Promjene metabolizma zeljeza u mozgu zenki
Sprague Dawley stakora izlozenih kronicnom stresu

Jurié, Mia

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:152:571544

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-10-01

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

zir.nsk.hr

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:571544
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:799
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:799
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:799

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

Preddiplomski sveuciliSni studij Medicinsko laboratorijska
dijagnostika

Mia Jurié
PROMJENE METABOLIZMA ZELJEZA
U MOZGU ZENKI SPRAGUE DAWLEY

STAKORA I1ZLOZENIH KRONICNOM
STRESU

Zavrsni rad

Osijek, 2018.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

Preddiplomski sveuciliSni studij Medicinsko laboratorijska
dijagnostika

Mia Jurié
PROMJENE METABOLIZMA ZELJEZA
U MOZGU ZENKI SPRAGUE DAWLEY

STAKORA I1ZLOZENIH KRONICNOM
STRESU

Zavrsni rad

Osijek, 2018.



Rad je ostvaren u: Medicinski fakultet Osijek
Mentor rada: prof.dr.sc Marija Heffer
Rad ima 32 lista i 8 slika



SADRZAJ

UV OD . 1
L1 KIONICHI SEEES. .. tete ettt ettt 1
1.2. Procesi nakupljanja Zeljeza. ...........ooiiiiiii e 1
L1.2.1. Ulo@a ZEIJ@ZA. ...ttt e e e e 1
1.2.2. OKSIAAtiVIT STIES. .. eueninitit ettt et e 2
1.2.30 NeUTOMEIANIN. . .....eutinit et 3
1.2.4. Betaamyloid.......o.oouiiniiii e 3
|8 T 1 B o) 0] 1 1 FO 4
1.3, NeUrOAEZENETACTIA. ..\ttt ittt ettt et et et et e et et et eee e et te et e eeeateeaeanenns 4
1.3.1. Alzheimerova bolest............ouiiiiiiiii i 5
HIPOTEZA ... 6
CILIEV L. Lo e 7
MATERIJAL IMETODE ... e, 8
S O O (o) 11016 < S 8
4.2, Materijali. .. ..o e 8
.3 MELOAC. ..ot 9
4.3.1. HistoloSka bojanja...........ooiiiiiiiiiii e 9
4.3.2. Imunohistokemijska bojanja................ooiiiiiiii 10
4.4. StatistiCke Metode. . ... ...oouiiitii i 11
REZULT AT .o e, 12
5.1 Nakupljanje zeljeza u stanicama supstancije nigre pars retikulata Zenki izlozenih
KIONICNOM SEIESUL ...ttt et 12
5.2 Imunohistokemijski prikaz transferinskog receptora u SNR-u............................ 13

5.3 Nakupljanje pTAU u stanicama SNR-a zenki izlozenih kroni¢nom stresu.............14

5.4 Nakupljanje amiloida u stanicama SNR-a Zenki izloZenih kroni¢nom stresu........... 15
0. RASPRAV AL 18
7. ZAKLIUCAK ...oiiiiiiiiiiiii e e, 21
8. SAZETAK ...iiiiiieiiiit e 22
9. SUMMARY ..ttt 23
10. LITERATURA . ..ot 24

L1, ZIV O OPIS .o 27



POPIS KRATICA

ATP adenozin tri fostat

AD Alzheimerova bolest

APP  amiloid prekursorski protein (engl. amyloid precursor protein)
AP f amiloid

Fe zeljezo

NM neuromelanin

MAO-B monoamin oksidaza B (engl. monoamine oxidase B)

PBS fosfatni pufer (engl. Phosphate buffered saline)

ROS reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

SN supstancija nigra

SNR  supstancija nigra retikularni dio (lat. supstancija nigra pars retikulata)

TBS tris pufer (engl. Tris-HCI Buffered Saline)



1.UVOD

1.1 Kronicni stres

Kroni¢ni stres je sistemski odgovor organizma na ponavljajuce izlaganje razli¢itim
stresorima u duzem vremenskom periodu. Stresor, odnosno stresni podrazaj, moZze biti bilo
koji podrazaj koji je prijetnja normalnim aktivnostima organizma. Organizam posjeduje
mehanizme da se odupre negativnim ucincima vanjskih podrazaja i vrati organizam u stanje
ravnoteze (1). Akutni stres nastaje od podrazaja koji su kratkotrajni no visokog inteziteta, za
razliku od kroni¢nog stresa ¢iji dogadaji su dugotrajni, ali ih ne karakterizira visok intenzitet
(1). Akutni stres moZe biti okida¢ napadajima astme ili panike, migrenama, probavnim
smetnjama. Kroni¢ni stres moze uzrokovati hipertenziju, poremecaje spavanja, metaboliCke
poremecaje pretilosti, dijabetesa tip II i aterosklerozu. Okida¢ je i psihi¢kim problemima
poput anksioznosti i depresije (2). Kod kroni¢nog stresa nastaju trajne promjene u funkciji
stanice 1 dolazi do poremecaja homeostatskih sustava. Stres kojeg organizam uspije
kompenzirati jo$ se naziva eustres i ne smatra se Stetnim za organizam, ¢ak nasuprot — smatra
se vaznim za normalno kondicioniranje raznih fizioloskih mehanizama. Naprotiv, stres koji
prekoraci kompenzatorne homeostatske mehanizme i dovede do trajne Stete zove se distres i

obi¢no govorimo o njemu kao o podlozi kroni¢nih bolesti.

Stres, opcenito, preusmjerava potro$nju energije prema onim tkivima koja su aktivna
u stresnom odgovoru. U odgovoru na kroni¢ni stres prvo se nastoji povecati uc¢inkovitost
oksidativne fosforilacije kao glavnog puta dobivanja energije u obliku adenozin tri fosfata
(ATP), stoga su poremecaju posebno izlozeni metabolicki putevi za dobivanje energije.
Oksidativna fosforilacija se odvija u unutra$njosti mitohondrija gdje dolazi do prijenosa
elektrona kroz niz povezanih oksidacijsko-redukcijskih reakcija Sto stvara energiju za sintezu
ATP-a (3). Enzimi ovog puta koriste ione zeljeza unutar prostetickih skupina hema i sustava

Fe-sumpor koje sudjeluju u procesu prebacivanja elektrona.

