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SAŽETAK 

Alzheimerova bolest (AB) je složena, progresivna i neizlječiva neurodegenerativna bolest 

koju karakterizira gubitak pamćenja i pad kognitivnih funkcija. S obzirom na ograničene 

terapijske mogućnosti i potrebu za ranijim postavljanjem dijagnoze, metabolomika 

predstavlja snažan alat za identifikaciju metaboličkih promjena povezanih s 

patogenezom AB-a te za otkrivanje potencijalnih biomarkera. Cilj ovog doktorskog rada 

je istražiti biokemijske promjene povezane s AB-om primjenom neciljane metabolomske 

analize ljudskih uzoraka plazme te plazme i prefrontalnog korteksa mišjeg modela AB-a, 

3xTg-AD. Dodatni cilj istraživanja je i ispitati učinak dehidroepiandrosteron sulfata 

(DHEAS), čija bi nadoknada mogla imati povoljan učinak na kognitivne funkcije u AB-u, 

na metaboličke puteve u miševa 3xTg-AD. Neurosteroid DHEAS uključen je u brojne 

biološke procese, uključujući regulaciju sinaptičke plastičnosti, oksidativni stres i 

neuroupalu, a promjene u njegovoj razini prisutne su u različitim neuropsihijatrijskim 

bolestima, uključujući i AB. Rezultati ovog istraživanja pokazali su prisutnost 

metaboličkih promjena kod ispitanika blagim neurokognitivnim poremećajem (MCI) i 

ispitanika s AB-om u odnosu na zdrave kontrole, osobito u metabolitima uključenima u 

energetski metabolizam te metabolizam aminokiselina i lipida. Slični metabolički obrasci 

uočeni su i kod miševa 3xTg-AD, a terapija neurosteroidom DHEAS djelomično je 

pokazala modulacijske i blago neuroprotektivne učinke na promijenjene metaboličke 

procese. Zaključno, ovo istraživanje potvrđuje značaj metabolomskog pristupa u 

istraživanju patofizioloških i biokemijskih promjena u AB-u te upućuje na potencijal lijeka 

DHEAS kao modulatora metaboličkih procesa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMMARY 

Alzheimer's disease (AD) is a complex, progressive, and incurable neurodegenerative 

disease characterized by memory loss and cognitive decline. Given the limited 

therapeutic options and the need for earlier diagnosis, metabolomics represents a 

powerful tool for identifying metabolic changes associated with the pathogenesis of AD 

and for discovering potential biomarkers. This doctoral thesis aims to investigate 

biochemical changes associated with AD using untargeted metabolomic analysis of 

human plasma samples, and plasma and prefrontal cortex of a mouse model of AD, 3xTg-

AD. An additional aim of the study was to examine the effect of dehydroepiandrosterone 

sulfate (DHEAS), which, when supplemented, might have a beneficial effect on cognitive 

function in AD, on metabolic pathways in 3xTg-AD mice. Neurosteroid DHEAS is involved 

in numerous biological processes, including the regulation of synaptic plasticity, 

oxidative stress, and neuroinflammation, while changes in its level are present in various 

neuropsychiatric disorders, including AD. The results of this study showed that metabolic 

changes are present in subjects with mild neurocognitive impairment (MCI), and AD 

subjects compared to healthy controls, especially in metabolites involved in energy 

metabolism, amino acid, and lipid metabolism. Similar metabolic patterns were 

observed in 3xTg-AD mice, and the treatment with neurosteroid DHEAS showed a partial 

modulatory and neuroprotective effect in these altered metabolic processes. In 

conclusion, this study confirms the importance of a metabolic approach in investigating 

pathophysiological and biochemical changes in AD and indicates the potential of DHEAS 

as a modulator of metabolic processes.  
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1. UVOD 

1.1. Alzheimerova bolest (AB) 

Demencija je opći pojam koji obuhvaća skupinu bolesti i stanja koja utječu na pamćenje, 

razmišljanje, rasuđivanje, osobnost, ponašanje i raspoloženje. Demencija je vodeći 

zdravstveni problem jer trenutno od nje boluje oko 55 milijuna ljudi, a procjenjuje se da 

