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POPIS KRATICA
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B-amiloid
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amiloidni prekusorski protein (engl. amyloid precusor protein)
adenozin trifostaf

fosfatni pufer (engl. Phosphate-Buffered Saline)

fosforilirani Tau protein (engl. phosphorylated Tau protein)

reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive Oxygen Species)
supstancija nigra (lat. supstantia nigra pars compacta)

supstancija nigra kompaktni dio (lat. supstantia nigra pars compacta)
supstancija nigra retikularni dio (lat. supstantia nigra pars reticulata)
trometaminski pufer (engl. Tris-Buffered Saline)

transferinski receptor 2

transferinski receptor 1



1. UvVOD
1.1. Stres

Stres se definira kao tjelesna ili mentalna napetost. lzazivaju ga stresori koji mogu
promijeniti homeostazu u organizmu (1). Stresori mogu biti fizioloski, psiholoski i okolisni, a
sposobnost organizma da se ,,bori“ sa stresorima bitna je u odrzavanju zdravlja, a isto tako i u

nastanku bolesti (2).

Ovisno o izlozenosti organizma stresorima, stres mozemo podijeliti na akutni i
kroni¢ni. Akutni stres nastaje kratkotrajnim, svakodnevnim izlaganjima nekom stresoru te
najceSCe nije Stetan za organizam (3). Akutni stresni odgovor S§titi mozak i pomaze u
obnavljanju i o¢uvanju homeostaze (4). No, u situacijama kroni¢nog stresa stresor je prisutan
u duljem vremenskom intervalu, cijelo vrijeme utje¢e na organizam i moze izazvati Stetu (3).
U slucaju da su akutni ili kroni¢ni stres proizveli samo adekvatan odgovor organizma na
stresor kazemo da se radilo o eustresu, no ako je odgovor pretjeran — govorimo o distresu.
Dakle, distres izaziva stalno izlaganje stresorima u kratkim vremenskim razmacima u kojima
se organizam ne moze u potpunosti oporaviti. Naprotiv, eustres je dobar za ogranizam, a ima
za cilj preusmjeriti potro$nju energije prema organima koji imaju vece zahtjeve za energijom
u stresnom odgovoru. Ciljni organi stresnog odgovora prema kojima se usmjerava energija su
srce, miSiéni sustav, jetra i mozak dok se energija oduzima reproduktivnom i1 imunoloskom
sustavu te procesima regeneracije. Ono Sto je kratkotrajno ekonomicno, dugotrajno
preopterecuje neke ograne glukozom kao izvorom energije. Kod dugotrajnog izlaganja stresu
dolazi do trajnih promjena koje pogadaju i organe koji su suprimirani stresnim odgovorom, ali

i one prema kojima se energija usmjerava (4,5).

Posljedica dugotrajne supresije reproduktivnog sustava je ometanje oslobadanja
reproduktivnih hormona zbog kojih dolazi do poremecaja ovulacije u menstruacijskom
ciklusu koji dovodi do problema pri zacecu (5). Supresija imunoloskog sustava povecava
ucestalost infekcija, razvoja alergija, imunodeficijencije i autoimunih bolesti (6). Kako ljudi
stare, manje su sposobni aktivirati imunoloski odgovor na stresore. Takoder im je potrebno
duze vrijeme regeneracije npr. prilikom zacjeljivanja rana. IstraZzivanja su pokazala da
kroni¢ni stres unaprjeduje stani¢no starenje i da skracuje duljinu telomera (6). S druge strane,
organi preoptereéeni energijom, a poglavito jetra i miSi¢i, nastoje se oduprijeti priljevu
energije jer on dugorocno oStecuje stanice pa dolazi do razvoja inzulinske rezistencije.

Inzulinska rezistencija je patolosko stanje u kojem je poremecena sposobnost inzulinskog
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odgovora. Uzroci inzulinske rezistencije su prirodeni, steeni ili njihova kombinacija.
Prirodenim Cimbenicima pripada mutacija gena za transportere glukoze, signalne proteine i
inzulinski receptor. U steCene ¢imbenike pripadaju neaktivnost, nezdrava prehrana, starenje,
stres i utjecaj lijekova (7). Inzulinska rezistencija vodi u dijabetes tip 2 koji se razvija zbog
nemogucnosti mii¢nih i masnih stanica da iskoriStavaju inzulin. Takoder, uzrokuje bolesti

krvozilnog sustava s posljedicom sr¢anog i mozdanog udara.

Stres bi mogao igrati ulogu i u neurodegeneraciji. Naime, mozak je takoder tkivo ovisno
0 inzulinu zahvaljujuéi sposobnosti glija stanica da nakupljaju glikogen. Specifi¢éna pojava
inzulinske rezistencije u tkivu mozga naziva se dijabetes 3 i manifestira se kao Alzheimerova
bolest (AD). U slucajevima hiperinzulinemije, inzulin se natje¢e s f-amiloid (Ap) za enzim
koji kida inzulin i time onemogucava uklanjanje amiloidnih plakova iz mozga. Dijabetes tip 2
I smanjena tolerancija glukoze sami po sebi su rizik za AD jer dovode do stvaranja produkata
glikolizacije Cije receptore sadrzavaju amiloidni plakovi. U konacnici inzulinska rezistencija
nakon periferije zahvati i neurone srediSnjeg ziv€anog sustava koji smanjuju broj inzulinskih

receptora i manifestiraju poremecéaj metabolizma glukoze — odnosno dijabetes tip 3.

Odgovor na stres je spolno specifican $to znaci da muZjaci i Zenke djeluju razli¢ito na
stresore kako psiholoski, tako i bioloski (8). Kognitivni odgovor na stres slijedi vremenski
ovisan uzorak u kojem se muZzjaci prilagodavaju akutnom stresu, dok izlaganje kronicnom
stresu rezultira Stetnim ucincima na fizioloske sustave i slabijoj spoznaji (9). U situacijama
izlozenih stresu muZjaci smanjuju unos hrane i gube na teZini, zbog toga nakupljaju manje
zeljeza 1 reaktivnih kisikovih radikala te su manje optere¢eni viSkom energije tijekom
kroni¢nog stresa. Takoder je kod muzjaka opazena veca ucestalost pojave infektivnih bolesti,
hipertenzije 1 agresivnhog ponaSanja. Nakon kroni¢nog stresa dolazi 1 do povecanja
anksioznosti kod muzjaka (9). Pojedini uzorci bolesti mogu se pripisati uc¢incima spolnih
hormona ¢iji se u¢inak smanjuje starenjem (8). Odgovor na stres je i dobno specifican. Budu¢i
da stari Stakori, kao 1 ljudi, pokazuju slabljenje fizioloskog sustava, moglo bi se pretpostaviti
da kroni¢ni stres viSe utjeCe na stare nego na mlade Stakore. Mladi Stakori pokazuju bolji
adaptivni odgovor na kroni¢ni stres (9). Takoder, postoji razlika i u bihevioralnom odgovoru,
u starijih Stakora kronican stres ne mijenja prostornu memoriju, poboljSava u€inak kognitivnih
zadataka i smanjuje anksioznost za razliku od mladih S§takora kod kojih je povecana. Mladi

Stakori bolje prepoznaju objekte 1 imaju nesto visu koncentraciju testosterona (9).



