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Alzheimerova bolest (AB) je teska neurodegenerativna bolest 1 najcesci oblik In vitro istraiivanja provedena su u primarnoj kulturi neurona, izoliranih iz embrija C57BL/6 miSeva starih 15 dana
. demencije koji ¢e u skoroj buducnosti zbog ubrzanog starenja stanovnistva DEMENTIA (Slika 1.). Iz miSice trudne 15 dana najprije su uklonjeni embrljl a zatim Je izdvojen njihov mozak. Pod dlsekcuskom lupom
. postati jedan od vodec¢ih medicinskih, drustvenih i ekonomskih problema. manmrrmaanymmsn uklonjene su memnge 1 mali mozak, a
Terapija AB svodi se na simptomatsko lijeCenje, a brojne studije novih | e — A ey tkivo korteksa je isprano, tripsinizirano,
ucinkovitih lijekova za sada su bezuspjesne. Istrazivanja pokazuju da _!_ | triturirano, te propusteno kroz 70 pm
neurosteroidi dehidroepiandrosteron (DHEA) i njegov sulfat (DHEAS), kao F2or o0 © ; .. | filter do homogene suspenzije stanica.
1 neurotrofin mozZdani neurotrofni cimbenik (BDNF) posjeduju 'n' | oseasee oo “ | Neuroni su nasadeni u neurobasalnom
neuroprotektivno djelovanje i potencijal za prevenciju i lijeéenje AB. | " Miginewony. Mediju s dodatkom B27 1 glutamina na

Slozene interakcije 1 molekularni mehanizmi djelovanja plocice prethodno oblozene D-lizinom.
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e ‘@“ DHEA, DHEAS 1 BDNF nisu u potpunosti razjasnjeni, : . .

stoga je cilj ovog istrazivanja njihovo bolje razumijevanje. AP42 peptid otopllen je u HFIP-u, a nakon

DHEA DHEAS BDNF uklanjanja otapala, tanki sloj AP42 peptida
otopljen je u DMSO, vorteksiran, centrifugiran i
sonificiran. Iz ovih uzoraka prlpremljem su 10 uM

