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Popis kratica:

AB - Alzheimerova bolest (prema eng. Alzheimer's disease)

Apo E - apolipoprotein E

AB - amiloid

APP - amiloidni prekurskorski protein (prema eng. amyloid precursor protein)

BBB — krvno-mozdana barijera (prema eng. blood-brain barrier)

COX IV - €etvrta podjedinica citokrom C oksidaze (prema eng. cytocrome C oxidase subunit IV)
fAB - obiteljski oblik Alzheimerove bolesti (prema eng. familiar Alzheimer Disease)

GLP-1 - glukagonu sli¢an peptid 1 (prema eng. glucagon like peptide 1)

GIP - o glukozi ovisan inzulinotropni polipeptid (prema eng. glucose-dependent insulinotropic peptide)
icv - intracerebroventrikularno

IDE - enzim koji razgraduje inzulin (prema eng. insulin degrading enzyme)

IR - inzulinski receptor

IRBS - inzulinska rezistencija u mozgu (prema eng. insulin resistant brain state)

pAMPK - fosorilirana adenozin monofosfatom aktivirana protein kinaza (prema eng. phosphorylated AMP-

activated protein kinase)

pIRS 1 - fosforilrani supstrat inzulinskog receptora 1 (prema eng. phosphorylated insulin receptor

substrate)

SAB - sporadi¢an oblik Alzheimerove bolesti (prema eng. sporadic Alzheimer’s disease)
SAD - Sjedinjene Ameri¢ke Drzave

STZ - streptozotocin

WHO - svjetska zdravstvena organizacija (prema eng. World Health Organization)



Uvod

Alzheimerova bolest

Pojam demencije ozna¢ava progresivan nepovratan gubitak kognitivnih funkcija. Najée$¢i uzrok demencije
je Alzheimerova bolest (AB - prema eng. Alzheimer’s disease) na koju otpada 50% do 70% svih demencija
(Qiu, Kivipelto, i von Strauss 2009). Bolest je dobila ime po njemackom patologu i neurologu Aloisu
Alzheimeru koji je 1909. godine povezao opazeno propadanje intelektualnih sposobnosti 51-godiSnje
pacijentice s histoloskim nalazom tzv. senilnih plakova i neurofibrilarnih vretena. Danas je poznato da senilni
plakovi nastaju agregacijom proteina beta amiloida (Af) u izdancima (neuritima) neurona dok neurofibrilarna
vretena odgovaraju nakupinama fosforiliranog protein tau. Ap krovni je pojam koji oznacava peptide od 36-
43 aminokiseline koji u svojoj strukturi sadrze beta plo€u, a nastali su proteolitiCkom razgradnjom
transmembranskog amiloidnog prekurskorskog proteina (APP — prema eng. amyloid precursor protein)
(Kametani i Hasegawa 2018). U fizioloskim uvjetima preko 90 % APP razgraduje alfa sekretaza dok ostatak
razgraduju beta i gama sekretaza. Prema amiloidnoj hipotezi u Alzheimerovoj demenciji dolazi do pojacane
razgradnje APP beta sekretazom te posljedi¢nog pojatanog stvaranja hidrofobnih AB 42 fragmenata sklonih
stvaranju vlaknastih struktura i talozenju (Kametani i Hasegawa 2018). Smatra se da amiloidna hipoteza
vjerno opisuje etiopatogenetske procese vezane uz obiteljski oblik Alzheimerove bolesti (fAB — prema eng.
familiar Alzheimer Disease) koji je naj¢e$¢e uzrokovan mutacijama gena za APP, presenilin 1 i presenilin
2. Medutim, na fAB otpada tek 5% svih zabiljezenih slu€ajeva AD dok ostatak cini tzv. sporadic¢na
Alzheimerova bolest (sAB) (Wang i Ding 2008). Incidencija SAB u Europi iznosi oko 4.4% u osoba starijih
od 65 godina (Lobo i sur. 2000), a ekstrapolacijom na Hrvatsku populaciju broj oboljelih iznosi oko 80 000
(Hrvatski zavod za javno zdravstvo bez dat.). Svjetska zdravstvena organizacija (WHO - prema eng. World
Health Organization) procjenjuje da ¢e ukupni broj oboljelih u svijetu 2050. dosec¢i 131 milijardu ljudi, a
troskovi lije€enja 1.1 milijardu ameri¢kih dolara (Stefanacci 2011). Unato¢ nedvojbenom biomedicinskom i
ekonomskom znacaju trenutne su spoznaje o etiopatogenezi sAB manjkave, Sto za posljedicu ima
nezadovoljavajuce dijagnostic¢ke i terapijske strategije. Nesklad vaZnosti SAB i nedostatnih znanstvenih
spoznaja o procesima nastanka bolesti jasno opisuje Cinjenica da je posljednji lijek (uz izuzetak
kontroverznog adukanumaba, nedavno uvjetno odobrenog od strane Ameri¢ke agencije za hranu i lijekove
(Mullard 2021)) odobren prije gotovo 20 godina te da niti jedan lijek razvijen na ideji modulacije poremecene
homeostaze AP nije pokazao ucinkovitost u klini¢kim istrazivanjima. Alternativne hipoteze sAB naglasavaju
vaznost patofizioloSkih procesa poput pojacane fosforilacije proteina tau, neuroupale, poremecaja funkcije
mitohondrija, nedostatnosti krvozilnog sustava, upalnih stanja uslijed prodora patogenih mikroorganizama,
poremecaja metabolizma, te neosjetljivosti na inzulin, a posljednje spoznaje govore u prilog slozenoj
etiopatogenezi odredenoj istovremenim doprinosom viSe patofiziolodkih procesa (Armstrong 2013). Nove
spoznaje takoder upucuju da periferni organi zna¢ajno doprinose odrZavanju sloZenih fizioloskih procesa u

mozgu $to govori u prilog vaznosti razumijevanja uloge perifernih organa u odrzavanju fizioloSkih procesa



srediSnjeg ziv€anog sustava u zdravlju i bolesti. Primjerice, patoloSka stanja koja za posljedicu imaju razvoj
upale mogu utjecati na srediSnji ziv€ani sustav prolaskom monocita ili lipofilnih upalnih posrednika (npr.
prostaglandina) kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB - prema eng. blood-brain barrier), u€¢inkom na vagus ili
cirkumventrikularne organe koji nisu zasticeni BBB-om, ili naruSavanjem integriteta same BBB (Takeda,
Sato, i Morishita 2014). Probavni sustav posebno je vazan u regulaciji fizioloskih i patofizioloSkih procesa
povezanih s nastankom sAB. Jetra i crijeva znacajan su izvor AR (Bassendine i sur., bez dat.; Sun i sur.
2020), predstavljaju kljuénu branu upalnim posrednicima i patoloskim mikroorganizmima ¢ime neposredno
sudjeluju u regulaciji upale (Borsom, Lee, i Cope 2020; Giovannini i sur. 2021), te upravljaju apsorpcijom,

preraspodjelom i metabolizmom hranjivih tvari.

