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SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Istraziti promjene u ekspresiji antioksidacijskih enzima
SOD1, SOD2 i GPX1 u mozgu zdravih, dijabetickih i dijabetickih Stakora
tretiranih polifenolima lis¢a masline.

Materijal i metode: U eksperimentalnom modelu SZT izazvanog dijabetesa
(dijabetes mellitus tip 1, DMT1) i HFD-izazvanog dijabetesa (dijabetes mellitus
tip 2, DMT2) koristen je veliki mozak muzjaka Wistar Stakora podijeljenih u 4
skupine: C (Kontrola) - kontrolna skupina bez tretmana; DMT1-skupina s
razvijenim dijabetesom nakon 8 dana od jednokratnog iniciranja
streptozotocina (i.p., 60 mg/kg); DMT1+OLE- skupina s razvijenim
dijabetesom i posttretirana i.p. iniciranjem ekstrakta polifenola liS¢a masline
(OLE); DMT2-skupina je hranjena visoko-masnom hranom tijekom 30 dana
(standardna laboratorijska hrana je obogacéena 50% s palminim uljem).
Skupine su sadrzavale 3-5 zivotinja, starosti 2-3 mjeseca. Za procjenu
podataka koristen je program Statistica (softverski sustav za analizu
podataka), verzija 14 (TIBCO Software Inc., 2020., Palo Alto, CA, SAD).
Razlike izmedu skupina procijenjene su jednosmjernom analizom varijance
(ANOVA One-way) pracenom post hoc Scheffé-ovim testom i Kruskal-Wallis
test (viSestruka usporedba p vrijednosti). Linearna regresijska analiza
koriStena je za usporedbu medusobne ovisnosti varijabli u skupinama.
Statisticka znacajnost je odredena sa p vrijednosti manjom od 0,05 (p<0.05)
za faktor korelacije R.

Rezultati: U provedenim eksperimentalnim uvjetima, Kruskal-Wallis test
pokazao je statisticki znacajnu razliku vrijednosti MDA izmedu skupina DMT1
i DMT2 (p=0,0140).

Statisticki znacajna razlika ekspresije SOD2 pronadena je izmedu skupina
DMT1 i DMT1+PF (p=0,011), Sto znaci da terapija ima ucinak na ekspresiju

mitohondrijskog SOD2. Analizom varijance pronadena je statisticka



znacajnost promjene ekspresije SOD2 svih ispitivanih skupina (p=0,009).
SOD2 je pokazao statisticki znacajnu pozitivhu korelaciju sa SOD1 (r=0,67) i
negativnu sa GPX1 (r=-0,74).

Zakljucci: Istrazivanjem ekspresije antioksidacijskih enzima SOD1, SOD2 i
GPX i razine MDA u mozgu dijabeti¢nih Stakora nakon SZT izazvanog
dijabetesa (DMT1) i tretmana ekstraktom polifenola liS¢a masline utvrdili smo
razlike izmedu ispitanih skupina. SOD2 je bio znacajno eksprimiran u skupini

zivotinja lijecenih ekstraktom polifenola liS¢a masline.

U skupini hranjenoj visoko-masnom hranom (DMT2) nismo pronasli znacajne

razlike u odnosu na Kontrolu te razlike DMT1 i DMT2 u mozgu Stakora.

Na uravnoteZenje antioksidacijskog statusa mozga dijabeti¢nih Zivotinja

vjerojatno ima utjecaj prisutni neenzimski antioksidansi topljivi u lipidima.

Kljucne rijeci: mozak; dijabetes mellitus; antioksidansi; polifenoli liS¢a
masline; TBARS; SOD1; SOD2; GPX1.



SUMMARY

Research objectives: To study the changes in the expression of antioxidant
enzymes SOD1, SOD2 and GPX1 in the brain of healthy, diabetic and diabetic
rats treated with olive leaf polyphenols.

Material and methods: In the experimental model of SZT-induced diabetes
(diabetes mellitus type 1, DMT1) and HFD-induced diabetes (diabetes mellitus
type 2, DMT2), the cerebrum of male Wistar rats was used, which were divided
into 4 groups: C (control) - control group without treatment; DMT1 group with
developed diabetes after 8 days of single administration of streptozotocin (i.p.,
60 mg/kg); DMT1+ OLE - group with developed diabetes and post-treatment
i.p. by administration of olive leaf polyphenol extract (OLE); DMT2 group was
fed a high fat diet (standard laboratory diet enriched with 50% palm oil) for
30 days. The groups consisted of 3-5 animals aged 2-3 months. Statistica
(data analysis software), version 14 (TIBCO Software Inc., 2020, Palo Alto,
CA, USA) was used for data analysis. Differences between groups were
assessed using one-way analysis of variance (ANOVA one-way) followed by
post-hoc Scheffé test and Kruskal-Wallis test (multiple comparison of p-
values). Linear regression analysis was used to compare the interdependence
of variables in the groups. Statistical significance is determined with a p-value
of less than 0.05 (p < 0.05) for the correlation factor R.

Results: Under the experimental conditions conducted, the Kruskal-Wallis test
showed a statistically significant difference in MDA values between groups
DMT1 and DMT2 (p=0.0140).

A statistically significant difference in SOD2 expression was found between
the DMT1 and DMT1+ PF groups (p=0.011), indicating that the therapy has
an effect on mitochondrial SOD2 expression. Statistical significance of the
change in SOD2 expression in all groups studied was determined by analysis

of variance (p=0.009). SOD2 showed a statistically significant positive



correlation with SOD1 (r=0.67) and a negative correlation with GPX1 (r=-
0.74).

Conclusions: When the expression of the antioxidant enzymes SOD1, SOD2
and GPX and the MDA level in the brain of diabetic rats after SZT-induced
diabetes (DMT1) and treatment with olive leaf polyphenol extract were
examined, differences were found between the tested groups. SOD2 was
significantly expressed in the olive leaf polyphenol extract treated group.

In the group fed a high-fat diet (DMT2), we found no significant differences
compared to the control group and no differences between DMT1 and DMT2
in rat brain.

The balance of the antioxidant status of the brain of diabetic animals is
probably influenced by the presence of fat-soluble non-enzymatic

antioxidants.

Keywords: brain; diabetes mellitus; antioksidants; olive leaf polifenols;
TBARS; SOD1; SOD2; GPX1.



1. UVOD

1.1. Dijabetes, tipovi dijabetesa, lijeCcenje dijabetesa

Ispravna definicija i patofiziologija dijabetesa (dijabetes mellitus ili Seerna
bolest) je slozena, no opcenito obuhvaca slozene metabolicke poremecaje
kojima je zajednicka hiperglikemija, odnosno povisena razina glukoze u krvi.
Dijabetes se moze podijeliti u dijabetes tip 1 (DMT1), dijabetes tip 2 (DMT2),
gestacijski dijabetes (GDM), monogenski dijabetes te sekundarni dijabetes.(1)

Dijabetes mellitus tipa 1 (DMT1) je endokrina i metabolicka bolest
karakterizirana unistenjem B stanica Langerhansovih otoci¢a gusterace sto

posljedi¢no uzrokuje inzulinsku deficijenciju i hiperglikemiju.(2)

DMT1 posljedica je okoliSnih ¢imbenika, genetske predispozicije, proizvodnje
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) te neispravnog
imunosnog odgovora na prisutnost antigena domacdina koji pokreé¢u autoimuni
napad na B stanice gusterace. DMT1 se opisuje kao kroni¢na autoimuna bolest
jer dolazi do formiranja autoantitijela koja su biomarkeri razvoja autoimunosti.
Stanice imunosnog sustava imaju letalne mehanizme pomocu kojih se bore
protiv patogena. U DMT1, stanice imunosnog sustava (limfociti, makrofagi i
neutrofili), greSkom napadaju B stanice gusterace Sto uzrokuje njihovo

unistenje.(3)



oStecenje i
uniStenje
stanica

| [cos+T |
| | stanica |
s’

Langerhans-ovi otoCici

Slika 1. Autoimunost u DMT1 - Organizam stvara autoantitijela koja napadaju stanice
koje proizvode inzulin; B stanice u Langerhans-ovim otoci¢ima u gusteraci. Pojavom
autoantigena dolazi do aktivacije B stanica i posljedicnog stvaranja autoantitijela
specifi¢nih za B stanice. Dendriticke stanice (engl. Dendritic cells, DC) prezentiraju
autoantigene CD4+ i CD8+ T stanicama. CD4+ T stanice pomazu u aktiviranju B
stanica, a CD8+ T stanice napadaju izravno B stanice. Smatra se da aktivirane B
stanice stupaju u interakciju s dendritickim stanicama i CD8+ T stanicama.(2)

Prezentacija autoantigena B stanicama i dendritickim stanicama potice
aktivaciju T stanica specifi¢nih za B stanice. Ovaj kompleksni imunosni odgovor
dovodi do daljnje produkcije autoantitijela koja napadaju B stanice (slika 1).(2)
Aktivirani fagociti, neutrofili te DC, sintetiziraju ROS kako bi odstranili
patogene, no u slu¢aju DMT1, formiranje ROS doprinosi autoimunom napadu.
Otpustanje ROS uzrokuje Stetu B stanicama stvaranjem upale te povecanjem
autoimunog napada protiv B stanica sto dovodi do progresije DMT1.

