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Popis i1 objasnjenje kratica koristenih u radu:
PB — Parkinsonova bolest

S — corpus striatum

HPC - hipokampus

HPT - hipotalamus

IR — inzulinski receptor

D1 — dopaminski receptor D1
AMPAR — AMPA glutamatni receptor
ChAT — kolin acetiltransferaza

AD — Alzheimerova bolest

SD — standardna devijacija

ATP — adenozin trifosfat

GTP — gvanozin trifosfat
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1. UVOD

1.1. Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest (PB) je neurodegenerativna bolest karakterizirana progresivnim gubitkom
dopaminergickih neurona u substantia nigra pars compacta mezencefalona i1 drugih
monoaminskih neurona mozga. Prema procjenama iz 2016. godine, u prethode¢em 20-
godi$njem razdoblju uocen je znatan rast u incidenciji i prevalenciji Parkinsonove bolesti, te se
sveukupni broj dijagnosticiranih popeo na 6,1 milijuna (Li i sur., 2023). Parkinsonova je bolest
druga najcesca neurodegenerativna bolest danasnjice (Athauda i sur., 2016). Epidemioloske
studije ukazuju na muski spol, stariju zivotnu dob, zivot u ruralnim sredinama i izlozenost
pesticidima kao rizi¢ne faktore za razvoj PB-a. Pacijenti se ¢esto prvo javljaju lijecniku zbog
tremora u ekstremitetima, koji je najéeSc¢e jednostran i sporije frekvencije od esencijalnog
tremora. (Hayes, 2019). Ne postoji definitivni test za dijagnozu PB-a, tako da se dijagnoza
mora postaviti temeljem klini¢kih kriterija. Tremor u mirovanju, bradikinezija, rigidnost i
gubitak posturalnih refleksa smatraju se krucijalnim znakovima PB-a. Prisutnost specifi¢nih
prezentacija ovih znacajki koristi se kako bi se PB izdvojio od srodnih poremecéaja. Druge
klini¢ke znacajke ukljucuju sekundarne motoricke simptome (npr. hipomimija, dizartrija,
disfagija, sijaloreja, mikrografija, vuku¢i hod, festinacija, fenomen smrzavanja, distonija),
nemotori¢ki simptomi (npr. autonomna disfunkcija, kognitivne 1 neurobihevioralne
abnormalnosti, poremecaji spavanja i senzorne abnormalnosti poput anosmije, parestezije i
boli) (Jankovic, 2008). Kod nekih pacijenata, klasi¢ni parkinsonski tremor jedina je
manifestacija bolesti, no prema klini¢kom iskustvu, i ti pacijenti u konacnici razviju ostale
simptome bolesti (Hayes, 2019). Ostecenje kognitivnih funkcija u PB-u heterogeno je u svojim
simptomima, ozbiljnosti i progresiji, te varira od suptilnih promjena do blagog kognitivhog
ostecenja, sve do ozbiljnih deficita slicnih demenciji (Goldman i sur., 2020). Simptomi
anksioznosti javljaju se u otprilike 40% pacijenata s PB-om. Nova saznanja ukazuju da
anksioznost u PB-u nije primarno utemeljena u dopaminergickom deficitu u bazalnim

ganglijima, ve¢ da je povezana s ekstrastrijatalnom patologijom (Wang i sur., 2023).



1.2. Trenutni terapijski pristupi lijeCenju Parkinsonove bolesti

Glavno patolosko obiljezje PB-a je depigmentacija substancije nigre i locus coeruleusa s
gubitkom neurona u pars compacta substancije nigre. Gubitak neurona vidljiv je i u nucleus
basalis Meynerti i dorzalnim motorickim jezgrama n. vagusa. U zahvacenim podrucjima
pronalaze se Lewyjeva tjeleSca, eozinofilna citoplazmatska inkluzijska tjeleSca koja sadrze a-
sinuklein (Hayes, 2019). Trenutni farmakoterapijski pristupi lije¢enju Parkinsonove bolesti
usmjereni su na ublazavanje klini¢kih simptoma, primjerice podizanjem razine dopamina u
mozgu, aktivacijom dopaminskih receptora na postsinapti¢koj membrani ili onemogucéavanjem
razgradnje ovog neurotransmitera, no niti jedna trenutno dostupna terapija ne odgada smrt
dopaminergickih neurona i progresiju bolesti (Li i sur., 2023; Muddapu i sur., 2020). Unatoc
dugom nizu spojeva koji su pokazali neuroprotektivni u€inak u in vitro ili u zivotinjskim
modelima, do sada niti jedan nije uvjerljivo dokazao ikakav uc€inak na progresiju bolesti u
klini¢kim ispitivanjima (Athauda i Foltynie, 2016). Retrospektivna analiza pretklinickih
istrazivanja novih lijekova za PB pokazala je da je u 90% istrazivanja na misevima, 95%
istrazivanja na Stakorima i 67-80% istrazivanja na primatima uoceno poboljSanje motorickog
deficita. Medutim, samo u 32% istrazivanja na ljudima pokazalo je vrlo malo klini¢ko
poboljsanje (Marshall i sur., 2023). Razlog ovakvoj razlici najvjerojatnije leZi u nemoguénosti
replikacije svih klini¢kih obiljezja PB-a u Zivotinjskim modelima. PB nije karakterizirana samo
motori¢kim deficitom ve¢ njenu klinicku sliku karakteriziraju i ne-motoricki simptomi. U ne-
motoricke simptome ubrajamo kognitivni deficit, anksioznost, dizartriju te konstipaciju
(Dovonou 1 sur., 2023). Prema tome, razvojem novog zivotinjskog modela Parkinsonove
bolesti mogao bi se omoguditi bolji uvid u patofiziologiju bolesti i efikasniju selekciju

potencijalnih kandidata za terapiju, a time u konacnici i unaprijediti moguénost lije¢enja.
1.3. Inzulinska rezistencija kao teorija nastanka Parkinsonove bolesti

