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SAZETAK

Cilj rada bio je ustanoviti poveznicu izmedu naruSene osi crijevna mikrobiota-crijeva-mozak
(GBA) 1 primjene funkcionalne hrane u odrZavanju mikrobne homeostaze 1 funkcije srediSnjeg
zivéanog sustava (CNS-a) u stakorskomu modelu Alzheimerove bolest (AD). Rezultati ukazuju
da kvercetin, kao funkcionalna sastavnica hrane, uspjesno modulira naruSene homeostatske i
neuropatoloske posljedice primjene aluminijevog klorida i D-galaktoze tijekom 28 dana:
uspjesno regulira razinu oksidacijskog stresa 1 antioksidanata vodec¢i do izravne zaStite neurona;
inhibiraju¢i aktivnost AChE smanjuje agregaciju A4f; odrzava razinu BDNF povecavajuci
prezivljavanje, rast 1 diferencijaciju ziv€anih stanica; smanjuje razinu nitrita, aktivnosti
arginaze i proupalnih citokina reguliraju¢i imunoreaktivnost mikroglija stanica i neuroupalu;
odrzava mikrobnu homeostazu i cjelovitost crijevnoga endotela vode¢i ocuvanju homeostatskih
procesa U CNS-u. ViSestruki ucinci kvercetina potvrduju da kvercetin jest funkcionalna
sastavnica hrane te moze biti primijenjen kao alternativni ne-farmaceutski pristup u odrzavanju
zdravlja i dobrobiti crijeva. Promicanjem crijevne mikrobne homeostaze kvercetin omogucuje

odrzavanje funkcionalnosti CNS-a te cjelokupnog organizma.
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ABSTRACT

The aim of this dissertation was to find a link between impaired intestinal microbiome-gut-
brain axis (GBA) and the use of quercetin, a functional food component, in maintaining
microbial homeostasis and function of central nervous system (CNS) in the rat model of
Alzheimer's disease (AD). The results indicate that quercetin successfully modulated impaired
homeostatic and neuropathological consequences of aluminium chloride and D-galactose
administration over 28 days: it directly protected the neurons by regulating the level of oxidative
stress and antioxidants; reduced A4/ aggregation by inhibiting AChE activity; increased nerve
cell survival, growth, and differentiation by maintaining BDNF levels; regulated the
immunoreactivity of microglia and neuroinflammation by reducing the nitrite levels, arginase
activity and proinflammatory cytokines; and maintained microbial homeostasis and intestinal
endothelial integrity. The multiple effects confirm that quercetin can be applied as an alternative
non-pharmaceutical approach in maintaining intestinal health and microbial homeostasis,

which consequently affect the functioning of the CNS and the whole organism.
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1. UVOD



Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer disease, AD) je progresivna neurodegenerativna bolest
srediSnjeg ziv€anog sustava (engl. central nervous system, CNS) koju karakterizira propadanje
sinapsi i neurona kortikalnih i subkortikalnih regija mozga te narusavanje funkcije
neuroprijenosnih sustava (1, 2). Propadanje sinapsi i neurona posljedi¢no izaziva narusavanje
kognitivnih funkcija, gubitak paméenja, promjene ponasanja kao $to su agresivnost i depresivno
ponasanje (3), a napredovanjem bolesti simptomi mogu dose¢i stadij u kojem oboljeli nisu u

stanju obavljati svakodnevne aktivnosti (2).

Nijedan od predloZenih mehanizama Alzheimerove bolesti (AD) u potpunosti ne objasnjava
obrasce raspodjele neuropatoloskih promjena na stani¢noj i regionalnoj razini, kao ni njihovo
klinicko medudjelovanje (2). Jedno glediSte ovog problema lezi u slozenom genetskom,
epigenetskom 1 okoliSnom okruZenju AD-a: rani pocetak AD Cesto je povezan s autosomno
dominantnim nasljedivanjem, dok je kasni AD s alelom ¢4 APOE gena koji kodira
apolipoprotein E za koji se zna da povecava rizik za nastanak AD 5-20 puta s djelomi¢nim
prodorima. Mehanizmi kojima genetske varijante i Cimbenici okoliSa (Siroko dostupni
neurotoksi¢ni spojevi aluminija i prehrana bogata mastima/siromasna vlaknima) utjecu na

razvoj patoloSkih AD promjena, posebno neurofibrilarne degeneracije, joS nisu poznati (2).

Nasljedni (5%) 1 sporadi¢ni (95%) oblici AD dijele zajednicki fenotip koji ukljucuje neke
zajedni¢ke znacajke, a to su: nekontrolirani oksidacijski stres (engl. oxidative stress, OS),
pojacana proupalna signalizacija, promjene u urodenom imunosnom signaliziranju,
progresivno nakupljanje neurofibrilarnih lezija (koje sadrze hiperfosforilirane agregate proteina
tau, engl. neurofibrillary tangles, NFTSs) i beta-amiloidnih plakova (4f), smanjenje sinapticke
signalizacije, atrofija mozdanih stanica, progresivnha promjena genske ekspresije koja je
drugacija od uobiCajenog mozga osobe koja stari, progresivna demencija i gubitak kognitivnih

funkcija (4).

Starenje je najznacajniji rizi¢ni ¢imbenik za razvoj bolesti, ucestalost demencije raste sa
staroS¢u, 1% slucajeva demencije javlja se u dobi izmedu 60 1 64 godina nakon cega slijedi
60-70% od 35,6 milijuna dijagnosticiranih slucajeva demencije u svijetu (2). Procjenjuje se da
e se taj broj udvostruciti do 2050., stoga je Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World
Health Organization, WHO) u 2012. godini AD proglasila globalnim prioritetom u javnom
zdravstvu (2). JoS uvijek ne postoji u¢inkovit nacin za sprjecavanje ili lijeCenje AD, trenutno

odobreni lijekovi samo u odredenoj mjeri ublazavaju neke simptome bolesti. Americka uprava



za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) do sada je odobrila samo pet
spojeva. Cetiri inhibitora acetilkolinesteraze - kolinomimetici (takrin, rivastigmin, donepezil i
galantamin) i jednog antagonista glutamata - memantina, antagonist N-metil-D-aspartat
receptora, NMDAR (6).

Nedavno je prepoznata uloga crijevne mikrobiote u regulaciji neurokemijskih i neuro-
metaboli¢kih putova putem osi mikrobiota-crijeva-mozak (engl. gut-brain axis, GBA) (3).
Buduc¢i da je starija dob najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za AD, promjene u tijelu do kojih dolazi
starenjem mogle bi imati ulogu u razvoju AD 1 stoga su vazne za buduca proucavanja. Vec¢ina
promjena opazenih u AD, kao $to su upala, atrofija mozdanih stanica, imunoloSke aberacije,
amiloidogeneza, promijenjena ekspresija gena i kognitivni deficit, takoder se vide kao

posljedica crijevne disbioze (7-10).

Temeljem navedenog pravilna prehrana moze utjecati na strukturne i funkcionalne promjene
crijevne mikrobiote te sudjelovati u odrzavanju homostaze CNS-a kao i cjelokupnog
organizma. Pokazano je da flavonoidi, ukljucuju¢i kvercetin, mogu ispoljiti svoj
neuroprotektivni u¢inak ne samo kroz smanjenje reaktivnih Kisikovih spojeva (engl. reactive
oxygen species, ROS) i povecanje unutarstani¢nog glutationa, nego i modulacijom aktivnosti
brojnih proteina i lipidnih kinaza (PtdIns, 3K/Akt, PKC i MAPK), PLA2, COX i LOX u
prijenosnom signalnom putu (11, 12). Flavonoidi takoder inhibiraju NADPH oksidaze i ksantin
oksidaze (13, 14, 15), poti¢u aktivnosti antioksidacijskih enzima (superoksid-dismutaza,
glutation peroksidaza i katalaze), potiskuju aktivaciju NF-kB i aktiviraju prilagodbu stani¢nog
odgovora na stres (16, 17, 18). Osim toga, flavonoidi formiraju kemijske komplekse s metalnim
ionima (bakra, zeljeza, aluminija i cinka) i prijelaznim metalima te inhibiraju proizvodnju ROS-
a (19, 20).

Od svih flavonoida, kvercetin (Qu) je najbolji ,,Cistac* ROS-a, ukljucujuci superoksidni anion,
i reaktivnih dusikovih spojeva (engl. reactive nitrogen species, RNS) kao primjerice dusikov
oksid i peroksinitrit. Ova protuoksidacijska sposobnost pripisuje se prisustvu hidroksilne
skupine na poziciji 3-flavonola te dvije hidroksilne skupine na fenilnom prstenu (21). Kvercetin
moze biti i protuoksidans i prooksidans, ovisno o koncentraciji, pH, prisutnosti metala te o
izvoru slobodnih radikala u stanici (22). ViSestruka uloga kvercetina moZze pruziti obe¢avajuci
pristup u lijeenju AD i drugih neurodegenerativnih bolesti povezanih s oksidacijskim stresom.
Medutim, jo$ uvijek nije istrazen njegov utjecaj na modulaciju crijevne mikrobiote s utjecajem

na sredi$nji ziv€ani sustav putem osi mikrobiota-Crijevo-mozak §to je zadaca ovoga rada.



1.1. Pocetna hipoteza rada

Kvercetin ima snazni antioksidacijski, protuupalni, i neuroprotektivni ucinak na cijeli sustav
crijevnog ekosustava (posebice povecanje probiotickih rodova te smanjenje rodova ,,lo$ih*
bakterija i njihove enzimske aktivnosti), antioksidacijski i protuupalni u¢inak moze utjecati na
ocuvanje ¢vrstih okludin medustani¢nih spojeva (ograni¢avaju prolazak vode, elektrolita i
drugih molekula) unutar crijevnog epitela i krvno-mozdane barijere te sprijeciti prooksidacijske

i neurotoksi¢ne posljedice aluminijevog klorida (AlICI3) i D-galaktoze (D-gal) prema mozgu.

1.2. Glavni ciljevi rada

Cilj rada jest istraziti prooksidacijske, upalne 1 neurotoksi¢ne procese u Stakorskom modelu
Alzheimerove bolesti prouzro¢ene davanjem AlCI3 i D-gal te spoznati da li oksidacijski stres i
upala prouzro¢ena nazoc¢no$¢u AlCIs i D-gal vode do naruSavanje crijevne homeostaze i
disfunkcije crijevne mikrobiote. Toc¢nije, ako neravnoteza crijevne mikrobiote jest jedan od
uzroka AD, tada primjenom potencijalno funkcionalne hrane bogate kvercetinom mozZemo
modulirati crijevnu mikrobiotu i saCuvati domacina od brojnih bolesti povezanih s
poremecajem homeostaze crijevne mikrobiote. Temeljem navedenog, cilj jest istraziti sustavnu
toksi¢nost AlClz te ucinkovitost flavonoida kvercetina na mikrobiotu probavnog sustava te
izna¢i poveznicu s neurodegenerativnim bolestima, posebice AD te spoznati vaznost crijevne
mikrobiote u odrzavanju zdravlja u ljudi te odrzavanju vaznih homeostatskih procesa u CNS-

u.

Specificne ciljevi rada jesu:
1. Istraziti prooksidacijsku, upalnu i neurotoksi¢nu ulogu AlClsz i D-gal u organizmu.

2. Istraziti povezanost oksidacijskog stresa 1 upale s promjenama i disfunkcijom crijevne

mikrobiote 1 naruSavanja crijevne homeostaze.

3. Istraziti uéinak kvercetina na endogene probioticke bakterije kolona, enzimsku aktivnost
mikrobiote te posljedi¢ni tkivni i sustavni antioksidacijski, antigenotoksi¢ni, metabolicki,

upalni i imunosni odgovor domacina.



4. Iznaci poveznicu izmedu oksidacijskog stresa, neurodegenerativnih ostecenja mozga (broja
beta-amiloidnih plakova) i mikrobioma, posebice sastava mikrobiote, enzimske aktivnosti te

zaStitnih ¢imbenika kao neurotrofnog ¢imbenika rasa.

5. Izna¢i funkcionalne sastojke hrane kao alternativni, ne-farmaceutski pristup u odrzavanju
zdravlja i dobrobiti crijeva kroz promicanje crijevne mikrobne homeostaze §to doprinosi

odrzavanju funkcionalnosti CNS-a i cjelokupnog organizma.



2. LITERATURNIPREGLED



2.1. Sredi$nji Ziv€ani sustav sisavaca i glodavaca

SrediSnji ziv€ani sustav (mozak i ledna mozdina) i periferni ziv€ani sustav (gangliji i zivci)
zajedno kontroliraju somatske (senzomotoricki sustav) 1 autonomne (simpaticki i
parasimpaticki sustav) funkcije (23, 24). Neuroanatomske usporedbe izmedu glodavaca i ljudi
komplicirane su filogenetskom udaljenoséu vrsta. Opca slicnost anatomije, biokemije i
fiziologije ziv€anog sustava kod sisavaca omogucuje da se prvenstveno misevi i Stakori koriste
kao modeli ljudske neuroloske funkcije i bolesti (23). Medutim, ekstremna slozenost i veli¢ina
ljudskog mozga 1 ledne mozdine u odnosu na jednostavan oblik 1 primitivniju funkciju kod
glodavaca mogu potencijalno sprijeciti napore translacijske medicine. Najbolje sredstvo da se
ekstrapolacija podataka od glodavaca do ¢ovjeka provede na racionalan nacin, je razumijevanje

ekvivalentnih i divergentnih znacajki CNS-a glodavaca.

2.1.1. Anatomska obiljefja mozga sisavaca i glodavaca (Stakora)

Anatomski gledano, najocitija je razlika u veli¢ini mozga koji kod Stakora tezi ~ 2 g (kod misa
~0,49), lisencefalni je (nemaju brazde, lat. sulci i vijuge, lat. gyri) i ima malo bijele tvari.
Suprotno tome, mnogo veci ljudski mozak (otprilike 1300 g) ima lako vidljivu lobularnu
organizaciju (Ceoni, lat. lobus frontalis; slijepo¢ni, lat. lobus temporalis; tjemeni, lat. lobus
parietalis; i zatiljni rezanj, lat. lobus occipitalis), istaknute brazde i vijuge te veliku koli¢inu
bijele tvari (23). Gledajuc¢i dorzalnu (superiornu) povrsinu mozga glodavaca in situ, jasno je
vidljiv veliki mozak, srednji mozak i mali mozak, dok se istim pregledom kod ljudi vidi samo
kora velikoga mozga. Procjena ventralnih povr§ina mozga glodavca otkriva nekoliko istaknutih
orijentacija, uklju¢ujuc¢i (ali ne ogranicavajuc¢i se na) olfaktorne (njusne) tuberkule, opticku
hijazmu, hipofizu, piriformnu koru, most i lednu mozdinu. Sli¢ni ventralni orijentiri mogu se
primijetiti u mozgu ljudi, iako se veli¢ine odredenih struktura bitno razlikuju od identi¢nih
znacajki kod glodavaca. Mozak kod glodavaca i ljudi je s dorzalne strane razdijeljen na dvije
polutke (lat. hemispheria) s uzduznom pukotinom (lat. fissura longitudinalis) koje medusobno

povezuje zuljevito tijelo (lat. corpus callosum) (23).

Raspored glavnih tipova stanica na mikroskopskoj razini je slican kod Stakora i ljudi, iako veci
stupanj funkcionalne raznolikosti kod ljudi moze rezultirati o¢iglednijom citoarhitektonskom
raznolikoS$¢u osnovnih tipova stanica. Cerebralni korteks ima vanjski sloj sive tvari (tj. podrucje

bogato neuronima) i srediSnju jezgru bijele tvari (tj. zone koje se sastoje uglavnom od



mijeliniziranih neurona i potpornih stanica, neuroglija). Debljina sive tvari i koli¢ina bijele tvari
mnogo je veca kod ljudi u odnosu na Stakore kao posljedica veée cerebrokortikalne intra/inter

hemisiferi¢ke povezanosti potrebne za potporu kognitivnih procesa (23).

Bazalnu jezgru ¢ine striatum (nucleus caudatus i putamen), globus pallidus, subthalamus i
substantia nigra. Ova podru¢ja mozga su dio sive tvari krajnjeg mozga (telencephalon) i
srednjeg mozga (mesencephalon: substantia nigra), ¢iji neuroni uglavnom sluze kao motoricki
kontrolni centri. U ljudskom mozgu su caudatus i putamen odvojene strukture razdvojene
unutarnjom kapsulom, dok su kod glodavaca ujedinjeni. Substantia nigra (crna tvar) vidljiva je
u adolescenata i odraslih ljudi zbog lokalnog nakupljanja neuromelanina, dok je u glodavaca

blijeda jer neuroni glodavaca ne akumuliraju neuromelanin (23).

Medumozak (lat. diencefalon), dio mozga koji se nalazi ispod srednjeg mozdanog korteksa,
najprimitivniji je dio mozdane kore. Sadrzi mno$tvo usko povezanih mozdanih centara
(nazvanih ,limbicki sustav‘) koji zajedno reguliraju emocije 1 ponaSanje §to je vazno za
socijalizaciju, prezivljavanje (hranjenje, borbu i bjezanje) te sjeCanje. Limbicki sustav takoder
utjeCe na vise visceralnih funkcija preko eferentnih Zivaca autonomnog ziv¢anog sustava (engl.
autonomic nervous system, ANS). Centri koji sudjeluju u limbi¢kom sustavu ukljuéuju:
hipokampus, amigdalu, limbicki forteks 1 forniks, septum i rostralno (prednje) talamicko jedro
koje podrzava razne funkcije, uklju¢ujuéi disanje i ponasanje, kratkorocnu memoriju i ukus. Od
njih su najéeS¢e hipokampus, talamus, hipotalamus i amigdala podvrgnuti neuropatoloskoj

analizi kod glodavaca i ljudi zbog poznatih funkcionalnih korelacija (23).

Hipokampus ima izrazen nagibni oblik u obliku slova C u tri dimenzije, koji se gleda vise
dorzalno u mozgu glodavaca, a vise ventralno kod ljudi. Anatomski profil hipokampusa pomice
se u odnosu na srediSnju srednju liniju, kre¢u¢i se bo¢no i ventralno u viSe kaudalnih regija
mozga. Prepoznatljive zone hipokampusa Amonov rog, dentati gyrus i subiculum oblikuju tzv.
hipokampalnuformaciju. Amonov rog (lat. cornu ammonis, CA) podijeljen je u regije CAl-
CAA4 (24) kod ljudi te kod glodavac u CA1-CA3 (25).

Talamus ¢ini sredis$nji dio medumozga i sjediste je viSestrukih, ¢esto nerazrijedenih jezgri koje
prenose osjetilne informacije izmedu donjih mozdanih centara i moZdane kore. Razlicite jezgre
sluze specificnim funkcijama. Veze izmedu talamusa 1 mozdane kora je recipro¢na. Veliki dio
anatomske povezanosti talamusa i ostalih domena CNS-a sacuvan je kod glodavaca i ljudi.
Hipotalamus, koji lezi ventralno (inferiorno) u odnosu na talamus, smjesten je u blizini spojnice

mnogih glavnih neuronskih putova, kao i stabljike hipofize. Integrira homeostatske funkcije


https://sh.wikipedia.org/wiki/Emocije
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autonomnog, endokrinog i somatosenzornog sustava. Nukleusi u ovome podrucju slabo su

razgranic¢eni kod glodavaca i ljudi (23).

Mali mozak (lat. cerebellum) se moze podijeliti na tijelo, koje koordinira pokrete miSica i tonus,
i flokulonodularno podruéje, koje kontrolira ravnotezu. Makroskopski gledano u odnosu na
glodavce, ljudi posjeduju prosirenje bo¢ne polutke mozga kao prilagodbu koja je povezana s
dobro razvijenim udovima, sposobnim za ekstenzivno neovisno kretanje, posebno prstiju.
Reznjevi (lobusi) maloga mozga puno su veéi kod ljudi nego glodavaca zbog povecanja duljine
1 broja njihovih ,listova®. Duboke jezgre mozga kod glodavaca relativno su manje i manje
definirane u usporedbi s onima kod ljudi. Unato¢ tim kvantitativnim razlikama u mozdanoj

strukturi, kvaliteta osnovnih funkcija sli¢na je kako za ljude tako i za glodavce (23).

Mozdano deblo (lat. truncus cerebri) ukljucuje srednji mozak i most rostralno te produzenu
mozdinu kaudalno. Rade¢i zajedno, jezgre mozdanog debla integriraju i moduliraju aktivnosti
drugih mozdanih centara, koordiniraju autonomne putove i reguliraju bazalne homeostatske
funkcije. Jezgre mozdanog debla su rasporedene u uzduznim stupovima koji predstavljaju
rostralne ekstenzije funkcionalnih zona koje se nalaze u sivoj tvari ledne mozdine. Kao i kod
malog mozga, anatomija mozdanog debla oCuvana je izmedu ljudi i glodavaca (23). Jezgre
ovalnih tjeleSaca, najizrazeniji agregat stanica u ovome podruéju kod svih vrsta sisavaca,

prenosi aferentna vlakna iz visih i1 donjih mozdanih centara u mali mozak.

Ventrikularni sustav u glodavaca i ljudi je niz od Cetiri medusobno povezane Supljine ispunjene
cerebrospinalnom tekuc¢inom (engl. cerebrospinal fluid, CSF) i intersticijskom tekuc¢inom (engl.
interstitial fluid, ISF) te spojene sa kanalom ledne mozZdine. U glodavaca veli¢ina ovih prostora
moze varirati ovisno o naprezanju. Specificni elementi ovog sustava uklju¢uju: dva boc¢na
ventrikula (klijetke) smjeStena ispod mozdane kore; tre¢i ventrikul koji se nalazi unutar
medumozga (diencephalon) na srednjoj liniji i povezana je s bo¢nim ventrikulima putem
interventrikularne foramine; mezencefalni akvadukt koji prolazi kroz srednji mozak; Cetvrti
ventrikul, koja se nalazi izmedu maloga mozga dorzalno 1 mosta ventralno; i sredi$nji kanal
unutar ledne mozdine (23). CSF nastao iz kapilara koroidnog spleta (engl. choroid plexus, CP)
u bo¢nim i ¢etvrtim ventrikulima komunicira sa subarahnoidnim prostorom meninga (moZzdanih
ovojnica) pomocu uparenih bo¢nih otvora, koji ,,isuSuju‘ cetvrti ventrikul u glodavaca i primata
te srednji otvor koji povezuje Cetvrti ventrikul primata, ali ne i glodavaca, s cisterna magna.
Stope proizvodnje i apsorpcije CSF-a razlikuju se medu vrstama. ISF nastaje ekstravazacijom
tekucine iz kapilara (uglavnom u mozgu) prije nego $to tece kroz neuropil da bi uSao u

perivaskularne ,,glifatske” kanale formirane procesima astrocita. CSF-a i ISF nose brojne
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¢imbenike (npr. hormone, metabolite formirane u mozgu) i pomazu u uravnotezenju pH
neuropila. CSF oblaze mozak i lednu mozdinu te ih §titi od izravnog doticaja s koStanim

strukturama i mehanickih trauma (23, 24).

(A)

Fuljevito tijelo  lateralna lateralna
kora velikoga pregrada komora .
hipokampus
mozga

njusni srednji mozak

reznjevi

njusne )
jezgre mali

mozak
putamen

rostralne komisure

njusni tuberkuli

vidni trakt

hipotalamus most -
P ledna mozdina

(8)
cingularni girus sredmji mozak

Cetvrta
komora

Frontal lobe

Zuljevito
tijelo
vidni
rezanj
treca komora
prednje komisure
hipotalamus mali mozak

ledna mozdina

slika 1. Parasagitani presjek mozga (A) glodavca i (B) Covjeka (preuzeto i prilagodeno prema 23).
Hipokampus nije vidljiv na sagitalnom presjeku kod ¢ovjeka, a zvjezdica na presjeku kod glodavca oznacava

priblizan polozaj epifize.

-10-



Vaskularna opskrba mozga kod glodavaca i ljudi je relativno ouvana. Krv dopire do mozga
glodavaca putem unutarnjih karotidnih arterija (engl. internal carotid arteries, IC) i u manjoj
mjeri do kraljezaka (engl. vertebral arteries, VA). IC dostavljaju krv u Kortikalne i
subkortikalne prostore izravno i putem svojih glavnih grana, dok VA opskrbljuju arterije
mozdanog debla i maloga mozga. Struktura arterijskog sustava moze varirati ovisno o naporu
glodavaca: npr. kaudalna komunikacijska arterija vidljiva je u CBA miSeva, ali odsutna ili je
slabo formirana u C57BL / 6 miSeva. U ljudi su iste velike arterije ukljucene u perfuziju mozga.
Medutim, slozenost strukture ljudskog mozga u odnosu na mozak glodavaca dovodi do malo
drugacijeg arterijskog obrasca. Imena odgovarajucih arterija i vena ¢esto nose razlicita imena

kod glodavaca i ljudi (23).

Dva endokrina organa unutar CNS-a su hipofiza i pinealna Zlijezda. Hipofiza je smjestena pri
bazi lubanje u turskom sedlu (lat. sella turcica), a povezan je s mozgom preko infundibularne
stabljike. Tri glavna reznja hipofize: adenohipofiza (lat. pars distalis, prednji rezanj),
intermedijarni rezanj (lat. pars intermedia) i neurohipofiza (lat. pars nervosa, posteriorni
rezanj) morfoloski su diskretniji kod glodavaca nego kod ljudi. Pinealna Zlijezda je jedan od
cirkumventrikularnih organa (engl. circumventricular organs, CVO), koji su skupine
specijaliziranih neurona i potpornih glija koji se nalaze u malim, visoko vaskulariziranim,
srednjim strukturama smjestenim u zidovima ventrikularnog sustava (23). Zbog svoje stani¢ne
i/ili porozne strukture, CVO-i imaju tendenciju da ih neiskusni morfolozi tumace kao lezije (23,
24).

Putem neuralnih i humoralnih (hormoni hipofize) mehanizama hipotalamus nadzire cjelokupni
endokrini i reproduktivni sustav, uravnoteZenost elektrolita, razinu glukoze, bazalnu
temperaturu, razinu metabolizma, tonus autonomnog ziv¢anog sustava, cirkadijane i druge
bioritmove, imunoloski status te modulira iskustvo i izrazaj instinktivnih i nagonskih oblika
ponasSanja $to su usmjereni na prezivljavanje i razmnozavanje (gladi, agresije, straha, bijega od
opasnosti, zedi, libida). Ukorak s navedenim funkcijama hipotalamusa, limbicki korteks ima
kljunu ulogu u regulaciji paméenja, emocija i motivacije. Navedene funkcionalne
specijalizacije limbickih struktura povezane su odrZzanjem homeostaze organizma i s njom

povezanih djelovanja neophodnih za odrZanje jedinke i vrste (26).

Na strani ,,suprotnoj* limbickom korteksu nalaze se citoarhitektonski visoko diferencirana i
funkcionalno visoko specijalizirana primarno osjetna i motoricka podru¢ja. Ovi dijelovi
mozdane kore najblize su povezani s izvantjelesnim prostorom. Primarni osjetni korteks

omogucuje neophodni ulazak informacija iz okoline u neuronske krugove mozdane kore, dok
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primarni motoricki korteks predstavlja zajednic¢ki zavr$ni put svih motori¢kih djelovanja koja

omogucuju manipulaciju okoline i promjenu pozicije unutar te okoline (26).

~ Motoricki

. Osjetni

. ‘Vidni (oflaktorni)

. Slusni (auditivni)
. Wernickovo podrucje

‘ Broca podrucje

- Dodatna podru¢ja

"~ (nisu primarna)

Slika 2. Funkcionalne zone mozga (preuzeto i prilagodeno prema 23). Shematski prikazi mozga koji prikazuju
priblizne granice vecih funkcionalnih zona kako su projicirane na povrsini mozdane kore glodavaca (mis) (vrh) i
Covjeka (dno). Wernickovo podruéje — razumijevanje govora; Broca podru¢je — produkcija govora; dodatna
podrudja kore — ne postoje kod glodavaca.

U odnosu na druge Zivotinjske vrste, slijedeca su obiljezja ponaSanja jedinstvena za Covjeka:
lokomocija se temelji na nogama, tako da su ruke oslobodene za druge sloZzene funkcije; palac
je odmaknut, a fina motorika sake omogucuje razvitak oruda i tehnologija; govor i jezik podloga
su naprednih oblika komunikacije 1 simbolickog misljenja; razvijene socijalne medureakcije 1
kultura; produljeno razdoblje odrastanja; individualni umjetni¢ki i duhovni izri¢aj. Sva
navedena obiljeZja izravno ovise o mozdanoj kori, pa se i neurobiologija ponasanja ¢ovjeka u

najve¢em dijelu odnosi na proucavanje mozdane kore. Od epohalnog otkri¢a da je lijeva polutka
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mozga ¢ovjeka superiorna za jezi¢ne funkcije (Broca, 1865. godine), otkrivene su i brojne druge
strukturalne i funkcionalne asimetrije ljudskog mozga. Svrha asimetrije nije potpuno jasna, ali
vjerojatno predstavlja odraz bioloske prednosti u smislu koncentriranja kontrole pojedinih
dijelova mreza u istoj polutki, s ciljem minimaliziranja zaostajanja u procesiranju uslijed

prijenosa informacija u suprotnu polutku (26).

S obzirom na zadivljujué¢u slozenost mozdane kore ljudi, naro¢ito one Ceonog reznja, ne
iznenaduje Cinjenica da razlicite bolesti, poremecaji i ozljede §to zahvacaju mozdanu koru

mogu dovesti do iznimno sloZene simptomatologije.

2.1.2. Histologija mozga

Stanice CNS-a mogu se podijeliti u dvije kategorije na temelju njihovog embrionalnog
podrijetla: neuroektodermalne i mezenhimske. Stanice koje nastaju iz neuroektodermalnog
sloja uklju¢uju neurone, astrocite, oligodendrocite i ependimalne stanice (23, 24). Stanice
mezenhimskog podrijetla uklju€uju meningealne fibroblaste, vaskularni endotel 1 mikroglija

stanice (stanice s makrofagnom funkcijom).

Funkcionalna jedinica zivéanog sustava je neuron. Neuroni imaju jedan ili viSe dendrita preko
kojih primaju informacije od drugih neurona i jedan aksona koji sinapsira na druge neurone ili
ne-neuralne efektorske organe, poput muskulature. Unutar ljudskog mozga postoji oko 130
milijardi neurona koji tvore 150 trilijuna sinapsi (23). Neurone mozemo kategorizirati na vise
naCina, ali glavna obiljezja koja se koriste za razlikovanje populacije neurona su fenotip
neuroprijenosnika i njihov morfoloski izgled. Neuroni obi¢no izdvajaju jedan neuroprijenosnik
male molekule, najces¢e glutamat (u ekscitacijskim stanicama) ili y-aminobutansku kiselinu
(engl. y-aminobutyric acid. GABA, inhibitorne stanice), kao i jedan ili nekoliko malih peptidnih
neuroprijenosnika, poput enkefalina ili parvalbumina. Neuroni dolaze u raznim veli¢inama i
oblicima, ali dva su uobicajena tipa sa specificnim funkcionalnim implikacijama: velike
piramidalne stanice i male granulirane stanice. Piramidalni neuroni, poput onih mozdane kore
i motornih neurona ventralnih rogova ledne mozdine, imaju relativno velika stani¢na tijela i
obilnu Nissl supstancu (tj. hrapavi endoplazmatski retikulum); imaju tendenciju da se Sire u
regijama u kojima se pojavljuju (23). Granulirani neuroni, ¢ine populaciju koja naseljava
unutarnji sloj mozdanog korteksa i CA podrucje hipokampalne formacije, imaju manju jezgru

s oskudnom citoplazmom i ¢vrsto su ,,upakirani® u svoje domene. Piramidalne stanice obi¢no
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djeluju kao projekcijski neuroni (tako se nazivaju jer se njihovi dugi aksoni povezuju s
udaljenim podrucjima CNS-a ili perifernim efektorskim organima), dok granularne stanice
sluze kao interneuroni koji povezuju obliznja podru¢ja CNS-a. Medutim, ovaj obrazac nije
univerzalan; u striatumu su neki interneuroni veéi od prevladavaju¢ih GABAergi¢nih srednje
Siljastih neurona. Opcenito, neuroni su manji i naseljuju neuropilu gusée kod glodavaca u

odnosu na iste strukture ljudskog ziv€anog tkiva (23).

Zarazliku od neurona, glija stanice imaju samo jednu vrstu nastavaka (nemaju aksona), nemaju
naponskih Na kanala, nego jedino naponske kanale za prolaz kalijevih iona, ne stvaraju akcijske
potencijale 1 mogu se dijeliti cijelog Zivota (24). Glija stanice srediSnjeg ziv€anog sustava

dijelimo na dvije glavne skupine: makroglija (astrociti i oligodendrociti) i mikroglija.

Astrociti su najceSc¢e glijalne stanice. Njihov broj premasuje broj neurona u vecini podrucja
mozga. Astrociti podrzavaju neuronsku funkciju stvaranjem antioksidanata (glutation),
recikliranjem neuroprijenosnika (glutamat i GABA) i odrzavanjem BBB-a (za odrzavanje
ravnoteZe mikro-okoliSa). Astrocitna ,,stopala® takoder su glavne komponente BBB i limfnih
kanala (24). Citoarhitektura astrocita je karakteristicna. Njihove jezgre su priblizno iste veli¢ine
kao i mnoge jezgre neurona, ali su vece od jezgara oligodendrocita. Astrocitne jezgre su okrugle
do ovalne i imaju male ili nejasne jezgrice. Citoplazmatski procesi nereaktivnih astrocita
neprimjetni su u odjeljcima obojenim hemalaun eozinom (HE), dok astrociti koji reagiraju na
ozljede razvijaju poveéanu citoplazmatsku masu i istaknute zvjezdane procese s vidljivim
granicama (gemistocitni astrociti). Metoda koja se najcesce koristi za identifikaciju astrocita je
imunohistokemijsko otkrivanje glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl. glial fibrillary
acidic protein, GFAP) (24).

Oligodendrociti tvore i odrzavaju mijelin koji okruzuje procese neurona CNS-a. Svaki
oligodendrocit obuhvaca viSe aksona, dok nekoliko oligodendrocita moze posluziti kao
,.satelitske stanice” pored neurona u sivoj tvari. Oligodendrociti imaju okruglu jezgru s
kondenziranim kromatinom, koja se boja tamnije od jezgri astrocita i neurona (obi¢no pokazuju
jasan ,halo* artefakt u tkivima CNS-a fiksiranih uranjanjem, ali ne i perfuzijom) i nedostaje
bazalna lamina. Oligodendrociti se ¢esto vide u linearnim redovima izmedu Ziv¢anih vlakana
trakta bijele tvari. Uobicajeni biljezi za oligodendrocite ukljucuju uglji¢nu anhidrazu II,
CNPazu (2', 3'- ciklicku nukleotidnu 3'- fosfohidrolazu), osnovni protein mijelina (MBP) i
glikoprotein mijelin oligodendrocita (MOG) (23). Ostecenja oligodendrocita koja dovode do
gubitka CNS mijelina ne podlijezu popravljanju kod glodavaca i ljudi (23).
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Mikroglije su urodene imunoloske stanice CNS-a. Te rezidencijalne stanice sli¢ne histiocitima
dijelom nastaju iz Zumanjcane vrece i koloniziraju CNS tijekom razvoja, a dijelom iz monocita
koji poticu iz koStane srzi i cirkulacijom dospijevaju na oStecena mjesta u CNS-u. Mikroglija
obojana HE je malobrojna; takve stanice u mirovanju imaju neupadljivu citoplazmu i tamnu
jezgra u obliku Sipke koja je manja od astrocita. Aktivirane mikroglije imaju lagano ovalnu
jezgra. Biljezi koji se koriste za oznacavanje mikroglija su CD68 i CD11b kod ljudi te ionizirana

molekula adaptera za vezanje kalcija 1 (Iba-1) kod glodavaca (23).

2.1.3. HistoloSki specificne regije

Siva tvar kore velikoga mozga sadrzi dvije glavne vrste neurona: stanice s malim granulama,
koje djeluju kao intrakortikalni interneuroni, i velike piramidalne stanice, koje sluze kao
efektivni projekcijski neuroni koji putuju unutar mozdane kore ili se protezu do potkortikalnih
struktura. Cerebrokortikalni neuroni tvore Sest paralelnih slojeva u sivoj tvari, svaki oznacen
rimskim brojem. Molekularni sloj (I), superficijalni sloj ispod mozdanih ovojnica, sadrzi
neuropile i tijela glija stanica. Sljedeci slojevi su vanjski zrnati sloj (I1) i vanjski piramidalni
sloj (III) stanica. Ovi slojevi su prili¢no razli¢iti u ljudskom mozgu, ali ih je moguce lako uociti
u mnogim dijelovima mozdane kore glodavaca. Najdublje razine su unutarnji zrnati sloj (1V),
unutarnji piramidalni sloj (V) i multiformni sloj (V1) stanica. Aferenti nastaju u ipsilateralnom
1 kontralateralnom korteksu (koji zavrsava uglavnom u slojevima II 1 III), kao i u talamusu (koji
zavrSava u slojevima I, IV i VI). Kortikokortikalni eferenti nastaju iz sloja I11, kortikostrijatalni
eferenti iz sloja V, a kortikotalami¢ni eferentima iz sloja VI. Sirina i izrazitost ovih slojeva
varira izmedu regija; za usporedive regije slojevitost je uglavnom vidljivija u ljudskom korteksu

u odnosu na korteks glodavaca (23, 24).

Poluorganizirani agregati sive tvari koji sadrze bazalne jezgre naseljeni su projekcijskim
neuronima i kortikalnim interneuronima, koji se uglavnom pojavljuju kao zrnate stanice.
Prolazak bijele tvari kroz striatum daje mu prugasti izgled. Snopovi mijeliniziranih aksona
malog promjera prelaze striatum prema lobusu pallidusu, tzv. Wilsonove olovke. Humani
substantia nigra neuroni akumuliraju neuromelanin - grubi, tamni citoplazmatski pigment
formiran kao nus-produkt sinteze katekolamina (dopamina). Suprotno tome, substantia nigra
neuroni u glodavaca pokazuju bazofilne vijence i1 pojaseve duz citoplazmatskih granica, ali im

nedostaje neuromelanin (23).
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(A) (8)

Slika 3. Organizacija neurona moZdane kore glodavca (A) i covjeka (B) (preuzeto i prilagodeno prema 23).
Korteks sadrzi §est slojeva, mada su kod glodavaca (mis/stakor) slojevi I1 i III spojeni zajedno kao sloj IT/I11. Sloj
I (molekularni sloj) lezi ispod meninga i sadrzi neuropil i nekoliko tijela neuronskih stanica. Preostali slojevi su:
11 - vanjski zrnati (granulirani) stani¢ni sloj, 111 - vanjski piramidalni stani¢ni sloj (sastavljen od malih piramidalnih
stanica), IV - unutarnji zrnati stani¢ni sloj, V - unutarnji piramidalni staniéni sloj (sadrzi velike piramidalne stanice)
i VI (viseformni sloj, s izduzenim fusiformnim neuronima). Kako bi se istaknuo stani¢ni detalj svakog od njih,

slika glodavca predstavljena je ve¢im uve¢anjem. Kratice: WM, engl. white matter, bijela tvar.

Amonov rog hipokampusa sadrzi piramidalne neurone koji pokazuju razliCite koli¢ine
citoplazme i dendriti¢nih izdanaka. Dentati gyrus sadrzi zrnate neurone i guscée je naseljen kod
glodavaca nego ljudi. Amonov rog podijeljen je na regije CA1 — CA4 kod ljudi (24) i CAl-

CA3 kod glodavaca (sukladno novijim radovima) (25).

Korteks maloga mozga sadrzi tri sloja; granularni sloj, koji se proteze od bijele tvari do
kortikalne povrsine; sloj Purkinjeovih stanica; i molekularni sloj. Zrnati sloj sadrzi brojne
granulirane neurone ¢iji se aksoni povrsno Sire u molekularni sloj; zrnati sloj glodavaca manje
je naseljen od ljudskog zrnatog sloja (23). Sloj Purkinjeovih stanica kod ljudi i glodavaca
sastoji se od jednog niza velikih Purkinjeovih neurona s jednim aksonom koji se proteze duboko

u mali mozak i brojnih dendrita koji strSe u molekularni sloj i Siroko se uklapaju u njega.
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Purkinjeove stanice glodavaca su manje i imaju manje citoplazme u odnosu na ljudske. Dakle,
obilna neuropilna mreza molekularnog sloja sastoji se uglavnom od aksona granularnih stanica
i dendrita Purkinjeovih stanica. Stani¢ne jezgre unutar molekularnog sloja uglavnom cine

glijalne stanice.

Slika 4. Organizacija hipokampusa (preuzeto i prilagodeno prema 23). Glodavci (mi$) (A, CiE)i judi (B, D
i F). MiSevi (A): DG koji sadrzi guste zrnate stanice i CA1 — CA3 regije koje sadrze piramidalne neurone. Ljudi
(B): regije CA1 — CA4 i visoki povrsinski sloj DG. Stanice DG su mnogobrojnije i gus¢e nabijene u miseva (C) u
odnosu na ljude (D). CA1 piramidalni neuroni kod misa (E) su gu$¢e pakirani, manji i imaju manje citoplazme od
svojih humanih CA1 kolega (F). Vidljiva je prisutnost ,,tamnih neurona®“ (E; cstrelice) - uobicajenog histoloskog
artefakta, karakterizirana intenzivno bazofilnim obojenjem tijela neurona kod glodavaca. Smatra se da je taj
artefakt rezultat postmortem manipulacije ili traume ishemijskog tkiva mozga; ne treba ga tumaditi kao dokaz
neuronske degeneracije ili smrti. Cista traka vakuoliranih stanica je jo3 jedan uobicajeni artefakt u obradi koji se
opaza u hipokampusu mozgova glodavaca fiksiranih uranjanjem (C; strelice). Mikrografske snimke misa i ljudi
prikazane su u razli¢itim veli¢inama kako bi se bolje prikazale citoarhitektonske znacajke svake vrste. Kratice:

DG (lat. girus denatatus) i CA1-CA4 (dio hipokampalne fornacije, tzv. Amonov rog — cornu Ammonis).
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Slika 5. Mali mozak (lat. cerebellum) (preuzeto i prilagodeno prema 23). Glodavci (mi$) (A, C i E) i ljudi (B,
D i F). Regije su jednoliko organizirane u tri sloja, izvana prema unutra: molekularni sloj (Mo), Purkinjeov stani¢ni
sloj (Pk, sa strelicama) i zrnati sloj (Gr). Molekularni sloj $iroko je podrugje gusto nabijenih neuronskih procesa s
nekoliko neuronskih tijela. Pk je jedan sloj velikih, torpednih stanica s istaknutim apikalnim procesima koji se
protezu u molekularni sloj; stanice u mi$eva su manje i imaju manje citoplazme (E) u odnosu na ljudske stanice
(F). Zrnati sloj je nabijen malim, tamnim, okruglim stanicama i bogatiji je stanicama kod ¢ovjeka nego misa.
Jezgra bijele tvari u obliku cerebelarnog folija ($to znaéi ,,list") vidljiva je u obje vrste. Mikrografske snimke misa

i ljudi prikazane su u razli¢itim veli¢inama kako bi se bolje prikazale citoarihitektonske znacajke svake vrste.
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2.1.4. Povezane strukture

Sredisnji zivEani sustav ovijaju tri vezivne ovojnice (meninge): unutarnja ovojnica, pija (lat.pia
mater); srednja ovojnica, arahnoideja (lat. arachnoidea mater); i vanjska ¢vrsta, dura (lat. dura
mater). Kako CNS dijelimo u dva temeljna dijela (kralje$ni¢nu mozdinu i encefalon (mozak)),
tako i ovojnice dijelimo u ovojnice kraljesni¢ne mozdine (pia mater spinalis, arachnoidea
spinalis, dura mater spinalis) i ovojnice mozga (pia mater encephali, arachnoidea encephali,
dura mater encephali). Kako su pija i arahnoideja sli¢ne grade, sli¢nog razvojnog podrijetla i
uz to su povezane brojnim vezivnim mosti¢ima, ¢esto ih se opisuje kao jednu, “meku” ovojnicu
— leptomeninx; onda se Cvrsta dura opisuje kao “tvrda” ovojnica — pachymeninx (24). Te
ovojnice mozdano tkivo mehanicki zasticuju i ujedno oblikuju pregrade sto odvajaju (i
odrzavaju u odredenom polozaju) temeljne dijelove srediSnjeg Ziv€anog sustava, a sudjeluju
(sadrze¢i krvne Zile i likvorske prostore) i u prehrani mozdanog tkiva (24). Vrlo tanke
leptomeninge glodavaca vidljive su na povrsini. One su deblje i bogatije krvnim zilama u ljudi
zbog povecane povrSine te povecane potrebe tkiva za kisikom. Meningi su gradene od
kolagenih i elasti¢nih vlakana te od stanica prevladavaju fibroblasti unutar strome i vaskularnog
endotela (23,24). Opseg stvaranja kolagena veéi je u duri i relativno manji u dva
leptomeningealna sloja. Povremeno se moze vidjeti nekoliko leukocita (tipi¢no limfocita) u

blizini povrsinskih krvnih zila meninga (23).

Krvno mozdana barijera (engl. bood-barin barier, BBB) i krvno-ziv¢ana barijera predstavljaju
dinami¢no, ¢vrsto regulirano sucelje koje odvaja Zivcano tkivo od mnogih tvari koji se prenose
krvlju. BBB se sastoji uglavnom od specijaliziranih endotelnih stanica kapilara u kojima su
prisutni ¢vrsti medustani¢ni spojevi, nedostatak pora i niska endocitna aktivnost rezultira
smanjenom propusno$¢u. Procesi glijalnih stanica (uglavnom astrociti¢ni) takoder su uklju¢eni
u regulaciju, odrzavanje i popravak ovih barijera. Kao §to je prethodno napomenuto, barijera
ne postoji u CVO-ima mozga, ali i u autonomnim ganglijima. Kod miSeva, BBB postaje

funkcionalna 16 embrionalni dan (E16), gdje je EO dan zaceca (23).
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2.2. Alzheimerova bolest

Bolest je prvi opisao dr. Alois Alzheimer 1906. godine u Tiibingenu u pacijentice Auguste
Deter, pacijentice koja je u 51. godini poc¢ela pokazivati znakove demencije, naglog slabljenja
pamcenja, gubitka orijentacije, nije mogla samostalno obavljati svakodnevne aktivnosti, a s
godinama su se simptomi znatno pogorsali. Nakon njene smrti u 55. godini, dr. Alzheimer je
proveo biopsiju mozga i ustanovio kako je cerebralni korteks promijenjen te opisao dotad
nepoznate histopatoloSke pojave u mozgu, danas definirane kao senilne plakove (SP) i
neurofibrilarne snopice (engl. neurofibrillary tangles, NFTs) (27, 9). Alzheimera se smatra
prvim koji je povezao navedene klinicke simptome bolesti s prisutnoS¢u senilnih plakova (SP)
I posebice neurofibrilarnih snopi¢a u mozdanoj kori oboljelih. Navedene patoloske promjene
prikazao je metodom srebrne impregnacije po Bielschowskom, a brojne modifikacije te metode
se i danas rabe u svrhu vizualizacije navedenih promjena. Nakon §to je Alzheimer u mozgu
pacijenta Johanna F. koji je umro 1910. godine takoder, pored SP, uocio i opisao veliku brojnost
NFT u mozdanoj kori, Kraepelin je bio uvjeren kako se radi o posebnoj bolesti te je u svojoj

knjizi iz psihijatrije 1912. godine tu bolest nazvao Alzheimerovom bolesc¢u (28, 29).

Pretpostavlja se kako svakih pet godina broj oboljelih od AD naraste za 12%. S obzirom na to,
bilo koji oblik pristupa lije¢enja koji bi barem malo usporio progresiju Alzheimerove bolesti
imao bi ogroman uc¢inak na javno zdravstvo uopce (30). U svijetu je 2015. godine utvrdeno 46,8
milijuna slucajeva sindroma demencije. Ukupni svjetski troSak na lijeCenje i njegu oboljelih od
demencije je u 2015. godini iznosio oko 818 milijardi US$ (31). Nijedna zemlja nije
odgovarajuce pripremljena za suocavanje s krizom ovakvih razmjera. Ucestalost Alzheimerove
bolesti (AD) i drugih, manje ¢estih primarnih uzroka sindroma demencije, u svjetskoj populaciji
je (32): Alzheimerova bolest — 62%; vaskularna demencija (VaD) — 17%; mijeSani tip
demencije (najées¢e AD + VaD, ali mogu biti i druge kombinacije) — 10%; demencija s
Lewyjevim tjeleScima — 4%; frontotemporalna demencija — 2%; demencija u Parkinsonovoj

bolesti — 2% i ostali uzroci demencije — 3%.

Za Kklinicku dijagnozu AD najcesée se koriste kriteriji NINCDS-ADRDA (engl. National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer's Disease
and Related Disorders Association) objavljeni 1984. godine koji su 2011. godine prilagodeni
danasnjim saznanjima i ukljucuju $iri pogled patogeneze AD. Grupe oformljene od strane NIA
(engl. National Institute on Aging) i Alzheimer’s Association upotpunile su Kriterije iz 1984.

godine te podijelili progresiju AD u tri stadija: 1. rani, pretklinicki stadij; 2. srednji stadij s
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blagim kognitivnim poremecajima; i 3. stadij sa simptomima demencije. Novi Kriteriji jasnije
definiraju razlike izmedu demencije uzrokovane AD i ostalih demencija i povezanost s
poremecajima koji mogu utjecati na razvoj AD kao §to su npr. krvozilne bolesti. Dijagnoza se
postavlja temeljem testiranja kognitivnih sposobnosti, u te svrhe koristi se Mala ljestvica
mentalnih sposobnosti, MMSE ljestvica (engl. Mini Mental Status Examination) i neuroloskog
pregleda. On moze ukljucivati i snimanje mozga kompjutoriziranom tomografijom (engl.
computed tomography, CT), magnetskom rezonancijom (engl. magnetic resonance imaging,
MRI) ili pozitronskom emisijskom tomografijom (engl. positron emission tomography, PET).
Time se moze vidjeti postoji li atrofija mozdane kore (CT i MRI), odnosno smanjena aktivnost
(PET) pojedinih mozdanih regija. Vazna nadopuna dijagnosti¢kih kriterija je upotreba biljega
u dijagnosticiranju AD (33-35). Provodi se i analiza biljega kao §to su koncentracija amiloida
P (4542) te ukupnog i fosforiliranog proteina tau u cerebrospinalnoj tekucini te vizualizacija
amiloida g radioaktivnim biljezima. Upotreba takvih biljega upotpunjuje klinicku sliku
pokazujuci da se primjenom ovog testa mogu diferencijalno dijagnosticirati osobe s AD, kao i
nedementne osobe te osobe s blagim kognitivnim poremecajem koje ¢e u buducnosti

napredovati u AD (30).

Smatra se da bolest zapocinje godinama prije pojave prvih simptoma. Stoga je krajnji cilj
upotreba biljega u svrhu §to ranijeg otkrivanja bolesti, prije razvoja prvih klinickih znakova
kako bi se mogle poduzeti eventualne preventivne mjere i usporiti daljnje napredovanje bolesti.
Na zalost dosad poznati biljezi nisu primjenjivi u tu svrhu (36). Nadamo se da ¢e razlicita
gledisSta istrazivanja Alzheimerove bolesti pridonijeti razvoju novih oblika lijecenja 1/ili

prevencije ove jos uvijek neizljecive bolesti (30).

2.3. Patogeneza Alzheimerove bolesti

Na mikroskopskoj razini glavna histopatoloSka obiljezja AD su izvanstani¢no nakupljanje
amiloida B (4p), najprije u obliku difuznih depozita, a zatim i amiloidnih plakova (37),

unutarstanicna akumulacija hiperfosforiliranog proteina tau te gubitak neurona, prvenstveno

piramidalni neuroni (38-40).
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Nakon otkri¢a Af kao glavnog strukturnog proteina amiloidnih plakova (41) nastala je hipoteza
amiloidne kaskade. Prema toj hipotezi glavni patoloski proces koji dalje pokreée sve druge
patoloske promjene, koje u konaénici rezultiraju neurodegeneracijom, je neravnoteza izmedu
proizvodnje i uklanjanja 44 u mozgu (42). AS je protein koji nastaje cijepanjem amiloidnog
prekursorskog proteina (engl. amyloid precursor protein, APP). Ovisno 0 mjestu cijepanja i
enzimima Kkoji ga posreduju mogu nastati produkti razli¢ite duljine. Ukoliko se APP pocijepa
[-sekretazom i zatim y-sekretazom, nastaje Af5. Ako pak APP najprije pocijepa a-sekretaza
nastaje drugi produkt koji ne sudjeluje u formiranju plakova (43, 44). U plakovima se najcesce
moze na¢i Af sastavljen od 42 aminokiseline koji ima vecu sklonost agregacije u nakupine.
Hipotezu potkrepljuju istrazivanja mutacije gena APP, gena za presenilin, PSEN1 i PSEN2,
povezanih s nastankom nasljednog tipa AD. Mutacije u genu APP dovode do prekomjerne
produkcije 44 pa s time i njegovog nakupljanja (45, 46), a mutacije u genima PSEN1 i PSEN2
do nastajanja 4$42. Tocan mehanizam pokretanja daljnjih patoloskih procesa je i dalje ne
razjasnjen, poznato je da prisustvo plakova naruSava homeostazu kalcija, pove¢avajuci njegovu
unutarstani¢nu koncentraciju. Fosforilacija proteina tau moze biti kontrolirana unutarstani¢nim
kalcijem, pa je to jedan od mogucih mehanizam kojim plakovi poticu stvaranje neurofibrilarnih

snopica (37, 42).

Amiloidni plakovi imaju jezgru sacinjenu od fibrila amiloida koju okruzuju distrofi¢ni neuriti,
reaktivne mikroglija stanice i astrociti. Opre¢no tome, difuzne nakupine amiloida nisu zdruzene
s distroficnim neuritima 1 mikroglija stanicama, a smatra se da su one pocetni stadij nastajanja

plakova (47).

Unutarstanicna akumulacija hiperfosforilanog proteina tau u obliku neurofibrilarnih snopica
(NFT), drugo je glavno histopatolosko obiljezje AD (48). NFT se sastoje od dvije duge,
nerazgranate podjedinice koje ¢ine zavojnicu (engl. paired helical filament, PHF). U
fizioloSkim uvjetima tau je vezan za mikrotubule i1 kontrolira njihovo formiranje te ih €ini
stabilnima. Fosforilacija igra vaznu ulogu u regulaciji aktivnosti proteina tau, a prema tau
hipotezi o nastanku AD hiperfosforilacija je glavni korak koji vodi ka formiranju NFT (49) jer
uzrokuje razgradnju mikrotubula i nakupljanje proteina tau. Dokazano je da nastanak NFT bolje
korelira s gubitkom kognitivnih sposobnosti i progresijom AD, nego nakupljanje Af (39).
Usporedbom patoloskih uzoraka razlicitih stadija AD vidjelo se da progresijom bolesti NFTs
zahvacaju dijelove mozga najcesce po istom uzorku. Stoga je napravljena shema topografske
progresije bolesti. S obzirom na dijelove mozga zahvacene NFT-om, pa posljedi¢no i

propadanjem mozdanih stanica, bolest se dijeli na Sest Braakovih stadija (Slika 6) (2, 49).
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Slika 6. Topografska progresija patolo$kih promjena neurofibrilarnih snopi¢a (NTF) u Alzheimerovoj
bolesti (AD) kroz 6 Braakovih stadija (preuzeto od 2). Inicijalni stadiji bolesti I i II nazivaju se jo§ i
transentorinalni stadiji jer se patoloske promjene u mozgu §ire iz entorinalne regije do hipokampalne formacije.
Klini¢ki se stadiji I i II manifestiraju kao gubitak pamcenja nedavnih dogadaja, blaga prostorna dezorijentacija i
minimalne poteskoce u svakodnevnim aktivnostima. Opce kognitivne funkcije ostaju sacuvane. U stadijima Il i
IV bolest zahvaca sljepoocnu, tjemenu i ¢eonu mozdanu regiju. Klinicki se javljaju poteskoce s prisjecanjem,
otezano pronalazenje adekvatne rijeci, vremenska i prostorna dezorijentacija, oteZana koncentracija, razumijevanje
i konceptualizacija. U zavr$nim stadijima V i VI degeneracija zahvaca osjetna i motoricka podru¢ja neokorteksa

§to rezultira poteS$ko¢ama prepoznavanja objekta i drugih percepcijskih i motori¢kih vjestina (2, 38).