1.2 Procesi nakupljanja Zeljeza

1.2.1 Uloga Zeljeza

Zeliezo (Fe) je esencijalno za normalno funkcioniranje stanice. Sudjeluje u
oksidativno redukcijskim reakcijama, kao tranzicijski metal moze primiti i donirati elektron
(4). Osim u oksidativnoj fosforilaciji, bitna je uloga Fe u sintezi deoksiribonukleinske
kiseline te za skladiStenje, transport i dostavu kiska u obliku kofaktora hema u hemoglobinu i

mioglobinu (5). Mozak i jetra sadrzavaju najvecu koncentraciju Fe u organizmu (5).



Biolosko starenje je proces koji dovodi do progresivnog gubljenja stani¢nih funkcija
te je rizican faktor za nastanak razlicitih bolesti i neurodegeneraciji (6). Unutar mozga Fe
pokazuje neravnomjernu raspodjelu nakupljanja, najviSe se nakuplja u bazalnim ganglijma
supstancije nigre (SN) (7). Tijekom starenja zapazeno je da dolazi do linearnog povecanja
ukupne koncentracije Fe na podru¢ju SN (8). lako je Fe nuzno za prezivljavanje stanica, ono
izaziva i oSteéenje stanica. Fe u slobodnom feri-obliku (Fe*") je netopivo, a u slobodnom
fero-obliku (Fe?") toksi¢no jer pospjeSuje stvaranje slobodnih radikala (9). Pretjerano
nakupljanje Fe pospjesSuje oStecenja proteina uzrokovano oksidacijskim stresom $to dovodi

do taloZenja proteina i posljedi¢no razvoja neurodegenerativnih bolesti (10).

Funkcija transferina je prijenos i dostava Fe ciljnim stanicama i tkivima. Transferin
reverzibilno veze Fe i omoguéuje prijenos Fe do transferinskih receptora. Sustav transferin i
transferinski receptor sudjeluju u odrzavanju homeostaze Fe. Transferinski receptori
osiguravaju unos Fe u stanice te istovremeno §tite od prekomjernoga nakupljanja. Transferin
ima zaStitnu ulogu, veze Fe i odrzava niske koncentracije slobodnih iona Fe u tjelesnim

teku¢inama te na taj nacin sprjecava nastanak ROS-a i oksidativnog oste¢enja (9).

Feritin skladisti viSak slobodnog Fe unutar stanica i zadrzava ga u netoksi¢nom
obliku. Koncentracije feritina se postupno povecavaju s godinama, a najviSe ga sadrzavaju
oligodendrociti. SkladiStenju Fe su posebno skloni dopaminergicki neuroni, stoga su posebno

osjetljivi na stresom izazvanu neurodegeneraciju (7).

1.2.2. Oksidativni stres

U normalnim fizioloSkim uvjetima metalni ioni su vezani na proteine, transportne ili
skladisne ili one kojima osiguravaju prosteticku skupinu dok slobodni stvaraju reaktivne
kisikove radikale koji oStecuju stanicu (8). Homeostaza Fe je klju¢na za odrzavanje normalne
mozdane funkcije jer narusena homeostaza i viSak Fe izazivaju toksi¢ne efekte na mozgu
poticanjem oksidativnog stresa i stvaranjem slobodnih radikala (8). Slobodni radikali su
iznimno reaktivne kemijske vrste koji teze stabilizaciji pa reagiraju s drugim atomima i
molekulama u okolini i na taj nacin zapocinju lan¢anu reakciju daljnjeg stvaranja radikala.
Reaktivni kisikovi spojevi, odnosno radikali superoksidnog aniona, hidroksilni radikal i
perhidroksilni radikal su najreaktivniji slobodni radikali koji uzrokuju najvece ostecenje na
molekulama 1 posljedicno stanicama. Mogu ostetiti baze u DNA, lipide i proteine te na taj
nacin uzrokovati aterosklerozu, koronarne bolesti i razvoj karcinoma (3). OStecenjem

makromolekula pospjesuju proces starenja (11). Brojni stani¢ni obrambeni mehanizmi



postoje da sprijeCe nagomilavanje reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species,
ROS) i zastite organizam, no kada ROS produkti nadvladaju stani¢nu sposobnost da ih
uklanja i popravi osteéenje, nastaje oksidativni stres (6). Antioksidansi su spojevi koji
sprje¢avaju nastanak ili uklanjaju ROS (10). Enzimi koji djeluju kao antioksidansi su npr.
glutation-peroksidaza, katalaza i superoksid dismutaza. Vitamini C i E, kao i transferin
takoder djeluju antioksidativno (10). Zbog biokemijskog sastava neurona mozak je vrlo
osjetljiv na osteCenja reaktivnim kisikovim spojevima, a ima i slabu antioksidativnu zastitu
(12). Kroni¢ni stres kroz duzi niz godina dovodi do povecane ranjivosti neurona i

neurodegeneracije (13).

1.2.3 Neuromelanin

U mozgu je Fe neophodno za sintezu i metabolizam neurotransmitora (5). Kako
akumulacija dopamina moZe inducirati toksicne efekte, visak dopamina se moze ukloniti
pretvarajuci ga u stabilnu komponentu neuromelanin (NM) koji sluzi da zarobi Fe i osigura
zastitu od oksidativnog stresa. Pigment NM je prisutan u razli¢itim neuronima srediSnjeg
zivéanog sustava, a posebno obilan u dopaminergi¢kim neuronima supstancije nigre gdje se
nakuplja kao dio fizioloSkog starenja. Klju¢na je ravnoteza izmedu Fe, dopamina i NM-a za
odrzavanje homeostaze stanice. NM moze imati zastitnu ili degenerativnu ulogu ovisno o
koli¢ini vezanog Fe. Stvarajuc¢i stabilni kompleks sa Fe blokira toksicne efekte. S druge
strane, NM otpusten od strane umrlih neurona aktivira mikrogliju koja otpusta proupalne
molekule, ROS i reaktivne dusikove spojeve koji izazivaju neuronsku smrt (5). Funkcija
mikroglije je potrebna za normalno funkcioniranje sredi$njeg Zziv€anog sustava, no
prekomjerno aktivirana uz prekomjerno proizvodnju citokina i proupalnih medijatora postaje
toksi¢na za okolno neuronsko tkivo (12). Neuronskom smrti izlazi u izvanstani¢ni prostor
netopljivi pigment NM koji ponovno aktivira mikrogliju i nastavlja kontinuirani ciklus
destrukcije i smrti neurona (5,12). Fe se normalno nakuplja uz granule NM-a, no kod

pacijenata s Parkinsonovom bolesti nakupljanje Fe je zapaZeno u mnogo ve¢oj mjeri (4).