Jedna teorija nastanka neurodegenerativnih bolesti, ukljucujué¢i Alzheimerovu bolest i PB,
predlaze da je metabolicka disfunkcija zajedni¢ka poveznica u temelju razvoja ovih bolesti.
Neurodegenerativne bolesti dijele niz molekularnih 1 stani¢nih patologija, ukljucujuci
agregaciju proteina, mitohondrijsku disfunkciju, glutamatnu toksi¢nost, oksidativni stres i
neuroinflamaciju, a kod svake od njih postoje specifi¢ni klasteri neurona koji su primarno
ranjivi te zbog toga postanu ishodiSte Sirenja patoloskog procesa. Ti neuroni imaju sloZena
morfoloska obiljezja poput dalekih projekcija i velikog broja sinapsi, $to ih ¢ini selektivno

ranjivima zbog povec¢ih metabolickih zahtjeva da odrZe svoju strukturnu sloZenost (Muddapu



isur.,2020). Sve viSe dokaza ukazuje na to da se procesi nalik perifernoj inzulinskoj rezistenciji
mogu naci u i mozgu pacijenata koji nemaju dijabetes, a mnoga su istrazivanja pokazala da
dijabetes melitus tip 2 (DMT2) povecava rizik od kasnijeg razvijanja PB, te da inzulinska
rezistencija ili preddijabetes u pacijenata s PB negativno utjece na tijek i tezinu bolesti (Li i
sur., 2023; Athauda i Foltynie, 2016; Ruiz-Pozo i sur., 2023; Hogg i sur., 2018). Brojne
pretklinic¢ke studije sugeriraju da bi modulacija inzulinskog signalizacijskog puta i obnavljanje
inzulinske osjetljivosti koriStenjem antidijabetika potencijalno mogli biti nova meta za
modifikaciju PB, i to zbog njihovog utjecaja na talozenje proteina amylin i a-synuklein, koji
su zajednicki PB i DMT2, obnavljanja PI3K/Akt/NF-«xB signalizacijskog puta ili smanjivanja
neuroinflamacije (Athauda i Foltynie, 2016; Sharma i sur., 2021). Streptozotocin (STZ) je spoj
glukozamin-nitrozouree prirodnog nastanka identificiran u rodu bakterije Streptomyces
(Sanfeliu i sur., 2024). STZ ima snazno alkiliraju¢e djelovanje koje remeti transport glukoze i
inducira viSestruke prekide DNA lanca. Periferna primjena pojedinacne visoke doze STZ-a
koristi se za izazivanje dijabetesa tipa 1, Sto je posljedica izravnog toksicnog djelovanja
molekule na beta stanice guSteraCe, dok se viSestruke niske doze STZ-a koriste u svrhu
izazivanja DMT2, koje nastaje zbog oSte¢enja autofosforilacije IR i nastanka inzulinske
rezistencije (Griinblatt i sur., 2007). Intracerebroventrikularna primjena niskih doza STZ (STZ-
icv) izaziva inzulinsko rezistentno stanje mozga, ali bez izazivanja sistemskog dijabetickog
stanja kod odraslih Stakora (Lester-Coll i sur., 2006; Griinblatt i sur., 2007) i danas se ¢esto

koristi kao reprezentativni netransgeni¢ni model sporadi¢ne Alzheimerove bolesti (sAB).



2. HIPOTEZA, OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Hipoteza ovog istrazivanja temelji se na pretpostavci da je inzulinska rezistencija temeljni
zajednicki uzrok neurodegenerativnih poremecaja i da metaboli¢ka disfunkcija uzrokovana
izravnom primjenom dijabetogenog supstance (streptozotocina) u podruc¢je mozga zahvaceno
PB-om (corpus striatum) moze izazvati simptome karakteristicne za Parkinsonovu bolest,

ukljucujuéi motoricke simptome i nemotoric¢ke bihevioralne deficite.

Opdi cilj rada je ispitati valjanost intrastrijatalne primjene streptozotocina u Stakora kao

modela Parkinsonove bolesti.

Specificni ciljevi rada su:

1. Ispitati moze li intrastrijatalna primjena streptozotocina uzrokovati motoricke i
kognitivno-bihevioralne promjene (deficiti u¢enja i paméenja, anksioznost) kod Stakora
koje po simptomima odgovaraju Parkinsonovoj bolesti.

2. Analizirati uCinak intrastrijatalne primjene streptozotocina na promjenu razine
specificnih proteina (tirozin hidroksilaze, inzulinskog receptora, dopaminskog
receptora, kolin acetiltransferaze i AMPA receptora) i na metabolicke promjene u
mozgu, primarno na metabolizam glukoze.

3. Usporediti promjene u strijatumu i hipokampusu nakon intrastrijatalne primjene

razli¢itih doza streptozotocina.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Zivotinje
U pokusima su koristeni muski Wistar Stakori stari 3 mjeseca drzani su u kavezima (2-3 Stakora
po kavezu) s ciklusom 12 sati svjetlosti/12 sati tame, a sobna temperatura i vlaznost bili su
postavljeni su u rasponu od 21-23°C, odnosno 40-70%, u licenciranoj nastambi za zivotinje na

Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu (HR-POK-007 Salata
11, Zagreb).

3.2. Etika

Sva in vivo istrazivanja strogo su slijedila nacionalne i medunarodne zakone i propise. Svi su
provedeni postupci odobreni od strane Ministarstva poljoprivrede (klasa: UP/1-322-01/22-
01/39, ur. broj: 525-09/589-23-4 od 19. sijecnja 2023. godine i klasa UP/I-322-01/18-01/57 ur.
broj: 525-10/0255-18-5 od 22. listopada 2018. godine) te Etickog povjerenstva Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Sa Zivotinjama su rukovale osobe osposobljene za rad sa

Zivotinjama.
3.3. Dizajn eksperimenta

Provedena su dva pokusa. U prvom pokusu, u opéoj anesteziji (70 mg/kg ketamina, 7 mg/kg
ksilazina) Stakorima (8 zivotinja po skupini) je dan STZ bilateralno u strijatum (1,5 mg/kg po
hemisferi, otopljen u 0,05 M citratnom puferu, pH 4,5, bilateralno 2 pL/strijatumu: AP-0
mm/ML-3 mm/DV-8,5 mm, podijeljeno u dvije doze primijenjene 1. 1 3. dan; Sbi-1.5) ili samo
vehikul (CTR) (8 Zivotinja po skupini) . U 2. pokusu Stakorima (10 Zivotinja po skupini) je na
isti nacin dan STZ jednostrano (STZ/lijevo i vehikul/desno; Suni-0,75) i bilateralno (Sbi-0,75;
0,75 mg/kg po strijatumu) ili samo vehikul (CTR).

3.4. Bihevioralno-motoric¢ka procjena

Tijekom dva tjedna koja su prethodila Zrtvovanju, Zivotinjama su ispitivane kognitivne,
bihevioralne i motoricke funkcije testovima: Rota Rod (RR), test prepoznavanja novog objekta
(PNO), test pasivnog izbjegavanja (PI), Morrisov vodeni labirint (MVL), uzdignuti plus
labirint (UPL) 1 CatWalk (CW). Svi bihevioralni testovi provedeni su u tihom laboratorijskom
okruzenju tijekom dana (7-13 h).