Pretpostavlja se da je posljedica stvaranja i $irenja amiloidnih plakova i neurofibrilarnih snopica
neuroprijenosnici su ekscitatorne aminokiseline (engl. excitatory amino acid, EAA) glutamat i
aspartat koje imaju vaznu ulogu u procesu pamcenja. Pamcenje je proces koji nastaje
promjenom jakosti sinapsi izmedu neurona, a neurokemijska podloga uc¢vrséenja sinaptickih
veza, pa s time i pamcenja je dugotrajna potencijacija (engl. long-term potentiation, LTP).
Ukratko, uslijed frekvencije stimulacije sinapsi povecana je u¢inkovitost sinaptickog prijenosa
(50). Istrazivanja koja su ukljucivala antagoniste receptora za EAA i modele miseva s delecijom

gena za te receptore pokazala su otezano pamcenje kod modelnih organizama, $to potvrduje
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ulogu EAA u procesima koji omoguéuju pamcenje (51, 52). Gubitak kognitivnih funkcija
povezan je i s odumiranjem kolinergi¢nih neurona (53, 54), a promjene ponasanja, raspolozenja,
poteskoce sa spavanjem i usmjeravanjem paznje osnovu imaju u propadanju serotonergi¢nih i

noradrenergi¢nih neurona (55, 56).

Ne zna se sa sigurnosc¢u zasto su odredeni neuroni i regije mozga podlozniji patologiji AD, dok
drugi ostaju postedeni sve do krajnjih faza bolesti. Opisana je povezanost izmedu selektivne
osjetljivosti pojedinih neurona i slijeda mijelinizacije tijekom razvoja mozga. Podrucja koja
mijeliniziraju kasnije razvijaju NFT ranije i u vecoj koncentraciji. Osim toga, neuroni Koji imaju
duge, tanke aksone s tanjim mijelinskim omota¢em podlozniji su nastajanju NFT od bogatije

mijeliniziranih neurona s kra¢im aksonima (57).

2.4. Geneticka osnova Alzheimerove bolesti

Alzheimerova bolest ukljucuje nasljedne i sporadi¢ne oblike bolesti. U 1-6% slucajeva AD
javlja se ranije u zivotu (prije 65. godine), od toga 60% je tip AD koja se javlja obiteljski (engl.
familial AD, FAD), a 13% se nasljeduje na autosomno dominantan naéin (30). Cvrstu granicu
izmedu Alzheimerove bolesti koja se javlja ranije u zivotu (prije 65. godine) i kasnije (poslije
65. godine) nije moguce utvrditi (58). No bez obzira o kojem se tipu bolesti radi, obiljezava ga
izmedu ostaloga abnormalno stvaranje, razaranje i nakupljanje Ap, koji dovodi do dijela

neuropatologije.

2.4.1. Geni ukljuceni u nasljedni oblik Alzheimerove bolesti

Nasljedna AD prenosi se na autosomno dominantan nacin, a prvi simptomi javljaju se prije 65.
godine starosti. Zbog toga se ovaj oblik bolesti jo§ naziva rani oblik AD (engl. early-onset
Alzheimer’s disease, EOAD). Mutacije u genu za APP koji se nalazi na kromosomu 21 prve su
otkrivene mutacije koje uzrokuju nasljedni oblik AD (30). No, mutacije u genu za APP
odgovorne su za nasljedni oblik AD u svega nekoliko obitelji. Veéinu slucajeva nasljednog
oblika AD uzrokuju mutacije u genima za presenilin 1 (PSEN1) i presenilin 2 (PSEN2) (30).

Obitelji u kojima se javlja nasljedni oblik AD vrlo su rijetke te je pojavnost takvog oblika AD
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ispod 0,1%. Otkrice mutacija u genima APP, PSEN1 i PSEN2 pridonijelo je razumijevanju
molekularnog mehanizma nastanka Alzheimerove bolesti. Zanimljivo je kako vise od 200
otkrivenih mutacija u ovim genima ima jednak ucinak na poveéanje omjera peptida 4542/4540,

ukazujuci na jedinstven mehanizam nastanka ovog oblika AD (30).

2.4.1.1. Geni za prekursor proteina amiloid-g (APP)

APP protein kodiran je jednim genom koji se nalazi na 21. kromosomu. Sastoji se od 19 egzona
te kodira za nekoliko alternativno izrezanih (engl. alternatively spliced) APP mRNA.
Prekomjerna ekspresija ovog gena prisutna je kod trisomije 21 (Downov sindrom), a ,,missense*
mutacije (pogresna mutacija koja mijenja kodon za jednu aminokiselinu u kodon za drugu)
prisutne su kod obiteljskog oblika AD-a. Osobe oboljele od Downovog sindroma imaju mnogo
Ap plakova gradenih samo od 4542 1 to ve¢ u njihovim dvadesetima, ali nemaju NFT. Potpunu
AD neuropatologiju razviju do njihovih pedesetih godina. ,,Missense* mutacije APP gena
javljaju se u blizini mjesta rezanja a-, B- i y-sekretaze. Prva mutacija APP gena za koju je
otkriveno da je povezana s AD (glutamin zamijenjen s glutami¢nom kiselinom na kodonu 692
APP770) javlja se u obiteljima s nasljednom cerebralnom hemoragijom s amiloidozom Dutch
tipa. Mutacija na kodonu 692 u nekim sluéajevima vodi do AD, a u nekim do cerebralne
hemoragije i angiopatije. U obiteljskom obliku AD pronadena su tri tipa supstitucija u kodonu
717 (V7171, V717G, V 717F). Rana pojava AD u Svedskoj populaciji povezana je s mutacijama
u kodonima 670 i 671. Mutacije APP-a u AD koje dovode do povecane razine 4542 su APP692,
APP716 i APP717 mutacije, a do ukupnog povecéanja 44 dovodi APP670/671 (59).

2.4.1.2. Geni za presenilin 11 2 (PSEN1 i PSEN2)

Gen za PSEN1 nalazi se na kromosomu 14, a za PSEN2 na kromosomu 1 (59). Mutacije u
PSEN1 genu smatraju se naj¢es¢im genskim uzrokom rane pojavnosti obiteljskog tipa AD.
Opisano je vise od 100 mutacija PSEN1 gena od kojih se neke povezuju s vrlo ranim (prije 30
godine Zivota) smanjenjem kognitivnih sposobnosti. Mnoge mutacije u PSEN1 genu dovode

do povecanog stvaranja 442 (60).

Proteini presenilin 112 (PS11PS2) su visoko homologni politopic¢ki proteini (59). Imaju vaznu

ulogu u mnogim fizioloskim funkcijama koje moZemo podijeliti na funkcije ovisne o -
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sekretazi (npr. cijepanje APP) i funkcije neovisne o njoj. Smatra se da mutacije PSEN gena,
koje su povezane s FAD, smanjuju y-sekretaznu proteolizu nekih supstrata poput Notch
unutarstani¢ne domene, N-kadherina i tirozinaze jer eksprimirani promijenjeni PS ne moze
vrsiti svoju funkciju. Neke mutacije PSEN gena pronadene u FAD utjeCu i na neke druge
funkcije neovisne o y-sekretazi kao Sto su regulacija [-katenin-ovisnog signalnog puta,
fosfatidilinozitol, 5-bisfosfatnog metabolizma, otpustanja kalcijevih iona (Ca?") iz
endoplazmatskog retikuluma, regulacija neurozastite ovisne o PI3K/Akt (fosfoinozitol-3-
kinaze-protein kinaza B/Akt) signalnom putu, sinapticke homeostaze i brzog aksonalnog

prijenosa APP-a. Produkti PSEN gena sudjeluju i u regulaciji razgradnje 44 neprilizinom (60).

2.4.2. Geni ukljuceni u ,,sporadic¢ni” oblik Alzheimerove bolesti

Sporadi¢ni oblik AD javlja se nakon 65. godine Zivota te se jo$ naziva kasni oblik AD (engl.
late-onse Alzheimer’s disease, LOAD) (30). Za razliku od nasljednog oblika Alzheimerove
bolesti (FAD) koji je vrlo rijedak, ovaj oblik AD je najées¢i. Iako se ovaj oblik AD naziva
sporadi¢nim, novija genetska istrazivanja ukazuju na to kako on vrlo vjerojatno nije sporadican,
vec se javlja kao posljedica zajednickog djelovanja nekoliko gena i nekoliko ¢imbenika rizika
te da postoji genetska predisponiranost za nastanak ovog oblika AD. Brojna asocijacijska
istrazivanja kao i ,,/linkage *“ analize utvrdile su postojanje velikog broja gena koji bi mogli biti
ukljuceni u nastanak ovog oblika AD (2, 30). Dobiveni se rezultati, medutim, nisu uspjeli
ponoviti u istrazivanjima na drugim populacijama, sto ukazuje na ¢injenicu kako jos uvijek nije
utvrden gen(i) koji bi direktno mogao biti odgovoran za nastanak najcesc¢eg oblika AD. Jedini
do sada sa sigurnos¢u utvrden rizicni ¢imbenik za nastanak sporadi¢nog oblika AD je
polimorfizam €4 apolipoproteina E (ApoE). Dok je ovaj polimorfizam prisutan u 15% zdrave
populacije, u grupi AD prisutan je u ¢ak 65% bolesnika. Heterozigoti za €4 alel imaju tri puta
ve(i rizik nastanka AD, dok se u homozigota taj rizik povecava 15 puta. Osim toga, ApoE4 alel

utjeCe na raniju pojavu simptoma bolesti i to svaka kopija alela za 10-ak godina (30).
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Nasljedni oblik "Sporadic¢ni” oblik
Alzheimerove bolesti Alzheimerove bolesti

Mutacija u genu za APP, PSEN1/2 Nedovoljno uklanjanje peptida A
(i/ili ApoE4 polimorfizam, itd.)

oy <

Povecana razina Postepeno poveclanje
peptida AB42 od rodenja razine peptida AB42 u mozgu

& @

Akumulacija i oligomerizacija peptida Ap42
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Slika 7. Shematski prikaz slijeda dogadaja amiloidne hipoteze nastanka Alzheimerove bolesti (preuzeto i

prilagodeno prema 30).

2.4.2.1. Gen za apolipoprotein E (ApoE)

ApoE gen smjesten je na kromosomu 19 (59) i ima tri vrste alela ApoE2, ApoE3 1 ApoE4. Aleli
se razlikuju u samo dvije aminokiseline na mjestima 112 i 158. ApoE3 ima cistein na mjestu
112 i arginin na mjestu 158, dok ApoE4 ima arginin na oba mjesta, a ApoE2 cistein na oba
mjesta. Ta razlika u alelima ApoE proteinu daje razlicitu funkciju. I dok je ApoE2 protein
neuroprotektivan, ApoE4 se povezuje s brojnim bolestima (60). Kod obiteljske AD s kasnijom
pojavnoscu i sporadicne AD primijecena je znacajno povecana frekvencija ApoE4 alela, u
usporedbi s opom populacijom (59) te se smatra da je on jedan od glavnih ¢imbenika rizika za
obolijevanje od AD s obzirom na prisutnu razinu kolesterola, homocisteina i nekoliko metalnih

iona (Al, Cu, Fe) (61). Najveca korelacija izmedu ApoE4 alela i pojavnosti AD primijecena je

-27 -



u slucaju kada je prisutan genotip e4/e4. ApoE glikoprotein je glavni serumski protein ukljucen
u pohranu, prijenos i metabolizam kolesterola (59) te kakav ¢e biti njegov utjecaj ovisi o razini
kolesterola (60). Astrociti ga stvaraju i ispustaju u sredi$nji ziv¢ani sustav te se akumulira u
senilnim plakovima i NFT. In vitro je pokazano kako se ApoE veze za topljivi Af i potice
nastanak fibrila (59). Treba naglasiti kako polimorfizam ApoE4 predstavlja samo rizi¢ni

¢imbenik nastanka Alzheimerove bolesti, a ne njegov uzrok (30).

2.5. Hipoteza amiloidne kaskade

Hipoteza amiloidne kaskade smatra se vrlo vjerojatnim mehanizmom nastanka Alzheimerove
bolesti (Slika 8). Ova hipoteza pretpostavlja da 44 ima srediSnju ulogu u patogenezi AD,
odnosno da je promijenjen metabolizam/razina ovog peptida zacetnik kaskade dogadaja koja u
konacnici rezultira neurodegeneracijom i Alzheimerovom bolesti (30). 4/ nastaje iz APP-a koji
je kodiran genom na 21. kromosomu, a alternativnim izrezivanjem (engl. alternative splicing)
APP-a nastaju tri glavne izoforme (APP695, APP751 i APP770). Najprisutnija izoforma je
APP695 (695 aminokiselinskih ostataka) koja se eksprimira u neuronima i nema domenu
Kunitz proteazni inhibitor (engl. Kunitz protease inhibitor domain) koja je prisutna u

izoformama APP751 1 APP770. Izrezivanje APP uglavnom se odvija kroz a- 1 B-put.

U a-putu (ne-amiloidni put) a-sekretaza (skupina metaloproteinaznih enzima ADAMI10) reze
APP kod lizina 16 i nastaje topljivi oblik (engl. soluble APP, sAPP) N-terminalni o-APP
ulomak (29, 60). Nastali C-terminalni dio APP-a (engl. C-terminal fragment, CTF) veli¢ine 83
aminokiseline reze y-sekretaza na N kraju i nastaje peptid p3. y-sekretaza izrezivanjem CTF-a
moze takoder stvoriti AICD (engl. APP intracellular domain) koji se jo$ naziva i CTFy. AICD
je citosolni element za koji se smatra da ima ulogu u prijenosu signala (62). Aktivirani
muskarinski 1 metabotropni glutamatni receptori dovode do poveéanog lucenja a-APP-a putem
protein kinaznog C-ovisnog mehanizma. Do povecéanog lu¢enja a-APP-a mogu dovesti i protein

kinaza C-neovisni putevi kao $to su kolesterolom, ApoE i stresom aktivirani putevi (59).

U B-putu (amiloidni put) B-sekretaza (BACE/Asp2) reze APP na N-terminalni topljivi APP
ulomak (B-APP) koji se otpusta i BCTF (engl. p-C-terminal fragment of APP) ulomak veli¢ine

99 aminokiselina koji ostaje vezan za membranu. BCTF tada reze y-sekretaza i nastaje 45.
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Slika 8. Shematski prikaz procesiranja prekursora proteina amiloid-p (APP) (preuzeto i prilagodeno prema
30). Peptid amiloid-g (45), koji se smatra glavnim uzrokom nastanka Alzheimerove bolesti, nastaje cijepanjem

proteina APP enzimima [-sekretaza i y-sekretaza, tzv. f-sekretaznim putem.

Izrezivanje y-sekretaze je neprecizno te rezultira C-terminalnom heterogenosti i nastankom
peptidne populacije. Usprkos velikom broju razli¢itih vrsta amiloid B-peptida ipak previadavaju
oni gradeni od 40 aminokiselina (A4540) na njih otpada ~80-90% nastalih Af. Druga najcesca
vrsta Af su oni koji su gradeni od 42 aminokiseline (4542, 5-10%). Ap42 su vise hidrofobni i
fibrilogeni te su glavna vrsta Af koja se nakuplja u mozgu (59). Isprva se mislilo da je B-put

abnormalni naéin izrezivanja APP-a, ali je kasnije dokazano da je prisutan i u zdravih ljudi (61).

2.5.1. y-sekretaza

y-sekretaza je enzim kompleks koji se sastoji od Cetiri zasebna proteina: PS1 (presenilin 1),
nicastrin, APH-1 (engl. anterior pharynx-defective 1) i PEN-2 (engl. presenilin enhancer 2).
Enzimski kompleks sadrzi po jednu kopiju svakog od navedenih proteina. To¢na funkcija svake
od komponenti jo$ nije posve poznata, ali su sve Cetiri potrebne kako bi y-sekretaza normalno
funkcionirala. Za PS1 se pretpostavlja da tvori aktivno mjesto aspartilne proteaze, dok nikastrin
povezuje podjedinice enzima. y-Sekretaza ima specifi¢an nacin djelovanja, naime moze

izrezivati supstrat samo ako je u lipidnom dvosloju i ako je prije toga drugom proteazom
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izrezana i uklonjena velika ektodomena. Ovaj enzim nema neki specifi¢ni slijed koji prepoznaje
supstrat, ve¢ se prepoznavanje odvija putem mnogih drugih ¢imbenika, pa tako i
prepoznavanjem duljine transmembranske domene. U AD y-sekretazna aktivnost se ne
povecava ve¢ dolazi do promjena u njezinom djelovanju §to za posljedicu ima stvaranje duzih
oblika 45. Do njene promjene dolazi zbog genskih promjena. Sve to dovodi do rane pojavnosti
bolesti i razvoja FAD oblika (59).

2.5.2. p-sekretaza

B-sekretaza je za membranu vezana aspartilna proteaza, koja reze svoje supstrate izvan lipidnog
dvosloja. B-sekretazu kodira gen BACE1 i BACE2 (engl. s-site APP-cleaving enzyme). BACE1
je najviSe eksprimiran u mozgu, ali je u manjoj mjeri prisutan i u drugim organima. Odgovoran
je za stvaranje 4. Kod BACEZ2 je obrnuta situacija, u maloj mjeri se eksprimira u mozgu, a u
puno vecoj je prisutan U vecini perifernih tkiva. U sporadi€énom tipu AD znacajno je povecana

[-sekretazna aktivnost (59).

2.5.3. Razgradnja Af

U normalnim uvjetima peptid 4f razgraduje se i uklanja iz mozdanih stanica. Danas medu
znanstvenicima prevladava hipoteza kako je upravo neravnoteza izmedu proizvodnje i
razgradnje/uklanjanja A48 peptida u mozgu primarni dogadaj koji naposljetku dovodi do

neurodegeneracije i nastanka Alzheimerove bolesti.

Neprilizin (engl. neprilysin, NEP) i inzulin razaraju¢i enzim (engl. insulin degrading enzyme,
IDE) su dva glavna enzima odgovorna za razaranje Af5. NEP je tip Il metaloproteinaze koji je
vezan za plazmatsku membranu i izvan stanice razara brojne peptide. IDE je metaloproteinaza
koja razara proteine u stanici i izvan nje. IDE ima 20 puta ve¢i afinitet za inzulin nego za Ap,
ali daleko sporije hidrolizira inzulin. Inzulin se na taj na¢in ponasa kao inhibitor razgradnje Af
putem IDE. U AD smanjena je koli¢ina i NEP 1 IDE. Uz ova dva navedena enzima ulogu u
razaranju Af imaju i lizosomi pomocu enzima katepsina B. Ipak velike koli¢ine Af ostaju
nerazgradene te postoje stani¢ni mehanizmi kojima se A/ prenosi preko krvo-mozdane barijere
(engl. blood brain barrier, BBB) u krvotok. Ukoliko dode do promjene u tim mehanizmima,

dolazi do zaostajanja velikih koli¢ina 4 u mozgu. Topljivi Af se prenosi BBB pomo¢u LRP
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proteina (engl. low-density lipoprotein receptor-related protein) koji se nalazi s mozdane strane
I RAGE receptora (engl. receptor for advanced glycation end products) koji se nalazi na
luminalnoj strani krvne zile. Nije poznato zasSto postoji taj dvosmjerni protok Af kroz krvo-
mozdanu barijeru (Slika 9) (59).

mozak ISF | CSF
. formacija (5] ;
periferno plakova e Pty :
. Ciscenje [z] 4 procesiranje
W ez | @

@ < @ | drenaza > @

izlaz 0
uklanjanje /5'4 \\ ' ;

. stanicnih u‘; WY 5
> ostataka(IDE, NEP) 73:? :

Aainaeibekal N perivaskularni
prostor

Slika 9. Dvosmjerni protok Af kroz krvo-mozdanu barijeru preko LRP i RAGE receptora (preuzeto i
prilagodeno prema 63): BBB — krvno mozdana barijera; ISF — intersticijska (medustani¢na) tekuéina; CSF —
cerebro spinalna tekuéina (likvor); INSR —inzulinski receptor; NEP - neprilizin; IDE - inzulin razaraju¢i enzim;
IRS/PI3/akt - supstrat receptora inzulina (IRS)/fosfoinozid-3-kinaza (PI3)/Akt put; RAGE - receptor za krajnje
produkte uznapredovale glikozilacije; ABC — ATP prijenosnik; LRP1 - protein povezan sa lipoproteinima niske

gustoce; APP - B-amiloidni prekusorski protein.
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2.5.4. Neurotoksi¢nost amiloid f-peptida

Oligomeri A nastaju u mnogo vecoj mjeri od Ap42 nego od 4540. C kraj Ap42 je nuzan kako
bi doslo do sinteze oligomera. Poznato je da su topljivi oligomeri bioloski aktivni i mogu
dovesti do stanicne smrti u odredenim fizioloskim uvjetima, ipak jo$ uvijek je nerazjasnjen
nacin (59). Da bi 44 peptidi postali toksi¢ni moraju tvoriti fibrile, ukoliko ih ne tvore ve¢ ostanu
u amorfnom stanju nisu neurotoksi¢ni. Za konformacijski promijenjeni oblik Af koji moze
potaknuti razvoj fibrila vjeruje se da nastaje u unutarstaniénim Kkolesterolom bogatim
domenama (61). Prvi korak u nastanku fibrila jest nukleacija odnosno formiranje nukleusa
agregacije. Pokazano je kako fibrile moze stvoriti nukleus od dimera 4f. U fazi elongacije na
nukleus se vezu monomeri ili oligomeri 44 (64). Povecan rizik od AD imaju oni ljudi koji imaju
ApoE4 alel koji doprinosi metalom-induciranoj agregaciji 44, posebice u prisutnosti bakra i
cinka. In vitro je pokazano da agregaciju potie i enzim acetilkolinesteraza (AChE).
dovodi do brzog stvaranja vodikovog peroksida i lipidne peroksidacije, tj. oksidacijski stres je
ukljuéen u Ap neurotoksi¢nosti. A4 destabilizira homeostazu Ca?* te su neuroni osjetljivi na
ekcitotoksi¢nost, mijenja stani¢nu ionsku aktivnost na nacin da stupa u medureakciju s
postojecim ionskim kanalima ili potice stvaranje novih. Za neurotoksi¢nost Af vazna je i MAP
kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase) koja mnogobrojnim putevima povecava Af
neurotoksi¢nost (nakupljanjem unutarstani¢nog Ca?*, reaktivnim kisikovim vrstama, fosfo-tau
imunoreaktivnos¢u i apoptozom). Neurotoksicnost 45 u konacnici dovodi do apoptoze neurona.
AP neovisno o navedenoj neurotoksi¢nosti ometa funkciju kolinergi¢nih neurona. Primjerice
topljivi AB42 smanjuje aktivnost piruvat dehidrogenaze tako §to aktivira mitohondrijsku tau
protein kinazu l/glikogen sintazu kinazu-3p i dovodi do smanjene sinteze ACh (acetilkolin).
Takoder pokazano je da inhibira visoko afinitetni unos kolina i otpustanje ACh u hipokampusu
Stakora. Af ometa i muskarinske receptore tako Sto se veze na G proteine i dovodi do
akumulacije fosfoinozitola i otpustanja Ca®*. Dosadasnja su istrazivanja pokazala da se koli¢ina
topljivog Af42 povecava u ranoj i srednjoj fazi AD. Te se smatra da kolinergi¢na hipofunkcija
koju je uzrokovao topljivi A dovodi do osjetljivosti kolinergi¢nih neuronskih populacija i
kognitivnih potesko¢a u ranoj fazi AD. Af aktivira i mikroglija stanice koje otpustaju
proteoliticke enzime, citokine, slobodne radikale i NO koji djeluju neurotoksi¢no. Dokazane su
dvije vrste mikroglijalnih receptora za 44, to su receptori Cista¢i (engl. scavenger receptors) za
fibrile i receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije (engl. receptor for advanced
glycation end products, RAGE) za topljivi A4 (61).
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2.6. Tau hipoteza

Usporedo s hipotezom amiloidne kaskade istrazivali su se i uzroci nastanka nakupina NFT.
Protein tau normalan je protein aksona neurona koji se veze na mikrotubule ¢ime potice njihovo
sastavljanje i stabilnost. Hiperfosforilacija proteina tau uzrokuje razgradnju mikrotubula te
nakupljanje hiperfosforiliranog oblika proteina unutar stanice zajedno s drugim proteinima
vezanim za mikrotubule (30). Posljedica toga je poremecen prijenos unutar aksona i naposljetku
smetnje u sinaptickoj funkciji neurona. Medutim, ostaje nepoznanica je li hiperfosforilacija
proteina tau i njegovo unutarstani¢no nakupljanje uzrok ili posljedica Alzheimerove bolesti.
Naime, dok je nakupljanje peptida 4 i stvaranje Senilnih plakova specificno za AD,
nakupljanje i porast fosforiliranog oblika proteina tau prisutno je i u drugim oblicima demencija
kao i u drugim neurodegenerativnim bolestima (30).

2.6.1. Tau protein

Tau protein pripada skupini proteina pridruzenih mikrotubulima (engl. microtubule-associated
proteins, MAPs) koji ima imaju dva zajedni¢ka obiljeZja: otoprni su na obradu visokim
temperaturama i kiselinom (ne gube funkciju). Biofizi¢ka istrazivanja otkrila su da je tau
prototip ,,natively unfolded” proteina zbog ¢ega je vrlo fleksibilan i ima nekoliko izoformi. U
mozgu postoji 6 izoformi koje su sve kodirane jednim genom na kromosomu 17 i potom nastale
alternativnim izrezivanjem njihove pre-mRNA. Te izoforme razlikuju se u tome da li sadrze 3
(3R) ili 4 (4R) mikrotubul vezna mjesta od 31-32 aminokiseline na karboksilnom kraju te da li
sadrze jedan (1N), dva (2N) ili ni jedan (ON) umetak od 29 aminokiselina na amino kraju (Slika
10) (65).

U svome fosforiliranom obliku tau sudjeluje u izgradnji i stabilizaciji mikrotubula, $to znaci da
mu je kao fosfoproteinu aktivnost regulirana stupnjem fosforilacije. U zdravom mozgu tau ima
2-3 mola fosfata po molu proteina Sto je idealno za njegovu medureakciju s tubulinom. Takoder
u zdravom mozgu tau je prisutan u topljivom obliku, dok ga u osoba oboljelih od AD nalazimo
u netopljivom obliku, obliku oligomera i fibrila. U mozgu oboljeloga od AD nalazi se normalni
citosolni tau u jednakoj koli¢ini kao i1 kod zdravog mozga, ali je povecana ukupna koli¢ina tau
zbog povecane koli¢ine hiperfosforiliranog tau proteina. Abnormalno fosforilirani tau je 3 do 4
puta viSe fosforiliran od normalnog zbog cega tvori uparene helikalne filamente 1 gubi

sposobnost stabiliziranja aksonalnih mikrotubula. Istrazivanja su pokazala da nema znacajnih
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promjena u ekspresiji tau proteina kod oboljelih od AD, ve¢ se smatra da ga u stanicama ima
viSe jer se ne razgraduje u mjeri u kojoj bi trebao. Hiperfosfolirirani tau je rezistentan na
kalcijem aktivirane proteaze, kalpain i ubikvitiski proteosomski put razgradnje. Kod oboljelih

od AD nisu pronadene mutacije u genu za tau (66).
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Slika 10. I1zoforme Tau proteina (preuzeto i prilagodeno prema 65).

2.6.2. Neurotoksicnost proteina tau

Tau ima dugacke pozitivno i negativno nabijene regije koje nisu pogodne za medusobno
hidrofobno povezivanje molekula. Zato je B-struktura tau proteina smjeStena samo U
ponavljaju¢im regijama R2 1 R3 koje mogu tvoriti filamente te se povezivati s heparinom. U
normalnih tau proteina amino i karboksilni kraj bo¢nih regija mikrotubul veznih mjesta
medusobno inhibiraju agregaciju, dok fosforilacija amino i karboksilnog kraja uklanja tu
inhibiciju i omogucava stvaranje fibrila. Neurofibrilarni snopi¢i su inertni i ne veZu se za tubulin

te ne poticu nastanak mikrotubula nego ih narusavaju (Slika 11).
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Hiperfosforilirani tau dovodi do smanjenja koli¢ine normalnog tau proteina kao i do smanjenja
druga dva vazna mikrotubulima pridruzena proteina MAP1 A/B i MAP2. U somatsko-
dendritickom dijelu neurona tau je povezan s hrapavim endoplazmatskim retikulumom i
Golgijevim aparatom. Njegova abnormalna hiperfosforilacija i akumulacija u somatsko-
dendritickom dijelu stanice vjerojatno je odgovorna za primjeéene morfoloske promjene
hrapavog endoplazmatskog retikuluma i Golgija te abnormalnu N-glikozilaciju tau proteina
koja je zamjeCena kod AD. Istrazivanja na stani¢noj kulturi neurona i na transgeni¢nim

miSevima su pokazala da takav tau potice fragmentaciju Golgija (66).
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Slika 11. Funkcija Tau proteina i promjene do kojih dolazi zbog njegove hiperfosforilacije (preuzeto i

prilagodeno prema 67).

Smatra se 1 da kroni¢no nakupljanje nepravilno smotanog, hiperfosfoliriranog tau proteina
moze dovesti do neurodegeneracije i zbog dugotrajnog stresa koji nastaje u endoplazmatskom
retikulumu (66). Istrazivanja su pokazala da postoji poveznica izmedu senilnih plakova i NFT-

a. Naime Apf snopici poticu fosforilaciju tau proteina te dolazi do gubitka sposobnosti
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mikrotubularnog vezanja i somatsko-dendriticne akumulacije. Tau moze fosforilirati vise
protein kinaza (GSK-3p, MAP kinaza, ciklin-ovisna kinaza-5) uklju¢ujuéi i protein kinazu A,
koja regulira afinitet mikrotubula (engl. microtubule-affinity-regulating kinase). Istovremeno
AP moze povecati aktivnost viSe vrsta proteinskih kinaza, primjerice GSK-3B koja tada

pojacano fosforilira tau protein (61) te sve zajedno pridonosi patologiji AD.

2.7. Kolinergi¢na hipoteza

Jedna od najstarijih hipoteza o nastanku AD je kolinergi¢na hipoteza koja kaze da propadanju
kolinergi¢nih neurona znacajno doprinosi pogorsanju kognitivnih sposobnosti. Potvrda toj
hipotezi je vazna uloga acetilkolina (ACh) u procesima pamcenja (68) i pronadena pozitivna
korelacija izmedu stupnja kognitivnih poremecaja i smanjenja koncentracije acetilkolina.
Sinteza acetilkolina posredovana je kolin acetiltransferazom (AChE), a smanjena aktivnost tog
enzima zamijecena je u AD (53, 69). Smatra se da se povecanjem njegove koncentracije moze
utjecati na ublazavanje simptoma AD, stoga ve¢ina danasnjih lijekova su rezultat ove hipoteze.
Takrin, donepezil, rivastigmin i galantamin su inhibitori AChE odobreni za klinicku uporabu

kod lijecenja bolesti.

Jedan od najvecih izazova pojasnjenju AD etiologija je poteskoca u proucavanju najranijih
promjena neuronskih funkcija u mozgu i povezanosti tih promjena s kognitivnom i
bihevioralnom funkcijom ante mortem. Prepreka u razumijevanju uzroka bolesti su i nedostupni
uzorci tkiva pacijenata s ranom AD. Stoga je mali broj istrazivanja koji je proveden na ovim
uzorcima potaknuo nova pitanja vezana uz kolinergicku hipotezu (69). Odgovarajuce rjesenje
bi mogle ponuditi in vivo tehnike snimanja neuroprijenosnih sustava mozga zivih bolesnika,

koje trenutno joS uvijek nisu pouzdane 1 dostupne za pucanstvo.

IzraZeni gubitak kolinergi¢kih enzima u relevantnim regijama mozga, za koje se dobro zna da
se javljaju u kasnoj fazi AD, nije o€it u ranoj fazi AD. Prema dosadas$njim istrazivanjima
vidljivo je da postoje ciljane neuronske lezije tijekom starenja i u najranijim fazama AD-a koje
utjeu na dinamiku kolinergi¢ke funkcije bez izrazenog gubitka ovog enzima. Zapravo,
anatomsko selektivna regulacija aktivnosti ChAT-a (kolin-acetiltransferaza, enzim Kkoji
katalizira sintezu acetilkolina u citoplazmi iz acetil-koenzima A i kolina) utvrdena u

obdukcijskim tkivima mozga subjekata s blago kognitivim oste¢enjima, moze predstavljati
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pokusaj kolinergi¢nih neurona da nadoknade funkcionalna osteéenja tijekom otpustanja signala
(69).
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Slika 12. Shematski prikaz poznatih i predloZenih promjena u Kkolinergickim neuronima (preuzeto i
prilagodeno prema 69). Promjene u visokom afinitetnom unosu kolina (Ch), oslabljeno oslobadanje acetilkolina
(ACh), deficit u ekspresiji nikotinskih (nAChR) i muskarinskih receptora (M1AChR i M2AChR), disfunkcionalna
neurotrofinska potpora (tj. NGF receptori) i deficit u aksonskom prometu predstavljen je u ranom AD neuronu
smanjenjem broja predstavljenih simbola ili smanjenim intenzitetom boje. Kratice: VAChT (engl. vesicular
acetylcholine transporter) - vezikularni prijenosnik acetilkolina; NGF (engl. nerve growth factor) - ¢cimbenik rasta
Zivaca; TrKANC™R (engl. tropomyosin receptor kinase A - nerve growth factor receptor) — tropomiozinski receptor
kinaze A s afinitetom za receptor NGF-a; nAChR (engl. nicotinic acetylcholine receptor) — nikotinski receptor za
ACh; ChAT (engl. choline acetyltransferase) — kolin acetiltransferaza; AChE (engl. acetylcholinesterase) —

acetilkolinesteraza.
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2.8. Oksidacijska hipoteza

Hipoteza podrazumijeva nastanak neurodegenerativnih patoloskih promjena pod utjecajem
povisene koncentracije ROS-a. Nize koncentracije antioksidacijskih enzima i velika potreba za
Ta hipoteza dobro se upotpunjuje s hipotezom mitohondrijske kaskade i upalnom hipotezom
jer povecane koncentracije ROS mogu nastati uslijed disfunkcije respiratornog lanca unutar
mitohondrija, nakupljanja 44 koji dalje pokrece upalne reakcije i aktivaciju mikroglija stanica
koje takoder proizvode ROS. Uz to, nakupine A mogu vezati metale koji poti¢u nastajanje
vodikovog peroksida (70).

2.8.1. Hipoteza mitohondrijske kaskade

Ta hipoteza podrazumijeva da snizene stope oksidacijske fosforilacije u mitohondrijima,
povecano oslanjanje na anaerobnu glikolizu i visoka stopa proizvodnje ROS u konacnici
dovode do histopatoloskih promjena u AD. Znanstvenici predlazu da prekomjerna proizvodnja
ROS u neuronima moze poticati stvaranje Af iz APP-a $to nadalje dodatno reducira aktivnost
enzima prijenosnog lanca elektrona. Osim toga, neravnoteza proizvodnje ROS 1 stope
oksidacijske fosforilacije, pokre¢e u neuronima proces apoptoze. Smatra se da je prekomjerna
produkcija ROS u mitohondrijima i disfunkcija stani¢ne energetike poveznica izmedu hipoteze
amiloidne kaskade i hipoteze mitohondrijske kaskade nastajanja sporadi¢nog oblika AD, ali na
naCin da promijene metabolizma u mitohondrijima nastaju ranije i zatim uzrokuju daljnje

promjene predlozene hipotezom amiloidne kaskade (71).

2.9. Hipoteza neuroupale

Veé je dugo poznato da patogeni mogu uzrokovati kroni¢ne progresivne bolesti CNS-a.
Znanstvenici danas sa sigurno$¢u mogu opovrgnuti zastarjelo misljenje da je Ziv€ani sustav
izuzet od medudjelovanja perifernog imunosnog sustava organizma i obrnuto, da ziv€ani sustav
nema utjecaj na periferni imunosni sustav. Poznati su neki od mehanizama njihove medusobne

komunikacije, kako u fizioloski uobicajenom okruzenju, tako i tijekom patoloskih stanja.
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Komunikacija se ostvaruje putem autonomnog ziv€anog sustava, hormona, neuropeptida i

citokina. Takva povezanost vazna je za bolje i lakSe odrzavanje homeostaze (72).

Upale na periferiji mogu utjecati na aktivnost zivéanog sustava, ¢esto izazivajuéi upale CNS-a,
posebice ako je rije¢ o produzenim kroni¢nim sustavnim upalama. Upalni procesi u mozgu
posljedi¢no izazivaju opadanje kognitivnih sposobnosti kao rezultat odumiranja neurona, a tezi
oblici dovode i do pojave demencije. Svaka upala zapocinje luc¢enjem proupalnih citokina koji
zatim reguliraju daljnji proces. Ulazak patogena ili ozljeda pokrecu kaskadu lokalnih i sustavnih
dogadaja. Jedan od glavnih proupalnih citokina je interleukin-13 (IL-1B). On pojacava
proliferaciju T- i B-limfocita te inducira lu¢enje drugih vaznih proupalnih citokina (TNF-a, IL-
6). Citokini mogu u¢i u srediSnji ziv€ani sustav u podrucju cirkumventrikularnih organa, gdje
je BBB propusnija, posredovanim nosa¢ima u slu¢aju narusene BBB. Osim direktnim
djelovanjem u mozgu, citokini mogu djelovati i na aferentne neurone na periferiji (72). Najvise
se proucavao IL-1. Osim $to utjeCe na lu€enja hormona iz hipotalamusa, ima i vaznu ulogu kod
upalnih procesa u mozgu. Receptori za IL-1 nadeni su u razli¢itim regijama mozga, a za
proucavanje negativnih utjecaja upale na kognitivne sposobnosti vazno je spomenuti one u
podrucju hipokampusa (73). Kada glasnici upale dodu cirkulacijom do mozga mogu inducirati
proizvodnju citokina u parenhimu mozga $to rezultira daljnjim razvojem upalnih procesa.
Takoder, zabiljezeno je da blokiranje produkcije citokina na periferiji modulira imunosni

odgovor u sredi$njem ziv¢anom sustavu (74).

Glavne stanice odgovorne u upali u CNS-u su aktivirane mikroglija stanice. Budu¢e mikroglija
stanice pocinju ulaziti 1 ,,naseljavati sredi$nji ziv€ani sustav tijekom ranog embrionalnog
razvitka, ve¢ od 4. tjedna gestacije (75). Njihova uloga je dvojaka: 1) zastita mozga od patogena
1 2) popravak mozdanog tkiva nakon ozljede mozga. Medutim, mikroglija stanice mogu

promijeniti uobicajeni obrazac aktivacije i time postaju Stetne za okolne neurone (76).

2.9.1. Mikroglija

Glavni posrednici neuroupalnog odgovora u mozgu su mikroglija stanice. One u svojem
miruju¢em stanju uklanjaju patogene, stanicne ostatke 1 toksine iz mikrookoli$a neurona (77).
Takoder mikroglija stanice su vazne u odrZavanju plasti¢nosti neuronskog kruga, doprinoseci
zastiti i remodeliranju sinapsi (78). Jednom kada su aktivirane mikroglija stanice proliferiraju i

odlaze na mjesto ozljede kako bi svojom fagocitnom funkcijom 1 otpuStanjem razlicitih
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proupalnih posrednika ponovno povratile homeostazu tkiva. Razifitim istrazivanjima je
pokazano kako mikroglija stanice ne otpuStaju samo neurotoksi¢ne molekule veé i
neuroprotektivne citokine poput transformirajuc¢eg Cimbenika rasta-pl (engl. transforming
growth factor-g1, TGF-B1 ) (79). Bas poput makrofaga i mikroglia stanice mogu biti aktivirane
na viSe nacina ovisno o stimulansu i tako razli¢ito odgovarati na potrebe organizma. U
prisutnosti IFN-y ili TNF-a iz stanica T, antigen predo¢nih stanica ili stanica NK (engl. natural
killer cell) mikroglia stanice ¢e zapoceti stvarati proupalne citokine (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18,
TNF-a) te kisikove 1 dusikove radikale. U ovom slu¢aju govorimo o M1 aktivaciji, koja ima
proupalnu ulogu. M2 mikroglija stanice poti¢u popravak i zastitu te zaustavljaju imunosni
odgovor. M2 mikroglija stanice ovisno o citokinima prelazi u M2a, M2b ili M2c oblik. Ukoliko
su mikroglija stanice stimulirane s IL-4 ili IL-13 prelaze u M2a oblik koji karakterizira velika
koli¢ina IL-1 receptornog antagonista (IL-1Ra) i arginaze te ekspresija hitinaza i drugih
medijatora koji doprinose akumulaciji i reorganizaciji izvanstani¢énog matriksa. Prelazak u M2b
oblika poticu imunokompleksi (IgG antitijelo-antigen kompleks), Toll-like receptori (TLR) i
IL-1 receptorski ligandi. M2b oblik karakterizira velika koli¢ina arginaze, IL-1p, IL-6 i TNF-a
te mala koli¢ina IL-12. T kona¢no u M2c oblik prelaze u prisutnosti IL-10, a karakterizira ga
ekspresija TGF-p i velike koli¢ine IL-10.

| Proupalno
PAMPS
DAMPS

»1: LPS O —> |L-1B, IL-6, TNF-a
TR VATPR [ _ IFN-y CCL2, ROS, NO
/ M1 mikroglija A
*,, Inhibicija
Mikroglija u mirovanju IL-13 O > L10

Protuupalno ’

M2 mikroglija

Slika 13. M1 i M2 fenotipovi mikroglija stanica (preuzeto i prilagodeno prema 80). PAMPS (engl. pathogen-
associated molecular pattern) - molekularni uzorci povezani s patogenom; DAMPS (engl. damage-associated
molecular pattern) - molekularni uzorci povezani s oste¢enjem; TLR - Toll-like receptori; ATPR - ATP receptor;
LPS - lipopolisahard; IFN-y - interferon gama; CCL2 (engl. chemokine (C-C motif) ligand 2) — kemokinski ligand
2 s C-C motivom; IL — interleukini; ROS — reaktivni spojevi kisika; NO — dusikov oksid.
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U istrazivanju provedenom na transgeni¢énom misjem modelu kod kojega dolazi do nakupljanja
Ap vidjelo se da se mikroglija u neuroupali ne javlja samo u M1, ve¢ i u M2 obliku (77). Naime
za vrijeme neuroupale mikroglija je prisutna u velikom broju razli¢itih fenotipskih stanja ovisno
o mikrookolisu koji ju okruzuje i fizickoj medureakciji s drugim stanicama i njihovoj aktivnosti
u mozgu (79). U AD mikroglija stanica se moze vezati za otopljene Af oligomere i A4 fibrile
svojim povrSinskim receptorima: SCARA1, CD36, CD14, a6pB1 integrin, CD47 i Toll-like
receptorima (TLR2, TLR4, TLR6 i TLR9). Nakon vezanja mikroglija stanica se aktivira i
pocinje stvarati proupalne citokine 1 kemokine. Takoder zapocinje proces fagocitoze Ap,
topljivi A podlijeze razaranju izvanstani¢nim proteazama dok je 4f u obliku fibrila ¢esto
rezistentan na enzimatsku razgradnju. U mikroglija-stanicama najvaznije su proteaze NEP i
IDE. Povisene koncentracije citokina i smanjena ekspresija Af fagocitnog receptora smatraju
se glavnim uzrokom nedovoljnog fagocitnog kapaciteta mikroglija-stanica. Tu hipotezu da
mikroglija stanice ne izvrSavaju svoju funkciju u dovoljnoj mjeri dokazala su i istrazivanja koja
su pokazala da rijetke mutacije u izvanstani¢noj domeni TREM2 (engl. triggering receptor
expressed on myeloid cells 2) povecavaju rizik od AD. TREM2 u velikoj mjeri eksprimira
mikroglija stanica, a kontrolira fagocitozu stani¢nih ostataka (78). U AD nekoliko mehanizama
medu kojima su stvaranje Af i pozitivna povratna petlja izmedu upale 1 procesiranja APP-a
dovele su do pojavnosti kroni¢ne upale. Stalna izlozenost A4S, kemokini, citokini i drugi upalni

medijatori odgovorni su za poremeéenu funkciju mikroglije u senilnim plakovima (78).

2.9.2. Astroglija

Astrociti su vrsta glija stanica koje u medureakciji s neuronima upravljaju brojnim signalnim
putovima i formiranjem sinapsi. Kao i mikroglija mogu se aktivirati na brojne stimulanse. Kod
AD je primjecena poveéana ekspresija kiselog proteina glijalnih vlakana (engl. glial fibrillary
acidic protein, GFAP) u tkivu mozga posmrtno (lat. post-mortem), $to ukazuje na povecan broj
reaktivnih astrocita. Od toga su GFAP pozitivni astrociti nadeni oko amiloidnih nakupina. Iako
se smatralo da astrociti imaju neuroprotektivnu ulogu i dovode do razaranja Ap, ¢ini se da uz
nju dovode 1 do amplifikacije amiloidnih nakupina u korteksu na nacin da poticu izvanstani¢ne
kalcijske valove (79). Do aktivacije astrocita dolazi vjerojatno ve¢ u ranim fazama AD, prije
pocetka nakupljanja 44. U animalnim modelima AD rani odgovor je vidljiv iz astroglijalne
atrofije. Ona vjerojatno ima utjecaj na sinapticku povezanost neurona jer astrociti imaju

sredi$nju ulogu u odrzavanju sinaptickog prijenosa te to doprinosi kognitivnom gubitku koji se
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javlja. Astrociti takoder proizvode citokine, inerleukine, NO i druge potencijalno citotoksi¢ne
molekule nakon §to su izlozeni Af. ApoE protein je vazan za uklanjanje Af astrocitima.
Lipidacija ApoE uzrokovana astrocitima povecava sposobnost mikroglija-stanica da razaraju
Ap. Takoder astrociti poti¢u povecanu ekspresiju izvanstani¢nih proteaza koje razaraju 445 kao
Sto su: neprilizin, IDE, ECE2 (engl. endothelin-converting enzyme-2) i ACE (engl. angiotensin
converting enzyme). Astrociti imaju ulogu i u uklanjanju otopljenog 4p iz parenhima

paravenoznom drenazom gdje veliku ulogu ima astrocitni vodeni kanal akvaporin 4 (78).

2.9.3. Sustav komplementa

U mozgu proteine komplementa najvise proizvode mikroglija stanice, a u manjoj mjeri astrociti
(78). Brojnim istrazivanjima primjec¢eno je da je u mozgu oboljelih od AD povecana koli¢ina
proteina komplementa C1qg, C4 i C3 u amilodnim plakovima. Proteini komplementa imaju
veliku ulogu u pokretanju neuroupale, naime C1q ima sposobnost vezanja A4 na njihovim N
krajevima i pokretanje neuroupale klasi¢nim putem aktivacije komplementa (79). Na vaznost
komplementa u razvoju AD ukazuje i to $to klusterin (topljivi inhibitor sustava komplementa)
i CR1 (receptor za komplement koji je ukljucen u uklanjanje opsoniziranih imunokompleksa i

u regulaciju C3 konvertazne aktivnosti) mogu utjecati na razvoj bolesti (78).

2.9.4. Medijatori neuroupale

Istrazivanja su pokazala da je akumulacija 4/ glavni uzrok pokretanja neuroupalnog odgovora
u AD. Izlaganje mikroglije 4542 dovodi do povecanog luéenja proupalnih citokina IL-14, IL-
6 1 TNF-a te MIP-10 i M-CSF-a. Na mi§jem modelu AD primjeceno je i da mikroglija u nekim
uvjetima stvara IL-12 i IL-23, koje ukoliko inhibiramo smanjujemo pojavnost patoloskih
promjena karakteristi¢énih za AD. Rizik prelaska blazeg oblika kognitivnih poteSkoca u fazu
demencije u AD je uvelike povecan kod pacijenata s pove¢anom koncentracijom proupalnog
citokina TNF-a i smanjenom koncentracijom antiupalnog TGF-p. Za brojne citokine smatra se
da dovode do poremecaja u funkciji prije nego li do strukturalnih promjena. Naime dovode do

supresije dugoro¢ne potencijacije (LTP) sinaptickog prijenosa signala (78).
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Citokini stimuliraju inducibilnu dusik oksid sintazu (iNOS) u mikroglija-stanicama i
astrocitima da proizvodi velike koli¢ine NO-a. U oboljelih od AD povecana je ekspresija iNOS-
a, kao i NADPH oksidaze (PHOX). NADPH oksidazu takoder aktiviraju upalni stimulansi
poput A te dolazi do proizvodnje vodikova peroksida koji onda potice aktivaciju mikroglije.
Proizvodi i superokside koji reagiraju s dusikovim oksidom te nastaje peroksinitrit. U oboljelih
od AD primjeceno je da NO dovodi do posttranslacijskih modifikacija: nitracija, S-nitrozilacija
I stvaranja ditirozina. Dokazano je da nitracija 44 peptida na tirozinu dovodi do njegove vece
sklonosti za agregacijom 1 moze zapoceti formiranje senilnog plaka, Sto pokazuje da ima
centralnu ulogu u ranim fazama razvoja bolesti. Takoder takav nitrirani Af suprimira
hipokampalni LTP ucinkovitije nego nenitrirani oblik, S§to ukazuje da dovodi i do

funkcijonalnih 1 do strukturnih ostecenja u mozgu (78).

Kemokini su takoder vazni u AD, jer reguliraju migraciju mikroglije. U AD primjecena je
povecéana ekspresija CCL2, CCR3 i CCR5 u reativnih mikroglija-stanica te CCL4 u reaktivnih
astrocita. Takoder mikroglijalna kultura stanica (stanice uzete autopsijom pacijenta koji boluje
od AD) nakon eksperimentalnog izlaganja Af pokazala je poveéanu ekspresiju CXCL8 (poznat
i kao IL-8), CCL2 i CCL3.

Kaspaze su porodica unutarstani¢nih proteaza koje igraju glavnu ulogu u apoptozi i upali. U
AD je primjeCena povecana aktivnost kaspaze 1, koja izrezuje IL-1f i IL-18 kako bi iz
neaktivnog oblika presli u aktivan. Kataliticka aktivnost kaspaze 1 regulirana je
inflamasomima. A4p fibrili aktiviraju NLRP3 inflamasom tako S$to dovode do oSte¢enja
lizosoma, a inflamasom onda dovodi do aktivacije kaspaze 1. Ukoliko nema NLRP3 ili kaspaze
1 mikroglija-stanica prelazi iz proupalnog M1 fenotipa u M2 fenotip. Daljnja stimulacija
mikroglije s proupalnim medijatorima dovodi do aktivacije apoptoticke kaspaze 8 i kaspaze
3/7. Kaspaza 3 u aktivnom obliku regulira aktivaciju NF-kB putem PKC3, §to za posljedicu
ima povecanu proizvodnju neurotoksi¢nih proupalnih medijatora poput IL-18, TNF-a i NO.

Ukoliko se ove kaspaze inhibiraju sprjecava se aktivacija mikroglije i neurotoksi¢nost.

Prostanoidi su derivati arahidonske kiseline sintetizirani uz pomo¢ cikooksigenaze 1 i 2, koje
proizvodi mikroglija. U AD primjeCena je poveCana razina proupalnog prostaglandina 2
(PGE2) koji se veze na PTGER1-4 receptore. Te receptore eksprimira mikroglija, ali i mnoge
druge stanice u mozgu posebice neuroni. Mikroglija PTGER?2 receptor inhibira 4 fagocitozu
i povecava neurotoksi¢nost mikroglije (pokazano in vitro). Na misjem modelu AD pokazano je
da delecija PTGER2 i PTGER3 receptora smanjuje oksidacijski stres, neuroupalu, koli¢inu 44
i ekspresiju BACE1L. Ukoliko na mikrogliju djelujemo agonistom PTGER4 receptora dolazi do
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smanjenja upale, dok njegova delecija dovodi do povecanog nakupljanja Af i Stvaranja
proupalnih citokina poput IL-1p i CCL3 (80). Uloga PGE2 na razvoj neurodegeneracije

vjerojatno je jos daleko veca jer utjeCe na brojne druge stanice u mozgu.

Neuroprotektin D1 (derivat dokozaheksanoi¢ne kiseline) je vazna komponenta stani¢nih
membrana i autokrini/parakrini medijator u ranoj fazi neuroupale, smanjuje nastanak A4S tako
S§to smanjuje amiloidni nacin procesiranja APP-a, smanjuje ekspresiju proupalnih citokina i

potice prezivljenje neurona. Njegova ekspresija je smanjena ve¢ u ranoj fazi AD (78).

2.10. Animalni modeli u istrazivanju Alzheimerove bolesti

Do sada su razvijeni brojni animalni modeli koji djelomi¢no prikazuju neuropatologiju koju
uzrokuje AD. No niti jedan model ne moze pokriti bas sve kognitivne, bihevioralne,
biokemijske 1 histopatoloske abnormalnosti koje su uocene kod ljudi (81). Ipak njihova vaznost
je velika jer svaki od tih modela pomaze nam u detaljnoj analizi, jednog ili dva ¢imbenika

bolesti, koje nismo zbog etickih razloga u moguénosti proucavati na ljudima (82).

2.10.1. Transgenic¢ni animalni modeli

Stvoreni su brojni transgeni¢ni animalni modeli koji stvaraju senilne plakove 1 imaju
neuropatologiju povezanu s 4f. To je postignuto ugradnjom gena za ljudski APP te dolazi do
stvaranja 4, ali i gena za APP s mutacijama koje su prisutne kod obiteljskog tipa AD (81).

Pokusaji stvaranja transgeni¢nih zivotinja u kojima bi doSlo do stvaranja i nakupljanja NFT-a
za sada se nisu pokazali uspjesni. Transgenic¢ni miSevi s povecanom ekspresijom 4 ponavljajuca
oblika ljudskog tau proteina pokazala su hiperfosforiliranost koja je lokalizirana na somatsko-
dendriticke dijelove neurona, ali nisu uoceni NFT. Transgeni¢ni miSevi s povecanom
ekspresijom serin/treonin kinaze Mos, pokazali su povecanu glijalnu reakciju i progresivnu
neurodegeneraciju, ali bez neurofibrilarnih promjena. | GSK-3 B transgeni¢ni miSevi takoder
nisu stvarali NFT. Stvoreni su i transgeni¢ni miSevi s mutantnim PSEN1 te je u njima doslo do
povecanog stvaranja A$42(43), isto je 1 s transgeni¢nim miSevima s mutiranim PSEN2 genom

(81).
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2.10.2. Netransgenicni animalni modeli

Akutno injiciranje Ap ili kontinuirana infuzija u mozak dovodi do disfunkcije mozga Sto se
odituje u smanjenoj mogucénosti ucenja i pamcenja. Prvi in vivo model za neurodegeneraciju
nastalu nakupljanjem Ap40 dobiven je injiciranjem Alz50-imunoreaktivnih proteina.
Injiciranjem netopljivih amiloidnih jezgri (iz mozga AD bolesnika) u mozak Stakora takoder
dolazi do neurotoksi¢nosti (81). Pokazano je da neurotoksi¢nost fibrila Af ovisi 0 starosti i vrsti
pokusne Zivotinje. Primjerice mikroinjektiranje netopljivog 44 u cerebralni korteks starog
Rhesus majmuna rezultira propadanjem neurona, tau fosforilacijom i mikroglijalnom
proliferacijom, dok za mlade majmune Ap nije neurotoksi¢an. Takoder neurotoksi¢nost je veca
kod starih Rhesus majmuna nego kod starih Mormozet majmuna, a nije znacajna kod starih
Stakora. Utjecaj 4 ulomaka na uéenje i pamcenje je prvo istrazen kod miSeva i ta istrazivanja
su pokazala vaznost Val-Phe-Phe slijeda za pojavnost amnezije. Mnoga su istrazivanja pokazala
da razli¢iti 45 ulomci poput 4540, ABA2 i AB25—35 uzrokuju problem s pamcéenjem i ucenjem

kod miSeva 1 Stakora (81).

Animalni modeli za AD s izrazenim nastankom i nakupljanjem NFT-a mogu se dobiti
kroni¢nom intracerebroventrikularnom (icv) infuzijom fosfataznog 1/2A inhibitora, okadai¢ne

kiseline. Ona uzrokuje nastanak NFT-a, APP ekspresiju i nakupljanje Ap.

