaj sluzi. Zanimljivo, Zivotinje s niskim rizikom za razvoj motorickih poremecaja nakon
intrastrijatalne primjene 6-OHDA imale su feces s manje nepolarnih lipida, a vise sluzi u
usporedbi s zivotinjama u koje su kasnije razvile motoricke poremecaje. Ova su opazanja u
skladu s prethodnim analizama jer govore da bi metabolic¢ki poremecaj (povecana tjelesna masa
s obzirom na dob, niZe vrijednosti inkretina) mogao predstavljati rizi¢ni ¢imbenik za razvoj PB
fenotipa. Osim toga, povecana koncentracija lipida u fecesu mogla bi biti posljedica disbioze i
fenomena prerastanja mikroorganizama u tankom crijevu Kkoji su cesto prisutni u PB-u
(205,856,857) jer povecana prisutnost bakterija moze ubrzati razgradnju zuénih kiselina $to
umanjuje kapacitet apsorpcije masti u PB-u (858). Povecan sadrzaj sluzi u stolici u Zivotinja
koje su bile zasti¢ene od razvoja motorickih poremecaja mogao bi objasniti neke od promjena
redoks homeostaze jer sluzna barijera igra vaznu ulogu u ocuvanju sluznice probavnog sustava,
$to je posebno vazno u neurolos§kim poremecajima (645). Osim toga, disbioza u PB-u mogla
bi biti povezana s poremecajem lucenja sluzi (645,859-862) pa je moguce da je u Zivotinja
koje su bile zasticene od 6-OHDA bila prisutna povoljna mikrobiota. U prilog potonjoj hipotezi
govore istrazivanja koja pokazuju da je modulacijom crijevne mikrobiote antibioticima
Osim toga, u zivotinja s manjim rizikom za razvoj simptoma PB-a nakon primjene 6-OHDA
izmjerene su viSe koncentracije inkretina GLP-a 1 i GIP-a (Slika 61, Slika 62), a u prethodnim
studijama pokazano je da je poticanje lucenja inkretina posredovano mikrobiotom protektivno
u modelima PB-a (864-866). Bez obzira na uzrok opazenih promjena u fecesu, istrazivanja
provedena u sklopu ove disertacije po prvi put pokazuju da bi feces mogao odrazavati vrlo rane
promjene u modelima PB-a, $to bi moglo biti posebno korisno za ranu dijagnostiku PB-a ili
pravovremeno otkrivanje rizi€nih ¢imbenika za razvoj bolesti povezanih s probavnim

sustavom.
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7. ZAKLJUCAK

1. Patofizioloske promjene prisutne su u probavnom sustavu Stakorskog modela

sporadi¢ne Alzheimerove bolesti jedan mjesec nakon intracerebroventrikularnog

tretmana streptozotocinom. Ovaj zakljucak temeljen je na sljede¢im nalazima

istrazivanja:

U duodenumu stakorskog modela sporadi¢ne Alzheimerove bolesti izazvanog
intracerebroventrikularnim streptozotocinom, jedan mjesec nakon tretmana,
postoji poremecaj redoks homeostaze karakteriziran smanjenjem koncentracije
tiola niske molekularne mase i proteinskih sulfhidrila, te porastom aktivnosti
katalaza/peroksidaza i nakupljanjem sekundarnih produkata peroksidacije
lipida. Mehanizam poremecaja redoks dishomeostaze mogao bi biti povezan s
nemogucnosti tkiva da poveca proizvodnju i iskoriStavanje nukleofilnih

supstrata §to onemogucéava kompenzatorni odgovor na elektrofilno optereéenje.

Uoceni poremecaj redoks homeostaze zdruZen je s naruSenom strukturom
crijevne barijere koja je u stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti
izazvanom intracerebroventrikularnim streptozotocinom na makromorfoloskoj
razini okarakterizirana skra¢ivanjem resica i produbljivanjem kripti, a na
mikromorfolo$koj snizavanjem i proSirenjem preostalih epitelnih stanica
probavne sluznice. Opisane promjene govore u prilog poremecenom procesu
obnavljanja stanica probavne sluznice, Sto bi moglo biti povezano s
poremecajem regulacije apoptoze epitelnih stanica probavne sluznice u ovom

modelu.

Sluznica probavnog sustava u Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove
bolesti izazvanom intracerebroventrikularnim streptozotocinom sadrZi
povecani broj vrcastih stanica s mjehuri¢éima probavne sluzi, $to odrazava
poremecaj regulacije izlu¢ivanja sluzi u lumen probavne cijevi povezan s

neosjetljivosti na neuronalno poticanje lucenja.
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Probavna sluz u Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti
razrijedena je, smanjene kiselosti i lubrikativnog kaciteta te naruSene funkcije
formiranja sluzne barijere, $to poveéava izlozenost sluznice intraluminalnim

tvarima.