Slika 1. Izolacija C57BL/6 miSjih embrija i neurona
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REZULTATI —
AP monomerl ohgomerl 1 pohmerl prema . g
AB42 oligomera od 10 uM primijenjena tijekom Su neurotoksicnost tretmana neurona s 10 pM provjereno je mlkl‘O_Skf)P}JOm atomskih sila (AFM) " T e —— ) R
o4h optimalna je za izazivanje toksi¢nosti u AP42 oligomerima kroz 24h (Slike 6.) kao 1 (Slika 2.) 1 denaturirajucom elektroforezom na 4- Slika 2. Preparacije AP monomera (lijevo), oligomera Slika 3. AB oligomeri
. o v o e - o 0) : : : . : . . x . . . _
primarnoj kulturi neurona (Slika 5.). pOSlJ edi¢nu blagu aktlvacuu Bel-2 proteina kOJl 20% pohakrﬂamldnom gelu (SDS-PAGE) (Slika 3.). (sredina) i polimera (desno) detektirane AFM-om detektirani s SDS-PAGE
djeluje kao regulator apoptoze (Slika 7.). Djelovanje AP42 oligomera, koji se smatraju odgovornima za neurotoksi¢ni ucinak u mozgu osoba s AB, na vijabilnost
A B C
A e I neurona u primarnoj kulturi, istrazeno je primjenom MTT testa i stani¢cnog analizatora MUSE. Kolorimetrijski MTT test
2% 2% e ] Dead A :
2k m E = - N | - B Tretman AB42 oligomerima bazira se na odredivanju metabolicke aktivnosti mitohondrija mjerenjem redukcije
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LIS ARIRINE - . 11 - 3 Kultura AB42 tretman saniena | topljive  Zute MTT tetrazolijeve soli u plavi netopljivi formazan. O¢itana
& S S 5 & & & : o e e m— | EX [ oo oo -one 24/48/72h jjabilnost .o . . . Ao .
oo st R I I an e nd e L . 7 apsorbancija na 570 nm proporcionalna je broju zivih stanica u uzorku. MUSE
| AT : | v, W g o oo " predstavlja mini proto¢ni citometar kojim se moZe ispitati niz parametara
Slika 5. Utjeca razlicitih koncentra(:1JaA[342 ohgomera 1a s P 3 '63-_. o %31 | - al Tretman AB42 oligomerima 24h + DHEA/DHEAS/BDNF { 1C d 1. t k .d t. t t 1C . 1. 1] t
preiivljavanje neurona tijekgm 24h (A), 48h (B) 1 72h (C) % ------- — % %2 5°:"' | ‘ 4 | 5 | a24 | | | .S anlcnog Z raVJa‘ﬁ apopo Oze9 O. Slda IV.IIOg S I:esa? S anlocne S.lgna I?acue .e
: t | 1 ﬁ al 'R . 2B — imunoloskog odgovora. Nakon analiza raznih doza i1 vremenskih perioda djelovanja
Rty racy e.D.}.IEP}(S) Od 0.1 uM 1 BDNF-a od .~ < - oot o DHEAG)/BONE — vimiest toksi¢nih AP42 oligomera na neurone, istrazene su i razne koncentracije i
100 ng/mL primijenjene tpekczm 24 h pokazale su  gjii; 6. Vijabilnost neurona  Slika 7. Aktivacija Bel-2 proteina u > vremenski periodi neuroprotektivnih uc¢inaka DHEA, DHEAS i BDNF u primarnoj
~najbolji  neuroprotektivni ucinak na neurone tretlri/?f 24h1‘.’tapa1°¥n (A)Bl BRI o Sl B Slika 4. Treman primarnih neurona misa AB42 kulturi neurona (Slika 4). Dobiveni rezultati obradeni su i grafi¢ki prikazani
| tretirane toksi¢nim AB42 oligomerima (Slika 8.). 810 #M ApB42 oligomerima (B) (A)is 10 uM AB42 oligomerima (B) oligomerima i s DHEA, DHEAs i BDNF  primjenom GraphPad Prism programa
. ; « -
. A n 'amyloid beta + DHEA treatment 24h B o amyloid beta + DHEAS treatment 24h C . amyloid beta + BDNF treatment 24h Neuroprotektivni uéinak - - »
§E _ _ _ 0.1 uM DHEA i DHEAS s ZAKLJUCAK
2= ([ 2o 2| te 100 ng/mL BDNF na : = - - . . : o g - : .
: AL . R AR g/ . . Rezultati upucuju na znacajan toksicni ucinak AB42 oligomera u primarnoj kulturi misjih neurona, koji se djelomicno
Iy o neurone tretirane toksi- : P - : . : ‘egta W ‘o
e Pt i [T A R s ostvaruje aktivacijom apoptoze. Tretmani s DHEA, DHEAS 1 BDNF pokazuju neuroprotektivni ucinak, no njihova

, merima kroz 24h gubi se Slika 9. Utinak DHEA, DHEAS kombinacija nema neuroprotektivno djelovanje Sto upucuje na iste staniCne ciljeve ovih supstanci 1 potencijalni
(s;:)kzi) ?{ gzlslr(%p)r:);[ﬁl)(;\;n(l CUjClrlllae.ﬂI(lZﬁf‘lolgllélﬁ';?lr‘laclf:t;aecﬁg)?’n D;l}?;AS - e Ié(lgji’lova IBDNE e e kombinaciic antagonizam njihovih pozitivnih uc¢inaka. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja na stanicnim i animalnim modelima,
. na neurone tretirane 24h s 10 kao 1 na ispitanicima oboljelim od AB, kako bi se razjasnili kompleksni mehanizmi djelovanja ovih neurosteroida i

s 10 UM AB42 oligomerima kombinacija (Slika - - : s .. v Sy . : =3 L
b ja( 9.) AU AR CUEC i neurotrofina u svrhu njihove potencijalne primjene u ranom otkrivanju bolesti, kao 1 prevenciji i/ili lijecenju simptoma AB.