Animalni modeli Alzheimerove bolesti s kolinergi¢cnom disfunkcijom mogu se dobiti na vise
naCina: elektrokoagulacijom, eksitotoksinima, prerezivanjem fimbrije/forniksa, obradom s
kolinotoksinima. Kroni¢nim izlaganjem Zivotinje icv infuziji kvinolini¢ne kiseline dolazi do
sporog razvoja neurodegenerativnih bolesti pa i AD. Kod oboljelih od AD vrlo rano kod
pojavnosti bolesti dolazi do razaranja bazalnih kolinergi¢nih neurona prednjeg mozga koji su
zaduzeni za kognitivnu funkciju. Zato ukoliko izazovemo leziju u srediSnjem septalnom
nukleusu dobivamo promjene u ponasanju koje su najsli¢nije kognitivnim promjenama koje se
javljaju u ranom stadiju AD (81). Ovi modeli ne pokazuju neuropatoloSke karakteristike kao
Sto su senilni plakovi i NFT, ali su dobri za testiranje brojnih potencijalnih lijekova koji bi mogli
dovesti do oporavka kolinergi¢nih neurona. Noviji pristup stvaranja ovakvog tipa animalnog
modela jest imunolosko ciljanje s nespecificnim citotoksinima. Kolinergi¢ni neuroni u
bazalnom dijelu prednjeg mozga imaju receptor ¢imbenika rasta zivaca p75NGFR (engl. nerve
growth factor receptor, NGFR) koji ima mali afinitet vezanja, ali se nalazi u velikom broju na
ovoj vrsti neurona te su pogodni da budu cilj monoklonalnog antitijela 1921gG, koje na sebi

nosi citotoksin saporin i izaziva smanjenu aktivnost kolin acetiltransferaze (ChAT). Do
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stvaranja selektivnih lezija u kolinergi¢nim neuronima ovisnim o NGF-u moze do¢i i
konstantnim icv infuzijama ili direktnim intraseptalnim infuzijama anti-NGF antitijela u
septum. To direktno injiciranje anti-NGF dovodi do promjena u paméenju, smanjenoj ChAT
aktivnosti i AChE promjenama u hipokampusu (81).

2.10.3. Aluminijev klorid (AICl3) + D-galaktoza (D-gal): animalni model

za AD

Budu¢i da postoji vise tipova Alzheimerove bolesti tesko je dobiti animalni model koji ju
najbolje opisuje. Kod obiteljskog tipa AD otkrivene su mutacije u viSe gena te se kao model za
ovaj tip AD cCesto koriste transgeni¢ne zivotinje. No u sporadi¢nom tipu AD do sada nisu
pronadene mutacije gena te ga transgeni¢ni animalni modeli ne opisuju najbolje. Zato se mnogo
radilo na otkrivanju najboljeg netransgeni¢nog animalnog modela. Takav animalni model
nastao je unosom AICIz i D-gal (83). Ovaj model koristen je i za ovo istrazivanje. Da bi
razumjeli nacin na koji AlClz i D-gal uzrokuju pojavnost obiljeZja karakteristicnih za AD,

moramo prvo vidjeti kako Al i D-gal zasebno mogu djelovati na mozak.

Aluminij (Al) je jedan od najcesc¢ih elemenata na Zemlji i ljudi ga koriste u mnogobrojne svrhe
kao $to je konzerviranje hrane, u izradi lonaca, u automobilima, u cjepivima kao adjuvans. Vrlo
je reaktivan s ugljikom i kisikom. Al koji ude u nas organizam hranom 1 iz okolisa u velikoj
mjeri izbacuju bubrezi, ipak Al soli zaostaju u tijelu i nakupljaju se u ziv€anom sustavu te se
Al povezuje s pojavnoS¢u brojnih bolesti poput AD, amiotrofne lateralne skleroze (ALS),
poremecaja iz spektra autizma (ASD) 1 multiple skleroze (MS) (84). Al kao teski metal vrlo je
jak neurotoksin, nije esencijalan element i nije potreban za enzimske reakcije, ipak ukoliko se
nade u organizmu utjece na vise od 200 bioloski vaznih reakcija i ima Stetan utjecaj na mozak.
Al utjeCe na sintezu neuroprijenosnika, sinapticki prijenos (inhibiranjem naponom reguliranih
Ca?* kanala i neuroprijenosni¢kih receptora), fosforilaciju i defosforilaciju proteina, razaranje
proteina, gensku ekspresiju i upalni odgovor. Zbog svoga pozitivnog naboja Al* se veze s
negativno nabijenim molekulama kao Sto su fosfati, karboksilati, deprotonirana hidroksilna
grupa. 1z tog razloga se veZe na fosfatne grupe DNA i RNA utjecuci na ekspresiju gena vaznih
za normalnu funkciju mozga. Veze se i za fosfatne grupe ADP-a i ATP-a utjeCuéi na
metabolizam. Inhibira brojne proteinske kinaze i fosfataze te enzime s Mg?* kofaktorom te

I*3

procese koji ukljucuju brzu izmjenu Ca?*. Al*® se veze za metal vezujuée aminokiseline poput
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histidina, arginina, tirozina ili za fosforilirane aminokiseline te ih medusobno povezuje (Slika

14).

Na taj nacin potice agregaciju i akumulaciju jako fosforiliranih citoskeletnih proteina kao §to
su neurofilamenti i proteini vezani za mikrotubule (MAPs). Uoceno je da kroni¢na izloZenost
Al poveéava rizik od AD za otprilike 70% (85). Naime Al*® dovodi do konformacijskih

promjena u Ap40 te potice njegovu polimerizaciju i akumulaciju, a inhibira razaranje.
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Slika 14. Utjecaj aluminija na sredi$nji Zivéani sustav (preuzeto i prilagodeno prema 85).

reakcija

energije

mitohondrija. Al uzrokuje konformacijske promjene i na nekim drugim proteinima vaznim za
razvoj AD, to su APP, tau i PHF-tau (engl. paired helical filaments-tau) (86). Al potice
povecano stvaranje ROS-a i moze potaknuti oksidacijska oSte¢enja kroz viSe mehanizama.
Vezanjem na negativno nabijene fosfolipide mozga, koji sadrze polinezasi¢ene masne kiseline,
olaksava napad reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) poput Oz, H20-
, OH" i OH™ na njih. Takoder Al potice lipidnu peroksidaciju uzrokovanu zeljezom koja kroz
Fentonovu reakciju stvara ROS-ove i Fe3* (85). Kakve ¢e posljedice Al imati za organizam
ovisi i 0 njegovu unosu. Unos probavnim sustavom uzrokuje prvotno povecanje aktivnosti

ksantin oksidaze (XO) i glutation peroksidaze (GPX), a potom smanjenje aktivnosti $to dovodi
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do nakupljanja toksi¢nih posrednika poput vodikova peroksida i hidroksilnih radikala.
Injektiranje Al u mozak S$takora uzrokuje jac¢i upalni odgovor, jer dolazi do jace
imunoreaktivnosti astrocita i fagocitnih mikroglija stanica. To je utvrdeno procjenom koli¢ine
glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (GFAP) i ED1 (CD68, bhiljega aktivnosti mikroglija-
stanica). GFAP je pokazao da neuroni imaju puno vecu osjetljivost na Al nego astrociti.
Kroni¢no izlaganje Al dovodi do smanjenja bazalne aktivnosti gvanilat ciklaze i premecaja u
glutamat-dusikov oksid-ciklicki gvanozin monofosfat (¢cGMP) putu. Smanjuje i koli¢inu
kalmodulina i dusik oksid sintaze u malom mozgu. Kod Stakora Al smanjuje bazalnu aktivnost
topljive gvanilatne ciklaze za 66%, a bazalnog cGMP-a u vanstani¢cnom prostoru malog mozga
za 50% (83).

D-galaktoza (D-gal) u organizmu Stakora i miSeva izaziva metabolicke abnormalnosti,
povecanu proizvodnju ROS-a, oSte¢enje neurona 1 smanjenje kapaciteta za pamcenje i ucenje.
S vremenom je injiciranje D-gal prihvaceno kao model za starenje mozga (86). Naime unosSenje
D-gal uzrokuje povecanje razine malondialdehida (MDA) i smanjenje antioksidacijskih enzima
poput superoksid dismutaze (SOD) u serumu. Znacajno se povecava broj tzv. TUNEL-
pozitivnih stanica (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labeling- positive cell) u dentatnom girusu (GD) te u CAl i CA3 regijama hipokampusa, dok
se broj bromodeoksiuridin(BrdU)-vezanih proliferacijskih stanica i stanica za prezivljenje u GD
smanjuje. D-gal smanjuje Zivotni vijek nekih zivotinjskih modela poput voéne musice
(Drosophila melanogaster) i ku¢ne muhe (Musca domestica) $to se povezuje s pove¢anjem
oksidacijskog stresa. Starenje kod miSeva D-gal ubrzava stvaranjem krajnjih produkata
uznapredovale glikozilacije (engl. advanced glycation endproducts, AGE) (87). Za ove
promjene se smatra da doprinose starenju i poti¢u nastanak bolesti povezanih s ranim starenjem.
Toksi¢nost D-gal uzrokovana je vjerojatno njegovim metabolitom D-gal etanolom koji stanica
ne moze razgraditi te se nakuplja u njoj. To rezultira pove¢anim osmotskim tlakom, bubrenjem
stanice i metabolickom disfunkcijom. MiSevi obradeni D-gal-om pokazali su znacajno
smanjenje u motornoj aktivnosti, limfocitnoj mitogenezi, stvaranju interleukina-2 (IL-2) i

aktivnosti SOD enzima. Primjecena je poveéana razina ROS-a i lipidne peroksidacije.

Kombinirano unoSenje D-gal i AICI3 rezultira u smanjenoj mogucnosti uc¢enja i pamcenja te
poremecenim funkcioniranjem kolinergic¢kih neurona. Do tih promjena dolazi brze i jace su
izrazene nego kada se koristi samo jedna od navedenih kemikalija. Za normalno pamcenje 1
ucenje bitan je neuroprijenosnik ACh, ali i enzim ChAT koji ga sintetizira te AChE koji ga

razara. U AD navedeni enzimi imaju smanjenu aktivnost te posljedi¢no ima manje ACh, takva

-48 -



se opazanja dobiju i koriStenjem ovog AD modela. Primjeéeni problemi s ucenjem i
kolinergicka disfunkcija ovog modela najve¢im dijelom uzrokovani su djelovanjem D-gal. U
D-gal +Al modelu dolazi i do povecane ekspresije Af (4540 1 Ap42), nakupljanja plakova i
NFT-a $to rezultira gubitkom neurona (83).

2.11. Slobodni radikali i oksidacijski stres

2.11.1. Slobodni radikali i reaktivni spojevi

U fizioloSkim uvjetima, nusprodukti metabolizma stanice su nestabilne, potencijalno
citotoksi¢ne molekule znane kao slobodni radikali ili reaktivni oblici kisika (engl. reactive
oxygen species, ROS) (88). Zbog nesparenog elektrona kojeg posjeduju vrlo su reaktivne i stoga
lako reagiraju s drugim molekulama u stanici. ROS uglavnom reagiraju s molekulama stani¢ne
membrane, DNA, proteinima ili ugljikohidratima koje se time strukturno i funkcionalno
promijene $to u konacnici narusava cjelokupnu funkciju stanice (88, 89). OsteCenja stanica
uzrokovana oksidacijskim stresom rezultat su poremecene ravnoteze stvaranja i neutraliziranja
ROS-a. Stanice posjeduju antioksidacijske enzime ¢ija je zadaca neutralizirati nastali ROS i
tako odrzati homeostazu (90, 91). Slobodne radikale ne predstavljaju samo reaktivne kisikove
vrste (ROS), ve¢ i drugi oksidansi poput reaktivnih dusikovih radikala (engl. reactive nitrogen
species, RNS), sulfatnih radikala i drugih (92).

Tablica 1. Nastanak reaktivnih spojeva Kisika neenzimskim putem (preuzeto i

prilagodeno prema 93)
Fentonova reakcija Fe(l) + H,O2 — Fe(IIl) + «OH + OH
Haber-Weissova reakcija O2¢” + H,0, — 02+ *OH + OH™
Fe(lll) + Oz¢ — Fe(Il) + O3
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Tablica 2. Nastanak reaktivnih spojeva kisika i dusika enzimskim putem (preuzeto i

prilagodeno prema 94)

ksantin oksidaza (XO)

ksantin + H,O + O, — mokracna kiselina + Ope~

NADPH oksidaza (Nox)

NADPH + 20, <» NADP* + 20, + H*
205+ + 2H* - H,0,+ O,

mijeloperoksidaze (MPO)

MPO

H.0,+ CI >HOCI1 + H20

citokrom P450

NADPH + H" + O, + RH — NADP* + H,0O + R-OH

dusik oksid sintaza

L-arginin + 3/2 NADPH + H* + 20, citrulin + NO + 3/2 NADP*

Tablica 3. Reaktivni spojevi kisika i dusika (preuzeto i prilagodeno prema 92)

Slobodni radikali

Cestice koje nisu slobodni radikali

superoksidni, Oz
hidroksilni, OHe
peroksilni, ROO
alkoksilni, RO
hidroperoksilni, HO,¢

vodikov peroksid, H2O;
hipokloritna kiselina, HCIO
ozon, O3

singletni Kisik, 02

dusikov (II) oksid, NO

dugikov (IV) oksid, NO2+

nitrozil, NO

nitritna kiselina, HNO2
dusikov (IIT) oksid, N203
peroksinitrit, ONOO -
alkilperoksinitrit, ROONO
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2.11.2. Antioksidacijski sustav

U svrhu obrane od oksidacijskih oSteCenja organizam je tijekom evolucije razvio kompleksan

antioksidacijski sustav koji pomaze u o¢uvanju homeostaze organizma.

Antioksidansi su molekule koje inhibiraju oksidaciju drugih molekula time §to se same
oksidiraju u reakciji s visokoreaktivnom molekulom poput slobodnog radikala. Njihova
fizioloska uloga ocituje se u prevenciji oSte¢enja stani¢nih komponenti uslijed kemijskih
reakcija slobodnih radikala. Glavni mehanizmi koje antioksidansi pokazuju ukljucuju redukciju
metala poput Zzeljeza i bakra, vezanje slobodnih radikala doniranjem elektrona ili protona,
kreiranje kompleksa s metalnim prooksidansima (keliranje metala), vezanje singletnog kisika
te stimuliranje aktivnosti antioksidacijskih enzima. Prvi je mehanizam razbijanja lanca prema
kojem primarni antioksidans donira elektron slobodnom radikalu prisutnom u sustavu. Drugi
mehanizam ukljucuje uklanjanje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) 1 reaktivnih duSikovih

vrsta (RNS) uklanjajuéi katalizator koji zapocinje lan¢anu reakciju.

U zdravom organizmu proizvodnja ROS-a i RNS-a regulirana je preko sustava neenzimskih
antioksidansa, antioksidacijski enzima i proteina. Antioksidansi skupljaju radikale, smanjuju
njihovu proizvodnju i tako sprjeCavaju nastanak oStecenja uzrokovanih njihovim djelovanjem
(95). Neenzimatski antioksidansi su molekule male molekularne mase. U njih ubrajamo
vitamine C (askorbinska kiselina) i E (a-tokoferol), B-karotene, uri¢nu kiselinu, GSH 1 tripeptid
(L-y-glutamil-L-cisteinil-L-glicin) (96, 97). Kisikovi radikali poput peroksida i superoksida
mogu biti neutralizirani razli¢itim antioksidacijskim enzimima poput superoksid dismutaze

(SOD), glutationperoksidaze (GPX) i katalaze koji su glavni antioksidacijski enzimi (97).

Ti enzimi mogu do¢i u vise oblika, primjerice imamo 3 oblika SOD: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD i
EC-SOD. Razli¢iti oblici ovog enzima preferiraju razli¢ita mjesta u organizmu, primjerice Mn-
SOD se nalazi u matriksu mitohondrija, a EC-SOD primarno djeluje u izvanstaniénom matriksu
(97). Neki proteini djeluju poput antioksidansa vezu¢i ROS-ove i RNS-ove. Takvi proteini su
albumin, transferin, haptoglobin i ceruloplazmin. Ukoliko dode do smanjene koncentracije
antioksidansa u tijelu ili do smanjene aktivnosti antioksidacijskih enzima i povecane
proizvodnje ROS-a i RNS-a moze do¢i do oksidacijskog stresa, tj. do oksidacijskog ostecenja
membranskih lipida (lipidna peroksidacija, LPO) i DNA te nitrozativnog oSte¢enja proteina.
Daljnji procesi mogu dovesti do nefunkcioniranja stanice zbog oste¢enja stanicne membrane,

mitohondrija, DNA i funkcionalnih proteina, §to u kona¢nici dovodi do apoptoze stanice (96).
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2.11.3. Oksidatcijski stres i neuroupala

metaboli¢ke hiperaktivnosti i visoke stope konzumacije kisika (20%), velike potrebe za
energijom i male mogucnosti regeneracije te mnogo polinezasi¢enih masnih kiselina u
stani¢nim membranama neurona, visokog sadrzaja zeljeza i male aktivnosti antioksidacijskih
prosjecno trose 4,7 milijardi molekula ATP-a po sekundi. Mitohondriji zbog svoje opskrbe
neurona ATP-om uz pomo¢ oksidacijske fosforilacije, ali i brojnih drugih vaznih funkcija igraju
vaznu ulogu u zdravom funkcioniranju mozga. Mitohondrijska proizvodnja ATP-a podrzava
stvaranje sinapsa te stvaranje 1 prijenos akcijskog potencijala duz neurona. U sinaptickoj
pukotini odrzavaju i reguliraju neuroprijenos odrzavanjem razine Kalcija (Ca?"). Kalcijevi ioni
¢iju koli¢inu reguliraju u stanici vazni su 1 u odrZzavanju normalne transkripcije gena.
Oksidacijskim stresom oStecena mtDNA, neravnoteza u mitohondrijskom respiratornom lancu
i homeostazi Ca?*, ekscitotoksi¢nost, apoptoza, propusnost membrane i mitohondrijski
obrambeni sustav odgovorni su za pojavnost neurodegnerativnih bolesti ili povecanje vec¢
postoje¢ih neuralnih disfunkcija 1 pokretanje neurodegeneracije (98). Ekscitacijske
aminokiseline i neuroprijenosnici u mozgu takoder mogu svojim metabolizmom doprinijeti
stvaranju ROS-a (4). Povecane razine ROS-a poti¢u transkripciju proupalnih gena, otpustanje
citokina (interleukina-1 i -6), ¢cimbenika nekroze tumora (TNF-a) i kemokina. Sve to dovodi do
neuroupale. Upala potom pokrece aktivaciju mikroglija- stanica i astrocita koji stvaraju velike
koli¢ine dodatnog ROS-a. Na taj nacin dolazi do kroni¢nog oksidacijskog stresa (98). Osim
toga oStecenja uzrokovana ROS-om i RNS-om mogu dovesti do autoimunog odgovora.
Tijekom upale lipidi membrana mozga, misi¢a i ziv¢anih stanica mogu biti oSteceni
oksidacijskim stresom. Aktivirani neutrofili 1 monociti mogu dovesti do poveéane proizvodnje
dusikova oksida i peroksinitrita §to moze dovesti do nitracije 1 nitrozilacije proteina. Tijekom
tih procesa dolazi do promjene kemijske strukture inace sveprisutnih molekula te nastaju brojni
modificirani novi epitopi, koji su jako imunogeni¢ni. Tako oksidacija masnih kiselina
autoepitopa koji su u normalnim uvjetima sakriveni od imunosnog sustava, moze dovesti do
njihova prepoznavanja od strane imunosnog sustava $to dovodi do ostecenja komponenti
lipidne membrane (95). Sve to pokre¢e kaskadu dogadaja koji dovode do razvoja nekih
neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove bolesti, amiotroficne lateralne skleroze,
Huntingtonove bolesti, multiple skleroze i Parkinsonove bolesti. Oksidacijski stres u nekim

slu¢ajevima uzrokuje krivo smatanje proteina sto takoder dovodi do nekih neurodegenerativnih
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bolesti poput: Creutzfeldt-Jakobove bolesti, govede spongioformne encefalopatije, Kuru
bolesti, Gerstmann-Straussler-Scheinkerovog sindroma i fatalne obiteljske insomnije (98).

2.12. Znacaj mikrobiote za ljudski organizam

Nedavno je porasla svijest koliko je ljudska mikrobiota zna¢ajna za funkcioniranje organizma,
a tek se otkriva kakve sve uloge ima u odrzavanju homeostaze. Naime, razultati
bioinformatickih istrazivanja na razini genoma (engl. genome wide association studies) su
pokazala kako znac¢ajan broj gena za koje se uocila promjena ekspresije u ljudi oboljelih od AD
nisu geni ljudskog genoma (4). To¢nije, svakim organom naSeg organizma koji sadrzi
mikroorganizme, dominiraju odredena koljena mikrobioma. Tako na koZi prevladavaju
Actinobacteria, Firmicutes i Proterobacteria, disnim sustavom Bacteroidetes, Firmicutes i
Proterobacteria, a urogenitalnim sustavom Firmicutes (10). Probavni sustav sadrzi 95%
ljudske mikrobiote, sadrzi otprilike 10'* mikroorganizama koje ¢&ini 1000 razli¢itih vrsta
mikroba i procijenjeno je da mikrobiota probavnog sustava kodira otprilike 4x10° razli¢itih
gena, a to je 150 puta vise od kodirajucih gena koje sadrzi genom Covjeka (10). Vise od 99%
crijevne mikrobiote Cine anaerobne bakterije, gljive, prazivotinje, arhebakterije 1 drugi
mikroorganizmi. U probavnom sustavu samo dva koljena bakterija su visoko zastupljena:
Firmicutes (~51%) i Bacteroidetes (~48%), a ostalih 1% ¢ine ¢lanovi koljena Cyanobacteria,
Fusobacteria, Proterobacteria, Spirochaetes i Verrucomicrobia (4). Pokazalo se kako
mikroorganizmi koji su najmanje zastupljeni (1%) imaju najveci utjecaj na bolest i velika je
uloga zdrave mikrobiote da drZi pod kontrolom proliferaciju patogenih mikroba koji se nalaze

u probavnom sustavu (4).

2.12.1. Uloga mikrobiote probavnog sustava u odriavanju homeostaze

Mikrobiota probavnog sustava ima vaznu ulogu odrzavanju cjelovitosti stijenke crijeva jer
onemogucava adheziju patogenih mikroba na stijenke probavnog sustava kompeticijom za
nutrijente i sintetiziranjem antimikrobnih spojeva (10). Takoder, osigurava proizvodnju mnogih

esencijalnih vitamina, osobito iz skupina B i K. IskoriStava energiju iz neapsorbiranih ostataka
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hrane sintezom kratkolan¢anih masnih kiselina (engl. short chain fatty acids, SCFA) i time
olakSava apsorpciju neprobavljivih sastojaka hrane (7, 9, 10) i pomaze u razgradnji i apsorpciji
kompleksnih ugljikohidrata (4). Osim toga, omogucava regulaciju 1 pravilno sazrijevanje
imunosnog sustava zato Sto mikroorganizmi probavnog sustava razgraduju kompleksne
polisaharide koji apsorbiraju i vazni su za stjecanje imunosti prema stranim antigenima (99).

Ima vaznu ulogu i u metaboliziranju i neutralizaciji karcinogena koji u tijelo udu hranom (10).

Budu¢i da je starija dob najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za AD, promjene u tijelu do kojih dolazi
zbog starosti su vazne za prouciti buduéi da bi mogle imati ulogu u razvijanju AD. U starijih
ljudi dolazi do promjena mikrobiote, naime Firmicutes i Bacteroidetes ostaju dominantni,
medutim, raste relativni udio Proterobacteria, a smanjuje se relativni udio Bifidobacterium i
Lactoabacillus (100). Sa staros¢u se smanjuje raznolikost mikrobiote, a na to se moze utjecati
prehranom, nac¢inom zivota i rehabilitacijom (9). Starenje je povezano s prejakom stimulacijom
urodenog i adaptivnog imunosnog sustava, a uz to nedostatak probiotika dovodi do smanjenja
proizvodnje SCFA, o0sobito aminomaslac¢ne kiseline koja ima vaznu ulogu u odrzavanju
cjelovitosti crijevnog epitela i kontroli upale. To su razlozi zbog kojih dolazi do blage, ali stalne
upale te raste permeabilnost crijevne stijenke i laksa je translokacija bakterija, a i sama upala je

......

kognitivnih mogucnosti (9, 100).

2.12.2. Os mikrobiota-crijeva-mozak

Os mikrobiota-crijeva-mozak (GBA) je dvosmjerni komunikacijski sustav koji je povezan
neuralnim, imunosnim, endokrinim i metaboli¢kim putevima (Slika 15), a uloga mu je pracenje
i integriranje funkcija crijeva i mijenjanje funkcija crijeva s obzirom na glad, stres i emocije (8,
9). Sastoji se od mozga i ledne mozdine, enterickog Ziv€anog sustava, zZivaca hormona i drugih
molekula kao $to su neuropeptidi i citokini (8). Entericki Ziv¢ani sustav (engl. enteric nervous
system, ENS) je ugraden u stijenke crijevnog sustava od jednjaka do anusa, sadrzi tisuce
ganglija i oko 4x10° neurona, vise neurona nego bilo koji drugi periferni organ, a otprilike

jednako kao cijela ledna mozdina (8).

Utjecaj mikrobiote na sredis$nji Ziv€ani sustav (engl. cental nervous system, CNS) se ocituje pri
normalnom stanju organizma kao za vrijeme bolesti. Sve Sto utjeCe na promjene u sastavu

mikrobiote posljedicno moze utjecati i na CNS, primjerice koriStenje antibiotika, uzimanje
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probiotika, promjena prehrane, permeabilnost crijeva (10). Smatra se da su promjene u
dvosmjernoj komunikaciji crijeva-mozak uklju¢ene u patogenezu vise neuralnih poremecaja
kao $to su autizam i spektar bolesti slican autizmu, Parkinsonova bolest, kroni¢na bol (101),
Alzheimerova bolest (9), multipla skleroza, Devicova bolest (neuromyelitis optica), Guillain-
Barré sindrom, tjeskoba i stres (10). Predklinicka istrazivanja sugeriraju da su mikrobiota i njeni
metaboliti ukljuceni u moduliranje ponasanja i procesa u mozgu, uklju¢ujuéi odgovor na stres,
emocije, nosenje s boli, probavu i biokemijske procese u mozgu (101, 102). Kako bi se proucio
utjecaj crijevne mikrobiote na GBA, koristeno je vise razli¢itih modela kao §to su manipulacija
antibioticima, zaraza mikrobima, transplantacija fecesa 1 koriStenje modelnih Zivotinja bez

mikroorganizama (engl. germ-free) (9).

Putevi koji povezuju mikrobiom i
sredisnji Ziv€ani sustav

Lumen Crijevna epitelna { -
crijeva barijera CNS.

— \

Zivac vagus |

stimuliranje vagusa

Krvozilni sustav

neurotransmiteri
hormoni

metaboliti

imunolosko signaliziranje

Imunoloski sustayv

MAMP-ovi
metaboliti

Slika 15. Putevi koji povezuju mikrobiotu i sredi$nji Zivéani sustav (preuzeto i prilagodeno prema 101).
Preko Zivca vagusa se ostvaruje izravna komunikacija enterickog Zzivéanog sustava i sredi$njeg ziv€anog sustava,
bakterije mikrobiote mogu stvarati molekule koje se prenose krvozilnim sustavom i mogu prije¢i krvno-mozdanu
barijeru ili MAMP-ovima (engl. microbe associated molecular patterns) i mikrobnim metabolitima koji

signaliziraju imunosnim stanicama koje pak mogu utjecati na neurofiziologiju.
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2.12.3. Propusnost crijevne barijere

Crijevna barijera mora ispuniti dva kontradiktorna zadatka. Dok s jedne strane, mora biti
propusna za vitamine, minerale i hranjive tvari s druge strane, mora nas §tititi od prodiranja
Stetnih bakterija, gljivica, virusa i zagadivaca. Dakle, crijevna barijera mora regulirati
propusnost vrlo selektivno. Prilikom reguliranja propusnosti, crijevna sluznica djeluje zajedno
s bakterijama iz crijevnog ekosustava, s imunosnim stanicama koje se nalaze u crijevima i

vegetativnim ziv€anim sustavom crijeva.

Nepropusnost omogucuju okludin spojevi izmedu epitelnih stanica crijeva (lat. zonula
occludens: Z0O-1, Z0O-2, ZO-3; poznati kao Cvrsti spojevi, engl. tight junctions, TJs).
Multiproteinski spojni kompleksi koji zatvaraju medustani¢ni prostor te djeluju kao
paracelularna difuzijska barijera, a ¢ine ih okludini i klaudini sa zonulinom koji ih pri¢vrscuje
na mrezu aktomiozina unutar epitelnih stanica. Poremecaj cijelovitosti 1 funkcije crijevne

barijere naziva se crijevna propusnost (engl. leaky gut).

Zonulin je protein odgovoran za regulaciju TJs izmedu epitelnih stanica crijevne barijere.
Posredstvom raznih podrazaja, koje emitira sluznica crijeva, zonulin se veze na specifi¢ne
receptore na epitelnim stanicama crijeva putem protein-kinaze posredovane C-alfa
polimerizacijom aktina. To uzrokuje kontrakciju proteina citoskeleta, Sto dovodi do otvaranja
prostora izmedu epitelnih stanica. Analiza razine zonulina daje uvid u propusnost crijevne
barijere; povecana razina zonulina korelira sa smanjenom funkcionalnos$¢u crijevne barijera i
povecanom propusnosti crijeva. Povecana crijevna propusnost se moze pojaviti u kontekstu s
kroni¢nim upalnim bolestima crijeva, poremecajima ekosustava crijevne mikrobiote,
celijakijom i nekim drugim autoimunim bolestima. Netolerancija na hranu ili sustavna

aktivacija imunosnog sustava koja potjece iz crijeva moze biti posljedica povecane propusnosti

crijeva (103).

U sluc¢aju povecane propusnosti crijevne barijere, komponente iz hrane se probavljaju oteZano
te je uocena znatno loSija apsorpcija. Osnovni elementi u tragovima, kao $to su cink, selen,
bakar, magnezij, mangan, ili krom, imaju kljuénu ulogu kao kofaktori brojnih enzima. Vec¢
manji nedostatak moZze dovesti do smanjenja kognitivnih sposobnosti ili povecane osjetljivosti
na infekcije. Osim toga, neki minerali imaju izravan utjecaj na crijeva te poput cinka izravno

djeluju na obnavljanje crijevne barijere. Dakle, za pacijente s pove¢anom razinom zonulina
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dostatna opskrba mineralima od vitalne je vaznosti. Kako bi se izbjegla nedostatnost minerala,

doziranje bi trebalo biti regulirano u sukladu s individualnim mineralnim statusom (104).

IDRAVI CNS STRES | BOLEST

ntegriet crjew barere e
. zadrZan, patobionti pod kontrok
ZDRAVO PROBAVILO ' x CRIJEVNA DISFUNKCIJA
Lo =@ ratobionti @ Simbionti ,&’ SCFAs ﬂNeurotransmiten‘ O Proupalni citokini

Slika 16. Os mikrobiota-crijeva-mozak u zdrave i bolesne osobe (preuzeto i prilagodeno prema 103). (Lijevo)
Kad je organizam zdrav, simbiontske bakterije, zdravi urodeni imunosni sustav i crijevna epitelna barijera
kontroliraju patobionte i njihov rast u crijevima te se zbog zdrave funkcije crijeva omogucéuje dobra komunikacija
izmedu CNS-a i crijevne mikrobiote. (Desno) Pri patoloskim stanjima crijevna disbioza dovodi do promjena u
crijevnoj mikrobioti i poremecéene signalizacije na osi crijeva-mozak. Zbog poveéanog rasta patobionta moze doéi
do upale, a makrofagi doprinose patogenezi lu¢enjem proupalnih citokina. Dolazi do gubitka funkcije crijevne
barijere zbog Cega je moguca translokacija patogenih bakterija i njihovih komponenti u krvoZilni sustav gdje se
aktivira urodeni imunitet kojeg karakteriziraju stvaranje proupalnih citokina, sustavna upala i poremecena funkcija
crijeva. Ti mehanizmi mogu dovesti do poremecenih funkcija CNS-a kao $to su ponasanje, odgovor na stres i

spoznaja.

Teski metali, kao Sto su Ziva, srebro, kositar, olovo, paladij ili aluminij, mogu dospjeti u crijevo
prilikom konzumiranja kontaminirane hrane ili oslobadanja metala iz zubnih pomagala.
Nazalost, toksi¢ni metali prisutni su u velikoj mjeri te njihova nazo¢nost je povezana s
crijevnom propusno$¢u, povecanom apsorpcijom toksina u organizam i viSom razinom

toksi¢nog stresa.
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2.12.4. Poveznica izmedu propusnosti crijevne i krvno moZdane barijere

Kako bismo razumjeli mogucu vezu izmedu propusnosti crijeva (engl. leaky gut) i moguce
propusnosti mozga (engl. leaky brain), potreban je osvrt na barijere u fizioloskim uvjetima.
Krvno-mozdana barijera (engl. blood— brain barrier, BBB) sastoji se od kapilara endotelnih
stanica, mikrovaskularnih pericita, astrocita i perivaskularnih mikroglija stanica. Medustani¢ni
¢vrsti spojevi (engl. tight junctions, TJs) endotelnih stanica predstavljaju jedinu anatomsku
barijeru izmedu krvotoka i mozga. TJs, nekad smatrani staticnim strukturama, su, u stvari,
dinamicni 1 lako prilagodivi raznim razvojnim 1 patoloSkim promjenama. Medutim, regulatorni

mehanizmi na kojima se temelji ova prilagodba jos uvijek su nedovoljno razjasnjeni (105).

Dosadasnja istrazivanja na podruc¢ju GBA isti¢u dva proteina kao modulatore TJ-a vazne u
naruSavanju barijera: zonulin 1 zonula okluden toksin (Zot). Zonulin i1 njegov prokariotski
analog Zot koji je razvio Vibrio cholerae, uzrokuju polimerizaciju aktina ciljanih stanica §to
dovodi do rastavljanja kompleksa TJs kroz mehanizam ovisan o protein kinazi C (103). Svaki
¢lan obitelji zonulin/Zot ima molekularnu masu ~47 kDa i nadin vezanja N-terminalnih
receptora za osam aminokiselina. Supstitucijom amino Kiseline u mjestu vezanja N-terminala
identificirani su aminokiselinski ostaci koji diktiraju specifi¢nost tkiva (103, 104). Biokemijska
karakterizacija dala je dokaz da je zonulin/Zot receptor glikoprotein koji sadrzi vise ostataka
sijalne kiseline. Usporedba N-terminalnih slijedova zonulinskog/Zot receptora s ostalim
proteinskim slijedovima BLAST analizom pokazala je upecatljivu slicnost sa MRP-8, ¢lanom

14 kDa iz S-100 porodice proteina koji se vezu za kalcij (103).

Mnoge bolesti i stresori koji utje¢u na CNS takoder mijenjaju funkcionalnu cjelovitost BBB-a.
Oni utjecu na sposobnost barijere da selektivno ograni¢avaju prolazak tvari iz krvi u mozak. K
tome, upala i upalni proces mijenjaju svojstva propusnosti i doprinose promjenama CNS-a, $to

dovodi do promijenjene isporuke terapijskih sredstava u mozak.

Nedavno je nekoliko istrazivanja sugeriralo da mikrobiota moze izravno utjecati na mozak i
crijeva na nekoliko nacina, ukljuéujuci doprinos u stvaranju BBB-a tijekom embrionalnog
razvoja. U tom pogledu, amnionska tekucina nije sterilna, i razvoj BBB-a i bilo koje mikrobno
migriranje i gravitiranje zapo¢inje u ranom razvoju i nastavlja se nakon rodenja. Stovige,
prisutnost bakterija povezuje se s razvojem bolesti, ali istodobno je bitna za razvoj imunosti i
barijera. Vitalni organi i bioloski sustavi razvili su prepreke za infekcije i pasivnu difuziju

otopljenih tvari i proteina u tkivna, sve u svrhu prezivljavanja domacina (106).
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Funkcionalna BBB klju¢na je za odrzavanje homeostaze srediSnjeg zivéanog sustava. Dakle,
selektivna propusnost je kljucna za ogranicavanje kretanja tvari iz sustavne cirkulacije do
mozga ili drugih organa koji sprjecavaju organe od brzih promjena u ionskim ili metaboli¢ckim
uvjetima. Ograni¢ena propusnost BBB-a takoder stiti mozak od izlozenosti molekulama koje
mogu biti bezopasne za periferne organe, ali prilicno toksi¢ne za ranjive neurone u
hipokampusu i drugim dijelovima mozga. Cjelovitost epitela takoder zahtijeva ravnotezu

izmedu stani¢ne proliferacije i stani¢ne smrti (106).

Disfunkcija BBB koja vodi do ,leaky brain“ moze se povezati s razli¢itim neuroloskim
bolestima, ukljuc¢uju¢i poremecaj autisticnog spektra (ASD), demenciju, Alzheimerovu bolest,
depresiju i shizofreniju. Prodor BBB zabiljeZen je u vecine bolesnika s psihijatrijskim bolestima
(106). Nadalje, BBB moze postati ,,propusna“ za odabrane neuroloSke bolesti koje imaju
imunosnu komponentu, poput multiple skleroze (MS), Alzheimerove bolesti, traume mozga,
edema 1 karcinoma mozga, amiotroficne lateralne skleroze (ALS), meningitisa 1 sustavnih
bolesti poput zatajenja jetre. Stovise, ko-metabolizam u medureakciji crijeva-mozak-endokrini
susatav igra ulogu u istim neurodegenerativnim poremecajima, uklju¢ujuc¢i Parkinsonovu bolest
(PD), pa ¢ak i autizam, ¢ini se da u svojoj patogenezi ima komponentu koju pokre¢e mikrobiota.
Propusnost i poremec¢aj BBB utvrdeni su kod Alzheimerove bolesti (AD), zbog Cega je
omogucen ulaz periferne krvi, amiloida beta i citokina u mozak, $to doprinosi patogenezi
ranjivih neurona. Nedavno je opisano kako mikrobiota probavnog sustava igra vaznu ulogu u
kontroliranju pojedinih dijelova naSeg sustava povezujucih ih u jedinstvenu cjelinu te ¢ine vazni
dio nase neurobiologije, mentalnog, bihevioralnog, pa ¢ak i cjelokupnog zdravlja, ukljucujuci

pamcenje, depresiju, poremecaje raspolozenja i anksioznost (106).

2.13. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti koji su sveprisutni u mnogim dijelovima biljke, ukljucujuci
latice, liS¢e, pulpu, stabljiku i korijenje. Nisu izravno odgovorne za rast i razvoj biljaka, ali su
potrebne da biljka opstane u svom okruzenju (107). Biljkama primarno sluze kao molekule
ukljucene u obranu od UV zracenja ili napada patogena, pigmentaciju, rast, razmnoZavanje i
antioksidacijsku zastitu (108). Iako se fenolni spojevi naj¢es¢e spominju kao spojevi s fenolnim

prstenom oni su zapravo veoma raznolika skupina sekundarnih metabolita zbog ¢ega su u
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literaturi prisutni mnogi nacini njihove klasifikacije: prema strukturi, na temelju broja
ugljikovih atoma u molekuli, na temelju bioloske aktivnosti, biosintetskog puta i sl. (109). Svi
polifenoli nastaju od zajedni¢kog posrednika, fenilalanina, odnosno bliskog prekursora
Sikiminske kiseline (110). Postoji preko 8000 strukturnih varijanti fenolnih spojeva, a opéenito
se kategoriziraju na flavonoide i neflavonoide (111). Posljednjih godina mnogo se pozornosti
pridaje njihovoj potencijalnoj ulozi funkcionalnih sastojaka hrane (112). U 2013., Del Rio i sur.
(113) pregledali su vise od 500 publikacija usredotocenih na bioraspolozivost prehrambenih
polifenola i njihovo zastitno djelovanje protiv kroni¢nih bolesti. Prvi izvjestaj o pozitivnom
ucinku flavonoida citrusa (hesperidin i rutin) datira iz 1936. (114). Epidemioloska istrazivanja
na nizozemskoj populaciji iz 1993. dokazuje povezanost izmedu visokog unosa flavonoida 1
smanjenja smrti zbog aterosklerotskih promjena krvozilnog sustava (115), $to je pruzilo poticaj
za daljnja istrazivanja bioraspolozivosti 1 biou€inkovitosti flavonoida kao funkcionalnih

sastojaka hrane (116).

Vecina istrazivanja polifenola usmjerena je na pozitivne ucinke u lije¢enju ili ublazavanju
mnogih patoloskih stanja, zbog dokazane sposobnosti polifenola da inhibiraju specifi¢ne
enzime, stimuliraju hormone i neuroprijenosnike, keliraju prijelazne metale poput bakra i
zeljeza, moduliraju receptore i interferiraju sa stani¢nim signalnim putovima te neutraliziraju
oksidacijske procese slobodnih radikala u organizmu ljudi i Zivotinja (117, 118, 113). Polifenoli
mogu djelovati kao antioksidansi na nekoliko nacina, tj. moraju zadovoljiti dva uvjeta: (a) kada
su prisutni u maloj koncentraciji u odnosu na tvar podloZznu oksidaciji, moraju bitno usporiti ili
sprijeciti reakciju oksidacije; (b) nastali radikali moraju biti stabilni da ne bi poticali lan¢anu
reakciju (93). Najucinkovitiji su kada neutraliziraju slobodne radikale i tako prekidaju lan¢anu
reakciju slobodnog radikala. Antioksidacijski potencijal polifenola ovisi o kemijskoj strukturi
molekule, odnosno o fenolnoj strukturi od koje potjecu antioksidacijske sposobnosti. Glavne
strukturne znacéajke polifenola vazne za sposobnost neutraliziranja slobodnih radikala jesu:
hidroksilne skupine, O-metilacija, 2-3 veze u konjugaciji s 4-keto skupinom, glikozidacija te

stupanj polimerizacije (119).

Neki polifenolni spojevi, osim vrlo korisne antioksidacijske aktivnosti, mogu pod odredenim
uvjetima pokazivati i negativno prooksidacijsko djelovanje (120-122). Naime, umjesto da
antioksidans zavrsi lanCanu reakciju slobodnog radikala na nacin da reagira s idu¢im slobodnim
radikalom, fenoksi radikal moze reagirati s kisikom i stvoriti Stetne spojeve poput semikinona
i kinona (P = O), superoksidnog anion (-O2") i vodikovog peroksida (PO- + O - P=0+-02")

(122-125). Ion prijelaznog metala poput dvovalentnog iona bakra takoder moze inducirati
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prooksidacijsko djelovanje fenolnog spoja koje je proporcionalno ukupnom broju hidroksilnih
skupina. Glikozidacija i metiliranje hidroksilnih skupina smanjuju prooksidacijsko svojstvo
fenolnog spoja (117, 126). Prooksidacijsko djelovanje polifenolnih spojeva uglavnom se ocituje
u odredenim uvjetima, koji omoguéuju njihovu autooksidaciju, primjerice visoka koncentracija
antioksidansa, visoki pH s visokom koncentracijom redoks-aktivnih prijelaznih metala i

prisutnom molekulom kisika (125).
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Slika 17. Genericke strukture glavnih flavonoida (preuzeto i prilagodeno prema 107).
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2.13.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najpoznatiji fenolni spojevi i svrstavaju ih u 12 podskupina: (a) u hrani prisutni
u velikim koli¢inama (flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavan-3-oli, flavanoni te antocijani koji
ukljucuju i antocijanidine) i (b) ostale koji se u hrani nalaze u vrlo malim koli¢inama (halkoni,
dihidrohalkoni, dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini i auroni) (126, 127, 112). Za
flavonoide je karakteristicno da imaju C6-C3-C6 kostur, koji sadrze 2 aromatska prstena
povezana s 3-ugljikova mosta (112). Nalaze se u mnogim biljkama, koncentrirani u
sjemenkama, pokozici ili kori voca, kori drveca, lis¢u 1 cvijecu (128). Do danas je poznato vise
od 5000 flavonoida (128, 129). Flavonoidi se medusobno razlikuju prema stupnju oksidacije
centralnog prstena, izuzev halkona i dihidrohalkona kod kojih je piranski prsten otvoren. Mogu
biti hidroksilirani, metoksirani, glikozidirani s monosaharidima ili oligosaharidima, a ¢esto su
esterificirani organskim kiselinama. U prirodi flavonoidi dolaze u slobodnom ili konjugiranom
obliku, a u biljkama se najc¢es¢e nalaze u obliku glikozida zbog Secerne grupe ili viSe njih koje
su povezane preko -OH (O-glikozid) ili ugljik-ugljik (C-glikozid) veze. Pronadeno je vise od
60 Secera koji su povezani na ovakav nacin s flavonoidima. Glikolizacija flavonoida uglavnom
se dogada na polozaju C-3, a rjede na polozaju C-7 (128). Najces¢i glikozidi su glukozid,
glukuronid, galaktozid, arabinozid, ramnozid, apiozilglukozid i malonil (130, 131). Osim u

obliku glikozida, flavonoidi mogu biti prisutni i u nestabilnoj formi aglikona (132, 133).

Aktivnost flavonoida ovisi 0 kemijskoj strukturi, stupnju hidroksilacije, ostalim zamjenama u

strukturi poput konjugata, ili stupnja polimerizacije (134).

2.13.1.1. Flavonoli: kvercertin

Flavonole karakterizira osnovna C6-C3-C6 struktura, pojavljuju se u nadzemnim dijelovima
biljaka, dok su u biljnim dijelovima koji se razvijaju ispod povrsine zemlje nadeni samo u
tragovima. U flavonole spadaju kvercetin, miricetin, kampferol, morin, galangin, a njihovi
glikozidi (rutin, astragalin) su dominantni predstavnici ove skupine flavonoida (131). Najces¢i
aglikoni flavonola kvercetin i kampferol sami imaju najmanje 279 do 347 razli¢itih glikozidnih
kombinacija (135, 136). Ovi flavonoli su u potpunosti netopljivi u hladnoj vodi, slabo topivi u
vruc¢oj vodi, ali prili¢no topivi u alkoholu i lipidima te su zute boje (127, 135). Aglikoni
flavonola nisu prisutni u biljkama, ali ako su i prisutni, vjerojatno su rezultat nekog procesa

obrade hrane kao S$to je zamrzavanje, sterilizacija ili fermentacija (127).
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Kvercetin (3,5,7,3'4'-pentahidroksi flavon) je odabran je kao vodeéi spoj u razvoju
protuupalnog sredstva zbog niske pojavnosti ¢ira na zelucu te zbog inhibicijskog djelovanja na
proizvodnju prostaglandina (PG), COX-2 i nuklearnog ¢imbenika-kB (NF-kB). Pokazao se i

kao dobar ¢ista¢ ROS-a i kelator prijelaznih metalnih iona kao §to su Fe i Cu (135).

Kvercetin je Siroko rasprostranjen u biljkama. On se nalaze u raznim namirnicama, ukljucujuci
jabuke, bobice, kupusnjace, kapare, grozde, luk, ljutike, ¢aj i rajéice, kao i mnoge sjemenke,
oraSaste plodove, cvijeée, koru i lis¢e. Takoder je pronaden u medicinsko-ljekovitom bilju,
ukljucujuéi Ginkgo biloba, Hypericium perforatum i Sambucus canadensis (137, 115, 138). U
crvenom luku, vece koncentracije kvercetina javljaju se u najudaljenijim prstenovima i u dijelu
najblizem korijenu, koji s viemenom postaje dio s najviSom koncentracijom kvercetina (139).
Jedno je istraZivanje pokazalo da organski uzgojena raj¢ica ima 79% vise kvercetina od voca
uzgojenog pomocu kemijskih sredstava (140). Takoder je prisutan i1 u razli¢itim biljnim
medovima (141). U ispitivanoj hrani najvisa koncentracija je 234 mg/100 g jestivog dijela u
kaparima (sirovi), a najmanja koncentracija je 2 mg/100 g jestivog dijela u crnom ili zelenom
¢aju (Camellia sinensis) (142). Dnevni unos flavonola pracen u dosada$njim istraZivanjima
ovisi o geografskom polozaju zemlje 1 prehrambenim navikama populacije (140) te se krece

50-800 mg/danu, udio kvercetina je 75% (143).
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Slika 18. Izoforme kvercetina (preuzeto i prilagodeno prema 135).

-63-



1.13.1.2.  Apsorpcija, bioraspoloZivost i metabolizam kvercetina

Prvo ispitivanje farmakokinetike kvercetina kod ljudi sugeriralo je vrlo slabu oralnu
bioraspolozivost nakon jednokratne oralne doze (~ 2%). Procijenjena apsorpcija kvercetin
glukozida, prirodni oblik kvercetina, krece se 3-17% u zdravih pojedinaca koji su primili dozu
100 mg (136).

Relativno niska bioraspolozivost kvercetina moze se pripisati njegovoj niskoj apsorpciji,
velikom metabolizmu 1/ili brzom uklanjanju (144). Kvercetin se, nakon unosa, oslobada iz
hrane ve¢ u usnoj Supljini gdje stupa u medureakciju s proteinima iz sline formirajuci kvercetin-
protein binarne agregate. Niski pH Zeluca 1 djelovanja bakterija vode razgradnji kvercetina do
fenolnih kiselina koje se mogu apsorbirati u Zelucu za razliku od kvercetin aglikona i kvercetin-
glikozida koji se ne apsorbiraju u Zelucu. Opcenito, polifenoli male molekularne mase
djelomicno se apsorbiraju u tijelo izravno; u tankom crijevu kvercetin-aglikon podlijeze
glukuronidaciji i metilaciji, a kvercetin glikozidi se deglikoziliraju do kvercetin-aglikona uz
pomo¢ crijevne mikrobiote (145). Medutim, pojedini polifenoli niske molekularne mase u
izvornom se obliku prenose u debelo crijevo. Nakon Cega ih kataboliziraju enterobakterije ili
se izluCuju izmetom bez crijevne apsorpcije (146, 147). Bolja apsorpcija kvercetin-3-O-
glukozida u odnosu na aglikon kvercetin se pripisuje membranskom prijenosniku SGLT-1
(natrij ovisan glukozni prijenosnik) koji glukozide prenosi u lumen enterocita gdje su potom
supstrati za citosolnu B-glukozidazu (CBG) Siroke specifi¢nosti. Drugi mehanizam Koji
potpomaze apsorciju glukozida je laktaza—florizin hidrolaza (LPH) smjeStena na membrani
enterocita s aktivnim mjestom okrenutim prema lumenu crijeva. Svojom aktivno$¢u otpusta
aglikone koji potom mogu pasivno difundirati kroz membranu. U tankom crijevu se apsorbira
vecina flavonoidnih glikozida te se cijepaju pomocu crijevnih bakterija ili ljudskih enzima f-
glikozidaze ¢ime nastaju aglikoni. Samo 5% prehrambenih polifenola se apsorbira u tankom
crijevu, dok ostalih 95% unosa prolazi do debelog crijeva gdje fermentira pod utjecajem
mikrobiote (144).

Nastali aglikoni se u stanicama crijeva pretvaraju u konjugate O-glukuronida/O-sulfata pomoc¢u
enzima faze Il (Slika 19) (145). Konjugirani metaboliti se prenose u jetru, gdje se dalje
metaboliziraju, nakon ¢ega ili ulaze u krvotok ili se vracaju u probavni sustav enterohepatickom
cirkulacijom. Ukupna koncentracija konjugiranih metabolita moze dose¢i mikromolarne razine
unutar nekoliko sati, a zatim gotovo nestaju nakon 24 sata (148).Na varijabilnost apsorpcije

kvercetina utjecu razlicite vrste Seera i mjesta konjugacije Secerne skupine (149). Glukozidi se
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ucinkovito hidroliziraju u tankom crijevu f-glukozidazama do oblika aglikona, od kojih se
veliki dio apsorbira (150). Dostupna istrazivanja govore da se kvercetin glukozidi (poput onih
koji se nalaze pretezno u luka ili ljutiki) znatno bolje apsorbiraju od njegovih rutinozida (glavni
kvercetin glikozid u ¢aju) (150). Kvercetin glukuronska kiselina i njeni derivati sumporne
kiseline lakse se apsorbiraju od kvercetina (150). Nadalje, na njegovu apsorpciju utjecu razlike
u glikozilaciji, izvoru hrane iz koje se konzumira i istodobnoj primjeni dijetalnih sastojaka,
poput vlakana i masti (151). Kvercetin i njegovi derivati stabilni su u zelu¢anoj kiselini,
medutim, ne postoji izvjestaj o moguconosti apsorpcije u Zeludcu. Istrazivanja sugeriraju da se
kvercetin apsorbira u gornjem segmentu tankog crijeva (152, 153). Medu derivatima kvercetina,
konjugirani oblici njegovih glikozida se bolje apsorbiraju od kvercetina. Pro¢iséeni kvercetin
glukozidi su sposobni reagirati s natrij-ovisnim prijenosnicima glukoze u epitelu sluznice, §to
omogucuje apsorpciju u tankom crijevu (149). Kvercetin 1 derivati transformiraju se u razlicite
metabolite (fenolna kiselina) enterickim bakterijama i enzimima u epitelnim stanicama sluznice

crijeva. Ti se metaboliti apsorbiraju, transformiraju ili kasnije izlucuju (154).
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Slika 19. Put apsorpcije i metabolizma izokvercetina (kvercetin 3-O-glukozid) i rutina (kvercetin 3-O--
rutinozid) u probavnom sustavu (147, 155, 156) (Preuzeto i prilagodeno prema 107). CBC - citosolna f-
glukozidaza, LPH - laktaza-florizin hidrolaza.
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Nakon apsorpcije, kvercetin se metabolizira u razli¢itim organima, ukljucujuci tanko crijevo,
debelo crijevo, jetru i bubrege. Metaboliti koji nastaju u tankom crijevu i jetri pomocu
biotransformacijskih enzima ukljucuju metilirane, sulfo supstituirane i glukuronidirane oblike
(157, 158). Metaboliti kvercetina analizirani u uzorcima plazme i jetre pokazali su da su
koncentracije njegovih derivata u jetri nize od onih u plazmi, a jetreni metaboliti su intenzivno
metilirani (90-95%) (159, 160). Kontinuirani unos hrane bogate kvercetinom, omogucuje
nakupljanje i znacajno povecanje koncentracije kvercetina u plazmi, $to korelira s njegovim
prehrambenim unosom (161, 162). Dok derivati kvercetina izoramnetin i glukozidni sulfat ¢ine
91,5% njegovih metabolita, ostali metaboliti ukljucuju njegov glukuronoidni i metilirani oblik
(146). Dostupnost u stanicama smanjuje i sposobnost proteina plazme (albumini ¢ine 99,4%)
da konjugiraju kvercetin (147).

OgraniCena istrazivanja sugeriraju da kvercetin i njegovi metaboliti imaju tendenciju
nakupljanja u organima koji sudjeluju u njegovom metabolizmu i izlu¢ivanju te da se unutar
stanice koncentrira u mitohondrijima (147, 148, 163-168). Bubrezi su glavni organ izlu¢ivanja.
Koncentracija kvercetina u urinu povecavala se s povecanjem doze (147). Ljudski ispitanici
mogu apsorbirati znacajne koli¢ine kvercetina iz hrane ili dodataka, a uklanjanje je prilicno
sporo, 11-28 sati (164). Prosjecni terminalni poluzivot kvercetina je 3,5 sata (165). Ukupni
povrat C-kvercetina u urinu, izmetu i izdisaju je vrlo razli¢it, ovisno o pojedincu (166). Velika
koli¢ina apsorbiranog kvercetina se intenzivno metabolizira i na kraju se eliminira plu¢ima
(167). Dodatna literatura sugerira da istodobni unos kvercetina s vitaminom C, folatima i

dodatnim flavonoidima poboljSava bioraspoloZzivost (164, 148).

Sva dosada$nja istrazivanja pokazuju da se kvercetin glukozid apsorbira u gornjem dijelu
tankoga crijeva, zatim se metilira, sulfosupstituira i glukuronidira biotransformacijskim

enzimima u tankom crijevu i jetri, i kona¢no se izlu¢uje bubreznom filtracijom putem urina.