Test Rota Rod (RR). Zivotinje su trenirane za odrzavanje ravnoteZe na uredaju s rotirajuéom

Sipkom sa Sipkom promjera 8 cm koja se okrece frekvencijom od 10 okretaja u minuti. Vrijeme



prekida postavljeno je na 180 s. Napravljena su dva pokusa po seriji mjerenja i za svaku

zivotinju je izraCunata srednja vrijednost.

Test hoda CatWalk (CW). Analiza hoda provedena je pomocu automatiziranog sustava koji

se koristi za procjenu hoda Stakora koji se svojevoljno krecu (GaitLab, ViewPoint, Lyon,
Francuska). Stakori su trenirani 5 dana da prijedu stazu od prozirnog stakla dugu 125 cm sa
zelenim LED svjetlom usmjerenim u strane staklene staze. Na dan testiranja zabiljeZena su
najmanje tri uspjeSna prijelaza po Zivotinji. Prijelaz se smatrao uspjeSnim ako je Stakor
ravnomjerno prosao srednjih 80 cm staze bez zaustavljanja ili okretanja. Softver GaitLab
koriSten je za analizu brzine i razli¢itih dinamickih (vrijeme stava, vrijeme zamaha) i statickih

parametara hoda (duljina koraka) za svaku pojedinacnu Sapu.

Test plivanja u Morrisovom vodenom labirintu (MVL). Test u MVL-u sastojao se od

trodnevne vjezbe za ucenje 1 vjeZzbu pamcenja, te ispitivanja 4. dana, izvedenog mjesec dana
nakon primjene STZ-icv, u okruglom bazenu promjera 180 cm, dubine 60 cm, s podeSenom
temperaturom vode na 25+1°C. Na dane 1-3, Stakori su trenirani da pobjegnu iz vode
pronalazenjem skrivene platforme (promjera 15 cm) uronjene oko 2 cm ispod povrSine vode
kako ne bi bila ocito vidljiva i postavljene u sjeverozapadni kvadrant bazena. Ostanak na
platformi kako bi se zapamtio njezin poloZzaj bilo je dopuSteno 5 s. Svaki dan su obavljena Cetiri
uzastopna pokusa, svaki s razli¢ite pocetne pozicije: jugozapad (JZ), jug (J), istok (I) 1
sjeveroistok (SI), odvojena 30-minutnim periodom odmora. Zabiljezeno je vrijeme potrebno
za pronalazenje platforme, te plivanje Stakora i kutna brzina, ¢ime se testirale sposobnost
ucenja 1 motorike. Izvedeno je ispitivanje koje je testiralo retenciju memorije iz jugoisto¢nog
kvadranta s platformom uklonjenom iz bazena, gdje je zabiljeZeno vrijeme provedeno u potrazi
za platformom unutar sjeverozapadnog kvadranta. Vrijeme prekida bilo je 1 min. Podaci su
snimljeni, praceni i analizirani pomoc¢u softvera za video prac¢enje EthoVision XT (Noldus

Information Technology).

Test uzdignutog plus labirinta (UPL). Ispitivanje se izvodilo u instalaciji od pleksiglasa u

obliku plusa podignutoj na visinu od 50 cm, smjeStenoj u normalno osvijetljenoj prostoriji. Dva
nasuprotna kraka su ve¢inom otvorena, ogradena samo malom ogradom od 4 mm, a druga dva
kraka su zatvorena, potpuno zaklonjena crnim pleksiglas stijenkama visine 30 cm. Svaki je
Stakor postavljen na spojnicu otvorenih i zatvorenih krakova labirinta okrenut prema istom

otvorenom kraku. Stakori su ostavljeni da se slobodno kreéu 5 minuta. Kretanje Zivotinja



snimljeno je kamerom te praceno i analizirano video softverom EthoVision XT. Smanjenje

vremena provedenog u otvorenim kracima uzima se kao anksiozno ponasanje.

Test pasivnog izbjegavanja (PI). Uredaj za pasivno izbjegavanje prolaznog tipa (Ugo Basile,

Gemonio, Italija) podijeljen je u 2 odjeljka, svijetli i tamni, odijeljenih kliznim vratima.
Vrijeme potrebno da Zivotinja ude u mra¢ni odjeljak izmjereno je jedan dan nakon S§to je
zivotinja bila podvrgnuta elektricnom Soku od 0,5 mA tijekom 2 s. Prvog dana provedeno je
privikavanje na novu okolinu — Zivotinje su istrazivale oba odjeljka bez ikakvog elektricnog
Soka, a 15 s nakon $to su uSle u tamni odjeljak izvadene su iz aparata. Kako bi naucile
izbjegavati tamnu komoru, sljedeci su dan Zivotinje bile podvrgnute elektroSoku nakon ulaska
u tamni odjeljak. Treceg dana izmjereno je vrijeme potrebno da Zivotinja ude u tamni odjeljak,

s vremenom prekida od 5 minuta.

Test prepoznavanja novog objekta (PNQ). Za test prepoznavanja novog objekta, prvog dana

sve su zivotinje radi adaptacije na novi prostor zajedno smjeStene u uredaj u kojem ce se
provoditi test. Sljedec¢i dan zivotinje su stavljene u isti prostor u kojem su se na suprotnim
stranama nalazila dva identi¢na nepoznata predmeta, koje su zivotinje mogle istrazivati 5 min.
Sat vremena nakon zavrSetka prvog dijela, jedan objekt se zamijenio novim, drugacijim
objektom, koji su Zivotinje mogle istrazivati 5 minuta. Svi postupci snimali su se video
kamerom. Nakon zavrSetka svih pokusa, interakcija s objektima tijekom treninga (dva
identi¢na objekta) i testa (jedan novi objekt) analizira se i ru¢no kvantificira videoanalizom
(softver za videoanalizu EthoVision XT). Klju¢ni rezultat testa je udio vremena provedenog u
istrazivanju novog objekta (korigirano za ukupno vrijeme provedeno u istrazivanju oba

objekta).