Upala u otodic¢u takoder je povezana s povecanim razinama citokina IL-18, IL-
6, IL-10, IL-17, TNF-a i IFN-y. Navedene citokine lu¢e imunosne stanice
prisutne u otoci¢ima, aktivirane putem imunogenicnih signala disfunkcionalnih

B stanica. Citokin IL-1p samostalno, ili u kombinaciji s TNF-a i IFN-y, uzrokuje

2



supresiju inzulinske sekrecije te dovodi do daljnje disfunkcije i smrti
stanica.(3) B stanice reagiraju na imunosni stres aktivacijom kompenzacijskih
mehanizama, kao Sto je odmotani proteinski odgovor (engl. Unfolded protein
response, UPR), kako bi se obnovila stani¢éna homeostaza. Medutim,
produljena aktivacija UPR moze dovesti do nakupljanja pogresno savijenih

proteina i time disfunkcijom te apoptozom [ stanica.(4)

okolisni €Cimbenici

genetsky B stanica
predispozicija
. mth i ER stres Disfunkcija i smrt B stanica,

Kstanica . UPR regrutacija imunosnih stanica,
s Autoantitjela . ROS gubitak proizvodnje inzulina
%

T stanice

imunosne stanice citokini
(fagociti)

ROS

Slika 2. Patogeneza DMT1

Dijabetes mellitus tipa 2 (DMT2) odnosi se ha smanjenu osjetljivost odnosno
reakciju stanica na prisutnost inzulina unutar organizma.

Tip 2 dijabetes mellitus (DMT2) metabolicki je poremecdaj koji narusSava
djelovanje i/ili lu¢enje inzulina, uzrokuje hiperglikemiju i disfunkciju vise tkiva
i organa. Razvoj DMT2 je slozen i ukljuCuje vise faktora, pri ¢emu su genetska
predispozicija i nedovoljna tjelesna aktivnost klju¢ne komponente.
Patogeneza DMT2 ukljucuje disfunkciju i apoptozu B stanica, narusenu
oksidaciju masnih kiselina, pretjeranu akumulaciju lipida i disregulaciju
jetrenih procesa.(5). Apoptoza B stanica posljedica je stresa endoplazmatskog

retikuluma (ER), kroni¢ne hiperglikemije i hiperlipidemije, inflamatornih



citokina te oksidacijskog stresa. Navedeni Cimbenici uzrokuju smanjenje
lucenja inzulina.(5)

Narusena oksidacija slobodnih masnih kiselina u skeletnim misi¢ima dovodi do
njihovog nakupljanja sto rezultira razvitkom inzulinske rezistencije.
Disfunkcija u adipoznom tkivu dovodi do narusSavanja koli¢ine otpustanja
masnih kiselina u cirkulaciju i inzulinske rezistencije.(6) Inzulinska rezistencija
sprjeCava normalnu sintezu glikogena i metabolizam glukoze putem Krebsovog
ciklusa Sto rezultira poveéanom lipogenezom. Nadalje, DMT2 uzrokuje
povecanu proizvodnju glukoze u jetri (engl. hepatic glucose production,
HGP).(7)

TIP 2 DIJABETES

¥ =

gubitak
hiperglikemija stanica
hiperlipidemija v
inflamatorni citokini INZULIN
%

[inzulinska rezistencija ]

inzulinska deficijencija i hiperglikemija
Slika 3. Tip 2 dijabetes (8)

Inflamatorni citokini poput TNF-a te IL-6 pridonose patogenezi DMT2 ili
blokiranjem djelovanja inzulina ili induciranjem inzulinske rezistencije. DMT2
najcesce se ocituje u osoba starijim od 45 godina, no zbog smanjene fizicke
aktivnosti, sve je vise prisutan u djece i adolescenata.(9)

Gestacijski dijabetes mellitus (GDM) vrsta je dijabetesa koji se javlja tijekom

trudnode, nastankom spontane hiperglikemije.(10,11)



Monogenski dijabetes vrsta je dijabetesa koji se nasljeduje autosomno
dominantno. Jedan od oblika monogenskog dijabetesa je Dijabetes zrele dobi
kod mladih (engl. Maturity — onset diabetes of the young, MODY).(10) MODY,
ovisno 0 mutiranom genu, moze uzrokovati hiperglikemiju, inzulinsku
rezistenciju te neispravnu regulaciju i funkciju B stanica.(12)

Sekundarni dijabetes posljedica je endokrinih i neendokrinih poremedaja.
Poremecaji endokrinog sustava mogu dovesti do neuravnotezenosti
homeostaze razina glukoze. Pretpostavlja se da osim poremecaja, odredene

mutacije i pojedini lijekovi uzrokuju sekundarni dijabetes.(13)

1.1.1. Dijagnostika i lijecenje dijabetesa

Posljedice dijabetesa su mnogobrojne te je vazno da se dijagnosticira u ranim
fazama bolesti.(14)

Fluktuacije Secera u krvi i hormona inzulina koji snizava Secer u ljudi tijekom
dana s tri obroka prikazana je u slici 4.

Najceséi oblici dijagnostike dijabetesa su testovi HbA1c, oralni glukozni test
tolerancije (engl. Oral glucose tolerance test, OGTT), Secer u krvi nataste
(engl. Fasting blood sugar, FBS) i glukoza u krvi nataste (engl. Fasting plasma
glucose, FPG) koji mjere glukozu u krvi najmanje 8 sati od posljednje
konzumacije hrane. To su cesto prvi testovi koji se rade za provjeru

predijabetesa i dijabetesa.(14)
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Slika 4. Fluktuacije Secera u krvi (crveno) i hormona inzulina koji snizava Secer
(plavo) kod ljudi tijekom dana s tri obroka. Naglasen je jedan od ucinaka obroka
bogatog Se¢erom u odnosu na obrok bogat Skrobom.(15)
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Slika 5. HbA1c test (16)

Test glikiranog hemoglobina (HbA1c) omoguduje uvid u prosjecnu razinu
glukoze u krvi pojedinca u prethodna 2-3 mjeseca koja korelira s procijenjenim
poluzivotom eritrocita.(17)

OGTT test mjeri koliko dobro ¢e stanice apsorbirati glukozu nakon konzumacije
75 g glukoze. Ako je razina glukoze u plazmi >11.1 mmol/L, tada se pojedinac

dijagnosticira kao dijabeti¢ar. FPG testom moguce je utvrditi da pojedinac



nema toleranciju na glukozu ukoliko nakon konzumacije 75 g glukoze ima

razinu glukoze u plazmi >27.8 mmol/L. (14)

Tablica 1. Spektar homeostaze glukoze i dijabetes melitus (DM).(18)

< 100 mg/dL 100-125 mg/dL > 126 mg/dL
(< 5,6 mmol/L) (5,6-6,9 mmol/L) (> 7,0 mmol/L)
2 sata < 140 mg/dL 140-199 mg/dL > 200 mg/dL
glukoza u (<7,8mmol/L) (7,8-11 mmol/L) (>11,1 mmol/L)
plazmi
HbAlc < 56% 5,7-6,4% > 6,5%

LijeCenje DMT1 ukljuc€uje terapiju inzulinom kako bi se odrzale homeostazne
razine glukoze u krvi. To je omoguceno uz nadomjestanje razina inzulina
pomocu egzogenih kratkodjelujucih/dugodjelujucih inzulinskih zamjena te uz
Cesto kapilarno pracenje glukoze u krvi i koli¢ine ugljikohidrata u prehrani. (2)
LijeCenje DMT2 podrazumijeva promjenu nacina zivota te koristenje
antihiperglikemijskih sredstava poput biguanida, inhibitora DPP-IV, sulfonireje
i dr. (tablica 2) (19)



Tablica 2. Lijekovi u dijabetes mellitusu (DM) (19)

Vrsta Tip Lijek (komercijalni naziv)
DM/grupa

Biguanidi
Sulfonilureja
Meglitinidi
Tiazolidinedioni
(TZD)

GLP-1 receptor

agonisti

DPP-1V
inhibitori

SGLT-2
inhibitori

Inzulin

a-glukozidaza
inhibitor
Kombinacije
lijekova

DMT2

DMT2

DMT2

DMT2

DMT2

DMT2

DMT2

DMT1/
Brzo-,
srednje- i
dugodjelujudi

DMT2

Metformin (Glucophage, Fortamet)

(Gliclazid, Glimepirid, Glipizid, Glibenclamid,
Tolbutamid)

Repaglinid, Nateglinid

Pioglitazon

Dulaglutid, Liraglutid, Liksisenatid,
Albiglutid, Eksenatid (Trulicity, Tanzeum,
Bydureon, Victoza)

Sitagliptin, Linagliptin, Alogliptin,

Vildagliptin, Saksagliptin (Januvia, Onglyza,
Nesina)

Dapagliflozin, Empagliflozin,
(Invokana, Farxiga, Jardiance)