će se taj broj povećati na 139 milijuna do 2050. godine (2). Alzheimerova bolest (AB) je 

najčešći uzrok demencije i čini 60-70% svih slučajeva. Ostali česti uzorci demencije 

uključuju Parkinsonovu bolest, vaskularnu demenciju, frontotemporalnu demenciju i 

demenciju s Lewijevim tjelešcima (3). AB je kompleksna i progresivna 

neurodegenerativna bolest koju karakterizira gubitak pamćenja i pad kognitivnih 

sposobnosti, uključujući promjene u ponašanju, govoru, rasuđivanju te vizualno-

prostornim vještinama (4). Napredovanjem bolesti simptomi postaju toliko izraženi da u 

konačnici dovode do nemogućnosti obavljanja svakodnevnih aktivnosti, zbog čega je 

potreban stalni nadzor i skrb. AB u većini slučajeva pogađa osobe starije od 65 godina 

(2). Prevalencija iznosi približno 10% za osobe starije od 65 godina i raste na oko 40% kod 

osoba starijih od 80 godina (5). Iako u Hrvatskoj još uvijek ne postoji službeni registar 

oboljelih od AB-a, procjenjuje se da oko 55 000 ljudi ima demenciju, od čega je približno 

70% slučajeva povezano s AB-om (6). Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno 

zdravstvo, prevalencija raste eksponencijalno s dobi: oko 10% osoba starijih od 70 godina 

ima demenciju, dok u populaciji starijoj od 85 godina taj udio iznosi 20-40% (6). Kako se 

udio starijeg stanovništva povećava, AB postaje jedan od velikih javnozdravstvenih 

problema i sedmi je uzrok smrtnosti u svijetu (2).  

 

1.1.1. Neuropatološka obilježja AB-a 

Još 1907. godine njemački psihijatar i neuropatolog Alois Alzheimer prvi je primijetio i 

opisao nakupine amiloidnih plakova i smanjenje broja neurona u mozgu pacijentice 

Auguste Deter, koja je patila od gubitka pamćenja i promjena osobnosti [4]. Ovo stanje 

opisao je kao bolest moždane kore, a upravo je po njemu Emil Kraepelin ovo medicinsko 

stanje nazvao ,,Alzheimerova bolest'' (3). Upravo se te amiloidne nakupine sastavljene 

od peptida Aβ , zajedno s neurofibrilarnim snopićima (engl. neurofibrillary tangles, NFT) 

građenim od hiperfosforiliranog proteina tau, smatraju glavnim neuropatološkim 

obilježjima AB-a (Slika 1.). Uz ove glavne promjene, bolest obilježavaju i gubitak 

kolinergičkih neurona, neuroupala, oksidacijski stres i oštećenje sinapsi, što u konačnici 

rezultira progresivnom neurodegeneracijom (7). 
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Slika 1. Patološke karakteristike AB-a.  

Proteini Aβ stvaraju se u membranama neurona i oligomeriziraju u izvanstaničnom 

prostoru, pri čemu nastaju nakupine u obliku plakova koji ometaju normalno 

funkcioniranje neurona i potiču upalne procese. Neurofibrilarni snopići nastaju 

agregacijom hiperfosforiliranog proteina tau unutar neurona, čime se narušava 

vezikularni transport potreban za sinaptički prijenos. Zajednički učinak ovih dvaju 

procesa povezuje se sa smrću neurona i atrofijom mozga, što dovodi do postupnog 

kognitivnog propadanja. Preuzeto i prilagođeno od (8). 

 

Protein Aβ nastaje cijepanjem amiloidnog prekursorskog proteina (APP), proteina dugog 

695-770 aminokiselina, koji je snažno eksprimiran u središnjem živčanom sustavu (9,10). 

APP je transmembranski protein čije cijepanje može imati tri različita ishoda uslijed 

djelovanje triju različitih proteaza. α-sekretaza i β-sekretaza su proteaze koje se nalaze 

na površini stanice, dok je γ-sekretaza atipična proteaza koja cijepa membranske 

proteine unutar njihovih transmembranskih regija. Oko 90% APP-a cijepa α-sekretaza, 

sprječavajući sintezu peptida Aβ. Preostalih 10% APP-a se cijepa djelovanjem β i γ-

sekretaze, pri čemu nastaju peptidi Aβ dugi 40 ili 42 aminokiseline (Aβ-40 ili Aβ-42) (11). 