3.5. Priprema tkiva

Zivotinje su Zrtvovane u dubokoj anesteziji (tiopental 70 mg/kg; 7 mg/kg diazepam) mjesec i
pol dana nakon primjene STZ. Zivotinje su odmah obezglavljene nakon &ega su mozgovi brzo
bili uklonjeni; od ukupno 8 ili 10 po svakoj skupini, 6 mozgova je secirano te su hipokampus
(HPC) i strijatum (S) zamrznuti u teku¢em dusiku. Ostali su mozgovi (2 ili 4 po skupini) odmah
zamrznuti. Uzorci tkiva za analizu Western blot odmrznuti su i homogenizirani s pet jedinica
volumena pufera za lizu koji je sadrzavao 10 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 mM KCI, 1%
Triton X-100, pH 7,5 i koktel inhibitora proteaze i fosfataze (1:100). Homogenati su

centrifugirani 10 minuta na 13000 okretaja u minuti na 4°C, a supernatant je zamrznut i



pohranjen na -80°C. Koncentracija proteina je mjerena Lowry testom proteina. Uzorci tkiva za

metabolomicku analizu (HPC i S) su odmrznuti i homogenizirani.

3.6. Biokemijska i metabolicka analiza

Western blot analiza. Jednake koli¢ine ukupnih proteina (35 pg po uzorku) odvojene su

elektroforezom na natrijevom dodecil sulfatu-poliakrilamidu (SDS) u gelu koriste¢i TGX
Stain-Free 12% gelove. Nakon elektroforeze, gelovi su vizualizirani koriStenjem ChemiDoc
Imaging Systema, a u€inkovitost prijenosa provjerena je koriStenjem iste tehnologije. Ukupni
proteini u uzorku koriSteni su za normalizaciju i analizu. Nakon vizualizacije, proteini su
prebaceni (Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad) na nitrocelulozne membrane (veli€ine
pora 0,2 um) koje su zatim stavljene u blok 1 h na sobnoj temperaturi u 5% nemasnog mlijeka
u puferu za pranje s niskom razinom soli (Low Salt Washing Buffer, LSWB; 10 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7.5 1 0.5% Tween 20). Blokirane membrane inkubirane su preko no¢i na 4°C s
primarnim protutijelima: tirozin hidroksilaza (TH), inzulinski receptor (IR), dopaminski
receptor (D1), kolin acetiltransferaza (ChAT) i AMPA receptor (AMPAR); 1:1000. Nakon
inkubacije, membrane su isprane tri puta LSWB-om i inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi s
otopinom odgovaraju¢eg sekundarnog protutijela (anti-misji ili anti-ze¢ji 1gG, 1:2000) te
ponovno isprane 3x LSWB-om. Signal na membranama vizualiziran je pomoc¢u domaceg
(Mruk i Cheng, 2011) kemiluminiscencijskog reagensa ili Super Signal West Atto ako je signal
bio preslab. Sve Western blot analize ucinjene su koriStenjem softvera ImageJ (Imagel,
americki Nacionalni institut za zdravlje, Bethesda, Maryland, SAD). Ukupni sadrzaj proteina
koriSten je kao kontrola postupka, a intenzitet proteina izrazen je proporcionalno signalu

ukupnih proteina u istom uzorku na odgovaraju¢em gelu.

Mjerenje o-sinukleina. o-sinuklein u hipokampusu i strijatumu odreden je komercijalno

dostupnim enzimskim imunotestom (PathScan® Total a-Synuclein Sandwich ELISA Kit, Cell
Signalling) strogo prate¢i protokol proizvodaca i1 analiziran kolorimetrijskom analizom
pomoc¢u multimodalnog ¢itaca mikroplocica Infinite F200 PRO. Apsorbancija je mjerena na
450 nm, od koje je oduzeta apsorbancija na 590 nm. Rezultati su prezentirani kao ocitanja

apsorbancije na 450 nm, oduzete za apsorbanciju na 590 nm.

Neciljana Metabolomika. Metabolomski spektri obradeni su pomocu MetaboAnalyst 6.0.
Odabran je automatski optimiziran tijek rada za centWave odabiranja vr$ne vrijednosti (min

Frakcija:0,8, polaritet:negativan; s uklanjanjem oneciS¢enja). Podaci su dalje obradeni



koriStenjem filtra varijance — 25% SD za filtriranje i podaci su transformirani (log

transformacija; baza 10).

3.7. Statistika

Podaci bihevioralne i biokemijske analize prikazani su kao kutijasti dijagrami (min do max), a
razlike izmedu grupa testirane Kruskal-Wallisovom jednosmjernom analizom varijance, te
Mann-Whitneyevim U-testom, gdje se p <0,05 smatra statisticki znacajnim, koriStenjem
statistiCkog softvera GraphPad Prism 5. Rezultati MVL testa za ispitivanje uc¢enja (vrijeme za
pronalazenje platforme) izrazeni su kao srednja vrijednost + SD i analizirani dvosmjernom
ANOVA-om za ponovljena mjerenja s Bonferronijevom post-hoc korekcijom, pri ¢emu se
p<0,05 smatra statisticki znacajnim, koristeci statisticki softver GraphPad Prism 5. Monotone
asocijacije analizirane su izraCunavanjem Spearmanovih koeficijenata korelacije ranga (p) za
parove mjerenih varijabli. Korelacije su prikazane kao toplinske karte vizualizirane u softveru
JASP (0.18.2.0). Analiza glavnih komponenti koriStena je za multivarijantnu eksplorativnu
analizu podataka metabolomike koriStenjem softvera MetaboAnalyst 6.0. Toplinska karta
hijerarhijskog grupiranja sa 100 najboljih metabolita napravljena je koriStenjem softvera
MetaboAnalyst 6.0 na normaliziranim podacima, znacajkom automatskog skaliranja,
euklidskom mjerom udaljenosti i metodom klasteriranja odjela. Rezultati metabolita
predstavljeni su kao normalizirani kutijasti dijagrami koncentracije (min do max) s razlikama
izmedu grupa testiranih jednosmjernom ANOV A-om, nakon ¢ega je uslijedila post-hoc analiza
Tukeyjevim HSD-om pomocu softvera MetaboAnalyst 6.0, gdje se p<0,05 smatralo statisticki

znacajnim.