PatofizioloSke promjene probavnog sustava u Stakorskom modelu sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti povezane su s neosjetljivosti osovine crijevo-mozak na
inkretine. Poremecaj regulacije osovine crijevo-mozak inkretinima ukljucuje
srediSnju komponentu neosjetljivosti na inkretine te periferne promjene izrazaja

receptora i signalizacije u probavnom sustavu.

Redoks homeostaza nije poremeéena u probavnom sustavu istrazivanog Stakorskog

modela za Parkinsonovu bolest s izraZzenim motori¢kim simptomima tri mjeseca nakon

intrastrijatalnog tretmana 6-hidroksidopaminom.

Akutni oralni tretman otopinom D-galaktoze (200 mg/kg) utjeée na redoks homeostazu

Stakorskog probavnog i srediSnjeg zivéanog sustava Sto potvrduju sljede¢i nalazi

istrazivanja:

Akutni oralni tretman otopinom D-galaktoze (200 mg/kg) utjeCe na
enteroendokrine stanice i na redoks homeostazu $takorskog probavnog sustava
poticanjem aktivnosti superoksid-dismutaza te smanjenjem peroksidacije lipida

uz troSenje nukleofilnih supstrata.

Akutni tretman D-galaktozom ne utjeCe na sustavnu redoks homeostazu, ali
smanjuje koncentraciju sekundarnih produkata peroksidacije lipida u plazmi

Stakora.

Akutni tretman D-galaktozom uzrokuje slabo izrazene prooksidativne uc¢inke u
srediSnjem Ziv€anom sustavu koji su povezani s kompenzatornim porastom
reduktivnog kapaciteta i koncentracije nukleofilnih supstrata, sto govori u prilog

hormetskom mehanizmu djelovanja.
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4. Ucinak D-galaktoze na redoks homeostazu ima ogranien zaStitni potencijal u
probavnom sustavu Stakorskog modela sporadi¢ne Alzheimerove bolesti izazvanom
intracerebroventrikularnim streptozotocinom zbog nedostatnog kapaciteta porasta
nukleofilnog tonusa.

5. Kroni¢ni oralni tretman otopinom D-galaktoze (200 mg/kg) sprjeCava nastanak
poremecaja objektnog pamcenja u kontrolnih Zivotinja tijekom socijalne izolacije te
popravlja objektno pamcenje u Stakorskom modelu sporadi¢ne Alzheimerove bolesti
izazvanom intracerebroventrikularnim streptozotocinom. sto potvrduju sljedeéi nalazi
istrazivanja:

Redoks homeostaza nije promijenjena u duodenumu, ileumu, niti kolonu u
Stakorskom  modelu  sporadicne  Alzheimerove bolesti  izazvanom
intracerebroventrikularnim streptozotocinom tri mjeseca nakon
intracerebroventrikularnog tretmana, sto ukazuje na poremecaj redoks sustava
crijeva koji prati specifiéni prostorno-vremenski obrazac. Korni¢ni oralni
tretman D-galaktozom (200 mg/kg) utjeCe na pojedine biljege redoks
homeostaze, ali u¢inak na redoks homeostazu probavnog sustava ne moze

objasniti blagotvorno djelovanje D-galaktoze na objektno pamcenje.

Kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom (200 mg/kg) mijenja obrazac
intraluminalne koncentracije kratkolan¢anih masnih kiselina i masnih kiselina
razgranatog lanca, te ostvaruje u¢inak na crijevni mikrobiom, §to bi moglo biti

povezano s blagotvornim ucincima na funkciju srediSnjeg ziv€anog sustava.

Kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom (200 mg/kg) normalizira sniZenu
koncentraciju peptida-1 slicnog glukagonu u plazmi S$takorskog modela
sporadicne  Alzheimerove bolesti izazvanog intracerebroventrikularnim
streptozotocinom te povecava koncentraciju cirkuliraju¢eg inzulinotropnog
peptida ovisnog o glukozi. Ucinci D-galaktoze na inkretinski sustav mogli bi
biti povezani s u¢incima na kratkolanéane masne kiseline, masne Kkiseline

razgranatog lanca i crijevni mikrobiom.
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6. Kroni¢ni oralni tretman otopinom D-galaktoze (200 mg/kg) u Stakorskom modelu
Parkinsonove bolesti izazvanom intrastrijatalnim 6-hidroksidopaminom ne sprjecava
razvoj motorickog deficita ve¢ moze dovesti do pogorSanja motori¢kih funkcija.
Kroni¢ni tretman oralnom D-galaktozom vjerojatno nije povezan sa sprjeavanjem

razvoja poremecaja objektnog pamcenja ili je u¢inak galaktoze vrlo slabo izrazen.

I.  Metabolicka funkcija povezana s regulacijom tjelesne mase te bazalna
koncentracija cirkuliraju¢ih inkretina peptida-1 sliénog glukagonu |
inzulinotropnog peptida ovisnog o glukozi mogli bi biti protektivni ¢imbenici u
kontekstu razvoja motori¢kih poremecaja u Stakorskom modelu Parkinsonove

bolesti izazvanog intrastrijatalnim 6-hidroksidopaminom.