1.2. Oksidacijski stres, promjene u metabolizmu Zeljeza i starenje

Vazan mehanizam djelovanja stresa jest proizvodnja reaktivnih kisikovih radikala
(engl. Reactive Oxygen Species- ROS) koji reagiraju s bioloskim molekulama. ROS nastaje
zbog pojacanog metabolizma glukoze u stanicama (2). U stresu, posebno su jetra i mi$iéi
preopterec¢eni metaboliziranjem velike koli¢ine glukoze. Posljedice su nakupljanja glukoze,
koja ne moze biti metabolizirana, stvaranje ROS-a kao nusprodukta pretvorbe glukoze u
adenozin trifosfat (ATP). Prekomjernim stvaranjem ROS-a dolazi do pomaka ravnoteze u
oksidacijsko-redukcijskim reakcijama te samim time do metabolickih promjena kojima se
pokuSava odrzati stalna proizvodnja ATP-a u stanicama (10). Poznato je da povefavanjem
koncentracije ROS-a dolazi do oSteCenja stanice. Povecane koncentracije ROS-a, kao i
oksidacijskog stresa, mogu se povezati s razli¢itim bolestima. ROS mozZe ostetiti baze DNA,
proteine i lipide uzrokujuci razvoj karcinoma, aterosklerozu i koronarne bolesti (11). Takoder,
oksidacijski stres ima bitnu ulogu u procesu starenja upravo zbog toga §to uzrokuje ostecenja
deoksiribonukleotidne kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) (12). Odgovor na
oste¢enje DNA se razvija kako bi se olakSao popravak i produzilo prezivljenje stanice nakon
osteCenja. Medutim, ponavljana aktivacija odgovora na oSte¢enje utjeCe na normalnu
homeostazu tkiva $to dovodi do starenja ili smrti stanice (13). Trajni odgovor na oStec¢enje
DNA moze doprinijeti i nastanku sistemske upale koja je jedan od rizi¢nih ¢ibenika u
nastanku neurodegeneratvinih bolesti povezanih sa starenjem. Posljedice oste¢enja DNA u
mozgu su promijenjena funkcija neurona i transkripcijska represija. Kod relativno mladih
neurona moguca je regeneracija dok kod starih nije. OSte¢enje DNA nije jo$ uvijek dovoljno

dobro povezano s neurodegenerativnim bolestima popracenim znatnim oksidativnim stresom

(13).

Kao odgovor na stres dolazi i do poremecaja metabolizma Zeljeza, odnosno dolazi do
poremecaja u njegovom odlaganju. Ioni Zeljeza sudjeluju u brojnim oksido-reduktivnim
reakcijama, ukljucujuci oksidativnu fosforilaciju — metabolicki put razgradnje glukoze koji se
intenzivno koristi u ciljnim stanicama stresnog odgovora. Mozak i jetra sadrzavaju najvecu
koncentraciju Zeljeza u organizmu. Zeljezo se u stanicama skladisti uz pomo¢ proteina
feritina. Drugi vaZan protein u metabolizmu Zeljeza je transferin. Transferin je glikoprotein
plazme c¢ija je glavna funkcija transport Zeljeza do ciljnih stanica (14). Uz transportnu
transferin ima i zastitnu ulogu — svojim vezanjem slobodnih iona Zeljeza sprjeava stvaranje
ROS-a i toksi¢no djelovanje na stanicu (15,16). Primarno se sintetizira u hepatocitima, ali

sintetizira se 1 u mozgu u oligodendrocitima. Transferin predaje Zeljezo iz krvi na
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transferinski receptor koji osigurava unos zeljeza u stanice. Razlikujemo dvije vrste
transferinskih receptora: transferinski receptor 1 (TfR1) koji se nalazi na velikom broju

stanica i transferinski receptor 2 (TfR2) koji je najvise izrazen u jetri (14).

Poremecaji metabolizma Zeljeza dogadaju se u raznim kroni¢nim bolestima, no za ovu
je studiju posebno zanimljiv metabolicki sindrom. Metabolic¢ki je sindrom skup poremecaja
koji ukljucuju hiperlipidemiju, hipertenziju, pretilost i neadekvatan odgovor na inzulin.
Bolesnici koji pate od ovog poremecaja imaju povecan rizik od dijabetesa tip 2, mozdanog
udara, bolesti srca i krvnih zila (17). Stres se smatra jednim od uzroka metabolickog sindroma
jer remeti hormonsku ravnotezu (17). UtjeCe na organizam izravno aktivacijom
neuroendokrinog odgovora na stres, poviSenje krvnog tlaka ili posredno kroz lose navike (18).
Kona¢no, u metabolickom sindromu dolazi i do preoptere¢enja Zeljezom, zasi¢enost
transferinom je u granicama normale ili blago povisena dok je obiljezje razgradnje zeljeza
povisena koncentracija serumskog feritina koja dovodi do hiperferitinemije (19).
Preopterecenje Zeljezom u hepatocitima jetre dovodi do razvoja jedne od posljedica
metaboli¢kog sindroma - razvoja inzulinske rezistencije koja dovodi do dijabetesa tip 2.
Dokazan je i povezanost izmedu metabolickog sindroma i mentalnih poremecaja, bolesnici

koji pate od mentalnih poremecaja ¢e$ée obolijevaju od metaboli¢kog sindroma (17).

Starenje se definira kao progresivni gubitak stani¢ne regulacije zbog Cega nastaju
promjene u samoj organizaciji organizma (20). Jedna je od posljedica starenja smanjenje
mogucénosti regeneracije koja je u  prisutnosti stresnih faktora inaktivirana. Stres u
kombinaciji sa smanjenom mogucnosti regeneracije dovodi do starenja jetre, miSica 1 mozga,
ciljanih organa u stresu. Zeljezo, iako je nuzno za prezivljavanje stanice, izaziva oSteéenje
stanice. Zeljezo u slobodnom fero-obliku jest toksi¢no jer potpomaze stvaranje ROS-a koji
oste¢uje makromulekule (21). Smanjenje funkcije organizma postupno se razvija godinama.
Karakteristicno je smanjenje vitalnog kapaciteta pluca, slabiji rad srca, smanjenje mentalnih
funkcija i razvoj demencije. Zeljezo se unutar mozga najvise nakuplja u bazalnim ganglijima,
a tijekom starenja povec¢ava mu se ukupna koncentracija u podruéju supstancije nigre (SN)
(22). Takoder, oksidacijsko oStecenje stani¢nih proteina, gubitak homeostaze kalcija i1
agregacija proteina dovode do formiranja amiloidnog depozita koji se akumulira tijekom
starenja (23). Sve te patofizioloSke promjene podloga su za razvoj neurodegenerativnih
bolesti. To potvrduju razna provedena istrazivanja koja su pokazala da se demencija ljudi

udvostrucuje nakon 60. godine Zivota.