Canagliflozin

Tresiba, Toujeo, Afrezza, Levemir, Lantus

Akarboza

Janumet, Jentadueto,
Tradjenta, Kazano, Oseni

Kombiglyze,



1.1.2. Komplikacije Secerne bolesti

Visoke razine glukoze u krvi izazvane dijabetesom rezultiraju u dijabetickoj
nefropatiji, retinopatiji, neuropatiji te dijabetickoj katarakti (slika 6). Dijabetes
uzrokuje ostecenje glomerularnih kapilara, a time uzrokuje pojavu proteina u
urinu. Napretkom bolesti, dolazi do povecanja osmotskog tlaka u zilama retine
i njihovog potencijalnog puknuca Sto uzrokuje oslabljenu opskrbu mreznice
krvlju te posljedi¢no dolazi do stvaranja oziljnog tkiva i oste¢enja vida. Jos
jedna komplikacija dijabetesa je upala gusterace koja moze dovesti do
obstruktivnog pankreatitisa. DM u nekim sluc¢ajevima moze dovesti do bolesti
srca i sr€ane smrti. Pojedinci koji boluju od DM-a izlozeni su posljedicama
povezanim sa slobodnim radikalima. Dijabetes se takoder dijagnosticira kao

snazan Cimbenik rizika za razvitak raka.(14)

GLAVNE KOMPLIKACIJE DIJABETESA

MIKROVASKULARNE MAKROVASKULARNE
MOZAK

Povecan rizik od mozdanog udara i
cerebrovaskularnih bolesti ukljucujuci
ishemicne napade, kognitivne
poremcaje itd.

SRCE

visoki krvni tlak i
insulinska rezistencija
povecavaju rizik od
koronarne srcane bolesti

EKSTREMITETI
; : cCUC | Periferna vaskularna bolest i rezultira iz

Hiperglikemija ostecuje Zivce u suzenja krvnih zila povec¢avajuéi rizik za
perifernom Zivéanom sustavu sto A reduciranim ili smanjenim krvnim protokom u

rezultira bolovima. Nastale nogama. Nastale rane na stopalima sporije
infekcije mogu dovesti do zacjeljuju $to pri donosi gangreni i drugim
komplikacijama
gangrene.

OKO

visoka razina glukoze u krvi i
visoki krvni tlak mogu uzrokovati
Stetu krvnim Zilama u oku
stvarajuci retinopatiju, kataraktu i
glaukom

BUBREG

visoki krvni tlak ostecuje male
krvne Zile i visak glukoze u krvi
preopterecuje bubrege i time
uzrokuje nefropatiju

NEUROPATIJA

Slika 6. Glavne komplikacije u dijabetesu (20)



1.2. Uloga oksidacijskog stresa u Sec¢ernoj bolesti

1.2.1 Oksidacijski stres u dijabetesu i njegove posljedice

Produkcija ROS dio je normalnog stani¢nog metabolizma.(21)

Kao produkt metabolickih puteva koji se odvijaju na unutrasnjoj
mitohondrijskoj membrani, nastaju i reaktivhe kisikove vrste poput
superoksidnog aniona, hidrogen peroksida te hidroksilnog radikala. ROS imaju
vaznu ulogu u stani¢noj funkciji, obrani protiv patogena, regulaciji signalizacije

u stanici, prezivljavanju te proliferaciji.(3)

Nylee @@= Qi-
..... %0, >,
glukoza =
02--‘
S {6‘;}2 matrix

NADH NAD* \FADH, FADH

mitohondrijska disfunkcija

«mtDNA ostecenje
i ;

«smanjen DNA
popravak

[oksidacija proteina]ﬁipidna peroksidacija]

Slika 7. Stvaranje mitohondrijskog superoksida (0O:*") putem lanca elektronskog
transporta (engl. electron transport chain, ETC) i uloga enzima mangan superoksid
dismutaze (MnSOD), enzima za neutralizaciju superoksida prisutnog u unutrasnjosti
mitohondrija, u procesu detoksikacije. PoviSene razine 02~ uzrokuju osteéenje
makromolekula, ukljucujudi lipide, proteine i nukleinske kiseline te poticu disfunkciju
mitohondrija. Odsutnost histona u mitohondrijskoj DNA (mtDNA) i ograniceni
mehanizmi popravka DNA cine mitohondrije izrazito osjetljivima na oste¢enje DNA

inducirano O>°".
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ADP: Adenozin difosfat; ATP: Adenozin trifosfat; GPX: Glutation peroksidaza; H202:
Vodikov peroksid; IMM: Unutarnja mitohondrijska membrana; IMS:
Medumembranski prostor; O;*~: Superoxidni anion; OH®: Hidroksilni radikal; TRX:
Tioredoksin reduktaza.(21)

ROS su visoko reaktivne molekule i potencijalno mogu dovesti do ostecenja
proteina, nukleinskih kiselina i lipida. Stani¢ni odgovor na prisutnost ROS je
aktivacija obrambenih mehanizama pomocu kojih se regulira proizvodnja ROS
te na taj nacin sprjeCava oksidativho osteenje. Primarni obrambeni
mehanizmi su enzimski antioksidansi — superoksid dizmutaza (SOD), katalaza
(CAT), te glutation peroksidaza (GPx). Navedeni enzimi uklanjaju viSak ROS i

na taj nacin odrzavaju stani¢nu homeostazu.(21)

Tablica 3. Antioksidansi u enzimskoj inaktivaciji slobodnih radikala (22)

Enzimski antioksidansi Lokacija Enzimska reakcija
Superoksid dismutaza: Mitohondrij 02*~ + SOD - H202 + O2
EC-SOD

Mn-SOD

Cu-Zn-SOD

Katalaza Peroksisom 2H202 + CAT - 2H20 + 02

Glutation peroksidaza, GPx Mitohondrij/citosol 2GSH+2H202 -» GSSG+2H20 + 02

Tijekom hiperglikemije, povecane razine NADH i FADH2 dovode do povecanja
transporta elektrona kroz respiratorni lanac mitohondrija Sto potice
proizvodnju ROS. Pretjerana razina glukoze u krvi moze uzrokovati vezanje
glukoze za aktivho mjesto SOD-a i glikacijom smanjiti aktivnost SOD.
Superoksidni anion (02°"), prekursor vecdine vrsta ROS, nastaje transferom
jednog elektrona (e’) na molekulu kisika. NADPH oksidaza (NOX) i Xantin
oksidaza su enzimi koji mogu stvoriti superoksidni anion kao produkt njihove
normalne funkcije. Hidrogen peroksid (H202) nastaje dizmutacijom O2°" uz

pomo¢ SOD enzima. H:0: parcijalno moze biti reduciran kako bi generirao

11



hidroksidni ion i hidroksilni radikal (OHe) redukcijom prijelaznih metala.
Kompletna redukcija H202 u H20 moze se odviti pomocu CAT i GPx.(21)
Hiperglikemija uzrokuje nakupljanje ROS-ova pomocu razli¢itih mehanizama.
Put DAG-PKC-NADPH oksidaze je jedan od puteva koji se aktivira
hiperglikemijom i uzrokuje produkciju ROS. Hiperglikemija uzrokuje povisene
razine DAG koji zatim aktivira PKC koja zatim stimulira NAPDH oksidazu da
stvara ROS.(23)

Aktivacija poliolnog puta uzrokuje depleciju NADPH i GSH Sto dovodi do
akumulacije fruktoze koja moZze uzrokovati oksidacijski stres putem
neenzimske glikacije.(2,23)

Hiperglikemija uzrokuje i pretjeranu aktivaciju heksozaminskog puta koji je
odgovoran za izgradnju glikozilnih lanaca u proteinima i lipidima. Tijekom
hiperglikemije, velika koli¢ina fruktoza-6-fosfata ulazi u put te u konacnici
dolazi do modifikacije proteina.(2, 24)

Povedana proizvodnja ROS u DM moze inducirati lipidnu peroksidaciju,
karbonilaciju proteina te glikaciju. Peroksidacija membranskih lipida narusava
fluidnost i strukturu membrana te narusava stani¢ne funkcije. ROS mogu
oksidirati lipoprotein niske gustoée (engl. Low density lipoprotein, LDL) u
izvanstanicnom matriksu Sto doprinosti stvaranju plakova. ROS moze izravno
reagirati sa slobodnim sulfhidrilnim skupinama, Sto rezultira oksidativnhim
modifikacijama i posljedi¢no ER stresom jer dolazi do nakupljanja nesmotanih
i/ili pogresno smotanih proteina u lumenu ER-a. Izlaganjem proteina Sec¢erima
end products, AGE) koji stimuliraju upalni odgovor otpustanjem proupalnih

citokina te promicanjem napredovanja plakova i oksidacijskog stresa.(23)
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hiperglikemija dislipidemija
glukoza T FFA T

LDLT
DAG B oksidacija
Poliol put
AGE PKC
Heksozaminsid Krebsov ciklus
put
sop | NADPH oksidaza
NADH | FADH2
GPXSOD |
peroksidacija lipida ~€—  ROS » —> NFkB
karbonilacija proteina A\ JAK/STAT
glikacija l MAPK/ERK
ER stres PI3K/AKT

Slika 8. Oksidacijski stres u DM.