1.2.4. Beta amiloid

Posmrtno istrazivanje mozga kod pacijenata s Alzheimerovom bolesti pokazalo je
izvanstanicne plakove i unutarstani¢ne lezije neurofibrila. Izvanstanicni plakovi su nakupine
amiloid proteina $to je posljedica mutacija ili krivog procesiranja amiloid prekursor proteina
(engl. amyloid precursor protein, APP). Plakovi u najvecoj mjeri sadrzavaju p amiloid (Ap),

fragment Siroko rasprostranjenog proteina APP (14). Oksidativni procesi dovode do



transformacije neagregiranog AP u agregirani AP (15). AP ima visok afinintet za vezanje
metalnih iona, stoga je djelomi¢no odgovoran za nakupljanje Fe u mozgu (16). Kako Ap
nastaje u normalnim fizioloskim uvjetima, toksi¢na uloga se moze pripisati kompleksu sa Fe
(16). U prisutnosti slobodnih radikala, agregirani AP je izvor daljnjeg stvaranja slobodnih
radikala (15). APP protein je bitan za prevenciju akumulacije Fe unutar neurona jer izbacuje
Fe u izvanstani¢ni prostor, stoga se i ekspresija APP proteina povecava s povecanim
razinama unutarstanicnog Fe. AP, odnosno senilni plakovi, djeluju kao okida¢ za aktivaciju
mikroglije (12). Agregirani nefunkcionalni proteini mogu stvarati stres endoplazmatskog
retikuluma (engl. unfolded protein response, UPS) §to je zajednicka karakteristika brojim

neurodegenerativnim bolestima (8).

1.2.5. Tau protein

Lezije neurofibrila su gradene od mikrotubula u aglomeraciji s hiperfosforiliranim tau
proteinom (14). Tau protein je fosfoprotein kljuan za sklapanje i stabilizaciju mikrotubula
(14). Tau proteini uspostavljaju vezu izmedu mikrotubula i citoskeletnih proteina te na taj
nacin grade neuronsku mrezu mikrotubula i sudjeluju u odrzavanju oblika stanice (17).
Glavna abnormalnost tau proteina je hiperfosforilacija ili abnormalna fosforilacija Sto dovodi
do neurofibrinalne lezije i procesa koji uzrokuju nakupljanje tau proteina (14,17).
Neurofibrilarne lezije, odnosno neurofibrilarni snopovi, se sastoje od parova zavijenih
filamenata i povezanih ravnih filamenata (14). Koli¢ina neurofibrilarnih snopova korelira s
jac¢inom demencije (18). Hiperfosforilacija tau proteina sprjeCava njegovo vezanje na
mikrotubule koji time postaju nestabilni, struktura im se raspada i hiperfosforilirani tau se
sam sklapa u neurofibrilarne snopove (19,20). Toksi¢an efekt nakupljanja tau proteina
zapazen je kod mnogih neurodegenerativnih bolesti. Smatra se da napredovanjem bolesti
nakupine tau proteina imaju mogucnost putovati od neurona do neurona tako da budu
preuzete od strane okolnih neurona (13,21,22). Vjeruje se da nakupljanje Fe pospjesuje

agregaciju tau proteina i stvaranje neurofibrilarnih lezija (13).

1.3 Neurodegeneracija

Narusena homeostaza metala, pogotovo Fe, opazena je u brojnim
neurodegenerativnim bolestima (13). Nakupljanje Fe izaziva stres neurona koji odgovara na
stres stanicnim prezivljenjem ili stani¢nom smrti, odnosno neurodegeneracijom. Ometanjem

mitohondrijske funkcije ubrzava progresiju neurodegenerativnih bolesti (13).



1.3.1 Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AD) je progresivna neurodegenerativna bolest i najucestaliji
oblik demencije (23). Najveci rizicni ¢imbenik za nastanak ove bolesti je starost Sto se
pripisuje efektima koji su nastali utjecajem slobodnih radikala te se akumulirali tijekom
godina (23,15). Dijabetes, pretilost, hipertenzija i puSenje su takoder cimbenici koji
povecavaju rizik za razvoj demencije (24). AD se ¢esce pojavljuje kod zena, a prevalencija
osobito raste nakon 65. godine (25). Bolest narusava normalne metabolicke puteve u
neuronima te dovodi do smrti neurona. Klinicki se o€ituje gubitkom pamcenja, promjenama u
ponasanju i potesko¢ama u obavljanju svakodnevnih aktivnosti (23). Potencijalni znacaj
estrogena je vidljiv u razdoblju nakon menopauze kad su mu niske vrijednosti, a povecana je
osjetljivost Zena na neurodegenerativne bolesti (26). Stoga se smatra da gubitak estrogena
tijekom menopauze doprinosi razvoju bolesti (25). Estrogen sudjeluje u razvoju i funkciji
srediSnjeg ziv€anog sustava te ima vaznu neuroprotektivnu ulogu. Sprjecava Sirok raspon
toksi¢nih ucinaka, posebno toksi¢ni uc¢inak AP, tako Sto Stiti od njegovog nakupljanja (26).
Najvaznija tkivna promjena su senilni plakovi i pojava neurofibrilarnih snopova kojima
prethodi oksidativni stres (23,27). Neurofibrilarni snopovi tipi¢no sadrzavaju tau protein dok
senilni plakovi sadrzavaju AP, u senilnim plakovima se jos nalaze Fe, transferin i feritin (15).
Bolest je povezana s povecanjem koli¢ine Fe §to je posljedica poremecene homeostaze Fe
(23). Distribucija Fe odgovara distribuciji senilnih plakova i neurofibrilarnih snopova. Fe

povezano s ovim lezijama pridonosi daljnjim oksidativnim procesima (15).