Uloga jetre u patogenezi sporadi€éne Alzheimerove bolesti

U sAB je opisano smanjenjenje klirensa AR iz srediSnjeg ziv€anog sustava. Otprilike 50% mozdanog AB
dospije u krv i iz tijela ga odstranjuju manjim dijelom bubrezi, a veéim jetra putem Zuci (Roberts i sur. 2014).
Smatra se da mozdani AB u krv mozZe doc¢i odstranjenjem putem glimfatiCkog sustava ili aktivnim
transportom preko krvno-mozdane barijere posredovanim proteinom povezanim s receptorom za lipoprotein
niske gusto¢e (LRP1 - prema eng. low density lipoprotein receptor-related protein 1, koji sluzi kao
transmembranski receptor za endocitozu lipoproteina) i receptorom za lipoprotein niske gusto¢e (LPLR -
prema eng. lipoprotein lipase receptor). Oba receptora posreduju i prijenos AR u hepatocite, a topljiva forma
LRP1 receptora glavni je transportni protein AR u plazmi (Bassendine i sur., bez dat.). Polimorfizmi LRP1
gena povezani su s umjerenim nakupljanjem AB u mozgu (Bassendine i sur., bez dat.). U jetri, LRP1
funkcionira zajedno s LPLR u &iS¢enju Eestica koje sadrZze Apolipoprotein E (ApoE) koje cirkuliraju u plazmi.
Polimorfizmi ApoE alela glavni su genetski rizini ¢imbenik za razvoj sAB (Genin i sur. 2011) Sto se
objasSnjava smanjenim kapacitetom za uklanjanje AB. Sukladno tomu, u homogenatima hepatocita oboljelih
od AB ex vivo je pronadena smanjena razgradnja AB (Maarouf i sur. 2018). Podaci iz epidemioloskih studija
neizravno podupiru ulogu jetre u razvoju sAB gdje su nealkoholni steatohepatitis, ciroza, te omjer aspartat
aminotransferaze i alanin aminotransferaze prepoznati kao rizi€ni ¢imbenici za razvoj i progresiju
bolesti(Estrada i sur. 2019).0sim toga, jetra je klju¢ni glukoregulatorni organ koji sudjeluje u razvoju i
napredovanju inzulinske rezistencije i Se¢erne bolesti tipa 2 koji su prepoznati kao vazni rizi€ni ¢imbenici za
razvoj SAB (Hsieh i Hsieh 2011).

Zivotinjski model sporadiéne Alzheimerove bolesti

Zivotinjski modeli koji to vjernije oponasaju bolest u ljudi neophodni su za razjasnjenje etiopatogeneze
bolestii klju¢na su stepenica u translacijskim istrazivanjima potencijalnih terapija. Naj¢esce koristeni model
u istrazivanju Alzheimerove bolesti su transgeni¢ni miSevi s genetskom manipulacijom koja dovodi do

pojacanog stvaranja AR (Duyckaerts, Potier, i Delatour 2008). lako genetska manipulacija metabolizma AR



daje vrijedan uvid u fiziolosku funkciju AR i njegovu ulogu u nastanku familijarnog oblika bolesti, transgenicni
Zivotinjski modeli nisu pogodni za proucavanje patoloskih mehanizama povezanih s nastankom sAB. Jedan
od najkoriStenijih modela sAB Stakorski je model dobiven primjenom streptozotocina (STZ) u lateralne
mozdane komore (STZ-icv, prema eng. streptozotocin intracerebroventricular) (Melita Salkovic-Petrisic i
sur. 2013). STZ je betacitotoksi¢na tvar koja perifernom primjenom visokih doza u glodavaca dovodi do
deplecije B-stanica gusteraCe Sto se koristi za dobivanje eksperimentalnog modela dijabetesa tipa 1
(jednokratna visoka doza STZ) dok viSekratne nize doze STZ ostecuju signalizaciju inzulinskog receptora u
niske doze STZ u lateralne komore Stakora dovodi do progresivhog oSteéenja kognitivho-bihevioralnih
funkcija. U STZ-icv modelu opisane su neuropatoloske promjene u vidu izrazane neuroupale (A. Knezovic
i sur. 2017), kolinergi¢kog deficita, nakupljanja AB u hipokampusu, hipotalamusu i korteksu (Biasibetti i sur.
2017), hiperfosforilacija proteina tau te amiloidne angiopatije (Knezovic i sur. 2015). Navedene promjene i
postepeni razvoj kognitivhog deficita u modelu sli€ne su onima u ljudi oboljelih od sAB (M. Salkovic-Petrisic
i Hoyer 2007).Opisane su promjene ekspresije proteina u signalnom putu inzulinskog receptora $to se
tumaci kao stanje neosjetljivosti mozga na inzulin (IRBS - prema eng. insulin-resistant brain state) (Correia

i sur. 2011) iako neki istrazivaci smatraju da joS nema jasne definicije IRBS (Grieb 2016).

Inkretini u neurodegenerativnim bolestima

Inkretini su skupina metaboli¢kih hormona koji se primarno luce iz stanica probavnog sustava uslijed obroka
te potiCu izlu€ivanje inzulina iz gusterace i time sudjeluju u regulaciji metabolizma glukoze. U inkretine
spadaju glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1, prema eng. glucagon-like peptide-1) i o glukozi ovisan
inzulinotropni polipeptid (GIP - prema eng. glucose-dependent insulinotropic polypeptide). Kljuéna
glukoregulatorna uloga inkretina prepoznata je te iskoriStena za razvoj novih inkretinskih analoga (primjerice
liraglutid - acilirani derivat fragmenta peptida-1 nalik GLP-1) i lijekova koji inhibiraju metabolizam inkretina
(primjerice sitagliptin - kompetitivni antagonist enzima dipeptidil peptidaze-4 (DPP-4) koji razgraduje GLP-
1i GIP), koji se danas koriste u terapiji Se¢erne bolesti tipa 2. U posljednje vrijeme intenzivno se istrazuju
neuroprotektivni ucinci inkretina te lijekova koji djeluju na inkretinski sustav posebno u kontekstu
neurodegenerativnih bolesti (Holscher 2014). lako mehanizmi koji posreduju neuroprotektivhe ucinke
inkretina jo$ nisu u potpunosti poznati, istraZivanja pokazuju da bi modulacija IRBS, smanjenje oksidativhog
stresa, u€inak na homeostazu AB, te u€inci na apoptozu, proliferaciju i diferencijaciju stanica i funkciju
sinapsi mogli imati vaznu ulogu (Hélscher 2014). Osim toga, uzevsi u obzir inzulinsku rezistenciju i periferni
metabolizam u nastanku sAB i drugih neurodegenerativnih bolesti, inkretini bi mogli ostvarivati

neuroprotektivni u€inak i o€uvanjem periferne metabolicke homeostaze.



Preliminarni rezultati koji pokazuju da je inkretinski sustav naruSen u STZ-icv modelu SAB su:

i. dugotrajna primjena oralne galaktoze dovela je do pobolj$Sanja kognitivhe funkcije u Stakorskom
model sAB, $to je bilo praéeno poveéanjem endogenog GLP-1 (Knezovic i sur. 2018)
ii. neosjetljivost crijeva na farmakoloSku modulaciju aktivnosti GLP-1 receptora u mozgu (Jan
Homolak, Babi¢ Perho€, Knezovic, Osmanovic, i Salkovic-Petrisic 2021)
iii. icv primjena inhibitora GIP receptora [Pro®]-GIP-a izaziva promjene crijeva vezane uz oksidativni
stres, programiranu smrt stanica te integritet crijevne barijere koju su moderirane STZ-icv modelom

(Jan Homolak, Babi¢ Perho¢, Knezovic, Osmanovic, Koc, i sur. 2021)

Obzirom na ove spoznaje, cilj ovog istrazivanja bio je istraziti patofizioloSke promjene u jetri u Stakorskom
STZ-icv modelu sAB, te ispitati moderira li stanje izazvano primjenom STZ-icv u€inak srediSnje primjene
[Pro®]-GIP-a na jetru.



Hipoteza

Akutni u€inak intracerebroventrikularne primjene inhibitora GIP receptora mijenja oksidativne i metabolicke
parametre jetre u Stakorskom modelu sAB.

Opéi i specifi€ni ciljevi rada

Opéi cilj
Ispitati izaziva li sredi$nja primjena [Pro%]-GIP-a oksidativni stres i metabolicke promjene u jetri Stakora te

jesu li ucinci oGuvani u Stakorskom modelu sAB.

Specifi€ni ciljevi

1) Ispitati akutni uc¢inak [Pro®]-GIP na parametre oksidativnog stresa i metaboli¢kih signalnih puteva u
jetri.

2) lIspitati akutni uginak [Pro®]-GIP-a na koncentraciju inzulina i GIP- u plazmi.