ROS djeluju kao signalne molekule koje aktiviraju nekoliko puteva osjetljivih
na stres. ROS aktiviraju MAPK/ERK signalni put koji se sastoji od viSe proteina
Cija je funkcija stanicna proliferacija, diferencijacija, motilnost, odgovor na
stres, apoptoza te stani¢no prezivljavanje.(23,25) ROS mogu aktivirati
JAK/STAT signalni put koji je esencijalan za proliferaciju, diferencijaciju,
migraciju i apoptozu.(26,27) Signalni put koji ukljucuje aktivaciju NF-kB
uzrokuje ekspresiju gena ukljucenih u proinflamatorni odgovor (osteéenje
vlastitih tkiva) te aktivacije Bcl proteina uklju¢enih u regulaciju
apoptoze.(3,28) ROS mogu deaktivirati ili aktivirati dijelove PI3K-Akt
signalnog puta i na taj nacin utjecati na promjer krvnih zila i protok krvi. Put

je takoder ukljucen u migraciju stanica i odgovor na faktore rasta.(23,29)
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1.2.2. Udinak oksidacijskog stresa na sredignji zivéani sustav (SZS)

Kao sSto je prethodno navedeno, hiperglikemija uzrokuje niz komplikacija vise
organa i tkiva, sto ukljucuje i sredisnji Zziv€éani sustav (slika 6). Hiperglikemija
uzrokovana dijabetesom dovodi do promjena u krvnom protoku, promjene
integriteta krvno-mozdane barijere (engl. Blood brain barrier, BBB), promjene
u metabolizmu mozga, neurotransmiterima te utjeCe na kongitivne funkcije.
(30)

Astrociti su stanice SZS te je njihova zadaca odrzavanje homeostaze u mozgu.
Astrociti reguliraju unos glutamata, opskrbljuju neurone nutrijentima,
puferiraju ione kalija te pruzaju antioksidacijski ucinak neuronima. Protein
propusne veze (engl. Gap junction protein), Koneksin 43 (engl. Connexin 43,
Cx43), nalazi se na membrani astrocita i vazan je za njihovu funkciju (slika 9)
- stvara spojne kanale koji omogucuju medustani¢nu difuziju malih molekula
i iona poput glutamata, glutationa, glukoze, ATP-a, Ca%*, Na%*, K* i drugih.(31)
Visoke razine glukoze utjec¢u na SZS na nadin da naru$avaju propusnu vezu
izmedu stanica astrocita i time utjeCu na smanjenje u njihovoj
komunikaciji.(30) Osim smanjenja komunikacije uzrokovanog
hiperglikemijom, prekomjerni oksidacijski stres utjeCe na ekspresiju i funkciju
Cx43 u astrocitima na nacin da dolazi do degradacije propusnih veza koje tvore
Cx43.(31)

PROPUSNA VEZA

Slika 9. Propusna veza u stanicama astrocita (32)
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Hiperglikemija uzrokuje narusavanje funkcije i signalizacije Cx proteina i u
retinalnim pericitima. Zajedno, poremecaji u propusnim vezama dovode do
problema s mikrovaskulaturom mozga te smanjenja osjetilnih i kognitivnih
funkcija.(30)

Hipoglikemija moze uzrokovati nekrozu neurona u SZS na nacin da dovodi do
energetskog deficita i ispustanja ekscitatornih aminokiselina (aspartat i
glutamat). Ekscitatorne aminokiseline su neurotransmiteri koji stimuliraju
ekspresiju ekscitatornih receptora u dendritima neurona koji uzrokuju protok
kalcijevih iona u neurone i time induciraju neuronalnu nekrozu (slika 10).(34)

pre-sinapticki post-sinapticki

MITOHONDRIJ

NEUROTOKSICNOST BAOE

apoptoza
nekroza
produkcija ROS

Slika 10. Neuronalna nekroza i neurotoksi¢nost izazvana protokom kalcijevih iona
(33)

Astrociti osiguravaju prezivljavanje neurona tijekom nedostatka glukoze. U
stanju hipoglikemije, astrociti su odgovorni za opskrbu neurona energijom.
Glikogen pohranjen u astrocitima stiti od hipoglikemijom induciranog
oSte¢enja mozga i osigurava odrzavanje neuronalnih funkcija tijekom
energetske deprivacije.(34)

Akumulacija unutarstani¢nog kalcija uzrokuje lipolizu odnosno povecanje

razina slobodnih masnih kiselina. Proces lipolize rezultira oslobadanjem
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reaktivnih kisikovih vrsta i kemotaksijom neutrofila Sto uzrokuje upalu i
oStecenje stanice. Ako stanica ne uspije regulirati pretjerano nakupljanje
kalcija, funkcija neurona se poremeti na nacin da dolazi do pada

membranskog potencijala te disfunkcije u ATP sintazi (hidroliza ATP-a).(34)

1.3. Uloga fitoterapije u prevenciji oksidacijskog stresa i kontroli
glikemije

Globalna prevalencija dijabetesa i dalje raste djelomicno zbog brze
urbanizacije i porasta starosti stanovnistva. To je povezano s paralelnim
porastom prevalencije dijabetickih vaskularnih komplikacija koje znacajno
pogorSava Secerna bolest. Stoga joS uvijek postoji potreba za sigurnim i
ucinkovitim alternativnim/adjuvantnim terapijskim intervencijama. Sve je
veca potreba za terapijskim opcijama koje pruzaju prirodni proizvodi, narocito
onima biljnog porijekla. Oksidacijski stres izazvan hiperglikemijom klju¢an je
za razvoj dijabetesa i dijabetickih komplikacija. Nadalje, upala izazvana
oksidacijskim stresom i inzulinska rezistencija klju¢ni su za ostecenje endotela
i napredovanje dijabetickih komplikacija. Istrazivanja na ljudima i zivotinjama
pokazale su da polifenoli mogu smanjiti oksidacijski stres, hiperglikemiju i
sprijecCiti  dijabeticke komplikacije ukljucujuéi dijabeticku retinopatiju,
dijabeticku nefropatiju i dijabeticku perifernu neuropatiju. Dio terapeutskih
ucinaka polifenola pripisuje se njihovom modulacijskom ucinku na endogene
antioksidativne sustave.

Fitokemikalije su sekundarni kemijski metaboliti koji se prirodno pojavljuju u
vocu, povrcu i bilju za koje se zna da imaju razliCite strukture i mogu promicati

zdravstvene dobrobiti kod ljudi.(35) One su klju¢ne za rast, razvoj i zastitu
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biljaka, ukljucujuci zastitu od Stetnih insekata i mikroorganizama, kao i od
ekstremne temperature i izlozenosti ultraljubicastom zracenju. (36)
Farmakoloski aktivni sastojci iz tradicionalnih ljekovitih biljaka dobili su veliku
pozornost kao izvori novih spojeva, farmaceutskih meduproizvoda i kemijskih
izvora za sintetske ili polusintetske lijekove zbog njihovog snaznog
farmakoloskog djelovanja, niske toksi¢nosti i ekonomske odrzivosti. Iz
tradicionalnih ljekovitih biljaka izolirane su brojni spojevi, ukljucujuci alkaloide,
flavonoide i terpenoide, a klinicke i eksperimentalne studije upucuju da ti
spojevi imaju korisna farmakoloSka svojstva kao Sto su antiinfektivni,
antioksidativni i protuupalni ucinci.

Neke fitokemikalije prepoznate su kao bioaktivni sastojci uobic¢ajeno dostupnih
lijekova poput salicilata dobivenih iz kore vrbe koji su prisutni u aspirinu, kinin
koji se nalazi u kori kina i koristi se za lijeCenje malarije. (37,38) Medutim,
najvecu skupinu fitokemikalija u biljkama cine polifenoli (npr. flavanoni,
flavonoidi) zbog svoje sposobnosti hvatanja slobodnih radikala. (39)

Ucinci antioksidacijskih fitokemikalija na endogene puteve antioksidansa
odnose se na ucinke na mitohondrijski razdvojni protein 2 (UCP2) i
mitohondrijske funkcije u dijabetickim komplikacijama, glutation peroksidazu
4 (GPx4) i koenzim Q (CoQ) u dijabetickim komplikacijama i feroptozi, SIRT
proteine, ucinke polifenola na nuklearni faktor (2) slican 2 (Nrf2) i endogeni
antioksidacijski sustav (tablica 4). Vazno je naglasiti da je mitohondrijsko
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) klju¢no je za oksidacijski stres
izazvan hiperglikemijom i pridonosi razvoju i napredovanju dijabetickih

komplikacija.
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Tablica 4. Primjeri ucinaka polifenola na endogene antioksidativhe sustave u
dijabetickim stanjima. (40)

Antioksidacijski sustav

Primjeri polifenola

UCP2/mitohondrialni Kavena kiselina In vitro zastita stanica
kompleks 1 Antociianini retine, poboljSanje
. mitohondrijske funkcije (41)

Poboljsan rad srca

ocuvanjem funkcije

mitohondrija u Zivotinjskom
modelu dijabetesa (42)

SIRT proteini Resveratrol PoboljSana aktivhost GSH,
CAT SOD i funkcija
mitohondrija putem
aktivacije SIRT1/PGC-
1a/FOXO3a.