Jos je nedovoljno poznata uloga stresa u neurodegenerativnim procesima. Posebno su
zahtjevne studije stresa na starijim Zzivotinjama. Pokusi se radije izvode na mladim
zivotinjama koje imaju manji rizik za razvoj Alzheimerovog tipa patologije. Takoder, ve¢ina
studija radi se na zivotinjama muskog spola pa nedostaju studije na zivotinjama zenskog

spola.



2. HIPOTEZA

Kronic¢ni stres, radi povecanja ucinkovitosti oksidativne fosforilacije, uzrokuje
nakupljanje Fe u neuronima S$to dovodi do endoplazmatskog stresa i nakupljanja
precipitiranih proteina izvan i unutar stanice, osobito u dopaminergickim neuronima te

osobito kod starijih zenki.



3. CILJEVI

Cilj istrazivanja je napraviti imunokemijska i histoloSka bojenja na Fe i amiloid iz
arhive rezova tkiva mozgova mladih i starih Zenki Sprague Dawley Stakora koji su izlozeni
pravom i laznom kroninom stresu te utvrditi mogucu povezanost kroni¢nog stresa,

poremecaja metabolizma Fe i neurodegeneracije.

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

sadrzaj Fe u dopaminergickim jezgrama mozga.

2. Uporabom imunohistokemijske metode prikazivanja transferina kvantificirati koli¢inu

ovog transportnog proteina za Fe u ciljnim regijama mozga.

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

u Cetirima skupinama zivotinja.

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

Cetirima skupinama Zzivotinja.



4. MATERIJALI I METODE

4.1 Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao studija parova. Dvije su grupe zivotinja, mlade i stare.
Mlade zivotinje su u pokus usle s navrSenih 3,5 mjeseca, a stare s 12 mjeseci. U studiji
parova analiziramo Zzivotinje koje su pokus zapocele u starosti od 3,5 mjeseci podijeljenje u
grupe zivotinja: izlozenih pravom stresu ili laznom ‘sham’ stresu te zivotinje koje su u dobi

od 12 mjeseci izlozene pravom i laznom stresu.

4.2 Materijali

U studiji je koriSteno mozdano tkivo mladih i starih zenki Stakora Sprague Dawley
izlozenih pravom i laznom kroni¢nom stresu. Tkiva su prikupljenja u sklopu 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.) voditeljice prof.dr.sc. Marije Heffer. Dio studije prikazan u ovom
zavrsnom radu odobrilo je Eticko povjerenstvo za istrazivanje Medicinskog fakulteta Osijek
pod brojem 2158-61-07-18-103. Ukupno je koristeno 40 Zenki Stakora Sprague Dawley
podijeljenih u 4 skupine: 1. mlade Zzivotinje izlozene laznom stresu, 2. mlade Zivotinje
izlozene pravom stresu, 3. stare Zivotinje izlozene laznom stresu, 4. stare zivotinje izlozene
pravom stresu. Ukupno je 4 skupine Zivotinja s po 10 Zivotinja u svakoj skupini. Zivotinje su
odvojene u dvije dobne skupine, skupina mladih zivotinja koja je pokus zapocela u dobi od
3,5 mjeseca i skupina starijih Zivotinja koje su u pokus usle s navrSenih 12 mjeseci. Mlade
zivotinje su zrtvovane s navrSenih 6 mjeseci, a starije s navrSenih 14,5 po zavrsetku studije. U
pokusu koji je trajao 10 tjedana izvedeno je izlaganje kroni¢nom stresu u tri ponavljanja od
10 dana sa stankom dva tjedna izmedu svakog ponavljanja. Kako bi se izbjegao specifican
odgovor na stres, koriSteni su stresori koji utjeCu na sve organske sustave te su tijekom
protokola svaki dan kombinirana dva razli¢ita stresora istodobno. Stresori koji su koriSteni u
protokolu su: 1. izlaganje svjetlu tijekom perioda mirovanja (od 14.00 do 16.00 sati), 2.
boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresilici u trajanju 40 minuta, 3. izlaganje
zvukovima alarma mobilnog uredaja tijekom perioda mirovanja (od 14.00 do 16.00 sati), 4.
prisilno plivanje u hladnoj vodi (12-14°C) u trajanju 3 minute, 5. imobilizacija u metalnim
tuljcima, 6. izlaganje hladnoc¢i (4-8°C) tijekom 1h, 7. test tolerancije na glukozu, 8. test
tolerancije na inzulin, 9. gladovanje prije testova tolerancije na inzulin (3h prije testa) i na

glukozu (14.00 do 16.00 sati prije testa). U kontrolnoj je skupini izveden lazni stres koji je
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ukljucivao istovjetan okoli§ kao i u ispitivanoj skupini samo bez stresora. Nakon zrtvovanja
zivotinja uzorci namijenjeni imunohistokemijskoj analizi su prvo fiksirani u 4%
paraformaldehidom u trajanju od 48 sati na temperaturi +4°C. Uzorci su potom
krioprotektirani na +4°C u 10%-tnoj, potom 20%-tnoj i 30%-tnoj otopini saharoze u PBS-u
(engl. Phosphate buffered saline) u trajanju potrebnom da tkivo potone na dno epruvete.

Zatim su uzorci do daljnje obrade pohranjeni u hladnjaku na temperaturi -80°C.