2.13.1.3. Utjecaj polifenola na crijevnu mikrobiotu i obrnuto

Nedavna istrazivanja su dokazala da polifenoli koji se ne apsorbiraju u crijevima mijenjaju
mikrobnu zajednicu, Sto rezultira blaZzom sustavnom upalom i boljim metaboli¢kim ishodima
(169-171). Polifenoli mogu takoder imati povoljne uéinke na mikrobiotu, djeluju¢i kao
prebiotici (172). Biljni sastojak koji nije probavljiv i koji blagotvorno utje¢e na domacina

selektivnim poticanjem rasta i/ili aktivnosti jedne ili ograni¢enog broja bakterija u debelom
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crijevu i tako poboljsava zdravlje domacina naziva se prebiotikom. Prebiotici koji najvise
obecavaju su oligosaharidi koji nisu probavljivi, uklju¢ujuéi fruktooligosaharide,
galaktooligosaharide (GOS) i inulin koji blagotvorno utjecu na rast i aktivnost Bifidobacterium
I Lactobacillus, dok statisticki znacajno smanjuju bakterije Bacteroides, Candida i
Enterobacteriaceae (173). Povecana proizvodnja kratkolan¢anih SCFAs od strane mikroba
uslijed niZzeg pH crijeva i crijevnog sadrzaja sprije¢ava rast potencijalno patogenih bakterija
kao §to su E. coli i ostali ¢lanovi Enterobacteriaceae. SCFA, poput acetata, propionata i
butirata, vazni su metaboliti u odrzavanju crijevne homeostaze. Stovise, SCFA djeluju kao
ligandi za receptore vezane na G-protein (GPCR), uklju¢uju¢i GPR109A, GPR43 i GPR41,
aktivirajuci kaskade protuupalne signalizacije koji kontroliraju imunosne funkcije (174).

Nasuprot tome, mikrobiota crijeva opremljena je velikim brojem razli¢itih vrsta enzima koji su
sposobni za razli¢ite modifikacije prehrambenih flavonoidnih spojeva prije ulaska u debelo
crijevo. U debelom crijevu mikrobni enzimi (hidroksilaze, ramnosidaza, $-glukuronidaza, /-
glukozidaza, sulfataza i esteraze) mogu eliminirati glikozide, glukuronide i sulfate i stvarati
flavonoidne aglikone, koji se dalje metaboliziraju u razli¢ite proizvode fizije (Cijepanja)
prstenova (engl. ring-fission). Tako mikrobni enzimi kataliziraju razliCite vrste reakcija,
ukljucujuéi oksidaciju, redukciju, O- i C-deglikozilaciju, dekarboksilaciju, demetilaciju,
izomerizaciju, dehidroksilaciju, cijepanje estera, smanjenje C-C dvostrukih veza, cijepanje u

prstenu, produzenje i skra¢ivanje alifatickog ugljikovog lanca i cijepanje prstena (175).

Izgleda da se korisni ucinci flavonoida ne mogu u potpunosti ostvariti nakon oralnog unosa U
nedostatku mikrobnih vrsta koje mogu katabolizirati flavonoide. Medutim, neki spojevi prisutni
u prehrani mogu modulirati mikrobiotski sastav, rezultiraju¢i promjenama u metabolickoj
aktivnosti crijevnih bakterija. Stoga su neki podaci pokazali da dijetalni pripravci s kvercetinom
ili resveratrolom mogu igrati pozitivne uloge u minimiziranju rizika od kolonskih bolesti
inhibiranjem enzimske aktivnosti nepozeljne crijevne mikrobiote; ti spojevi mogu smanjiti
aktivnost fekalnih i domacinovih mukoznih enzima u kolonu, kao $to je f-glukoronidaza, f-

glukozidaza, f-galaktozidaza, mucinaza i nitroreduktaza (176, 177).

Tako iz biljnih polisaharida koji sadrze otporni Skrob i oligosaharide, neprimjenjive za
domacina, nakon anaerobne bakterijske fermentacije nastaje veliki broj SCFA i drugih
metabolita (laktat, piruvat, etanol, sukcinati, topljivi oligosaharidi, plinovi ). Uz to, mikrobiota
je uklju€ena u proizvodnju i apsorpciju esencijalnih vitamina i mikronutrijenata. Povecana
koncentracija SCFA, koja je konac¢ni rezultat bakterijskog metabolizma rezistentnog skroba i

oligosaharida, moZe pomoc¢i u apsorpciji minerala poput kalcija, pove¢anjem njihove topljivosti
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1 povecanjem ekspresije proteina koji vezu kalcij (178, 179). Resistentni ugljikohidrat crijevne
bakterije mogu iskoristiti za biosintezu folata i sintezu vitamina i aminokiselina poput tiamina,
riboflavina, niacina, pantotenske kiseline, piridoksina, biotina, vitamina B12 i vitamina K2
(180).

Proizvodi fermentacije mikrobiote iz crijeva mogu se koristiti kao hranjive tvari, ali i kao signali
za rasta crijevnog epitela. Pored toga, vazne funkcije proizvoda fermentacije mikrobiote mogu
biti priprema i oblikovanje imunosnog sustava i pruzanje kolonizacijske otpornosti protiv
patogena, umijeSanih u energetski metabolizam domacina 1 pojavu razli¢itth poremecaja,
ukljucujuci metaboli¢ku bolest, upalnu bolest crijeva, alergije kolorektalni karcinom, dijabetes,
pretilost, osteoporoza i neurodegenerativne bolesti (180). Mnoge od ovih tvari imaju
protubakterijska svojstva (npr. proizvodnjom bakteriocina i sl. nusprodukata) koja mogu
eliminirati patogene, ali mogu imati i Stetan u¢inak zbog uklanjanja korisne mikrobiote. Druga
vazna funkcija mikrobiote je njihov potencijal u procesu detoksikacije ili bioaktivacije

ksenobiotika (107).

Izuzev gore navedenih poveznica izmedu crijevnog mikrobiote i imunosnog sustava veliki broj
istrazivanja pokazao je izvanrednu ulogu mikrobiote crijeva i njihovih metabolita u patogenezi
upalnih bolesti, uklju¢ujuéi i neuroupalne i neuro-autoimune bolesti kao $to je multipla skleroza
(MS) (181). Nedavna istrazivanja eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa,
zivotinjskog modela MS-a, otkrila su da modificiranje odredenih populacija crijevnih bakterija
moze utjecati na imunosne promjene stanica na periferiji, Sto rezultira poremecajem imunosnih
odgovora i neuroupalnim procesima u CNS-u. Suprotno tome, neke komenzalne bakterije i
njihovi antigeni proizvodi mogu zastititi od upale unutar CNS-a. Specificne komponente
crijevne mikrobiote uklju¢ene su u proizvodnju protuupalnih citokina i naknadno stvaranje
Th17 stanica (luce IL-17, snazan proupalni citokin koji privlaci neutrofile na mjesto upale).
Slicno tome, komenzalne bakterije 1 njihovi metaboliti mogu takoder pospjeSiti stvaranje
regulatornih T-stanica (Treg), pridonose¢i imunosnoj supresiji. SCFAs mogu inducirati Treg
bilo pomoc¢u G-proteinskih spojenih receptora ili inhibicijom histon deacetilaza (181).
Metaboliti triptofana mogu potisnuti upalne reakcije djelovanjem na aril ugljikovodi¢ni
receptor u T-stanicama ili astrocitima. Zanimljivo je da izlu¢ivanje ovih metabolita moze biti
smanjeno prekomjernom potro$njom dijetalnih sastojaka, poput polifenola, dugolancanih
masnih kiselina ili njihovih soli, Sto ukazuje da prehrana predstavlja ¢imbenik okoliSa koji
utjece na slozenu kriznu vezu izmedu mikrobiote crijeva i imunosnog sustava cjelokupnog

organizma ukljucujuéi i CNS (181).
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Obzirom na slabu iskoristivost kvercetina nakon oralne primjene provedena su brojna in vivo
istrazivanja koja usporeduju razinu i utjecaj kvercetina na ciljani sustav nakon enteralne i
parenteralne primjene. Nakon oralne primjene jedne doze od 4 g kvercetina kod dobrovoljnih
ispitanika (Cetiri muskarca i dvije zene) tijekom prva 24 sata nije otkriven ni kvercetin ni
njegovi konjugati u krvi ili urinu, medutim u roku od 72 sata je 53% doze izlu¢eno putem stolice
(182). Nakon jedne intravenske injekcije 100 mg kvercetina na Sest dobrovoljaca, razina krvne
plazme smanjivala se bifazno, s vremenom poluzivota od 8,8 min i 2,4 h; vezivanje proteina
premasilo je 98%. U urinu se izlu¢ilo 0,65% intravenske doze kao nepromijenjeni kvercetin, a
7,4% kao konjugat u roku od 9 sati; daljnje izlu€ivanje nije uoceno unutar 24 sata (186). Iz dva
istrazivanja provedena 1996. i 1997., nakon opetovane primjene kvercetina u sklopu prehrane
doslo je do sporijeg uklanjanja istoga iz organizma §to se povezuje s nakupljanjem u plazmi, t;.
vezanju na albumine (183, 184). Vece razine metabolita kvantificirane su nakon
intraperitonealne primjene usporedno s oralnom primjenom u bilo kojem trenutku, osim za
metilirani kvercetin aglokon koji je u plazmi bio viSi nakon oralne u usporedbi s

intraperitonealnom primjenom (185, 186).

Temeljem svega navedenog, primjena funkcionalne prehrane bogate flavonoidima predstavlja
alternativni pristup ublazavanju i/ili otklanjanju ¢imbenika rizika AD prije pojave klini¢kih
znakova bolesti. Ispravnom prehranom u smisli sadrzaja, nuzne koliCine i raznovrsnosti,
mozemo preventivno osigurati nutritivne komponente s blagodatnim ucinkom na cjelokupni
organizam i zdravlje. Kvercetin je samo jedna od karika u lancu zdravih prehrambenih tvari
koje su svakome na dohvat ruke, samo S§to su ponekad sluc¢ajno ili iz neznanja ili nemara,

ponekad i komocije u nabavi namirnica, izbacene iz svakodnevne prehrane.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Materijali

3.1.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na Stakorima Y59, muZzjaci u dobi 3 mjeseca, iz jedinice za uzgoj
laboratorijskih zivotinja Zavoda za animalnu fiziologiju na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno na ukupno 180 Stakora
Y59 podijeljenih u 6 skupina, s 10 Zivotinja u svakoj skupini (Tablica 4). Zivotinje su drzane
u standardnim uvjetima (dnevni ritam od 12 sati dana i 12 sati mraka temperatura 24 °C (+2)
uz kontroliranu vlaznost zraka 60%). Stakori su hranjeni standardnom hranom za laboratorijske
zivotinje (Standard Diet GLP, 4RF21, Mucedola, Settimo Milanese MI, Italija), uz dostupnost
hrane i vode ad libitum.

IstraZivanje je provedeno sukladno etic¢kim nacelima vaZe¢ima u Republici Hrvatskoj (Zakon
o zaStiti zivotinja (NN135/06 1 NN37/13) 1 Pravilnik o zaStiti Zivotinja koje se koriste u
pokusima ili druge znanstvene svrhe (NN55/13)), a provodi se u sukladu s Uputama za njegu i
koristenje laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS
(NIH) Publ # 86-23). Pokuse je odobrilo Eticko povjerenstvo Prirodoslovno-matematickog
fakulteta, Sveucilista u Zagrebu (broj odobrenja: 251-58-10617-15-17).

3.1.2. Ispitne komponente

Aluminijev klorid heksahidrat (AICIs - 6H20, Mr = 241,45 g/mol, ¢istoce > 95%) proizvodaca
Gram-mol d.o.o, Zagreb, Hrvatska. D(+)-galaktoza za mikrobiologiju (CéH120s, Mr = 180,16
g/mol, Cistoée > 97%) proizvodaca Merck, Njemacka. Kvercetin dihidrat (C1sH1007 - 2H20,
Mr = 338,27 g/mol, Cistoce > 98%) proizvodaca Sigma-Aldrich, Njemacka. Natrijev klorid
0,9% infuzijska otopina (fizioloska otopina), proizvodac¢a B. Braun Adria d. o. o., Hrvatska.
Prije primjene ispitne komponente su otopljene u 0,5 mL 0,9% fizioloske otopine i injicirane

intraperitonealno (ip) kao $to je navedeno u eksperimentalnom dizajnu (Tablica 4).
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3.2. Metode

3.2.1. Eksperimentalni dizajn

Ukupno 180 Stakora, visokosrodnog soja Y59, podijeljeno je u 6 ispitnih skupina jednake
veli¢ine i ovisno o masi (£10 g) smjesteno u kaveze (pet Zivotinja po kavezu). Zivotinje su
drzane u kavezima od nehrdajuéeg &elika, pod istim kontroliranim uvjetima. Stakorima je
svakodnevno tijekom 28 dana ip injicirano (Tablica 4) kako slijedi: 1. zdrava kontrolna, HC,
skupina s 0,5 mL fizioloSke otopine; 2. AD model Stakora je uspostavljen aluminijevim
kloridom (10 mg/kg) i D-galaktozom (60 mg/kg); 3. AD model s kvercetinom (25 mg/kg); 4.
AD model s kvercetinom (50 mg/kg); 5. kvercetinom (25 mg/kg) i 6. kvercetinom (50 mg/kg).
Svi Stakori, 24 sata nakon posljednjeg injiciranja, anestezirani su primjenom smjese ketamina
(Narketan®10, Vetoquinol AG, Belp Bern, Svicarska) u dozi od 75 mg/kg s ksilazinom
(Xylapana® Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R Poljska) u dozi od 10 mg/kg. Nakon
uzorkovanja krvi, svi Stakori zrtvovani su iskrvarenjem 1 izolirani su organi i uzorci od interesa

(mozak 1 crijevni sadrzaj).

Tablica 4. Eksperimentalni dizajn

Stakor Y59 0,9% NaCl AICl3 D-galaktoza | Kvercetin Nacin Trajanje
muski spol (mL) X 6H.0 (mg/kg) (mg/kg) primjene obrade
n=10 (mg/kg) (dana)
HC 0,5 - - - ip 28
AD 0,5 10 60 - ip 28
AD +Qugs 0,5 10 60 25 ip 28
AD + Quisp 0,5 10 60 50 ip 28
Quas 0,5 - - 25 ip 28
Quiso 0,5 - - 50 ip 28
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3.2.2. Pracenje tjelesne mase pokusnih Zivotinja

Zivotinje su vagane na digitalnoj vagi (Kern KB 2000-2N; d = 0,01-2000 g): (a) prvi dan
eksperimenta, (b) svakih sedam dana tijekom trajanja eksperimenta i (c) na dan zrtvovanja. Prvi
dan eksperimenta zivotinje su izvagane i na temelju tjelesne mase (£ 10 g) razvrstane u kaveze.
Na temelju srednje tjelesne mase Zivotinja po kavezu za pojedinu skupinu odreden je koli¢ina
pojedinacnih pripravaka (Tablica 4), koji su primjenjivani svakodnevno intarperitonealno (ip)
tijekom 28 dana.

3.2.2.1. Procjena toksic¢nosti AICL; i D-gal

Procjena toksi¢nosti na nivou cijelog organizma pracena je vaganjem zivotinja tijekom
eksperimenta 1 pracenjem masenih promjena. Pokazatelj toksi¢nosti je gubitak tjelesne mase
tijekom perioda eksperimenta. Gubitak tjelesne mase za svaku pojedinu Zivotinju je izra¢unat
formulom: % gubitka mase = [(masa prvog dana - minimalna masa tijekom ispitivanja) / masa

prvog dana] x 100.

3.2.3. Uzorkovanje

Tijekom izolacije 1 skladiStenja uzoraka (serum, crijevni sadrzaj i mozak) provedene su mjere
za sprjeCavanje kontaminacije izmedu obradenih skupina (kontaminacija uzoraka AICls).
Uzorci su do analize ¢uvani u polipropilenskim epruvetama sa cepom na -20 °C sadrzaj kolona

i za ICP-MS te u polipropilenskim epruvetama sa ¢epom na -80 °C za sve ostale analize.

3.2.3.1. Uzorkovanje Krvi

Krv je uzorkovana iz abdominalne aorte (a. abdobinalis) sukladno smjernicama Instituta za
standarde u klini¢kom laboratoriju (engl. Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI; H3-
A6 Procedures for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture, 2007) i
Svjetske zdravstvene organizacije (WHO guidelines on drawing blood: best practices in

phlebotomy, 2010). Sukladno potrebama za pojedinu analizu krv je prikupljena u epruvete s
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aktivatorom zgruSavanja-silikon (serum) za biokemiju, analizu metala ICP-MS, ELISA i

spektrofotometrijske testove.

3.2.3.2. Uzorkovanje crijevnog sadrzaja

Unutar 30 min od anestezije izoliran je kolon. Postujuci pravila asepse i slijede¢i ISO standarde
(engl. International Organization for Standardization) uzorkovan je sadrzaj kolona za izolaciju
DNA 1 sekvenciranje, odredivanje pH vrijednosti, mjerenje glikoliticke aktivnosti enzima
crijevne mikrobiote te za izolaciju probiotickih kultura na hranjivom agaru uzorkovani sadrzaj

kolona resuspendiran je u tioglikolatu u omjeru 1:10 (w/v).

3.2.4. Metode za utvrdivanje disbioze

3.24.1. Odredivanje pH vrijednosti crijevnog sadriaja

Unutar 30 min od anestezije izolirani sadrzaj crijeva (engl. contents of colon, c.c.) je
resuspendiran u sterilnoj destiliranoj vodi, u omjeru 1:2,5 (0,5 g c.c. : 2,5 mL dH20). pH
vrijednost izmjeren je pomocu elektrode i pH/ION metra (pH metar Lab 850, Schott

instruments, Njemacka).

3.24.2. Odredivanje glikoliteCke enzimske aktivnosti bakterija u uzorku

izoliranom iz crijeva

Aktivnost bakterijskih enzima iz sadrzaja kolona mjerena je otpustanjem p- i 0-nitrofenola iz
njihovih nitrofenilglukozida prema metodi Juskiewicz i sur. (187). Za enzime su u koncentraciji
od 5 mM koristeni slijedeci supstrati: za f-glukuronidazu supstrat p-nitrofenil-4-D-glukuronid,
za p-glukozidazu supstrat p-nitrofenil-f-D-glukopiranozid i za p-galaktozidazu supstrat o-
nitrofenil-f-D-galaktopiranozid (Sigma-Aldrich, Njemacka), a pripremljeni su otapanjem u 100
mL svjeze pripremljenog 100 mM fosfatnom puferu (pH, 7,0). Reakcijska smjesa sadrzavala je

0,3 mL otopine supstrata i 0,2 mL 1:10 (v/v) nadtaloga sadrzaja kolona, koji je dodatno
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razrijeden u 100 mM fosfatnom puferu. Slijedila je inkubacija pri 37 °C/10 min/anaerobno.
Nakon inkubacije dodano je 2,5 mL hladnog natrijevog karbonata (0,25 M) kako bi se
zaustavila reakcija te je na spektrofotometru izmjerena apsorbancija p-nitrofenola pri A = 400
nm, a o-nitrofenola pri A =420 nm (Libra S22, Biochrom, UK). Aktivnost enzima (U/g c.c.) je
izraCunata prema formuli: U = [[(A : 0,04401) : 10] : 0,02] : 139,11. Gdje je A —apsorbancija;
0,4401 — nagib pravca (odreduje se iz bazdarnog dijagrama za p-nitrofenol (PNP) i o-nitrofenol
(OPN)); 10 — vrijeme inkubacije u minutama; 0,02 — koli¢ina uzorka izrazena u gramima (u 0,2
mL supernatanta): Mr (PNP/ONP) = 139,11 g/mol.

3.2.4.3. Priprema podloga za probioticke kulture

Za 1izolaciju probiotickih bakterija koriStene su 1 pripremljene krute selektivne podloge s
inhibitornim djelovanjem na ostale mikroorganizme. Postupak pripreme hranjivih podloga iz
dehidriranih podloga izveden je prema uputi proizvodaca dostupan na pakiranju proizvoda i u
elektronickom obliku. Prilikom pripreme dehidriranih podloga pazljivo je odvagana koli¢ina
praha, propisana od proizvodaca, na digitalnoj vagi (Kern KB 2000-2N, d = 0,1-2000 g).
Odvagana dehidrirana podloga prenijeta je u odgovarajucu posudu u kojoj otopljena podloga
zauzima maksimalno 2/3 ukupnog volumena posude. Prah je postupno otopljen grijanjem na
plameniku u odgovaraju¢em volumenu deionizirane vode prema odvagi dehidrirane podloge
(propisano od proizvodaca) te dobro promijeSan okretanjem posude kako bi se podloga u
potpunosti otopila. Tako pripremljene podloge se pripremaju za sterilizaciju autoklaviranjem
na nacin da se boce zatvore vatenim ¢epovima ucvrséenim folijom. Pripremljene podloge za
autoklaviranje poslagane su u autoklav tako da vodena para moze slobodno strujati izmedu
spremnika. Autoklaviranje se izvodi pri temperaturi i vremenu koje proizvoda¢ podloga
propisSe. Nakon autoklaviranja podloge su ohladene u vodenoj kupelji na 47-50 °C te razlivene
kraj plamenika u laminar kabinetu (Cleanroom Technology, Klima oprema, Hrvatska). U
sterilnim Petrijevim plo¢ama razlivene su krute hranjive podloge debljine 3 mm (za Petrijevu
plocu @ 90 do 94 mm razliveno je 20 mL agara) te su ploCe ostavljene na ravnoj povrsini kako
bi se agar skrutio i ohladio. Tako pripremljene podloge ¢uvane su od isusSivanja i zasti¢ene od

svjetla u hladnjaku pri temperaturi od +4 °C.
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3.2.4.3.1. Priprema agara za bakterije roda Lactobacillus

Kao selektivna podloga za izolaciju bakterija roda Lactobacillus koristen je MRS agar (Merck,
Njemacka). MRS agar sadrzi polisorbat, acetat, magnezij i mangan koji su posebni ¢imbenici
rasta za bakterije roda Lactobacillus. Za pripremu podloge MRS agara odvagano je i otopljeno
68,2 g MRS agara u 1 L destilirane vode prema uputama proizvodaca (Merck, Njemacka). Agar
je otopljen u Erlenmayerovoj tikvici zagrijavanjem na plameniku uz mijesSanje. Otopljen agar

autoklaviran je pri 121 °C/15 min te je nakon autoklaviranja razliven u Petrijeve ploce.

3.2.4.3.2. Priprema agara za bakterije roda Bifidobacter

Kao selektivna podloga za izolaciju bakterija roda Bifidobacter koristen je TOS-propionat agar
(Merck, Njemacka) koji uz dodatak selektivnog dodatka (supplement) litij — mupirocina
(Merck, Njemacka) omogucuje analizu Zivih bakterija roda Bifidobacter. Galaktooligosaharid
TOS je SeCer kojeg mogu metabolizirati samo bakterije roda Bifidobacter. Dodatak litij-
mupirocin sprjeCava rast laktobacila, laktokoka, streptokoka i leukonostoka. Za pripremu TOS-
propionat agara odvagano je i otopljeno 62,5 g TOS-propionat agara u 1 L destilirane vode
prema uputama proizvodaca (Merck, Njemacka). Suplement je pripremljen otapanjem 25 mg
litij-mupirocina u 25 mL sterilne vode prema uputama proizvodaca (Merck, Njemacka). Agar
je otopljen u Erlenmayerovoj tikvici zagrijavanjem na plameniku uz mijeSanje. Nakon otapanja,
u agar je dodana otopina selektivnog dodatka. Tako pripremljen agar je autoklaviran pri 115

°C/15 min te je nakon autoklaviranja razliven u Petrijeve ploce.

3.2.4.3.3. Priprema hranjivog agara

Hranjivi ,,Tryptic soy agar” (Merck, Njemacka) je agar hranjivog sastava koji se koristi za
odrZavanje mikrobioloskih kultura 1 izolaciju bakterija, a hranjivim ga ¢ini sastav od kazeina i
peptona iz soje koji osiguravaju izvor organskog dusika i aminokiselina. Pripremljen otapanjem
40 g u 1 L destilirane vode uz zagrijavanje na plameniku. Agar je izliven u staklene epruvete
uz plamenik, zatvoren ¢epom i autoklaviran pri 121 °C/15 min. Potom je ostavljen da se stvrdne

u epruvetama u kosom poloZaju.
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3.2.4.3.4.  Rast probiotickih rodova na selektivnim podlogama

Petrijeve ploce s MRS i TOS agarom su inokulira s 0,1 mL uzorka decimalnog razrijedenja
102, 10% i 107. Podloge koje omoguéuju rast roda Lactobacillus su pohranjene u
mikroaerofilnim uvjetima upotrebom Oxoid™ CampyGen™ 2.5 L Sachet (Thermo Fisher
Scientific,SAD), a one koje omogucuju rast roda Bifidobacter pohranjene su u anaerobnim
uvjetima upotrebom Oxo0id™ AnaeroGen™ 2,5 L Sachet (Thermo Fisher Scientific, SAD) u
kutijama za inkubaciju i inkubirane pri 37 = 1 °C u inkubatoru s CO, sustavom (NAPCO®
Model 5415 IR CO, System) tijekom 3 dana. Nakon trodnevne inkubacije prebrojane su porasle
kolonije mlije¢ne boje. Brojanja kolonija roda Lactobacillus izvedeno je prema standardima
EN ISO 20128:2006 norme, a za rod Bifidobacter EN 1SO 29981:2010 norme. S podloga u
kojima je bilo rasta probiotickih bakterija, izolirano je 5 tipicnih kolonija 1 preneseno na kosi
,» L ryptic soy agar“. Inkubacija je provedena pri anaerobnim uvjetima (Oxoid™ AnaeroGen™
2,5 L Sachet, Thermo Fisher Scientific, SAD) i 37 °C u inkubatoru s CO> susatvom tijekom 3
dana.

3.2.4.3.5. ldentifikacija bakterija

Za brzu analizu bakterija koje su narasle na kosom ,,Tryptic soy agaru‘ koriSteni su API (engl.
analytical profile index) CHL testovi (BioMérieux, Francuska). Za provodenje API testova,
pokupljeno je sve §to je naraslo na kosom agaru i resuspendirano u 10 mL API 50 CHL Medium
(bioMérieux, Francuska). Gusto¢a inokuluma koja se mjeri u denzitometru, standardizirana je
prema 2 McFarland standardu. Pripremljena suspenzija je nakapana u cjev¢ice API 50 CHL
plocice, koja sadrzi 49 razli¢itih ugljikohidrata, paze¢i da se ne formiraju mjehuric¢i. Nakon toga
je u sve cjevcice nakapano mineralno ulje kako bi se osigurali anaerobni uvjeti. Inkubacija je
trajala 48 h pri 37 °C (inkubator 1-CO2-235, Kambi¢, Slovenija) nakon ¢ega je provedeno

oCitavanje rezultata i analiza.
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3.2.4.4. Identifikacija sastava mikrobioma sekvenciranjem

Ekstrakcija DNA iz uzoraka sadrzaja kolona je provedena u Laboratoriju za tehnologiju
antibiotika, enzima, probiotika 1 starter kultura, Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu. Za ekstrakciju ukupne mjesovite
DNA iz uzoraka koristen je uredaj Maxwell® 16 i kit za izolaciju ,, Maxwell® 16 Tissue DNA
Purification Kit* (Promega, SAD) . Uzorci sadrzaja kolona koji su bili pohranjeni na -20 °C su
odmrznuti neposredno prije pocetka pripreme za ekstrakciju. Nakon odmrzavanja, 100 g uzorka
sadrzaja kolona je resuspendirano u 1 mL fizioloske otopine i promijeSano na Vortex mjesaliCi.
Slijedilo je centrifugiranje pri 2000 rpm/1min (Mikro 200R, Hettich, Njemacka) da se netopivi
ostaci sadrzaja kolona, stelje i dlaka Stakora spuste na dno epruvete, nakon ¢ega je supernatant
prebacen u novu epruvetu i centrifugiran pri 13000 rpm/10 min. Nakon toga je supenatant
odstranjen, a talog stanica resuspendiran u 400 pL TE (Tris-EDTA) pufera i 100 pL lizozima
(y=25 mg/mL). Uzorci su inkubirani 1,5 h na tresilici nakon ¢ega su homogenizirani u 3 ciklusa
po 30 sekundi, s 15 sekundi pauze pomocu ultrazvu¢nog homogenizatora Sonopuls mini
(Bandelin, Njemacka). Iz tako pripremljenog uzorka se provodi ekstrakcija DNA pomocu

kompleta Maxwell DNA Tissue kit u uredaju Maxwell® 16 Series.

Neposredno prije pokretanja uredaja Maxwell® 16 unutrasnjost je prebrisana etanolom. Tubice
za eluaciju su poslozene na predvideno mjesto te je u svaku dodano 300 pL pufera za eluaciju.
Po zavrsetku ekstrakcije, 100 uL. DNA je prebaceno u male epruvete, omotano parafilmom i

poslano na sekvenciranje.

Priredeni uzorci DNA poslani su na daljnju analizu u MR DNA (Molecular Research,
Shallowater, TX, SAD), koji su akreditirani laboratorij za Illumina MiSeq sekvenciranje. DNA
sekvenciranje je provedeno uparivanjem 1 koriste¢i protokol instrumenta Ilumina MiSeq.
Barkodirane varijabilne regije V3 — V4 16S rRNA amplificirane su koriStenjem 341/ 806R para
pocetnica CCTACGGGGNGGCWGCAG / GACTACHVGGGTTCTAATCC (HotStarTaq
Plus Master Mix Kit, Qiagen, SAD). Nakon amplifikacije PCR produkti su provjereni na 2%
agaroznom gelu. ViSestruki uzorci su spojeni zajedno u jednakim omjerima i prociséeni
pomocu kalibriranih zrna Ampure XP. Skupljeni i pro€is¢eni PCR produkti koristeni su za
pripremu DNA biblioteke pomocu Illumina TruSeq protokola, a sekvenciranje je provedeno u

uredaju [lumnia MiSeq prema uputama proizvodaca.

Rezultati sekvenciranja dobiveni su kao dvije FASTQ datoteke iz Illumina Basespacea.

Dobivene FASTQ datoteke obradene su u programu QIIME2. Prvo su datoteke uvezene u
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QIIME2 kao upareni zavrs$ni niz te demultipleksirani prema barkodovima u odgovarajuce
uzorke. Sekvence su obrezane za pozicije koje imaju rezultat manji od 35 za srednje vrijednosti
i oznaCene s DADA2. Taksonomija je dodijeljena reprezentativnim sekvencama koristeci
BLAST s 90% odvojenosti identiteta u paru. Baza podataka SILVA otpusta 132 vecinske
taksonomije te je koriStena kao referentna baza podataka. Filogenetsko stablo kreirano je
koriStenjem FastTree programa, a MAFFT je koriSten za poravnavanje slijeda, kao §to je
implementirano u QIIME2. Standardna mjerenja alfa i beta raznolikosti implementirani u
QIIME?2, izracunata su koriStenjem dubine uzorka koja odgovara uzorku s najmanjim brojem
ocitanja. Biom tablica je izvezena u Calypso v 8.8.4 1 koriStena je za identifikaciju razlicito
prisutnih bakterija. Podaci su normalizirani metodom kumulativnog skaliranja i log2
transformacije, a test Wilcoxon-ovog ranga i Kruskal-Wallisov koristeni su za identifikaciju

razli¢ito prisutnih svojti s vrijednosti P manjim od 0,05 i1 smatraju se statisticki zna¢ajnim.

3.2.4.5. Odredivanje koncentracije zonulina (ZON)

Za odredivanje koncentarcije ZON u uzorku homogenata mozga, seruma 1 crijevnog sadrzaja
koriSten je Rat zonulin ELISA Kit MBS1605660 (MyBioSource, San Diego, CA, SAD). Kit
primjenjuje kompetitivnu tehniku enzimske imunosne analize koja koristi poliklonalna anti-
ZON antitijela i konjugat ZON-HRP. Uzorak za ispitivanje i biotinilirano ZON-protutijelo su
inkubirani zajedno sa ZON-HRP konjugatom jedan sat na 37 °C. Nakon razdoblja inkubacije,
jazice su dekantirane 1 isprane pet puta. Zatim je uslijedila inkubacija 10 minuta na 37 °C sa
supstratom za enzim HRP, tijekom koje proizvod reakcije enzim-supstrat tvori kompleks plave
boje. Na kraju je dodana stop otopina i dolazi do promjene boje iz plavog u zuto. Intenzitet boje
mjeren je spektrofotometrijski na 450 nm (Microplate reader Model 550, Bio-Rad, SAD).
Intenzitet boje je obrnuto proporcionalan koncentraciji ZON-a jer se ZON iz uzoraka i konjugat
ZON-HRP natjecu za mjesto vezanja anti-ZON antitijela. Budu¢i da je broj mjesta ogranicen, i
da je viSe mjesta zauzeo ZON iz uzorka, manje je mjesta preostalo za vezanje konjugata ZON-
HRP. Koncentracija ZON u svakom uzorku interpolirana je iz standardne krivulje i prikazana

kao ng/mg proteina u uzorku.
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3.2.5. Analiza esencijalnih i toksi¢nih elemenata u uzorku crijevnoga sadrZaja,
seruma i tkiva mozga metodom induktivno spregnute plazme s masenom
spektrometrijom (engl. inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-
MS)

Postupak pranja laboratorijskog posuda za analizu elemenata

Prije upotrebe laboratorijsko posude koristeno u analizi elemenata oprano je detergentom
(Kemex), isparno vodovodnom a zatim i destiliranom vodom. Nakon toga je uronjeno u 10%
HNO:s kroz 24 sata te je na kraju jos isprano ultracistom vodom. Teflonske epruvete koristene
u postupku razaranja uzoraka oprane su nakon pranja detergentom i ispiranja vodovodnom
vodom postupkom pranja s 50% HNOs3 na visokotlaénom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE
(Milestone, Italija).

Priprema uzoraka Stakorskih seruma za analizu metala ICP-MS

Neposredno prije analize elemenata ICP-MS uzorci Stakorskih seruma razrijedeni su alkalnom
otopinom (0,7 mM amonijaka, 0,01 mM EDTA i 0,07% (v/v) Tritona X-100) 20 puta. U sve
razrijedene uzorke seruma dodana je otopina unutarnjeg standarda u koncentraciji od 3 pg/L
(Ge, Rh, Lu, Iri Tb u 1% HNO3).

Priprema uzoraka tkiva mozga na visokotlacénom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE za

analizu elemenata ICP-MS

Uzorci tkiva pripremljeni su za analizu elemenata visokotlacnim mikrovalnim razaranjem.
Uzorci mozga bili su pohranjeni na -20 °C u polipropilenskim epruvetama s ¢epom te su nakon
odmrzavanja isprani ultracistom vodom, lagano posuSeni filter papirom, prebaceni u Ciste
teflonske epruvete i izvagani te im je dodano po 3 mL koncentrirane duSi¢ne kiseline (HNOs3
65%, cisto¢e S.p., Merck, Njemacka) i 3 mL deionizirane vode. Epruvete su zacepljene
teflonskim ¢epovima nakon cega su uzorci razoreni u visokotlaénom mikrovalnom uredaju
UltraCLAVE 1V (Milestone, Italija) prema posebnom temperaturnom programu za bioloSke

uzorke. Nakon razaranja i hladenja, uzorci su nadopunjeni deioniziranom vodom na volumen 5
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mL, izmijeSani mijeSalicom za epruvete te prebaceni u polipropilenske epruvete s cepom do
mjerenja elemenata na ICP-MS. Neposredno prije ICP-MS analize razoreni uzorci razrijedeni
su 1% (v/v) dusi¢nom kiselinom te je u svaki uzorak dodana i otopina unutarnjeg standarda u

koncentraciji od 3 pg/L (Ge, Rh, Lu, Ir i Tb u 1% HNO3).

Analiza esencijalnih i toksicnih elemenata metodom induktivno spregnute plazme s

masenom spektrometrijom (ICP-MS)

Koncentracije esencijalnih i toksi¢nih elemenata mjerene su metodom masene spektrometrije
induktivno spregnute plazme na uredaju Agilent 7500cx (Agilent Technologies, Njemacka).
Mjerni parametri i osjetljivost instrumenta podesavaju se prije svake ICP-MS analize pomocu
otopine koja sadrzi 1 ug/L elementa litija (Li), magnezija (Mg), kobalta (Co), itrija (Y), cerija
(Ce), talija (TI) 1 selenija (Se). Optimalni uvjeti za mjerenje podrazumijevaju zadovoljavajucu
osjetljivost uz minimalne interferencije (nastajanje dvostruko nabijenih iona i iona oksida).
Smjese standardnih otopina elemenata za izradu kalibracijskih krivulja prireduju se iz
monoelementnih standardnih otopina u 5% (v/v) duSi¢noj kiselini. Osim prilagodavanja
osjetljivosti mjernog uredaja i mogucih spektralnih interferencija odreduje se i granica detekcije
i kvantifikacije koja ovisi o €isto¢i otopina i laboratorijskog posuda koje se rabi u postupcima
uzorkovanja i pripremi, opetovanim mjerenjem uzorka slijepe probe. Za ispitivanje to¢nosti i
preciznosti ICP-MS metode rabljeni su komercijalno dostupni referentni materijali: goveda
jetra 1577b, 1577b (NIST, SAD), konjski bubreg H8 (IAEA, Austrija), mi$i¢ morskog psa
DORM-2 (NRCC, Kanada), zivotinjska kost H5 (IAEA, Austrija), svinjski bubreg BCR-186R
(IRMM, Belgija), serum Seronorm™ Trace Elements Serum Level I, II (Sero AS, Norveska) i
plasma ClinChek ®-Control Level I, II (RECIPE, Njemacka).
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3.2.6. Metode za odredivanje parametara oksidacijskog stresa i antioksidacijske

zastite u tkivu mozga

3.2.6.1. Izolacija i priprema tkiva

Izolirano tkivo mozga pohranjeno je na -80 °C do pripreme za analizu. Tjedan dana nakon
pohrane, odvagano je 75-90 mg tkiva u eppendorf epruvetu, dodan fosfatni pufer, PBS
(Biogmost, Hrvatska), u omjeru 1:10 i uzorci su sonificirani utrazvu¢nim homogenizatorom
Bandelin Sonoplus HD2070 (Bandelin, Njemacka) upotrebom sonde MS73 (Bandelin,
Njemacka). Dobiveni homogenati su centrifugirani (ultracentrifuga Mikro 200R, Hettich,
Njemacka) pri 15000 rpm/15 min/+4 °C. Dobiveni nadtalog je odvojen u Cistu eppendorf
epruvetu te razrijeden 10 puta s PBS-om (100 pL nadtaloga i 900 uL fosfatnog pufera). Svi

uzorci pohranjeni su na -80 °C do analize.

3.2.6.2. Odpredivanje proteina metodom po Lowery-u

Koli¢inu proteina u tkivima odredena je metodom po Lowry-u (188). Ova metoda temelji se na
¢injenici da u luznatim uvjetima divalentni ion bakra tvori kompleks s peptidnim vezama.
Pritom se reducira u monovalentni ion bakra. Cu® i ostaci tirozina, triptofana i cisteina iz
proteina reagiraju s Folinovim reagensom, pri ¢emu nastaje nestabilni produkt, a on se zatim

reducira do molibden/volfram plavog (A = 600 nm).

Sve je radeno u duplikatima, uzorci nadtaloga su razrijedeni u PBS-u 40 puta. U epruvete je
dodano kako slijedi: 100 pL razrijedenog uzorka i 2 mL otopine D, inkubacija 10 min na sobnoj
temperaturi (RT, engl. room temperature). Nakon toga dodano je 200 puL otopine E, potom sve
vorteksirano (VortexGenius 3, IKA, SAD) i inkubirano 30 min na sobnoj temperaturi u mraku.
Koli¢inu proteina odredena je na spektrofotometru mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od
600 nm (Libra S22, Biochrom, UK). Kao standard upotrebljen je albumin govedeg seruma
(engl. bovine serum albumin, BSA, Sigma-Aldrich, Njemacka ) u koncentracijama od 2 mg/mL
prema manjim koncentracijama (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 i 0 mg/mL). Iz standardne krivulje
ovisnosti apsorbancije o koncentracije BSA odreden je nagib pravca. Preko nagiba pravca

izraCunata je koncentraciju proteina u uzorcima prema sljede¢oj formuli:
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C=((Auzorka-Dstxrivulje)/nagib pravca standardne krivulje)) x razrijedenje. Koncentracija proteina

izrazena je kao mg/mL.

Tablica 5. Priprema otopina za odredivanje proteina po Lowry-u

Otopina D Pomijesati otopine u omjeru 48:1:1 (A:B:C)
A: 2% (w/v) Na.COs u 0,1 M NaOH

9,6 g Na,COz + 480 mL 0,1M NaOH

B: 1% (w/v) natrij-kalij tartarat u dH>O
0,1 g natrij-kalij tartarat + 10mL dH.0O

C: 0,5% (w/v) CuSO4 x SH20 u dH20

0,05 g CuSO4 x SH,O + 10 mL dH,0

Otopina E Pomijesati Folin i Ciocalteu's fenol reagens i dH>O

u omjeru 2:1

3.2.6.3. Odpredivanje karboniliranih proteina (PC)

Za utvrdivanje koli¢ine oSteenja proteina koriStena je metoda po Levine-u i sur. (189), a
odreduje se kao sadrzaj karbonilnih skupina u proteinskom uzorku. Karbonilne skupine
proteinskog lanca reagiraju s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) otopljenim u HCI-u te daju

2, 4-dinitrofenilhidrazon.

Volumenu 200 pL nadtaloga uzorka dodano je 300 uL. 10 mM DNPH u 2 M HCI. Tako
pripremljeni uzorci su inkubirani pri sobnoj temperaturi tijekom jednog sata uz povremeno
mijesanje. Proteini su precipitirani s 10% (w/v) trikloroctenom kiselinom (TCA) na -20 °C
tijekom 5 minuta te nakon toga centrifugirani pri 12000 rpm/10 minuta/+4 °C. Supernatant je
uklonjen, a precipitat resuspendiran u mjeSavini etanola i etil acetata u omjeru 1:1 i
centrifugiran pri istim uvjetima. Postupak ispiranja peleta je ponovljen sve dok se sav nevezani

DNPH nije isprao. Nakon toga je precipitat otopljen u 6 M gvanidin HCI u kupelji na 35 °C.
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Dobivena otopina je koriStena za mjerenje apsorbancije pri A = 370 nm (Libra S22, Biochrom,
UK).

Koncentracija proteinskih karbonilnih skupina je izracunata koriStenjem molarnog
ekstincijskog koeficijenta prema formuli: ¢(PC) = ((Auzorka/(¢ X Cproteina (mg/imr))). Gdje € iznosi
0,022 uM/cm, a duljina kivete I iznosi 1 cm. Koncentracija proteinskih karbonilnih skupina je

prikazana kao omjer koli¢ine PC i koncentracije proteina te je izrazena kao nmol/mg proteina.

Tablica 6. Priprema otopina potrebnih za odredivanje koncentracije proteinskih

karbonila
2 M HCI 42,95 mL 36% HCI + 207,05 mL dH20
10 mM DNPH u 2 M HCI 198 mg DNPH + 100 mL 2 M HCI
10% TCA (trikloroctena kiselina) 20 g TCA + 100 mL dH20
etanol: etil acetat = 1:1 50 mL EtOH + 50 mL etil acetata
6 M gvanidin HCl u 2 M HCI 57,18 g gvanidin HCI + 100 mL 2 M HCI

3.2.6.4. Mjerenje kolicine lipidne peroksidacije

Koli¢ina lipidne peroksidacije odredena je modificiranom metodom koju su opisali Jayakumar
i sur. (26). U metodi se mjeri koncentracija malondialdehida (MDA), jednog od glavnih
produkata lipidne peroksidacije. Metoda koja se najcescée koristi za odredivanje koncentracije
MDA u bioloskom uzorku je derivatizacija MDA s 2-tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri
¢emu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA i nastaje MDA-(TBA)2 kompleks. Reakcija se
odvija u kiselim uvjetima i na visokoj temperaturi pri ¢emu nastaje crveni fluorescentni derivat
MDA-(TBA)2 ¢ija koncentracija se moze izmjeriti spektrofotometrijski pri valnoj duljini 532

nm (Libra S22, Biochrom, UK). Princip ove metode se zasniva na sljedecoj reakciji:
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Slika 20. Mehanizam reakcije TBARS sa tiobarbiturnom Kiselinom (preuzeto i prilagodeno prema 200)

U eppendorf epruvetu stavljeno je 100 uL nadtaloga uzorka i 1,6 mL reagensa A te stavljeno u
vodenu kupelj na 95 °C/60 minuta. Nakon toga uzorci su naglo ohladeni na ledu prilikom ¢ega
su se nastale folikule slegnule na dno. Nadtalog je odvojen i izmjerena je apsorbancija na 532
nm (Libra S22, Biochrom, UK). Ukupna koncentracija MDA izracunata je prema formuli:
C=(Auzorka X Vreakcijske smjese)/(€ X Vuzorka X Cproteina uzorka) t€ je izrazena kao nmol MDA po mg

proteina.

Tablica 7. Priprema otopina za odredivanje koncentracije MDA

8,1% SDS 0,81 g SDS-au 10 mL dH20

20% octena kiselina 20 mL 99,5% octene kiseline i 2,31 mL HCI,
nadopuni se do 50 mL dH2O i podesi pH=3,5 te
nadopuni dH20 do 100 mL

0,8% TBA 0,8 g TBA u 40 mL dH20 uz lagano zagrijavanje.
Nakon $to se otopi dodaje se 500 uL. 5SM NaOH te se
nadopuni s dH20 do 100 mL.

Otopina A 100 uL 8,1% SDS+ 750 uL 20% octene kiseline (pH
=3,5) + 750 uL 0,81% TBA
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3.2.6.5. Mjerenje enzimatske aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze odredena je spektrofotometrijskom metodom po Aebiju (191). U toj metodi

aktivnost katalaze odreduje se kao koli¢ina potrosenog H20..

U reakcijsku smjesa u kivetu ukupnog volumena 1 mL dodano je 980 uLL. 10 mM H20-, a ostatak
do ukupnog volumena od 1 mL bio je uzorak odgovarajuceg razrijedenja. Nakon toga na
spektrofotometru (UV-160, Shimadzu, Japan) mjereno je smanjenje koli¢ine H20- pri 240 nm
tijekom jedne minute. Aktivnost katalaze izrazena je preko ekstinkcijskog koeficijenta H2Oz (€
= 39,4 mM/cm) prema formuli: c=(Auzorka /(€H202 x 1)) x razrijedenje, gdje je | jednak putu koji
zraka svijetla prode kroz kivetu 1 iznosi 1 cm. Rezultat je izrazen kao U/mg proteina Sto

odgovara pmol razgradenog H>O2 po minuti po miligramu proteina.

3.2.6.6. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

Koncentraciju ukupnog glutationa odredena je prema modificiranoj metodi koju je opisao
Tietze (192). Metoda se temelji na reakciji tiolnog reagensa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne
kiseline (DTNB, Ellmanov reagens) s GSH pri ¢emu se stvara kromofor 5-tionitrobenzoi¢na
kiselina (TNB) koja apsorbira pri valnoj duljini 405-414 nm. Osim TNB, stvara se i GS-TNB
koji se reducira pomoc¢u GSH reduktaze i NADPH pri cemu se otpusta druga molekula TNB 1
reciklira GSH. Brzina nastanak TNB proporcionalna je recilirajuoj reakciji koja je
proporcionalna koncentraciji glutationa u uzorku. Pri ovoj metodi sav oksidirani GSH (disulfid
GSSG) prisutan u reakcijskoj smjesi ili nastao iz mijesanog disulfida GSH s GS-TNB brzo se
reducira do GSH. Konacan rezultat koji se dobije odgovara ukupnoj koncentraciji reduciranog

i oksidiranog GSH u uzorku.

Koncentracija ukupnog GSH mjerena je u mikrotitarskoj ploc¢ici. U jednu jazicu dodano je 20
uL uzorka razrijedenog 40 puta, 40 uL 0,035 M HCl1 1 40 pL 10 mM DTNB. Apsorbancija je
mjerena na valnoj duljini od 415 nm (Microplate reader Model 550, Bio-Rad, SAD). Zatim je
dodano 100 pL otopine GR i NADPH te je mjerena promjena apsorbancije tijekom 5 min.
Priprema navedenih otopina prikazana je u Tablici 8. Za standard koristena je koncentracija
reduciranog GSH (0-100 uM). Nacrtani su pravci za sve standarde kao promjena apsorbancije

u vremenu, ocitani su nagibi pravaca. Nacrtan je pravac kao ovisnost nagiba pravca o
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koncentraciji GSH. Konacno, taj dobiveni pravac koriSten je za dobivanje koncentracije
ukupnog GSH u uzorku prema sljede¢oj formuli:
c=((nagib pravca uzorka — nagib pravca slijepe probe)/nagib pravca standarda) x razrijedenje.

Koncentracija ukupnog GSH prikazna je kao pM GSH po mL proteina.

Tablica 8. Priprema otopine za odredivanje koncentracije GSH”

0,5 M pufer PBS 17 mL 1 M NazHPO4 x 2 H2O i
(3 g Na2HPO4 x 2H20 i dH2O do 17 mL)
183 mL 1 M Na;HPO4 x 12 H20

(65,5 g NazHPO4 12 H,0 i dH0 do 183 mL)

0,5 MEDTA 37,2 g EDTA u 200 mL dH20

0,5 M pufer PBSs 0,5 M EDTA 200 mL 0,5M PBS + 200 mL 0,5M EDTA

0,035 M HCI 7 mL 0,1 HCI u dH20 do 200 mL

10 mM DTNB 20 mg DTNB i 0,5M pufer PBS s 0,5 M EDTA
do5 mL

0,8 mM NADPH 6,67 mg NADPH i 0,5M pufer PBS s 0,5 M
EDTA do 10 mL

Mjesavina GR 20 uL GR (50 U/mL) u 9980 uL 0,8 mM NADPH

“Koristene su kemikalije proizvodaca Sigma-Aldrich, Njemacka: GR - Glutation-reduktaza iz
pekarskog kvasca (S. cerevisiae), 100-300 jedinica (units)/mg protein (biuret)); EDTA
(C10H14N2Na20g - 2H20), Mr = 372,24 g/mol; DTNB, Mr = 396,35 g/mol; NADPH, Mr =
833,35 g/mol.
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3.2.6.7. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost SOD odredena je prema metodi po Flohé i Otting (25). Metoda je posredna i temelji
se na inhibiciji redukcije citokroma c u sustavu ksantin/ksantin oksidaza.

U ovoj metodi koriStene su dvije slijepe probe. Prva slijepa proba sastojala se samo od otopine
A (Tablica 9) te je apsorbancija u spektrofotometru mjerena na 550 nm (UV-160, Shimadzu,
Japan) tijekom 3 min. Druga slijepa proba sluzila je za namjestanje aktivnosti ksantin oksidaze.
U kivetu je dodano redom: 25 uL. dH>O, 1,45 mL otopine A i 15-30 uL ksantin oksidaze (0,8
U/mL). Odmah nakon dodavanja enzima i brzog mijeSanja mjerena je promjena apsorbancije,
odnosno aktivnost enzima ksantin oksidaze tijekom 3 min na 550 nm. Aktivnost ksantin
oksidaze mora biti oko 0,025 U/min. U ovom slu¢aju volumen XOD koji je odgovarao bio je
25 pL. Nakon $to se postigla optimalna aktivnost SOD, analizirani su uzorci. U svaku reakcijsku
smjesu umjesto dH20 dodano je 25 pL uzorka te odgovarajuci volumen ksantin oksidaze i
odmah nakon toga mjerena je apsorbancija u spektrofotometru. Enzimska aktivnost mjerena je
kao postotak inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze koja se raCuna prema formuli: % inhibicije
= 100 — (AAuyzorka/AAdslijepa proba) X 100. Enzimska aktivnost SOD racuna se prema formuli:

aktivnost SOD = 10A((einhibicije +12,757)/30932) - A ktivnost SOD izrazena je kao U/mg proteina.

Tablica 9. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti SOD”

Pomijesati 17 mL (1,56 g NaH2PO4 x 2H>O u 50 mL
50 mM PBS dH20) i 183 mL (5,678 g Na2HPO4 u 200 mL dH:0),
namjestiti pH=7,8 te nadopuniti do 800 mL

50 mM PBS s 0,1 mM EDTA 3,72 mg EDTA u 100 mL 50 mM PBS

190 mL 0,05 mM citokroma C (29 mg citokroma C u 50
mM PBS s 0,1 mM EDTA do 190 mL) i 19 mL 1 mM
ksantina (3 mg ksantina u 19,74 mL 1 mM NaOH tesko

Reakcijska otopina A

se otapa, lagano zagrijavati)

Reakcijska otopina B

) 40 pL ksantin oksidaze 1 960 uL dH20
XOD (aktivnost 0,8 U/mL)

“Koristene su kemikalije proizvodaca Sigma-Aldrich, Njemacka: Citokrom ¢ iz govedeg srca,
Mr = 12,327 g/mol; Ksantin oksidaza iz kravljeg mlijeka , 50 U (1,05 U/mg P ).
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3.2.7. Metode utvrdivanja neuropatologije

3.2.7.1. Histologija i imunohistokemija

Nakon fiksacije u 4% puferiranom formalaldehidu i uklapanja u parafin, u€injeni su serijski
prerezi debljine 7-10 um te osnovno bojanje hemalon-eozinom (HE) u Laboratoriju za
patologiju prezivaca i transmisivne spongiformne encefalopatije, Hrvatski veterinarski institut
Zagreb. Imunohistokemija i Belschowsky su napravljeni u Laboratoriju za razvojnu

neuropatologiju Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga (HIIM) u Zagrebu.

3.2.7.1.1. Bojanje modificiraom metodom po Bielschowskom

Bielschowsky tehnika je metoda bojenja srebrom koja se koristi u histokemiji za vizualizaciju
ziv€anih vlakana, ukljucuju¢i multipolarne interneurone u cerebelumu (mali mozak). Ujedno je
i jedna od S$iroko koristenih tehnika koja se koristi za otkrivanje AD patologije detekcijom
neurofibrilarnih snopi¢a (TNF). Metoda se pripisuje njemackom neurologu i neurohistologu
Maxu Bielschowskom koji je modificirao u odnosu na prethodnu metodu koju je razvio Ramon
y Caja (194).

Nakon deparafinizacije i rehidracije uzorci tkiva na stakalcima su inkubirana tijekom 20 min u
20% otopini AgNOs, na tresilici u mraku. Nakon toga stakalca s uzorcima tkiva su isprana
destiliranom vodom te potom inkubirana na 15 min u istoj otopini s dodatkom kap po kap
ishlapjelog amonijaka u suvisSku. Po zavrSetku inkubacije stakalca su potopljena u destiliranoj
vodi s amonijakom na 5 min. Potom su potopljena na 5 min (dok nisu pocrnila) u otopinu
AgNOs/amonijaka i razvijaca te potom isprana 5 min u dH20 i fiksirana u 5% otopini natrijevog
tiosulfata 5 min. Nakon ispiranja u destiliranoj vodi i dehidracije prerezi na stakalcima su

pokriveni.
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Tablica 10. Priprema otopina

Otopina AgNOs 20 g AgNOs
100 mL dH20
Otopina razvijaca 20 mL formalina
100 mL dH20

1 kap konc. HNOs
0,5 g limunske kiseline

5% otopina natrijeva tiosulfata 5 g natrijeva tiosulfata
100 mL dH20

3.2.7.1.2.  Imunohistokemija

Kako bi vizualizirali neuropatoloSke (ne)promjene sagitalni prerezi mozga podvrgnuti su
oznacavanju imunohistokemijskim biljezima: purified (azide free) anti-B-amyloid, 17-24
(Clone: 4G8) (BioLegend, San Diego, CA); anti-phospho-PHF-tau pSer202/Thr205 (AT8)
(Thermo Fisher Scientificu, SAD); anti-tau pSer396/404 (PHF1) i Tau-001 (MC1) (dar Dr.
Peter Davies-a, Albert Einstein College of Medicine, Bronx, NY); CD68 (E-11) i HLA-DR
(Dako, SAD); Ibal (Wako Pure Chemical Industries, Japan).

Prije pocetka imunohistokemijskog bojenja preparati tkiva mozga su deparafinizirani serijom
ispiranja ksilolom i rehidrirani etanolom u nizu padajuc¢ih koncentracija (apsolutni etanol, 96%-
tni etanol, 70%-tni etanol). Nakon deparafinizacije i rehidracije preparati su isprani PBS-om
(engl. phosphate buffered saline, pH = 7,4) a otvaranje epitopa antigena koje prepoznaje

protutijelo (engl. antigen retrieval) izvr$eno je kuhanjem u citratnom puferu (pH = 6,0).

Endogene peroksidaze inaktivirane su predobradom metanolom s 0,3%-tnim vodikovim
peroksidom (AT8, PHF1, MC1, Ibal, CD68 i HLA-DR) te 70%-othom mravljom kiselinom
(4G8). Nakon daljnjeg ispiranja PBS-om uslijedilo je blokiranje nespecificnog vezanja

protutijela.