4. REZULTATI

4.1. Rezultati ispitivanja motoricke funkcije

Utvrdeno je da je svaki motoricki parametar patoloSki promijenjen nakon bilateralne primjene
vece doze STZ-a (Sbi-1,5) u usporedbi s kontrolama, ukljucujuéi: dinamicki (vrijeme drzanja
- razdoblje noSenja tezine) i statiCki parametri hoda (duljina koraka - parametar koji opisuje
udaljenost izmedu uzastopnih polaganja iste Sape) (slika 1D), brzina cijelog tijela (slika 1C)
tijekom prirodnog kasackog hoda preko uske ravne arene, maksimalna i kutna brzina tijekom
plivanja i vrijeme koje zivotinja ostaje na rotiraju¢oj Sipki (mjera ravnoteze, koordinacije,
fizickog stanja i motorickog planiranja). Niza doza STZ (Sbi-0,75) izazvala je slicne motoricke
abnormalnosti bez razlike u kutnoj brzini u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama nakon
bilateralne intrastrijatalne primjene. Unilateralna primjena STZ-a izazvala je malo motorickih
abnormalnosti, sa statisticki znacajnim rezultatima vidljivim samo u RR testu (slika 1A). Prema
tim rezultatima, bilateralna intrastrijatalna primjena STZ-a kod Zivotinja izaziva motoricke

abnormalnosti na nacin koji je ovisan o dozi.

4.2. Rezultati ispitivanja kognitivno-bihevioralne funkcije

Kod obje grupe kojima je STZ dan bilateralno (Sbi; Sbi-0,75 1 Sbi-1,5) inducirani su deficiti u
prostornom ucenju i paméenju, strahu uvjetovanom ucenju i pamcenju, te u¢enju i pamcéenju
prepoznavanja. U MVL testu objema grupama trebalo je vise vremena da pronadu platformu
tijekom vjezbanja ucenja (slika 2E i 2F) i proveli su manje vremena u ciljanom kvadrantu
tijekom ispitivanja pamcenja (slika 2D) u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama bez razlike u
njihovim srednjim brzinama (slika 3A). U testu PI, obje Sbi grupe provele su manje vremena
u osvijetljenom odjeljku u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama (slika 2A). Deficit u
pamcenju prepoznavanja uocen je nakon bilateralne primjene STZ kao manje vremena
provedenog u istrazivanju novog objekta od poznatog u usporedbi s kontrolama tijekom testa
PNO (slika 2B). Uz kognitivni deficit, visa doza STZ-a izazvala je ponaSanje slicno
anksioznosti, opazeno kao manje vremena provedenog u otvorenim kracima tijekom testa UPL
u usporedbi s odgovaraju¢om kontrolom (slika 2C). Dakle, bilateralna intrastrijatalna primjena
STZ-a izaziva tjeskobu i poremecaj ucenja i pamc¢enja. Nije bilo razlike u srednjim brzinama
izmedu skupina tijekom testa UPL (slika 3B). Iako ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u
vremenu provedenom u otvorenim kracima izmedu kontrole 1 Suni-0,75 ili Sbi-0,75, tendencija
je STZ zivotinja da provode manje vremena u otvorenim kracima naspram kontrole.

Unilateralna primjena STZ-a nije izazvala ikakve kognitivne deficite, ali je postojala odredena
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tendencija provodenja manje vremena u ciljanom kvadrantu tijekom MVL testa (slika 2D) te u

vremena u istrazivanju novog objekta tijekom testa PNO (slika 2B).
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Slika 1. Rezultati motorickih testova skupina tretiranih STZ-om i kontrolne skupine.
(A) Vrijeme provedeno na rotirajucoj Sipci tijekom testa Rota Rod (RR). (B) Maksimalna i

kutna brzina tijekom 1. dana testa u Morrisovom vodenom labirintu (MVL). (C) Brzina
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zivotinje tijekom testa CatWalk (CW). (D) Duljina koraka, vrijeme drzanja i vrijeme zamaha

tijekom testa CW. (E) Primjer otisaka Sape tijekom testa CW.
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Slika 2. Rezultati bihevioralnih testova skupina tretiranih STZ-om i kontrolne skupine.
(A) Vrijeme potrebno da zivotinja ude u tamni odjeljak tijekom testa pasivnog izbjegavanja
(PI). (B) Postotak vremena provedenog istrazuju¢i novi objekt u odnosu na ukupno vrijeme
provedeno istrazujuéi oba objekta tijekom testa prepoznavanja novog objekta (PNO). (C)
Vrijeme provedeno u otvorenim kracima tijekom testa uzdignutog plus labirinta (UPL). (D)
Vrijeme provedeno u ciljanom kvadrantu tijekom ispitivanja plivanja u testu Morrisovog
vodenog labirinta (MVL). (E) Vrijeme potrebno za pronalazenje platforme tijekom vjezbanja
ucenja u testu MVL. (F) Spojene toplinske karte skupina zivotinja u testu MVL tijekom 3. dana
ispitivanja. Boja piksela predstavlja ukupno vrijeme koje je zivotinja provela na odredenoj

lokaciji, gdje je crvena maksimum i plava minimum, a temelji se na lokacijama svih Zivotinja.
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Slika 3. Srednje brzine tijekom testova ponasanja u Morrisovom vodenom labirintu (MVL) i
uzdignutom plus labirintu (UPL). (A) Srednja brzina tijekom faze uc¢enja u testu MVL. (B)
Srednja brzina tijekom testa UPL.

4.3. Rezultati biokemijske analize

Kod skupina u kojima je primijenjen STZ (bilateralno i unilateralno), izmjerene su smanjene
razine TH i IR u strijatumu — lijevi (L) 1 desni (R) strijatum nakon jednostrane primjene i desni
(R) strijatum nakon bilateralne primjene. Smanjena razina TH potvrduje uniStenje
dopaminergickih neurona u strijatumu. Primjena nize doze STZ-a dovela je do povecanja
razine D1 receptora u strijatumu (slika 4A). Visa doza STZ-a dovela je do smanjenja ChAT i
a-sinukleina u hipokampusu, bez promjene u razinama D1, AMPAR, TH i IR (slika 4B). Kao
§to je primijeéeno i u strijatumu, primjena nize doze STZ-a izazvala je porast razine DI
receptora u hipokampusu. Nadalje, povecanje razine AMPAR-a primije¢eno je u
kontralateralnom hipokampusu (Suni-0,75 R). Nije doSlo do promjena u razinama TH u
hipokampusu niti u jednoj STZ skupini u usporedbi s kontrolom (slika 4B). Provedena je
Spearmanova korelacija ranga kako bi se analizirale monotone povezanosti parametara
rezultata ponaSanja i izmjerenih parametara u HPC-u i1 S-u. Strijatalni TH (ali ne i1
hipokampalni) pozitivno korelira s viemenom provedenim na rotirajucoj $ipki (RR) i duljinom
koraka (CW), a negativno s vremenom potrebnim za pronalazenje platforme (MVL), Sto

upucuje na vaznost dopaminergickih neurona strijatuma u regulaciji motorike. Razina ChAT u
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HPC-u korelira s tim parametrima na isti na¢in, upucujuci na vaznost ravnoteze dopamina i

acetilkolina u regulaciji motori¢kih pokreta. I u HPC-u i u S-u, a-Syn pozitivno korelira s

razinama glutamatnog AMPAR-a, upucujuéi na vaznost glutamata u metabolizmu a-Syn.
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Slika 4. Razine neuronskih markera i analiza o-sinukleina. Razine markera tirozin hidroksilaze

(TH), inzulinskog receptora (IR), dopaminskog receptora (D1), kolin acetiltransferaze (ChAT)
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i AMPA receptora (AMPAR) izmjerene su Western blot analizom u strijatumu (A) i
hipokampusu (B). a-sinuklein je mjeren ELISA testom u strijatumu (A) i hipokampusu (B).