Ii.  Rizik za razvoj motorickih poremecéaja u Stakorskom modelu Parkinsonove
bolesti izazvanom intrastrijatalnim 6-hidroksidopaminom povezan je s
funkcionalnim parametrima probavnog sustava te redoks homeostazom i

biokemijskim sastavom fecesa.

iii.  Kroni¢ni oralni tretman D-galaktozom blagotvorno djeluje na redoks
homeostazu u glatkom mis$i¢ju crijeva te na funkcionalne parametre probavnog
sustava i redoks homeostazu i biokemijski sastav fecesa u §takorskom modelu

Parkinsonove bolesti izazvanom intrastrijatalnim 6-hidroksidopaminom.

7. Prema trenutno dostupnim podacima D-galaktoza ne ostvaruje op¢i neuroprotektivni
ucinak u svim modelima neurodegenerativnih bolesti, ve¢ je blagotvorni ucinak

specifi¢an za pojedine animalne modele.
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8. KRATKI SADRZAJ

Alzheimerova (AB) i Parkinsonova bolest (PB) najucestalije su neurodegenerativne bolesti s
nerazjasnjenom etiopatogenezom, a istrazivanja upucuju na vaznu ulogu probavnog sustava,
koji je u zivotinjskim modelima AB-a i PB-a slabo istrazen. Mimetici inkretina ispituju se kao
moguca terapija, a nasuprot Stetnim u¢incima parenteralne, peroralno primijenjena D-galaktoza
potice lucenje inkretina i sprje¢ava nastanak kognitivnog osStecenja u u Stakorskom modelu
sporadi¢nog AB-a (SAB) izazvanom intracerebroventrikularnim streptozotocinom (STZ-icv).
U ovom istrazivanju istrazene su patofizioloske promjene u probavnom sustavu u Stakorskim
modelima sAB-a i PB-a te je ispitan potencijalni u¢inak peroralne D-galaktoze u normalizaciji
tih promjena. U probavnom sustavu STZ-icv modela sAB-a, opisan je poremecaj redoks
homeostaze povezan s neosjetljivosti osovine crijevo-mozak na inkretine, naru$enom
strukturom i funkcijom crijevne barijere te poremecajem homeostaze sluzi, dok u modelu PB-
a izazvanom 6-hidroksidopaminom nije bilo poremecaja crijevnog redoks sustava. Akutni
tretman D-galaktozom popravlja redoks homeostazu u crijevu i mozgu, medutim,
neuroprotektivni ucinci kroni¢nog tretmana u modelu SAB-a nisu povezani s modulacijom
crijevne redoks homeostaze, ve¢ s modulacijom mikrobiote te poticanjem luéenja inkretina. U
modelu PB-a, kroni¢ni tretman D-galaktozom ne sprje¢ava razvoj motorickih simptoma, ali
popravlja funkciju i redoks homeostazu probavnog sustava. Dobiveni rezultati doprinose
razumijevanju patofizioloskih promjena probavnog sustava u zivotinjskim modelima AB-a i
PB-a te pruzaju nove uvide u mehanizam neuroprotektivnog djelovanja D-galaktoze u

neurodegenerativnim poremecajima.
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9. SUMMARY

Pathophysiological alterations of gastrointestinal system in animal models of Alzheimer’s

and Parkinson’s disease
Jan Homolak

2023

Alzheimer's (AD) and Parkinson's disease (PD) are the most common neurodegenerative
diseases with unresolved etiopathogenesis. Evidence suggests gastrointestinal system (GIS)
plays a role which in animal models of AD/PD remains poorly investigated. Therapeutic
potential of incretins is investigated and, opposing the harmful effects of parenteral D-
galactose, oral D-galactose stimulates incretins and prevents cognitive impairment in the
intracerebroventricular streptozotocin (STZ-icv) AD rat model. This study aimed to investigate
pathophysiological alterations of GIS in rat models of AD/PD, and protective effects of oral
D-galactose. STZ-icv GIS was characterized by redox dyshomeostasis associated with incretin
insensitivity of the gut-brain axis, impaired structure and function of the gastrointestinal
barrier, and altered mucus homeostasis. In the 6-hydroxydopamine-induced PD model GIS, no
redox changes were observed. Acute D-galactose treatment improves redox homeostasis in the
intestine and brain, however, the neuroprotective effects of chronic treatment in the STZ-icv
are not related to modulation of intestinal redox homeostasis, but of microbiota and stimulation
of incretins. Chronic D-galactose treatment does not prevent the development of motor
symptoms in the PD model, but improves GIS function and redox homeostasis. The results
contribute to the understanding of GIS pathophysiology in experimental AD and PD and
provide novel insights into mechanisms by which D-galactose exerts neuroprotective effects in

neurodegeneration.
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