1.3. Podloga osjetljivosti supstancija nigre na stres

Supstancija nigra (SN) je jezgra u srednjem mozgu i dio je bazalnih ganglija. Sastoji
se od dva funkcionalno razli¢ita dijela: SN pars compacta (SNC) i SN pars reticulata (SNR).
Neuroni SNC gusto su zbijeni za razliku od neurona SNR. Veéina neurona SNC ima za

neurotransmiter dopamin, dok se neuroni SNR sluze neurotransmiterom GABA.

Dopamin je Siroko rasprostranjen u mozgu, nadzire pokrete i regulira hormonski
odgovor. Dopaminergicki neuroni izrazavaju visoku razinu pigmenta neuromelanina koji se
nakuplja starenjem kao dio fizioloskog procesa (24). Neuromelanin se sastoji od proteina
melanina, lipida i metalnih iona. Uloga mu je vezanje zeljeza i zastita od oksidacijskog stresa.
Nastaje kroz reakcijski niz koji zapocinje oksidacijom dopamina u citosolu do dopamin-
kinona. Zatim reakcija ide u smjeru nastajanja eumelanina ili feomelanina koji se na kraju
pretvaraju u neuromelanin. Ovim se metaboli¢kim putevima uklanja i visak dopamina ¢ija
akumulacija poti¢e smrt neurona pa neuromelanin sluzi za spasavanje stanice. Neuromelanin
je netopljiv pigment koji neuronskom smrti dospijeva u izvanstani¢ni prostor SN u kojem se
zadrzava i postaje izvor kroni¢nih upala. Upale mogu biti fagocitirane i unistene od strane
mikroglija, ali Cesto izazivaju dodatni citotoksicni odgovor jer na mjestu upale dolazi do
luCenja citokina 1 posljedi¢ne destrukcije neurona (24). Kako je zeljezo potrebno u enzimskim
reakcijama uklanjanja dopamina i nastajanja neuromelanina — ravnoteza izmedu Zeljeza,
dopamina i neuromelanina je klju¢na za odrZavanje homeostaze stanice (24). Osim svoje
specificne uloge u metabolickom putu nastanka neuromelanina, Zeljezo u mozgu sluzi za
sintezu mijelina, neurotransmitera i mitohondrijsku respiraciju pa neravnoteza zeljeza
dugoro¢no pogada i druge dijelove mozga. Za razliku od drugih organa, mehanizam
preuzimanja, skladiStenja i koriStenja Zeljeza specifian je za svaki tip stanice unutar mozga
(25). Tako primjerice, oligodendrociti imaju najvece koli¢ine feritina pa se ova vrsta stanica
moze prepoznati histoloskim bojanjima za prikaz Zeljeza. Pretjerano nakupljanje zeljeza
pospjesSuje oksidacijska oStecenja proteina Sto dovodi do talozenja proteina i razvoja
neurodegenerativnih bolesti (26). Skladistenju zeljeza su posebno skloni dopaminergicki
neuroni pa su oni posebno osjetljivi na stresom izazvanu neurodegeneraciju. Poremeceni
omjeri koncentracija zeljeza i transferina u razli¢itim dijelovima mozga moguca su podloga
neurodegenerativnim bolestima kakav je Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer disease, AD)
(14). Mada je fenomen nakupljanja zeljeza u neurodegenerativnim bolestima dobro poznat,

do sada nije direktno povezan s kroni¢nim stresom.



1.4. Neurodegeneracija i promjene metabolizma Zeljeza

Mozak doseze svoju najvec¢u masu u dobi oko 20 godina, a zatim ju polako gubi tijekom
zivota. Strukturne i kemijske promjene u mozgu su normalne, ali gubitak neurona nije (4). AD
i druge demencije karakterizira progresivni gubitak pamcenja koji dovodi do demencije i
smrti (28). Naj¢esc¢a je smrt neurona u hipokampusu i mozdanoj kori. Simptomi bolesti su
vremenska i prostorna dezorijentiranost, slaba koncentracija i otezana komunikacija (4). Dvije
karakteristi¢ne patologije potrebne za dijagnozu AD su izvanstani¢ne naslage f amiloidnih

plakova i neurofibrilni snopovi koji se sastoje od tau proteina (29).

Cijepanjem transmembranskog amiloid prekursorskog proteina (engl. amyloid
precursor protein, APP) B- ili a- te y sekretazom nastaju peptidi razli¢ite duljine. Jedan od
njih je AP peptid koji je ve¢inom dug 40 aminokiselina. Fizioloski AP je posrednik urodene
imunosti 1 ima ulogu u neuroplasti¢nosti, olakSava ili inhibira sinapticku aktivnost (30). A
ima afinitet za vezanje metalnih iona pa se smatra odgovornim za nakupljanje Zeljeza u
mozgu. S obzirom da AP nastaje fizioloski, njegova se toksicna uloga moze povezati s
nakupljanjem Zeljeza. Izvanstaniéne nakupine AP nalaze se u mozgu gdje formiraju
oligomere, B-ploce i agregiraju u manje nakupine — senilne plakove (31). Nakupljanje senilnih
plakova dovodi do izvanstani¢nog talozenja te do stvaranja unutarstani¢nih neurofibrilarnih
snopova (32). Ova pojava rezultira poremecajima proizvodnje energije i disfunkcije neurona.
Do poremecaja u mozgu dolazi i prilikom problema u metabolizmu APP-a tj. prilikom
agregacije, odlaganja i nemoguc¢nosti uklanjanja ApB-a. APP povecava otpornost na neuronske
oksidativne i metabolicke napore (33). Izbacuje Zeljezo u izvanstaniéni prostor, stoga mu se
koncentracija povecava s poveCanim razinama unutarstani¢nog zeljeza (14). U senilnim
plakovima dolazi do nakupljanja Zeljeza, transferina i feritina Sto nas dovodi do zakljucka da
nakupljanje doprinosi razvoju AD (34). Imunoloski odgovor u neurodegenerativnim
bolestima ukljucuje aktivaciju glija stanica, posebno mikroglija i astroglija. U fizioloskim
uvjetima stanice mikroglije imaju funkciju fagocita. U AD, aktivirana stanica mikroglije luci
veliki broj molekula (proupalne citokine, prostaglandine i ROS) koji pridonose kroni¢nom

stresu i izazivaju smrt neurona (33).