3) Ispitati u€inak intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (model sAB) na parametre
oksidativhog stresa i metaboli¢ku signalizaciju u jetri.

4) Ispitati akutni u¢inak [Pro®]-GIP na parametre oksidativnog stresa i metaboli¢ku signalizaciju u jetri
Stakorskog modela sAB.



Materijali i metode

U pokusu su koristeni tri mjeseca stari muzjaci Wistar Stakora (n = 40) uzgojenih na Zavodu za
farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveugili§ta u Zagrebu. Zivotinje su boravile po dvije ili tri u kavezu uz
regulaciju perioda svjetla i tame u ciklusima od 12 sati (7 sati - 19 sati). Vlaznost Stale odrzavana je izmedu
40 i 70%, a temperatura u rasponu od 21° do 23 °C. Hrana i voda bili su dostupni ad libitum. Stelja je

mijenjana dva puta tjedno.

Eksperimentalni model sAB

Za uspostavu Stakorskog modela sAB koristena je intracerebroventrikularna primjena streptozotocina (STZ-
icv) prema standardnom postupku utemeljenom od strane mentorice i istrazivackog tima Laboratorija za
molekularnu neurofarmakologiju (Grieb 2016). Zivotinje su bile nasumiéno rasporedene u kontrolnu
(oznaCavana s CTR) skupinu ili skupinu tretmana streptozotocinom (STZ). Nakon uvodenja zivotinja u op¢u
anesteziju intraperitonealnom primjenom ketamina i ksilazina (70 mg/kg i 7 mg/kg), u€injena je trepanacija
lubanje. Kroz formirani otvor uvela se Hamilton injekcijska igla modela Slimline 701N (26s ga, 10 uL) te je
u obje lateralne komore aplicirana otopina 1,5 mg/kg streptozotocina otopljenog u 0,05M citrathnom puferu
(pH 4,5) u volumenu od 2 yL po komori. Kontrolne zivotinje prosle su isti postupak kao i eksperimentalne,
ali s primjenom otapala bez streptozotocina. Isti postupak ponovljen je nakon 48 sati te su Zivotinje u STZ

skupini ukupno primile 3 mg/kg (STZ).

SrediSnja inhibicija GIP receptora

Mozdani GIP receptori farmakoloski su inhibirani primjenom kompetitivnog antagonista [Pro®]-GIP-a.
Mjesec dana nakon STZ-icv tretmana sve zivotinje iz kontrolne i eksperimentalne skupine nasumicno su
rasporedene u podskupine za jednokratnu bilateralnu intracerebroventrikularnu primjenu [Pro%]-GIP-a (85

pa/kg; 2 uL po komori) ili otapala (fizioloSka otopina; 2 uL po komori).

Zrtvovanje i pohrana tkiva

Za potrebe uzorkovanja tkiva za biokemijske analize, Sest Zivotinja iz svake skupine (preostale 4 Zivotinje
po skupini perfundirane su fiksativom su potrebe histoloskih analiza koje nisu predmet ovog istrazivanja)
eutanazirano je i ekapitirano u opc¢oj anesteziji pola sata nakon primjene [Pro®]-GIP-a ili otapala. Sredi$nji
jetreni rezanj diseciran je, ispranu fosfatnom puferu (PBS - prema eng. phosphate-buffered saline). Tkivo

je smrznuto u tekuéem dusSiku i pohranjeno na -80°C. Nakon odmrzavanja uzorci su ultrazvuéno



homogenizirani na ledu u 500 pL pufera za lizu ( 10 mM HEPES, 1mM EDTA, 100 mM KClI, 1% Triton X-
100, mjeSavina inhibitora proteaza (Sigma-Aldrich, USA) i inhibitori fosfataza (PhosSTOP, Roche,
Switzerland) (pH 7.5)) u tri ciklusa. Homogenati su centrifugirani 10 minuta na 4°C i 13 000 okretaja u
minuti. Dobiveni supernatant odvojen je i pohranjen na -20°C do daljnje analize. Uzorci plazme (n = 10 po
skupini jer su prikupljeni iz svih zZivotinja prije zZrtvovanja) izdvojeni su iz pune krvi dobivene punktiranjem
retro-orbitalnog sinusa, centrifugiranjem u hepariniziranim tubicama tijekom 10 minuta na 3600 okretaja u
minuti na 4°C. U sve uzorke dodan je inhibitor dipeptidil peptidaze-4 u volumnom omjeru 1:100 kako bi se

sprijecila razgradnja GIP-a do daljnje analize.
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Slika 1. Plan izvodenja pokusa. Na slici je prikazan vremenski slijed razdvajanja Stakora u
eksperimentalne skupine s pripadaju¢im tretmanom. U desnoj strani slike nalaze se oznake za grupe i slike
uzetih uzoraka nakon zrtvovanja. STZ — streptozotocin; icv — intracerebroventrikularno CTR - kontrolna
skupina; [Pro®]-GIP — inhibitor receptora o glukozi ovisnog inzulinotropnog polipeptida (GIP-a); GIPI —
oznaka za skupinu koja je dobila GIP inhibitor.

Mjerenje koncentracije proteina

Koncentraciju proteina u homogenatima jetre odredena je metodom po Lowryju (Lowry i sur. 1951). 10 pL
homogenata pomijeSano je s 2 mL reagensa bakrova sulfata (49 mL otopine 2% Na2CO3 u 0,1 M NaOH i
1 mL otopine dobivene mijeSanjem 500 pL 1% CuS04-5H20 i 500 pL 2% NaK tartarata). Nakon 10 minuta
dodano je 0,2 mL folin reagensa (H20 i Folin-Ciocalteu, 2:1) i ostavljeno na sobnoj temperaturi 30 minuta.

Apsorbancija plavog kolorimetrijskog produkta izmjerena je pri valnoj duljini od 750 nm na spektrofotometru



(Iskra HPV 220, Slovenija). Koncentracija proteina izraCunata je iz standardne krivulje otopine albumina

govedeg seruma. Kao slijepa proba koristena je 0,1 M klorovodi¢na kiselina (10 yL).

Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija procijenjena je mjerenjem koncentracije tvari koje reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom
(TBARS - prema eng. thiobarbituric acid reactive substances) ¢ime se mjeri koncentracija malondialdehida
(MDA) i drugih reaktivnih aldehida koji nastaju peroksidacijom polinezasiéenih masnih kiselina(Prabhakar i
sur. 2012). TBARS esej zasniva se na reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA - prema eng. thiobarbituric acid) i
MDA ¢iji adukt apsorbira vidljivu svjetlost na 540 nm. Supernatanti tkivnih homogenata (12 pL) pomije$ani
su sa 120 uL TBA-TCA (trikloctena kiselina) reagensa i 70 yL ddH>O. TBA-TCA reagens sastoji se od
0,375% TBA otopliene u 15% trikloroctenoj kiselini. Pripremljeni uzorci premjesteni su u perforirane
epruvete volumena 1,5 mL te inkubirani 20 minuta na 95 °C u bloku za grijanje. TBA-MDA adukt izdvojen
je u 220 pL n-butanola. Apsorbancija otopljene frakcije adukta u butanolu izmjerena je na 540 nm u Citacu
mikroplogica Infinite F200 PRO (Tecan, Svicarska). Koncentracija adukta procijenjena je na temelju

molarnog ekstinkcijskog koeficijenta od 1,56x10° M cm™ te puta svjetlosti od 0,5 cm.