Ovisno o tome koja proteaza cijepa APP, postoje dva puta hidrolize ovog proteina (Slika 

2.) (12). U prvom, neamiloidogenom putu, α-sekretaza cijepa protein APP u Aβ domeni, 

stvarajući C-terminalni fragment i sAPPα (sekretorni oblik APP-a). sAPPα je izrazito važan 

za plastičnost i preživljenje neurona (13). S druge strane, u amiloidogenom putu, APP se 

proteolitički cijepa na C-terminalni fragment β (CTF-β ili C99) i sAPPβ pomoću β-

sekretaze, a zatim γ-sekretaza cijepa fragment C99, oslobađajući različite peptide (Slika 

2.). Među tim peptidima, Aβ-40 i Aβ-42 su dominantni u mozgu oboljelih od AB-a, pri 
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čemu je Aβ-42 toksičniji i skloniji agregaciji zbog svog hidrofobnog C-terminalnog dijela 

(14).  

 

 
Slika 2. Amiloidogeni i neamiloidogeni put procesiranja proteina APP.  

U neamiloidogenom putu, APP se cijepa α-sekretazom, stvarajući sAPPα i CTF83 

fragment, čime se sprječava stvaranje Aβ. U amiloidogenom putu, APP se cijepa β-

sekretazom, pri čemu nastaje sAPPβ i fragment CTF99 kojeg γ-sekretaza cijepa i 

oslobađa Aβ. Nakupljanjem i oligomerizacijom peptida Aβ, dolazi do stvaranja toksičnih 

nakupina, tzv. amiloidnih plakova. APP - Amyloid-beta precursor protein, sAPP - 

sekretorni oblik proteina APP, CTF - C-terminalni fragment. Slika izrađena u programu 

BioRender.com. 

 

 Smatra se da je prisutnost Aβ u plakovima jedan od početnih događaja u patologiji AB-

a. Zbog svojih hidrofobnih aminokiselina, Aβ monomeri imaju sklonost agregaciji i 

formiranju oligomera. Ti oligomeri mogu varirati od niskomolekularnih oblika, kao što su 

dimeri i trimeri, pa sve do visokomolekularnih oligomera, tj. protofibrila (15). Istraživanja 

su pokazala da oligomeri Aβ mogu biti toksičniji od fibrila ili plakova (16,17). Interakcija 

između hidrofobnih aminokiselina u protofibrilima dovodi do stvaranja fibrila, koji se 

potom slažu jedan na drugi i tvore plakove (17). Prisutnost plakova u izvanstaničnom 

prostoru, prvenstveno neurona hipokampusa i korteksa, inducira oštećenje 

mitohondrija, aktivaciju astrocita i mikroglija, nestabilnu homeostazu i sinaptičku 

disfunkciju (18,19).  



4 

 

NFT-ovi, kao drugo glavno obilježje AB-a, nastaju agregacijom proteina tau. Protein tau 

ima višestruke uloge u stanici, a njegova primarna uloga je održavanje stabilnosti 

mikrotubula i reguliranje unutarstaničnog transporta (20,21). Osim toga, sudjeluje u 

očuvanju sinaptičke funkcije te u regulaciji neuronske signalizacije. Tau je fosfoprotein, 

čija fosforilacija i defosforilacija ovisi o ravnoteži aktivnosti protein-kinaza i protein-

fosfataza. U fiziološkim uvjetima, tau posjeduje mali broj fosforilacijskih mjesta te 

negativno regulira vlastito vezanje na mikrotubule (22). Međutim, u patološkim stanjima 

dolazi do pretjerane fosforilacije proteina tau. Hiperfosforilirani tau prisutan je i u drugim 

neurodegenerativnim bolestima, poznatim kao tauopatije, među kojima se, osim AB-a, 

ističu i frontotemporalna demencija, progresivna supranuklearna paraliza, Pickova bolest 

te kortikobazalna degeneracija. U AB-u dolazi do hiperfosforilacije proteina tau, nakon 