AD je povezana s povecanjem koliCine zeljeza koje je posljedica poremecene
homeostaze zeljeza. Jedan od glavnih razloga degeneracije aksona i neuronske smrti je
preopterecenje Zeljezom. Nakupljanje zeljeza izaziva stres neurona, odgovor moze biti

prezivljenje ili smrt stanice (26). Zeljezo se akumulira u mitohondrijima, stoga smanjena



funkcija mitohondrija i poremecen transport elektrona nas dovode u vezu sa stvaranjem ROS-
a 1 nastankom osteéenja stanica (35). Takoder, traume mozga i lezije prisutne u mozgu kod

bolesnika koji pati od AD povezane su sa stvaranjem ROS-a (34).

Tau protein je fosfoprotein ukljucen u stabilizaciju mikrotubula (36). Mikrotubuli su
ukljuceni u odrzavanje oblika stanice i sluze u regulaciji prijenosa aksona (37). Tau protein se
eksprimira u neuronima i oligodendrocitima. Fosforilacija je primarni mehanizam Koji
regulira vezanje tau proteina na mikrotubule. U normalnim uvjetima protein ostaje topljiv, ali
u AD, hiperfosforilacijaom tau proteina uniStava se njegova normalna funkcija.
Hiperfosforilacija je reakcija ravnoteze izmedu kataliticke aktivnosti kinaza 1 fosfataza (33).
Glavna abnormalnost je hiperfosforilacija koja dovodi do stvaranja neurofibrilarnih lezija i
nemogucnost vezanja tau proteina za mikrotubule. Gubitak kapaciteta vezanja za mikrotubule
potie destabilizaciju citoskeleta S§to na kraju uzrokuje smrt neurona (33). Patologija tau
proteina tj. njegov toksiGan efekt nakupljanja Kkarakteristika je velikog broja

neurodegenerativnih bolesti (36).

Kronicni stres i starenje su rizi¢ni ¢imbenici za razvoj neurodegeneracije, oksidacijski
stres povecava proizvodnju amiloida, a isto tako proizvodnja amiloida povecava oksidacijsko
ostecenje stanice (38). Oksidacijski procesi transformiraju neagregirane amiloide u agregirane
I time postaju izvor stvaranja ROS-a i utjeCu na razvoj neurodegeneracije (34). Brojni stani¢ni
obrambeni mehanizmi sluze za sprjeCavanje nagomilavanja ROS-a i zaStite organizma.
Superoksid dizmutaza, katalaza i glutationperoksidaza utjeCu na uklanjanje ROS-a (23).
Takoder, antioksidansi sprecavaju stvaranje ROS-a, uniStavaju ve¢ postojece i pruzaju nam
zaStitu od toksi¢nosti amiloida (34). S obzirom da je AD slozen multifaktorski poremecaj,
zahtijeva jednako slozene postupke u lijeCenju. Rano otkrivanje bolesti, kombinirana terapija i
zdrav zivot doprinose smanjenju patologije. Strategije u lijeCenju su usredotoCene na rano
otkrivanje strukturnih promjena mozga, biomarkera (AP, ukupni i fosforilirani tau protein),
kombiniranoj terapiji u raznim fazama kognitivnog gubitka te na izbjegavanje loSih navika i
nacina zivota koji moze dovesti do dijabetesa, kao jednog od rizi¢nih faktora nastanka AD

(33).

Ova studija se bavi ulogom kroni¢nog stresa u pojavi disbalansa u metabolizmu Zeljeza i

posljedi¢noj pojavi neurodegeneracije.



2. HIPOTEZA

Kroni¢ni stres, radi povecanja ucinkovitosti oksidativne fosforilacije, uzrokuje
nakupljanje zeljeza u neuronima $§to dovodi do endoplazmatskog stresta i nakupljanja
precipitiranih proteina izvan i unutar stanice, a osobito u dopaminergi¢kim neuronima. Stakori
starije dobi, izlozeni kroni¢nom stresu, imat ¢e vise nakupljenog zeljeza, ali i precipitiranih

proteina od Stakora izloZenih laznom stresu kao i od mladih Stakora.



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj je istrazivanja napraviti imunokemijska i histoloska bojanja na Zeljezo i amiloid iz
arhive rezova tkiva mozgova mladih i starih muzjaka Sprague Dawley $takora koji su izlozeni
pravom i laznom kroni¢nom stresu te utvrditi mogucu povezanost kroni¢nog stresa,

poremecaja metabolizma Zeljeza 1 neurodegeneracije.

1. Uporabom modifikacije histoloskog bojenja Pearls-DAB na rezovima mozga procijeniti

sadrzaj zeljeza u dopaminergi¢kim jezgrama mozga.

2. Uporabom imunohistokemijske metode prikazivanja transferina kvantificirati koli¢inu ovog

transpornog proteina za Zeljezo u dopaminergickim jezgrama.

3. Uporabom histoloske boje Congo crvene procijeniti koli¢inu amiloida na rezovima mozga

u 4 skupine zivotinja.

4. Uporabom imunohistokemijske metode u kojoj se koristi primarno protutijelo na tau
protein procijeniti koli¢inu unutarstani¢nih precipitata hiperfosforilirane forme mikrotubula u

4 skupine zivotinja.



4. MATERIJALI | METODE
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao studija parova na Sprague Dawley Stakorima uzgojenim u
Vivariju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Analizirali smo mlade zivotinje u dobi od 3,5
mjeseca prema starim zivotinjama u dobi od 12 mjeseci izloZeni pravom kroni¢nom i laznom

stresu.
4.2. Materijali

Studijom su obuhvaceni mladi i stari muzjaci Sprague Dawley Stakora izlozeni pravom
ili laZznom stresu. Studija je dio HRZZ projekta ,,Patofizioloske posljedice promjene sastava
lipidnih splavi“ odobrenog od strane Etickog povjerenstva za istrazivanje Medicinskog
fakulteta Osijek te Ministarstva poljoprivrede Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane
(Klasa: 602-04/16-08/15; Broj: 2158-61-07-16-143; dana 16. prosinca 2016.) voditelja prof.
dr. sc. Marije Heffer. Arhiva tkiva je napravljena od strane doktorandice Marte Balog koja
ima certifikat za rad sa zivotinjama. Dopustenje za dio studije koji je prikazan ovim zavrSnim
radom izdalo je EtiCkog povjerenstva za istraZivanje Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa:
602-04/18-08/07; Broj: 2158-61-07-18-108; dana 6. lipnja 2018.). U studiju je ukljuceno 40
muzjaka Sprague Dawley Stakora (4 skupine, 10 Zivotinja po skupini) koje su u dobi od 3,5
mjeseci ili 12 mjeseci izloZene laznom ili pravom stresu u trajanju od 3 ciklusa po 10 dana sa
stankom od 2 tjedna izmedu svakog ponavljanja. Skupine su bile: 1. mlade Zivotinje izlozene
laznom stresu, 2. mlade zivotinje izlozene pravom stresu, 3. stare zivotinje izlozene laznom
stresu, 4. stare Zivotinje izlozene pravom stresu. lzabrani stresori bili su: zvukovi alarma
tijekom dormantnog perioda (od 14 do 16 sati), prisilno plivanje u hladnoj vodi (3 min),
boravak u hladnoj prostoriji, izlaganje svjetlu tijekom dormantnog razdoblja (od 14 do 16
sati), imobilizacija, boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresalici 40 minuta, test
tolerancije na glukozu, test tolerancije na inzulin te gladovanje prije testova tolerancije na
inzulin (3 sata prije testa) i glukozu (14 do 16 sati prije testa). lzlaganje stresorima se po
potrebi ponavljalo 2 puta u razdoblju od 10 dana. Na kontrolnoj je skupini proveden lazni
stres Kkoji podrazumijeva boravak u istom okolisu, no bez izlaganja stresorima. Ovim se
postupcima izbjegava stresni utjecaj samog okoliSa te utjecaj same manipulacije kojima su
zivotinje izlozene. Mlade su Zivotinje Zrtvovane sa 6, a stare sa 14,5 mjeseci. Zivotinje su