Aktivnost superoksid dismutaze

Enzim superoksid dismutaza (SOD) katalizira dismutaciju superoksida (O2 ) u vodikov peroksid (H202)
¢ime §titi stanicu od oStecCenja reaktivnim slobodnim radikalima. Aktivhost SOD izmjerena je indirektno
analizom autooksidacije pirogalola u prisutnosti homogenata jetre (Li 2012). Pirogalalol je benezentriol
(1,2,3-trihidroksibenzen) s izrazenim svojstvom autooksidacije posredovane superoksidnim radikalima u
neutralnom puferu Sto je mogucée sprijeciti dodavanjem SOD-a. U reagens (15 pL 60mM pirogalola
otopljenog u 1 mM HCI sa 1000 yL TRIS-HCIi 1 mM Na;EDTA (pH = 8.2)) dodano je 10 uL homogenata
jetre, te je promjena apsorbancije na 325 nm zabiljeZena tijjekom 150 s. Za procjenu maksimalne
autooksidacije pirogalola istim protokolom snimljena je apsorbancija jednakog volumena reagensa bez
uzorka. Aktivhost SOD izraZena je omjerom absorbancije pirogalola s uzorkom i bez njega, $to ozna¢ava

postotak inhibicije autooksidacije.

Niskomolekularni tioli i sulfhidrilne skupine proteina

Mjerenje koncentracije niskomolekularnih tiola (LMWT - eng. low-molecular weight thiols) i koncetracija
sulfhidrilnih skupina (SH) proteina zasniva se na reakciji 5'-ditio-bis(2-nitrobenzojeve kiseline) (DTNB) sa
slobodnim tiolnim skupinama uz nastajanje 5-tio-2-nitrobenzojeva kiselina (TNB) koja se detektira
spektrofotometrijski na 405 nm (Van der Plancken, Van Loey, i Hendrickx 2005). Uzeto je 25 yL homogenata

jetre i inkubirano sa 25 pL 4 % sulfosalicilne kiseline na ledu tijekom sat vremena. Uzorci su centrifugirani



10 minuta na 10 000 okretaja u minuti na 4 °C. Dobiveni supernatant odvojen je u zasebne epruvete za
odredivanje LMWT. Zaostali talog koriSten je za mjerenje slobodnih SH u proteinskoj frakciji. U obje
epruvete dodano je 35 pL DTNB-a (4 mg/mL u 5% natrijevom citratu). Nakon 10 minuta reakcije izmjerena
je apsorbancija pomo¢u ¢&itada mikroplogica Infinite F200 PRO (Tecan, Svicarska). Za izradun koncentracije
SH i LMWT koristen je molarni ekstinkcijski koeficijent od 14150 M-*cm™. Izmjerene vrijednosti korigirane

su dijelienjem s ukupnom koncentracijom proteina u uzorku.

Nitrocelulozna redoks permanganometrija

Nitrocelulozna redoks permanganometrija (NRP) koriStena je za odredivanje ukupnog reduktivnog
kapaciteta jetrenog tkiva (Homolak i sur. 2020). Na nitroceluloznu membranu naneseno je 1 pL uzorka i
ostavljeno da se osusi na sobnoj temperaturi. Suha membrana uronjena je u otopinu NRP reagensa
dobivenog otapanjem 0,3 mg KMnO4 u 30 mL ddH»0. Nakon 30 sekundi membrana je isprana u dH,O &ime
je prekinuta redukcija kalijeva permanganata (KMnQO,) u magnezijev dioksid (MnO>) . Precipitirani MnO;
izmjeren je digitalizacijom slike uredskim skenerom (SP 4410SF, RICOH, USA) i raunanjem integrirane
gustoce signala u programu FIJI (NIH, USA). Dobivene vrijednosti denzitometrije korigirane su dijeljenjem

s vrijednostima koncentracije ukupnih proteina u uzorku.

Ukupni oksidacijsko-redukcijski potencijal

Ukupni oksidacijsko-redukcijski potencijal (ORP) jetrenih homogenata izmjeren je pomoéu 6230N
mikroprocesorskog mjeraca (Jenco Instruments, San Diego, USA) i mikrosenzora ORP-146S (Shelf
Scientific, Lazar Research Laboratories, USA) koji se sastoji od platinaste elektrode spregnute s
referentnom Ag/AgCI elektrodom u KCI-u (Cao i sur. 2016). 5 yL homogenata jetre inkubirano je u 5 L
stabilizacijske otopine za elektrodu (0,1 M 12i 0,4 M KI) na sobnoj temperaturi u mraku tijekom sat vremena.
U svaki je uzorak dodano 40 uL ddH.O kako bi se postigao zadovoljavaju¢i mjerni volumen. Srednja
vrijednost ORP pojedinog uzorka dobivena je naizmjeni¢nim uranjanjem platinaste elektrode u epruvete s
uzorcima nasumicnim redoslijedom. Mjerni raspon sustava nalazio se od -1500 do + 1500 mV, a preciznost

sustava bila je £0.5 mV.

Elektroforeza proteina i western blot

Relativha ekspresija pojedinih proteina od interesa u uzorcima jetre izmjerena je pomocu razdvajanja
proteina natrij dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforezom (SDS-PAGE) te analizom na nitroceluloznu
membranu preneSenih proteina pomocéu western blot metode. Odabrani proteini s pripadaju¢im primarnim

protutijelima navedeni su u tablici.



Tablica 1. Odabrani proteini i primarna protutijela koriStena u western blot metodi.

Protein Primarno protutijelo Proizvodac

Beta podjedinica inzulinskog receptora (IR — | Anti-Insulin Receptor mouse | Merck Millipore

prema eng. insulin receptor) Antibody, beta subunit (SAD)

Fosforilrani supstrat inzulinskog receptora 1 | Phospho-IRS-1 (Ser307) Rabbit | Cell Signalling
(pIRS 1 — phosphorylated insulin receptor | Antibody (SAD)
substrate ) na poziciji 307

Enzim koji razgraduje inzulin (IDE — prema eng. | IDE Mouse Monoclonal Antibody Cell Signalling

insulin degrading enzyme) (SAD)

Fosorilrana o adenozin mono fosfatom | Phospho-AMPKa (Thr172) Rabbit | Cell Signalling
aktivirana protein kinaza (P AMPK — prema eng. | mAb (SAD)
phosphorylated AMP-activated protein kinase)

Cetvrta podjedinica citokrom ¢ oksidaze | COX IV Antibody #4844 Cell Signalling
(COXIV— prema eng. Cytocrome C oxidase (SAD)
subunit 1V)
Kaspaza 3 Cleaved Caspase-3  (Aspl75) | Cell Signalling
(5A1E) Rabbit mAb (SAD)
Citokrom C Cytochrome C (D18C7) Rabbit mAb | Cell Signalling
(SAD)

Homogenati tkiva pomijedani su s jednakim volumenom pufera za nanosenje na gel (eng. sample buffer ([2
mL glicerola; 6 mL 10% SDS; 2,5 mL 1 M Tris (pH 6,7); 3 mg bromfenol plavila] i 20% B-merkaptoetanola)).
Uzorci za analizu kaspaze-3 i na fosforilirane 5 ‘adenozin monofosfat aktivirana protein kinaza grijani su na
95°C tijekom 10 minuta. Na TGX Stain-Free FastCast 12% poliakrilamidni gel za elektroforezu (Bio-Rad,
USA) prireden po uputama proizvodaca naneseno je 30 mg proteina svakog uzorka u volumenu
izraCunatom na temelju prethodno izmjerenih koncentracija proteina po Lowryju. Elektroforeza je trajala
izmedu 45 i 60 minuta uz naponu od 140V. Gelovi s razdvojenim proteinima aktivirani su i uslikani pomocu
uredaja ChemiDoc MP Imaging System UV transilluminator (Bio-Rad, USA). Analiza UV prosvijetljenih
gelova koridtena je za daljnje postupke korekcije signala dobivenih western blotom. Razdvojeni proteini
preneseni su na nitroceluloznu membranu postupkom polusuhog prijenosa. Nitrocelulozna membrana
pazljivo je naslonjena na gel poloZen na celulozne filtere natopljene puferom za prijenos proteina te je