4.4. Metabolomika

Analiza glavnih komponenti koriStena je za multivarijantno istrazivanje zasebno za strijatum i
hipokampus (slika 5A). I za HPC i S prva komponenta objasnjava vise od 40% varijance s
najizrazenijim grupiranjem skupine Sbi-1,5 u obje promatrane regije. Analiza toplinske karte
100 najboljih metabolita otkriva uglavnom smanjene koncentracije metabolita u obje regije
mozga kod Stakora obostrano lijeenih viSom dozom STZ-a (Sbi-1,5). Vrijednosti Sbi-0,75
uglavnom variraju u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama (slika 5B). Prikazane su dvije
oznacene koncentracije metabolita. Utvrdeno je da je koncentracija ATP-a pove¢ana u HPC-u
skupine Sbi-0,75, dok nije bilo promjena u S-u. Koncentracija D-glukoze je uocena smanjena
u HPC-u i S-u nakon intrastrijatalne primjene vece doze STZ-a (Sbi-1,5) i povec¢ana u HPC-u

u skupini Sbi-0,75 (slika 5C).
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Slika 5: Metabolomska analiza. (A) Analiza glavnih komponenti metabolomickih podataka u
strijatumu 1 hipokampusu predstavljena kao biplot s koordinatama pojedinac¢nih zivotinja u
odnosu na 1. 1 2. dimenziju (B). Toplinska karta hijerarhijskog klasteriranja sa 100 najboljih
metabolita (C). Normalizirane koncentracije naznacenih metabolita u strijatumu i

hipokampusu.
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5. RASPRAVA

Ve¢ dugi niz godina glavna terapija Parkinsonove bolesti je bazirana na povec¢anju dopamina
u mozgu ¢ime dolazi do poboljSanja motorickog deficita u pacijenata, no takva terapija nema
znacajni ucinak na nemotoricke simptome Parkinsonove bolesti niti dovodi do zaustavljanja
progresije bolesti (Li i sur., 2023). Iako je veéina zivotinjskih modela PB-a bazirana na
kemijskom ili geneti¢kom uniStenju dopaminergi¢kih neurona, poticanje razvoja bolesti u
glodavaca akutnim davanjem toksina koji ne oponaSaju kroni¢nu, progresivnu stani¢nu smrt
karakteristicnu za bolest kod ljudi dovodi do precjenjivanja translacijskih moguénosti

zivotinjskih modela (Marshall i sur., 2023).

U ovom istrazivanju davanje malih doza dijabetogene supstance u strijatum dovelo je do
progresivnog Sirenja metabolickih promjena u hipokampusu (slika 5). Te metabolicke
promjene dovele su do nastanka kako motorickih (slika 1, slika 3), tako i nemotorickih

simptoma anksioznosti i kognitivnih deficita (slika 2).

Iako je u Stakora tretiranih STZ-om intrastrijatalno doSlo do propadanja dopaminergickih
neurona u strijatumu, nije doSlo do povecanja razina a-Syn u strijatumu (slika 4A). Ovaj je
nalaz u skladu s hipotezom da gubitak neurona u substanciji nigri i smanjena TH
imunoreaktivnost prethode pojavi lokalnih a-Syn patoloskih stanja (Calabresi 1 sur., 2023).
Medutim, ovo je istrazivanje pratilo Zivotinje do 1,5 mjesec nakon intrastrijatalne primjene
STZ-a, pa postoji moguénost patoloske progresije o-Syn u kasnijim fazama nakon STZ
tretmana. Takoder, utvrdena je znacajna korelacija motorickih i kognitivnih deficita (slika 1,
slika 2 1 slika 3) s razinama TH u strijatumu i razinama ChAT-a u hipokampusu (slika 4).
Velika vecina strijatuma sastoji se od trnastih projekcijskih neurona (Spiny projection neurons,
SPNs), koji sacinjavaju do 95% svih strijatalnih neurona u glodavaca i priblizno 75% u primata.
Osim SPN-ova, u strijatumu se nalaze GABAergicki i kolinergicki interneuroni. Limbicki
sustav se aktivira u razli¢itim fazama motori¢kog ucenja i moze utjecati na stjecanje motorickih
vjestina putem izravnih i neizravnih veza sa strijatumom. Hipokampus je vjerojatno ukljucen
u sje¢anje na izvedene radnje i prostornu lokaciju pozitivnih stimulansa, a konvergentne
informacije iz medijalnog prefrontalnog i prednjeg cingulatnog korteksa, uz informacije koje
dopaminergi¢ni neuroni pars compacta supstancije nigre Salju u dorzomedijalni strijatum,
omogucuju ucenje temeljem ishoda radnji (Cataldi 1 sur., 2022). Sve se vise priznaje da su
mozdane funkcije strogo regulirane integritetom viSestrukih meduovisnih neuronskih krugova,

a neurodegenerativni poremecaji razliCite etiologije vjerojatno su rezultat zamrSenog
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medudjelovanja viSe sustavnih degeneracija koje nadilaze gubitak nigrostrijatalnih
dopaminergickih neurona u PB-u ili kolinergi¢ku denervaciju Alzheimerove bolesti (AB)
(Amalric 1 sur., 2021). Stoga, u ovom potencijalnom novom modelu PB-a postoje 2
karakteristi¢na obiljeZzja neurodegenerativnih bolesti kao $to su AB i PB (kolinergicki deficit u
hipokampusu i dopaminergicki u strijatumu, slika 4) koji potvrduju medusobnu povezanost te

dvije regije, klinicke manifestacije bolesti i kolinergi¢ko-dopaminergickog reciprociteta .