zrtvovane 15 dana nakon posljednjeg ciklusa stresa, a uzorci su prikupljeni svjezi i pohranjeni
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na — 80 °C ili su fiksirani te pripremljeni za histolosku analizu te je tako napravljena arhiva

uzoraka na koju se nastavlja ova studija.
4.3. Metode

40 uzorka tkiva mozga narezani su na kriostatu (Leica CM3050 S Wetzlar, Njemacka) u
koronarnom smjeru na debljinu od 35 um. Rezovi su navuceni na stakla za histoloska bojenja
ili su pohranjeni u de Olmos na - 18 °C u slucaju imohistokemijskih bojanja. OsuSene rezove,
navucene na stakla, bojani su metodom Perls-DAB modificiranom za dokazivanje Zeljeza u
mozgu. Susjedni rezovi su obojani histoloskim bojanjem Kongo crvenom kojim se prikazuju
plakovi amiloida. Imunohistokemijskom metodom, uz pomo¢ protutijela na transferin i tau
protein te odgovaraju¢im sekudarnim protutijelima vizualiziranim diaminobenzidinom,
prikazan je polozaj transferinskog receptora i precipitati unutarstani¢nih proteina. Histoloski i
imunohistokemijski preparati fotografirani su pod mikroskopom (Zeiss Axio MOT 2) s

kamerom Olympus DP70 i zatim kvantificirati programom ImageJ F1JI.
4.3.1. Histoloska bojanja

Za dokazivanje prisustnosti Zeljeza u rezovima mozga koristimo modificiranu metodu
Perls-DAB, a reakciju poja¢avamo inkubiranjem u otopini diaminobenzida (DAB, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) priredenoj prema uputama proizvodac¢a. OsuSene rezove
rehidriramo u destiliranoj vodi tijekom 10 minuta. Rehidrirane rezove inkubiramo 60 minuta
uz lagano tresenje u Perlsovoj otopini koja sadrzi 4 % Kkalijevog fericijanida, 10 %
polivinilpirolidina te 0,2 M HCI. Isperemo rezove destiliranom vodom 3 x po dvije minute.
Zatim rezove inkubiramo u metanolu s vodikovim peroksidom volumnog udjela 1 %, 75
minuta uz lagano tresenje. Nakon toga ih isperemo s vodom 3 X po dvije minute te razvijamo
boju u otopini diaminobenzida 20 minuta. Otopinu DAB-a isperemo destiliranom vodom 3 x

po dvije minute.

Za dokazivanje amiloida koristimo histolosku boju Congo red prema protokolu iz
Linda L. Vacca; Laboratory manual ofHistochemistry. Lippincott Wiliams and Wilkins. 1985.
Rezove su 3 puta isprani u PBS-u (engl. Phosphate Buffered Saline), a potom jednom u
destiliranoj vodi 30 sekundi. Nakon toga rezove stavljamo u otopinu boje Congo red koja se
priprema s 0,1 g boje u 100 ml 50 %-tnog etanola. Nakon bojanja, rezove 2 puta ispiremo u
obi¢noj vodi 1 stavljamo u diferencijator koji je sadrzavao 0,05 mol/L natrijevog hidroksida u

80 %-tnom etanolu. U diferencijatoru ispiremo kratko dok ne uo€imo odbojavanje. Nakon
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diferencijatora jo$ tri puta ispiremo u destiliranoj vodi i potom navla¢imo rezove na
zelatinizirana stakla. Rezovi su ostavljeni da se osuSe na sobnoj temperaturi, a zatim ih

prekrivamo pokrivalom i pokrovnim stakalcem.
4.3.2. Imunohistokemijska bojanja

Za imunohistokemijske analize koriste se rezovi tkiva mozga debljine 35 um. Uz
pomo¢ protutijela na transferin i tau protein te odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima
vizualiziranim diaminobenzidom prikazujemo polozaj transferinskog receptora i nakupljanje

unutarstani¢nih proteina.

Za prikazivanje transferinskog receptora koristila sam miSja protutijela (anti-
Transferrin Receptor s 0.1% sodiumazid; Invitrogen, Waltham Massachusetts, USA) i
sekundarna kozja protumisja (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA,
SAD). Rezovi za dokazivanje tau proteina inkubirani su u primarnom protutijelu (Anti-Tau
(4-repeat isoform RD4)clone 7D12.1, MAB 361-millipor, Millipore, Temecula, CA, SAD) i
sekundarnom (Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat Anti-mouse 1gG, Jackson Immuno
Research Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD). Preparati pohranjeni u de Olmos, ispirani
su 3 x ulx PBS-u, a potom stavljeni u predtretman 1 % H>O, dva puta po 20 minuta sa
svrhom inaktiviranja endogenih peroksidaza. Uzorci su prebaceni u blokirajucu otopinu koja
sadrzi 1 % BSA (engl. Bovine serum albumin), s dodatkom 5 % kozjeg seruma. Nakon
blokiranja nespecificnih vezanja protutijela, rezovi se stavljeni u otopinu primarnog
protutijela na transferin i na tau protein u omjeru 1:500 kojeg priredujemo razrjedivanjem u
bloking otopini. Inkubiramo preko noc¢i na + 4 °C uz njezno tresenje. Rezovi su isprani u
PBS-u tri puta po 10 minuta te su potom premjesteni u otopinu sekundarnog protutijela
razrijedenog u otopini za blokiranje u omjeru 1:500. Uzorke inkubiramo na + 4 °C uz njezno
tresenje tijekom 4 sata. Nakon toga rezovi su isprani 3 x po 10 minuta u PBS-u te stavljani u
otopinu tercijarnog kompleksa. Tercijarni kompleks sadrzava avidin u omjeru 1:250 i biotin-
HRP u omjeru 1:250. Tercijarni je kompleks inkubiran 2 sata na + 4 °C uz njezno tresenje, a
potom ispranu PBS u 3x po 10 minuta i jednom u TBS-u (Tris-HCI Buffered Saline) 10
minuta. Vizualizacija je napravljena u DAB otopini u trajanju od 3 minute. Vremena
razvijanja bila su jednaka za sve grupe rezova. Nakon toga obojane preparate navukla sam na
predmetna stakalca i ostavila da se osuse na sobnoj temperature. Osuseni preparati pokriveni
su prekrivalom Vectamount za imunohistokemijske preparate (Vector Laboratories,