pokrivena drugim setom istih filtera i fiksirana u sustav za polusuhi prijenos Trans-Blot Turbo (Bio-Rad,
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USA). Koristen je protokol u trajanju od 7 minuta uz napon od 25 V i jakost struje 2 - 2,5 mA. Membrana je
isprana u otopini 1% Ponceau S u 4% octenoj kiselini tijekom 1 minute s ciliem kontrole prijenosa proteina
i inhibicije ostatne aktivnosti peroksidaza koja mozZe utjecati na intenzitet signala. Membrane su isprane u
puferu za ispiranje s niskom koncentracijom soli (LSWB - prema eng. low-salt washing buffer; (pH 7,5; 1,211
g Trisa i 8,766 g NaCl u 1 L H20) tijekom 5 minuta te inkubirane u puferu za blokiranje (1 g nemasnog
mlijeka u prahu; 20 mL LSWB; 100 uL Tween 20) preko noc¢i. Nakon tri serije ispiranja po pet minuta u
LSWB-u membrana je inkubirana s primarnim protutijelom. Kod svih membrana primarno protutijelo
razrijedeno je u puferu za blokiranje u volumnom omjeru 1:500, a membrane su inkubirane u otopini
primarnog protutijela tijekom 24h na 4° C. Sekundarno protutijelo pripremljeno je u istom puferu u volumnom
omjeru 1:1000, a inkubacija je provedena tijekom 1 h na sobnoj temperaturi. Tijekom inkubacije i slikanja,
membrana se nalazila izmedu dvije poli(vinil-klorid) (PVC) folije kako bi se osigurala ravnomjerna raspodijela
protutijela. Isprane membrane inkubirane su u kemiluminiscentnom reagensu SuperSignal™ West
Pico/Femto po uputama proizvodaca (Thermo-Fisher Scientific, USA) i snimljene MicroChemiDoc kamerom
(DNR Biolmaging Systems Ltd., Israel). Snimke membrana i ukupnih proteina analizirane su u programu
FIJI(NIH, USA) koristenjem Gel Analyzer protokola(Miller 2010). Rezultat denzitometrije izrazen je kao

omjer relativne integrirane gustoce pojedinog proteina i koncentracije ukupnih proteina u pojedinom uzorku.

Koncentracija inzulina, GIP-a i aktivhog fragmenta GIP-a u plazmi

Koncentracija inzulina u plazmi izmjerena je pomoéu komercijalnog imunoenzimskog testa (Merck, USA)
sendvi¢ metodom po uputama proizvodaca. U jazice prekrivene misjim monoklonskim protutijelima
specificnim za Stakorski inzulin naneseno je 10 uL plazme. Nakon vezanja inzulina na adsorbirana
monoklonska protutijela, ostatak plazme ispran je puferom za ispiranje, a adsorbirani inzulin inkubiran je u
otopini poliklonalnih protutijela na Stakorski inzulin. Nakon ponovnog ispiranja u jaZice je nanesena otopina
sekundarnih protutijela spregnutih s peroksidazom iz hrena (HRP - prema eng. horseradish peroxidase).
Koncentracija inzulina procijenjena je na temelju kvantifikacije kolorimetrijskog produkta koji nastaje
reakcijom 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina s HRP-om. Apsorbancija na 450 nm te 590 nm (za korekciju)
izmjerena je na &itadu mikroplogica (Tecan, Svicarska). Koncentracija ukupnog i aktivnog GIP-a izmjerena

je komercijalnim imunoenzimskim testovima (Merck, USA) koji se zasnivaju na istom principu.

Koncentracija glukoze u plazmi

Glukoza je izmjerena u 10 yL uzorka plazme standardnom kolorimetrijskom Trinder metodom koristeci
glukozu oksidazu i 4-amino-antipirin u komercijalnom kompletu (Greiner Diagnostic, Njemacka).

Apsorbancija je ogitana na &itadu mikroplogica Infinite F200 PRO (Tecan, Svicarska) na 570 nm.
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Statisticka analiza

Sve izmjerene vrijednosti (zavisne varijable) analizirane su svaka u zasebnom generalnom linearnom
modelu sa skupinom kao nezavisnom kategorijskom varijablom s Cetiri razine (Cetiri skupine): i)
intracerebroventrikularna (icv) primjena citratnog pufera + icv primjena fizioloSke otopine (oznaceno kao
kontrola, CTR); (ii) icv primjena STZ + icv primjena fizioloSke otopine (oznaeno kao STZ); (iii) icv primjena
citratnog pufera + icv primjena [Pro®]-GIP-a (oznac¢no kao CTR + GIPI); (iv) icv primjena STZ + icv primjena
[Pro®]-GIP-a (oznaceno kao STZ + GIPI). Rezultat analize su razlike srednjih vrijednosti zavisnih varijabli
izmedu neke dvije skupine (,kontrast) podeSene za vrijednosti u ostalim skupinama (tzv. razlike srednjih
vrijednosti procijenjene metodom najmanjih kvadrata). Analizom se Zeljelo odgovoriti na slijedeéa pitanja:
1. Imali icv primijenjeni STZ ucinka ({j. razlikuju se Zivotinje sa sAB od zdravih zivotinja)? Odgovor se temelji
na razlici izmjerenih vrijednosti u skupini CTR i skupini STZ (oznaceno kao CTR — STZ); 2. Ima li icv
primijenjeni [Pro3]-GIP uginka u zdravih Zivotinja? Odgovor se temelji na razlici izmjerenih vrijednosti u
skupini KTR i skupini KTR + GIPI (ozna¢eno kao CTR — CTR+GIPI); 3. Ima li icv primijenjeni [Pro%]-GIP
uCinak u zivotinja pretretiranih streptozotocinom, tj. zZivotinja sa sAB? Odgovor se temelji na razlici
izmjerenih vrijednosti u skupini STZ+GIPI i skupini STZ (razlika STZ+GIP| — STZ); 4. Razlikuju li se ucinci
[Pro®]GIP-a u zdravih Zivotinja i u Zivotinja s SAB? To se pitanje moze izreéi i kao je li STZ (tj. SAB) moderator
ucinka [Pro®]-GIP-a? Odgovor se temelji na razlici dviju razlika: (CTR — KTR+GIPI) — (STZ+GIPI — STZ).
Formalni test ove razlike je test interakcije (§to se moZe izreci i kao test medudjelovanja STZ [sAB] i [Pro%]-
GIP-a). Rezultati analize prikazani su kao razlike (podeSenih) srednjih vrijednosti uz pripadajuce p-
vrijednosti. Za test interakcije nije prikazana razlika izmedu razlika, ve¢ samo p-vrijednost pripadajuéa testu
interakcije izmedu STZ i [Pro®|GIP-a. Interakcija nije testirana za sve mjerene pokazatelje, ve¢ za one za
koje je vizualna inspekcija kutijastih dijagrama naznadila mogucu razliku uc¢inaka [Pro®]GIP-a u kontrolnih
Zivotinja i Zivotinja sa sAB. Razina greSke tipa 1 u svim testovima iznosila je 0,05, a u svakom je modelu
u€injena korekcija Sidak metodom za broj testova. Statisticka analiza podataka radena je u programskom
jeziku R (verzija 4.0.5)

Eticka dopusnica istrazivanja
Pokusi su provedeni u sklopu istrazivanja na projektu Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ 1P-2018-01-

8938) za koji je dobivena etitka dopusnica Ministarstva poljoprivrede ()i Etitkog povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveudilista u Zagrebu (04-1343-2006). In vivo postupke na Zivotinjama (icv primjena STZ i GIP
inhibitora, Zrtvovanje i uzorkovanje) provodili su istrazivadi na HRZZ projektu zaposleni u Laboratoriju za
molekularnu neurofarmakologiju na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu
koji posjeduju etiCke dopusnice za rad s laboratorijskim zivotinjama. Svi in vivo postupci na Zivotinjama
provedeni su sukladno smjernicama Zakona o zastiti zivotinja (NN 102/17) i Pravilnika o zastiti zivotinja koja
se koriste u znanstvene svrhe (NN32/19).
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Rezultati

Promjene parametara oksidativnog stresa u jetri

Oksidativni stres u jetrenom tkivu Stakora ispitan je pomocu vise komplementarnih metoda kako bi se dobio
pouzdani uvid u tkivhu redoks homeostazu (Slika 2). Rezultati analize ORP i NRP odrazavaju ukupni
reduktivni (antioksidativni) kapacitet tkiva te nisu uo¢ene promjene redoks homeostaze niti u jednoj skupini
Zivotinja u usporedbi s kontrolom (Slika 2 A, B). Koncentracija MDA (ozna¢no kao TBARS)takoder se nije
znacajno promijenila uslijed tretmana STZ-om niti [Pro®]-GIP-om (slika 2 C). Vizualnim prikazom raspodjele
izmjerenih vrijednosti LMWT, SH i SOD (Slika 2 D, E, F) uoCen je trend smanjenja u skupini kontrolnih
zivotinja tretiranih [Pro®]-GIP-om (CTR+GIPI) u odnosu na kontrolnu skupinu treniranu fiziolo§kom otopinom

(CTR) koji zbog malog broja Zivotinja i velike varijance nije statisticki znacajan (p > 0.05) (nije prikazano).