čega se akumulira u neuronima i formira spiralne fragmente. Abnormalno vezanje 

hiperfosforiliranog tau na mikrotubule uzrokuje njihovu destabilizaciju i posljedično 

dovodi do poremećaja aksonskog transporta (23). Patofiziološki mehanizmi koji stoje iza 

agregacije proteina tau još uvijek nisu u potpunosti razjašnjeni. Prvotno se smatralo da 

su upravo NFT-ovi glavni uzrok u patogenezi tauopatija. Međutim, u novije vrijeme sve 

je veći naglasak na proučavanju patogenog potencijala oligomera proteina tau, koji 

predstavljaju prekursore u nastanku NFT-ova. Ovi oligomeri nastaju udruživanjem 

posttranslacijski modificiranih tau monomera, što naglašava važnost postranslacijskih 

modifikacija u njihovom formiranju (24–27). Smatra se da upravo oni posreduju 

oštećenju neurona i potiču neurodegeneraciju, dok neka istraživanja pokazuju da NFT-

ovi mogu djelovati i zaštitno protiv neuronske smrti u tauopatijama (28). Iako je 

toksičnost različitih oblika protein tau još uvijek predmet istraživanja, smatra se da su 

monomeri, ravni i spiralni filamenti te NFT-ovi netoksični oblici (29), dok se toksičnim 

oblicima smatraju dimeri/trimeri, mali oligomeri (300-500 kDa) te granularni tau 

oligomeri (~1800 kDa) (30–33). 

 

1.1.2. Tijek bolesti i klinička obilježja AB-a 

Napredovanje AB-a, od promjena u mozgu koje još ne uzrokuje vidljive simptome, preko 

onih koje uzrokuju probleme s pamćenjem i razmišljanjem, te koje naposljetku dovode 

do gubitka fizičke samostalnosti, naziva se kontinuumom AB-a (34). Unutar kontinuuma 

AB-a razlikuju se tri faze: pretklinička faza AB-a, blago neurokognitivno oštećenje 

uzrokovano AB-om te demencija uzrokovana AB-om, koja se još naziva i Alzheimerova 

demencija. Faza Alzheimerove demencije može se podijeliti na blagu, umjerenu i tešku 

demenciju (Slika 3.).  
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Slika 3. Kontinuum AB-a: napredovanje bolesti od promjena u mozgu na molekularnoj 

razini do vidljivih promjena i simptoma koji ozbiljno narušavaju svakodnevno 

funkcioniranje. Preuzeto i prilagođeno prema (2). 

 

U pretkliničkoj fazi AB-a mogu se uočiti mjerljive promjene u mozgu koje ukazuju na 

početak AB-a, ali još uvijek nisu prisutni simptomi bolesti, poput gubitka pamćenja ili 

poteškoća u razmišljanju. Takve promjene uključuju prisutnost amiloidnih plakova i 

hiperfosforiliranog proteina tau, smanjeni metabolizam glukoze vidljiv na snimkama 

pozitronsk emisijske tomografije (PET) te smanjene razine proteina tau u 

cerebrospinalnoj tekućini (35–37). Smatra se da tijekom ove faze mozak još uvijek 

kompenzira nastale promjene, što omogućuje normalno funkcioniranje. Blagi 

neurokognitivni poremećaj (engl. mild cognitive impairment, MCI) je prijelazno stanje 

između normalnog starenja i demencije. MCI pogađa oko 10-15% osoba starijih od 65 

godina (38–40). Kod osoba s MCI-jem oko 15% njih razvije demenciju unutar dvije godine 

(41), dok približno trećina oboljelih razvije AB unutar pet godina (42). Osobe se MCI-jem 

kod kojih će se u konačnici dijagnosticirati AB, imaju biomarkere koji ukazuju na 

promjene u mozgu karakteristične za AB, ali uz pojavu suptilnih simptoma poput 

problema s pamćenjem i razmišljanjem. 

U blagom obliku Alzheimerove demencije većina osoba pokazuje simptome kao što su 

dezorijentacija i gubitak koncentracije, ali još uvijek mogu samostalno funkcionirati. U 

srednjem, umjerenom stadiju Alzheimerove demencije osobe pokazuju izraženije 

poteškoće s pamćenjem i prepoznavanjem obitelji i prijatelja te probleme u govoru, 

čitanju i pisanju. U posljednjem, teškom stadiju bolesti zastupljeni su teški simptomi, 

poput neprepoznavanja obitelji, nepokretnosti, poteškoće s gutanjem i kontrolom 

mokrenja (34). Zbog brojnih komplikacija koje prate ovu fazu bolesti, na kraju dolazi do 

smrti. Uz kognitivne simptome, AB karakteriziraju i različiti neuropsihijatrijski simptomi, 

poput agresije, apatije, depresije, psihoze i poremećaja spavanja (43).  
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1.1.3. Čimbenici rizika AB-a 