Burlingame, CA USA) i pokrovnim stakalcem.
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4.3.3. Statisticke metode

Kategorijski su podatci  predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Numericki su podatci opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalnu, a u ostalim slufajevima medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju
nezavisnih skupina testirane su Studentovim t testom, a u slucaju odstupanja od normalne
raspodjele Mann-Whitneyevim U testom. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti
je postavljena na p = 0,05. Za statisticku je analizu koriSten statisticki program Statistica 12
(Quest Software Inc., Aliso Viejo, CA, SAD).
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5. REZULTATI
5.1. Nakupljanje Zeljeza u stanicama SNR kod muZjaka izloZenih kroni¢nom stresu

Nakupljanje Zeljeza u stanicama SNR ne slijedi normalnu distribuciju. Najvise Zeljeza u
stanicama SNR imaju stare kontrolne zivotinje izloZene samo sham stresu, a najnize
vrijednosti imaju mlade kontrolne Zivotinje izlozene sham stresu, (Slika 2). Opcéenito, obje
starije skupine zZivotinja imaju statisticki znacajno vise Zeljeza u odnosu na mlade kontrolne
zivotinje (p < 0.001). Kroni¢ni stres znacajno podize koli¢inu Zeljeza u stanicama SNR
mladih Zivotinja u odnosu na kontrole iste dobi (p < 0.001). Kod starih zivotinja stres ne

izaziva znacajne promjene u koli¢ini nakupljenog zeljeza.

ZELJEZO U SNR

MLADE SHAM MLADE KRONICNI STARE SHAM STARE KRONICNI

Slika 1. Prikaz rezultata histoloskog bojanja Perls-DAB za dokazivanje prisutnosti Zeljeza u
SNR mladih i starih muzjaka izloZenih kronicnom stresu. Povecanje 400 x, veli¢ina skale 50

um. Zeiss Axioskop 2 MOT, Jena, Germany s kamerom Olympus DP-70.
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Slika 2. Razlika u nakupljanju zeljeza u SNR izmedu 4 skupine zivotinja. Mann-Whitney U
Test za nezavisne uzorke, *statisticka znacajnost p < 0.05, **statisticka znacajnost p < 0.005,

*#% statisticka znacajnost p < 0.001
5.2. Imunohistokemijski prikaz transferinskog receptora u SNR

Ekspresija transferinskog receptora ne slijedi normalnu distribuciju. Najvecu ekspresiju
transferinskog receptora u SNR pokazuju stare kontrolne zivotinje, a najmanju mlade
zivotinje izloZene kroni¢nom stresu. Kroni¢ni stres spusta ekspresiju transferina i1 kod starih 1
kod mladih zivotinja (p < 0.001). Kod starih Zivotinja izloZenih kronicnom stresu ekspresija
transferinskog receptora nije znacajna zbog velike standardne devijacije koja je tipi¢na za

starenje, (Slika 4).

TRANSFERIN U SNR

MLADE SHAM MLADE KRONICNI STARE SHAM STARE KRONICNI

SNR

Slika 3. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojanja na transferinski receptor u SNR mladih
i starih muzjaka izlozenih kroni¢nom stresu. Povecanje 400 X, veli¢ina skale 50 um. Zeiss

Axioskop 2 MOT, Jena, Germany s kamerom Olympus DP-70.
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Slika 4. Razlika u ekspresiji transferina unutar SNR izmedu 4 skupine Zivotinja. Mann-
Whitney U Test za nezavisne uzorke, *statisti¢ka znacajnost p < 0.05, **statisticka znacajnost

p < 0.005, ***statisti¢ka znacajnost p < 0.001.
5.3. Nakupljanje pTAU u stanicama SNR Zivotinja izloZenih kroni¢nom stresu

Nakupljanje pTAU u stanicama SNR ne slijedi normalnu distribuciju. Najvise pTAU
imaju stare Zivotinje izloZene kroni¢nom stresu, a najmanje mlade Zivotinje izloZene
kroni¢nom stresu. Stare Zivotinje izlozene kronicnom stresu nakupljaju viSe tau agregata od
starih Zivotinja izlozenih sham stresu i pokazuju statisticki znac¢ajnu razliku (p < 0.001). Stare
Zivotinje izloZene kroni¢nom stresu ujedno imaju najveéu standardnu devijaciju. Mlade
zivotinje izlozene sham stresu nakupljaju viSe tau agregata od mladih Zivotinja izloZenih
kroni¢nom stresu. Kod mladih, stres ne izaziva znafajno mjenjanje koli¢ine pTAU, ali kod

starih dovodi do znacajnog povecanja.
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pTAU U SNR

MLADE SHAM MLADE KRONICNI STARE SHAM STARE KRONICNI

SNR

Slika 5. Rezultati imunohistokemijskog bojanja na tau protein u SNR mladih i starih muzjaka
izlozenih kroni¢nom stresu. Poveéanje 400 x, veli¢ina skale 50 um. Zeiss Axioskop 2 MOT,

Jena, Germany s kamerom Olympus DP-70.
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Slika 6. Razlika u nakupljanju tau proteina u SNR izmedu 4 skupine zivotinja. Mann-Whitney
U Test za nezavisne uzorke, *statisticka znacajnost p < 0.05, **statisticka znacajnost p <

0.005, ***statisticka znacajnost p < 0.001.
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5.4. Congo Red bojanje

Mlade zivotinje izlozene sham stresu imaju znacajno vece bojenje tipi¢no za amiloid (p
< 0.05). Stare zivotinje izlozene kroni¢nom stresu pokazuju statisticku znacajnu razliku u
odnosu na mlade zivotinje izlozene kroni¢nom stresu i nakupljaju znacajno manje amiloida (p

<0.05), (Slika 8).

CONGO RED

SHAM STRES KRONICNI STRES

MLADE

STARE

Slika 7. Prikaz rezultata histoloskog bojanja Congo Red za prikazivanje amiloida u SNR
mladih 1 starih muZzjaka izloZenih kroni¢nom stresu. Povecanje 400 x, veli¢ina skale 50 pum.
Zeiss Axioskop 2 MOT, Jena, Germany s kamerom Olympus DP-70. Fotografirano kroz 4
filtera: DAPI, crvenim, zelenim i svjetlosnim. U kompozitima su koristena 3 filtera: DAPI,

crveni i zeleni.