4.3 Metode

40 uzoraka mozga fiksiranih i krioprotektiranih rezani su na kriostatu (Leica CM3050
S Wetzlar, Njemacka) u koronarnom smjeru na debljinu od 35um. Preparati su nakon rezanja
pohranjeni u de Olmos na -18°C do daljnje obrade. Za dokazivanje Zeljeza u mozgu koriStena
je modificirana boja Perls-DAB (DAB, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Za
Perls-DAB bojenje rezovi su navuceni na Zelatinizirana stakla te osuSeni preko no¢i na
sobnoj temperaturi. Susjedni rezovi su bojani histoloSkim bojenjem Kongo crvenom bojom
kojom se prikazuju plakovi amiloida. Imunohistokemijskom metodom, uz pomo¢ protutijela
na transferin i tau protein, te odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima vizualiziranim
diaminobenzidinom, prikazani su polozaj transferinskog receptora 1 precipitati
unutarstani¢nih proteina. Histoloski i1 imunohistokemijski preparati fotografirani su
mikroskopom (Zeiss Axio MOT 2) s kamerom Olympus DP70 i zatim kvantificirati
programom ImageJ FIJI ( win64 ) .

4.3.1 Histoloska bojanja

Za dokazivanje prisustnosti Fe u rezovima mozga koristili smo modificiranu metodu
Perls-DAB, a reakciju pojacali inkubiranjem u otopini diaminobenzidina priredenoj po
uputama proizvodaca. Osusene rezove smo rehidrirali u destiliranoj vodi tijekom 10 minuta.
Potom smo rehidrirane rezove inkubirali 60 minuta na tresilici u Perlsovoj otopini koja je
sadrzavala 4% kalijevog fericijanida, 10% polivinilpirolidina te 0,2M HCI. Isprali smo rezove
destiliranom vodom 3x po dvije minute. Zatim smo rezove inkubirali u metanolu s vodikovim
peroksidom volumnog udijela 1%, 75 minuta postavljene na tresilicu. Slijedilo je ispiranje
vodom 3x po dvije minute te razvijanje boje u otopini diaminobenzidina 20 minuta. Otopinu

DAB-a smo isprali destiliranom vodom 3x po dvije minute.

Za dokazivanje amiloida koristili smo histolosko bojenje Congo Red prema protokolu
iz Linda L. Vacca; Laboratory manual of Histochemistry. Rezovi su tri puta isprani u PBS-u,

potom jednom 30 sekundi u destiliranoj vodi. Zatim su rezovi stavljeni u otopinu boje Congo



Red koja je pripremljena kako slijedi 0,1g Congo Red boje u 100 ml 50%-tnog etanola.
Nakon bojenja, rezove dva puta ispiremo u obicnoj vodi i stavljamo u razvija¢ koji je
sadrzavao 0,2g natrijevog hidroksida u 100ml 80%-tnog etanola. Rezove drzimo u razvijacu
dok ne uo¢imo odbojavanje. Nakon razvijaca 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 potom su prekriveni Vectamount pokrivalom za imunohistokemijske preparate

(Vector, Laboratories, Burlingame, CA USA) i pokrovnim stakalcem.

4.3.2 Imunohistokemijska bojanja
Polozaj transferinskog receptora i nakupljanje unutarstani¢nih proteina prikazali smo
protutijelima na transferin i tau protein, te odgovaraju¢im sekudarnim protutijelima koja su

vizualizirana diaminobenzidinom.

Za prikazivanje transferina koriStena su misja protutijela (anti-Transferrin Receptor s
0.1% sodium azid; Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) i sekundarna kozja protu
misja (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD). Zasebni rezovi
za dokazivanje tau proteina su inkubirani 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 IgG, Jackson Immuno
Research Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD). Preparate pohranjene u de Olmos-u smo
ispirali tri puta u 1xPBS-u, a potom su stavljeni u predtretman s 1% H202 u PBS-u dva puta
sa svrhom blokiranja endogenih peroksidaza. Uzorke smo prebacili u blokiraju¢u otopinu
koja je sadrzavala 1% BSA (engl. Bovine serum albumin) i 5% kozjeg seruma u PBS-u.
Nakon blokiranja nespecificnih vezanja protutijela rezove smo stavili u otopinu primarnog
protutijela na transferi, a susjedne rezove u anti-tau u razrjedenju 1:500 kojeg smo priredili u
otopini za blokiranje nespecifi¢nog vezanja. Inkubirali smo preko no¢i na tresilici na +4°C.
Rezove smo isprali u PBS-u tri puta po 10 minuta, a potom premjestili u otopinu sekundarnog
protutijela razrijedenog u otopini za blokiranje u omjeru 1:500. Uzorke smo inkubirali na
+4°C na tresilici tijekom Cetiri sata. Potom su rezovi isprani tri puta po 10 minuta u PBS-u te
premjesteni u otopinu tercijarnog kompleksa. Tercijarni kompleks sadrzava avidin u
razrjedenju 1:250 i biotin-HRP (enzyme horseradish peroxidase) u istom razrjedenju.
Tercijarni kompleks se inkubira dva sata na +4°C na treskalici, a potom ispire u PBS-u tri
puta po 10 minuta i jednom u TBS-u (7ris-HCI Buffered Saline) 10 minuta. Vizualizacija je
napravljena u DAB otopini u trajanju od tri minute. Vremena razvijanja i temperature su bili

jednaki za sve grupe rezova. Potom su obojeni preparati navuceni na predmetna stakalca i
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ostavljeni da se osuSe na sobnoj temperature. OsusSeni preparati su prekriveni Vectamount
pokrivalom za imunohistokemijske preparate (Vector Laboratories, Burlingame, CA USA) i

pokrovnim stakalcem.