Uzrok AB-a još uvijek nije u potpunosti razjašnjen, ali smatra se da je dob jedan od 

najvažnijih čimbenika rizika za razvoj ove bolesti. Učestalost Alzheimerove demencije 

značajno raste s dobi, ali je važno istaknuti da AB nije normalan dio starenja te da samo 

starenje ne uzrokuje bolest. AB je multifaktorska i kompleksna bolest koja je rezultat 

kombinacije starenja, genetskih i okolišnih čimbenika te načina života (Slika 4.). AB se 

prema uzroku i dobi pojavljivanja može podijeliti na rani oblik (engl. early-onset 

Alzheimer's disease, EOAD) i kasni ili sporadični oblik (engl. late-onset Alzheimer's 

disease, LOAD). EOAD čini oko 5-10% slučajeva, a simptomi se javljaju prije 65 godine 

(44). Ove osobe pokazuju značajnu varijabilnost u kliničkim i neurobiološkim obilježjima, 

što zahtijeva različite pristupe u liječenju. Nasljednost ovog oblika bolesti procjenjuje se 

na 92-100% (45). EOAD se smatra obiteljskim oblikom bolesti jer se nasljeđuje 

autosomalno dominantno (46) i povezan je s mutacijama u genima za APP te presenilin-

1 i -2 (PSEN1 i PSEN2) (47,48). APP mutacije povezane su s povećanom proizvodnjom i 

nakupljanjem Aβ (49), dok PSEN1 i PSEN2 mutacije ometaju djelovanje γ-sekretaze, što 

rezultira agregacijom Aβ u mozgu (50). S druge strane, LOAD je češći oblik bolesti i javlja 

se kod osoba starijih od 65 godina (51). Polimorfizmi gena koji kodira za apolipoprotein 

E (APOE) utječu na metabolizam lipida te na njegovu interakciju s peptidom Aβ (52). 

Postoje tri alela gena APOE, ε2, ε3 i ε4, gdje alel ε4 predstavlja najznačajniji genetski 

rizični čimbenik za LOAD. Heterozigotni nositelji ε4 imaju oko tri puta veći rizik, dok 

homozigotni nositelji imaju i do 15% veći rizik za razvoj bolesti (53). Iako prisutnost alela 

ε4 povećava rizik za razvoj AB-a, važno je naglasiti da to ne znači da će svi nositelji ovog 

alela razviti simptome bolesti jer u etiologiji AB-a sudjeluju i brojni drugi čimbenici. 

Mnogi čimbenici srednje i kasnije životne dobi koji povećavaju rizik od kardiovaskularnih 

bolesti povezani su i s većim rizikom za razvoj AB-a (54). Ti čimbenici uključuju neliječenu 

ili nekontroliranu hipertenziju (55–57), pušenje (58,59) i dijabetes (60,61). Osim toga, 

tjelesna aktivnost i zdrava prehrana također su povezane sa smanjenim rizikom za 

nastanak kardiovaskularnih bolesti pa tako i rizika za razvoj demencije (62–64). Smatra 

se da obrazovanje i mentalno stimulativne aktivnosti doprinose povećanju „kognitivne 

rezerve“, odnosno sposobnosti mozga da učinkovito obavlja kognitivne zadatke unatoč 

promjenama koje dolaze sa starenjem (65,66), čime se smanjuje rizik za AB u kasnijoj 

životnoj dobi (67,68).  
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Slika 4. Čimbenici rizika za razvoj Alzheimerove bolesti. 

 

1.1.4. Hipoteze nastanka AB-a 

Predložene su brojne hipoteze nastanka AB-a, poput kolinergičke, amiloidne, tau, 

mitohondrijske disfunkcije, neuroupalne i hipoteze oksidativnog stresa (Slika 5.).  
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Slika 5. Predložene hipoteze nastanka Alzheimerove bolesti. Preuzeto i prilagođeno 

prema (69). 