GSH/GPx4 /Xc—- sustav Glabridin i kalikozin Reno-protektivni ucinak u

(inhibicija feroptoze) TEEly dijavbeticv:ke
nefropatije (DN) u stakora
(43)

Naringenin Kardio-protektivni ucinak
(44)

Astragalozid-I1V

In vitro zastita stanica retine
(45)

Kvercetin Zastita funkcije B-stanica
kriptoklorogenska kiselina (46)

Nrf-2 Epigalokatehin-3-galat Reno-protectivni ucinak u
(EGCG) DN (47)

Kurkumin

Zastitni u¢inak kod ostecenja

retine u dijabetesu (48)

Oleuropein je fenolni spoj koji se nalazi u lis¢u i plodu masline. List masline
ima najvedi udio oleuropeina u fenolnoj frakciji. U posljednje se vrijeme
istrazuje zbog svojih pozitivnih u¢inka na organizam. In vitro i in vivo studije
pokazale su da oleuropein ima antioksidativna, antimikrobna, antifungalna,
kardioprotektivna, antitumorska i hipolipidemijska svojstva. Antioksidacijski
uc¢inak oleuropeina potjece iz njegove hidroksilne skupine koja donira atom
vodika i na taj nacin sprjecava oksidaciju (slika 11). Oleuropein moze ukloniti
radical scavenger). Istrazivanja pokazuju da

slobodne radikale (engl.
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oleuropein moze smanjiti mogucnost stvaranja ROS i reaktivnih dusikovih
vrsta (RNS) u in vitro i in vivo uvjetima. Takoder, oleuropein povecava
aktivnost i razinu enzimskih antioksidansa poput SOD, GPx, i CAT i reducira
peroksidaciju lipida i inhibira oksidaciju LDL kolesterola.(49,50)

Genoprotektivni u€inak oleuropeina moze smanjiti oStecenje DNA uzrokovano
oksidacijskim stresom aktivacijom sistemskih antioksidacijskih sustava.
Pronadeno je da oleuropein takoder inhibira ekspresiju iNOS, sprjecava
stvaranje karboniliranih proteina te povecava aktivhost vaznih enzima

uklju¢enih u metabolicke procese.(51)

fenolni dio

Oleuropein

Slika 11. Kemijska struktura oleuropeina (52)
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2. CILJ RADA

Glavni cilj rada bio je utvrditi u€inak terapije polifenolnog ekstrakta izdvojenog

iz lisS¢a masline na oksidacijski stres izazvan dijabetesom i mozgu Stakora.

Glavni cilj rada podijeljen je na viSe zadataka koji se odnose na:

Utvrdivanje lipoperoksidacije odredivanjem razine malonaldehida (MDA) u
tkivu mozga u dijabeticnoj (DMT1), dijabetickoj skupini lijeCenoj
ekstraktom polifenola liS¢a masline (DMT1+PF) i skupini hranjenoj s visoko-
masnom hranom (DMT2);

Utvrdivanje ekspresije enzimskih antioksidansa SOD1, SOD2 i GPX1 u
mozgu muzjaka Wistar Stakora Western blot (WB) analizom;

Utvrdivanje ekspresije enzimskih antioksidansa SOD1, SOD2 i GPX1 u
mozgu muzjaka Wistar Stakora kojima je dijabetes izazvan
streptozotocinom (SZT) Western blot (WB) analizom;

Utvrdivanje ekspresije enzimskih antioksidansa SOD1, SOD2 i GPX1 u
mozgu muzjaka Wistar Stakora hranjenima visoko-masnom hranom (HFD)
Western blot (WB);

Utvrdivanje ucinka terapije polifenolnog ekstrakta izdvojenog iz liS¢a
masline na oksidacijski stres izazvan dijabetesom analizom ekspresije
SOD1, SOD2 i GPX1 Western blot (WB) analizom;

Statisticku procjenu dobivenih rezultata.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Ekstrakt liS¢a masline (OLE) pripremljen je S-L ekstrakcijom uz pomoc
ultrazvuka (Sonopuls model HD 2070, Bandelin, Berlin, Njemacka) te
analiziran primjenom sustava Agilent 1290 UPLC-DAD metodom (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) prema metodi Giacometti i sur (53).
Polifenolni ekstrakt liS¢a masline (OLE) otopljen u sterilnoj fizioloSkoj otopini
koriSten je u terapiji (TOLE). Primijenjena doza OLE bila je 1024 mg/kg, a
koncentracija oleuropeina u ekstraktu je bila 45,96 mg/kg. (54)

3.1.1. Kemikalije

Kemikalije za ekstrakciju i analizu OLE: etanol, mravlja kiselina, metanol i
acetonitril (HPLC disto¢e) su nabavljeni od J.T. Baker (Avantor Performance
Materials B.V., Deventer, Nizozemska). Oleuropein (OLE) i drugi koristeni
standardi fenolnih spojeva su nabavljeni od Extrasynthese (Genay CEDEX,
Francuska). Cista voda dobivena je sustavom za proci$éavanje GenPure™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 02451, USA).

Kemikalije za odredivanje TBARS: 2- tiobarbiturna kiseline (TBA, C4H4N202S),
dimetil sulfoksid (DMSO, (CH3)2S0), trikloroctena kiselina (TCA, CIsCCOOH) i
1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP, (C2Hs0)>CHCH>CH(OC2Hs)2) nabavljeni su od
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, SAD).

Ostale kemikalije: Tris-(hidroksimetil)-aminometan (TRIS baza,
NH2C(CH20H)s i 1, 4- ditiotreitol (DTT, (C2H30HSH)2) su nabavljeni od Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, SAD). Glicin (NH2CH>COOH) je nabavljen od Bio-
Rad (Hercules, CA, USA). TWEEN® 20 Detergent (polietilen glikol sorbitan

monolaurat) je nabavljen od Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Amonijev
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persulfat (APS, (NH4)2S20g) i natrijev dodecilsulfat (SDS, Ci2H2sNaO4S) su
nabavljeni od Alfa Aesar (Thermo Fisher (Kandel) GmbH, Landau, Njemacka).
Mlijeko u prahu, akrilamid/bis-akrilamid (4X, 37.5:1) i TEMED
(tetrametiletilendiamin, (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2) su nabavljeni od Applichem
(Darmstadt, Njemacka). Ponceau S je nabavljen od Carl Roth (Karlsruhe,
Njemacka). Klorovodi¢na kiselina (HCI) i etanol (C2HsOH), 96%-tni su
nabavljeni od Gram-Mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska). Metanol (HPLC cistoce) je
nabavljen od J. T. Baker (Avantor Performance Materials B.V., Deventer,
Nizozemska). NUPAGE® LDS Sample Buffer (4x) i NUPAGE® Antioxidant su
nabavljeni od Invitrogena (Carlsbad, Kalifornija, USA). Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate i PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder su nabavljeni
od Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). Malondialdehid
bis(dietil acetal) je nabaviljen od Acros Organics (Geel, Belgija). TCA
(trikloroctena kiselina, C>HCI302) i BHT (butilhidroksitoulen, CisH240) su
nabavljeni od Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, SAD). Tiobarbiturna kiselina
(TBA, C4H4N20,S) i etil-acetat (C4Hg02) su nabavljeni od Kemike (Zagreb,
Hrvatska).

3.1.2. Protutijela, gelovi i membrane

Gelovi: Pripremljeni gelovi u laboratoriju su sadrzavali gel za sabijanje (4%,
pH 6,8) i gel za razdvajanje (12%, pH 8,8).

Ostalo:

Kitovi: Pierce™ BCA Protein Assay Kit (kat.br. 23227) nabavljen od Thermo
Scientific (Rockford, IL, USA).

Primarna protutijela: GPX1 (kat.br. M01019, monoklonalno, zecje, gen Gpx1,
razr. 1:1000), SOD1 (kat.br. M00238, monoklonalno, zecje, gen gen Sod1,
razr. 1:1000) i SOD2 (kat.br. M0O0349, monoklonalno, zecje, gen Sod2, razr.

1:1000) nabavljeni su od Booster Biological Technology (Pleasanton, CA,
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USA). B-aktin (kat.br.4970, monoklonalno, zecje, razr. 1:1000) nabavljen je
od Cell Signaling (CST, Leiden, Nizozemska).

Sekundarna protutijela: Peroksidaza-konjugirani (HRP) kozji anti-zeéji IgG
(H+L) (Booster Biological Technology, Pleasanton, CA, USA, razr. 1:5000).
Roti-PVDF 0,45 pm membrana (Kat.br. D-76185, Carl Roth, Karlsruhe,

Njemacka) koristena je za transfer proteina za WB.