4.4 Statisticke metode

Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Numeri¢ki podatci su opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalnu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju
nezavisnih skupina su testirane Studentovim t testom, a u sluc¢aju odstupanja od normalne
raspodjele Mann-Whitneyevim U testom. Sve P vrijednostisu dvostrane. Razina znacajnosti
je postavljena na p= 0,05 Za statisticku analizu koriSten je statisticki program Statistica 12

(Quest Software Inc., Aliso Viejo, CA, SAD).
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5. REZULTATI
5.1 Nakupljanje Fe u stanicama supstancije nigre pars retikulata Zenki izloZenih
kroni¢nom stresu

Starenje diZze razine Fe pa i Zivotinje izloZene sham stresu i Zivotinje izlozene
kroni¢nom stresu imaju vise vrijednosti Fe od mladih skupina u stanicama supstancije nigre
pars retikulata (SNR). U starijoj skupini zivotinje izloZene kroni¢nom stresu imaju znacajno
manje nakupljenog Fe nego zivotinje izloZzene sham stresu (p<0,001). U mladoj skupini
zivotinje izloZene kronicnom stresu pokazuju statisticki znacajno manje nakupljanje Fe od
zivotinja izlozenih sham stresu (p<0,001) (Slika 2). Dakle, treba naglasiti kako kronicni stres
i kod mladih i kod starih zivotinja smanjuje koli¢ine Fe u odnosu na odgovarajuce zivotinje

izloZene laznom stresu.

ZELJEZO U SNR

MLADE SHAM MLADE KRONICNI STARE SHAM STARE KRONICNI

B

Slika 1. Prikaz rezultata histoloskog bojenja Perls DAB za dokazivanje prisustnosti Fe u
SNR-u mladih i starih Zenki izlozenih kroni¢nom stresu. Poveéanje 400x, veli¢ina skale

50pm.
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Slika 2. Prikaz rezultata histoloSkog bojenja Perls DAB za dokazivanje prisustnosti Fe u
SNR-u mladih 1 starih zenki izlozenih kroni¢nom stresu. T 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-u

Stare sham zivotinje, po intenzitetu obojenja, imaju najvecu ekspresiju transferinskog
receptora na membranama stanica u SNR-u. Nakon njih slijede mlade sham zivotinje. Stare
zivotinje izloZene kroni¢nom stresu pokazuju statisticki znaCajno manji intenzitet obojenja
nego stare zivotinje izloZzene sham stresu (p<0,001) (Slika 4). Mada kroni¢ni stres generalno
snizava ekspresiju transferina, treba naglasiti kako stara skupina izloZena kroni¢nom stresu
ima viSe transferina od mlade skupine izloZzene kroni¢nom stresu (p<0,001). Nasi rezultati
pokazuju da starenje samo po sebi dize ekspresiju transferinskog receptora. U skupini mladih
zivotinja postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji transferina, mlade zivotinje izloZene

kroni¢nom stresu eksprimiraju manje nego zivotinje izlozene sham stresu (p<0,001).
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TRANSFERIN U SNR
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Slika 3. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na transferinski receptor u strukturi SNR-a,

Povecanje 400x, veli¢ina skale SOum.

Transferin u SNR

+ ok k

100 %
% % %k
* %k %k

80
& ok
£ 60
2 -
2 a0 . W
o o
o
£ o0

. 1
20
-40

B MLADE SHAM [l MLADE KRONICNI [] STARE SHAM [l STARE KRONICNI

Slika 4. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na transferinski receptor u strukturi SNR-a,
retikularni dio. Mann-Whitney U test. * statisticka znaCajnost p<0,05; ** statistiCka

znacajnost p<0,005; *** statisticka znacajnost p<0,001

5.3 Nakupljanje pTAU u stanicama SNR-a Zenki izloZenih kroni¢énom stresu
Stanice jezgre SNR-a nisu sklone nakupljanju pTAU i koli¢ine se jako male u svim
skupinama. Mlade Zivotinje nakupljaju viSe tau agregata za razliku od starih skupina. Mlade

zivotinje izlozene kroni¢nom stresu nakupljaju najviSe tau agregata u odnosu na svoju
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kontrolnu skupinu te se ¢ini da mlade zivotinje imaju ¢ak veéi rizik za nakupljanje pTAU od
starih zivotinja. Kod starijih zivotinja, zivotinje izloZene kroni¢nom stresu nakupljaju manje
pTAU od Zivotinja izlozenih sham stresu i pokazuju statisticki znacajnu razliku (p<0,005)
(Slika 6).

pTAU U SNR
MLADE SHAM  MLADE KRONICNI STARE SHAM STARE KRONICNI
%
K- - ’
— 7 —_— —_— ; ‘ —_—
SNR

Slika 5. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na pTAU u strukturi SNR-a. Povecéanje 400x,

veli¢ina skale 50um.
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Slika 6. Prikaz imunohistokemijskog bojenja na pTAU u strukturi SNR-a. Mann-Whitney U

test. * statisticka znacajnost p<0,05; ** statisticka znacajnost p<0,005; *** statistiCka

znacajnost p<0,001
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5.4 Nakupljanje amiloida u stanicama SNR-a Zenki izloZenih kroni¢nom stresu

Stanice jezgre SNR-a nisu sklone nakupljanju amiloida. Jezgra je autofluorescentna
radi svoje dopaminergicke prirode pa je autoflorescencija najvisa u mladih sham, vjerojatno
zato §to ove zivotinje imaju najveéi metabolizam monamina (Slika 8) Kako bi ovo dokazali,
potrebno je napraviti imunohistokemijsko bojenje na AB da bi mogli specificno procijeniti

koli¢inu amiloida u ovoj jezgri.

CONGO RED

SHAM STRES KRONICNI STRES

MLADE

STARE

Slika 7. Prikaz histoloskog bojenja Congo Red za dokazivanje prisustnosti amiloida u SNR-u
mladih i starih zenki izloZenih kroni¢nom stresu. Povecanje 400x, veli¢ina skale SOum.
Prikaz rezultata histoloskog bojanja Congo Red za prikazivanje amiloida. Fotografirano kroz
4 filtera, DAPI, crvenim, zelenim i svjetlosnim. U kompozitima su koristena 3 filtera: DAPI,

crveni i zeleni.
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Slika 8. Prikaz histoloskog bojenja Congo Red za dokazivanje prisustnosti amiloida u SNR-u
mladih 1 starih Zenki izloZenih kroni¢nom stresu. Mann-Whitney U test. * statistiCka

znacajnost p<0,05; ** statistiCka znacajnost p<0,005; *** statistiCka znacajnost p<0,001
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6. RASPRAVA

U ovome je istrazivanju ispitivan utjecaj kroni¢nog stresa na promjene metabolizma
Fe u mozgu kod Zenki Sprague Dawley stakora. Histoloskim bojenjem Pearls-DAB na
rezovima mozga, procijenjena je kolicina Fe u SNR regiji u Cetirima skupinama zivotinja.
Znacajna spoznaja je da starenje kod zivotinja povecava nakupljanje Fe u mozgu. S druge
strane, kronican stres snizava razinu Fe 1 kod mladih i kod starijih skupina. Ranije studije o
distribuciji Fe zakljucile su da se koli¢ina nakupljenog Fe povecava s godinama i to pretezno
u dopaminergi¢kim neuronima (7). Dakle, dobiveni rezultati su u skladu s dosadasnjim

istrazivanjima.