Razine ChAT-a u hipokampusu i strijatumu pozitivno koreliraju s IR-om u hipokampusa.
Stouffer i sur. pokazali su u svojim istraZivanjima povezanost inzulina, dopaminergicke i
kolinergicke neurotransmisije. Primarni efekt inzulina je pospjeSeno otpustanje dopamina,
usprkos istovremenog povecanja ponovne pohrane inzulina. Ova dinamicna regulacija
dopaminskog otpustanja ukljucuje o inzulinu ovisno povecanje ekscitabilnosti strijatalnih
kolinergickih interneurona, S$to uzrokuje povecano otpuStanja dopamina aktivacijom
nikotinskog acetilkolinskog receptora, posredovano IR-om (Stouffer i sur., 2015). Vezano uz
to, intranazalni inzulin testiran je kao terapijska strategija ne samo u temeljnom i klinickim
AB-u, ve¢ i u studijama PB-a i moze pruziti klinicki relevantno funkcionalno poboljSanje, iako
su opseznija istrazivanja potrebna kako bi se potvrdio utjecaj intranazalnog inzulina na
kognitivne 1 motoricke simptome PB-a (Novak i sur., 2019). U istrazivanju Patel i sur.,
intranazalni inzulin je poboljSao motivaciju za kretanjem u Stakorskom modelu starenja i
povezan je sa smanjenim odumiranjem dopaminergi¢kih neurona, kao i poboljSanom

funkcijom dopamina i motorickim performansama u 6-OHDA modelu PB-a (Patel i sur., 2023).

Mozak je odavno oznacen kao organ neosjetljiv na inzulin ¢ije je koriStenje glukoze
posredovano mehanizmima neovisnima o inzulinu. Od tada, ogromna koli¢ina istrazivanja
pokazala je da je mozak zapravo osjetljiv na inzulin, makar je njegova sposobnosti unosa
glukoze vecinskim dijelom neovisna o inzulinu. Bolesti povezane s poremec¢enom inzulinskom
signalizacijom, koje zajednicki zovemo inzulinskom rezistencijom, pretezno su povezane s
promijenjenom metabolickom funkcijom i primarno su metabolicki poremecaji, kod kojih su i
metabolizam i mitohondrijske funkcije mozga poremecene (Milstein i Ferris, 2021). U
mozgovima pacijenata s PB-om primije¢ene su Siroko rasprostranjene abnormalnosti
metabolizma glukoze. Smanjen ili pove¢an metabolizam glukoze uvelike ovisi o tipu i stadiju
PB-a, te regiji mozga. Bolesnici u ranom stadiju bolesti imaju hipermetabolizam glukoze
bilateralno u palidumu i SN-u, unilateralno u kaudatusu, a hipometabolizam u korteksu (Dai 1
sur., 2023). U bolesnika s uznapredovalom boles¢u, smanjenje unosa glukoze izmjereno je u

parijetalnom, frontalnom i temporalnom korteksu, kao i u kaudatusu, bez obzira na prekid
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uzimanja lijekova ili lijecenja levodopom. Ve¢i hipermetabolizam glukoze praéen je
smanjenim unosom dopamina u ventralnom strijatumu kod akineticko-rigidnih pacijenata (Dai

isur., 2023).

Uzorak povezan s PB-om dosljedno je karakteriziran relativno pove¢anim metabolizmom u
globusu palidusu i putamenu, talamusu, cerebelumu, ponsu i senzomotorickom korteksu, te
relativnim smanjenjem metabolizma u lateralnim frontalnim i parijetookcipitalnim regijama
(Meles i sur., 2017). Za razliku od drugih modela PB-a induciranih toksinom, poput 6-OHDA
Stakorskog i1 miSjeg modela, gdje je dosljedno zabiljezen smanjeni cerebralni metabolizam
glukoze (Ni, 2023), bilateralna injekcija ve¢e doze STZ-a (Sbi-1,5) smanjila je koli¢inu
glukoze (slika 5C), potvrdujuci negativan efekt STZ-a na metabolizam u stanicama mozga.
Nadalje, Crabbé i sur. pokazali su dinamicki obrazac metabolickih promjena unosa
fluorodeoksiglukoze (FDG) povezanih s PB-om u Stakorskom modelu a-sinukleina na bazi
rekombinantnih adeno-povezanih virusnih vektora serotipa 2/7 (rAAV); hipermetabolizam
glukoze pokriva veliko bilateralno podrucje koje seze od inzularnog, motorickog i
somatosenzornog korteksa do strijatuma u 2. tjednu, dok je hipometabolizam primijecen u
ipsilateralnom strijatum u 6. Tjednu (Crabbé i sur., 2019). Da su Zivotinje pracene duzi
vremenski period nakon primjene STZ-a, postoji mogucénost da bi doSlo do nastanka
hipometabolizma s napredovanjem bolesti. Osvrt na rezultate metabolomicke analize naSeg
pokusa potvrduje abnormalnosti metabolizma u mozgu Zivotinja: razine metabolita uglavnom
su smanjene razine nakon primjene vece doze STZ-a (Sbi-1,5), dok su razine nekih metabolita

povecane nakon nize doze (Sbi-0,75), poput razine ATP-a i glukoze.

Poznato je da kardinalni simptomi PB-a postaju klinicki ociti tek nakon $to je znaajna
populacija dopaminergickih neurona unistena, uglavnom oko 50-60%, 1 strijatalna
koncentracija dopamina padne ispod 70% (Blesa i sur., 2017). Biokemijski nalaz kod STZ
skupina, gdje je signal TH bio vrlo slab, potvrduje nase prethodne rezultate, te zaklju¢ujemo
da je doslo do unistenja dopaminergickih neurona strijatuma proporcionalno s dozom STZ-a
(slika 4A). Nadalje, PB ima dugo razdoblje prije razvoja simptoma i motoricke evolucije
tijekom kojeg se aktiviraju kompenzatorni mehanizmi koji usporavaju klinicku prezentaciju
onesposobljavaju¢ih manifestacija. Klasicni kompenzatorni mehanizmi ukljucuju promjene i
prilagodbe u nigrostrijatalnom sustavu, poput povecane neuronske aktivnosti u pars compacta
substancije nigre, i pojacane sinteze i otpustanja dopamina 1 tirozin hidroksilaze u strijatumu
(Blesa i sur., 2017). Prema tome, normalni ili blago naruSeni nalazi kognitivno-bihevioralnog

testiranja u skupini koja je primila nizu dozu STZ-a (Suni-0,75, slika 1, slika 2, slika 3) ide u
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prilog tome da je kod tih Zivotinja doSlo do aktivacije kompenzatornih mehanizama kao
posljedica primjene nize doze STZ-a. Imaju¢i na umu da ova skupina nije pokazala statisticki
znacajne razlike u testovima kognitivnih funkcija u odnosu na kontrolu, te da je pokazala
znac¢ajno manje deficite u motori¢kim testovima od obje skupine bilateralne primjene STZ-a,
moze se zakljuciti da je u ovoj skupini nastupilo stanje najslicnije ranoj Parkinsonovoj bolesti,
prije manifestacije klju¢nih simptoma. Stoga, ¢ini se da su bilateralne lezije potrebne za

stvaranje simptoma koji odgovaraju klasicnom PB-u.