3.2. Eksperimentalni model Secerne bolesti

U radu su koristene lijeve polutke mozga muzjaka Wistar Stakora, podijeljenih
u 4 skupina zivotinja: C (Kontrola) - kontrolna skupina bez tretmana; DMT1-
skupina s razvijenim dijabetesom nakon 8 dana izazvanim /.p. iniciranjem
streptozotocina (SZT); DMT1+OLE- skupina s razvijenim dijabetesom nakon
8 dana izazvanim /.p. iniciranjem streptozotocina (SZT) i posttretirane i.p.
iniciranjem ekstrakta polifenola liS¢a masline, koncentracije 1024 mg/kg;
DMT2-skupina je 30 dana hranjena standardnom laboratorijskom hranom
50% (w/w) obogacenom palminim uljem. Skupine su sadrzavale 3-5 zZivotinja,
starosti 2-3 mjeseca. Zivotinje su svakodnevno vagane, te im je pracena
razina glukoze, razina triglicerida i ukupnog kolesterola u perifernoj krvi
pomocu testnih trakica i Akku Chek analizatora (Roche Diabetes Care,
USA).(55)

Dizajn eksperimenta opisan je u istrazivackom projektu MZOS ,,335-0000000-
0221" mentora ovog rada. Svi eksperimentalni postupci provedeni su u skladu
s Europskom direktivom 86/609/EEC i Preporukom 2007/526/65/EC. Eticko
povjerenstvo Odjela za biotehnologiju Sveucilista u Rijeci (Kl.: 644-01/16-
01/03-01, Ur.br.: 2170-57-005-01-16-5 od 14. rujna 2016.) odobrilo je pokus

na zivotinjama.
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3.3. Metode

3.3.1. Priprema homogenata mozga

Cijela polutka velikog mozga Stakora uzeta je za ekstrakciju proteina. Uzorak
je izvagan u tubicu s keramickim kuglicama i dodan adekvatan volumen 100
mM Tris-HCI pufera (pH 7,6) da bi se pripremio 10% homogenat. Puferu su
dodani inhibitori fosfataze i proteaze (PhosSTOP™ i cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail, Roche).

Slika 12. Bead Ruptor 12 homogenizator (Omni, Perkin Elmer, Kennesaw, GA,
USA)

Homogenizacija je provedena primjenom Bead Ruptor 12 homogenizatora
(Omni, Perkin Elmer, Kennesaw, GA, USA) (slika 12) uz koristenje 1,4 mm
keramickih kuglica. Program homogenizacije je bio: snaga 4,0 u tri ciklusa,
svaki ciklus 15 sek, razmak izmedu ciklusa 30 sek, temperatura 24-25°C.
Tubice s homogenatom mozga su zatim centrifugirane pomocu centrifuge s
hladenjem 5427R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka), 10 min pri 5000 rpm 4°C,

a odvojeni i alikvotirani supernatanti su pohranjeni na -80°C do analize.

3.3.2. Odredivanje proteina

Koncentracija ukupnih proteina u ekstraktima mozga odredena pomocu kita
Pierce™ BCA Protein Assay Kit prema uputama proizvodaca i prilagodeno za

primjenu Nanodrop-a (slika 13).
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Slika 13. NanoDrop One spektrofotometar (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA)

3.3.3. SDS-PAGE i Western blot analiza

SDS-PAGE (eng. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) i
Western blot (WB) analiza koriSteni su na uzorcima ukupnog proteinskog
ekstrakta mozga na pripremljenim Bis-Tris 4-12% gelovima primjenom Mini-
PROTEAN® tetra-vertikalan sustava za elektroforezu (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) i PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Bojanje
SDS-PAGE gela je provedeno pripremljenom koloidalnom Comassie blue (CCB)
bojom. Koncentracija proteina od 20 pg bila je prilagodena za svaki uzorak.
Razvijanje je provedeno pri potencijalu 195 V tijekom 70 min uz Laemmli pufer
za razvijanje. Nakon zavrSetka razvijanja, gel je ispran s ddH20 (3x5 min, na
tresilici), bojan s CCB (preko noci na +4°C) te odbojan s ddH20.

Koncentracija proteina od 50 g bila je prilagodena za WB analizu uz provedbu
istog postupka razvijanja kao u SDS-PAGE. Nakon razvijanja, gelovi su
stabilizirani 15 min u TBS-u, proteini su transferirani na PVDF membranu
»polusuhim transferom" koristenjem SD10 polusuhi upija¢ (Cleaver Scientific
Ltd., Rugby, Warwickshire, UK) pri jakosti struje 275 mA tijekom 30 min.
Nakon transfera, membrane su bojane Ponceau S bojom za provjeru

uspjesnosti transfera te su nakon ispiranja boje s ddH20, postavljene 1 sat u
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otopinu za blokiranje membrane (5% mlijeko u prahu u TBST-u). Slijedila je
inkubacija membrana s primarnim protutijelima pri 4°C u hladnjaku (stati¢no,
bez mijeSanja) tijekom dva dana. Nakon toga, membrane su isprane s TBST-
om (5x15 min) na tresilici (uz mijeSanjem, 40 rpm), nakon ¢ega su inkubirane
2 sata na sobnoj temperaturi (ST) sa sekundarnim protutijelom (HRP), uz
mijesSanje (40 rpm). Nakon ove inkubacije, membrane su isprane s TBST-om
(5x15 min) na ST.

Smjesa reagensa Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) u omjeru 1:1 (5 minuta, mrak)
koriStena je za vizualizaciju proteina na membranama, a intenzitet vrpci
dokumentiran Image Quant LAS 500 chemiluminescence CCD camera (GE
Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, HP7 9NA, UK). Vrpce su kvantificirane
denzitometrijski koriStenjem Imagel softvera za analizu slike (National
Institutes of Health, Bethesda, SAD).

3.3.4. TBARS

Koncentracija malondialdehida (MDA, eng. malondialdehyde), kao produkta
lipidne peroksidacije, odredena je za uzorke homogenata mozga prema
protokolu Feldman (55), s malim modifikacijama. Za odredivanje bazdarnog
pravca je pripremljen niz serijskih razrijedenja mati¢ne otopine (500 uM)
standarda TEP (eng. 1, 1, 3, 3-tetraethoxypropane) s ddH20, u
koncentracijama 500 uM; 100 uM; 50 uM; 10 uM; 5 uM; 2,5 uM; 1,25 uM;
0,625 uM; 0,3125 uM; 0 pM (proba). Ukratko, pripremljene su otopine: 10%
TCA (w/v), 0,67% (w/v) TBA. U 100 pL svakog uzorka ili pripremljenog
razrijedenja standarda dodano je 200 pL 10% ledeno hladne TCA kako bi se
istalozili proteini. Smjesa je inkubirana 15 min u ledenoj kupelji, nakon cega
je centrifugirana na 2200 x g, 15 min pri +4°C. Nakon centrifugiranja, 200 pL
supernatanta je preneseno u novu tubicu u koju je dodano 200 pL 0,67% (w/v)
TBA. Smjesa je inkubirana 10 min pri 100°C u ThermoMixer® C uredaju

26



(Eppendorf AG, Hamburg, Njemacka). Uzorci su ohladeni na RT te je ocitana
apsorbancija na 532 nm. Svaki uzorak i svaki standard je izmjeren u duplikatu
koriste¢i Eppendorf BioSpectrometer® basic (Eppendorf AG, Hamburg,
Njemacka). Pomocu ocitanih apsorbancija otopina standarda konstruiran je
bazdarni pravac (Prilog 1) iz kojeg je izraCunata nepoznata koncentracija MDA

u uzorcima.

3.4. Statisticka obrada podataka

Podaci su procijenjeni programom Statistica (softverski sustav za analizu
podataka), verzija 14 (TIBCO Software Inc., 2020., Palo Alto, CA, SAD).
Rezultati su prikazani relativho u postotcima u odnosu na kontrolnu skupinu
(DMT1 i DMT2 skupina), na DMT1 skupinu (DMT1+OLE i DMT2) kao srednja
vrijednost skupine * standardno odstupanje (SD). Razlike izmedu skupina
procijenjene su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA One-way)
pracenom post hoc Schefféovim testom. Regresijska analiza (linearna
regresijska analiza) koriStena je za usporedbu medusobne ovisnosti varijabli.
Statisticka znacajnost je odredena sa p vrijednosti manjom od 0,05 (p<0.05)

za faktor korelacije R.
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4. REZULTATI

4.1. TBARS

Povecane razine reaktivnih tvari tiobarbituratne kiseline (TBARS) ukazuju na
toksi¢nost hiperglikemije koja uzrokokuje povecanu peroksidaciju lipida. Za
procjenu lipoperoksidacije mozga dijabetickih Wistar Stakora odreden je
malonaldehid (MDA) kao najpoznatiji pokazatelj oksidativhog ostecenja,
osobito peroksidacije lipida. U provedenim eksperimentalnim uvjetima (n=3)
pronadene su sljedeée vrijednosti razine MDA: kontrola 9,44+1,88; DMT1
12,39+2,59; DMT1+PF £9,10+1,75; DMT2 9,14+1,98 (slika 14). Veca razina
MDA mozga u dijabetic¢kih Stakora skupine DMT1 (za 31,3%) u odnosu na
kontrolnu skupinu, dok u skupini DMT2 nije pronadeno povecanje TBARS.
Terapija ekstraktom liS¢a masline vratila je razinu TBARS-a u razini normale
(kontrolna skupina) obnavljanjem aktivnosti antioksidansa u skupini
DMT1+PF.

Statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i DMT1 skupine nije
pronadena. Kruskal-Wallis test (viSestruka usporedba p vrijednosti) pokazala
je statisticki znacajnu razliku vrijednosti MDA izmedu skupina DMT1 i DMT2
(p=0,0140).
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Slika 14. Reaktivni spojevi tiobarbituratne kiseline (TBARS) odredeni
spektrofotometrijski u homogenatu mozga Wistar Stakora. Rezultati su izrazeni
kao malonaldehid (MDA) u puM u kontrolnoj, DMT1, DMT1+OLE i DMT2
skupinama.
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4.2. SDS-PAGE

Slika 15A prikazuje SDS-PAGE 10% homogenata uzoraka mozga u kontrolnoj,
DMT1, DMT1+OLE i DMT2 skupini. Analizom ukupnih proteina po pojedinoj
vrpci ovisno o skupini, nije uoena znacajna razlika izmedu skupina. Polozaj

analiziranih protutijela je prikazan na slici 15B.
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Slika 15. (A) SDS-PAGE gel (Bis-Tris 4-10%) 10% homogenata mozga
netretirane (kontrolne), DMT1, DMT1+OLE i DMT2 skupine. Svaka jazica je
sadrzavala 20 ug proteina. (B) Na istom SDS-PAGE gelu oznacene su pozicije
protutijela koja su analizirana Western blot analizom: SOD1 (16 kDa), GPX1 (22
kDa), SOD2 (25 kDa), B-aktin (45 kDa).
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4.3. Western blot (WB) analiza

4.3.1. WB analiza superoksid dismutaze 1 (SOD1)

A
DMT1
Kontrola DMT1 +0LE DMTZ2
SOD1 J—
16 kDa
B
SOD1
140
=]
S 120 [
§ 100
I~
3 80 J
2 60
[=]
i=
T 40
2 20
&
0
Kontrola DMT1 DMT2
C D
S0D1 SOD1
150 150
_, 140 140
£ 130 £ 130
0 120 0 120
£ 110 £ 110
2 100 I 2 100 I
_§ 50 g 50
° gp o g0
> 70 2 70
§ &0 § &0
50 50
DMT1 DMT1+OLE DMT1 DMT2

Slika 16. Imunoblot SOD1 u homogenatu mozga Stakora. (A) Reprezentativna
slika Western blot analize SOD1 u kontrolnoj, DMT1, DMT1+OLE i DMT2 skupini,
(B) Prikazana ekspresija SOD1 odnosi se ha normaliziranu razinu Kontrole, (C,
D) Prikazana ekspresija SOD1 odnosi se na normaliziranu razinu DMT1. Za
svaku skupinu, vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SD (n=3).
Statisticka znacajnost odredena je jednosmjernom analizom varijance (ANOVA)
pracenom post hoc Schefféovim testom (p<0,05).
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U provedenim eksperimentalnim uvjetima (n=3) pronadene su sljedece
vrijednosti postotka ekspresije SOD1 (normalizirane u odnosu na Kontrolu):
kontrola 100+22,8; DMT1 83+8,5 i DMT2 90+2,3 % (slika 16B). Nije bilo
statisticke znacajnosti izmedu istrazivanih skupina.

Kao Sto je prikazano na slici 16A, u skupinama DMT1 i DMT2 pronadena je
supresija SOD1 u odnosu na kontrolu, ali ne statisticki znacajno. Terapija
ekstraktom liS¢a masline skupine DMT1 eksprimirala je citosolni SOD1 (slika
16C). Medutim, ova povecana ekspresija nije bila statisticki znacajna.
Analizom varijance pronadena je statisticka znacajnost promjene ekspresije
SOD1 svih skupina (p=0,050).

4.3.2. WB analiza superoksid dismutaze 2 (SOD2)

A
DMT1
Kontrola  DMT1 +OLE DMT2

SOD2 —_— 25 kDa

B
S0OD2
120

3

9 100 -

t

2 80

c

S 60

3

£ 40

(=]

3 20

g

0
Kontrola DMT1 DMT2

31



SoD2 SoD2

-
]
(=]

=

=

o

-
w
[=]

-
18]
Q

110

% u odnosu na DMT1
[Te]
(=]

% u odnosu na DMT1
=
=
(=]

=l
[=]

n
o
5]
o

DMT1 DMT1+0LE DMT1 DMT2

Slika 17. Imunoblot SOD2 u homogenatu mozga Stakora. (A)
Reprezentativna slika Western blot analize SOD2 u kontrolnoj, DMT1,
DMT1+OLE i DMT2 skupini, (B) Prikazana ekspresija SOD2 odnosi se na
normaliziranu razinu Kontrole, (C, D) Prikazana ekspresija SOD2 odnosi se na
normaliziranu razinu DMT1. Za svaku skupinu, vrijednosti su prikazane kao
srednja vrijednost £ SD (n=3). Statisticka znacajnost odredena je
jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) pra¢enom post hoc Schefféovim
testom (p<0,05).

U provedenim eksperimentalnim uvjetima (n=3) pronadene su sljedece
vrijednosti postotka ekspresije SOD2 (normalizirane u odnosu na Kontrolu):
kontrola 100+3,1; DMT1 80+5,9 i DMT2 95+3,2 % (slika 17B). Statisticki
znacajna razlika pronadena je izmedu skupina DMT1 i DMT1+PF (p=0,011).
Kao Sto je prikazano na slici 17C, terapija ekstraktom liS¢a masline znacajno
je eksprimirala mitohondrijski SOD2. Analizom varijance pronadena je
statisticka znacCajnost promjene ekspresije SOD2 svih ispitivanih skupina
(p=0,009). SOD2 je pokazao statisticki znacajnu pozitivhu korelaciju sa SOD1
(r=0,67) i negativhu sa GPX1 (r=-0,74).
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4.3.3. WB analiza glutation peroksidaze 1 (GPX1)
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Slika 18. Imunoblot GPX1 u homogenatu mozga Stakora. (A) Reprezentativna
slika Western blot analize GPX1 u kontrolnoj, DMT1, DMT1+OLE i DMT2
skupini, (B) Prikazana ekspresija GPX1 odnosi se na normaliziranu razinu
Kontrole, (C, D) Prikazana ekspresija GPX1 odnosi se na normaliziranu razinu
DMT1. Za svaku skupinu, vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SD
(n=3). Statisticka znacajnost odredena je jednosmjernom analizom varijance
(ANOVA) pra¢enom post hoc Schefféovim testom (p<0,05).

U provedenim eksperimentalnim uvjetima (n=3) pronadene su sljedece
vrijednosti postotka ekspresije GPX1 (normalizirane u odnosu na Kontrolu):
kontrola 100+1,2; DMT1 107+8,2 i DMT2 103+1,4 % (slika 18B). Statisticki
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znacajna razlika izmedu skupina nije pronadena. Kako je prethodno navedeno,

GPX1 je pokazao statisticki znacajnu negativnu korelaciju sa SOD2 (r=-0,74).

4.3.4. WB analiza B-aktina (B-Akt)
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Slika 19. Imunoblot B-aktin u homogenatu mozga Stakora. (A) Reprezentativna
slika Western blot analize B-aktina u kontrolnoj, DMT1, DMT1+OLE i DMT2
skupini, (B) Prikazana ekspresija B-aktina odnosi se na normaliziranu razinu
Kontrole, (C, D) Prikazana ekspresija B-aktina odnosi se na normaliziranu razinu
DMT1. Za svaku skupinu, vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ SD
(n=3). Statisticka znacajnost odredena je jednosmjernom analizom varijance
(ANOVA) pra¢enom post hoc Schefféovim testom (p<0,05).
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U provedenim eksperimentalnim uvjetima (n=3) pronadene su sljedece
vrijednosti postotka ekspresije B-aktina (normalizirane u odnosu na Kontrolu):
kontrola 100+0,4; DMT1 64+13,2; DMT2 58+2,5 % (slika 19B). Terapija
ekstraktom liS¢a masline je blago eksprimirala B-aktin (slika 19C), ali ne
statisticki znacajno. Visoko-masna hrana (skupina DMT2) je suprimirala B-
aktin u odnosu na skupinu DMT1 (slika 19D). Statisticki znacajna razlika
ekspresije B-aktina pronadena je Scheffe testom izmedu kontrolne skupine i
DMT1 skupine (p=0,000) te kontrolne skupine i DMT2 skupine (p=0,000).
Kruskal-Wallis testom (viSestruka usporedba p vrijednosti) pronadena je
statisticki znacajna razlike izmedu kontrolne skupine i DMT2 skupine
(p=0,039).