Blokiranje je postupak kojim se sprje¢ava pojava lazno pozitivnog obojenja zbog nespecifi¢nog
vezanja protutijela. Za blokiranje se koriste serumi Zivotinja ili otopine proteina koji tvore tanak
sloj na povrSini tkiva i1 time sprjeavaju nespecificno vezanje protutijela. Preparati se prije

nakapavanja otopine za blokiranje okruze tankim slojem hidrofobne tekucine (PAP pen, Sigma
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Aldrich, Nemacka) koja predstavlja barijeru za istjecanje nakapane otopine. Otopina za
blokiranje uvjetovana je primarnim protutijelom proizvedenim u serumu zece ili misa: (a) 10%-
tni NGS (engl. normal goat serum) u 0,5%-tnom Triton/PBS za Ibal (zec); (b) 5%-tni NGS u
0,5%-tnom Triton/PBS za AT8 (mis); (c) 5%-tni BSA (engl. bovine serum albumin) u 0,5%-
tnom Triton/PBS za 4G8, PHF1, MC1, CD68 i HLA-DR (mis). Blokiranje je provedeno kroz

60 min na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori.

Primarna protutijela razrijedena su u odgovarajucoj otopini za blokiranje, kako je navedeno
gore, u omjerima 4G8 1:2000, AT8 1:500, MC1 1:20, PHF1 1:1500, Ibal 1:250, CD68 1:1250
i HLA-DR 1:300. Nakon uklanjanja otopine za blokiranje, rezovi su prekriveni razrijedenim
protutijelima 1 inkubirani preko no¢i na 4 °C nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje PBS-om. Za
kontrolu bojanja za svaki od navedenih biljega uzet je dodatni tkivni uzorak koji nije obraden
primarnim protutijelom, takozvana negativna kontrola, odnosno kontrola specifi¢nosti vezanja

primarnog protutijela

Sekundarna protutijela razrijedena su U dvostruko razrijedenoj otopini za blokiranje.
Sekundarno protutijelo anti-mouse Vectastain® ABC kit, kataloski broj PK-4002 (VECTOR
LABORATORIES, SAD) koristeno za primarna protutijela 4G8, AT8, PHF1, MC1, CD68 i
HLA-DR razrijedeno je u omjeru 1:200, a sekundarno protutijelo anti-rabbit Vectastain® ABC
kit, kataloski broj PK-4001 (VECTOR LABORATORIES, SAD) koriSteno za primarno
protutijelo Ibal razrijedeno je u omjeru 1:200. Tako razrijedena sekundarna protutijela
nakapana su na sve rezove ukljucujuéi i negativnu kontrolu. Inkubacija preparata provedena je

u vlaznoj komori kroz 60 min nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje PBS-om.

Tercijarno protutijelo (A i B komponenta anti-mouse/rabbit Vectastain® ABC kit) takoder se
priprema u dvostruko razrijedenim otopinama za blokiranje u omjeru 1:200 kao i sekundarno.

Preparati su inkubirani u vlaznoj komori 60 min nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje PBS-om.

Vizualizacija je provedena otopinom koja sadrzi diaminobenzidin (3,3’-diaminobenzidin,
DAB) (SIGMAFAST™ DAB with Metal Enhancer Tablet Set, kataloski broj D 0426), a
pripremljena je prema uputama proizvodaca (Sigma-Aldrich, Njemacka). Preparati su nakapani
otopinom za vizualizaciju i inkubirani na sobnoj temperaturi kroz 10 min koliko je trajalo

razvijanje. Uslijedilo je ispiranje u PBS-u i zatim u destiliranoj vodi.

Nakon susenja u mraku stakalca su prebac¢ena u kadicu s Histoclear-om (Thermo Fisher
Scientific, SAD). Rezovi su prekriveni kapljicom Histomounta (Poly-Mount®, kataloski broj

08381-120; Polysciences, SAD) i pokrovnim stakalcem.
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Mikroskopske snimke preparata napravljene su na mikroskopu Nikon YS2-H Alphaphot-2
digitalnom kamerom Nikon DXM 1200 uz pomo¢ programa Nikon ACT-1 i digitalnom
kamerom AxioCam ERc5s Zeiss uz pomo¢ programa AxioCam ERc5s-ZEN2. Kvantitativna
analiza snimaka preparat (broj, povrSina i intenzitet obojenja) ucinjena je uz pomo¢ programa

Nikon ACT-1 i AxioCam ERcbhs-ZEN2.

Za biljeg Ibal ucini je semikvantitativna analiza pra¢enjem imunoreaktivnosti prema skali:
0 = imunoreaktivnost nije prisutna
1 = prisutno je nekoliko imunoreaktivnih stanica, sve stanice su razgranate
2 = umjeren broj imunoreaktivnih stanica, uglavnhom su razgranate, manji broj
aktiviranih
3 = mnogo difuzno rasporedenih imunoreaktivnih stanica, sve su aktivirane

4 = mnogo velikih nakupina aktiviranih mikroglija stanica

Podrucja hipokampalne formacije (nazubljena vijuga (GD), hilus, CA2/3, CAl, subikulum
(SUB) 1 bijela tvar) odredena su prema radu Westa 1 Gundersena (195).

3.2.7.2. Odredivanje koncentracije moZdanog neurotrofnog cimbenika

(engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF)

BDNEF je ¢lan porodice neurotrofina, proteina koji su vrlo vazni regulatori prezivljenja, razvoja
1 funkcije neurona, a imaju 1 klju¢nu ulogu u embriogenezi 1 organogenezi te u regulaciji
sinapticke aktivnosti, sinteze neuroprijenosnika i sinapticke plasti¢nosti kod odraslih osoba
(196-200). Siroko je eksprimiran i rasprostranjen u mozgu, za razliku od nekih drugih
neurotrofina, a njegova funkcija je kljucna za prezivljavanje i plasticnost neurona diljem
mozdanog tkiva, posebice neurona u onim regijama mozga koje su ozbiljno oste¢ene u AD-u
(neuroni hipokampusa, kortikalni i kolinergicki neuroni) (201-203). Za odredivanje BDNF-a
koriSten je komercijalni Stakorski BDNF ELISA kit proizvoda¢a Thermo Fisher Scientific
(SAD), koji radi na metodi direktne sendvi¢ ELISE. Testiranje je provedeno prema uputama

proizvodaca.
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Uzorci i standard (0-3000 pg/mL) prije dodavanja u jazice (100 pL) su razrijedeni otapalom C.
Nakon inkubacije od 2,5 sata na sobnoj temperaturi (engl. room temperature, RT) u mraku,
isprani su puferom za ispiranje. Potom su dodana biotinirana protutjela (100 pL), inkubacija 1
h/RT/mrak. Nakon ispiranja puferom dodan je streptavidin konjugiran s HRP-om (engl.
horseradish peroxidase), inkubacija 45 min/RT/mrak. Nakon ispiranja puferom dodano je 100
pL TMB supstrata (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin), inkubacija 30min/RT/mrak. Reakcija izmedu
HRP enzima i TMB supstrata dala je plavo obojenje, a dodatkom STOP otopine (50 pL) u
reakcijsku smjesu boja se promijenila u Zzutu. Mjerenje apsorbancije ucinjeno je
spektofotometrom na 450 nm (Microplate reader Model 550, Bio-Rad, SAD). Koncentraciju

BDNF-a u uzorcima odredena je preko jedndZbe pravca 1 poznate koncentracije standarda.

3.2.7.3. Odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze (AChE)

Za odredivanja aktivnosti AChE koristena je kolorimetrijska metoda koju su osmislili Ellman i
sur. (204). Aktivnost enzima se odreduje mjerenjem nastanka tiokolina kao nusprodukta
hidrolize acetilkolina (ACh). Tiokolin odmah po nastanku reagira s Ellmanovim reagensom,
odnosno 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzojevim) anionom te nastaje zuto obojeni anion 5-tio-2-

nitrobenzojeve kiseline. Reakcija se odvija pri neutralnom ili alkalnom pH.

U falkon epruvetu stavljena je desna polovica mozga i homogenizacijski pufer u omjeru 1:5
w/v te je sonificirano utrazvu¢nim homogenizatorom Bandelin Sonoplus HD2070 (Bandelin,
Njemacka) upotrebom sonde MS73 (Bandelin, Njemacka). Dobiveni homogenati su
centrifugirani (ultracentrifuga Mikro 200R, Hettich, Njemacka) pri 9000 rpm/30min/+4 °C, a
potom je izdvojen nadtalog. Nakon toga je u kivetu dodano 1,4 mL fosfatnog pufera, 25 pL
DTNB-a, 40 pL dobivenog nadtaloga i 35 pL acetiltiokolin jodida. Uslijedilo je mjerenje
apsorbancije na 412 nm tijekom 30 sekundi (UV-160, Shimatzu, Japan). 1z izmjerene
apsobancije uz pomo¢ formule navedene u gore citiranom radu izraunata je aktivnost AChE

koja je izrazena kao R (molLY/min/g tkiva).
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Tablica 11. Otopine za odredivanje aktivnosti acetilkolinesteraze

Otopina A 3,45 g NaH2PO4 x H20 + dH20 do 125 mL
Otopina B 7,1 g Na2HPO4 (bezvodni) + dH20 do 250 mL
0,1 M fosfatni pufer 84 mL otopine A + 216 mL otopine B + 300 mL
pH=7,2 dH20; provjeriti pH, po potrebi namjestiti pomoc¢u
(homogenizacijski pufer) 2 M NaOH ili HCI

1,6 mM DTNB 0,0317 g DTNB + 50 mL fosfatnog pufera

3.2.8. Metode provjere neuroupale

3.2.8.1. Odpredivanje relativnog indeksa mozga

Nakon zrtvovanja izoliran je mozak i izvagan na digitalnoj vagi (Analytical balance ABS 220—
4,d =0,01-220 g, Kern & Sohn GmbH, Njemacka). Dobivene vrijednosti mase mozga, zajedno
s dobivenim vrijednostima mase Zivotinja prije zrtvovanja uptrebljene su za izra¢un relativnog

indeksa mozga prema formuli:

Relativni indeks mozga (g/100 g) = (masa mozga x 100)/masa tijela Zivotinje prije Zrtvovanja.

3.2.8.2. Mjerenje dusikovog oksida indirektnom metodom prema Griess-u

Ova analiza se temelji na reakciji diazotacije koju je prvi opisao Griess (205). Brojne stanice
sisavaca sintetiziraju duSikov oksid oksidacijom L-arginina pomoc¢u enzima duSik oksid
sintetaze. U uvjetima in vitro dusikov oksid se brzo metabolizira u stabilne produkte, nitrite
(NO>") ili nitrate (NOs-), ovisno oksidira li se molekularnim kisikom ili superoksidnim
anionom, i kao takav se izlucuje izvan stanice u hranjivu podlogu (206). Sinteza duSikovog
oksida moze se indirektno odrediti spektrofotometrijski Griessovom metodom, mjereci nitrite i

nitrate akumulirane u tekuc¢oj hranjivoj podlozi u kojoj rastu stanice.
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U ovom istrazivanju kori$ten je kit Griess reagent system proizvodaca Promega (SAD), koji za
analizu NO~ koristi 1% sulfanilamid pripremljen u 5% fosfatnoj kiselini i 0,1% N-1-
naftiletilenediamin dihidroklorid (NED). U mikrotitarsku plo¢u dodano je 50 pL uzorka u
triplikatu, potom 50 uL sulfanilamid otopine i uslijedila je inkubacija 10 minuta na sobnoj
temperaturi (zasti¢eno od svjetla). Nakon prve inkubacije dodano je 50 uL NED te je inkubirano
10 minuta na sobnoj temperaturi (zasticeno od svjetla). Nakon druge inkubacije (ruzicasto
obojenje uzorka) je o¢itana apsorbancija na 540 nm na uredaju Labsystems IEMS Reader MF
(Labsystem, Finska). Kao standard upotrebljen je 0,1 M natrijev nitrit u koncentracijama 0-100
uM. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji nitrita odreden je nagib
pravca. Preko nagiba pravca izracunata je koncentracija NO2- u uzorcima. Koncentracija NO>-

izraZena je kao uM/puL.

- e * LN
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Slika 21. Kemijska reakcija nastala mjerenjem NO:~ koriste¢i Griess reagens sustav

(preuzeto i prilagodeno prema 207)

3.2.8.3. Odredivanje aktivnosti arginaze

Arginaza (engl. L-arginine amidinohydrolase, L-arginin amidinohidrolaza) je enzim koji
sudjeluje u posljednoj reakciji metabolickog ciklusa ureje, gdje katalizira pretvorbu
aminokiseline L-arginina u L-ornitin i ureju (L-arginin + H,O > L-ornitin + ureja). Postoje
dvije izoforme ovog enzima, jetrena arginaza-1 (citoplazmatski protein) i arginaza-2
(mitohondrijski protein) prisutna u bubrezima, mozgu, prostati, tankom crijevu 1 mlije¢nim

zlijezdama (208). Zanimljivo je da se inducibilna dusik oksid sintaza (iNOS) i arginaza natjecu
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za zajedni¢ki supstrat, aminokiselinu L-arginin (209). M1-makrofagi poticu iNOS da
katabolizira L-arginin u NO (citostati¢ni i citoliticki u¢inak) i citrulin, dok su M2 makrofagi
karakteristi¢ni po visokoj ekspresiji arginaze-1 (Arg-1), citosolnog enzima koji katalizira
alternativni metabolic¢ki put L-arginina u ornitin i poliamine, koji su prekursori u sintezi
kolagena i stani¢ne proliferacije (210, 211). Prema tome, povecana regulacija Arg uglavnom je
prisutna u M2 makrofagima koji luce protuupalne citokine (npr. IL-10), dok je iNOS vise
prisutna u M1 makrofagima koji luc¢e proupalne citokine (npr. IL-1B, IL-6) i imaju pojac¢ano

antimikrobno djelovanje.

Kako bi provjerili razinu arginaze-1 u pokusnim zivotinjama koristili smo Arginase activity
assay kit MAK112 (Sigma- Aldrich, Njemacka). Prema uputama proizvodac¢a u Al i A2 jazicu
dodano je 50 uL 1 mM standardne radne otopine uree, u B1 1 B2 jazicu 50 pL vode, a u preostale
jazice po 40 pL seruma u duplikatu. Stupci 2, 4, 6, 8, 10 1 12 su slijepe probe. Potom je u sve
jazice izuzev onih za slijepu probu dodano 10 puL 5x koncentriranog supstratnog pufera, plocica

je zamotana u aluminijsku foliju 1 uzorci su inkubirani 2 h pri 37 °C.

9 10 Al : standard ureje 50 pL + supstrat
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Slika 22. Konstrukcija mikrotitarske ploc¢ice kod odredivanja aktivnosti arginaze

Nakon inkubacije dodano je 200 pL reagensa uree u svaku jazicu kako bi se zaustavila reakcija,
a zatim 10 pL 5x supstratnog pufera u jaZice za slijepu probu (stupci 2, 4, 6, 8,101 12). Uslijedila
je inkubacija od 1 h na sobnoj temperaturi. Apsorbancija je o¢itana na 430 nm (Labsystems
iIEMS Reader MF, Labsystem, Finska). Aktivnost arginaze je izraunata prema formuli:

Aktivnost arginaze = (A(uzorka)— A(prazne jazice))/(A (standarda)—A (vode)) x ((1 mM
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x50 x 103)/(V x T)), gdje je T vrijeme reakcije u minutama, V volumen uzorka dodan u jazice,
1 mM koncentracija standarda ureje, 50 reakcijski volumen, a 103 konverzijski ¢cimbenik mM
u uM. Jedna jedinica arginaze je koli¢ina enzima dovoljna za pretvorbu 1 umola L- arginina u

ornitin i ureu u minuti, pri 37 °C i pH 9,5.

3.2.8.4. Mijerenje razine proupalnih citokina

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je provjera neuroupale nakon primjene AlCIz u kombinaciji
s D-gal. Iz tog razloga koristen je Multi-Analyte ELISArray Kits (Qiagen, Njemacka) za
odredivanje Stakorskih proupalnih citokina kako bi odredili razinu proupalnih citokina i
kemokina u u uzorku mozga eksperimentalnih Zivotinja. Ovim ELISA kitom analizirana je
razina 12 citokina i kemokina (IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, INF-y, TNF-
a, GM-CSF, RANTES). Tkivo mozga je homogenizirano u PBS-u (1:5), potom centrifugirano
pri 15000 rpm/10 min/+4 °C. Nadtalog je pohranjen na -80 °C do analize. ELISA kit je koriSten
prema uputama proizvodaca, a mjerenje provedeno na 450 nm s korekcijom na 570 nm na
mikrotitarskom cita¢u Labsystems iEMS Reader MF (Labsystem, Njemacka). Koncentracija je

izraCunata preko standardne krivulje 1 izrazena u pg/mL.

3.2.9. Neuroloski pregled jedinki (engl. neurological screening, NS)

Za utvrdivanje i procjenu mogucih motori¢kih i senzornih defecita kod $takora nakon primjene
supstanci prema eksperimentalnom dizajnu (Tablica 4) ucinjen je prilagodeni NS prema radu

koji su napisali Choen i sur. (212).

Dan prije pocetka obrade i 24 sata po zavrSetku istoga ucinjena je procjena neuroloSkim
pregledom. NS je sacinjen od niza neuroloskih refleksnih testova: uspravljanje nakon $to se
postavi na dorzalnu stranu; treptaj oc¢iju (odgovor na lagani dodir vanjskog kuta oka tankim
kistom), trzanje usiju i povlacenje udova kao odgovor na taktilne podrazaje (lagani dodir s
prstom lateks rukavice); usmjeravajuc¢i odgovor njuha (izlozenost ekstratu narance) i vizualni
podrazaj (svjetiljka); 1 zaprepaSteni odgovor nakon auditornog podraZaja (metalni kliker).
Konacna procjena je neuroloskog deficita je temeljena na odsustvu ili prisustvu odgovora na

podrazaj.
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3.3. StatistiCka analiza

Svi pokusi provedeni su u duplikatu. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna
pogreska (SV + SP). Podaci su analizirani pomoc¢u Kruskal-Wallis ANOVA-a testa. Daljnja
analiza razlika izmedu skupina napravljena je visestrukom komparacijom srednjih vrijednosti
svih skupina. Statisticka analiza je provedena pomo¢u STATISTICA 12 programa (StatSoft,
Tulsa, OK, USA). Statisticka to¢nost odredena je na razini P < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Udlinak subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu na tjelesnu masu

pokusnih Zivotinja

Procjena toksi¢nosti na nivou cijelog organizma pracena je vaganjem zivotinja tijekom
istrazivanja i pra¢enjem promjena u tjelesnoj masi (Slika 23). Promjene u tjelesnoj masi (TM)
pracene su na osnovu tjednog vaganja obradenih skupina (Tablica 4) i izraZzene su u gramima.
Gubitak tjelesne mase tijekom perioda istrazivanja vidljiv je kod skupina kako slijedi AD, AD
+ Quas i AD + Qusg i AD, ali bez statisticki znacajne razlike (P > 0,05) u odnosu na skupine
(Quzs 1 Quso), kao niti u odnosu na zdravu kontrolu skupinu (HC) gdje je vidljiv porast u

tjelesnoj masi tijekom trajanja istrazivanja.

400
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= 300 = B B = =
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S
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o 100 m AD + Qu50

0 Qu25

0 7 14 21 28
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Slika 23. Praéenje tjelesne mase tijekom subkroni¢ne primjene AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u
6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom = 10 g. Tijekom 28 dana svakodnevne obrade ip
s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm
kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quas) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quse) vagani su jedanput tjedno.
Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. Promjene u tjelesnoj masi izmedu obradenih skupina ne
pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku (P > 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja

vrijednost, SP — standardna pogreska.

Promjene u tjelesnoj masi prac¢ene su na osnovu tjednog vaganja obradenih skupina i izrazene
su u postotku (Slika 24). Gubitak u tjelesnoj masi najocitiji je kod skupina AD + Quzs, AD +
Quso i AD, ali bez statisticki znacajnog odstupanja (P > 0,05) u odnosu na kontrolnu HC i ostale

skupine.
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Slika 24. Promjene u tjelesnoj masi tijekom subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni
u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g. Tijekom 28 dana svakodnevne obrade
ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AIClz + 60 mg/kg/tm
D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AICIs + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50
mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso) vagani su
jedanput tjedno. Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. Promjene u tjelesnoj masi izmedu obradenih
skupina ne pokazuju statisti¢ki zna¢ajnu razliku (P > 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV

— srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.

4.2. Pracéenje uc¢inka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na crijevnu
disbiozu

Promjene vezane uz disbiozu crijevne mikrobiote odredene su u uzorku svjezeg crijevnog
sadrzaja odredivanjem pH vrijednosti, mjerenjem glikoliticke aktivnosti mikrobnih enzima,
izolacijom probiotickih bakterija na krutim i selektivnim podlogama te identifikacije pomoc¢u
API testova. Iz smrznutih uzoraka crijevnog sadrzaja odredena je koncentracija zonulina i
ucinjena je identifikacija bakterija crijevnoga mikrobioma sekvenciranjem V4 varijabline regije
16S rRNA.

4.2.1. U¢inak subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na pH vrijednosti

crijevnog sadriaja kolona
Odredivanjem pH vrijednosti crijevnog sadrzaj (Slika 25) unutar ispitivanih skupina vidljiva je

razlika izmedu kontrolne skupine 1 ostalih skupina iz obrade u vidu snizene ili povisene pH

vrijednosti (raspon pH = 7,1-7,5 mmol/dm?). Najvece odstupanje u odnosu na ostale obradene
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skupine pokazuje skupina AD + Quso, ¢ija je pH vrijednost statisticki znac¢ajno veéa u odnosu
na AD skupinu (P =0,028) i u odnosu na skupinu AD + Quzs (P = 0,017).

7,6
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Slika 25. Odredivanje pH vrijednosti crijevnog sadrZaja nakon subkroni¢ne primjene AICl; + D-gal i Qu.
Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom = 10 g te tijekom 28 dana
obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICl; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze +
50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati
su prikazani kao SV =+ SP pojedine skupine. 4 Statisticki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu AD (4P <0,05).
*Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na skupinu AD + Qugzs (*P < 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa, ip —

intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.

4.2.2. Odredivanje glikoliticke aktivnosti enzima crijevne mikrobiote u uzorku

izoliranom iz kolona

Provedenom analizom rezultata utvrdena je niza aktivnost enzima p-glukuronidaze, p-
glukozidaze i p-galaktozidaze kod skupina AD i AD + Quso sa statistiCki znacajnim
odstupanjem u odnosu na kontrolnu HC i ostale obradene skupine (Slika 26). Smanjena
aktivnost s-glukoronidaze (Slika 26A) znac¢ajna je kod skupine AD u odnosu na HC (P = 0,005)
i Quso (P =0,004) te kod skupine AD + Quso u odnosu na HC (P = 0,003) i Quso (P = 0,002).
Smanjena aktivnost s-glukozidaze (Slika 26B) znacajna je kod skupine AD u odnosu na HC (P
=0,03) i Quso (P = 0,002) te kod skupine AD + Quso u odnosu na skupinu Quso (P = 0,018).
Smanjena aktivnost f-galaktozidaze (Slika 26C) znacajna je kod skupine AD u odnosu na HC
(P =0,0004) i Quso (P =0,0007) te kod skupine AD + Qusg u odnosu na HC (P = 0,03).
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Slika 26. Rezultati mjerenja glikoliti¢ke aktivnosti enzima f#-glukuronidaze, g-glukozidaze i #-galaktozidaze
nakon subkroni¢ne primjene AICls + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10)
podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICIs + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD
+ Qugzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qusg), 25 mg/kg/tm
kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Qusg). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine.
“Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na skupinu HC ("P < 0,05; ™P < 0,01; ™"P < 0,001). “Statisticki znacajne
promjene u odnosu na skupinu Quso (°P < 0,05; *°P < 0,01; "™°P < 0,001). Kratice: tm — tjelesna masa, ip —
intraperitonealno, U/g c..c predstavlja aktivnost po gramu crijevnog sadrzaja (engl. contents of colon, c.c.), SV —

srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.2.3. Uclinak subkroniéne primjene AIClz + D-gal i Qu na rast probiotic¢kih

kolonija na selektivnim podlogama i identifikacija roda Lactobacillus

Rezultati dobiveni metodom brojanja kolonija (engl. colony-forming unit, CFU) naraslih na
selektivnim podlogama za bakterijske rodove Lactobacillus i Bifidobacter su prikazani na Slici
27. Ova metoda je pokazala znacajne razlike u broju kolonija koje su stvorile bakterije rodova
Lactobacillus i Bifidobacter u skupine AD u odnosu na ostale skupine. StatistiCki znacajne
vrijednosti prisutne su kod roda Bifidobacterium (Slika 27A) gdje je CFU/g smanjen kod
skupine AD u odnosu na HC i AD + Qusp (P = 0,02) te kod roda Lactobacillus (Slika 27B) gdje
je CFU/g smanjen kod skupine AD u odnosu na HC (P = 0,02) i Quzs (P = 0,0009).
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6 o
® \ r :
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10
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Slika 27. Rezultati brojanja kolonija nastalih na selektivnim podlogama za Bifidobacterium i Lactobacillus
nakon subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10)
podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICIs + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD
+ Quas), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qusp), 25 mg/kg/tm
kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine.
“Statisticki znac¢ajne promjene u odnosu na skupinu HC (P < 0,05). ®Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na
skupinu AD + Quso (*P < 0,05). °Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu Qugs (°°°P < 0,001). Kratice:
tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, CFU - engl. colony-forming unit, SV — srednja vrijednost, SP —

standardna pogreska.
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Prema rezultatima API testova za selektivne podloge za bakterije roda Lactobacillus
dominantne su vrste: L. brevis (63,3%), L. plantarum (25,4%) i Lactococcus lactis ssp. lactis
(10,2%) kod HC skupine; L. plantarum (97,1%) kod AD skupine; Lactococcus lactis ssp. lactis
(51%), L. brevis (31,9%) i L. plantarum (15,6%) kod skupine AD + Quos; L. brevis (81,3%), L.
plantarum (10,8%) i Lactococcus lacti ssp. lacti (7,6%) kod skupine AD + Quso; L. brevis
(63,3%), L. plantarum (25,4%) i Lactococcus lactis ssp. lactis (10,2%) kod skupine Quos; L.
plantarum (98,4%) kod skupine Quiso.

4.2.4. ldentifikacija sastava crijevne mikrobiote sekvenciranjem

Nakon bioinformati¢ke obrade podataka i identifikacije bakterija, provedena je statisticka
analiza kako bi se prikazala varijabilnost crijevne mikrobiote u ovisnosti o provedenoj obradi.
U daljnjem prikazu rezultata zabiljeZene su promjene na razini koljena (Slika 28), porodice
(Slika 29-33) i probioti¢kih vrsta (Slika 31). Sve promijene s P vrijedno$¢u manjom od 0,05
smatraju se statisti¢ki znacajne (P < 0,05; P <0,01; P <0,001).

4.2.4.1. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu na

promijene u crijevnom mikrobiomu na razini koljena

100%

0%

HC AD AD +QU25 AD +QU50 Qu25 QU50
Actinobacteria Bacteroidetes W Cyanobacteria B Firmicutes
B Proteobacteria B Saccharibacteria Spirochaetae Tenericutes

Slika 28. Rezultati analize crijevnoga mikrobioma na razini koljena nakon subkroni¢ne primjene AICl: +
D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom £ 10 g te
tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm
AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qugzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quiso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso).
Isti¢u se dva dominatna koljena Firmicutes (59-66%) i Bacterioidetes (19,7-31,9) te dva najosjetljivija obzirom na
provedenu obradu Spirochaeteae (0,3-1,6%) i Actinobacteria (0,6-1,5%). Kratica: tm — tjelesna masa, ip —

intraperitonealno.
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4.2.4.2. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AICIz + D-gal i Qu na

promijene u crijevnom mikrobiomu na razini porodice

100%
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Slika 29. Rezultati analize crijevnoga mikrobioma na razini porodice nakon subkroni¢ne primjene AICIs +
D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom = 10 g te
tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm
AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qugzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quisg), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quiso).
Analizom dobivenih podataka u crijevnoj mikrobioti obradenih jedinki identificirano je 27 porodica. Od toga dvije
porodice do sada nisu izolirane u mikrobioloskim kulturama (engl. uncultured bacterium, UC) i ostale su
neidentificirane te ovisno o obradi njihov udio je 0,1-1,6%. Jedna je nepoznata porodica (engl. unknown family,
UF) ¢iji udio ovisno o obradi ¢ini 1,8-12,1% crijevne mikrobiote. Kratice: tm — tjelesna masa, ip —

intraperitonealno.
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4.24.2.1.  Pracenje ucinka subkroni¢ne primjene AICI3 + D-gal i Qu na

dominantne porodice
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Slika 30. Prikaz dominantnih porodica nakon subkroni¢ne primjene AICls + D-gal i Qu. Stakori su

rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom 28 dana obradeni
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ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AIClz + 60 mg/kg/tm
D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50
mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Na 25A su
prikazane Cetiri dominantne porodice Lactobacillaceae, Ruminococcaceae, Bacteroidales S24-7 group i
Prevotellaceae, ¢iji udio ¢ini 10-30% crijevne mikrobiote kontrolne HC skupine. Rezultati na 25B-E su prikazani
kao SV = SP pojedine skupine. “Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu HC (P < 0,01). *Statisticki
znacajne promjene u odnosu na skupinu AD + Qugzs (°P < 0,05). "Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na
skupinu AD + Quso (P < 0,05). °Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu ha skupinu Quzs (°°P <0,01). “Statisticki
znacajne promjene u odnosu na skupinu Qusp (P <0,05; ""P < 0,01). Kratice: tm — tjelesna masa, ip —

intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.

20 Bifidobacterium breve
3 18 [ | B/f/:dobacter/:um longum
= Bifidobacterium pseudolongum
g 16 Lactobacillus reuteri
o 14 Lactobacillus intestinalis
S Lactobacillus plantarum
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> W Lactobacillus spp.
iel 2 Lactobacillus delbrueckii
S 0 Lactobacillus sp.

B Lactobacillus helveticus

AD+ Qu25AD+QU50  Qu25 Qus0 B Lactobacillus ruminis

Slika 31. Udio vrsta unutar probioti¢kih porodica Lactobacillaceacea i Bifidobacterium nakon subkroni¢ne
primjene AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s
razlikom = 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AIClI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
(AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AIClI;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Bez statisti¢ki zna¢ajnog odstupanja (P > 0,05) vidljiva je raznolikost vrsta unutar porodice
Lactobacillace uz ocitu prevlast vrsta Lactobacillus johnsonii (2,4-10,1%), Lactococcus lactis (2,2-4,1%) i
Lactobacillus reuteri (0,4-3,7%) ovisno o obradi. Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja
vrijednost, SP — standardna pogreska.

Na Slikama 30B-E prikazane su Cetiri dominantne porodice crijevne mikrobiote sa statisticki
znacajnim vrijednostima obzirom na provedenu obradu. Statisticki znacajno povisen udio
porodice Lactobacillaceae (Slika 30B) prisutan je kod skupine AD + Quzs u odnosu na Qusg (P
= 0,04) te kod skupine AD + Quso u odnosu na skupine: HC i Quzs (P = 0,01); Quso (P = 0,002).

Statisticki znacajno povisen udio porodice Ruminococcaceae (Slika 30C) prisutan je kod
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skupine HC u odnosu na AD + Quas (P = 0,04), kod AD u odnosu na AD + Quso (P = 0,02) te
kod Quso u odnosu na AD + Quazs (P = 0,04) i AD + Qusg (P = 0,02). Porodica Bacteriodales
(Slika 30D) obzirom na obradu nema statisticki znacajne promjene unutar obradenih skupina
(P > 0,05). Statisticki znacajno povisen udio porodice Prevotellaceae (Slika 30E) prisutn je
kod skupine AD + Quas u odnosu na HC (P =0,01) i Quzs (P = 0,01). Daljnjom analizom unutar
dvije probioticke porodice Lactobacillaceae i Bifidobacterium (Slika 26) ocita je prevlast
porodice Lactobacillaceae te je identificirano 15 vrsta unutar ove porodice, ali bez statisticki

znacajnih promjena unutar vrsta iste porodice (P > 0,05).

4.2.4.2.2. Pracenje ucinka subkronic¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na

porodice Ciji udio u kontrolnoj skupini (HC) ¢ini 1-10%
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Slika 32. Prikaz porodica koje ¢ine 1-10% crijevne mikrobiote nakon subkroni¢ne primjene AICls + D-gal

i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom
28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICIs
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
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galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quiso).
Rezultati na 32B-C su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. ®Statisticki znacajne promjene u odnosu na
skupinui AD + Quso (*P <0,05). Kratice: tm —tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP —

standardna pogreska.

Uvidom u promjene unutar porodica koje ¢ine 1-10% (Slika 32A-C) uocava se osjetljivost
(smanjenje zastupljenosti) porodice Christensenellaceae (Slika 32B) kod skupine AD + Quas u
odnosu na skupinu AD + Qusg (P = 0,02) te smanjena zastupljenost porodice
Desulfovibrionaceae (Slika 32C) kod skupine Quzs u odnosu na skupinu AD + Qusg (P =
0,012).

5.4.5. Pracenje ucinka subkroni¢ne primjene AIClz+ D-gal i Qu na porodice

Ciji udio u kontrolnoj skupini (HC) ¢ini 0,1-1%
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Slika 33. Prikaz porodica koje ¢ine 0,1-1% crijevne mikrobiote nakon subkroni¢ne primjene AlCls + D-gal
i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom
28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICls
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qugs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quas) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quiso).
Identificirane je 15 porodica $to upucuje na visoku varijabilnost i osjetljivost cijevne mikrobiote unutar porodica
sa najmanjom zastupljeno$¢u. Rezultati su prikazani kao udio (%) pojedene porodice u ukupnom crijevnome
mikrobiomu. Statisti¢ki znagajan porast (P < 0,01) kod pojedinih porodica u odnosu na skupinu HC zabiljezen je
kod: Bifidobacteriaceae (AD i AD + Qusg), Streptococcaceae (Quso), Peptostreptococcaceae (AD). Porodice
Porphyromanadaceae i Acidaminococcaceace pokazuju manji udio u mircbiomu (P < 0,01) kod skupine AD +

Quzs u odnosu na HC skupinu. Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno.
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4.2.5. U¢inak subkronic¢ne primjene AICIl3 + D-gal i Qu na koncentraciju

zonulina (ZON) u crijevnom sadriaju, serumu i tkivu mozga

Tablica 12. Koncentracija zonulina u uzorku crijevnog sadrZaja, seruma i homogenata

mozga nakon subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu

Pokusne®? Crijevni sadrzaj Serum Mozak
skupine (ng/mg proteina) (ng/mg proteina) (ng/mg proteina)
HC 0,06 £ 0,00 0,20 = 0,008 1,11 +0,032
AD 0,19 + 0,008 0,30 £ 0,004 3,36 + 0,008
AD+Qupys 0,12 £ 0,008 0,28 £ 0,004 2,06 + 0,024
AD+Quso 0,13 £ 0,004 0,28 £0,00 2,05 £0,020
Quys 0,09 £ 0,00 0,23 £ 0,004 1,51 +£0,016
Quiso 0,09 £+ 0,008 0,24 £0,012 1,89 £0,036
Napomena HC <AD HC <AD HC <AD

(P <0,0001) (P =0,0002) (P <0,0001)

HC <AD + QU25 HC <AD + QUso HC <AD + QU25

(P =0,009) (P =0,00007) (P =0,009)

HC < AD + Quso HC < Quso AD + Qugs < AD

(P =0,009) (P =0,00014) (P =0,009)

QU25 <AD QUzs <AD

(P =0,009) (P =0,025)

Quso < AD

(P =0,009)

aStakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom 28
dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICl; +
60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AICIl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
+ 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati
su prikazani kao SV + SP pojedine skupine sa statisticki znaajnim promjenama izmedu skupina. Kratice: tm —

tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.

-111-



Rezultati koncentracije zonulina (Tablica 12) u uzorku crijevnog sadrzaja, seruma i
homogenata mozga su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SV + SP) te

izrazene kao ng/mg proteina u analiziranom uzorku.

Rezultati analize koncentracije zonulina u uzorku crijevnog sadrzaja (Tablica 12) upucéuju na
poremecaj homeostaze u ovisnosti o obradi. Statisti¢cki znacajne razlike, odnosno povisene
koncentracije zonulina u odnosu na kontrolnu skupinu HC zabiljezene su kod skupine AD (P <
0,0001) te skupine AD + Quzs i AD + Qusp (P = 0,009). Takoder je zabiljezena i statisticki
znacajno povisena vrijednost zonulina kod skupine AD u odnosu na skupinu Quzs i Quso (P =

0,009).

Analizom rezultata koncentracije zonulina u uzorku seruma (Tablica 12) dobivene su vise
vrijednosti u odnosu na vrijednosti zonulina u crijevnom sadrzaju. Statisticki znacajne razlike,
odnosno poviSene koncentracije zonulina u odnosu na kontrolnu HC skupinu u uzorku seruma
zapazene su kod skupine AD (P = 0,0002), AD + Quso (P = 0,00007) i Qusg (P = 0,00014).
Statisticki znacajno poviSena vrijednost zonulina vidljiva je i kod skupine AD (P = 0,025) u

odnosu na skupinu Quos.

Vrijednosti zonulina u uzorku homogenata mozga (Tablica 12) su i do 10 puta viSe usporedno
s vrijednostima dobivenim u uzorku crijevnog sadrzaj i seruma kod istih skupina. Statisticki
znacajno povisene vrijednosti zonulina u odnosu na kontrolnu HC skupinu vidljive su kod
skupine AD (P < 0,0001) i AD + Qugzs (P = 0,009) te kod skupine AD (P = 0,009) u odnosu na
skupinu AD + Qugzs.
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4.3. Pracenje ucinka subkroni¢ne primjene AICIz + D-gal i Qu na rezultate
analize esencijalnih i toksi¢nih elemenata u serumu i tkivu mozga metodom

induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom (ICP-MS)

Rezultati u Tablici 13 su prikazani kao srednja vrijednost + pogreska (SV + SP). Rezultati Al
(ppm) u uzorku seruma/tkiva mozga upucuju na poremecaj homeostaze u ovisnosti o obradi. U
serumu su zapazene znacajno viSe vrijednosti kod ispitne skupine AD (P = 0,00014), AD +
Quzs (P =0,0095) i AD + Qusg (P =0,0026) u odnosu na HC. U uzorku tkiva mozga vrijednosti
Al su znacajno vise kod ispitne skupine AD (P = 0,00008) i AD + Quso (P = 0,004) u odnosu
na HC.

Rezultati Ca (ppm) u uzorku serumaltkiva mozga (Tablica 13) upucuju na poremecaj
homeostaze u ovisnosti o obradi. U serumu su vidljive znatno viSe vrijednosti kod ispitne
skupine Quas (P = 0,027) u odnosu na HC te kod skupine Quzs u odnosu na AD + Quzs (P =
0,02) i AD + Qusg (P = 0,045). U uzorku tkiva mozga vrijednosti Ca su znatno vise kod ispitne
skupine AD u odnosu na skupinu HC (P = 0,0002) i Quzs (P = 0,0006) te kod skupine AD +
Quso u odnosu na skupinu HC (P = 0,014) i Quzs (P = 0,02).

Rezultati Fe (ppm) u uzorku seruma/tkiva mozga (Tablica 13) upucuju na poremecaj
homeostaze u ovisnosti o obradi. U serumu su vidljive znatno nize vrijednosti kod skupine AD
+ Quzs u odnosu na HC (P = 0,031) i Quszs (P = 0,038) te kod AD + Qusg u odnosu na HC (P =
0,021), Quzs (P =0,027) i Quso (P = 0,045) ispitnu skupinu. U uzorku tkiva mozga vrijednosti
Fe su znatno niZze kod AD u odnosu HC (P = 0,014) ispitnu skupinu.

Rezultati usporednih odnosa udjela pojedenim elemenat u serumu i tkivu mozga pokazuju
ovisnost o provedenoj obradi i lokaciji (Slika 34C). U ispitnim skupinama AD, AD + Quas i
AD + Qusp vrijednosti Al u tkivu mozga su statisti¢ki zna¢ajno manja u odnosu na vrijednosti
Al u serumu (P < 0,001). Vrijednosti Ca u tkivu mozga kod skupine HC, Quzs i Qusg Su
statisti¢ki znaéajno vise u odnosu na skupine AD, AD + Quzs i AD + Quso (P < 0,01).
Vrijednosti Fe su statisticki znac¢ajno nize u serumu nego u uzorku tkiva mozga kod svih ispitnih

skupina (P <0,05).
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Tablica 13. Rezultati analize esencijalnih i toksi¢nih elemenata u uzorku seruma i tkivu mozga nakon subkroni¢ne primjene AIClz + D-

gal i Qu?
Serum HC AD AD + Quzs AD + Quso Quzs Quso Napomena
Al (ppm) 2,10+ 0,28 2042+926  177,5+3,1  184,4+490  52+0,08 5,6+ 0,20 HC < AD (P = 0,00014)
HC < AD + Quas (P = 0,0095)
HC < AD + Quso (P = 0,0026)
Ca (ppm) 81,80 = 1,02 85,3 + 0,24 82,4+ 0,28 844+081  869+0,16  86,8+0,85 HC < Quys (P = 0,027)
AD + Quzs < Qugzs (P =0,02)
AD + QU50 < QU25 (P = 0,045)
Fe (ppm) 3,40+0,12 2,80+ 0,04 2,00+ 0,08 1,90+0,12 3,5+0,16 3,30+ 0,20 AD + Quzs < HC (P =0,031)
AD + Quzs < Quzs (P = 0,038)
AD + Quso < HC (P =0,021)
AD + Quso < Qugs (P =0,027)
AD + QU50 < QU50 (P = 0,045)
Tkivo mozga HC AD AD + Quzs AD +Quso Quzs Quso NAPOMENA
Al (ppm) 0,07 £ 0,004 0,24+0,016 0,14 + 0,008 0,19 + 0,008 0,08 +£0,004 0,07+ 0,004 HC < AD (P = 0,00008)
HC < AD + Quso (P = 0,004)
Ca (ppm) 51,83 +2,12 841,84 +£565 264974570 406,67+3,78 51,18+238 84,3 +4.40 HC < AD (P = 0,0002)
HC < AD + Quso (P = 0,014)
Quzs < AD (P = 0,0006)
QU25 <AD + QUso (P = 0,02)
Fe (ppm) 24,65 + 0,50 22,1+0,37 23,55+0,38 23,25+0,46 23,15+0,23 23,41 +0,01 AD < HC (P =0,014)

2Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quys), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50
mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine sa statisti¢ki zna¢ajnim
promjenama izmedu skupina. Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Slika 34. Odnos udjela aluminija (Al), kalcija (Ca) i Zeljeza (Fe) u uzorku seruma (A) i tkivu mozga (B) te
serum vs mozak (C) nakon subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih
skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10
mg/kg/tm AICIs + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm
kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quiso),
25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). U ispitnim skupinama AD, AD + Quzs i AD +
Quso vrijednosti Al u tkivu mozga su statisticki zna¢ajno manja u odnosu na vrijednosti Al u serumu (P < 0,001).
Vrijednosti Ca u tkivu mozga kod skupine HC, Quzs i Quso su statisti¢ki znagajno vise u odnosu na skupine AD,
AD + Quas i AD + Quso (P <0,01). Vrijednosti Fe su statisti¢ki zna¢ajno nize u serumu nego u uzorku tkiva mozga

kod svih ispitnih skupina (P < 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno.
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4.4. Pracenje ulinka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na

parametara oksidacijskog stresa i antioksidacijske zaStite u tkivu mozga

Ucinka subkroni¢ne primjene AlClz + D-gal i Qu na parametre oksidacijskog stresa u€injen je
kroz odredivanje koncentracije ukupnih proteina, karboniliranih proteina (PC) i
malondialdehida (MDA\) te procjenom antioksidacijske zastite kroz pracenje aktivnosti katalaze
(CAT), aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i koncentraciju ukupnog glutationa (GSH).

4.4.1. Uéinak subkroni¢ne primjene AICIl3 + D-gal i Qu na koncentraciju

ukupnih proteina u tkivu mozga

Rezultati analize ukupne koncentracije proteina u uzorku tkiva mozga (Slika 35) ukazuju na
smanjenje koncentracije proteina unutar svih obradenih skupina u odnosu na skupinu HC
sa statisticki znac¢ajnim odstupanjima zabiljezenim kod skupine AD (P = 0,0016) i AD + Quzs
(P = 0,02). Statisticki znacajno nize vrijednost proteina zabiljezenu su i kod kupine AD (P =
0,04) i AD + Quos (P =0,018) u odnosu na Quiso.
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Slika 35. Koncentracija proteina u homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne primjene AICl: + D-gal
i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom
28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICIs
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qugs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quisg), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso).
Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. "Statisti¢ki znac¢ajne promjene u odnosu na skupinu HC (‘P
< 0,05; P <0,01). “Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu Quso (°P < 0,05). Kratice: tm — tjelesna

masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.4.2. Ué¢inak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na koncentraciju

karboniliranih proteina (PC) u tkivu mozga

Za utvrdivanje koli¢ine oSteCenja proteina odreden je sadrzaj karbonilnih skupina u
proteinskom uzorku (Slika 36). Statisticki znacajno poviSena koncentracija PC zabiljezena je
kod skupine AD u odnosu na skupinu HC (P = 0,003) i Quso (P = 0,0003) te kod skupine AD
+ Quso U odnosu na skupinu Quso (P = 0,03).
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Slika 36. Koncentracija karboniliranih proteina homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne primjene
AICls + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom +
10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10
mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/itm AICI; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quazs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV £ SP pojedine skupine. *Statisti¢ki znac¢ajne promjene u odnosu
na skupinu HC (P < 0,001). “Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na skupinu Quso (°P < 0,05; °°°P < 0,001).
Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.4.3. U¢inak subkroni¢ne primjene AICIs + D-gal i Qu na lipidnu peroksidaciju
(malondialdehid, MDA) u tkivu mozga

Ostecenje lipida utvrdeno je mjerenjem koli¢ine malondialdehida (MDA). Analizom
koncentracije MDA u homogenatu tkiva mozga (Slika 37) zabiljezena je statisticki znac¢ajno
povisena vrijednost kod skupine AD u odnosu na HC (P = 0,03) i AD + Quso skupinu (P =0,02)
te u odnosu na skupinu Qugs (P = 0,03).
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Slika 37. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne
primjene AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s
razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AIClI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
(AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AIClI;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Qugzs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. “Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu
na skupinu HC ("P < 0,05). "Statisticki znacajne promjene u odnosu na skupinu AD + Quso (*P < 0,05). °Statisticki
zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu Qugs (°P < 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV
— srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.4.4. Ucinak subkronicne primjene AICl3+ D-gal i Qu na enzimatsku aktivnost
katalaze (CAT) u tkivu mozga

Analizom rezultata mjerenja enzimske aktivnosti CAT (Slika 38) utvrdena je povisena
antioksidacijska aktivnost katalaze kod skupine AD u odnosu na skupinu HC (P = 0,007) i Quso
(P =0,008).
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Slika 38. Enzimska aktivnost katalaze (CAT) u homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne primjene
AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom +
10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10
mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AICI; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quazs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. “Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu
na skupinu HC (P < 0,01). ®Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na skupinu Quso (°°P < 0,01). Kratice: tm —

tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.4.5. Ué¢inak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na ukupni glutation u

tkivu mozga

Analizom rezultata koncentracije ukupnog glutationa (GSH) u uzorku homogenata tkiva mozga
(Slika 39) zabiljezena je statisticki zna¢ajno manja koncentracija kod skupine AD u odnosu na
skupinu HC i AD + Quso (P = 0,03) te skupinu AD + Quas (P = 0,0001). Statisti¢ki niza

vrijednost zabiljeZena je i kod skupine Quas i Quso U odnosu na skupinu AD + Quos (P = 0,03).
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Slika 39. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) u homogenatima tkiva mozg nakon subkroni¢ne
primjene AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s
razlikom = 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
(AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AIClI;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Qugzs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV £ SP pojedine skupine.. “Statisticki zna¢ajne promjene u odnosu
na skupinu HC ("P < 0,05). *Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na skupinu AD + Quzs (*P < 0,05; ***P <
0,001). "Statisti¢ki znac¢ajne promjene u odnosu na skupinu AD + Quso (*P < 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa,
ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.4.6. Ucinak subkronicne primjene AICl3+ D-gal i Qu na enzimatsku aktivnost

superoksid dismutaze (SOD) u tkivu mozga

Analizom rezultata enzimske aktivnosti SOD (Slika 40) uoc¢ava se statisti¢ki znacajno povisena
aktivnost kod skupina AD + Quzs (P = 0,03) i Quzs (P = 0,016) u odnosu na skupinu HC.
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Slika 40. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne
primjene AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s
razlikom = 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
(AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AIClI;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. “Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu
na skupinu HC ("P < 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP —

standardna pogreska.
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4.5. Pracéenje ucinka subkronicne primjene AIClz + D-gal i Qu na nastanak

neuropatologije

Procjena ucinka subkroni¢ne primjene AICl3 + D-gal i Qu uéinjena je kroz neurohistopatoloske
analize te procjenu koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF-a) i aktivnost
acetilkolinesteraze (AChE).

4.5.1. NeurohistopatoloSke promjene

Neurodegenerativne promjene utvrdene su analizom histoloskih preparata nakon bojanja mod-
-ificiranom metodom po Bielschowskom (bojanje srebrom) i imunohistokemijskog
oznatavanja biljezima 4GS8, ATS8, PHF1, MCI1, Ibal, CD68 i HLA-DR. Pozitivan signal je
uocen kod 4G8i Ibal, ostalo je bilo negativno ili prisutan signal bio izrazito slab. Kao pozitivna
kontrola za imunohistokemijske biljege koristeni su prerezi mozdanog tkiva bolesnika s
uznapredovalim AD-om koji su pokazali pozitivan signal na bojanje pomocu koristenih
protutijela. Kao negativna kontrola koriSteni su prerezi AD skupine uz izostanak oznacCavanja

primarnim protutijelom (4G8, AT8, PHF1, MC1, Ibal, CD68 i HLA-DR).

45.1.1. Ucinak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na
neurohistopatoloSke promjene utvrdene bojanjem modificiranom metodom po

Bielschowskom

Mikroskopskom analizom preparata nakon bojanja srebrom (Slika 42) vidljive su promjene u
molekularnom i vanjskom granularnom sloju kore velikoga mozga te u hipokampalnoj
formaciji (CA1) kod obradenih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu HC. Kvantifikacijom
mikroskopskih snimaka zapaZene su statisticki znaCajne promjene u broju stanica U
molekularnom sloju kore velikog mozga izmjerene u referentnom prostoru koji je bio ogranic¢en

mozdanim ovojnicama s jedne Strane i vanjskog granularnog sloja s druge strane (Slika 42).

Statisti¢ki znac¢ajan gubitak stanica u molekularnom sloju kore velikoga (Slika 41A) vidljiv je
kod skupine AD u odnosu na skupinu HC (P = 0,00007) te AD + Quzs i AD + Quso (P =0,009).
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U odnosu na HC skupinu i dalje postoji statisti¢ki znacajan gubitak stanica kod skupina AD +

Quzs (P = 0,007) i AD + Quso (P = 0,009).

Statisticki znaCajne promjene u vidu smanjenog broja stanica vidljive su i podruc¢ju
hipokampalne formacije CAl (Slika 41B). Statisticki znacajno smanjenje broja stanica
dobiveno je kod skupine AD u odnosu na skupine HC (P = 0,0012), Quzs (P = 0,046) i Quso (P
=0,000012) te kod skupina AD + Quzs i AD + Quso u odnosu na skupine HC i Quso (P = 0,046).
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Slika 41. Broj stanica zabiljeZen u molekularnom sloju kore velikoga mozga i hipokampalnoj formaciji CA1
nakon subkroni¢ne primjene AICls + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10)
podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICIs + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD
+ Quas), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qusp), 25 mg/kg/tm
kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Qusg). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine.
“Statisticki znaGajne promjene u odnosu na skupinu HC (P <0,05; ™P < 0,01; ™"P < 0,001). *Statisti¢ki znacajne
promjene u odnosu na skupinu AD + Quzs (**P < 0,01). "Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu AD
+ Quso (**P < 0,01). °Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na skupinu Quas (°P < 0,05). “Statisti¢ki znadajne
promjene u odnosu na skupinu Quso (°P < 0,05; °°°P < 0,001). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno,

SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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Slika 42. Prikaz bojanja srebrom kore (Ctx), hipokampusa (Hpp) i hipokampalne formacije CA1 kod reprezentativnih prereza skupine HC, AD, AD + Quzs, AD +
Quso, Quzs i Quso. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10
mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qugzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm
D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qusg), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Hipokampalna formacija: GD — nazubljena vijuga (lat.
gyrus dentatus) i Amonov rog (CA1-CA3, lat. cornu ammonis). Slojevi CA1 regije: SO — lat. stratum oriens, SP- lat. stratum Pyramidale i SR — lat. stratum radiatum. Mjerilo

na stvarnom povecanju objektiva 20x (Ctx i CAl) je 50 um i na povecanju objektiva 2x (Hpp) je 500 um. Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno.
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45.1.2. Pracenje ucinka subkroni¢ne primjene AICIz + D-gal i Qu na

izraZenost biljega 4G8

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je izrazenost biljega anti amiloid beta (A4/), klon
4G8. Protutijelo se veze na aminokiselinske ostatke 17-24 Apf-peptida prepoznavajuci epitop
koji lezi unutar aminokiselina 18-22 Af. 4G8 amiloidno protutijelo prepoznaje pogresno
obradene izoforme i prekusorske oblike Af peptida. Imunohistokemijskim bojanjem analizirana
je izrazenost biljega 4G8 (Slika 43 i 44) u podrué¢ju maloga mozga (lat. cerebellum, CI), kore
velikog mozga (lat. cortex, Ctx) i hipokampalne formacije (lat. hippocanpus, Hpp). Prosje¢na
izrazenost biljega je ve¢a u podrucju kore velikoga mozga u odnosu na hipokampus te je
prisutna kod sve tri skupine obradene AICl3 i D-gal (AD, AD + Quazs i AD + Qusp). U kontrolnim
uzorcima (HC) i uzorcima tretiranim samo kvercetinom (Quzs i Quso) izrazenost biljega nije

zabiljezena.

Slika 43. IzraZenost biljega 4G8 u podrucju maloga mozga kod reprezentativnih prereza skupine HC, AD,

AD + Quizs, AD + Quso, Quzs i Quso. Stakori su rasporedeni u 6 razlicitih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase
s razlikom = 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
(AD), 10 mg/kg/tm AICls + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICls;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Mjerilo na stvarnom poveéanju objektiva 10x je 100 pm, pozitivan signal oznacen bijelom

strelicom. Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno.
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Slika 44. IzraZenost biljega 4G8 u podrucju kore i hipokampusa kod reprezentativnih prereza skupine HC,
AD, AD + Quzs, AD + Quiso, Quzs i Quso vizualiziran imunohistokemijskim bojanjem. Stakori su rasporedeni
u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9%
NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICls + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AlCls + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
+ 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina
(AD + Qusp), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Mjerilo na stvarnom povecanju
objektiva 40x je 50 um, pozitivan signal oznacen bijelom strelicom. Artefakt nastao prilikom izrade histoloskog
preparata istaknut crvenim pravokutnikom.Kratice: tm —tjelesna masa, ip — intraperitonealno, Ctx — kora (korteks),
Hpp- hipokampus.
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Slika 45. Kvantittaivna analiza izraZenosti biljega G48 u podrucju hipokampalne formacije, kore velikoga
mozga i maloga mozga nakon subkroni¢ne primjene AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih
skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10
mg/kg/tm AICIs + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICIs + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm
kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso),
25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV = SP pojedine
skupine. *Statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na skupinu AD + Quas (**P < 0,01; *** P < 0,001). "Statisticki
zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu AD + Quso (*P < 0,05; *™* P <0,01; "= P <0,001). Kratice: tm — tjelesna

masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.