Inzulinska rezistencija smatra se temeljnom vezom izmedu dijabetesa i Parkinsonove bolesti.
Cak do 58,4% pacijenata s PB-om ima inzulinsku rezistenciju, §to se povezuje s tezim
fenotipom, brzom progresijom i ve¢im rizikom od demencije povezane s PB-om. Dijabeticari
s Parkinsonovom bole$¢u veéinom imaju teze motoricke simptome, slabije reagiraju na
dopaminergicku terapiju i imaju teze kognitivno oStecenje (Dai i sur., 2023). Trenutacni dokazi
o kognitivnoj disfunkciji i pretilosti podupiru hipotezu da se mozdani hipermetabolizam i
mozdana inzulinska rezistencija pojavljuju u odabranim visokorizi¢nim stanjima kao prolazni
fenomen, koji kasnije evoluira prema normalnim ili niskim vrijednostima tijekom Zivota ili
progresije bolesti. Moguce je da se mozdani hipermetabolizam pojavi kao rana znacajka
bolesti, javivsi se tijekom ranog ili srednjeg Zivota razdoblja i nestavsi sa starenjem,
uznapredovalom boles¢u ili nakon dugotrajne izloZenosti prehrani s visokim udjelom masti.
Ovaj zakljucak potvrduje studija na pacijentima s razli¢itim stupnjevima kognitivnog oStecenja
koja je pokazala da je cerebralni metabolizam glukoze bio visok u ispitanika s blagom boles¢u,
a nizak u uznapredovaloj fazi bolesti, u usporedbi sa zdravom kontrolom (Iozzo i Guzzardi,

2019).

Nasi rezultati pokazuju da ovaj model, osim motorickog deficita, pokazuje i nemotoricke
simptome Parkinsonove bolesti koji ovise o dozi primjene dijabetogene supstance. Ovim bi se
novim modelom Parkinsonove bolesti moglo omoguditi dulje pra¢enje napredovanja bolesti,

kao 1 otkri¢e novih biomarkera te razvoj novih lijekova.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Bilateralna intrastrijatalna primjena streptozotocina uzrokuje motoricke deficite na
nacin koji je ovisan o dozi.

Unilateralna primjena STZ nije dovela do motori¢kih ili znacajnih kognitivno-
bihevioralnih deficita.

Bilateralna intrastrijatalna primjena STZ uzrokuje anksiozno ponasanje i deficite u
ucenju i paméenju.

Strijatalne 1 hipokampalne promjene u koli¢ini TH 1 IR koreliraju obrnuto
proporcionalno s dozom STZ-a.

Intrastrijatalna primjena dijabetogene supstance dobro oponasa Sirok spektar simptoma
Parkinsonove bolesti.

Ovaj model moze se dalje koristiti u svrhu ispitivanja novih terapijskih opcija za PB.
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7. SAZETAK

Modeliranje Parkinsonove bolesti intrastriatalnom primjenom diabetogene supstance
Autor: Vito Papié

Jedan od mogucih uzroka nastanka neurodegenerativnih bolesti mogli bi biti metabolicki
poremecaji u mozgu. Prijasnja istrazivanja dokazala su da periferna primjena streptozotocina
uzrokuje dijabetes kod Zivotinja, dok intracerebroventrikularna primjena inducira inzulinsku
rezistenciju u mozgu. Cilj ovog rada je ispitati moze li metabolicka disfunkcija uzrokovana
primjenom streptozotocina u podrucje mozga zahvaceno kod pacijenata koji boluju od
Parkinsonove bolesti, corpus striatum, izazvati simptome karakteristi¢ne za Parkinsonovu
bolest. Odraslim muzjacima Wistar Stakora davan je streptozotocin, unilateralno ili
bilateralno u dvije doze. Na Zivotinjama su provedeni testovi kognitivnih, bihevioralnih i
motori¢kih funkcija. Analiza metabolita i proteina ucinjena je neciljanom metabolomikom,

ELISA-om i1 Western blotom.

Stakori kojima je bilateralno davan streptozotocin pokazali su motoricke deficite, nedostatak
prostornog ucenja i pamcenja, otezano paméenje uvjetovano strahom te ponasanje nalik
anksioznosti. Time je po prvi puta potvrden nastanak karakteristi¢nih simptoma Parkinsonove
bolesti nakon bilateralne intrastrijatalne primjene streptozotocina. Daljnja karakterizacija
modela pomoc¢i ¢e u razumijevanju mogucéeg temeljnog mehanizma ove bolesti i iskoristiti

novi zivotinjski model ove bolesti za testiranje novih lijekova.

Kljucne rijeci: Parkinsonova bolest, streptozotocin, dopamin, strijatum, inzulinska

rezistencija
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8. CONCLUSION

Modeling Parkinson's disease by intrastriatal administration of a diabetogenic substance
Author: Vito Papi¢

Metabolic dysfunction in the brain could be a possible cause for the development of
neurodegenerative diseases. Previous research has shown that peripheral administration of
streptozotocin causes diabetes in animals, while intracerebroventricular administration
induces insulin resistance in the brain. The aim of this paper is to examine whether metabolic
dysfunction caused by the administration of streptozotocin in the affected area of the brain in
patients suffering from Parkinson's disease, the corpus striatum, can cause symptoms
characteristic of Parkinson's disease. Adult male Wistar rats were administered streptozotocin
unilaterally or bilaterally in two doses. Cognitive, behavioral and motor function tests were
performed on the animals. Metabolite and protein analysis was done by untargeted

metabolomics, ELISA and Western blot.

Rats that were administered streptozotocin bilaterally showed motor deficits, lack of spatial
learning and memory, impaired fear-conditioned memory, and anxiety-like behavior. This
confirmed for the first time the occurrence of hallmark symptoms of Parkinson's disease after
bilateral intrastriatal administration of streptozotocin. Further characterization of the model
will help to understand the possible underlying mechanism of this disease and use a new

animal model of this disease to test new drugs.

Key words: Parkinson's disease, streptozotocin, dopamine, striatum, insulin resistance
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