18



Kongo Red

5000000 ke
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

pikselapo vidnom polju

Povrsinakongo red obojenih

B MLADI SHAM [l MLADI KRONICNI [l STARI SHAM [l STARI KRONICNI

Slika 8. Razlika u Congo Red bojanju za prikazivanje senilnih plakova u SNR izmedu 4
skupine Zivotinja. Mann-Whitney U Test za nezavisne uzorke, *statisticka znacajnost p <

0.05, **statisticka znacajnost p < 0.005, ***statisticka znacajnost p < 0.001.
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6. RASPRAVA

U ovom smo istrazivanju ispitali utjecaj kroni¢nog stresa na promjene metabolizma
zeljeza u mozgu muzjaka Sprague Dawley Stakora. Modifikacijom histoloSkog bojanja Pearls-
DAB na rezovima mozga procijenjena je koli¢ina Zeljeza u SNR. Dosadasnja istrazivanja su
pokazala da kroni¢ni stres unaprjeduje stanicno starenje (6). Istrazivanja distribucije Zeljeza u
mozgu pokazala su da stupanj iskoriStenja zeljeza, prvenstveno u bazalnim ganglijima, raste s
godinama te u odredenim poremecajima. Takoder, proces starenja sam po sebi dovodi do
povecanja koli¢ine zeljeza. Ovom studijom dokazali smo da kroni¢ni stres uzrokuje
nakupljanje Zeljeza u neuronima SNR kod mladih, ali ne kod starih Zivotinja. Stari Stakori
pokazuju slabljenje fizioloskih sustava pa bi se moglo pretpostaviti da kronicni stres vise
utjece na njih (9). U ovoj smo studiji dokazali da stare zivotinje izlozene kroni¢nom i sham
stresu viSe nakupljaju zeljezo od mladih Zivotinja izloZenih kroni¢nom i sham stresu. Stare
zivotinje pokazuju jako veliku standardnu devijaciju pa bi se moglo pretpostaviti da to znaci
kako ne stare sve zivotinje istom brzinom. Jedan od mogucih uzroka razlike u brzini starenja
mogao bi biti polozaj Zivotinja u Goporu. Zivotinje koje su na vrhu same hijerarhije i koje
uslijed toga imaju manji socijalni stres, imaju bolje uvjete za zivot pa stare sporije od onih
zivotinja koje su na dnu socijalne hijerarhije. Tako alfa muzjaci, dominantni ¢lanovi Copora,
imaju prednost pri hranjenju i razmozavanju dok su omega muzjaci, najnizi ¢lanovi hijerahije,
podredeni 1 doZivljavaju stalne napade od alfa muZzjaka, stoga oni najbrze stare. Kako su nase
zivotinje koje pripadaju istoj skupine drzane u grupama od po 4 Zivotinje za pretpostaviti je da
je doslo do stvaranja socijalne hijerarhije te da su neke Zzivotinje u njoj bile bolje

pozicionirane.

Imunohistokemijskim bojanjem analizirana je ekspresija transferinskog receptora u
jezgri SNR. Dokazali smo da stare Zivotinje izloZene kroni¢nom stresu eksprimiraju vise
transferina, koji sluzi za prijenos zeljeza, nego mlade Zivotinje izloZene kroni¢nom stresu.
Stoga stare Zivotinje izloZene kroni¢nom stresu imaju veci kapacitet za nakupljanje Zeljeza jer
im je ono potrebno za oksidativne procese. Jedan od procesa u kojem su potrebni ioni Zeljeza
je oksidativna fosforilacija — zavrsni metabolicki put razgradnje glukoze koja se koristi u svim
stanicama, ali je posebno bitan za one koje imaju veliku metabolicku aktivnost kao $to su
mozak i misici, te osobito kod odgovora na stresne situacije (14). Ovi rezultati idu i u prilog
tome da je kod mladih Zivotinja ve¢a moguénost regeneracije. Takoder ih mozemo povezati i
s nastankom metaboli¢kog sindroma u kojem dolazi do nakupljanja Zeljeza, blagog poviSenja

u ekspresiji transferina 1 povecanja koncentracije feritina (19). Park i sur. su zakljucili kako je
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smanjena zasi¢enost transferina povezana s povecanim rizikom nastanka poremecaja u
metabolizmu glukoze i razvoja inzulinske rezistencije (40). Porast transferinskog receptora na
membrani ima za posljedicu unosa slobodnog zZeljeza koje stanici daju veci kapacitet
oksidacije, ali i dovodi do porasta oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres ima za posljedicu
razvoj jednog od uzroka nastanka metablickog sindroma, a to je razvitak inzulinske
rezistencije (17,19,40). Stare zivotinje izlozene sham stresu imaju veliku standardnu
devijaciju koju, kao i kod Zeljeza, objaSnjava polozaj Zivotinja u Coporu. Stare Zivotinje
izloZene sham stresu imaju najviSe vrijednosti transferina i najvise nakupljenog zeljeza §to nas
dovodi do zakljucka da ekspresija transferina odrazava koli¢inu nakupljenog Zeljeza. Kod
mladih zivotinja izlozenih kroni¢nom stresu ekspresija transferina pada u odnosu na mlade
zivotinje izlozene sham stresu dok zalihe Zeljeza rastu u odnosu na mlade sham zivotinje.
Razlog tomu su neki dodatni mehanizmi (brze prilagodavanje stresnim situacijama) kod
mladih Zivotinja izloZzenih kroni¢nom stresu koji ¢uvaju zalihe Zzeljeza usprkos snizavanju

transferina.

Imunohistokemijskim bojanjem na pTAU procjenjeno je nakupljanje neurofibrilarnih
snopova. Opsezne studije Braak-a i Braak-a govore da je ¢ak i mali broj neurofibrilarnih
lezija, koje nastaju hiperfosforilacijom, patoloski i da predstavljaju rane stadije u AD (26,28).
NajviSe pTAU se nalazi u stanicama starih Zivotinja izloZenih kroni¢nom stresu pa prema
tome stare Zivotinje imaju vedi rizik od nakupljanja ovog tipa patoloskih promjena. Toksican
efekt nakupljanja pTAU u kombinaciji s procesom starenja €ini rizi¢ni ¢imbenik u nastanku
velikog broja neurodegenerativnih bolesti (36). Koli¢ina pTAU nije proporcionalna s
koli¢inom Zeljeza u stanicama jer Zivotinje koje imaju najvise vrijednosti Zeljeza u stanicama
SNR nemaju najvise vrijednosti pTAU. Zbog toga se smatra da je stres ¢cimbenik koji dovodi

do povecanja koli¢ine pTAU epitopa.