Promjene inzulinske signalizacije u jetri

Podaci o relativhoj ekspresiji proteina dobiveni denzitometrijskom analizom western blotova prikazani su na
slici 3. Proteini koji sudjeluju u inzulinskoj signalizaciji IR i pIRS 1)) i razgradnji IDE znac¢ajno se razlikuju
medu grupama (Slika 3.A, B, C). Skupine $takora u tretmanu STZ-icv kao i akutnom tretmanu [Pro®]-GIP-
om imaju smanjenu ekspresiju IR (p < 0,001; Slika 3.A) i IDE (p < 0,001, Slika 3.C) u odnosu na kontrolnu
skupinu. Ekspresija pIRS 1 pokazuje suprotan trend (Slika 3.B), zbog velikog rasapa vrijednosti u kontrolnoj
skupini statisti€ki nije zna€ajan (p > 0,05; Slika 3.G). Ekspresija pAMPK (Slika 3.D) nije se zna€ajno
promijenila u akutnom tretmanu [Pro®]-GIP-om (p = 0,123 ; Slika 3.H) kao ni u STZ-icv tretmanu (p = 0,118;
Slika 3.H). Pretretman streptozotocinom znac€ajno moderira (p interakcije < 0,05) u€inak akutnog tretmana
[Pro®]-GIP-om na ekspresiju svih mjerenih proteina inzulinskog signalnog puta. Kod ekspresije IR i IDE

moderacija je kvantitativna, a kod pIRS 1 i pAMPK kvalitativha.
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Slika 2. Pokazatelji oksidativhog stresa u jetri nakon akutne intracerebroventrikularne primjene
[Pro®]-GIP-a u stakorskom modelu sporadi¢éne Alzheimerove bolesti. Izmjerene vrijednosti Sest
razliCitih parametara (A - F) prikazane su kutijastim i rasprSenim grafikonom (svaka to¢ka predstavlja jednu
Zivotinju). N = 6 Zivotinja po skupini uz izuzetak CTR + GIPI = 5. N = 6 Zivotinja po skupini uz izuzetak CTR
+ GIPI = 5; ORP - oksidacijsko-redukcijski potencijal; NRP — nitrocelulozna redoks permanganometrija;
TBARS - tvari koje reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom; SOD — superoksid dismutaza (y os x10%); THB -
1,2,3-trihidroksibenzen; LMWT — nisko molekularni tioli; SH — tiolne skupine proteina; CTR — kontrolna
skupina; STZ —skupina sa streptozotocinom; GIPI — oznaka za inhibitor o glukozi ovisnog inzulinotropnog
peptida (GIP-a)
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Slika 3. Uginak sredi$nje primjene [Pro®]-GIP- a na ekspresiju jetrenih proteina povezanih s
regulacijom inzulinske signalizacije Stakorskom modelu sporadiéne Alzheimerove bolesti.
Vrijednosti denzitometrije western blota prikazane su kombinacijom raspr§enog (svaka toCka predstavija
jednu zivotinju) i kutijastog grafikona po grupama (A-D). Ispod kutijastih grafikona nalaze se grafikoni u€inka
(eng. effect plot) za pojedini protein (E-H). Grafikon ucinka prikazuje ucinak streptozotocina (CTR — STZ)
i [Pro®]-GIP-a (CTR — CTR + GIPI) na ekspresiju pojedinog proteina. Uginak je izraGunat kao razlika srednjih
vrijednosti izmedu grupa podeSena za vrijednosti drugih grupa, a graficki je prikazan kao to€ka (eng. point
estimate) s 95% intervalom pouzdanosti (Cl - prema eng. confidence interval). Isprekidana vertikalna crvena
linija oznaCava nepostojanje razlike izmedu skupina. Ako interval pouzdanosti ne sije€e crvenu liniju u€inak
tretmana smatra se znacajnim. Iznad intervala pouzdanosti prikazana je p vrijednost ucinka. Ispod grafikona
ucinka nalazi se p vrijednost interakcije tretmana STZ i [Pro®]-GIP-om (I). N = 6 Zivotinja po skupini uz
izuzetak CTR + GIPI = 5. IR — inzulinski receptor; pIRS 1 — fosforilirani supstrat inzulinskog receptora 1;
IDE — enzim koji razgraduje inzulin; pAMPK — fosforilirana AMP—om aktivirana kinaza; CTR — kontrolna
skupina; STZ - skupina tretirana streptozotocinom; GIPl — inhibitor receptora o glukozi ovisnog

inzulinotropnog peptida (GIP-a)
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Slika 4. Uginak sredi$nje primjene [Pro®]-GIP- a na ekspresiju jetrenih proteina povezanih s
apoptozom i funkcijom mitohondrija u Stakorskom modelu sporadi€éne Alzheimerove bolesti.
Vrijednosti denzitometrije western blota prikazane su kombinacijom rasprienog (svaka to¢ka predstavlja
jednu Zivotinju) i kutijastog grafikona po grupama (A-C). Ispod kutijastih grafikona nalaze se grafikoni
uCinka(eng. effect plot) za pojedini protein (D-F). Grafikon u€inka prikazuje u€inak streptozotocina (CTR —
STZ) i[Pro®]-GIP-a (CTR - CTR + GIPI) na ekspresiju pojedinog proteina. Uginak je izracunat kao razlika
srednjih vrijednosti izmedu grupa podeSena za vrijednosti drugih grupa, a grafi¢ki je prikazan kao tocka
(eng. point estimate) s 95% intervalom pouzdanosti (Cl - prema eng. confidence interval). Isprekidana
vertikalna crvena linija oznaCava nepostojanje razlike izmedu skupina. Ako interval pouzdanosti ne sijece
crvenu liniju ucinak tretmana smatra se zna€ajnim. Iznad intervala pouzdanosti prikazana je p vrijednost
udinka. Ispod grafikona ucinka nalazi se p vrijednost interakcije izmedu [Pro®]-GIP-a i pretretmana STZ-
om (G). N = 6 Zivotinja po skupini uz izuzetak CTR + GIPI = 5; COX IV — €etvrta podjedinica citokrom c
oksidaze CTR — kontrolna skupina; STZ — skupina tretirana streptozotocinom; GIPI — inhibitor receptora o

glukozi ovisnog inzulinotropnog peptida (GIP-a).
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Slika 5. Koncentracije glukoze, inzulina, aktivhog i ukupnog GIP-a u plazmi kontrolnih i STZ- icv
§takora 30 minuta nakon icv primjene [Pro®]-GIP-a. Vrijednosti koncentracije prikazane su kombinacijom
rasprSenog (svaka tocka predstavlja jednu zivotinju) i kutijastog grafikona (A-D). Ispod kutijastih grafikona
nalaze se grafikoni ucinka(eng. effect plot) za pojedini protein (E-H). Grafikon uginka prikazuje ucinak
streptozotocina (CTR — STZ) i [Pro®]-GIP-a (CTR — CTR + GIPI) na ekspresiju pojedinog proteina. Uginak
je izraCunat kao razlika srednjih vrijednosti izmedu grupa podesSena za vrijednosti drugih grupa, a graficki je
prikazan kao toCka (eng. point estimate) s 95% intervalom pouzdanosti (Cl - prema eng. confidence
interval). Isprekidana vertikalna crvena linija oznaCava nepostojanje razlike izmedu skupina. Ako interval
pouzdanosti ne sijee crvenu liniju ucinak tretmana smatra se znacajnim. lznad intervala pouzdanosti
prikazana je p vrijednost u€inka. N = 10 Zivotinja po skupini. CTR - kontrolna skupina; STZ - skupina tretirana
streptozotocinom; GIP - o glukozi ovisan inzulinotropni peptid; GIPI - skupina tretirana GIP inhibitorom