Analizom varijance pronadena je statisticka znacajnost promjene ekspresije B-

aktina svih ispitivanih skupina (p=0,000).
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5. DISKUSIJA

U mediteranskoj kuhinji i kulturi znacajnu ulogu imaju maslinovo ulje i plodovi
masline. Maslinovo lis¢e se jos u anticko doba koristilo za lije¢enje niza bolesti.
Medutim, tek u danasnje vrijeme prepoznati su klju¢ni sastojci odgovorni za
ove ucinke. Oleuropein je vecinski polifenol sadrzan u fenolnoj frakciji lis¢a
masline. Uz mnoge korisne ucinke, oleuropein je antioksidans. Osim
antioksidacijskog ucinka, pokazalo se da je oleuropein antihipertenziv, ima
kardioprotektivne, protuupalne, antikancerogene, antiangiogene [
neuroprotektivne funkcije, te stoga moze imati terapijski potencijal za niz
ljudskih poremecaja. Dodatak prehrani s visokim sadrzajem oleuropeina,
OPIACE, dugorocno je smanjio hiperglikemiju i oste¢enu toleranciju glukoze u
TSOD miseva, ali nije imao ucinka na pretilost. (56)

U ovom radu je istrazivan uclinak ekstrakta maslinova liS¢a s visokim
sadrzajem oleuropeina na oksidacijski stres u mozgu Stakora uzrokovan
hiperglikemijom. Pretpostavili smo da hiperglikemija poti¢e nastajanje ROS-a
kao medijatora disfunkcije endotelnih stanica kod dijabetesa. Dokazano je da
ROS izazivaju ekspresiju antioksidacijskih enzima u nekim tkivima, a ovaj se
fenomen smatra dokazom postojece toksi¢nosti ovisne o kisiku. U ovoj studiji
istrazivana je lijeva polutka velikog mozga.

U zdravih osoba, antioksidacijski enzimi uspostavljaju normalne fizioloske
uvjete u organizmu (stanici, tkivu, organu). Medutim, u dijabeti¢nih osoba,
niske razine antioksidacijskih enzima ili prekomjerna proizvodnja slobodnih
radikala dovodi do neispravnog uklanjanja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS).
Jetra i bubrezi su glavni organi odgovorni za proizvodnju antioksidacijskih
enzima. U nasoj studiji je istrazivan mozak zbog sklonosti oksidaciji uslijed
visokog udjela viSestruko-nezasi¢enih masnih kiselina u strukturi lipida mozga.
U studiji Park i sur (57), u miSeva je SZT-izazvan dijabetes i tretiran prahom
maslinovog liS¢a. Dokazano je da je tretman ublazio oksidacijski stres

poboljSavanjem antioksidacijskih enzima u plazmi, pri ¢emu se pokazalo da su
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aktivnosti SOD i CAT bile znacajno nize u dijabetickih miseva i vece u
dijabetickim skupinama tretiranim dodacima s maslinovim liS¢em. Aktivnost
glutation peroksidaze (GPX) takoder je pratila slican trend aktivnosti SOD i
CAT i bila je poviSena u tretiranim skupinama. Autori sugeriraju da prah
maslinova lis¢a izaziva zastitni uCinak izazivanjem uklanjanja ROS-a, ¢ime se
smanjuju komplikacije povezane s dijabetesom. (57)

Dijabetes melitus (DM) povezan je s patoloskim promjenama u SZS kao i
promjenama u oksidacijskom stresu. U studiji Ceretta i sur (58) istrazivan je
u¢inak aloksanom-izazvanog dijabetesa na zivotinjskom modelu (Wistar
Stakori, jednokratno 150 mg/kg aloksana, i.p.), a petnaest dana nakon
izazvanog dijabetesa procijenjeno je pamcenje Stakora korisStenjem zadatka
prepoznavanja predmeta. U mozgu Stakora mjereni su parametri oksidacijskog
stresa i aktivnost antioksidacijski enzima, SOD i CAT. Rezultati su pokazali da
Stakori s dijabetesom nisu imali promjene u pamdcenju prepoznavanja.
Medutim, rezultati su pokazali neuravnotezenost aktivnosti SOD i CAT
(striatum, amigdala, hipokampus) u dijabetickih Stakora u modelu dijabetesa
izazvanog aloksanom. U nasoj studiji smo koristili polutku velikog mozga,
stoga nas rezultat pokazuje prosjecnu ekspresiju antioksidacijskih enzima.
Ceriello i sur (59) pokazali su da visoka razina glukoze izaziva povecanje
ekspresije antioksidacijskih enzima (SOD1, SOD2, CAT, GPX) u ljudskim
endotelnim stanicama, sugerirajuci da povisene razine glukoze mogu izazvati
oksidacijski stres u stanicama.

Razine serumskog MDA bile su izrazito povecane (183,6%) u Stakora kojima
je dijabetes izazvan sa SZT (60 mg/kg, jedna doza).(60) Unos ekstrakta
maslinova lis¢a (20,3% w/v) u dozi 200 mg/kg snizio je MDA (109,4%),
odnosno, 400 mg/kg (58,4%) tijekom 8 tjedana tretmana. Razine serumske
glukoze, inzulina, ukupnih proteina, albumina, triglicerida, kolesterola,
kolesterola lipoproteina niske gusto¢e (LDL-C), kolesterola lipoproteina vrlo
niske gustoc¢e (VLDL-C), kreatin kinaze (CK), laktat dehidrogenaze (LDH) i
malondialdehida (MDA) bile su znacajno povecane u dijabetickih Stakora, dok
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se serumski SOD, GSH i CAT povecao, a smanjila CK, LDH i MDA u dijabetickim
skupinama tretiranim sa obje doze ekstrakta. Male promjene u serumskim
razinama SOD, GSH, MDA i CAT pronadene su u zdravih Stakora tretiranih
istim dozama ekstrakta maslinova lis¢a. (60)

Ovo istrazivanje (60), suprotno prethodnom, (59) upucuje na razliCite razine
enzimskih antioksidansa ovisnih o tkivu, odnosno izvoru u kojem se odreduju.
NaSi rezultati su pokazali da dijabetes i terapija ekstraktom maslinova lis¢a
utjeCe na neuravnotezenosti uzrokovane oksidacijskim stresom u tkivu velikog
mozga, narocito na razini antioksidansa u mitohondrijima (SOD2). Osim toga,
znacajna lipoperoksidacija je utvrdena u dijabetickoj skupini u odnosu na
kontrolnu skupinu Sto je u sukladnosti sa literaturnim podacima. U nasoj studiji
je 8 dana nakon injektiranja SZT i utvrdenih simptoma dijabetesa, zapoceo
tretman ekstraktom maslinova lis¢a i trajao je 2 tjedna (ukupno 7 tretmana).
U tako kratkom eksperimentalnim uvjetima, akutnog dijabetesa (DMT1) i
kratkog perioda tretiranja OLP ipak je ostvarena znacajna pozitivha promjena
antioksidacijskog stanja u tkivu mozga. Za pretpostaviti je da bi daljnja
primjena mogla potpuno regulirati promjene uzrokovane hiperglikemijom.
Unato¢ ovim rezultatima, potrebna su daljnja istrazivanja koja istrazuju
potencijal polifenolnih sastojaka maslinova liS¢a u smanjenju prevalencije
dijabetesa kroz razumijevanje njegovih ucinaka na metabolizam glukoze.

U studiji Verma i sur (61) provedeno je istrazivanje procjene aktivnost
antioksidacijskih enzima SOD, CAT i glutation S transferaze (GST) u bolesnika
s DMT2 i zdravih ispitanika u populaciji sjeverne Indije. Istrazivanje je
provedeno u krvi na 474 bolesnika i 301 zdravih ispitanika. Razine aktivnosti
SOD i GST bile su znacajno nize u bolesnika s DMT2 nego u zdravih ispitanika,
dok je vrijednost CAT bile viSe u bolesnika s DMT2 nego kod zdravih ispitanika.
Rezultati su pokazali da su se aktivhosti enzima smanjivale sa starosti uzdravih
i dijabeti¢nih ispitanika. Razina GST se znacajno smanjila u muskaraca s
dijabetesom, a GST i SOD u zZena.
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U nasoj studiji nismo dobili znac¢ajne promjene razine TBARS niti ekspresije
SOD1, SOD2 i GPX1.

39



6. ZAKLIJUCCI

Istrazivanjem ekspresije antioksidacijskih enzima SOD1, SOD2 i GPX i razine
MDA u mozgu dijabeti¢nih Stakora nakon SZT izazvanog dijabetesa (DMT1) i
tretmana ekstraktom polifenola liS¢éa masline utvrdili smo razlike izmedu
ispitanih skupina. SOD2 je bio znacajno eksprimiran u skupini lijecenih

zivotinja ekstraktom polifenola liS¢a masline.

U skupini hranjenoj visoko-masnom hranom (DMT2) nismo pronasli znacajne

razlike u odnosu na Kontrolu te razlike DMT1 i DMT2 u mozgu Stakora.

Na uravnotezenje antioksidacijskog statusa mozga dijabeti¢nih Zivotinja

vjerojatno ima utjecaj prisutni neenzimski antioksidansi topljivi u lipidima.
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Prilog

Prilog 1. Bazdarni pravac standarda TEP (1, 1, 3, 3-tetraetoksipropan)
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y =0.0261x - 0.0026
R*=0.9996

Apsorbancija

100 120

MDA, mM

49