U podrucju hipokampalne formacije nisu zabiljeZene statisticki znacajne promjene u broju i
povrsini prisutnih plakova (Slika 45A-B) usporedbom obradenih skupina. Statisticki znacajne
promijene zabiljezenu su u intenzitetu oboljenja (Slika 45C), koje je vece kod skupine AD u
odnosu na skupinu AD + Qugzs (P = 0,0094).
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U podrucju kore velikoga mozga zapazen je statisticki znacajno veci broj plakova (Slika 45A)
kod skupine AD u odnosu na skupinu AD + Quzs (P = 0,00046) bez statisticki znacajnih
promjena u povrsini plakova (Slika 45B) unutar ispitnih skupina. Statisticki znacajne promjene
zapazene su i u intenzitetnu obojenja (Slika 45C) koje je vece kod skupine AD u odnosu na
skupine AD + Quos (P = 0,0021) i AD + Quso (P = 0,000147).

Analizom rezultata u podru¢ju malog mozga vidljiv je statisticki znacajno veci broj plakova
(Slika 45A) kod skupine AD u odnosu na skupine AD + Quas i AD + Quso (P = 0,01), veca
povrsina plakova (Slika 45B) kod skupine AD u odnosu na skupine AD + Quas (P = 0,0044) i
AD + Qusg (P = 0,047) te intenzitet obojenja (Slika 45C) AD + Quas (P = 0,0002) i AD + Quso
(P =0,0036).

45.1.3. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu na

izraZenost biljega Ibal

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je izraZzenost biljega Ibal. Protein Ibal kljucan je u
procesima fagocitoze i nabiranja membrane. Biljeg oznac¢ava mikroglija stanice u mirovanju i
u pocetnoj fazi aktivacije, a njegovom upotrebom dobro je vidljiva morfologija stanice,

posebice dugi razgranati nastavci.

IzraZenost biljega Ibal prikazana je na Slikama 46-48 i u Tablici 14. Semikvantitativnom
analizom mikroskopskih snimaka i kvantitativnom obradom podataka moze se zakljuciti da je
prema izrazenosti biljega Ibal imunoreaktivnost povecana kod AD skupine u podrucje kore

velikoga mozga (Slika 46) u odnosu na ostale obradene skupine (P = 0,0083).

Medu uzorcima hipokampalne formacije (Slika 47) vidljiva je povetana imunoreaktivnost u
podruéju: GD kod skupine AD i AD + Quzs u odnosu na skupine HC (P = 0,00013) i Quso (P
=0,0083); CA1 kod skupina HC, AD i AD + Quzs u odnosu na skupine AD + Quso, Quzs i Quso
(P =0,0012); SUB kod skupina HC i AD u odnosu na skupine Quzs i Quso (P = 0,00013).

Podru¢je malog mozga (Slika 48) ima najmanju izrazenost biljega Ibal. Biljeg je pojacano
izrazen kod skupine AD u molekularnom sloju u odnosu na skupinu Quzs i Quso (P = 0,00013)
i granularnom sloju kod skupine HC i AD u odnosu na skupine AD + Quzs, AD + Quso, Quazs |
Quso (P =0,046).
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Slika 46. IzraZenost biljega Ibal u vanjskom podrudju kore velikoga mozga (Ctx) kod reprezentativnih
prereza skupine HC, AD, AD + Quzs, AD + Quso, Quas i Quso. Stakori su rasporedeni u 6 razlicitih skupina
(n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom = 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm
AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AlCl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina
(AD + Qugs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qusg), 25 mg/kg/tm
kvercetina (Quszs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV =+ SP pojedine skupine. Mjerilo
na stvarnom povecanju objektiva 20x je 50 pum i objektiva 40x 20 pm. Kratice: tm — tjelesna masa, ip —
intraperitonealno.
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Slika 47. IzraZenost biljega Ibal u odabranim podruéjima hipokampalne (Hpp) formacije (GD, lat. gyrus

dentatus; CA1, lat. cornu ammonis; SUB, lat. subiculum) kod reprezentativnih prereza skupine HC, AD, AD

+ Quzs,

razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AIClI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
(AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AICl;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm

kvercetina (Quso). Mjerilo na stvarnom povecanju objektiva 40x je 20 um. Kratice: tm — tjelesna masa, ip —

intraperitonealno.
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Slika 48. IzrazZenost biljega Ibal u molekularnom (ML, engl, molecular layer) i granularnom (GL, engl.
granular layer) sloju maloga mozga (Cl) kod reprezentativnih prereza skupine HC, AD, AD + Quas, AD +
Quso, Quzs i Quso. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom % 10
g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AIClz + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10
mg/kg/tm AICIz + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qugzs), 10 mg/kg/tm AICl; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Mjerilo na stvarnom povecanju objektiva 40x je 20 um. Kratice: tm — tjelesna masa, ip —
intraperitonealno.
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Tablica 14. Semikvantitativna izraZenost biljega Ibal u podru¢ju kore velikoga mozga,

hipokampalne formacije i maloga mozga nakon subroni¢ne primjene AICl3 + D-gal i Qu

Ctx Hpp Cl
Pokusne skupine® GD CAl SUB ML GL
HC 0 0 2 3 1 1
AD 3 4 3 4 2 1
AD + Quos 0 2 2 1 1 0
AD + Quso 1 1 0 1 1 0
Quzs 0 1 0 0 0 0
Quso 0 0 0 0 0 0
0 = imunoreaktivnost nije prisutna
1 = prisutno je nekoliko imunoreaktivnih stanica, sve stanice su razgranate
2 = umjeren broj imunoreaktivnih stanica, uglavnom su razgranate, manji broj ativiranih
3 = mnogo difuzno rasporedenih imunoreaktivnih stanica, sve su aktivirane
4 = mnogo velikih nakupina aktiviranih mikroglija stanica

aStakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28
dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICl; +
60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
+ 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Qusp), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Mjerilo
na stvarnom povecanju objektiva 40x je 20 um. Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, Ctx — kora
velikoga mozga (lat. cortex), Hpp — hipokampalna formacija: GD, lat. gyrus dentatus; CA1, lat. cornu ammonis;
SUB, lat. subiculum, CI — mali mozak (lat. cerebellum): ML — molekularni sloj (engl, molecular layer) i GL -
granularni sloj (engl. granular layer).
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Slika 49. Prosje¢na imunoreaktivnost kod skupine HC, AD, AD + Quzs, AD + Quso, QUz2s i QUso u podruéju
kore velikoga mozga (Ctx), hipokampalne formacije (Hpp) i maloga mozga (Cl). Stakori su rasporedeni u 6
razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom = 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl
(HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25
mg/kg/tm kvercetina (AD + Quys), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD
+ Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Kratice: tm — tjelesna masa, ip —
intraperitonealno, Ctx — kora velikoga mozga (lat. cortex), Hpp — hipokampalna formacija, Cl — mali mozak (lat.

cerebellum).

-132 -



4.5.2. U¢inak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na koncentraciju

mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF-a) u tkivu mozga

Analizom rezultata mjerenja koncentracije BDNF-a (Slika 50) zabiljezena je statisticki

znacajno niza koncentracija kod skupine AD u odnosu na skupinu HC (P = 0,006) i skupinu
Quso (P =0,00003).
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Slika 50. Koncentracije mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF-a) u homogenatima tkiva mozga nakon
subkroni¢ne primjene AICI: + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake
tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICIl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD +
Qugzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm
kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Qusg). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine.
“Statisticki znacajne promjene u odnosu na skupinu HC (7P < 0,01). “Statisticki znacajne promjene u odnosu ha
skupinu Qusp (°°°P < 0,001). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP —

standardna pogreska.
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4.5.3. U¢inak subkroni¢ne primjene AIClIz + D-gal i Qu na aktivnost

acetilkolinesteraze (AChE) u tkivu mozga

Analizom rezultata aktivnosti AChE (Slika 51) zabiljeZena je poviSena aktivnost u odnosu na
HC skupinu kod skupine AD (P = 0,026) te kod skupine AD + Quazs. AD + Quso, Quzs i Quso

(P > 0,05) bez statisticke znacajnosti.
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Slika 51. Aktivnosti acetilkolinesteraze (AChE) u homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne primjene
AICIs + D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom +
10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10
mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/itm AICI; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quazs) i 50 mg/kg/tm
kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. *Statisti¢ki znatajne promjene u odnosu
na skupinu HC ("P < 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP —

standardna pogreska.
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4.6. Pracenje ucinka subkronicne primjene AIClz + D-gal i Qu u nastanku

neuroupale

Procjena ucinka subkroni¢ne primjene AlCls + D-gal u nastanku neuroupale i protektivnog
uc¢inka Qu ucinjena je analizom rezultata relativnog indeksa mozga, koncentracije nitrita,

aktivnosti arginaze i koncentracije prupalnih/protuupalnih citokina.

4.6.1. Ué¢inka subkroni¢ne primjene AICIls + D-gal i Qu na relativni indeksa

mozga

Na Slici 52 vidljiva razlika izmedu ispitnih, ali analizom rezultata relativnog indeksa mozga

nisu zabiljezena statisticki znacajna odstupanja (P > 0,05).
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Slika 52. Prikaz relativnog indeksa mozga nakon subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu. Stakori su
rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom + 10 g te tijekom 28 dana obradeni
ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICls + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm
D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50
mg/kg/tm kvercetina (AD + Qusg), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati su
prikazani kao SV + SP pojedine skupine bez statisti¢ki znacajnih promjena (P > 0,05). Kratice: tm — tjelesna masa,
ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.
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4.6.2. Uéinka subkronic¢ne primjene AICIl3 + D-gal i Qu na koncentraciju nitrita
(NO:2") u tkivu mozga

Analizom rezultata koncentracije nitrita (Slika 53) zabiljezena je statisti¢ki znacajno povisena
koncentracija kod skupine AD u odnosu na skupine HC, AD + Quso i Quzs (P =0,04).
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Slika 53. Koncentracija nitrita (NO2) u homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne primjene AICIz +
D-gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom £ 10 g te
tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm
AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quas) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quiso).
Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. "Statisticki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu HC (*P
<0,05). "Statisticki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu AD + Quso (*P < 0,05). °Statisti¢ki znac¢ajne promjene
u odnosu na skupinu Quas (°P < 0,05). Kratice: tm —tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost,

SP — standardna pogreska.
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4.6.3. U¢inka subkroni¢ne primjene AICl; +D-gal i Qu na aktivnosti arginaze
(Arg) u tkivu mozga

Analizom rezultata koncentracije arginaze (Slika 54) u homogenatima tkiva mozga zapaZena
je statisti¢ki povisena koncentracija kod skupine AD u odnosu na skupine HC i AD + Quso (P
= 0,003) te kod skupine AD + Quzs u odnosu na skupinu HC (P = 0,04).
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Slika 54. Aktivnost arginaze (Arg) u homogenatima tkiva mozga nakon subkroni¢ne primjene AICl; + D-
gal i Qu. Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom % 10 g te tijekom
28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICI;
+ 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-
galaktoze + 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quazs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quiso).
Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine. "Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na skupinu HC ("P
< 0,05; P < 0,01). "Statisti¢ki zna¢ajne promjene u odnosu na AD + Quso (""P < 0,01). Kratice: tm — tjelesna
masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska.

4.6.4. U¢inka subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na proupalne i

protuupalne citokine u tkivu mozga

Analizom rezultata proupalnih i protuupalnih citokina (Tablica 15) zabiljezene su povisene
vrijednosti unutar skupina koje su obradene s AIClz (AD) u odnosu na kontrolnu skupinu (HC).
Statisticki znacajne promijene zabiljezene su kod skupine AD u odnosu na skupinu HC (P =
0,008) za IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-Y,, TNF-a. i GM-CSF. PoviSene
vrijednosti zabiljeZene su i kod IL-4 za skupine AD + Quso (P = 0,03) i AD (P =0,02) u odnosu
na skupinu HC te kod RANTES za skupinu AD + Quso u odnosu na HC (P = 0,01).
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Tablica 15. Rezultati koncentracije citokina u uzorku tkiva mozga nakon subkroni¢ne primjene AICIlz + D-gal i Qu?

Citokini HC AD AD + Quzs AD + Quso Quzs QUso Napomena
IL-1o (pg/mL) 230+0,02  4,22+0,07 2,76+0,02  3,39+0,06 2,55+0,03  2,8+0,02 HC < AD (P = 0,008)
IL-1p (pg/mL) 79,15 +0,03 168,25 +£0,13 118,9+ 0,04 149,16 £0,2 91,89 + 0,06 117,4+£0,1 HC < AD (P =0,008)
IL-2 (pg/mL) 6,30 + 0,03 11,25+0,10  8,81+0,03 10£0,15 6,45+0,01  7,710,02 HC < AD (P = 0,008)
IL-4 (pg/mL) 0,86 + 0,03 1,59 + 0,02 1,14+ 0,04 1,51 +0,03 0,95 + 0,02 1,14+ 0,02 HC < AD (P = 0,02)

HC < AD + Quso (P =0,03)
IL-6 (pg/mL) 23,72+02  51,36+0,30  3323+0,2  4357+0,16  2536+0,13 31,73 +0,06 HC < AD (P = 0,008)
IL-10 (pg/mL) 103,34+ 02  243,54+020 146,67+04 19429+0,15 78,45+0,03 69,81 +0,07 Quso < AD (P = 0,008)
IL-12 (pg/mL) 2,90+0,03  5,09+0,06 3,47+0,18  4,16+0,10 2,97+0,02  427+0,03 HC < AD (P = 0,008)
IL-13 (pg/mL) 17,24+0,08 34,19+ 0,06 21,60+ 0,07 28,66+ 0,20 17,53 +0,05  23,50+0,10 HC < AD (P = 0,008)
IFN-y (pg/mL) 18,70+ 0,2 45,87 + 0,06 28,48 +0,18 42,09+ 0,05 23,88+ 0,06  32,15+0,03 HC < AD (P =0,008)
TNF-a (pg/mL) 231+0,04  4,60+0,20 2,95+0,04 4,01 +0,01 2,87+0,03  3,27+0,09 HC < AD (P = 0,008)
GM-CSF (pg/mL) 1,45+ 0,04 2,70 £ 0,08 1,93 £0,02 2,31 £0,06 1,54 £ 0,04 1,80 £ 0,03 HC < AD (P =0,008)
RANTES (pg/mL) 1,74 £ 0,02 2,95+0,10 2,47+ 0,05 3,13+£0,10 1,96 £0,01 2,30 £ 0,05 HC < AD + Quso (P =0,01)

aStakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28 dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICI; + 60
mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quas), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze + 50
mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quas) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Quso). Rezultati su prikazani kao SV + SP pojedine skupine sa statisti¢ki zna¢ajnim
promjenama. Kratice: tm — tjelesna masa, ip — intraperitonealno, SV — srednja vrijednost, SP — standardna pogreska, IL — interleukin, IFN — interferon, TNF — ¢imbenik nekroze

tumora (engl. tumor necrosis factor), GM-CSF — ¢imbenik stimulacije granulocitno—makrofagnih kolonija (engl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor).
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4.7. Praéenje uclinka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na
motoricku i senzornu percepciju kroz neuroloski pregled jedinki (engl.

neurologial screening, NS)

Neuroloski pregled je u¢injen dan prije poCetka obrade i 24 sata po zavrsetku iste kako bi se
utvrdilo da nastale promjene nisu dio urodene ili prisutne patologije. Tijekom prvoga pregleda
nisu uoc¢ena odstupanja niti u jedne jedinke. U Tablici 16 su prikazani rezultati zabiljezeni 24
sata prije 1 po zavrSetku obrade. Analizom rezultat neuroloSkog pregleda (n = 10) nisu zapazena

odstupanja prilikom procjene motoricke i senzorno percepcije.

Tablica 16. Procjena motoricke i senzorne percepcije nakon subkroni¢ne primjene AlICl3

+ D-gal i Qu

Pokusne Uspravljanje | Povlaéenje | Trzaj | Treptaj Vizualna Slu$na Olfaktorna
skupine? udova uha oka orjentacija | orjentacija | orjentacija
HC +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
AD +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
AD + Quzs +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
AD + Quiso +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Quzs +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Quso +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+

aStakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina (n=10) podjednake tjelesne mase s razlikom =+ 10 g te tijekom 28
dana obradeni ip s 0,9% NaCl (HC), 10 mg/kg/tm AICl; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze (AD), 10 mg/kg/tm AICl; +
60 mg/kg/tm D-galaktoze + 25 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quzs), 10 mg/kg/tm AICI; + 60 mg/kg/tm D-galaktoze
+ 50 mg/kg/tm kvercetina (AD + Quso), 25 mg/kg/tm kvercetina (Quzs) i 50 mg/kg/tm kvercetina (Qus). Kratice:

tm —tjelesna masa, ip — intraperitonealno, (+) - pozitivan odgovor na podrazaj, (-) - negativan odgovor na podrazaj.
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5. RASPRAVA
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Os crijeva-mozak (engl. gut-brain axis, GBA) sastoji se od dvosmjernog komuniciranja izmedu
sredi$njeg 1 entericnog zivéanog sustava, povezujuci emocionalne i kognitivne centre u mozgu
s perifernom funkcijom crijeva. Mehanizmi komunikacije su brojni i ukljucuju neuralne,
humoralne i upalne putove, ovisno o domacinu i okoliSnim ¢imbenicima. Na ovaj kompleksni
simbiotski meduodnos probavnog sustava, crijevne mikrobiote i mozga domacina snazno utjece
prehrana; optimalan odnos izmedu prehrane i crijevne mikrobiote moze biti koristan za probavu
hrane, unos hranjivih tvari te zdravlje imunosnog i ziv€anog sustava. Jedan od znacajnijih
problema s kojima se susre¢emo u istrazivanju 1 testiranju novih terapijskih pristupa u lijeCenju
Alzheimerove bolesti je odgovaraju¢i animalni model koji bi najbolje oponaSao ranu fazu
bolesti prisutnu u ljudi, obzirom na uocene nedostatke transgeni¢nih mi§jih AD modela (213).
Stakorski model Al inducirane AD upotrebljava se od 70-ih godina dvadesetog stojeca (214,
215). lako je njegova uloga u razvoju AD i dalje kontroverzna, Al se i dalje primjenjuje na
razli¢ite naCine (enteralno i parenteralno) jer obrazac njegove neurotoksi¢nosti nalikuje

progresivnoj neurodegeneraciji koja je zabiljeZzena u AD (216-218).

U ovome istrazivanju, provedenom in vivo na induciranom Stakorskom modelu AD, istraZzeni
su protektivni ucinci otopine kvercetina na posljedice subkroni¢ne intoksikacije uzrokovane
AICI3 i D-gal. U svrhu procjene toksi¢nosti istrazivanih pripravaka na razini cjelokupnog
organizma pracene su promjene u tjelesnoj masi te vrijednosti esencijalnih i toksi¢nih elemenata
u uzorku seruma i tkivu mozga. Istrazene su strukturne i funkcionalne promjene crijevne
mikrobiote te njihov utjecaj na homeostatke i patoloske promjene u mozgu u svrhu provjere
djelotvornosti kvercetina kao snaznog antioksidansa nazo¢nog u vocu, povréu i pcelinjim
prizvodima. Kvercetin jest vazna sastavnica funkcionalne hrane te moguéi terapeutik u
prevenciji i lijeCenju brojnih kroni¢nih bolesti ukljucujuci neurodegenerativne promjene u ranoj
fazi AD bolesti. Protuoksidacijska i protuupalnu svojstva kvercetina istrazena su odredivanjem
parametara oksidacijskog stresa i antioksidacijske zastite u uzorku tkiva mozga odredivanjem
razine lipidne preoksidacije (MDA), koncentracije karboniliranih proteina (PC), koncentracije
ukupnog glutationa (GSH), razine enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i enzimske
aktivnosti katalaze (CAT). Nadalje, analizom histoloskih preparata nakon bojanja
modificiranom metodom po Bielschowskom (bojanje srebrom) i imunohistokemijskog
oznaCavanja biljezima 4G8, ATS, PHF1, MCI, Ibal, CD68 i HLA-DR utvrdene su
neurodegenerativne promjene. Uvidom u koncentraciju mozdanog neurotrofnog ¢imbenika

(BDNF-a) i aktivnosti acetilkolinesteraze (ACh) istraZene su promjene na razini kolinergickog
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sustava. Provedena je provjera prisutnosti neuroupale odredivanjem relativnog indeksa mozga,

koncentracije nitrita (NO2 "), aktivnosti arginaze, upalnih citokina i hematoloskih parametara.

5.1. Praéenje ufinka subkroni¢ne primjene AICl3 + D-gal i Qu na tjelesnu

masu pokusnih Zivotinja

Covijek je u evoluciji stvorio mehanizme za odrzavanje homeostaze unutarnjeg mikrookolisa.
Medutim, nagomilani ekoloski produkti su se toliko povecali, da adaptacijski 1 evolucijski
mehanizmi ¢ovjeka to nisu u mogucnosti pratiti pa se koncentracija iona teSkih metala, u
organskim strukturama, sve viSe povecava. Zastitni mehanizmi protiv metala, kao §to su
minimalna permeabilnost sluznica, nepropusnost koze, detoksikacijski mehanizmi (jetra 1
krvno-mozdana barijera), takoder postaju nedostatni. Tako je teSkim metalima otvoren put
inkorporacije u ultramikrostrukturu, odnosno aktivno uplitanje iona metala u biokemijske

reakcije u organizmu (219, 220).

Prema Paulingu (221), cetiri petine svih elemenata na naSoj planeti su tzv. esencijalni
metali/elementi (Cu, Zn, Fe, Mn i Mg), koji su funkcionalni sastojak zivih struktura, bez kojih
nema zivota. Svi su drugi metali kojima nije namijenjena takva uloga (neesencijalni/teski
metali), a nadu se u organizmu, toksicni. Teski metali arsen (As), aluminij (Al), bakar (Cu),
kadmij (Cd), krom (Cr), nikal (Ni), olovo (Pb), srebro (Ag), stroncij (Sr) 1 ziva (Hg), se
medusobno razlikuju po fizikalnim i kemijskim svojstvima, kao i po afinitetu prema organskim
strukturama. Imaju zajednicko svojstvo, da oblikuju stabilne komplekse, s razli¢itim ligandima.
VezZu se za aktivna mjesta u biomolekulama, dovode¢i do narusavanja niza funkcija, s uzro¢no-

posljedi¢nim slijedovima (219, 222).

Lanac kontaminacije teSkim metalima gotovo uvijek slijedi ciklicki poredak u okolisu kao $to
su industrija, atmosfera, tlo, voda, hrana i ljudi. Kako je jasno da kroni¢na izloZenost teSkim
metalima i metaloidima na niskim razinama izaziva $tetne ucinke, dokazano je da su teski
metali toksi¢ni za zdravlje ljudi i okolisa. Toksi¢nost teskih metala smatra se glavnom
prijetnjom i s njim je povezano nekoliko zdravstvenih rizika. Ponekad mogu djelovati kao
pseudo elementi tijela, no u odredenim trenucima mogu ometati metabolicke procese. Malo
metala, poput Al, moze se ukloniti eliminacijskim aktivnostima, dok se neki metali nakupljaju

u tijelu i prehrambenom lancu, pokazujué¢i kroni¢nu prirodu. Razli¢iti javnozdravstveni
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postupci poduzeti su za kontrolu, sprjecavanje i lijeCenje toksicnosti metala koja se javlja na
razli¢itim razinama, poput profesionalne izloZenosti i okoli$nih ¢imbenika. Toksi¢nost metala
ovisi o apsorbiranoj dozi, na¢inu izlaganja i trajanju izlaganja, sto moze dovesti do razli¢itih
poremecaja (oste¢enja srediSnjih ziv€anih funkcija, kardiovaskularnog i probavnog sustava,
pluéa, bubrega, jetre, endokrinih zlijezda i kosti) i rezultirati pretjeranim ostec¢enjima bioloskog

sustava (223).

Al je treéi najzastupljeniji element u zemljinoj kori, a prirodno se javlja u okolisu ¢ineéi 8%
tezine zemljine krute povrSine (224), prehrambenim proizvodima 1 vodi za pice (225).
Medutim, samo ~0,1% oralno unesenog Al apsorbira se iz probavnog sustava i postaje
bioraspolozivo (226). Kvercetin, ¢lan obitelji flavonoida, jedan je od najistaknutijih dijetalnih
antioksidansa. Sveprisutan je u hrani ukljucujuéi povrée, voce, €aj 1 vino, kao i u bezbroj
dodataka prehrani. Procijenjena apsorpcija kvercetin glukozida, prirodni oblik kvercetina, krece
se 3-17% u zdravih pojedinaca koji su primili dozu od 100 mg (136). Stoga kako bi osigurali
bolju apsorpciju koriStenih komponenti (otopina AICIlz i D-gal; otopina Qu) u ovome
istraZivanju iste su injicirane intraperitonealno (ip). U Stakora (200 g) povrSina peritonealne
povrsine procjenjuje se na 125 cm? (227), a intraperitonealna tekuéina ima sli¢an sastav krvnoj
plazmi (sadrzi oko 2% proteina) te injicirane komponente ,,nestaju difuzijom u okolna tkiva.
U principu, prijenos u sustavni krvotok se odvija (a) mezenterijalno - portalnim krvozilnim
sustavom, (b) mezenterijalno - ekstraportalnim i izvan - mezenterijalnim krvozilnim sustavom
1 (c) limfnim Zilama (228). Osim navedenog treba ista¢i i ¢injenicu da bi intragastri¢ni unos
kanilom tijekom 28 dana prouzroCio dodatni stres kod Zivotinja $to bi naruSilo brojne
homeostatske procese u organizmu, posebice, fizioloske, psiholoske i bihevioralne promjene.
Toc¢nije, destruktivna snaga stresnih reakcija prenosi se na somatsku razinu promjenama
neuroprijenosnog, hormonalnog i imunosnog odgovora s promjenom funkcije niza tkiva i
organa dovode¢i do ,degenerativne kaskade® i nastanka morfoloskih promjena, koje u
konacnici dovode do povecanog rizika nastanka neurovaskularnih bolesti kroz slijed brzih i
dugotrajnih promjena u mozdanim stanicama znanim kao astrociti. Nadalje, treba istaknuti da
stres pridonosi znacajnim promjenama u sastavu crijevne mikrobiote pridonosec¢i disbiozi

crijevne barijere.

Tijekom ovoga istrazivanja Stakori su rasporedeni u 6 razli¢itih skupina ovisno o obradi na
osnovu tjelesne mase (Tablica 4). Procjena toksi¢nosti na nivou cijelog organizma utvrdena je
vaganjem Zivotinja tijekom istraZivanja i pracenjem promjena u tjelesnoj masi. Gubitak tjelesne

mase (Slika 23 i 24) tijekom perioda istrazivanja vidljiv je kako slijedi kod AD, AD + Quzs |
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AD + Qus ispitne skupine, ali bez statisticki znacajne razlike (P > 0, 05) u odnosu na skupinu
Quzs i Quso, kao niti u odnosu na HC skupinu gdje je zabiljezen porast u tjelesnoj masi tijekom
trajanja istrazivanja. Na temelju rezultata i razlike u porastu tjelesne mase tijekom subkroni¢nog
perioda trajanja obrade (28 dana) ne uocava se protutoksi¢ni ucinak kvercetina. Naprotiv,
najvedi gubitak tjelesne mase tijekom perioda obrade, iako bez statisticki znac¢ajnog odstupanja

usporedno s HC i ostalim skupinama, zapazen je kod ispitne skupine AD + Quos i AD + Quiso.

Brojna istrazivanja na animalnim modelima imaju opre¢ne rezultate Sto se ti¢e gubitka tjelesne
mase nakon oralne primjene Al (229-231). Znatno ve¢i broj istrazivanja proveden ip primjenom
Al na animalnom modelu temelji se na njegovom neurotoksi¢nom uéinku (232-234), stoga
nemamo literaturni podatak o promjenama tjelesne mase nakon ip primjene Al. Ipak, iz
literature je poznato da simptomi trovanja teSkim metalom ovise o vrsti i dozi akumuliranog
metala. Uobicajeni simptomi trovanja Al mogu ukljucivati probavne (projev, kolike), bubrezne
i neuroloSke simptome poput glavobolje, razdrazljivosti, psihoze, stupora, kome i konvulzija
(235). Kod ispitne skupine AD, AD + Quazs i AD + Qusg Cetvrti dan po pocetku obrade zapazena
je stolica mekse konzistencije (zadrzala se do kraja obrade), $to usporedno s ostalim skupinama
(HC, Quazs i Quso) koje su imale dobro formiranu stolicu (¢vrste Konzistencije) upucuje na
slabiju apsorpciju vode i hranjivih sastojaka u probavnom putu te promjene u sadrzaju crijevne
mikrobiote. Stoga, gubitak tjelesne mase u skupina obradenih s AlICl3 je ocekivan. Nadalje,
dosadas$nja in vivo istraZivanja iz podru¢ja Al toksi¢nosti potvrdila su kelirajuca,
protuoksidacijska, protuupalna i protutoksicna svojstva kvercetina (236-245). Medutim,
ocekivani protektivni u¢inak Qu u vidu sprjecavanja gubitka tjelesne mase kod ispitane skupine
AD + Quzs i AD + Quso nije utvrden. Izmedu ostalog Qu se smatra i ergogenim dodatkom
prehrani (242, 246, 247) i istraZzen je njegov utjecaj na redukciju adipoznosti (248) Medutim
rezultati mnogobrojnih istrazivanja o utjecaju Qu na tjelesnu masu su razli¢iti. Tako rezultati
pojedinih Qu istrazivanja pokazuju redukciju tjelesne mase kod adipoznih $takora (249, 250),
dok u istrazivanju na mrsavim $takorima nije zabiljezen porast u tjelesnoj masi (251-253).
Nadalje, Qu moze djelovati na lipogenezu indirektno preko inzulina i direktno preko ekspresije
gena, sudjelujuci u redukciji triglicerida u adipocitima te redukciji broja adipocita. Tako,
dugorocno uzimanje Qu sniZzava tjelesnu teZinu, nakupljanje masti u jetri, poboljSava
hiperglikemiju, hiperinzulinemiju, dislipidemiju. Njegova djelotvornost potvrdena je na
brojnim animalnim modelima dijabetesa i pretilosti kao i u smanjenju posljedica dijabetesa i

dijabetesu pridruzenih bolesti u ljudi i Zivotinja. In vitro istrazivanja i istrazivanja na miSevima
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s dijabetesom su pokazale da poboljsava razinu glukoze u krvi reducirajuci apsorpciju, Stiti

gusteracu od oksidacijskog stresa induciranog H20: i poboljsava osjetljivost na inzulin (253).

Cini se da su toksi¢nost AICl3 zajedno s Qu i njegovim utjecajem na lipogenezu i adipocite
(254) kljuéni u redukciji tjelesne tezine u naSem istrazivanju (Slika 24). Osim navedenog
promjena mikrobne populacije mogu voditi disbozi i crijevnoj propusnosti, te posljedi¢no
proupalne komponente bakterija mogu voditi kroni¢noj upali epitela. Nazocnost upale
prisutnos¢u Al i redukcija komenzalnih bakterija, posebice Firmicutes i Bacteriodetes te
povecane razine Proteobacteria i Actinobacteria poznato je da mogu voditi smanjenju koli¢ine
kratkolan¢anih masnih kiselina koje imaju zastitini¢ki ucinak (inhibiraju upalne citokine,

povecéavaju produkciju mucina i antimikrobih peptida te pruzaju energiju koloncitima.

5.2. Pracenje ucinka subkroni¢ne primjene AICI3 + D-gal i Qu na razvoj

crijevne disbioze

Mikrobiota ljudskog probavnog sustava je najvec¢i rezervoar mikroba u ljudima, a sadrzi
otprilike 10 mikroorganizama iz najmanje 1000 razli¢itih mikrobnih vrsta koje se razlikuju u
raznolikosti 1 stabilnosti medu pojedincima te nadbrojavaju stanice domacina u omjeru 100
000:1. Gustoca bakterija u ljudskom crijevu iznosi i do 10* po mL, §to je najveéa gustoéa u
bilo kojem poznatom mikrobnom ekosustavu (255, 256). Procjenjuje se da ljudski mikrobiom
kodira priblizno 4 x 10° gena, §to ukupno nadbrojava 26 600 ljudskih gena za oko 150:1 (257-
259). Zbog trenuta¢nih ograni¢enja uzgoja mikroorganizama iz crijevnih uzoraka, to¢an sastav
mikrobiote crijeva nije u potpunosti poznat. Medutim, Bacteroidetes i Firmicutes su dva
dominantna koljena crijevne mikrobiote (255, 260). Crijevna mikrobiota potrebna je za razlicite
funkcije za koje se zna da blagotvorno djeluju na zdravlje domacina, uklju¢ujuci odrzavanje
cjelovitosti crijevne barijere, inhibiciju adhezije patogena na crijevnim povrSinama, sintezu
vitamina K i B (B1, B2, B3, B6, B12), spaSavanje energije iz neiskoristene hrane proizvodnjom
kratkolan¢anih masnih Kiselina (SCFA), regulacija i pravilno sazrijevanje imunosnog sustava
(260, 261).

Os mikrobiota - crijeva - mozak (GBA) je dvosmjerni komunikacijski sustav koji je povezan
neuronskim, imunosnim, endokrinim i metabolickim putovima (262-265). Najnovija

istrazivanja pokazuju da mikrobiota crijeva igra klju¢nu ulogu u modulaciji funkcija crijeva i
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mozga (265-268). Disbioza (neravnoteza) i promjene u sastavu crijevne mikrobiote doprinose
razvoju i napredovanju mnogih bolesti kod ljudi, uklju¢ujuéi upalnu bolest crijeva (269, 270),
dijabetes melitus tipa 2 (271, 272), pretilost (273, 274) kardiovaskularne bolesti (275, 276),
autizam (271-278), depresija (279, 280), Parkinsonovu bolest (281-283) i multiple sklerozu
(284, 285). Nakupljanje dokaza takoder podrzava moguéu vezu izmedu mikrobiote crijeva i
Alzheimerova bolest (AD).

Temeljeno na prethodnim istrazivanjima primjena funkcionalne prehrane bogate flavonoidima
predstavlja alternativni pristup ublazavanju i/ili otklanjanju ¢imbenika rizika, a kvercetin je

samo jedna od karika u lancu (286-289).

U ovome istrazivanju promjene vezane uz disbiozu crijevne mikrobiote utvrdene su
odredivanjem pH vrijednosti, mjerenjem glikoliticke aktivnosti mikrobnih enzima, izolacijom
probiotickih sojeva na krutim i selektivnim podlogama (identifikacije pomoc¢u API testova),
16S rRNA metagenomskom analizom crijevne zajednice 1 odredivanjem koncentracije
zonulina. Ispitivanja su provedena na sadrzaju izoliranom iz crijevnog kolona AD, AD + Quys,

AD + Quso, Quas i Qusp ispitne skupine.

5.2.1. U¢inak subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na pH vrijednosti

crijevnog sadriaja kolona

Izvor vodikovih iona u probavnom sustavu su sekrecijske parijetalne stanice zeluca. Izlu¢ivanje
kontroliraju neuralni (n. vagus) i hormonalni (zelu¢ani) mehanizmi povratne sprege.
Dosadasnja istrazivanja utvrdila su da kada kiseli sadrzaj zeluca dosegne duodenum stimulira
se lu¢enje alkalne tekucine iz guSterace bogate bikarbonatnim anionima (pH 8). Ova tekucina,
zajedno s zu¢i i alkalnim teku¢inama, izlu¢enim sluznicom tankog crijeva, neutralizira kiseli
sadrzaj koji dopire do duodenuma (260, 290). Daljnja mjerenja luminalnog pH u normalnom
probavnom sustavu ljudi pokazala su progresivno povecanje pH od duodenuma do terminalnog
ileuma, smanjenje u slijepome crijevu i zatim polagani porast duz debelog crijeva (kolon) do
rektuma (261). Aktivnost crijevne mikrobiote ima velik utjecaj na ekosustav probavnog
sustava. Na primjer, kao rezultat proizvodnje kiselih metabolita mikrobiote, pH sadrzaj slijepog
crijeva i debelog crijeva je opcenito nizi u konvencionalnom soju usporedno s ,.germfree

sojem Stakora (291). Te aktivnosti mogu posredno utjecati na metabolizam hranjivih tvari ili na
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raspolozivost oralno primijenjenih ksenobiotika §to je dokazano na stakorskom i humanom
modelu (292, 293). Temeljem navedenog, pH vrijednost i koncentracija kisika kljucan je
¢imbenik koji odreduje zastupljenost dominantnih mikrobnih rodova u crijevu. Tako,
primjerice optimalan pH za rast bifidobakterija je 6,0-7,0, a prestaju rasti pri pH 4,5-5,0 i nizim
ili pri pH 8,0-8,5 ili iznad. Nasuprot tome, povecanjem koncentracije kratkolan¢anih masnih
kiselina (SCFA) i razgradnjom ugljikohidrata snizava se pH vrijednost u lumenu crijeva, vodec¢i
stvaranju nepovoljnih uvjeta za kolonizaciju patogenih bakterija poticu¢i diferencijaciju i
proliferaciju epitelnih stanica debelog crijeva. Niza pH vrijednost u lumenu crijeva smanjuje

sekreciju 1 Zu¢nih kiselina 1 aktivnost specifi¢nih proteolitickih enzima.

U ovome istrazivanju odredivanjem pH vrijednosti crijevnog sadrzaj kolona unutar ispitnih
skupina (Slika 25) vidljiva je razlika izmedu HC skupine i ostalih skupina u vidu sniZene ili
povisene pH vrijednosti (raspon pH = 7,1-7,5 mmol/dm®). Najveée odstupanje u odnosu na
ostale skupine pokazuje skupina AD + Quso, Cija je pH vrijednost statisti¢ki znacajno veéa u
odnosu na AD skupinu (P = 0,028). Isto tako statisticki znacajna razlika (P = 0,017) zabiljeZena
je kod skupine AD + Quas, gdje je pH crijevnog sadrzaja nizi nego kod AD + Qusg skupine. Iz
navedenih rezultata mozemo zakljuciti kako ispitni uzorci imaju statisticki znacajan utjecaja na
promjene pH vrijednosti kod skupine AD i AD + Qus, medutim pH vrijednosti kod svih
obradenih skupina su unutar fizioloSkog (neutralnog) raspona koji je zabiljeZen u lumenu

crijeva covjeka (292).

Komparativnom usporedbom pH vrijednosti u razli¢itim podrucjima probavnog sustava Stakora
1 ljudi utvrdena je varijabilnost vrijednosti. Tako pH u Zelucu stakora ima raspon 3,3-5,5vs 1,5-
3,5 kod ¢ovjek, u tankome crijevu Stakora 6,5-7,1 vs 5-7 ¢ovjek i u debelom crijevu Stakora 6,6
vs 5-7,0 Covjek (292). 1z dosadasnjih istrazivanja poznato je da luminalni pH u debelom crijevu
utjece na proizvodnju mukoznih bikarbonata i laktata, bakterijsku fermentaciju ugljikohidrata i
mukoznu apsorpciju SCFA, i eventualno crijevnu peristaltiku. Promjene u tim ¢imbenicima
mogucée je objasniti kao rezultat bolesti sluznice, promjene u prehrani i primjene

(ne)farmakoloskih dodataka.
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5.2.2. U¢inak subkronic¢ne primjene AICI3 + D-gal i Qu na glikoliticku aktivnost

enzima crijevne mikrobiote u uzorku izoliranom iz kolona

Iako su bakterioloska ispitivanja (npr. identifikacija odabranih skupina) korisna u opisivanju
osnovne ekologije crijeva, manje su vrijedna u istrazivanjima metabolizma i prehrane.
Alternativni pristup je upotreba biokemijskih ispitivanja koja mjere funkcionalnu aktivnost
mikrobiote u cjelini. Uz to, odabirom aktivnosti mikrobnih enzima ili metabolickih krajnjih
to¢aka koje rezultiraju spojevima s potencijalno toksi¢nim ili korisnim uéincima, mogu se

procijeniti vjerojatne zdravstvene posljedice za domacina (293).

Mikroorganizmi u probavnom sustavu se natjecu za izvore ugljika u obliku jednostavnih 1
slozenih ugljikohidrata i pokazalo se da djeluju sinergijski na obradu dijetalnih vlakana koja
domacin ne moze razgraditi (294, 295). Mikrobno iskoriStavanje ugljikohidrata igra klju¢nu
ulogu u raznolikosti, obilju 1 metabolickoj aktivnost komenzalnih 1 potencijalno patogenih
bakterija u crijevima sisavaca (296, 297). Kao $to su istrazivanja pokazala, moguénost pristupa
energiji prisutnoj u oligosaharidima pruza konkurentsku prednost za pripadnike koljena
Bacteroidetes koji ¢uvaju lokus za iskoriStavanje polisaharida (engl. polysaccharide-utilization
loci, PULS), koji kodira brojne enzime koji kataboliziraju niz slozenih ugljikohidrata (297-303).
To dovodi do pitanja kako se ostali clanovi mikrobiote, kojima nedostaje PUL, mogli natjecati
za energiju unutar probavnog sustava. GUS operon, koji je prvi put opisan prije vise od 30
godina u Escherichia coli, daje potencijalni odgovor na ovo pitanje (304-308). Ovaj operon
kodira proteine koji su ukljuCeni u obradu glukuronidiranih liganda, ukljucujuc¢i p-
glukuronidazu (GUS). GUS enzimi su glikozilne hidrolaze koje uklanjaju Sec¢ere glukuronske
kiseline (GIcA) povezane s endobiotskim i ksenobiotskim spojevima pomocéu faze II
metabolizma UDP-glukuronosiltransferaze (UGT) u zaStitnim tkivima domacina (npr. jetri i
crijevima) (309-314). Sirok spektar kemikalija konjugiran je na GIcA, ukljutujuéi hormone,
neuroprijenosnike, zagadivace okolisa i lijekove poput kemoterapeutika, imunosupresiva i
nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID) (315-318). Mikrobna GUS-reaktivacija ovih
spojeva u crijevima moze igrati ulogu u njihovom izlaganju u serumu enterohepati¢kom
recirkulacijom (319-322). Ovaj put takoder uzrokuje crijevna o$teCenja i ograni¢ava dozu
toksi¢nosti kemoterapeutika i nekoliko NSAID-a (323-325). Sli¢ni operoni su otkriveni i
drugim vrstama porodice Enterobacteriaceae ukljucuju¢i Salmonella sp., Klebsiella sp.,

Yersinia sp. i Shigella sp., sve navedene vrste su potencijalni crijevni i sustavni patogeni.
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S-glukuronidaza (glukuronohidrolaza f-D-glukuronida) hidrolizira p-D-glukuronide u
glukuronsku kiselinu i aglikon koji mogu imati oblik alkohola, ostatka organske kiseline,
amina, imina ili tiolnog spoja (326). Stvaranje glukuronida katalizira UDP-
glukuronilotransferaza. Iz jetre, gdje se odvija njihova sinteza, djelomic¢no se uklanjaju s zuci u
duodenum. Tamo su pod utjecajem bakterijske p-glukuronidaze podvrgnuti hidrolizi na
aglikone (327, 328). U bolesnika sa dijagnosticiranim tumorom debelog crijeva opazena je
visoka aktivnost f-glukuronidaza, $to upucuje da ovaj enzim igra vaznu ulogu u promociji
tumora debelog crijeva (329). Medu crijevnom mikrobitom najveéu aktivnost g-glukuronidaze
pokazuju Escherichia coli, Clostridium paraputrificum, Clostridium clostridioforme,
Clostridium perfringens, Bacteroides fragillis, Bacteroides vulgatus, Bacteroides uniformie,
Ruminococcus gnavus i vrste koje pripadaju rodovima Peptostreptococcus, Staphylococcus i
Eubacterium (328, 330).

p-glukozidaza (f-D-glukozid glukohidrolaza, amigdalaza) hidrolizira glikozide u Secerne
skupine, tj. glikone, i na skupine bez Secera, tj. na aglikone (331). Dijeta koja se sastoji od
velike koli¢ine glikozida biljnog podrijetla (npr. flavonoidi) moze biti razlog za stvaranje
Stetnih tvari u debelom crijevu. Glikozidi koji nisu probavljeni prenose se u debelo crijevo gdje
se hidroliziraju pod utjecajem bakterijske f-glukozidaze. Tako nastali aglikoni ¢esto pokazuju
toksi¢na 1 kancerogena svojstva, npr. Qu koji je jedan od promotora tumora debelog crijeva i
nastaje u procesu transformacije rutina koji ukljucuje S-glukozidazu (332). Ovaj enzim prisutan
je u stanicama nekih mikroorganizama koji se nalaze u debelom crijevu, a najvecu aktivnost
pokazuje kod Bacteroides uniformis, Clostridium paraputrificum, Clostrdium clostridioforme
i Enterococcus faecalis (330, 332). Kvalitativni i kvantitativni sastav crijevne mikrobiote u
zdravih ljudi sadrzi dominantan broj mikroorganizama povoljnih za njihovo zdravlje i relativno
je uravnotezen. Dominacija nekih vrsta crijevnih bakterija i porast aktivnosti takozvanih
fekalnih enzima moze dovesti do poveéane proizvodnje kancerogenih, toksi¢nih i proupalnih

spojeva (326).

[-galaktozidaza iz Escherichie coli hidrolizira laktozu i druge f-galaktozide u monosaharide.
Enzim je genski produkt lacZ operona i kao takav ima jedinstveno mjesto u povijesti
molekularne biologije (333). Funkcionalni oblik S-galaktozidaze je tetramer graden od Cetiri
identi¢ne podjedinice (334), sastavljene od 1023 aminokiselinskih ostataka (335, 336).
Tetramer (~Mr = 465 412 Da) sadrZi Cetiri kataliticka mjesta koja ne pokazuju kooperativnost
ili alosteri¢ne ucinke. f-galaktozidaza ima tri enzimska djelovanja $to u konacnici rezultira

potpunim razgradnjom disaharid laktoze u galaktozu i glukozu. Prvo, moZe cijepati disaharid
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laktozu da bi tvorio glukozu i galaktozu, koji mogu uéi u glikolizu. Drugo, enzim moze
katalizirati transgalaktozilaciju laktoze u alolaktozu, i trece, alolaktoza se moze odcijepiti do
monosaharida. Alolaktoza se veze na lacZ represija i stvara petlju pozitivne povratne
informacije koja regulira koli¢inu f-galaktozidaze u stanici (333). Adultna intolerancija laktoze
(adultna hipolaktazija) najces¢i je uzrok maldigestije i malapsorpcije laktoze (337, 338).
Tipi¢ni simptomi intolerancije na laktozu su proljev, natecenost, bol u trbuhu, mucnina i
povracanje. Njihova pojava je rezultat bakterijske fermentacije neprobavljene laktoze
djelovanjem crijevnih bakterija Bifidobacterium, Lactobacillus i Streptococcus, koje imaju
enzim p-galaktozidazu (333). Sekundarna malapsorpcija i netolerancija laktoze uzrokovana je

upalnim o$te¢enjem sluznice tankog crijeva (Chronovu bolest).

U ovome istrazivanju utvrdena je niza aktivnost enzima S-glukuronidaze, p-glukozidaze i S-
galaktozidaze kod skupine AD i AD + Quso sa statisti¢ki znacajnim odstupanjem u odnosu na
HC i ostale ispitne skupine (Slika 26). Smanjena aktivnost g-glukoronidaze (Slika 26A)
znacajna je kod skupine AD u odnosu na HC (P = 0,005) i Quso (P = 0,004) te kod skupine AD
+ Qusg u odnosu na HC (P =0,003) i Quso (P =0,002). Smanjena aktivnost g-glukozidaze (Slika
26B) znacajna je kod skupine AD u odnosu na HC (P =0,03) i Quso (P = 0,002) te kod skupine
AD + Qusp u odnosu na skupinu Qusg (P = 0,018). Smanjena aktivnost S-galaktozidaze (Slika
26C) znacajna je kod skupine AD u odnosu na HC (P = 0,0004) i Qu50 (P = 0,0007) te kod
skupine AD + Quso u odnosu na HC (P = 0,03).

Iz rezultata zaklju¢ujemo da primjena Qu kod skupina Quzs i Quso nije utjecala na enzimsku
aktivnost fS-glukuronidaze, p-glukozidaze i1 p-galaktozidaze te nisu zabiljeZena statisticki
znacajna odstupanja u odnosu na HC skupinu. Statisti¢ki znacajno sniZena aktivnost enzima
zabiljeZena je samo kod dvije skupine obradene AICl3 i D-gal, AD i AD + Quso. Sto dovodi u
centar paznje skupinu AD + Quzs. Kod ove skupine nisu zabiljezena statisticki znaCajna
odstupanja usporedno niti s jednom skupinom. Medutim, zanimljivo je da je enzimska aktivnost
S-glukuronidaze, p-glukozidaze i f-galaktozidaze kod skupine AD + Quas upola niza nego kod
skupina HC, Quzs i Quso te duplo visa nego kod skupina AD i AD + Quso. Sto upuéuje na snaznu
supresiju svih enzimskih aktivnosti uzrokovanih AICl3 te protektivni ucinak nize doze Qu (25

mg/kQ).

Rezultati dobiveni u ovome istrazivanju kontradiktorni su rezultatima prikazanim u
dosadas$njim istrazivanjima. Macfarlane i Cummings su jo§ 1991. (339) zakljucili da se
povecanje aktivnosti f-galaktozidaze i a-glukozidaze i smanjenje S-glukuronidaze moze se

smatrati korisnim za domacina. Aktivnosti f-galaktozidaze i a-glukozidaze mogu poboljsati
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fermentaciju rezistentnog skroba i laktoze $to dovodi do SCFA i mlije¢ne kiseline koji su izvor
energije za tkiva, dok dostupne glukuronidaze sudjeluju u stvaranju toksi¢nih i kancerogenih
metabolita u crijevu (340, 286). Medutim, povecanje aktivnosti f-glukozidaze je dvosmislena
jer njena hidrolatna aktivnost je odgovorna i za stvaranje toksina (341), kao i za proizvodnju
bakterijskih derivata glukozida za koje se pretpostavlja da su odgovorni za zastitu od kemijski

induciranog karcinoma (342).

Mehanizmi koji bi mogli utjecati na glikoliticku aktivnost bakterija su promjene u obrascu
mikrobne populacije ili modifikacije crijevnoga medija (pH). Juskiewicz i Zenon (343) u svome
istrazivanju utvrduju da velika koli¢ina laktoze 1 drugih neprobavljivih oligosaharida uzrokuje
proljev u animalnom modelu $takora. Proljev snizava koncentracije enzimskih proteina i SCFA
u cekumu te aktivnost bakterijske g-glukuronidaze, a- i p-galaktozidaze, a- i f-glukozidaze u
probavnom sustavu, u usporedbi s Stakorima bez proljeva (343). Na temelju navedenog
mozemo zakljuCiti da je u naSem istraZivanju sniZzena enzimska aktivnost najvjerojatnije
posljedica maladigestije 1 malapsorpcija, Sto je uzrokovalo nemoguénost formiranje stolice
normalne konzistencije i gubitak tjelesne mase tijekom perioda obrade kod skupine AD, AD +
Quzs i AD + Qusp. Nadalje, kod prethodno prikazanih rezultata pH vrijednosti crijevnoga
sadrzaja nalazimo korelaciju kod skupine AD gdje je statisticki znacajno niza vrijednost pH 1
aktivnosti enzima u odnosu na HC skupinu. Medutim, promjena pH vrijednosti kod AD skupine

i dalje nije dovoljna kako bi se objasnile promjene u enzimskoj aktivnosti.

5.2.3. U¢inak subkronicne primjene AIClz + D-gal i Qu na rast probiotickih

kolonija na selektivnim podlogama i identifikacija roda Lactobacillus

Mikrobna kolonizacija zapo¢inje odmah nakon rodenja s fakultativnim anaerobima, kao §to su
laktobacili, enterokoki i enterobakterije, koji su prvi kolonizatori. Slijedi kolonizacija
anaerobnim mikroorganizmima, ukljuc¢uju¢i Bifidobacterium, Bacteroides i Clostridium, s§to
rezultira postupnim smanjivanjem odnosa fakultativnih anaeroba i strogih anaeroba tijekom
vremena (344). Bifidobakterije su zajedno s laktobacilima vazan dio normalne crijevne
mikrobiote razliCitih vrsta sisavaca, a takoder su najbolje karakterizirani 1 Siroko
komercijalizirani probiotici. Laktobacili i bifidobakterije su bakterije koje stvaraju gram,

pozitivne, mlije¢no kiseline koje ne tvore spore, LAPB (engl. lactic acid producing bacteria)
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(345). Laktobacili imaju ograni¢ene biosintetske sposobnosti i fermentiraju rafinirane Secere,
stvaraju¢i mlijecnu kiselinu kao glavni krajnji proizvod (346), dok su bifidobakterije vazan
proizvoda¢ kratkih lanaca masnih kiselina (SCFA) (347). Unato¢ nekim uobicajenim
svojstvima, laktobacili i bifidobakterije pripadaju dvije taksonomsko razli¢ite skupine: rod
Lactobacillus koljenu Firmicutes i rod Bifidobacterium koljenu Actinobacteria. U odraslih
osoba Firmicutes i Bacteroidetes koljena obi¢no dominiraju, dok su Actinobacteria,

Proteobacteria i Verrucomicrobia znatno omanje prisutni u mikrobioti crijeva (348).

lako nisu najdominantniji u odrasloj dobi, laktobacili i bifidobakterije ostaju stabilna populacija
normalne crijevne mikrobiote, odrzavajuc¢i vazne funkcije tijekom Zivota, a njihova je disbioza
povezana s mnoStvom patoloskih stanja (349). Provedene su brojna istrazivanja s razli¢itim
sojevima Lactobacillus i Bifidobacterium in vitro i in vivo, na ljudima i zivotinjama kako bi se
istrazila njthova imunomodulatorna svojstva 1 probiotski potencijal u lijeCenju razli¢itih
zaraznih, alergijskih i upalnih stanja (350, 346, 347, 351). lako nisu uvijek uvjerljivi, vecina
njih naglasila je korisne ucinke ovih probiotic¢kih bakterija koje su ponekad 1 specifi¢ne za vrstu

domacina te ovisne o udjelu patogenih bakterija u crijevnoj mikrobioti.

U ovome istrazivanju rezultati dobiveni metodom brojanja kolonija (engl. colony-forming unit,
CFU) naraslih na selektivnim podlogama za bakterijske rodove Lactobacillus i Bifidobacterium
su prikazani na Slici 27. Ova metoda je pokazala znacajne razlike u broju kolonija koje su
stvorile bakterije rodova Lactobacillus i Bifidobacterium u skupine AD u odnosu na ostale
skupine. Statisti¢ki znacajne vrijednosti prisutne su kod roda Bifidobacterium (Slika 27A) gdje
je CFU/g smanjen kod skupine AD u odnosu na HC i AD + Quso (P < 0,05) te kod roda
Lactobacillus (Slika 27B) gdje je CFU/g smanjen kod skupine AD u odnosu na HC (P < 0,05)
i Quzs (P <0,001). Iz rezultata zakljucujemo da AICI3 ima inhibicijski utjecaj na oba probioticka
roda. Nadalje, na osnovu statisticki znacajno nepromijenjenog broja kolonija, kod skupine AD
+ Quzs, AD + Quso, Quas i Quso usporedno s HC skupinom, ispitne doze Qu imaju protektivni
ucinak. Medutim obzirom na razli¢it udio zatupljenosti rodova u probavnom sustavu domacina
kontradiktoran je iznimno velik broj kolonija roda Bifidobacterium sto upucuje na nedovoljnu
selektivnost koriStene podloge (TOSagar, Merck). Stoga ove rezultate ne mozemo uzeti u

daljnje razmatranje.

Prema rezultatima API testova sa selektivnih podloga za bakterije roda Lactobacillus
identificirane su dominantne vrste: L. brevis (63,3%), L. plantarum (25,4%) i Lactococcus
lactis ssp. lactis (10,2%) kod HC skupine; L. plantarum (97,1%) kod AD skupine; Lactococcus
lactis ssp. lactis (51%), L. brevis (31,9%) i L. plantarum (15,6%) kod skupine AD + Qupzs; L.
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brevis (81,3%), L. plantarum (10,8%) i Lactococcus lacti ssp. lacti (7,6%) kod skupine AD +
Quso; L. brevis (63,3%), L. plantarum (25,4%) i Lactococcus lactis ssp. lactis (10,2%) kod
skupine Quos; L. plantarum (98,4%) kod skupine Quso. Na temelju ovih rezultat iz nasega
istrazivanja vidljivo je da obzirom na obradu postoji i promjena u udjelu pojedine vrste unutar
roda Lactobacillus. Mehanizmi koji ublazuju toksi¢nost teskih metala i odnos probiotika i
zaStite barijere crijeva u procesu patogeneze teskih metala slabo su poznati, kao i same

promjene unutar crijevne mikrobiote na razini roda Lactobacillus.