([Pro%]-GIP-om); icv - intracerebroventrikularno
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Rasprava

Relativno je malo poznato o u€inku STZ-icv na periferne organe. U prvim radovima na Stakorskom STZ-icv
modelu sAB moguci periferni uc¢inci odbaceni su na temelju nepromijenjenih vrijednosti glukoze u plazmi i
acidobaznih parametara (Duelli i sur. 1994; Nitsch i Hoyer 1991). lako nepostojanje izrazenih promjena
glukoregulacije i acido-baznog statusa jasno pokazuje da postoji znaCajna razlika izmedu ucinaka
parenteralne primjene (primjerice intraperitonealno) te sredi$nje primjene dostavljanjem STZ-a izravno u
mozdane komore, isti ne iskljuCuju moguénost patofizioloskih promjena perifernih organa s obzirom da i)
STZ-icv uzrokuje disregulaciju inzulinske signalizacije u mozgu koja je uklju¢ena u regulaciju perifernog
metabolizma; ii) STZ-icv ostvaruje znatne uclinke na hipotalamus koji je klju¢no srediste integracije

metabolickih signala u srediSnjem Ziv€anom sustavu.

U prilog izrazenih u€inaka STZ-icv na periferna tkiva govore i nalazi smanjene razine inzulina u plazmi, ali
ne i u cerebrospinalnoj tekucini mjesec dana nakon primjene STZ-icv (Knezovic i sur. 2018), promjene
koncentracije aktivhog GLP-1 u plazmi 3 mjeseca nakon tretmana (Holst 2019), te promjene koncentracije
kortikosterona (WASAD Abstracts 2019) i markera oksidativhog stresa u plazmi. Osim toga, preliminarni
rezultati perifernih promjena opisani su u crijevu i bubregu STZ-icv Stakora (Klann i sur. 2020; Jan Homolak,

Babi¢ Perho¢, Knezovic, Osmanovic, Koc, i sur. 2021).

Svega su dvije grupe znanstvenika istrazivala jetru u STZ-icv modelu. Bloch i sur. opisali su razvoj pretilosti,
masnu jetru, i povecane koncentracije inzulina i leptina u plazmi u Lewis Stakora 3 mjeseca nakon STZ-icv
(Bloch i sur. 2017). Bazalne vrijednosti glukoze nisu se razlikovale medu grupama, ali su STZ Stakori imali
poviSene vrijednosti glukoze u intraperitonealnom testu optere¢enja glukozom. Nalaz masnih promjena jetre
i smanjene tolerancije na glukozu opisane su i u Wistar Stakora iste starosti (3 mjeseca nakon tretmana)

(Stavrovskaya i sur. 2019) $to bi moglo upucdivati da u€inak mozda nije ovisan o soju Stakora.

U ovom istrazivanju nije bilo promjene koncentracije inzulina i glukoze u plazmi mjesec dana nakon STZ-
icv tretmana Sto se djelomicno razlikuje od prethodnog istrazivanja istovjetnog dizajna gdje je izmjereno
umjereno smanjenje inzulina i nepromijenjena glukoza (Knezovic i sur. 2018). Povecane koncentracije
inzulina u istraZivanju Bloch i sur. mogle bi upucivati da su promjene u plazmi ovisne o vremenu nakon icv

primjene STZ .

U jetri STZ-icv Stakora doslo je do smanjenja ekspresije IR, IDE i povecéanja ekspresije pIRS1 &to vjerojatno
nije posredovano inzulinom i aktivnim GIP-om ¢€ije su vrijednosti nepromijenjene (Slika 4.B,C) Promjena
inzulinske signalizacije u jetri povezana je, izmedu ostalog, s nastankom nealkoholne masne promjene jetre
(NAFLD - prema eng. non-alcoholic fatty liver disease) (Birkenfeld i Shulman 2014) . Buduéi da su Bloch i
sur. opisali steatozu jetre bilo bi zanimljivo istraziti nastaju li masne promjene kao posljedica dugotrajne

inzulinske rezistencije u jetri STZ-icv Stakora.

Osim direktnih promjena izazvanih STZ-om (Slike 3.A-C), periferne promjene metaboliCke regulacije

neizravno se mogu iscitati i iz kvantitativnih i kvalitativnih promjena ucinaka Pro3GIP-a (Slika 3. A-F). Svi
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proteini inzulinske signalizacije pokazuju moderaciju u€inka STZ §to dodatno naglasava da nadene direktne
promjene nisu slu¢ajan nalaz (Slika 3 A-C). Drugi metaboliCki proteini (Slika 4 A) mijenjaju smjer ekspresije
u pretretmanu STZ-om $&to je potencijalno odraz cjelokupne metaboliCke disregulacije koja bi mogla biti
posredovna oStecenjem hipotalamusa. Tomu u prilog govore i nalazi smanjene periventrikularne
mijelinizacija te gubitak ependimalnih stanica u podrucju hipotalamusa (Shoham i sur. 2003), promjene
cirkadijanog ritma, te smanjeni unos glukoze u hipotalamusu STZ-icv Zivotinja izmjeren pozitronskom

emisijskom tomografijom (Knezovic i sur. 2018).

Zanimljivo je da za razliku od nadenih metaboli¢kih promjene, u jetri STZ-icv tretiranih Stakora nema
oksidativnog osteéenja. Ovu tvrdnju podupire ¢injenica da niti jedan od pet razli¢itih parametara koji opisuju
oksido-reduktivnu homeostazu nije promijenjen. Svega nekoliko studija mjerilo je oksidativhe promjene jetre
u icv-STZ modelu dajuc¢i kontradiktorne rezultate. U miSjem modelu izmjereno je povecanje lipidne
peroksidacije (TBARS metodom) i niskomolekularnih tiola te smanjenje aktivnosti katalaze dok SOD nije
bio promijenjen (Klann i sur. 2020). Razliciti rezultati mogli su proizaci iz navedenog: i) za uspostavu modela
primijenjen je veéi volumen otopine STZ-a (5 pl) koji je mozda izazvao volumnu traumu malog misjeg
ventrikula ii) upitan je i izracun doze STZ-a korigiran na cjelokupnu tjelesnu masu zbog razli€ite relativne
proporcije tijelo-mozak izmedu miSa i Stakora. Kod Sprague-Dawley Stakora izmjereno je povecanje
LMWT , SH, i MDA 7 tjedana nakon STZ-icv (Huang i sur. 2016). Medutim, u ovom istrazunju model sAB
uspostavljen je jednokratnom injekcijom STZ-icv uz kroniénu supkutanu primjenu D-galaktoze koja uzrokuje
oksidativni stres Sto bi moglo objasniti opazene promjene. UzevSi u obzir da osim nepromijenjenih
parametara oksidativhog stresa nisu nadene promjene ekspresije proteina apoptoze, izgledno je da STZ-

icv izravno ne ostecuje hepatocite u danoj dozi.