Imunohistokemijom na transferinski receptor procijenili smo koli¢inu ekspresije
transferina u stanicama SNR-a. Isti obrazac za sve cetiri skupine, kao kod nakupljanja Fe,
primjec¢ujemo 1 kod ekspresije transferinskog receptora. Transferin uz transferinski receptor
sluze za unos slobodnog Zeljeza unutar stanice. Starenje podiZze razinu ekspresije
transferinskog receptora, stoga stanice imaju veéi kapacitet za nakupljanje Fe koje im je
potrebno za oksidativne procese. KroniCan stres spusta razinu ekspresije transferinskog
receptora pa tako stanice imaju manji kapacitet za nakupljanje Fe. Ekspresija transferinskog
receptora je proporcionalna nakupljanju Fe. Sto je veéa, to je vie nakupljenog Fe u stanici.
Prijasnja istrazivanja su pokazala povezanost AD-a s povecanjem koli¢ine Fe u stanici, no to
mozemo pripisati starenju koji je najveci rizicni ¢imbenik za nastanak bolesti. Fe koje se
nakuplja kroz proces starenja dovodi do oksidativnog oSte¢enja. Od prije je poznato da je
neurodegeneracija kod pacijenata s AD-om povezana s oksidativnim oStecenjem (29).
Oksidativni stres je jedan od ¢imbenika za razvoj inzulinske rezistencije. Nemoguénost
miSi¢nih i masnih stanica da iskoriStavaju inzulin dovodi do razvoja dijabetesa tipa 2. Kod
AD-a prezentira se specificna pojava inzulinske rezistencije u tkivu mozga, a dijabetes tipa 2
je sam po sebi rizik za nastanak AD-a. Pojava dijabetesa mozga, vjerojatno izazvana
oksidativnim stresom i nastankom inzulinske rezistencije u mozgu, nazvana je dijabetes tipa
3. Mnoga istrazivanja potvrduju povezanost neurodegenerativnih bolesti s nakupljanjem Fe
pa je jedan od glavnih uzroka neuronske smrti preopterecenje Fe i oksidativni stres do kojega
Fe dovodi. Za sada neurodegeneracija nije direktno povezana s kroni¢nim stresom.
Pretpostavka je da bi trebalo izlagati zivotinje stresorima kroz duzi vremenski period kako bi

se prepoznao utjecaj stresa i nadvladao sam utjecaj starenja.

Imunohistokemijskim bojenjem na pTAU procijenjena je koli¢ina hiperfosforiliranih

mikrotubulima pridruzenih proteina u cetirima skupinama Zzivotinja izlozenih kroni¢nom
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stresu. Kod mnogih neurodegenerativnih bolesti je zapaZeno nakupljanje pTAU i agregacija
pTAU unutar neurona. Narusen metabolizam TAU proteina pospjesuje degeneraciju Zivcanih
stanica kroz razne mehanizme koji mogu ukljucivati mutacije pTAU proteina ili povecanu
osjetljivost stanica. Kako je sastavni dio mikrotubula, abnormalna fosforilacija tau proteina
sprjecava normalan transport tvari izmedu aksona (17). U naSem istrazivanju pokazali smo
kako stanice jezgre SNR-a nisu sklone nakupljanju pTAU i koli¢ine su jako male u sve 4
skupine. Mlade Zivotinje imaju ve¢i rizik za nakupljanje pTAU od starijih zivotinja kod kojih
stres Cak spusta razinu nakupljanja pTAU. Najvise pTAU imaju Zzivotinje kod kojih je Fe
najnizi, dakle koli¢ina Fe i pojava pTAU nisu povezani i Fe ne predvida pojavu pTAU
proteina, barem ne na epitopu kojeg smo prikazali protutijelom koristenim u nasoj studiji.
Ovo ne iskljucuje moguénost da je doslo do fosforilacije nekih drugih epitopa na TAU

protein koje ne prepoznaje nase protutijelo.

Kongo crvenim bojenjem za prikazivanje amiloida procijenili smo koli¢inu
nakupljenih amiloida, odnosno senilnih plakova u SNR-u zivotinja nakon izlaganja
kroni¢nom stresu. Senilni plakovi u mozgu pacijenata s AD-om su nakupine A. Prijasnja
istrazivanja su pokazala da oksidativni stres uzrokuje nakupljanje AP te suprotno, kao i
obrnuto - da nakupljanje AP uzrokuje oksidativni stres (28). Ba$ kao i u slucaju pTAU, u
naSem istrazivanju nismo dokazali kako starenje ili stres dovode do povecanja broja senilnih
plakova. Iz nasih rezultata bi se moglo zakljuciti kako stanice SNR-a nisu sklone nakupljati
amiloid, ve¢ da je jezgra SNR autoflourescentna zbog svoje dopaminergicke prirode. Mlade
sham zivotinje pokazuju najveéu autoflourescenciju ove regije moguce zbog najveéeg
metabolizma monoamina. Prema istrazivanju Weiss S. i sur. u mozgu pacijenata s AD-om uz
amiloidne plakove primjecene su i povecane aktivnosti monoamin oksidaze B (MAO-B, engl.
monoamine oxidase B) i to Cak prije pojave prvih simptoma. AP nastaje proteolitickim
procesima od APP-a djelovanjem y- sekretaze. y- sekretaza je bitan enzim u patogenezi AD-a
jer ima sposobnost sprijeciti neurotoksi¢ne utjecaje AP. Istrazivanje je dokazalo povezanost
MAO-B i y- sekretaze te pretpostavilo da MAO-B regulira produkciju Ap u neuronima putem
v- sekretaze. Na taj nacin su povezali MAO-B i AD, no mehanizam kojim MAO-B utjece na
patogenezu AD-a jos nije poznat (30). S obzirom da histolosko bojenje samo po sebi nije
dovoljno osjetljivo bilo bi potrebno napraviti imunohistokemijsko bojenje da bi mogli

ekgzaktno procijeniti koli¢inu amiloida.