Vecina laktobacila prisutnih u probavnom sustavu Stakora i miSeva su autohtoni jer Cine
stabilnu populaciju tijekom Zivota domacina (352, 353). Sojevi laktobacila imaju zaStitne
ucinke protiv teskih metala, istovremeno smanjujuci oksidacijski stres i moduliraju¢i imunosni
odgovor (354-356). Rezultati gRT-PCR pokazuju da L. brevis 23017 odrzava normalnu
mukoznu barijeru modulacijom proteina ¢vrstog spoja (357). Ono §to je vazno, ovo in Vivo
istrazivanje na animalnom modelu pokazuje da L. brevis 23017 ucinkovito ublazava ozljede
tankog crijeva smanjujuéi upalu crijeva i ublaZzava oksidacijski stres. Nadalje, L. brevis 23017

blokira oksidacijski i stres i upalu kroz MAPK i NF-kB putove (357).

L. plantarum se susre¢e u mnogim prehrambenim proizvodima i prirodni je stanovnik ljudskog
probavnog sustava (358). Takoder se prodaje kao probiotik (359-360). L. plantarum WCFS1
izvorno je izoliran iz ljudske sline (366). Jedna od njegovih karakteristika je sposobnost
fermentacije velikog broja ugljikohidrata, poput monosaharida (glukoza, manoza i galaktoza),
disaharida (saharoza, laktoza i trehaloza) i oligosaharida (rafinoza i melezitoza) (361).
Pokazano je i da prezivljava prolazak kroz Zeludac, a ostaje aktivan i otporan dulje od 6 dana u
ljudskom probavnom sustavu bez kolonizacije crijeva (362). Ispitana je genetska osnova ove
otpornosti, a rezultati su pokazali da je induciran niz gena kodiranih funkcija povezanih s

metabolizmom $ecera in situ u probavnom sustavu (363).

Lactococcus lactis je nepatogena gram-pozitivna bakterija koja je usko povezana s rodom
Streptococcus. L. lactis u prirodi zauzima niSu koja se odnosi na biljne ili Zivotinjske povrsine
i zivotinjski probavni sustav. Smatra se da se na biljnim povr$inama nalazi u dormatnom stanju,
i da se razmnozava u probavnom sustavu nakon S§to ga proguta prezivac. Ima
homofermentativni metabolizam, §to znaci da proizvodi mlijecnu kiselinu iz Secera. Takoder se
navodi da proizvode ekskluzivnu L - (+) - mlije¢nu kiselinu (364). Medutim, Akerberg i sur.
(365) izvjestili su da proizvodi i Stetnu D - (-) - mlije¢na kiselinu pri niskom pH. Koristeci
flagelarnu salmonelu kao eksperimentalnu skupinu, Nakamurin tim (366) otkrio je da je

proizvod fermentacije laktoze uzrok oStecenja pokretljivosti u salmoneli. Pretpostavlja se da L.
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lactis uglavnom utjece na pokretljivost salmonele ometajuéi rotaciju flagela, ali ne i nepovratna
oste¢enja morfologije i fiziologije. Fermentacijom laktoze L. lactis proizvodi acetat Kkoji
smanjuje unutarstanicni pH salmonela, S$to usporava rotaciju njihovih flagela (367). Ovi
rezultati isticu potencijalnu uporabu L. lactis za sprjecavanje infekcija vise bakterijskih vrsta
(368). Motiliteti sojeva Pseudomonas, Vibrio i Leptospira takoder su ozbiljno poremeceni
upotrebom laktoze L. lactis (366).

5.2.4. ldentifikacija sastava crijevnoga mikrobioma sekvenciranjem

16S rRNA sekvence intenzivno su koriStene u razvrstavanju i identifikaciji bakterija 1 arheja.
Usporedba gotovo kompletnih sljedova gena od 16S rRNA naSiroko se koristi za uspostavljanje
taksonomskih odnosa izmedu prokariotskih sojeva, s 98,65% sli¢nosti koja je trenutno
prepoznata kao granica za razgranicne vrste (369). Usporedba sekvence gena 16S rRNA izolata
s sekvencama tipova sojeva svih prokariotskih vrsta pruza precizan i prikladan nacin za rutinsku

klasifikaciju i identifikaciju prokariota.

Na sastav ljudskog ekosustava crijeva utjeu viSestruki i razliiti ¢cimbenici, kao Sto su dob,
podrijetlo, okoli§, prehrambene navike (ukljucujuéi prebiotike i probiotike) i primjena
antibiotika. Na temelju 16S rRNA analize uzorka crijevnog sadrzaja uzetog od razlicitih
pojedinaca pokazalo se da, unato¢ velikoj raznolikosti bakterijskih vrsta, ve¢ina (98% svih
vrsta) pripada u samo Cetiri bakterijska koljena (phyle): Firmicutes (64%), Bakteroidetes (23%),
Proteobacteria (8%) i Actinobacteria (3%), dok su druge manje taksonomske podjele prilicno
raznolike (360-372). Treba naglasiti da omjer izmedu tih skupina snazno ovisi o lokaciji unutar
crijeva i o etni¢koj pripadnosti domacina. Firmicutes i Bacteroidetes dominiraju u debelom
crijevu, dok su u jejunumu Proteobacteria obilnije od Bakterioidetes. U ileumu odraslih
Japanaca nisu otkriveni Bacteroidetes, dok dominiraju u mikrobioti zdravih $vedskih Zena
(373-375). Sastav crijevne mikrobiote takoder moze varirati u starijih osoba neovisno o
prehrani zbog niza fizioloskih i imunosni ¢imbenika, poput smanjene funkcionalnosti
imunosnog sustava. Mikrobiotu povezanu sa starijim pojedincima odlikuje smanjenje udjela
Ruminococcus i Blautia spp. i nekoliko proizvodaca butirata, dok je udio Escherichia povecan
u usporedbi s mladim kontrolama (376). Omjer Firmicutes i Bacteroidetes (F/B) jedan je od
parametara za koje se zna da se mijenjaju tijekom cijelog zivotnog vijeka. Omjer je niZi u prvoj
godini zivota (0,4), povecava se u odrasloj dobi (10,9), a smanjuje se tijekom starosti (0,6)

(377). Ravnoteza izmedu imunosnog sustava domacina i utjecaja crijevne mikrobiote klju¢na
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je za odrzavanje zdravlja. Ako se ova ravnoteza poremeti (disbioza), odnos domaéin-mikrobi
moze napredovati prema bolesti (378, 379). Jasno je da su mikrobi prisutni u ljudskom crijevu
neophodni za proces probave. Tijekom anaerobne fermentacije, njihov metabolizam uzrokuje
raspad neprobavljivih spojeva poput otpornog Skroba i biljnih polisaharida, §to rezultira
proizvodnjom SCFA. Drugi primjeri metabolizma specifi¢nog za mikrobe su sinteza vitamina
i aminokiselina (378). Suprotno tome, neki spojevi prisutni u prehrani mogu modulirati
mikrobiotski sastav (teSki metali, toksini, polifenoli i sl.), rezultiraju¢i promjenama u

metaboli¢koj aktivnosti crijevnih bakterija (380).

Mnoga istrazivanja pokazuju potencijalne ucinke polifenola na crijevne patogene. Medutim,
postoji samo nekoliko istrazivanja koja pokazuju utjecaj polifenola na sastav i1 aktivnost
nepatogene mikrobne zajednice crijeva. Najmocniji inhibitori rasta mikroorganizama su
vjerojatno polifenolni spojevi iz zelenog i crnog ¢aja. Pokazano je da bioaktivne komponente
¢aja, koje ukljucuju epigalokatehin galat, epikatehin galat, epigalokatehin, galokatehin,
epikatehin i katehin (381), mogu inhibirati rast mnogih patogena, uklju¢ujuc¢i Helicobacter
pylori (382), Staphylococcus aureus, E. coli O157: H7 (383, 384), Salmonella typhimurium
DT104, Listeria monocytogenes, bakterija S. aureus rezistentna na meticilin (385, 386),
Pseudomonas aeruginosa (387), virus hepatitisa C (388), virus gripe (389), HIV (390-392),
virus Epstein-Barr (388) i gljivice roda Candida (393). Razlike izmedu djelovanja polifenola
koji pripadaju istoj skupini (flavonoli ili flavanoni) vjerojatno ovisi o 4-karbonilnoj skupini u
C prstenu kostura flavona. Rezultati Duda-Chodak (380) sugeriraju da je prisutnost ove skupine
presudna za inhibicijsku aktivnost flavonola i flavanonskih aglikona. Pokazano je da
flavonoidni aglikoni (u dozama 4-250 ug/mL), ali ne i njihovi glikozidi, mogu inhibirati rast
nekih crijevnih bakterija. Pokazalo se da rutin (glikolizidni oblik kvercetina) nije imao
inhibicijski utjecaj na analizirane crijevne bakterije, naprotiv uocen je blagi stimulacijski u¢inak
na rast Lactobacillus spp. Suprotno tome, njegov aglikonski kvercetin djelovao je inhibirajuce
ovisno o dozi (osim na Bifidobacterium catenulatum) posebno na rast Ruminococcus
gauvreauii, Bacteroides galacturonicus i Lactobacillus spp. (u dozama 20-50 upg/mL).
Anaerobne bakterije kao §to su Bacteroides distasonis, B. uniformis i B. ovatus mogu otpustiti
aglikon iz kvercetin glikozida zahvaljujuéi S-glukozidaznoj aktivnosti (394). Enterobakterije
razgraduju 1 kvercetin aglikon za proizvodnju svojih prstenastih proizvoda kao Sto su 3,4-
dihidroksifenilacetaticacid, m-hidroksifeniloctena kiselina i m-homovanijska kiselina (395).
Aglikon se pretvara u svoj konjugirani metaboliti sa ili bez O-metilacije i zatim se prenosi u

jetru putem portalne vene. Neki konjugirani metaboliti vjerojatno ¢e se prenijeti u sustavnu
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cirkulaciju putem limfe. Kvercetin glukuronidi su druga vrsta kvercetinovog metabolita u ljudi

I njihova koncentracija u plazmi kao i bioloska aktivnost ovisi o polozaju konjugacije.

Flavonoli mogu takoder modulirati mikrobiotu crijeva utjeCu¢i na adheziju bakterija na
crijevnim stanicama, ali utjecaj flavan-3-ola na adheziju bakterija uvelike se razlikuje izmedu
spojeva, soja i stupnja diferencijacije crijevnih stanica (396). Svi testirani flavan-3-oli znacajno
inhibiraju adheziju Lactobacillus acidophilus LA-5 i Lactobacillus plantarum IFPL379, osim
epigalokatehina galata, koji pojac¢ava adheziju L. acidophilus LA-5 na stanice Caco-2 (293).
Nadalje, pored djelovanja na pospjeSivanje rasta, flavonoidi imaju antibakterijska svojstva, koja
izmedu ostalog mogu biti posljedica poremecaja funkcije membrane ili inhibicije enzima. To
moze rezultirati u modulaciji mikrobiotskog sastava. Pretvorba flavonoida s bakteriostatskim
ili baktericidnim u¢inkom u neaktivne metabolite moze se smatrati sredstvom za detoksikaciju
ovih ksenobiotika promicuci opstanak i rast crijevnih bakterija koje su osjetljive na flavonoide.
Crijevna mikrobiota opremljena je velikim nizom razli¢itih enzima sposobnih za razlicite
modifikacije sastojaka hrane koji ulaze u debelo crijevo. Moze hidrolizirati glikozide,
glukuronide, sulfate, amide, estere i laktone djelovanjem enzima kao $to su: a-rnosnosidaza, /-
glukuronidaza, f-glukozidaza, sulfataza i esteraza. Ostale reakcije katalizirane mikrobnim
enzimima u crijevima su aromati¢no cijepanje prstena, redukcije (reduktaze, hidrogenaze),
dekarboksilacija (dekarboksilaza), demetilacija (demetilaza), izomerizacija (izomeraza) i
dehidroksilacija (dehidroksilaza). Primijeceno je da istodobna primjena flavonoida 1 klinicki
koristenih lijekova moZze uzrokovati medureakcije flavonoid-lijek. Takve medureakcije
modulacijom farmakokinetike lijekova, moze povecati njihovu toksi¢nost ili umanjiti njihov
terapeutski u¢inak, ovisno o strukturi flavonoida (397). Naringenin, glavni flavanon prisutan u
soku grejpa, djeluje inhibitorno na crijevni CYP3A4 u roku od 30 min. To znaci da je
metabolizam odredenih lijekova, poput onih koji pripadaju antagonistu kalcijevih kanala ili
imunosupresivnih skupina (npr. felodipin, nitrendipin, nikardipin, amlodipin, nisoldipin,
verapamil terfenadin, ciklosporin, midazolam, triazolam), oslabljen ako se istodobno

primjenjuju s sokom od grejpa (398).
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5.2.4.1. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AICIz + D-gal i Qu na

promijene u crijevnom mikrobiomu na razini koljena

Prema broj¢anom udjelu glavna koljena crijevnih bakterija kod ljudi su Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia i Fusobacteria (399).
Firmicutes su gram-pozitivne bakterije s niskim sadrzajem GC parova (baze DNA), ukljucujuéi
veliku klasu Clostridia i bakterije mlije¢ne kiseline, dok su Actinobacteria gram-pozitivne
bakterije s visokim sadrzajem GC parova, ukljuc¢uju¢i Colinsella i Bifidobacterium spp.
Bakterije mlije¢ne kiseline i bifidobakterije dvije su vazne autohtone vrste koje koloniziraju
crijevo od rodenja ili bivaju umnozene unosom prebiotika (jedan od izvora su 1 polifenoli) i
probiotika. Lactobacillus i Leuconostoc spp. su glavne bakterije mlije¢ne kiseline koje se nalaze
u ljudskom crijevu. Bifidobacterium spp. je prevladavajuca bakterija pronadena medu prvim
kolonizatorima novorodencadi, a perzistira na niskoj razini kod odraslih (400). Crijevne
bakterije igraju vaznu ulogu u ljudskom zdravlju, doprinose obrambenom sustavu crijeva
domacina i pomazu u odrZavanju normalne funkcije crijeva, dok je njihov sastav pod utjecajem
domacina. U ovome istrazivanju promjene varijabilnost crijevne mikrobiote u ovisnosti o
provedenoj obradi prikazane su razini koljena (Slika 28), porodice (Slika 29-33) i probioti¢kih
vrsta (Slika 31).

Obzirom na provedenu obradu (Slika 28) identificirano je 8 koljena (Actinobacteria,
Bacteroidetes, Cynobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Saccharibacteria, Spirochaetae i
Tenericutes). Medu njima isticu se dva dominantna koljena Firmicutes (59-66%) i
Bacteroidetes (19,7-31,9%), i dva najosjetljivija Spirochaeteae (0,3-1,6%) i Actinobacteria
(0,6-1,5%). U rezultatima na razini koljena nisu zabiljeZene statisticki znaCajne promjene
unutar ispitnih skupina (HC, AD, AD + Quzs, AD + Quso, Quzs i Quso). Usporedbom podataka
ovoga istrazivanja provedenog na Stakorskom animalnom modelu uo¢avamo da se prema
literaturnim navodima sastav crijevne mikrobiote ne razlikuje puno od ljudske. Kod obje vrste
oCita je prevlast dva koljena Firmicutes i Bacteroidetes. Razlike u prisustvu ostalih koljena

moguce je opravdati na¢inom prehrane i morfologije probavnog sustava.
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5.2.4.2. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AICIls + D-gal i Qu na

promijene u crijevnom mikrobiomu na razini porodice

Daljnjom taksonomskom analizom unutar navedenih koljena identificirano je 27 porodica
(Slika 29). Od toga dvije porodice do sada nisu izolirane u mikrobioloskim kulturama (engl.
uncultured bacterium, UC) i ostale su neidentificirane te ovisno o obradi njihov udio je 0,1-
1,6%. Jedna je nepoznata porodica (engl. unknown family, UF) ¢iji udio ovisno o obradi ¢ini 1,
8-12,1% crijevne mikrobiote. Kako bi lakSe utvrdili statisticki znac¢ajne promjene (P < 0,05)
unutar 27 porodica ucinjena je raspodjela obzirom na udio bakterija u HC skupini (10-30%, 1-

10% i 0,1-19%).

5.2.4.2.1. Praéenje ucinka subkronicne primjene AIClz + D-gal i Qu na

dominantne porodice

Cetiri dominantne porodice Lactobacillaceae, Ruminococcaceae, Bacteroidales S24-7 group i
Prevotellaceae c¢ine 10-30% crijevne mikrobiote HC skupine (Slika 30). Kod porodice
Lactobacillace znacajno smanjenje u udjelu je zabiljezeno kod skupine AD + Quzsu odnosu na
Quso (P =0,04), kod AD + Quso u odnosu na HC (P = 0,01), kod AD + Qusg u odnosu na Quszs
(P =0,01) i kod AD + Qusg u odnosu na Quso (P = 0,002). Statisti¢ki zna¢ajno smanjenje u
udjelu zabiljezeno je kod porodice Ruminococcaceae kod skupine HC u odnosu na AD + Quzs
(P =0,04), kod AD u odnosu na Quso (P = 0,02), kod Quso u odnosu ha AD + Quazs (P = 0,04)
i kod Quso u odnosu AD + Qusp (P = 0,02). Porodica Bacteroidales obzirom na obradu nema
statisticki znaCajne promjene unutar obradenih skupina (P > 0,05). Statisticki znacajno
smanjnje u udijelu kod porodice Prevotellaceae prisutno je kod skupine AD + Quzs u odnosu
na HC (P =0,01) i AD + kod Quzs u odnosu na Quzs (P = 0,01).

Unutar Cetiri dominantne porodice uéinci kvercetina su razli¢iti. Kod porodice Lactobacillace
vidljiv je inhibitorni u¢inak na bakterijske stanice kod skupine AD + Quos i AD + Quso, U
ovisnosti o dozi isti je izraZeniji kod doze 50 mg/kg. Iz dostupne literature nije poznato koji su
krajnji metaboliti kvercetina nakon ip primjene, ali zbog gubitak tjelesne mase, neformirane
stolice 1 gubitka glikoliticke aktivnosti bakterija kod ove dvije skupine vjerujemo da je rije¢ o

sinergijskom utjecaju AIClz i Qu na inhibiciju adhezivne sposobnosti porodice
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Lactobacillaceae (293). Za razliku od porodice Lactobacillace kod porodice Ruminococcaceae
ucinak je suprotan. Crijevne bakterija iz porodice Ruminococcaceae proizvode sekundarne
zucne kiseline u crijevima koje imaju ulogu u regulaciji upale u crijevima, $to ide u prilog
protuupalnim svojstvima Qu. Na osnovu rezultata (Slika 30B/C) gubitak bakterija iz porodice
Lactobacillacece kompenziran je porastom u udjela porodice Ruminococcaceae. Unutar ostalih
skupina AD, Quas i Quso nije doslo do gubitka u udjelu crijevne mikrobiote u odnosu na HC
skupinu, $to potvrduje protutoksi¢ni uc¢inak Qu na intoksikaciju AICls. Kod pedijatrijskih
pacijenata s upalnim bolestima crijeva (Crohnova bolest) uofena je povecana koli¢ina
bakterijskih porodica Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Vellonellaceae i Fusoacteriaceae,
a smanjena kolicina Erysipelotrichales, Bacteroidales i Clostridiales, $to je u korelaciji s
razinom upale (401). Sukladno tome, statisti¢ki nepromijenjen udio porodice Bacteriodales u
crijevnome mikrobiomu moze biti indikator stabilnosti crijevne mikrobiote i epitela kao i
nedostatka znacajnog procesa upale. Prehrambeni sastojci sadrzavaju supstrate koji tijekom
fermentacije mogu rezultirati razli¢itim produktima. Promjene u mikrobnoj strukturi zbog
prehrambenih modifikacija rezultat su sposobnosti odredene bakterijske zajednice da bolje
metabolizira ponudene supstrate. Isti supstrat moze se koristiti u vise metabolickih puteva,
obzirom na tip bakterije koji kolonizira crijeva. Jedan od takvih primjera je laktat. Laktat se
moze transformirati u butirat ili u SCFA poput acetata, sukcinata i propionata tijekom
anaerobne bakterijske fermentacije, ovisno o tipu mikrobiote (402). Kada imamo prisutne
bakterijske rodove Prevotella i Akkermansia laktat se razgraduje do butirata. koji doprinosi
sintezi mukoze i sklapanju ¢vrstih medustani¢nih veza (TJs). Kada su brojniji rodovi
Bacteroides i Veillonella, laktat se razgraduje do sukcinata, acetata i propionata. Ovi spojevi
narusavaju sintezu mukoze i povecavaju propusnost crijevne barijere (401). Prema navedenome
promjene na razini porodice Prevotellaceae upucuju na mogucnost postojanje crijevne
propusnosti kod ispitnih skupina AD, AD + Quzs, AD + Qusp i Quso sa statistickom zna¢ajnoséu

prisutnom samo kod skupine AD + Quzs u odnosu na skupinu HC i Qugzs.

Daljnjom analizom unutar dvije probioticke porodice Lactobacillaceae (7,4-30,33%) |
Bifidobacterium (0-0,003%) ocita je prevlast porodice Lactobacillaceae te je identificirano 15
vrsta unutar ove porodice. Bez statisticki znac¢ajnog odstupanja (P > 0,05) vidljiva je raznolikost
vrsta unutar porodice Lactobacillace uz oditu prevlast vrsta Lactobacillus johnsonii (2,4-
10,1%), Lactococcus lactis (2,2-4,1%) i Lactobacillus reuteri (0,4-3,7%) ovisno o obradi. Ovi
rezultati upucuj na nepouzdanost rezultat dobivenih izolacijom i brojanjem kolonija na

selektivnim podlogama za probioticke sojeve.
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5.2.4.2.2. Pracenje ucinka subkronicne primjene AICIlz + D-gal i Qu na

porodice Ciji udio u kontrolnoj skupini (HC) ¢ini 1-10%

Uvidom u promjene unutar porodica koje ¢ine 1-10% (Slika 32) uocava se osjetljivost
(smanjenje zastupljenosti) porodice Christensenellaceae kod skupine AD + Quas usporedno s
AD + Quso (P = 0,02) te porodice Desulfovibrionaceae kod skupine Quzs usporedno s AD +
Quso (P = 0,012).

Iz rezultat uoCavamo osjetljivost crijevne mikrobiote na nepovoljno sinergijsko djelovanje
AICI3 i Qu, kao i samoga Qu. Goodrich i sur. su 2014. (403) proveli istrazivanje na 1081
fekalnih uzoraka od 977 ljudi (171 par identi¢nih blizanaca; 245 parova ne-identi¢nih blizanac;
145 individualnih blizanaca) te identificirali porodicu Christensenellaceae kao visoko
nasljednu bakterijsku porodicu koja je ¢eS¢a kod osoba s niskom tjelesnom teZinom. U nasem
istrazivanju gubitak u udjelu crijevne mikrobiote kod porodice Christensenellaceae korelira s
gubitkom tjelesne mase kod skupine AD + Qugzs. Svi ¢lanovi porodice Desulfovibrionaceae su
strogo anaerobni, imaju respiratorni tip ili fermentativni tip metabolizma, i svi nepotpuno
oksidiraju organske supstrate u acetat (404) Sto upucuje na postojanje crijevne propusnosti kod

skupine AD + Quso.

5.2.4.2.3. Pracenje ucinka subkronicne primjene AIClz + D-gal i Qu na

porodice Ciji udio u kontrolnoj skupini (HC) ¢ini 0,1-1%

Unutar porodica ¢iji udio u HC skupini ¢ini 0,1-1% (Slika 33) identificirano je 15 porodica
(Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae, Rikenellaceae, Streptococcaceae, Peptococcaceae
Peptostreptococcaceae, Erysipleotrichaceae, Veillonellaceae. Rhodospirillaceae,
Alcaligenaceae, Helicobacteraceae, Spirohetaceae, Porphyromanadaceae,
Acidaminococcaceace) §to upucuje na visoku varijabilnost i osjetljivost cijevne mikrobite
unutar porodica s najmanjom zastupljeno$¢u. Kod pojedinih porodica vidljiv je porast
usporedno s HC skupinom sa statistickom znacajnoséu (P < 0,01): Bifidobacteriaceae (AD i
AD + Quso), Streptococcaceae (Quso), Peptostreptococcaceae (AD). Porodice
Porphyromanadaceae i Acidaminococcaceace biljeze manji udio u mikrobiomu (P <0,01) kod

skupine AD + Quos usporedno s HC skupinom.
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Bifidobacteriaceae i Streptococcaceae su predstavnici komezalnih bakterija. Porodica
Bifidobacteriaceae kod ispitne skupine AD i AD + Quso zauzima niSu porodice
Lactobacillaceae ¢ime se umanjuje moguénost konolizacije patogenim sojevima. Porodica
Peptostreptococcaceae je pripadnik reda Clostridiales, uklju¢uju mezofilne, psihrotolerantne i
umjerene termofilne vrste (405). Svi sojevi rastu pri pH blizu 7,0. Peptostreptococcus spp.
stvaraju vrlo visoku koncentraciju amonijaka, ali nisu u stanju hidrolizirati netaknute proteine
i ne koriste ugljikohidrate, zauzimaju niSu razgradnje peptida i aminokiselina te ovise 0
proteolitickim bakterijama (406). U klinickim analizama su izolirami razli¢iti sojevi koji se
povezuju s fizioloskim i patoloskim stanjima domacina (infekcije oralne regije, uro-vaginalnog
sustava i ulceroznih rana, razli¢iti apscesi gingive i potkozja, pojava proljeva uzrokovanog
Clostridioides difficile). U sukladu s navedenim, kod skupine AD tijekom perioda obrade
zabiljezen je gubitak tjelesne mase usporednu s HC skupinom, ali bez statisticke znacajnosti,
kao i nepotpuno formirana stolica. Nadalje, odsustvo porodice Porphyromanadaceae (koljeno
Bacteroidetes) povezuje se isto s Clostridioides difficile infekcijom i pojavom proljeva (407),
Sto korelira s gubitkom tjelesne mase 1 prisutnos¢u neformirane stolice kod skupine AD + Qups.
U drugim uvjetima, prisutnost Alcaligeneceae i Porphyromanadaceae u bolesnika s cirozom
jetre 1 prisutnom depresijom i agitiranim stanjem upucuje moguéi rizik od razvoja
encefalopatije uz prisutnosti ili riziku razvoja upale, endotoksemije i/ili endotelne disfunkcije
(408). Za porodicu Acidaminococcaceace nema dostupne literature, stoga nam je njena uloga

nepoznata.

5.2.5. U¢inak subkronicne primjene AIClz + D-gal i Qu na koncentraciju

zonulina (ZON) u crijevnom sadrZaju, serumu i tkivu mozga

Osim probavljanja hranjivih sastojaka i apsorpcije topljenih tvari i elektrolita, crijevni epitel sa
svojom barijerskom funkcijom zaduzen je za strogo kontrolirani promet antigena iz crijevnog
lumena u submukozu. Ova razmjena diktira osjetljivu ravnoteZzu izmedu tolerancije i
imunosnog odgovora koji uzrokuje upalu. Gubitak funkcije barijere sekundarno aktivira ZON,
jedini poznati fizioloski modulator medustani¢no tijesnih veza, dovodi do nekontroliranog
priljeva prehrambenim i mikrobnih antigena. Dodatni uvidi u mehanizam djelovanja ZON i
nedavna uvazavanje uloge koju promijenjena propusnost crijevnog epitela moze igrati u razvoju

1 napredovanju kroni¢nih upalnih poremecaja povecalo je zanimanje osnovnih znanstvenika i
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klini¢ara za potencijalnu ulogu ZON u patogenezi ovih bolesti. Crijevno epitelna barijera (engl.
intestinal epithelial barrier, IEB) i krvno-mozdana barijera (BBB) reguliraju prolazak
neskodljivih antigena iz hrane, iona, hranjivih tvari i metabolita, ali IEB sprjecava prolazak
crijevne mikrobiote (ukljucuje bakterije, toksicne metabolite probave i bakterijske toksine), a
BBB regulira prolazak imunosnih stanica (409). IEB i BBB gradene su od epitelnih i endotelnih
stanica, odnosno pokazuju strukturne i regulacijske sli¢nosti. Stanice koje tvore BBB i IEB
regulirane su medureakcijama s glija stanicama koje su povezane s CNS-om i enterickim
zivéanim sustavom (409). Obje barijere su stabilizirane Cvrstim medustani¢nim spojevima
(engl. tight junctions, TJs) i osjetljive na poremecaje koje aktiviraju upalni posrednici,
uklju€ujuci lipopolisaharide (LPS) 1 citokine (409). TJs su dinami¢na apikalna struktura koja
povezuje barijerne stanice i sastoje se od transmembranskih proteina ukljucujuéi okludin,
klaudine, molekule spojne adhezije (engl. junctional adhesion molecules, JAMS) i tricelulin.
TJs djeluju s proteinima citoplazmatske mreze (tj. zonula okludenima) koji su usidreni u
citoskeletu aktina (410, 411). Zanimljivo je da oStecenja IEB-a 1 povecana propusnost crijevnog
epitela nisu samo ukljueni u patogenezu upalnih bolesti crijeva, celijakije ili mikrobne
infekcije (409), ve¢ se pojavljuju u kombinaciji s neuroupalnom i cerebrovaskularnom
propusnoscu (412-415). Raspad BBB igra vaznu ulogu u etiologiji neuroloskih bolesti poput
mozdanog udara, epilepsije i multiple skleroze (MS) (416). Temeljem navedenog,
pretpostavljamo da poremecaj TJs kod BBB-a i IEB-a moze biti pokrenut uzajamnim
mehanizmom, pruZaju¢i novo mehani¢ko objasnjenje patofizioloSke umijeSanosti GBA u
bolesti CNS-a (412-415) ukljucujuéi i neurodegenerativne poremecaje (npr. AD). Konkretno,
ZON se pojavljuje kao vazan posrednik porasta crijevne propusnosti kod ljudi (412, 417, 418).
Zonulin proizvodi epitel tankog crijeva sisavaca pod utjecajem okolisnih ¢imbenika (412).
Primjeri upalnih medijatora koji mogu poremetiti TJs su interferon IFN-y i IL-17A, citokini
koje proizvode stanice Th17 i Thl i neke druge podvrste leukocita (418-424). IFN-y i IL-17A
ukljuceni su u patogenezu bolesti CNS-a, ukljucujuc¢i MS, epilepsiju i mozdani udar (419-428).

Rezultati koncentracije zonulina u uzorku crijevnog sadrzaja, seruma i homogenata prikazani
su u Tablici 12. Rezultati analize koncentracije zonulina u uzorku crijevnog sadrzaja (kolona)
upucuju na poremecaj homeostaze u ovisnosti o obradi. Statisticki znacajne razlike, odnosno
povisene koncentracije zonulina u odnosu na HC skupinu zabiljezene su kod skupine AD (P <
0,0001) te skupina AD + Quzs i AD + Quso (P = 0,009). Takoder je zabiljezena i statisticki
znacajno povisena vrijednost kod skupine AD u odnosu na skupinu Quas i Quso (P = 0,009).

Temeljem navedenog i prethodno utvrdene crijevne disbioze kod skupina AD, AD + Quzs i AD
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+ Qusp zakljucujemo da je doslo do ostecenja IEB uzorkovane modulacijom crijevne

mikrobiote kod navedenih skupina.

Analizom rezultata koncentracije zonulina u uzorku seruma zabiljezena su povisene vrijednosti
u odnosu na vrijednosti zonulina u crijevnom sadrzaju. Statisticki znacajne poviSene
koncentracije zonulina u odnosu na HC skupinu u uzorku seruma zabiljezene su kod skupine
AD (P = 0,0002), AD + Qu50 (P = 0,00007) i Qu50 (P = 0,00014) te kod skupine AD (P =
0,025) u odnosu na skupinu Quzs. Znanstvena osnova za mjerenje razine zonulina u serumu kao
dijagnosticki pokazatelj uglavnom proizlazi iz rada objavljenog od strane Saponea i sur. (426)
2006. godine Kkoji je pokazao povezanost zonulinske regulacije i povec¢ane propusnosti crijeva
u podskupini bolesnika s dijabetesom tipa 1. Treba uzeti u obzir da postoje unutardnevne i
svakodnevne varijabilnosti razine zonulina u serumu te njihov utjecaj na uporabu ZON kao
dijagnostickog biljega za IEB (427). Medutim, na osnovu korelacije razine ZON u uzorku
crijevnog sadrzaja i uzorku seruma kod skupina AD i AD + Quso kod kojih je utvrdena disbioza
vjerujemo da je opravdana upotreba ZON kao jedinog dijagnosti¢kog biljega za IEB. Smanjeni
udio porodice Prevotellaceae u crijevnom mikrobiomu (bez statistiCke znacajnosti) i povisena
razina ZON u serumu upucuju na mogucnost postojanje crijevne propusnosti i kod skupine
Quso. Medutim, ostali rezultati nepotvrduju postojanje propusnosti IEB za skupinu Quso. Stoga
vjerujemo da je poviSena razina ZON u serumu skupine Quso posljedica unutardnevnih i
svakodnevnih varijabilnost ZON te vjerujemo da nije dovoljna kao jedini dijagnosticki biljeg

za utvrdivanje ostecenja IEB.

ZabiljeZene vrijednosti zonulina u uzorku homogenata mozga su i do 10 puta vise usporedno s
vrijednostima zabiljezenim u uzorku crijevnog sadrzaj i seruma kod istih skupina. Statisticki
znacajno poviSene vrijednosti zonulina u odnosu na HC skupinu zabiljezene su kod skupine
AD (P <0,0001) i AD + Quos (P =0,009) te kod skupine AD (P =0,009) u odnosu na skupinu
AD + Quzs. Na temelju navedenih rezultata i postojanja sukladnosti s prethodnim rezultatima
(gubitak tjelesne mase i disbioza) za skupinu AD i AD + Quos zaklju¢ujemo da je poviSena
razina ZON posljedica narusene propusnosti BBB. Disfunkcija BBB koja vodi do ,,/eaky
brain “ moze se povezati s razli¢itim neuroloskim bolestima, ukljucuju¢i poremecaj autisticnog
spektra (ASD) (428), demenciju, Alzheimerovu bolest, depresiju i shizofreniju (429, 430).
Poremecaj BBB zabiljezen je kod bolesnika s ve¢im psihijatrijskim bolestima (431). Nadalje,
BBB mozZe postati ,/eaky” u odabranim neuroloSkim bolestima koje imaju imunosnu
komponentu, poput multiple skleroze (MS) (432, 433), Alzheimerove bolesti, traume mozga,

edema, raka mozga (434), amiotroficne lateralnoroze, meningitisa (435) i sistemske bolesti
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poput zatajenja jetre (436). Stovise, ko-metabolizam unutar medureakcije s crijevima i mozgom
i endokrinom igraju ulogu u istim neurodegenerativnim poremecajima, ukljucujuci
Parkinsonovu bolest (PD), pa ¢ak i autizam, €ini se da imaju promjenjenu mikrobnu
komponentu kao dio njihove patogeneze (437). Tocnije, promjena mikrobne populacije vodi
disbozi i crijevnoj propusnosti; posljedica navedenog moze biti smanjena produkciji butirata,
koji ima vazna protuupalna svojstva, smanjuje aktivnost proupalnih citokina (IL-6 i 1L-12) kroz
regulaciju neutrofila i drugih upalnih stanica i doprinosi sintezi mukusa i sklapanju ¢vrstih
medustaniénih veza. Stovise, poznati mikrobi su ukljugeni u doprinos osjetljivosti i patogenezi
ove bolesti, a propusnost 1 poremec¢aj BBB utvrdeni su u Alzheimerova bolest (AD), koja moZze
omogucditi da periferna krv, amiloid beta i citokini udu u mozak i doprinesu patogenezi

osjetljivin neurona (438, 439).

5.3. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na rezultate
analize esencijalnih i toksi¢nih elemenata u serumu i tkivu mozga metodom

induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom (ICP-MS)

Do sada nijedno mjerodavno tijelo, kao $to je Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju
(IUPAC), nije definiralo izraz ,teSki metali“ (440). U literaturi iz podruéja biotehnickih
znanosti, u Republici Hrvatskoj, najéesc¢e se kao granica navodi 5g/cm?. Ovu grupu kemijskih
elemenata u svijetu naj¢es¢e nazivaju i ,.elementi u tragovima®, a definirana je kao grupa
elementa koji su u vrlo niskim koncentracijama (mg/kg ili manje) prisutni u vecini tla, biljaka

1 zivih organizama (441).

Ziv&ani sustav ranjiva je meta toksiénih tvari zbog kriti¢nih memranskih potencijala koji se
moraju odrzavati u stanicama 1 svih reakcija kad naponi dosegnu grani¢nu razinu (225). Mnoga
istrazivanja su izvijestili da je Al ima potencijal da bude neurotoksin u ¢ovjeka i Zivotinja (442,
443, 234). Nadalje, razli¢ita istrazivanja potvrdile su da Al uzrokuje velika oSte¢enja Ziv€anog
sustava ubrzavanjem oksidacijskih reakcija uzrokujuci oSte¢enja biomolekula poput lipidnih,
proteinskih i nukleinskih kiselina (444-447). Potvrdeno je akumulacija Al u kostima, jetri
testisima, bubrezima i mozgu (234). Do sad su provedena brojna istrazivanja na animalnom
modelu koja su potvrdila neurotoksi¢ne uc¢inke AlClz na stani¢noj i molekularnoj razini (445-

451) kao i protektivne ucinke kvercetina (225, 452-454).
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U normalnim fizioloskim uvjetima Al se potpuno eliminira filtracijom bubrega. Razlog visoke
koncentracije Al u seruma je njegov (AI**) visoki afinitet prema proteinima koje je sposoban
umreziti. Zbog svoje visoke kompetitivnosti s metalima Fe?*/Fe" veze na transferin (Al-
transferin) i kao takav putem endocitoze posredovane transferinskim receptorom (TfR-ME)
premosc¢uje BBB (455).

Rezultati analize Al (ppm) u uzorku seruma/tkiva mozga (Tablica 13) upucuju na poremecaj
homeostaze u ovisnosti 0 obradi. U serumu su zabiljezene znacajno vise vrijednosti kod ispitne
skupine AD (P =0,00014), AD + Quzs (P =0,0095) i AD + Quso (P = 0,0026) u odnosu na HC.
U uzorku tkiva mozga vrijednosti Al su znacajno vise kod ispitne skupine AD (P =0,00008) i
AD + Quso (P = 0,004) u odnosu na HC. U ispitnim skupinama AD, AD + Quas i AD + Qusg
vrijednosti Al u tkivu mozga su statisticki znacajno manja u odnosu na vrijednosti Al u serumu
(P < 0,001) (Slika 34), sto upucuje na odrzivost i selektivnu propusnost BBB i pri visokim
vrijednostima Al u sustavnom krvotoku. Rezultati povisene koncentracije Al u uzorku tkiva
mozga 1 seruma upucuju na akumuliranje Al u organizma zbog neucinkovitog uklanjanja

bubreznom filtracijom.

Mnogobrojna istrazivanja provedena o medureakciji Al s drugih metala omogucile su uvid u
mehanizme njegovog djelovanja u bioloskom sustavu. Tako ukoliko je unos Al veci od
izbacCenoga, s napredovanjem dobi dolazi do neto povecanja intraneuronalnog Al (456). Al je
odgovoran za dvije glavne vrste toksi¢nih oste¢enja u stanicama. Kao prooksidans, Al uzrokuje
oksidacijska oStecenja sama po sebi 1 u sinergiji s zeljezom (456, 457). Al se takoder natjece i
zamjenjuje esencijalne metale, prvenstveno Mg?*, ione Zeljeza i Ca®* u proteinima i njihovim
ko-faktorima. Intraneuronski Al ometa metabolizam i signalizaciju Ca?* u mozgu. lonski kalcij
(Ca?"), fizioloski aktivni oblik kalcija, je sveprisutni glasnik koji ima sredi$nju regulatornu
ulogu u metabolizmu svih stanica. Ca?* signali kontroliraju raznoliki skup bioloskih procesa u
neuronima od transkripcije gena, rasta i diferencijacije stanica do neuroprijenosa, sinapticke
plasti¢nosti, obrade memorije 1 stanicne smrti (456). Zdravi neuroni imaju mehanizme koji
strogo kontroliraju svoj unutarstaniéni sadrzaj Ca* jer produzeno povec¢ana koncentracije Ca*
je ekscitotoksi¢na. Na primjer, koncentracije Ca®* u neuronima povecéavaju se tijekom
neuronske aktivnosti s razine mirovanja na vrhunac, a zatim se vrac¢aju na razinu odmaranja,
pripremajuéi tako neurone za njihov sljede¢i napad aktivnosti. To zahtijeva normalno
funkcioniranje Ca®* transportnih mehanizama, Ca** pufernih proteina i unutarstani¢nih Ca®*
sustava za pohranu (456). Mnoga od pregledanih istrazivanja pokazala su da intraneuronalni Al

uzrokuje metabolicke promjene usporedive s onima povezanim sa starenjem. Te promjene
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ukljucuju povisenje razine Ca®* u neuronskoj citoplazmi pri mirovanju i vrhu aktivnosti (tj.
nema izmjene razine izmedu faze odmora i neuronske aktivnosti), manji unos Ca?" i sporiju

brzinu uklanjanja Ca?* iz citoplazme.

Rezultati Ca (ppm) u uzorku serumaltkiva mozga (Tablica 13) upucuju na poremecaj
homeostaze u ovisnosti 0 AICI. U serumu su zabiljezene znatno vise vrijednosti kod ispitne
skupine Quas (P = 0,027) u odnosu na HC te kod skupine Quzs u odnosu na AD + Quzs (P =
0,02) i AD + Qusg (P = 0,045). U uzorku tkiva mozga vrijednosti Ca su znatno vise kod ispitne
skupine AD (P = 0,0002; P = 0,0006) i AD + Quso (P = 0,014; P = 0,02) u odnosu na HC i
Qugs. Poznato je da oksidacijski stres moze prouzro€iti stani¢nu smrt dugotrajnim povisenjima
unutarstaniénih koncentracija Ca2* (458). Povisena razina koncentracije Ca?* vodi poveéanju
energetskih izdataka i posljedi¢no propadanja citoskeleta, Sto moze dovesti do mozdanog udara
i akutnog gubitka neurona (458). Medutim, kvercetin moze zastititi stanice od oksidacijskog
stresa te sprijeciti smrt ovisnu o Ca?* (459). Primjerice, u ljudi koji su uzimali dozu flavonola

vecu od 30 mg/dnevno, rizik za mozdani udar bio je manji za 60% (460).

[z dosadasnjih istrazivanja poznato je da su ioni Zeljeza i kalcija klju€ni za odrzavanje normalne
mozdane funkcije. Zeljezo je potrebno za oksidacijsku fosforilaciju, Krebsov ciklus, sintezu
hema, sinapti¢ku plasti¢nost i razvoj kognitivnih funkcija. Disregulacija jednog od tih procesa
rezultira disregulacijom drugog, stvaraju¢i zacarani krug koji zavrS$ava neuronskom smréu
(457).

Rezultati Fe (ppm) u uzorku seruma/tkiva mozga (Tablica 13) upucuju na poremecaj
homeostaze u ovisnosti 0 obradi i AlCls. U serumu su zabiljezene znatno nize vrijednosti Fe
kod skupine AD + Quas u odnosu na HC (P = 0,031) i Quzs (P = 0,038) te kod AD + Quso U
odnosu na HC (P = 0,021), Quzs (P =0,027) i Quso (P = 0,045) ispitnu skupinu. U uzorku tkiva

mozga vrijednosti Fe su znatno nize kod AD u odnosu HC (P = 0,014) ispitnu skupinu.

Rezultati ovoga istrazivanja upuéuju na poremecenu homeostazu Ca i Fe uzrokovanu
opterecenjem organizma aluminijem. U uzorku seruma i tkiva mozga vidljiv je pozitivan u¢inak
Qu u vidu nizih vrijednosti Al, ali bez statisticke znacajnosti (P < 0,05). Kvercetin veze ione
Cu** < Fe** < Fe** < AP* uzlaznim slijedom kako je prikazano (461), $to je u sukladu s
prikazanim rezultatima ovoga istraZivanja. Kvercetin je lipofilan dovoljno da lako moze
prelaziti lipidne dvoslojeve bez medureakcije s prijenosnicima, stoga je u moguénosti tvoriti

kompleks s metalima i nakon ulaska u stanicu (462). Citosolno i izvanstani¢no keliranje
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pojedinih elemenata isto moze uzrokovati narusavanje homeostaze te omogucditi nakupljanje

pojedinih elemenata u tkivima (462).

5.4. Praéenje ufinka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na

parametare oksidacijskog stresa i antioksidacijske zaStite u tkivu mozga

Brojna istrazivanja ukazuju na povezanost Al s etiologijom AD 1 nekim drugim
neurodegenerativnim bolestima, pokazalo se da je oStec¢enje uzrokovano oksidacijom jedan od
vaznih mehanizama (463-466). Al moZe izazvati neurotoksi¢nost stvaranjem slobodnih
radikala (465, 466), iako sam Al nije prijelazni metal i ne moze katalizirati redoks reakcije
(467). loni Al imaju snaZan afinitet prema bio-membranama, mogu povecati stani¢ni
oksidacijski okoli§ potenciraju¢i pro-oksidacijska svojstva prijelaznin metala (467-470).
Izlaganje Al takoder je povezano s oSte¢enjem mitohondrijskih funkcija in vitro (471) i in vivo
(472), takoder narusava antioksidacijski obrambeni sustav, §to moze dovesti do stvaranja
oksidacijskog stresa (463, 464), posebice u mozdanim stanicama koje su podlozne
oksidacijskom stresu zbog niske koncentracije antioksidacijskih enzima, velike potrebe za
kisikom, brojnih mitohondrija, povecane nazocnosti Fe i visokog sadrzaja polinezasi¢enih

masnih kiselina u membranama mozga.

D-gal je monosaharid koji se u velikom postotku nalazi u mlijeku, tj. nastaje razgradnjom
laktoze. Za D-gal se pokazalo da uzrokuje starenje mozga kod eksperimentalnih Zivotinja
ukoliko im se unosi u organizam kroz duze vrijeme. Starenje mozga karakterizira disfunkcija
mitohondrija koju obiljezava smanjena aktivnost respiratornog lanca enzima i produkcije ATP-

a i povecana proizvodnja slobodnih radikala te mutacije u mMDNA (473).

Qu posjeduje snaznu antioksidacijsku sposobnost uklanjanjem slobodnih radikala i vezanjem
iona prijelaznih metala, inhibirajuéi lipidnu peroksidaciju (474). Istrazivanja in vitro pokazale
su njegovu neuroprotektivnu sposobnost, Stovise, postoje dokazi da unos Qu u svakodnevnoj
prehrani moze smanjiti neurodegeneraciju i sprije€iti ili preokrenuti gubitke kognitivnih

sposobnosti ovisnih o godinama (473).
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Nakon subkroni¢ne primjene ispitnih komponenti kako je prikazano u Tablici 4 u uzorcima
tkiva mozga odredena je koncentracija ukupnih proteina (Slika 35) te parametri oksidacijskog
stresa (PC i MDA, Slika 36-37) i antioksidacijske zastite (CAT, GSH i SOD, Slika 43-45).

5.4.1. U¢inak subkronic¢ne primjene AICIz + D-gal i Qu na koncentraciju

ukupnih proteina u tkivu mozga

Dosadasnja istrazivanja su potvrdila da se sinteza proteina odvija na endoplazmatskom
retikulumu (ER) pod kontrolom mRNA uz pomo¢ ¢imbenika potrebnih za rast, popravak i
plasti¢nost neurona (475). Kapacitet ER, posebno s obzirom na proces smatanja novih proteina,
je ograniCen, a preoptereéenje moze doprinijeti stani¢noj smrti (475). Nadalje, proteini
osiguravaju neuronsku strukturu (membrane) i Kkatalizatore (enzime) koji posreduju
funkcionalnu aktivnost. lako neuroni mogu trajati cijeli zivot i ¢ini se da su anatomski stabilni,
njihovi sastojci proteini su u dinamickoj ravnotezi izmedu sinteze i razgradnje, s vremenom
poluzivota u rasponu od nekoliko minuta do tjedana (475). U homogenatu tkiva mozga je
odredena ukupna koncentracija proteina (Slika 35) kao referentna osnova prema kojoj su
odredene vrijednosti PC, MDA, CAT, GSH 1 SOD. U istrazivanju je zabiljeZena smanjenu
koncentraciju proteina (mg/mL tkiva mozga) kod skupine AD u odnosu na HC (P = 0,0016),
Quazs (P =0,04) i Quso (P = 0, 018) te kod skupine AD + Quazs u odnosu na HC (P = 0,02).
Rezultati upucuju na gubitak proteina uslijed medureakcije s ispitnim komponentama, §to moze
imati za posljedica nemoguénosti sinteze proteina ili gubitka stanica uslijed apoptoze. Ne
postoji literatura s kojom bi mogli usporediti rezultate ovoga istrazivanja, iako je poznato iz
drugih istrazivanja da sinteza proteina moze biti utiSana usred ishemijskog Soka (476) ili

privremenog djelovanja farmakoloskih lijekova (477).

5.4.2. U¢inak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na koncentraciju

karboniliranih proteina (PC) u tkivu mozga

Oksidacijska modifikacija proteina mozga moze poremetiti neuronske funkcije smanjenjem

aktivnosti klju¢nih metabolickih enzima i utjecajem na stani¢ne signalne sustave (478). Razina
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oste¢enja proteina raste u stresnim uvjetima i u nac¢elu moze biti pokazatelj izlozenosti ROS-u.
Postoje dva nacina karbonilacije proteina. Primarna karbonilacija proteina nastaje zbog
oksidacije aminokiselinskih ostataka Pro, Arg, Lys, i Thr (C=0), inicirane ROS-om i RNS-om,
Cesto katalizirane metalima. Sekundarna karbonilacija proteina nastaje dodatkom aldehida, koji
nastaju uglavnom u procesu peroksidacije lipida (LPO), ali mogu biti i nusproizvodi glikolize
I procesa glikacije (479). Zbog ireverzibilne prirode takvih promjena, karbonilacija predstavlja
najstetniji oblik oksidacijskog oste¢enja proteina (480). 1z rezultata koncentracije karbonilnih
skupina (Slika 36) u proteinskom uzorku vidljivo je statisticki znacajno poveéanje kod skupine
AD u odnosu na HC (P = 0,003) i Quso (P = 0,0003) te kod skupine AD + Qusg u odnosu na
Quso (P = 0,03). Tako bez statisticke znacajnosti, nize vrijednosti su zabiljeZene kod skupine
AD + Quzs i AD + Qusp u odnosu na AD. Prikazani rezultati potvrduju prooksidacijski u¢inak
AICI3 i protuoksidacijsku sposobnost Qu. U istrazivanju provedenom na Wistar Stakorima
tijekom 30 dana, potvrden je inhibitorni utjecaj kvercetina (doza 50 mg/kg tm) na formiranje
karbonilnih proteina kao i ostalih produkata ROS-a u hipokampalnom podruc¢ju mozga (481).
Sli¢ne rezultate su dala i in vitro istrazivanja na hipokamplanim stanicama (482), kao i druga

in vivo istrazivanja na animalnom modelu Stakora (483, 484).

5.4.3. U¢inak subkronic¢ne primjene AICI+D-gal i Qu na lipidnu peroksidaciju
(MDA) u tkivu mozga

MDA je nusprodukt lipidne peroksidacije (LPO) i njegova koncentracija jako dobro odrazava
razinu peroksidacije lipida (253). Ostecenje lipida utvrdeno je povisenom koncentracijom
MDA (Slika 37) u homogenatu tkiva mozga kod skupine AD u odnosu na HC (P = 0,03), AD
+ Quso (P =0,02) i Quazs (P = 0,03). Blago povisena koncentracija MDA je zabiljezena i kod
skupine Quiso, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu na ostale ispitne skupine. Medutim, treba
istaknuti da je potvrdeno da polifenolne tvari (kao $to su kvercetin i galna kiselina) mogu
pokazati anitoksidacijsku aktivnost pri niskim koncentracijama (do 50 umol) dok pri visokim
koncentracijama (50-250 umol) mogu poveéati proizvodnju reaktivnih kisikovih spojeva
autooksidacijom (127).

Iz navedenih rezultata kvercetin moze ometati proizvodnju ROS-a djeluju¢i kroz dva
mehanizma za smanjenje oSteéenja tkiva, kelirajuéim ucinkom 1 poniStavanjem LPO.

Izlozenost Stakora AICls u koncentraciji od 100 mg/kg/dnevno moze dovesti do povecanja
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razine LPO (485). U istrazivanju provedenom na animalnom modelu miSa, uz primjenu doze
AICI3 10, 50 ili 300 mg/kg/dnevno tijekom 100 dana razina MDA se znacajno povecala u
stanicama hipokampusa i korteksa (486). Nadalje, ioni AI** preureduju membransku strukturu
koja olakSava oksidacijsko djelovanje Fe (487). U mozdanom tkivu Al soli induciraju
peroksidaciju lipida (LPO) poveéavajuéi ukupne reaktivne tvari tiobarbiturne kiseline u mozgu

(TBARS) (488).

5.4.4. U¢inak subkroni¢ne primjene AICIz+ D-gal i Qu na enzimatsku aktivnost

katalaze (CAT) i superoksid dismutaze (SOD) u tkivu mozga

Iz dosadasnjih istrazivanja (252) je poznato da Al stabilizira ione Zeljeza (Fe?*) smanjujudi
brzinu oksidacije. Fe?* katalizira Fentonovu reakciju (489), $to dovodi do stvaranje OHs, OH~
i Fe3* iz neenzimske reakcija Fe?* s H20,. U isto vrijeme, Al je aktivator SOD-a i inhibitor
CAT-a; stoga se superoksidni radikali lako pretvaraju u H20-, a zatim u H20 i Oz djelovanjem
CAT, koja kada se usporava, dovodi do stvaranja hidroksilnih radikala (OH¢) koji zauzvrat
oSte¢uju razne proteine, DNA i membrane lipida (490, 491). Iz rezultata mjerenja enzimske
aktivnosti CAT (Slika 38) utvrdena je povisena antioksidacijska aktivnost katalaze kod skupine
AD u odnosu na skupinu HC (P = 0,007) i Quso (P = 0,008). 1z rezultata enzimske aktivnosti
SOD (Slika 40) uocava se statisti¢ki znacajno povisena aktivnost kod skupina AD + Quzs (P =
0, 03) i Quxs (P = 0,016) u odnosu na HC. Kako bi se postigao osnovni cilj enzimskog
antioksidacijskog sustava, a to je sprjeGavanje oksidacijskih oSte¢enja, enzimska kaskada mora
biti vrlo dobro uskladena i regulirana. Smanjenje aktivnosti SOD-a moglo bi usporiti uklanjanje
slobodnih radikala unutar stanica i tako ukazati na visok stupanj proizvodnje slobodnih radikala
i LPO, sto je vidljivo kod AD skupine. SOD svojom aktivno$¢u uklanja superoksidni radikal i
prevodi ga u vodikov peroksid koji se dalje uklanja djelovanjem CAT koja je poviSena kod
skupine AD uz nepromijenjenu aktivnost SOD usporedno s ostalim ispitnim skupinama. Osim
toga, poremecaj u odnosima antioksidacijskih enzima mozZe upudivati na oSteéenu
antioksidacijsku sposobnost uzrokovanu AICIs. Sli¢ne rezultate su prikazali Rui i Yongjian
(486) u in vivo istrazivanju primjenom doze AIClz 10, 50 ili 300 mg/kg/dnevno na modelu misa.
U prikazanom istrazivanju porast LPO-a u stanicama izazvan AICl3 pracen je smanjenjem
aktivnosti SOD (44,48% u hipokampusu i 47,24% u korteksu).
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5.4.5. U¢inak subkronicne primjene AICI;+ D-gal i Qu na ukupni glutation u

tkivu mozga

Zahvaljujuéi cisteinu koji sadrzi tiolnu skupinu, glutation je vazan unutarstani¢ni neenzimski
oksidans koji sudjeluje u prijenosu aminokiselina kroz plazmatsku membranu, izravno Cisti
singletni kisik i hidroksilni radikal te time detoksificira vodikov peroksid i lipidne perokside
katalitickim djelovanjem glutation peroksidaze (GPx). Glutation je obilatno prisutan u citosolu,
jezgrama 1 mitohondrijima te je glavni topljivi antioksidans u stanicnim odjeljcima.
Unutarstani¢ni sadrzaj glutationa ovisi o ¢imbenicima okoliSa i funkcionira kao ravnoteza
izmedu njegova koriStenja 1 brzine sinteze GSH (492). Rezultati ovoga istrazivanja biljeze
statisti¢ki znac¢ajno manju koncentraciju ukupnog glutationa (Slika 42) kod skupine AD u
odnosu na skupinu HC/AD + Quso (P = 0,03) i AD + Quzs (P = 0,0001) te kod skupine Quozs i
Quso u odnosu na skupinu AD + Quas (P = 0,03). 1z rezultata je vidljiv protuoksidacijski u¢inak
Qu kod skupine AD + Quzs i AD + Quso usporedno sa skupinom AD. Mozak je posebno osjetljiv
na slobodne radikale zbog niZeg sadrzaja glutationa, visokog udjela PUFA u membranama i
njegov metabolizam koji trosi oko 20% ukupnog kisika u tijelu (493). U tim uvjetima, visoka
izlozenost Al inducira stvaranje ROS-a u mozgu §to pospjesilo stvaranje 4f-peptida, talozenje
i s vremenom AD-amiloidozu sli¢nu AD (494). U sli¢nim in Vvivo istraZivanjima izlozenost
AICl3 pratila je porast LPO i smanjenje ukupnog glutationa, reduciranog glutationa, GPx i CAT
enzima u mozgu Stakora (495) i miSeva (496), kao i smanjenje ekspresije gena antioksidacijskih
enzima (488). Qu =znaCajno S§titi neuronske stanice od oksidacijske stres-inducirane
neurodegeneracije kod AD (497), inhibira LPO, poboljsava aktivnost CAT i SOD (498), a
takoder sprjecava iscrpljivanje glutationa (499). Kim i sur. 2004. (500) dokazali su da ekstrakt
Ginkgo bilobe, bogat Qu, pokazuje neuroprotektivni ucinak protiv oksidacijskih oSteéenja.
Stovise, Qu ublazava smrt neurona u hipokampusu, $to rezultira poboljianim uéenjem i

pamcenjem u testu labirinta (248).