Drugi dio ovog istraZivanja bavio se uéinkom akutne sredisnje primjene [Pro®]-GIP-a na serumske proteine
i jetru. GIP receptori nadeni su u brojnim regijjama mozga (npr. olfaktornom bulbusu, hipokampusu,
septalnim jezgrama, mamilarnim tjeleScima i dr.) u kojima njihova fizioloSka uloga joS nije razvidna.
Djelomi¢no je objadnjeno djelovanje GIP u podruéju hipotalamusa. Nakon obroka bogatog ugljikohidratima
povecana koncentracija GIP-a djelovanjem na hipotalamus poveéava osjec¢aj sitosti, smanjuje unos hrane i
poboljSava glukoregulaciju (Adriaenssens i sur. 2019). Rezultati ovog pokusa donose prve spoznaje o
promjenama uzrokovanim intracerebroventrikulatnom primjenom [Pro®]-GIP-a. U danoj dozi [Pro%]-GIP-a
doveo je do stostrukog povecanja GIP-a u plazmi uz Sto je zabiljezen porsta inzulina u plazmi. Porast
inzulina donekle je logi€¢an buduci da je opisana funkcija GIP- na pospjeiSanje lu€enja inzulina. Promjene u
plazmi kao odraz centralne primjene [Pro®]-GIP-a mogle bi se tumaditi kao:

dana doza [Pro®]-GIP-a uzrokuje jaku inhibiciju tonusa GIP u mozgu $to neuralnim mehanizmom povratne

sprege dovodi do povecanja GIP u plazmi.

[Pro®]-GIP-a mogao bi djelovati kao parcijalni agonist ($to je opisano na in vitro kulturama stanica glodavaca
(Sparre-Ulrich i sur. 2016)) te bi u uvjetima niske koncentracije GIP-a u mozgu djelovao kao agonist GIP

receptora.
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Potonja hipoteza intuitivho je kontradiktorna jer upucuje da bi GIP u fizioloSkim uvjetima mehanizmom
centralne pozitivne povratne sprege pojacavao vlastito lu€enje iz crijeva. Medutim jedna grupa istazivaca
opisala je povecanje konteracije GIP-a i inzulina u plazmi nakon intracerebroventrikularne primjene GIP-a
(Yavropoulou i Yovos 2010). Za odgovor na postavljena pitanja trebalo bi ponoviti pokus s primjenom
razli¢itih doza GIP, [Pro®]-GIP-a i drugog inhibitora za koji antagonizam. Opisane promjene jetre potrebno
je sagledati u kontekstu promjena u plazmi jer pruzaju direktnu mehanicisti¢cku poveznicu. Stoga bi opisana
promjena inzulinske signalizacije u jetri mogla biti posljedica pove¢anog koncetracije i efikasnosti inzulina.
Buduéi da nije opisana ekspresija GIP receptora na hepatocitima Stakora (Usdin i sur. 1993) povecana
koncentracija GIP-a u plazmi vjerojatno je indirektno pridonijela djelovanju inzulina nepoznatim

mehanizmom (Keyhani-Nejad i sur. 2020).
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Zakljucci

1. Akutna intrancerebroventrikularna primjena [Pro®]-GIP-a nije uzrokovala promjene parametara
oksidativnog stresa u jetri zdravih Stakora dok su proteini inzulinskog signalnog puta bili zna¢ajno
promijenjeni u smjeru mogucée inzulinske rezistencije (smanjena ekspresija IR, povecéana
fosforilacija IRS1, snizena razina IDE).

2. Akutna intracerebroventrikularna primjena [Pro®]-GIP-a pracena je povecanjem koncentracije GIP-
a i inzulina u plazmi Sto bi moglo objasniti promjenu inzulinske signalizaciju

3. Parametri oksidativhog stresa nisu znacajno promijenjeni u jetri Stakorskog modela sporadi¢ne
Alzheimerove bolesti.

4. Ucinak akutne primjene [Pro®]-GIP-a na inzulinsku signalizaciju u jetri kvalitativno je razli¢it u
Stakora s eksperimentalnom sAB u odnosu na zdrave Zivotinje (bez zna€ajnih promejna izrazaja IR
i IDE te smanjene fosforilacije IRS1).

5. Ucginak akutne primjene [Pro®]-GIP-a na parametre oksidativhog stresa u jetri ne razlikuje se u
Stakora s eksperimentalnom sAB i zdravih Zivotinja.

6. Nisu opisane promjene ekspresije proteina programirane stani€ne smrti i enzima respiracijskog
lanca u eksperimentalnom modelu sAB.
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Sazetak

Mihovil Joja

AKUTNI UCINAK INTRACEREBROVENTRIKULARNE PRIMJENE INHIBITORA
RECEPTORA ZA INKRETIN NA POKAZATELJE OKSIDATIVNOG STRESA | INZULINSKE
SIGNALIZACIJE U JETRI STAKORSKOG MODELA SPORADICNE ALZHEIMEROVE
BOLESTI

Incidencija demencije uzrokovane sporadi¢nim oblikom Alzheimerove bolesti (SAB) ima zabrinjavajuci trend
porasta u proteklih 20 godina te predstavlja znaajan zdravstveni i ekonomski teret drustava. Novije
spoznaje o podlozi neurodegenerativnih promjena u sAB ukazuju na mogucu ulogu perifernih organa,
posebno jetre, kao jednog od ¢imbenika u patofiziologiji sAB. Jedan od najkoriStenijh modela sAB je
Stakorski model dobiven inntracerebroventikulanom primjenom streptozotocina (STZ-icv). Primjena
inkretinskih analoga u STZ-icv zivotinja dovela je do pobljSanja kognitivnih funkcija i otvorila put njihovom
daljnjem testiranje na ljudima. U ovom radu istrazivana je akutna inhibicija receptora za inzulinotropni
polipeptid ovisan o glukozi (GIP) na parametre oksidativhog stresa i metaboliCke signalizacije u jetri kod
zdravih i STZ-icv Stakora. Rezultati pokazuju da srediSnja inhibicija GIP sustava u zdravih Zivotinja ne
dovodi do oksidativnog stresa ali poremecuje inzulinsku signalizaciju u jetri (smanjuje izraZaj IR, poveéava
fosforilaciju IRS1 i sniZzava razinu IDE), uz poveéanje razine GIP-a i inzulina u plazmi. U Stakora s
eksperimentalnom sAB, centralna inhibicija GIP takoder nije imala u€inka na oksidativni stres, ali smo

primijetili promjene manjeg intenziteta u vidu inzulinske signalizacije.

Kljucne rijeci: Alzheimerova bolest, jetra, streptozotocin, inkretini
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Summary

Mihovil Joja

ACUTE EFFECT OF INTRACEREBROVENTRICULAR APPLICATION OF INCRETIN
RECEPTOR INHIBITOR ON INDICATORS OF OXIDATIVE STRESS AND INSULIN
SIGNALIZATION IN THE LIVER OF THE RAT MODEL OF SPORADIC ALZHEIMER'S
DISEASE

A significant medical and economic burden comes from an increasing incidence of sporadic Alzheimer's
disease (sAD) that is observed over the last 20 years. Recent studies stress the importance of peripheral
organs, namely the liver, in the pathophysiology of sAD. Intracerebroventricular (ICV) application of
streptozotocin in rats induces Alzheimer-like changes in animals, and it is the most common sAD model in
use. Incretin analogs treatment improved cognitive functions in ICV/STZ sAD model. In this study, we
investigated the influence of GIP receptor inhibition treatment on oxidative stress and metabolic signaling
in the liver of the ICV STZ model. Central inhibition of GIP in healthy animals did not increase oxidative
stress but did disrupt insulin signaling in the liver by decreasing expression of insulin receptor and IDE, and
increasing the phosphorylation of IRS1. In rats with experimental sSAD, central inhibition of GIP also did not

affect oxidative stress but we observed the same changes in insulin signaling to a lesser degree.

Key words: Alzheimer 's disease, liver, streptozotocin, incretins
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