 

Kolinergička hipoteza ujedno je i najstarija, a predstavlja osnovu većine danas dostupnih 

terapijskih pristupa AB-a (70). Prema ovoj hipotezi, u AB-u dolazi do smanjene 

proizvodnje i prijenosa acetilkolina, koji ima ključnu ulogu u pamćenju i učenju. U 

uznapredovalom stadiju AB-a, broj kolinergičkih neurona znatno se smanjuje, zajedno s 

aktivnošću enzima kolin-acetiltransferaze (71).  

Amiloidna hipoteza smatra se najprihvaćenijom u znanstvenoj zajednici jer objašnjava 

nastanak senilnih plakova i nakupljanje Aβ oligomera kao ključnu značajku bolesti (72). 

Cijepanjem proteina APP β- i γ-sekretazom dolazi do nastanka fragmenata Aβ koji se 

potom slažu u plakove (73–75). Prisutnost ovih plakova uzrokuje metaboličke promjene, 

nakupljanje proteina tau, oksidacijski stres i neravnotežu u homeostazi kalcija.  

Prema tau hipotezi, predloženoj 2009. godine (76), abnormalno fosforiliranje tau 

proteina uzrokuje depolimerizaciju mikrotubula i ometa prijenos signala (77). Sve više 

dokaza upućuje na povezanost specifičnih oblika abnormalnog proteina tau s 

progresijom bolesti te na mogućnost pojave tau patologije i prije formiranja amiloidnih 

plakova (78,79).  

Hipoteza mitohondrijske disfunkcije ističe mitohondrije kao ključne organele u razvoju 

bolesti. U mozgu oboljelih uočene su promjene poput smanjenja mase, morfologije i 
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respiratornog kapaciteta mitohondrija (80), što je povezano s oksidativnim stresom, 

apoptozom i drugim procesima koji doprinose propadanju neurona (81).  

Hipoteza neuroupale naglašava ključnu ulogu kronične upale u patogenezi AB-a. 

Dugotrajna upala potiče razvoj i napredovanje bolesti, a povišene razine upalnih 

medijatora, poput citokina i kemokina, u mozgu oboljelih mogu oštetiti neurone i narušiti 

kogniciju (82). Mikroglija, imunološke stanice središnjeg živčanog sustava, imaju 

dvostruku ulogu u AB-u. U normalnim uvjetima one uklanjaju stanične ostatke i pogrešno 

složene proteine, a u ranim fazama AB-a imaju neurozaštitni učinak, pri čemu smanjuju 

nakupine proteina Aβ i tau (83). Međutim, u kasnim fazama bolesti, zbog dugotrajne 

izloženosti amiloidnim plakovima i nakupinama proteina tau, dolazi do prekomjerne 

aktivacije mikroglija i pretjeranog otpuštanja proupalnih citokina, kemokina i reaktivnih 

kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS), što dodatno oštećuje neurone 

(84,85).  

Hipoteza oksidativnog stresa pretpostavlja da povišene razine ROS-a i posljedična 

oksidativna oštećenja imaju ključnu ulogu u razvoju i napredovanju bolesti (86). ROS-ovi 

su visoko reaktivne molekule koji oštećuju važne stanične komponente, poput lipida, 

proteina i DNA, uzrokujući posljedično i neurodegeneraciju (87). Iako svaka od ovih 

hipoteza daju vrijedan uvid u patogenezu bolesti, nijedna od još nije u potpunosti 

razjasnila nastanak AB-a.  

 

1.1.5. Neuroupala i oksidativni stres u AB-u 

Neuroupala je povezana s oštećenjem i smrću neurona uzrokovanom upalnim procesom. 

Donedavno se smatralo da je središnji živčani sustav imunološki privilegirano mjesto, 

odnosno nepropusna barijera za imunološke stanice i ostale čimbenike s periferije 

(88),(89). Međutim, danas se zna da krvno-moždana barijera nije nepropusna i statična 

u fiziološkim uvjetima, već da se njezina propusnost može mijenjati kao odgovor na 

traumu, stres, lijekove, ali i tijekom starenja i neurodegenerativnih bolesti (90,91). Prvi 

dokazi da AB ima neuroupalnu komponentu pojavili su se prije dva desetljeća, kada su u 

osjetljivim regijama mozga pacijenta s AB-om otkrivene aktivirane mikroglija stanice koje 

eksprimiraju MHC (engl. Major histocompatibility complex) proteine i upalne citokine 

povezane s amiloidnim plakovima (92,93). Pokazano je da upalni medijatori povezani s 

lezijama u mozgu AB pacijenta nisu perifernog porijekla, već da ih lokalno proizvode 

mikroglija, astrociti i neuroni. Upravo su ovakva saznanja dovela do razvijanja upalne 

hipoteze, koja pretpostavlja da upalni čimbenici proizvedeni u mozgu mogu oštetiti 

aksonske procese ili sinapse te potaknuti smrt neurona (94,95). Tvari koje otpuštaju 