Prema rezultatima biljega oksidacijskog stresa i1 antioksidacijske zastite Qu posjeduje snaznu
antioksidacijsku sposobnost uklanjanjem slobodnih radikala vezanjem iona prijelaznih metala,
inhibiraju¢i LPO i PC te poticudi antioksidacijsku zastitu kroz aktivaciju CAT, SOD i GSH u
svim ispitnim skupinama koje su obradene kvercetinom. Rezultati naseg istrazivanja u sukladu
su s rezultatima istrazivanja na animalnom modelu koji su predstavili Al-Otaibi i sur. (483) u
radu objavljenom 2018. Izdvajamo skupine bitne za usporedbu istraZivanja: kontrolna skupina,
AICIlz (7 mg/kg/dnevno, ip), Qu (50 mg/kg/dnevno/14 dan, ip) i AIClz (7 mg/kg/dnevno, ip) +
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Qu (50 mg/kg/dnevno/14 dan, ip). U odnosu na kontrolnu skupinu AICIs pokazuje statisticki
znacajno (P < 0,001) povisenje PC od 119%, LPO od 242%, CAT od 106% te smanjenje SOD
od 32% i GSH od 44%. U odnosu na kontrolnu skupinu Qu pokazuje statisticki znacajno
povisenje (P < 0,05) PC od 14% i SOD od 11% (P < 0,05) te smanjenje CAT od 15% (P <
0,05) i GSH i LPO (P > 0,05). U odnosu na AICIs skupinu Qu + AICI3z pokazuje statisticki
znacajno smanjenje PC (P <0,001) i povisenje GSH bez vra¢anja u normalu (P < 0,05) te LPO,
CAT i SOD vrijednosti vrac¢ene u normalu (P > 0,05) (483).

5.5. Pracenje ucinka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na nastanak

neuropatologije

5.5.1. Neurohistopatoloske promjene

Neurohistopatoloske promjene vidljive su u kori velikoga mozga, hipokampalnoj formaciji i

pojedinim regijama maloga mozga te u disregulaciji koncentracije BDNF-a i aktivnosti AChE.

55.1.1. Uc¢inak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na
neurohistopatoloSke promjene utvrdene bojanjem modificiranom metodom po

Bielschowskom

Bielschowsky tehnika je metoda bojenja srebrom koja se koristi u histokemiji za vizualizaciju
ziv€anih vlakana, ukljucuju¢i multipolarne interneurone u cerebelumu (mali mozak). Ujedno je
1 jedna od Siroko koriStenih tehnika koja se koristi za otkrivanje AD patologije detekcijom
neurofibrilarnih snopi¢a (TNF). Ovom metodom nije utvrdeno postojanje TNF-a niti u jednoj
ispitnoj skupini. Iz prikazanih rezultat je vidljiv blagi neuroprotektivni utjecaj Qu (25 i 50
mg/kg) na neurotoksi¢na oSteCenja uzrokovana primjenom AICIz (10 mg/kg) i D-gal (60
mg/kg). U molekularnom sloju kore kod skupine AD + Quzs (P = 0,00007) i AD + Qusp (P =
0,009) gubitak stanica je statistiCki manji u odnosu na skupinu AD (Slika 41A), ali i dalje

znacajan u odnosu na skupinu HC. U hipokampalnoj formaciji CA1 vidljiv je manji gubitak
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stanica u skupine AD + Quzs i AD + Quso U odnosu na skupinu AD, ali na granici statisticke
znacajnosti (P = 0,053). Nadalje gubitak stanica zabiljezen je kod skupine AD u odnosu na
skupinu HC (P = 0,0012), Quzs (P = 0,046) i Quso (P = 0,000012) te kod skupine AD +
Qu2s/Quso u odnosu na skupinu HC i Quse (P = 0,046).

U in vivo istrazivanju koje su Al-Otaibi i sur. prikazali u svome radu 2018. (483) mozak Stakora
izlozenih AICIs pokazao je brojne tamne stanice bez jezgri koje su najvjerojatnije apoptotske
stanice. Medutim, mozgovi §takora izlozenih AlCl3 prethodno obradenih s kvercetinom ili/i a-
lipoi¢nom kiselinom su pokazali manji broj apoptotskih stanica u kori velikoga mozga (483).
8-HQ je najcesce koristeni organski ligand za fluorescentni spektrofotometrijski test (501) i
dobiva se kao dobar fluorofor i kromofor za istodobnu detekciju AIF* (502). Wang i sur. su
2018. (503) predstavili rezultate svoga istrazivanja u kojem su 8-HQ bojanjem i
imunocitokemijskom lokacijom, otkrili da je ko-lokaciju AIPP* znatno porasla u tkivu
hipokampusa AICIs izlozenih Stakor, kao i u stani¢noj kulturi primarnih neuronskih stanica
hipokampusa. Akumulacija AI** u neuronima uodena je oko jezgri te usporedno s kontrolnom
skupinom bila je za 70,2% visa kod Stakora izloZenih Al (200 mg/kg/6 tjedana). Sli€ni rezultati
zabiljezeni su i u kulturi neuronskih satnica hipokampusa gdje je razina Al u stanicama
obradenim AICIz (10 pg Al/mL staniéne tekucine) bila 77,8% visa od razine kontrolnih stanica
(503). U dosadasnjim istrazivanjima D-gal je prijavljena kao sredstvo za starenje, a Al kao
neurotoksi¢ni metal (84, 88, 478). Prikazi histoloskih dijelova hipokampusa iz kontrolnih i
AIClz (100 mg/kg, 200 mg/kg i 300 mg/kg) + D-gal (60 mg/kg) skupina pokazali su izrazito
izoblicenje 1 degeneraciju piramidalnih stanica u CA1, CA2 i CA3 hipokampalne formacije kod
skupine AICIs (200 i 300 mg/kg) u usporedbi s kontrolnom skupinom. Kontrolna skupina je

pokazala normalan raspored slojeva piramidalnih stanica koje su pravilne i zbijene (504).

Temeljem navedenog te usporedbom rezultata neurohistopatologije i razine Al u tkivu mozga
odredene ICP-MS-om nalazimo podudarnost u rezultatima naSeg istrazivanja. Budu¢i da je u
odnosu na HC skupinu razina Al poviSena kod skupine AD za 342,85%, AD + Quzs za 200% i

AD + Qusg za 271,42%, gubitak stanica u kori i hipokampalnoj formaciji CAl je o¢ekivan u
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55.1.2. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AICIz + D-gal i Qu na

izrazenost biljega 4G8

Unato¢ potkrijepljenim dokazima, Al hipoteza o AD-u ostaje kontroverzna i tema je mnogih
rasprava u posljednjih nekoliko desetlje¢a joS od kada je u bolesnika s bubreznom
insuficijencijom post mortum dokazano nakupljanja Al u tkivu mozga i postojanje senilnih
plakova i NFT-a (85). Razvoj tehnologije je omogucio napredne analize u ovome podrudju,
tako su Bouras i sur. upotrebom LAMMA (engl. laser microprobe mass analysis) na
nefiksiranim uzorcima mozga izvijestio o nakupljanju Al u NFT-u kod oboljelih od AD (505).
Nedavno su Yumoto i sur. (506) analizirali Al pomocu energetsko-disperzijske rendgenske
spektroskopije u kombinaciji s prijenosnom elektronskom mikroskopijom (TEM EDX, engl.
energy-dispersive X-ray spectroscopy combined with transmission electron microscopy),
metodom koja daje visoku rezoluciju i nisku granicu detekcije. Njihova detaljna analiza
pokazala je da je Al prisutan u jezgrama senilnih plakova u koncentraciji od 35 do 50 ppm
(506). Nadalje, imunohistokemijska istrazivanja na Al-animalnim modelima utvrdila su
postojanje amiloidnih plakova (507, 508) i TNF-a (509).

U ovome istrazivanju, imunohistokemijskim ozna¢avanjem ATS8, PHF1 i MC1 primarnog
protutijela nije dobiven dovoljno jak signal kako bi se utvrdilo postojanje NFT-a. Medutim,
upotrebom 4G8 amiloidnog protutijela koje prepoznaje pogresno obradene izoforme i
prekusorske oblike Af peptida vidljivo je nakupljanje difuznih plakova (Slika 43 i 44) u
podru¢ju maloga mozga (CI, lat. cerebellum), kore velikog mozga (Ctx, lat. cortex) i
hipokampalne formacije (Hpp, lat. hippocanpus). Prosje¢na izraZenost biljega je veca u
podrucju kore velikoga mozga u odnosu na hipokampus te je prisutna kod sve tri skupine
obradene AICI3z i D-gal (AD, AD + Quas i AD + Qusg). U kontrolnim uzorcima (HC) i uzorcima

obradenim samo kvercetinom (Quas i QUso) izraZenost biljega nije zabiljeZena.

U podruc¢ju malog mozga zabiljezen je statisticki znacajno veci broj plakova kod skupine AD
u odnosu na skupine AD + Quas i AD + Quso (P = 0,01), veca povrsina plakova kod skupine
AD u odnosu na skupine AD + Quzs (P = 0,0044) i AD + Quso (P = 0,047) te intenzitet obojenja
AD + Quys (P =0,0002) i AD + Quso (P =0,0036).

U podrucju kore velikoga mozga zabiljeZen je statisticki znac¢ajno veci broj plakova za skupinu
AD u odnosu na skupinu AD + Quzs (P = 0,00046) bez statisti¢ki znacajnih promjena u povrsini

plakova (Slika 45B) unutar obradenih skupina. Statisticki zna¢ajne promjene zabijezene su i u
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intenzitetu obojenja (Slika 45C) koje je vece kod skupine AD u odnosu na skupine AD + Quas
(P =0,0021) i AD + Qusp (P = 0,000147).

U podrucju hipokampalne formacije nisu zabiljeZene statisticki znacajne promjene u broju
(Slika 45A) i povrsini (Slika 45B) prisutnih plakova usporedbom obradenih skupina. Statisticki
znacajne promjene zabiljeZene su u intenzitetu oboljenja (Slika 45C), koje je veée kod skupine

AD u odnosu na skupinu AD + Quas (P = 0,0094).

Ap je glavna komponenta amiloidnih plakova; izvanstani¢ne naslage nadene u mozgu bolesnika
s Alzheimerovom boles¢u (510). Sli¢ni se plakovi pojavljuju u nekim varijantama demencije s
Lewyjevim tijelima, dok 4p takoder moze tvoriti agregate koji prekrivaju mozdane krvne Zile
kod cerebralne amiloidne angiopatije (511-513). Mali mozak je relativno zanemareno podrucje
mozga u proucavanju patologije AD, vjerojatno zato §to se ranije mislilo da je poSteden.
Medutim, otkrivene su brojne patoloske promjene vezane uz AD, uglavnom
imunocitokemijskim istraZivanjima, raSirene naslage difuznog amiloida. Difuzni plakovi, koji
se nazivaju 1 benigni plakovi, javljaju se mnogo ranije nego neuriti¢ni plakovi, podrzavajuci
tako ideju o terapijskoj intervenciji u ranom stadiju bolesti (514). Nadalje, usporedbom
odabranih podrucja (Ctx, Hpp 1 Cl) uoCavamo da je povrSina plakova najvec¢a u podrucju

maloga mozga, a brojnost u kori velikoga mozga.

5.5.1.3. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AICI; + D-gal i Qu na

izraZenost biljega Ibal

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je izraZzenost biljega Ibal. Protein Ibal kljucan je u
procesima fagocitoze i nabiranja membrane (515). Taj biljeg oznaava mikroglija stanice u
mirovanju i u pocetnoj fazi aktivacije, a njegovom upotrebom dobro je vidljiva morfologija

stanice, posebice dugi razgranati nastavci (516).

IzraZenost biljega Ibal je razli¢ita u podrué¢ju kore velikoga mozga, hipokampalne formacije i
maloga mozga prikazana je na Slikama 46-48 i u Tablici 14 ovisno o obradi. Navedeni nalaz
ukazuje na osjetljivost pojedinih podru¢ja mozga za nastanak patoloSkih promjena
karakteristicnih za AD. Prema rezultatima izrazenosti biljega Ibal ukazuje na povecanu
imunoreaktivnost kod AD skupine u podrucju kore velikoga mozga u odnosu na ostale obradene

skupine (P = 0,0083) te izostanak imunoreaktivnosti kod HC skupine. Medu uzorcima
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hipokampalne formacije (Hpp) zabiljezena je povecana imunoreaktivnost u podruc¢ju: GD kod
skupine AD i AD + Quzs u odnosu na skupine HC i Quso (P = 0,00013; P = 0,0083); CA1 kod
skupina HC, AD i AD + Quzs u odnosu na skupine AD + Quso, Quzs i Quso (P = 0,0012); SUB
kod skupina HC i AD u odnosu na skupine Quazs i Quso (P = 0,00013). Podruc¢je malog mozga
ima najmanju izrazenost biljega Ibal. Biljeg je pojacano izrazen kod skupine HC i AD u
molekularnom sloju u odnosu na skupinu Quas i Quso (P = 0,00013) te u granularnom sloju u
odnosu na skupinu AD + Quzs, AD + Qusg, Quas i Qusg (P = 0,046).

Mikroglija stanice 1 astrociti su uklju¢eni u upalni odgovor u srediSnjem Ziv€anom sustavu
(CNS). Mikroglije ostaju u mirovanju i pokazuju razgranatu morfologiju, jednom kada se
aktiviraju prisustvom Ap, velicina tijela stanice se povecava i broj procesa opada, dobivajuci
ameboidni oblik bez odsutnosti ili prisutnosti kracih grana (517). Njihova sposobnost da
zahvate peptide Af smanjuje se, dok proizvodnja proupalnih medijatora povecava (517, 518).
Nadalje, kvercetin reducira agregaciju 44 i imunoreaktivnost mikroglija u starih 3xTgAD
miSeva (homozigoti za APP (Swe), tau (P301L) i PS1 (M146V)) usporedno s Non-3xTgAD

misSevima (519).

Dobiveni rezultati pokazuju pojacanu izrazenost biljega Ibal kod skupine AD te visoku
osjetljivost hipokampalne formacije zbog prisutne imunoreaktivnosti i kod HC skupine.
Dobiveni rezultati su u sukladu sa slicnim istrazivanjima provedenim na animalnom modelu
AICl3z, gdje je imunoreaktivnost mikroglija stanica povecena u korteksu i hipokampalnoj
formaciji kod skupina obradenih AICI3 usporedno s kontrolnim skupinama. Nadalje aktiviranje
mikroglija uzrokovano AICls znac¢ajno je inhibirano u skupini AD + Qugs i AD + Qusg. Potpuno
mirovanje uoceno je kod skupine Quzs i Quso Sto je vidljivo iz prisustva malih ovalnih stani¢nih

tijela.

Biljeg Ibal vazan je za formiranje snopova aktinskih niti, a time igra vaznu ulogu u
pokretljivosti mikroglija stanica. Da bi mikroglija stanice adekvatno vrsile funkciju nadzora u
CNS-u vazna je dobra pokretljivost njihovih dugih ogranaka te pokretljivost samih stanica kada
se javi potreba za interveniranjem. Prisustvo biljega Ibal te odsustvo biljega CD68 i HLA-DR
upucéuju na ranu fazu bolesti. CD68 ima vaznu ulogu u procesu fagocitoze, a HLA-DR u
predoCavanju antigena. Njihov povecani izrazaj moZe dovesti do pretjerane aktivacije
mikroglija stanica, a time i do Stetnog utjecaja na neurone, Sto potvrduju dosadasnja istraZivanja

AD (520-522).
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5.5.2. U¢inak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na koncentraciju

moZdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF-a) u tkivu mozga

BDNF igra vaznu ulogu u regulaciji prezivljavanja i diferencijaciji selektivne populacije
neurona tijekom razvoja. Sintetiziraju ga pretezno neuroni CNS-a i visoko je eksprimiran u
hipokampusu i korteksu, dvije mozdane regije za koje se zna da su vazne za ucenje i pamcenje
(523). BDNF ima trofi¢ne ucinke na serotonergic¢ke (5-HT) neurone u CNS-u. ZabiljeZeno je
da smanjena ekspresija BDNF-a, koja odrzava normalne neuronske krugove u mozgu, ima
vaznu ulogu u razvoju nekoliko neurodegenerativnih bolesti (234). U prethodnim
istrazivanjima je zabiljezeno smanjenje BDNF-a nakon Al-intoksikacije (524-526). Pored toga,
Al ostecuje razlicite enzime koji su ukljuceni u biosintezu neuroprijenosnika i jedan od njegovih
potencijalno toksi¢nih mehanizama djelovanja moZe biti poremecaj u serotonergickim
neuroprijenosima u hipokampusu mozga (85, 527). Stoga je razumno pretpostaviti da Al
inhibira koncentraciju serotonina u mozgu bilo izravno, smanjujuc¢i njegovu biosintezu, bilo

posredno, smanjivanjem razine BDNF, §to ima troficne ucinke na serotonergicke neurone

(234).

Iz rezultata koncentracije BDNF-a (Slika 50) zabiljeZzena je statisticki znaajno niza
koncentracija kod skupine AD u odnosu na skupinu HC (P = 0,006) i skupinu Qusy (P =
0,00003). 1z rezultat primjec¢ujemo inhibitorni u¢inak svi ispitnih komponenti na koncentraciju
BDNF-a u odnosu na HC skupinu sa statisticki znac¢ajno nizom koncentracijom samo kod
skupine AD. Kod skupine AD + Quzs i AD + Qusg vrijednosti su vise u odnosu na skupinu AD
te na istoj razini kao kod skupine Quzs i Qusp $to upucuje da je Qu u mogucnosti ponistiti
nepozeljne uéinke AlCls, ali istovremeno sam drzi razinu BDNF-a suprimiranom za 26-24%
usporedno s HC skupinom. U dosadasnjoj literaturi nisu navedeni sli¢ni rezultati, supresija
BDNF nakon primjene Qu u odnosu na kontrolnu skupinu, da bi se usporedili s ovim
istrazivanjem te da dosada prikazani rezultati ne upucuju na moguéi uzrok. 1z dosadasnjih
istrazivanja je utvrdeno da primjena kvercetin-3-O-glukuronida, koji je glavni metabolit
kvercetina (528), povecava hipokampalnu neurogenezu kod odraslih miSeva (529). Nadalje,
davanje 14-16 mg kvercetina Stakorima dnevno tijekom jednog mjeseca moze pospjesiti
proliferaciju i diferencijaciju NSC-a (engl. neural stem cells) poveéavajuci ekspresiju BDNF-a
(530). Kvercetin sprjecava smanjenje ekspresije BDNF-a u hipokampusu Stakora izloZenih

hipobari¢noj hipoksiji (531), i povecava broj stanica koje eksprimiraju dvostruki kortin (protein
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odgovoran za migraciju neurona, DXN) u girusu hipokampusa odraslog Stakora, izazivajuéi
BDNF i mRNA ekspresiju (530).

5.5.3. U¢inak subkroni¢ne primjene AIClIz + D-gal i Qu na aktivnost

acetilkolinesteraze (AChE) u tkivu mozga

AChE hidrolizira acetilkolin u kolinergi¢kim sinapsama mozga i na neuromuskularnim
spojnicama u kolin 1 acetat. AChE je znac¢ajna bioloSka komponenta membrane koja pridonosi
njezinoj cjelovitosti (234). Indukcija AChE aktivnosti uzrokuje brzu razgradnju acetilkolina i
posljedi¢no smanjenu stimulaciju acetilkolinskih receptora, §to rezultira smanjenjem razliitih
kolinergi¢nih (ucenje i paméenje), kao i ne-kolinergickih (stani¢na proliferacija i neuritski rast)

funkcija (532, 533).

U rezultatima ovoga istrazivanja zabiljeZzena je poviSena aktivnost AChE (Slika 51) kod
skupine AD u odnosu na HC (P = 0,0026) te bez statisticke znacajnosti u odnosu na skupine
AD + Quzs. AD + Quso, Quazs i Quso (P >0, 05). Nedavno istrazivanje je pokazalo da povecana
razina AChE predstavlja uvod u oksidacijski stres (240). U ovom istrazivanju primijeceno je
znacajno povecanje AChE u skupini AD, §to ukazuje na oslabljenu kolinergicku funkciju, Sto
je u sukladu s literaturnim prikazom (241). 1z dosadasnjih istrazivanja, subkroni¢no uzimanje
Al znacajno je induciralo AChE aktivnost u mozgu (532, 534). Al pokazuje svoje kolitoksi¢ne
ucinke blokirajuci dostupnost acetil-CoA ili ometajuci aktivnost kolin acetiltransferaze (ChAT)
(535). Takoder, Al moze komunicirati s membranskim lipidima plazme i utjecati na aktivnost
enzima povezanih s membranom, uklju¢uju¢i AChE. Povecanje mozdane AChE aktivnosti
nakon izlozenosti Al Stakora je pripisano alosternoj medureakciji izmedu Al i perifernog
anionskog mjesta molekule enzima (536). Dosadasnja in vitro (537) i in vivo (538) istrazivanja
pokazala su da inhibitorni uc¢inak Qu na aktivnost AChE ovisi o primijenjenoj dozi Qu. U in
Vivo istrazivanju se pokazalo da samo kvercetin u visokim dozama (300 mg/kg) znaéajno
smanjuje AChE aktivnost §to rezultira povecanjem raspolozivog acetilkolina (538-540).
Medutim, rezultati ovog istraZivanja takoder su pokazali povoljan u€inak na memoriju u donje
dvije doze kvercetina (100 i 200 mg/kg), ali bez zna¢ajne supresije AChE (538). Stoga aktivnost

AChE mozemo koristiti kao neizravnog pokazatelja za procjenu kolinergickog sustava.
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5.6. Praéenje ucinka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu u nastanku

neuroupale

5.6.1. U¢inka subkroni¢ne primjene AICIz + D-gal i Qu na relativni indeksa

mozga

Relativni indeks mozga je omjer mase mozga 1 tjelesne mase Stakora te u ovome istraZivanju
sluzi kao pokazatelj edema nastalog uslijed negativnog djelovanja AICIz na propusnost BBB i
razvoj upale djelovanjem ROS-a i RNS-a.

U ovome istrazivanju (Slika 52) zapaZen je visi relativni indeks mozga kod ispitnih skupina
AD, AD + Quas i Qusp, ali bez statisticki znacajnog odstupanja (P > 0,05) u odnosu na skupinu
HC. Statisticki zna¢ajno odstupanje (P > 0, 05) u odnosu na skupinu HC nije zapazeno niti u
skupini AD + Qusg i Quzs. Temeljem navedenog mozemo zakljuciti da niti jedna ispitna
komponenta nije ozbiljno utjecala na razvoj edema uslijed narusavanja propusnosti BBB ili

razvoja upale.

Edem mozga nakon poremecaja krvno-mozdane barijere (BBB) ili vazogeni edem prisutan je
u vecini slu¢ajeva edema mozga. Prema Starlingovom zakonu, voda, ioni 1 proteini plazme
prelaze BBB prema intersticiju ako su pokretacke snage za transmuralni protok velikih koli¢ina
(mehanic¢ko podrijetlo) i/ili ako je povecana propusnost BBB-a (kemijsko podrijetlo). Oba
mehanizma postoje u vecini sluCajeva. Propusnost BBB moze se poboljsati trenutnim
(kemijskim posrednicima) ili odgodenim (stani¢nom infiltracijom) upalnim odgovorom, ili
promjenom cjelovitosti membrane. To kasnije moze biti prolazno (hiperosmolarni poremecaj
BBB) ili trajno aktiviranjem matriéne metaloproteinaze ili neovaskularizacijom s BBB

raspadom (541).
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5.6.2. U¢inak subkronic¢ne primjene AICI3+ D-gal i Qu na koncentraciju nitrita

(NO2") u tkivu mozga

Dusikov oksid (NO) je slobodni radikal, koji kao signalna molekula ima klju¢nu ulogu u
mnogim fizioloskim i patolo§kim stanjima (542, 95). U bioloskom tkivu njegovo poluvrijeme
zivota iznosi oko 5 sekunda, a koncentracija u krvi posljedica je ravnoteze izmedu stvaranja
NO-a s pomoc¢u NO sintaza i vezanja NO-a na hemoglobin i tiole u procesu nitrozacije te
pretvorbe u nitrite, NO>™ i nitrate, NO3™ (543). Djelovanje NO ocituje se u stanici u kojoj nastaje,
kao i u susjednim stanicama jer je izrazito lipofilan te brzo difundira kroz stani¢cnu membranu
(544). Brojne stanice sisavaca sintetiziraju NO oksidacijom L-arginina (L-arginin + 3/2
NADPH + H* + 20 « citrulin + NO + 3/2 NADP") pomoc¢u enzima dusik oksid sintaze, NOS
(206). U organizmu postoje tri izoforme ovog enzima: neuronska NOS (nNOS ili NOS1),
inducibilna NOS (iNOS ili NOS2) i endotelna NOS (eNOS ili NOS3), i svaka od njih moze biti
izrazena u razli¢itim tkivima i tipovima stanica (545). Dvije izoforme su tzv. konstitutivne NOS
ili cNOS: a) eNOS, primarno je smjestena na membrani endotelnih stanica krvnih zila te u
trombocitima i nekim ziv€éanim stanicama mozga i b) nNOS, primarno je smjeStena u citosolu
zivcanih stanica srediSnjeg i perifernoga ziv€anog sustava te u citosolu epitelnih stanica bronha
i traheje, kao i u skeletnom misic¢u (543). Navedene sintaze normalno su prisutne u stanicama i
proizvode NO kontinuirano u malim koli¢inama (nmol), njihova aktivnost ovisi samo o
promjeni koncentracije Ca?* (543). Tako stvoreni NO je vazan medijator homeostatskih
procesa. Aktivnost iNOS je neovisna o promjenama unutarstani¢ne koncentracije Ca®*,
sintetiziraju je makrofagi i leukociti aktivirani vanjskim ¢imbenicima, kao $to su endotoksini

bakterija, medijatori upale i razliciti citokini (543).

U ovome istrazivanju zabiljeZena je statisticki znac¢ajno poviSena koncentracija nitrita (Slika

53) kod skupine AD u odnosu na skupine HC, AD + Quzs i AD + Quso (P = 0,04).

PoviSena koncentracija nitrita u AD skupini ukazuje na modulacijske uc¢inke AlClz sukladna
rezultatima istrazivanja gdje se proizvodnja metabolita dusiénog oksida (NO), nitrita (NO2-) i
nitrata (NOs-), u cerebrospinalnoj tekucini bolesnika s AD povecava u ranoj fazi bolesti, a zatim
smanjuje kako napreduje gubitak neuronskih stanica, $to dijelom moze doprinijeti degeneraciji
neurona (546). U dosadaSnjem prikazu rezultata ovoga istraZivanja nalazimo poveznicu i s
prisutnom disregulacijom Ca?* u tkivu mozga, gdje je razina Ca** kod AD skupine 16 puta visa

od razine Ca?*u HC skupini. Sto upucuje na progresivni gubitak fluidnosti membrane, smanjen
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membranski potencijal i poveéanu propusnost za ione poput Ca?* uzrokovano lipidnom
peroksidacijom $to je dokazno u nekoliko istrazivanja koja su pratila u¢inke ROS-a na mozak
I neurodegenerativne promjene (448, 449, 540-542, 225). Oksidacijski stres moze se pojaviti
uslijed povecane proizvodnje slobodnih radikala ili uklanjanja slobodnih radikala te smanjenog
ili povecanog popravka modificiranih makromolekula. Ova neravnoteza rezultira nakupljanjem
oksidacijski modificiranih molekula koje mogu uzrokovati stani¢nu disfunkciju i smrt neurona.
Nadalje, iz prikazanih rezultata je vidljiv i supresijski u¢inak Qu na modulacijske uc¢inke AICls,
gdje jer razina NO2- nakon primjene Qu vra¢ena u normalu. Iz navedenog mozemo zakljuciti
da je Qu sposoban ponistiti toksi¢ne ucinke AICI3 u visoko osjetljivom tkivu mozga §to je
potvrduju prethodna istrazivanja gdje je Qu pokazao sposobnost inhibicije ksantin oksidaze 1
peroksidacije lipida in vitro (547-551). Nadalje, kvercetin pouzdano djeluje na
neuroprotektivne ucinke protiv toksicnosti izazvane teSkim metalima (483, 542, 552) i
povecava otpornost neurona na oksidacijski stres i ekscitotoksi¢nost modulacijom mehanizama
stani¢ne smrti (553, 554). Ostala ispitivanja kvercetina pokazala su da on ima protuupalni
ucinak (555) inhibiranjem iNOS-a (556) i reguliranjem ekspresije COX-2 (557, 558), kao i anti-
proliferativni uc¢inak na neke vrste raka (559, 560), putem mehanizama koji aktiviraju stanicno
starenje, apoptozu (561) i autofagiju (562). Nadalje, utvrdena je njegova sposobnost prodiranja
kroz krvno-mozdanu barijeru (551, 563) te njegov zaStitni uéinak protiv ishemije (564),
ateroskleroze (565 ) i AD (453).

5.6.3. Uc¢inak subkronicne primjene AICIz + D-gal i Qu na aktivnosti arginaze

(Arg) u tkivu mozga

Arginaza je sredi$nji enzim urea ciklusa, sadrzi mangan koji katalizira pretvorbu arginina u
ureu 1 ornitin. Kod vecine sisavaca prisutne su dvije izoforme Arg, a razlikuju se po raspodjeli
u tkivima i subcelularnoj lokalizaciji. Arginaza | je citoplazmatski protein koji se pretezno
izrazava u jetri gdje katalizira peti i posljednji korak urea ciklusa. Arginaza Il je protein
mitohondrija sa Sirokom raspodjelom tkiva ¢ija funkcija moZze ukljucivati metabolizam NO 1
poliamina (566). Prisutnost Arg I i 11 u mozgu, posebno u hipokampalnim neuronima, potvrdena
je imunohistokemijskom analizom mozga Stakora (567) i miSa (568). Nedavna istraZivanja
identificirala su funkciju arginaze u mozgu i povezala ovaj enzim S razvojem

neurodegenerativnih bolesti. Pokazalo se da poremecéena regulacija arginaze doprinosi
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endotelnoj disfunkciji, ishemijsko-reperfuziji, aterosklerozi, dijabetesu i neurodegeneraciji
(569-573).

U ovome istrazivanju zabiljezena je statisticki poviSena koncentracija Arg (Slika 54) u
homogenatu tkiva mozga kod skupine AD u odnosu na skupine HC i AD + Qusg (P = 0,003) te
kod skupine AD + Quzs u odnosu na skupinu HC (P = 0,04).

Iako se pokazalo da je arginaza neuroprotektivni ¢imbenik i podrzava neuroregeneraciju in vitro
(574, 575), nedavna istrazivanja pokazuju da arginaza ima ulogu u patogenezi AD i drugih
metabolickih bolesti (576). Prvo, primijeéena je znac¢ajno smanjena razina L-arginina u kori
velikog mozga bolesnika s AD (577). Uz to, aktivnost i ekspresija NOS-a i arginaze zna¢ajno
se mijenjaju u mozgu AD-a na nacin specifi¢an za regiju. Naime, aktivnost arginaze znacajno
je veca, a aktivnost NOS-a niza u hipokampusu bolesnika s AD (578). U naSem istrazivanju
vrijednosti NO2- i Arg prate jedna drugu i ovisne su 0 provedenoj obradi, najvise vrijednosti su
zabiljezene kod AD skupine, §to upucuje na poremecenu ravnotezu u NOS 1 Arg signalnom
putu uslijed primjene AIClz. Naime, dosadasnja istrazivanja su potvrdila da je Arg sposobna
smanjiti proizvodnju NO smanjenjem dostupnosti L-arginina za NOS (579). Nadalje,
primjenom Qu u dozi 50 mg/kg kod skupine AD + Quso zabiljezeno je vracanje vrijednosti Arg
u normalu. Kod skupine AD + Quas vrijednosti su nize usporedno s AD skupinom, ali jo$ uvijek
znacajno vise u odnosu na HC skupinu. Stoga mozemo zakljuciti da je aktivnost Arg,
promijenjenu primjenom AICls, moguce uspjes$no ili manje uspje$no modulirati primjenom
odredene doze Qu. Mehanizam kojim Qu inhibira aktivnost Arg do sada je opisan samo na iv
vitro modelu rekombinantne arginaza iz parazita Leishmania amazonensis (580, 581). Pokazalo
se da je Qu mijeSani inhibitor koji djeluje u medureakciji sa supstratom L-arginin i kofaktorom
Mn?* pri ¢emu uklanjaju katekolna grupu s Asp129, koji sudjeluje u stvaranju metalnog mosta
Mn?*- Mn?* na aktivnom mjestu arginaze (580, 581). Ne postoji literatura s kojom bi mogli
usporediti rezultate ovoga istrazivanja, tj. istrazivanja u kojima je istraZen utjecaj Qu na Arg u
tkivu mozga. Medutim, potvrdeno je da Qu moze inhibirati aktivnost Arg u jetri nakon ip
primjene AICI; (582). Pokazalo se da inhibicija arginaze preokre¢e disfunkciju neurona i
mikrogliozu uzrokovanu amiloidima 1 sprjecava razvoj drugih simptoma AD u modelima AD

kod glodavaca (566).
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5.6.4. Uc¢inak subkroni¢ne primjene AICIs + D-gal i Qu na proupalne i

protuupalne citokine u tkivu mozga

Upala mozga je neuropatoloski dogadaj koji se odnosi na AD. Pogresno sabijeni i agregirani
proteini vezu se na receptore za prepoznavanje obrazaca mikroglija i astroglija te pokrecu
imunosni odgovor, oslobadajuci brojne upalne citokine i kemokine (78, 583). Za razliku od
oksidacijskog stresa, koji je kratkotrajan, kroni¢na upala je dugotrajna, Sto rezultira stalnim
oslobadanjem upalnih medijatora. Ve¢ je dokazano da Qu inhibira neuroupalu smanjujuci
proizvodnju dusikovog oksida, ekspresiju gena iNOS u mikroglija stanicama, proizvodnju
upalnih citokina poput TNF-a, IFN-y, interleukina-1 (IL-1), IL-6, IL-12 i COX-2 u aktiviranim
makrofagima, kao i smanjenje ekspresije citokina (453). Kvercetin takoder smanjuje JNK/Jun
fosforilaciju i inhibira stvaranje TNF-a u misevima, $tite¢i neurone od upale izazvane LPS-om
(259).

Sam Ap moze inducirati ekspresiju nekoliko proupalnih citokina, poput interleukin-1f (IL-1p),
IL-6, TNF-a i IFN-y u glialnim stanicama, $to dovodi do za¢aranog ciklusa (584-589). U ovom
istrazivanju (Tablica 15) zabiljezene su povisene vrijednosti proupalnih citokina (IL-1a, IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a i GM-CSF) i protuupalnih citokina (IL-4, IL-10, IL-13)
kod skupine AD u odnosu na skupinu HC (P < 0, 05). Nekoliko kemokina poput CCL2, CXCL8
(IL-8), CXCL10 (IL-10) i CCL5 (RANTES, odgovoran za reguliranje i aktivaciju T stanica)
takoder se proizvode kao odgovor na talozenje Af peptida koji je odgovoran za novacenje
perifernih imunosnih stanica (589). Nadalje, tijekom upalnog stanja, nerezidentne stanice
srediSnjeg ziv€anog sustava kao periferne imunosne stanice s kemokinskim receptorima mogu
prije¢i BBB 1 pridonijeti upalnom odgovoru u AD mozga (590, 591). Uspostavljeni upalni
dogadaji dovode i do sinaptic¢kih i neuronskih ostecenja te tako doprinose neurodegeneraciji.
Prisustvo visoke razine proupalnih i protuupalnih citokina u AD skupini uz prisustvo visoke
razine NO2- i Arg dugoro¢no bi mogla voditi k razvoju kroni¢ne upale i ubrzanju

neurodegenerativnih promjena.

Protektivni uéinci Qu u ovome istrazivanju vidljivi su iz rezultata skupine AD + Quzs gdje je
razina upalnih citokina i kemokina vra¢ena u normalu, tj. nema statisticki znacajnog odstupanja
usporedno s HC skupinom. Sli¢ni rezultati su zabiljeZeni i kod skupine AD + Quso gdje je
znacajno povisena vrijednost IL-4 (P = 0,03) i RANTES (P = 0,01) u odnosu na skupinu HC.
Vargas-Restrepo i sur (519) potvrdili su protuupalni ucinak kvercetina kroz smanjenje

imunoreaktivnosti mikroglija stanica, GFAP-a (engl. glial fibrillary acidic protein), iNOS-a,
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COX-2, IL-1B i intenzitet fluorescencije 4/ agregata u hipokampalnoj formaciji CA1 kod
3xTg-AD. Nadalje, Qu (30 mg/kg/7 dana ip) je sposoban ponistiti proupalne uc¢inke LPS-a
(lipopolisahard G(-) bakterija odgovoran za upalne procese) kroz znacajno smanjenje upalnih
biljega 1bal, GFAP, TLR4 i IL-1B (454). Dokazi in vivo i in vitro potvrdili su da se na LPS
veze TLR-4, izazivajuéi aktiviranu gliozu, $to posljedi¢éno posreduje NF-kB kaskadno
aktiviranje, koje igra ozbiljnu ulogu u aktiviranje upale i procesa neurodegeneracije (592, 593).
Xu i sur. izvijestili su da rutin (kvercetin-3-rutinozid) smanjuje agregaciju A, proizvodnju NO
i proupalnih citokina, citotoksi¢nost i oksidacijski stres in vitro (594). Dodatno su istrazili i
njegove in vivo neuroprotektivne u¢inke na AD-transgeni¢nim misevima gdje su pokazali
prigusenje memorijskog deficita, povecanje antioksidacijskih parametara kao smanjeni
glutation i super-oksid-dismutazu, smanjenje nivoa peroksidacije lipida (MDA), kao i smanjena
razina IL-1p i IL-6 u mozgu (595). 1z navedenih rezultata mozemo zakljuciti da je AICl3
¢imbenik koji moze potaknuti proupalni odgovor u tkivu mozga te da obje ispitne doze Qu

imaju protektivni u¢inak u smanjenju upale izazvane AlCls.

5.7. Praéenje uclinka subkroni¢ne primjene AIClz + D-gal i Qu na

motoric¢ku i senzornu percepciju

Dan prije pocetka obrade i 24 sata po zavrSetku istoge ucinjena je procjena neuroloskim
pregledom (engl. neurological screening, NS). NS je sa¢injen od niza neuroloskih refleksnih
testova: uspravljanje nakon $to se postavi na dorzalnu stranu; treptaj o¢iju (odgovor na lagani
dodir vanjskog kuta oka tankim kistom), trzanje u$iju i povlacenje udova kao odgovor na
taktilne podrazaje (lagani dodir s prstom lateks rukavice); usmjeravaju¢i odgovor njuha
(izloZenost ekstratu narance) i vizualni podrazaj (svjetiljka); 1 zaprepasteni odgovor nakon
auditornog podrazaja (metalni kliker). Kona¢na procjena neuroloskog deficita je temeljena na
odsustvu ili prisustvu odgovora na podrazaj. Analizom rezultat neuroloskog pregleda (n = 10)
nisu zabiljeZena odstupanja prilikom procjene motori¢ke i senzorno percepcije (Tablica 16).
Na temelju rezultata mozemo zakljuciti kako primjena AlCls + D-gal nije uzrokovala promjene
koje bi se mogle utvrditi neuroloskim pregledom ili koje bi utjecale na svakodnevne aktivnosti

animalnog modela koriStenog u ovome istrazivanju.
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Rezultati naSega rada potvrduju povezanost i postojanje brojnih mehanizama koji utjeu na
homeostatske procese u organizmu domacina i osjetljivost mozdanog tkiva u ovisnosti o osi
crijevna mikrobiota - crijeva - mozak. Subkroni¢na primjena AICI3 i D-gal uzrokovala je
naruSavanje crijevne homeostaze i disfunkciju crijevne mikrobiote Sto je posljedicno
prouzrokovalo daljnju neravnotezu u cijelome organizmu; pojacani oksidacijski stres, upalu,
promjene homeostaze esencijalni i toksi¢nih elemenata, gubitak tjelesne mase i narusene
homeostatske procese u CNS-u kod ispitnih skupina koje su obradene aluminijevim klorodom
i D — galaktozom. Naruseni homeostatski procesi u CNS-u doveli su do razvoja
neurodegenerativnih promjena koje bi mogle odgovarati ranoj fazi AD. Nadalje, kvercetin se
pokazao kao flavonoid s obecavajuéim terapeutskim potencijalom u oc€uvanju crijevne
homesostze i cjelovitosti crijevnoga endotela. Zahvaljuju¢i protuoksidacijskim i protuupalnim
svojstvima inhibiran je gubitak neurona u kori i hipokampalnoj formaciji mozga, uoc¢en je
inhibitorni uc¢inak na agregaciju Af — plakova i mikroglija stanice te proupalne citokine u CNS-

u.

Dobiveni rezultati pokazuju mogucénost novog farmakoterapijskog pristupa u terapijskoj
prevenciji neurodegenerativnih promjena u kojem laka dostupnost, ekonomska isplativost i
nedostatak toksi¢nosti mogu biti prednost u primjeni flavonoida. Nadalje ovo istrazivanje
pridonosi boljem razumijevanju odnosa izmedu prehrane i zdravlja s posebnim osvrtom na
GBA te razvoja koncepta funkcionalne hrane s temeljnim ciljem postizanja boljeg zdravstvenog

statusa, sprijeCavanja i lijeCenja bolesti.
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6. ZAKLJUCAK
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Temeljem dobivenih rezultata mozemo izvesti zakljucke kako slijedi:

1. Subkroni¢na primjena 10 mg/kg tm AICIl3 i 60 mg/kg tm D-gal tijekom 28 dan ip na

Stakorskom animalnom modelu dovela je do narusavanja homeostatskih procesa na

korelaciji GBA sto je vidljivo na temelju:

gubitka tjelesne mase;

neformirane stolice prac¢ene porastom udjela porodice Peptostreptococcaceae;
snizene pH vrijednosti crijevnoga sadrzaja;

snizene glikoliticke aktivnosti f-glukuronidaze, p-glukozidaze i p-galaktozidaze;
smanjenog rasta probiotickih kolonija roda Lactobacillus i Bifidobacter na
selektivnim podlogama;

promijenjenog sastava ekologije crijevne mikrobiote na razini koljena i porodice u
crijevnome sadrzaju kolona;

smanjenog udjela probiotickih rodova Lactobacillus i Bifidobacter u crijevnome
sadrzaju kolona;

povisSenih vrijednosti zonulina (ZON), biljega propusnosti IEB i BBB, u crijevnome
sadrzaju, serumu i tkivu mozga;

povisSenih vrijednosti Al u serumu i tkivu mozga zbog neucinkovitog uklanjanja iz
organizma;

poviSenih vrijednosti Ca u tkivu mozga Sto za posljedicu ima poremecen
metabolizam i signalizaciju Ca?* te ekscitotoksi¢ni u¢inak;

poviSenih parametara oksidacijskog stresa u tkivu mozga: razina karboniliranih
proteina (PC) i malondialdehida (MDA);

smanjenog kapacitete antioksidacijske zastite u tkivu mozga: snizena koncentracija
ukupnog GSH;

poremecéenih odnosa antioksidacijskih enzima u tkivu mozga: smanjen aktivnost
SOD i povisena aktivnost CAT;

prisutnih neurohistopatoloskih promjena: gubitak stanica u kori velikoga mozga i
CA1 podruc¢ju hipokampalne formacije te prisustvo difuznih 48 plakova u Kori
velikoga mozga, hipokampusu i malome mozgu;

prisustva neuropatofizioloskih promjena: snizena koncentracija BDNF-a pokazatelj

je narusene regulacije prezivljavanja i diferencijacije selektivne populacije neurona
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i povisena aktivnost AChE koja je pokakazatelj uvoda u oksidacijski stres i
oslabljenu kolinergi¢ku funkciju;

prisutnosti neuroupale : povisena vrijednost nitrita i arginaze (Arg) dovela je do
aktivacije mikroglija stanica u podrucju kore velikoga mozga, hipokampusa i
maloga mozga (pozitivan Ibal biljeg) te poviSenih vrijednosti proupalnih i

protuupalnih citokina.

2. Subkroni¢na primjena Qu u dozi 25 i 50 mg/kg tm u kombinaciji s 10 mg/kg tm AICls i 60

mg/kg tm D-gal tijekom 28 dan ip na Stakorskom animalnom modelu ima i nepovoljno

sinergijsko djelovanje:

dodatni gubitak tjelesne mase;

nemogucnost formiranja stolice pra¢eno gubitkom adhezivne sposobnosti
probioti¢kog roda Lactobacillus;

gubitak u udjelu crijevnog mikrobioma kod porodice Christensenellaceae korelira s
gubitkom tjelesne mase;

povecéan udio porodice Desulfovibrionaceae kod skupine AD + Qusp upucuje na
nestabilnost IEB.

3. Pozitivni modulacijski ucinci kvercetina u dozi 25 i 50 mg/kg tm na narusenu crijevnu

homeostazu i disfunkciju crijevne mikrobiote uzrokovane primjenom AICIl; i D-gal

temeljeni su na:

stvaranju povoljnih uvjeta za komenzalne bakterije u crijevima odrzavajuéi neutralni
pH;

modulacijskom uéinku kvercetina 25 mg/kg tm na AIClz inhibiranu glikoliti¢ku
aktivnost g-glukuronidaze, S-glukozidaze i f-galaktozidaze;

gubitaku bakterija iz porodice Lactobacillacece kompenziranom porastom udjela
porodice: Bifidobacteriaceae ¢ime je umanjena mogucnost konolizacije patogenim
sojevima i Ruminococcaceae koja ima regulacijsko protuupalnu ulogu u crijevima;
nepromijenjenom udjelu porodice Bacteriodales u crijevnome mikrobiomu koja je
indikator stabilnosti crijevne mikrobiote i epitela;

odsustvu porodice Porphyromanadaceae koja je pokazatelj povoljnog utjecaja na

protuupalni odgovor u CNS-u;
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smanjenoj koncentraciji ZON u crijevnome sadrzaju kod skupine AD + Quzs i AD

+ Qusp (bez statistiCke znacajnosti) u odnosu na skupinu AD.

4. Pozitivni modulacijski u¢inci kvercetina u dozi 25 i 50 mg/kg tm na narusenu homeostazu

I nastalu neuropatologiju uzrokovanu primjenom AICls i D-gal. Navedeno temeljimo na:

potencijalnom ucéinku u odrzavanju stabilnosti BBB (niza koncentracija ZON i Al);
nizim vrijednostima Ca u tkivu mozga;

snizenim parametarima oksidacijskog stresa u tkivu mozga: razine PC i MDA
pojacanom kapacitetu antioksidacijske zaStite u tkivu mozga: poviSena
koncentracija ukupnog GSH i aktivnost SOD;

blazim neurohistopatoloskim promjenama: manji gubitak stanica u CA1l podrucju
hipokampalne formacije te manji broj difuznih 44 plakova u kori velikoga mozga,
hipokampusu i malome mozgu;

blazim ili odsutnim neuropatofizioloSkim promjenama: koncentracija BDNF-a je u
porastu, a aktivnost AChE vra¢ena u normalne granice;

odsustvu neuroupale: inhibitorni u¢inak na koncentraciju nitrita i aktivnost Arg,
izostank imunoreaktivnosti mikroglija stanica (kora velikoga mozga, hipokampus i

mali mozak), djelomic¢na ili potpuna inhibicaja proupalnih citokina.

5. Temeljem svega navedenog kvercetin i hrana bogata kvercetinom moze biti korisna u

ponistavanju toksi¢nih uc¢inaka AICIsi D-gal na homeostazu i razvoj patologije u

probavnom sustavu i CNS-u kao i u prevenciji istih.

6. Dobiveni rezultati ukazuju na moguénost novog farmakoterapijskog pristupa u terapiji rane

faze AD, kao i drugih neurodegenerativnih promjena nastalih djelovanjem ROS-a i upalnih

¢imbenika te mogucée bioiskoristivosti flavonoida. Potvrda bioloSke ucinkovitosti

flavonoida u medureakcijama hrana-lijek, hrana-toksin, hrana-hrana te novi pristup i

napredak u razumijevanju odnosa izmedu prehrane i zdravlja na razini GBA vodi k razvoju

koncepta funkcionalne hrane s temeljnim ciljem postizanja boljeg zdravstvenog statusa,

sprjecavanja i lijecenja bolesti uklju¢uju¢i AD 1 upalne bolesti crijeva.
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JAMs

LAMMA

LOAD

LPH

LPO

LPS

LRP

LTP

M1AChR

M2AChR

MAP

kinaze

MAPs

MAPs

MC1

MDA

medustanic¢na tekuéina (engl. interstitial fluid)

Medunarodna organizacija za standardizaciju (engl. International
Organization for Standardization)

molekule spojne adhezije (engl. junctional adhesion molecules)
analiza mase laserskom mikrosondom (engl. laser microprobe mass
analysis)

kasni oblik Alzheimerove bolesti (engl. late-onse Alzheimer's disease)
laktaza-florizin hidrolaza (engl. lactase-phlorizin hydrolase)

lipidna peroksidacija (engl. lipid peroxidation)

lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide)
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kinase)

proteini pridruzeni mikrotubulima (engl. microtubule-associated proteins)
proteini vezani za mikrotubule (engl. microtubule-associated proteins)
protutijelo anti-Tau-001

malondialdehid (engl. malondialdehyde)
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MIP-1a

ML

MMNS

MRI

MRNA

MS

MtDNA

nAChR

NADPH

NED

NEP

NF-xB

NFTs

NGF

NGS

NIA

NINCDS-

ADRDA

NK

NLRP3

NMDAR

nNOS

NS

upalni proteinii makrofaga 1 alfa (engl. macrophage inflammatory proteins 1
alpha)

molekularni sloj (engl, molecular layer)

mala ljestvica mentalnih sposobnosti (engl. mini mental status examination)
magnetska rezonancija (engl. magnetic resonance imaging)

glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)
multiple skleroza (engl. multiple sclerosis)

mitohondrijska DNA (engl. mitochondrial DNA)

nikotinski receptor za acetilkolin (engl. nicotinic acetylcholine receptor)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

N-(1-naftil)etilenediamin dihidroklorid

(engl. N-(1-Naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride)

neprilizin (engl. neprilysin)

nuklearni ¢imbenik - kB (engl. nuclear factor-«B)

neurofibrilarne snopici (engl. neurofibrillary tangles)

¢imbenik rasta Zivca (engl. nerve growth factor )

kozji serum (engl. normal goat serum)

engl. National Institute on Aging

engl. National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke and Alzheimer's Disease and Related Disorders Association
prirodnoubilacke stanice (engl. natural killer cell)

Nod-like receptor proteina 3 (engl. Nod-like receptor protein 3)
N-metil-D-aspartat receptor (engl. N-methyl-D-aspartate receptor)
neuralna dusik oksid sintaza (engl. neural nitric oxide synthase)

neuroloski pregled (engl. neurologial screening)
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NSC
(ON}

PAMPS

PBS

PC

PCR

PD
PEN-2
PET
PGE2
PHF
PHF1
PI3K/Akt
PS1i2
PSENL1i2
PTGER1-4
Qu
RAGE

RANTES
RNA
RNS
ROS

RT

neuralne mati¢ne stanice (engl. neural stem cells)

oksidacijski stres (engl. oxidative stress)

molekularni uzorci povezani s patogenom (engl. pathogen-associated
molecular pattern)

fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)

karbonilirani proteini (engl. protein carbonylation)

polimerazna lan¢ana reakcija (engl. polymerase chain reaction)
Parkinsonova bolest (engl. Parkinson's disease)

pojacavac presenilina 2 (engl. presenilin enhancer 2)

pozitronskoa emisijska tomografija (engl. positron emission tomography)

prostaglandin 2 (engl. prostaglandin E2)

upareni spiralna vlakna (engl. paired helical filament)

protutijelo anti-tau pSer396/404

fosfoinozitol-3-kinaze-protein kinaza B/Akt

proteini presenilin 1 i 2 (engl. presenilin proteins 1 and 2)

gena za presenilin 1 i 2 (engl. presenilin gene 1 and 2)
prostaglandin E1-4 receptori (engl. prostaglandin E1-4 receptors)
kvercetin (engl. quercetin)

receptor za napredne proizvode glikacije (engl. receptor for advanced
glycation end products)

CCLJ5; peti kemokinski ligand s C-C motivom

ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

reaktivni spojevi dusika (engl. reactive nitrogen species)
reaktivne spojevi kisika (engl. reactive oxygen species)

sobna temperatura (engl. room temperature)
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SAPP

SCFA
SGLT-1
SOD

SP

SUB
TBA

TEM EDX

TfR-ME
TGF-p1
Th stanice
TJs

TLR

tm

T™MB
TNF-a

TREM2

TrKANGFR

TUNEL

topljivi amiloidni prekursorski protein (engl. soluble amyloid precursor
protein)

kratkolan¢ane masne kiseline (engl. short chain fatty acids)

natrij ovisan glukozni prijenosnik (engl. sodium-glucose linked transporter)
superoksid dismutaza (engl. superoxide dismutase)

senilni plak (engl. senile plaque)

subikulum (lat. subiculum)

2-tiobarbituratna kiselina (engl. 2-thiobarbituric acid)
energetsko-disperzijske rendgenske spektroskopije u kombinaciji s
prijenosnom elektronskom mikroskopijom (engl. energy-dispersive X-ray
spectroscopy combined with transmission electron microscopy)
transferinski receptor (engl. transferrin receptor mediated endocytosis)
transformiraju¢i ¢imbenika rasta-f1(engl. transforming growth factor-betal)
T (CD4+) pomagacke stanice (engl. T helper cells)

¢vrsti spojevi (engl. tight junctions)

Toll-like receptori (engl. Toll-like receptors)

tjelesna masa

3,3',5,5'-tetrametilbenzidin

¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor alpha)

pokretacki receptor izrazen na mijeloidnim stanicama 2 (engl. triggering
receptor expressed on myeloid cells 2)

tropomiozinski receptor kinaze A s afinitetom za receptor ¢imbenika rasta
zivaca (engl. tropomyosin receptor kinase A - nerve growth factor receptor)
TUNEL -test (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP

nick end labeling- positive cell)
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VAChT

VaD

WHO

XO

Z0

ZON

Zot

vezikularni prijenosnik acetilkolina (engl. vesicular acetylcholine
transporter)

vaskularna demencija (engl. vascular dementia)

Svjetska zdravstevna organizacija (engl. World Health Organization)
ksantin oksidaza (engl. xanthine oxidase)

zonula okludin (lat. zonula occludens)

zonulin (engl. zonulin)

zonula okludin toksin (engl. zonula occludin toxin)
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