Hipoteza da kroni¢ni stres uzrokuje nakupljanje Fe u neuronima S$to dovodi do

endoplazmatskog stresa i nakupljanja precipitiranih proteina izvan i unutar stanice, a osobito
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u dopaminergickim neuronima te osobito kod starijih Zenki je oborena. Patogeneza AD-a je
heterogena i postoji mnogo Cimbenika koji mogu utjecati na nastanak bolesti. Sadasnja
literatura daje nekoliko pretpostavki za povezanost AD-a s narusenom homeostazom Fe;
mogucénost da mozak u AD-u tijekom starenja nakuplja vise Fe, da se Fe nepriklado
transportira ili neprikladno otpusta (31). Dakle, narusena homeostaza Fe je kljucna u
patologiji AD-a. Smatra se da stres ima ulogu u neurodegenerativnim procesima, no

mehanizam je jo$ nedovoljno poznat.
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7. ZAKLJUCAK
1. Starenje uzrokuje nakupljanje Fe u neuronima strukture SNR-a Zenki Stakora dok kroni¢ni

stres snizava te razine.

2. Ekspresija transferinskog receptora je proporcionalna nakupljanju Fe u neuronima

strukture SNR.

3. Kronicni stres uzrokuje nakupljanje pTAU, no rizik postoji samo kod mladih Zenki Stakora.
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8. SAZETAK

Uvod: U ovom je istrazivanju ispitivan utjecaj kronicnog stresa na promjene metabolizma Fe.
Narusena homeostaza Fe i povecana koli¢ina Fe opazena je u brojnim neurodegenerativnim
bolestima. Visak Fe koji se nakuplja stvara oksidativno oStec¢enje i uzorkuje nakupljanje

amiloida i neurodegeneraciju.

Ciljevi: Napraviti imunokemijska i histolo§ka bojanja na Fe i amiloid iz tkiva mozgova
mladih i starih zenki Sprague Dawley Stakora te utvrditi mogucu povezanost kroni¢nog

stresa, poremecaja metabolizma Fe i neurodegeneracije.

Materijali i metode: Koristeno je 40 zenki Stakora Sprague Dawley podijeljenih u 4-ima
skupinama: 1. mlade Zivotinje izloZene laznom stresu, 2. mlade Zivotinje izloZzene pravom
stresu, 3. stare zivotinje izlozene laznom stresu, 4. stare zivotinje izlozene pravom stresu.
Istrazivanje je ustrojeno kao studija parova. Za dokazivanje prisustnosti Fe u rezovima mozga
koristili smo modificiranu metodu Perls-DAB. Imunohistokemijskom metodom, uz pomo¢
protutijela na transferin i tau protein, te odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima
vizualiziranim diaminobenzidinom, prikazali smo polozaj transferinskog receptora i
precipitate unutarstani¢nih proteina. Amiloide smo vizualizirali histoloskim bojenjem Congo

Red.

Rezultati: Kljucna saznanja su da starenje kod Zivotinja povecava nakupljanje Fe u mozgu, s
druge strane kronican stres snizava razinu Fe i kod mladih i kod starijih skupina. Ekspresija
transferinskog receptora prati isti obrazac kao i nakupljanje Fe. Stanice jezgre SNR-a nisu
sklone nakupljanju pTAU. Bas kao u slucaju pTAU, nismo dokazali kako starenje ili stres

dovode do povecanja broja senilnih plakova.

Zakljuéak: Hipoteza nije potvrdena, kronian stres nije uzrokovao nakupljanje Fe u

neuronima SNR-a kod mladih ni kod starijih zenki Stakora.

Kljuéne rije¢i: mozak; SNR regija; stres; zeljezo
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9. SUMMARY

Introduction: This study investigated the influence of chronic stress on changes in Fe
metabolism. Disturbed homeostasis Fe and increased amount of Fe were observed in many
neurodegenerative diseases. The accumulated excess of Fe causes oxidative damage, amyloid

accumulation and neurodegeneration.

Goals: To make immunochemical and histological coloring on Fe and amyloid from the brain
tissue of young and old Sprague Dawley rats, and to determine the possible association of

chronic stress, metabolic disorders of Fe and neurodegeneration.

Materials and Methods: 40 females of Sprague Dawley rats were divided into 4 groups: 1.
young animals exposed to fake stress, 2. young animals exposed to chronic stress, 3. old
animals exposed to fake stress, 4. old animals exposed to the chronic stress. The research is
structured as a study of pairs. In order to prove the presence of Fe in brain sections we used
the modified Perls-DAB method. By the immunohistochemical method, with the help of
antibodies to transferin and tau protein, and the corresponding secondary antibodies
visualized with diaminobenzidine, we showed the position of the transferrin receptor and
intracellular proteins precipitates. We visualized the amyloid with the histological coloring of

Congo Red.

Results: The key findings are that aging in animals increases the accumulation of Fe in the
brain, on the other hand, chronic stress lowers the level of Fe, both in young and older
groups. Expression of the transferrin receptor follows the same pattern as the accumulation of
Fe. SNR nucleus cells are not prone to accumulation of pTAU. Just as with pTAU, we did not

prove that aging or stress leads to an increase in the number of senile plaques.

Conclusion: The hypothesis was not confirmed, chronic stress did not cause the

accumulation of Fe in SNR neurons in neither young nor older female rats.

Keywords: brain; SNR region; stress; iron
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