Koli¢ina amiloida procijenjena je uporabom histoloske boje Congo Red na rezovima
mozga 4 skupine zivotinja. Istrazivanja pokazuju da oksidacijski stres povecava proizvodnju
amiloida, a isto tako poznato je i da proizvodnja amiloida povecava oksidacijsko oStecenje
stanice (38). Takoder, oksidacijski procesi transformiraju neagregirane amiloide u agregirane,
time postaju izvor stvaranja ROS-a i utje¢u na razvoj neurodegenerativnih bolesti (34). Iako
smo ovom studijom dokazali da mlade zivotinje nakupljaju vise amiloida od starih, stanice
SNR nisu sklone nakupljanju amiloida. Jezgra je autoflorescentna zbog svoje dopaminergicke
prirode pa je autoflorescencija najveca u skupinama mladih Zivotinja. Pretpostavlja se da

mlade zivotinje imaju najveéi metabolizam monoamina tj. da se radi 0 autoflorescenciji
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monoamina, a ne o plakovima. Aktivnost monoamin oksidaze B se povefava u mozgu
pacijenata s AD. Takoder, prekomjerna ekspresija monoamin oksidaze B utjece na pojacano
stvaranje AP §to povezujemo s nastankom neurodegeneracije (39). U mozgu pacijenata s AD
nalazimo izvanstanicne plakove odnosno nakupine AP. Ramos-Rodriguez i sur. su proucavali
vaskularne promjene uzrokovane nekim od rizi¢nih ¢imbenika u nastanku metabolickog
sindroma te dosli do zakljucka kako dolazi do nakupljanja B-amiloida koji pogorSava
patologiju AD (41). Kako bi poboljsali istrazivanje i dokazali koli¢inu amiloida u jezgri SNR
potrebno je napraviti imunohistokemijsko bojanje. U nasem slucaju, istrazivanje bi trebalo
prosiriti i na podru¢je hipokampusa. Podru¢je hipokampusa i njegova funkcija u procesima
memorije visestruko je istrazena. Jedno je od prvih mjesta zahvaceno neurodegenerativnom
bolesti, AD, pa bi bilo zanimljivo utvrditi koje su posljedice stresa na neurone na podrucje

hipokampusa.

Uzimajuéi u obzir rezultate radova, kao i rezultate ovoga istraZivanja, moZe se
zakljuciti da starenje 1 stres uzrokuju promjene u metabolizmu Zeljeza u mozgu muzjaka
Sprague Dawley Stakora. Prvenstveno dolazi do nakupljanja zeljeza u neuronima SNR kod
starijih skupina zivotinja koje dovodi do oStecenja i smrti stanica i povezuje se s nastankom
AD. Takoder se 1 nakupljanje pTAU smatra jednim od uzro¢nika AD. U naSem istrazivanju
koli¢ina pTAU nije proporcionalna s koli¢inom Zeljeza u stanicama SNR S§to nas dovodi do
zakljucka da je stres jedan od mehanizama koji podize razinu pTAU epitopa.
Autoflorescencija jezgre je najveca u skupini mladih Zivotinja zbog povecanog metabolizma

monoamina, a ne zbog amiloidnih plakova jer stanice SNR nisu sklone nakupljanju amiloida.
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7. ZAKLJUCAK

Provedeno istrazivanje i dobiveni rezultati dovode do sljede¢ih zakljucaka:

1. Starenje uzrokuje nakupljanje Zeljeza i pTAU u neuronima SNR Sprague Dawley Stakora.
2. Kroni¢ni stres uzrokuje nakupljanje Zeljeza u neuronima SNR kod mlade skupine zivotinja.

3. Ekspresija transferina odrazava koli¢inu nakupljenog Zeljeza.
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8. SAZETAK

Uvod: Poveéanje koli¢ine Zeljeza u neuronima povezano je s oksidativnim oSteCenjem,
nakupljanjem amiloida i neurodegeneracijom. Poremecaj metabolizma Zeljeza pojavljuje se u

Alzheimerovoj bolesti koja je dovedena u vezu s kroni¢nim stresom.

Ciljevi: Napraviti imunokemijska i histoloska bojanja na Zeljezo i amiloid iz tkiva mozgova
mladih i starih muzjaka Sprague Dawleyte i utvrditi moguc¢u povezanost kroni¢nog stresa,

poremecaja metabolizma Zeljeza 1 neurodegeneracije.

Materijali i metode: Studijom su obuhvaceni mladi i stari muzjaci Sprague Dawley Stakora
izlozeni pravom 1ili laZznom stresu. U studiju je ukljuc¢eno 40 muzjaka Sprague Dawley Stakora
(4 skupine, 10 Zivotinja po skupini) koje su u dobi od 3,5 mjeseci ili 14,5 mjeseci izloZene
laznom ili pravom stresu. Izabrani stresori bili su: zvukovi alarma tijekom no¢i, prisilno
plivanje Stakora u hladnoj vodi, boravak Stakora u hladnoj prostoriji i izlaganje svjetlu tijekom
noéi. Zivotinje su zrtvovane 15 dana nakon posljednjeg ciklusa stresa, a uzorci su prikupljeni i
pohranjeni na - 80 °C ili u obliku fiksiranog tkiva pripremljenog za histolosku analizu te je

tako napravljena arhiva uzoraka.

Rezultati: Najvise Zeljeza i transferina u stanicama supstancije nigre (SN) imaju stare
zivotinje izloZzene sham stresu, a najniZe vrijednosti imaju mladesham Zivotinje. NajviSe
pTAU imaju stare Zivotinje izloZzene kroni¢nom stresu, a najmanje mlade. Mlade zivotinje

nakupljaju viSe amiloida od starijih.

Zakljudak: Starenje uzrokuje nakupljanje Zeljeza i pPTAU u neuronima SN. Kroni¢ni stres
uzrokuje nakupljanje Zeljeza u neuronima SN kod mlade skupine Zivotinja. Ekspresija

transferina odrazava koli¢inu nakupljenog Zeljeza.

Kljuéne rije€i: kroni¢ni stres; transferin; Zeljezo.
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9. SUMMARY

Introduction: The increase of the amount of iron in neurons is connected to oxidative
damage, amyloid accumulation, and neurodegeneration. Iron metabolism disorder occurs in

Alzheimer's disease which is associated with chronic stress.

Objectives: To construct immunochemical and histological coloring on iron and amyloid
from brain tissue of young and old Sprague Dawleye males in order to determine the possible

association of chronic stress, iron metabolism disorders, and neurodegeneration.

Materials and Methods: The study included young and old Sprague Dawley male rats
exposed to real or fake stress. The study included 40 Sprague Dawley male rats (4 groups, 10
animals per group) that were exposed to fake or real stress at 3.5 months or 14.5 months. The
selected stressors were: nighttime alarm sounds, forced swimming in cold water, staying in a
cold room, and exposure to light during the night. Animals weresacrificed 15 days after the
last stress cycle. The sample archive was made of collected samples that were stored at -80 °

C or in the form of fixed tissue prepared for histological analysis.

Results: Most iron and transferrin was found in the supstancia nigra(SN) cells of old animals
exposed to sham stress, while the lowest values occurred in young sham animals. The most
pTAUs were found in old animals exposed to chronic stress, and the least in young. Young

animals accumulate more amyloid than the older ones.

Conclusion: Aging causes iron accumulation in neurons of SN. Chronic stress causes the
accumulation of iron in neurons of SN in the young animal group. The expression of

transferrin reflects the amount of accumulated iron.

Key words: chronic stress; transferrin; iron.
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