10 

 

umirući neuroni aktiviraju mikroglija stanice, koja potom pokreće regrutaciju i 

proliferaciju astrocita, aktivno pojačavajući upalni odgovor na izvanstanične nakupine 

peptida Aβ (94,95). Ovaj događaj je popraćen nakupljanjem upalnih citokina, aktivacijom 

MHC sustava i indukcijom upalnih enzimskih sustava poput inducibilne sintaze dušikovog 

oksida i ciklooksigenaze 2 (96). Svi ovi čimbenici, bilo pojedinačno ili u međudjelovanju, 

mogu pridonijeti disfunkciji neurona i smrti koja se javlja u AB-u (97). U mozgu pacijenata 

s AB-om identificirane su povišene razine upalnih citokina i kemokina, uključujući  

interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), TNF-α (engl. tumor necrosis 

factor- α) i TGF-β (engl. tumor growth factor-β), u usporedbi s kontrolnim ispitanicima 

iste dobi (92,98). Prisutnost visokih razina upalnih citokina u plazmi (IL-12, IL-6,IL-8) 

identificirana je kao mogući prediktor konverzije iz MCI-ja u AB (99). Istraživanja na 

životinjama pokazala su da su prekomjerne količine upalnih citokina povezane s 

poremećajima pamćenja i kognitivnog propadanja (100,101). Nadalje, upalni čimbenici 

poput citokina i ROS-a mogu promijeniti supstratnu selektivnost i aktivnost 

kinaza/fosfataza, što dovodi do fosforilacije proteina tau (102), dok citokini poput TNF-α 

i IFN-γ (interferon-γ), mogu pojačati nakupljanje Aβ (103). Ovo pruža osnovu za 

pretpostavku da neuroupala može biti poveznica između taloženja Aβ i formiranja 

neurofibrilarnih snopića.  

Mozak je posebno osjetljiv na oksidativna oštećenja jer ima povišenu potrošnju kisika, 

visoke razine polinezasićenih masnih kiselina, niske razine antioksidansa i relativno 

visoke razine prijelaznih metalnih iona u redoks reakcijama (104,105). Stresni ili patogeni 

uvjeti mogu izazvati oksidativni stres narušavanjem ravnoteže između stvaranja 

oksidansa i antioksidativne obrane, što dovodi do povećane razine ROS-a (106).Ove 

reaktivne vrste mogu djelovati na proteine, lipide, ugljikohidrate i nukleinske kiseline, 

uzrokujući oksidativno oštećenje tih biomolekula. Oksidativni stres može potaknuti i 

prekomjernu proizvodnju dušikovog oksida koji je ključni signalni i redoks čimbenik u 

mozgu uključen u kontrolu sinaptičke aktivnosti, ali i u neurodegenerativne procese, 

poput upalnih odgovora (107). Reakcijom dušikovog oksida s kisikovim radikalima mogu 

se generirati druge reaktivne dušikove vrste (engl. reactive nitrogen species, RNS), koji 

zajedno s ROS-om mogu inhibirati komponente staničnog disanja, narušavajući stanični 

energetski metabolizam (108). U mozgu pacijenata s AB-om, kao i u animalnim 

modelima, oksidativni stres je vidljiv kroz povišene razine markera oksidativnog stresa 

(109). Pokazano je da su povišene razine peroksidacije lipida, oksidacije proteina i 

nukleinskih kiselina te produkata napredne glikacije prisutne u hipokampusu i 

entorhinalnom korteksu u mozgu AB-a (110). Proteomske analize mozga pacijenata s AB-

om identificirale su veliki broj oksidiranih proteina koji imaju ključnu ulogu u vitalnim 

staničnim funkcijama, poput puteva energetskog metabolizma (111). Nadalje, pokazano 

je da je oksidativno oštećenje rani događaj u patologiji AB-a jer su već u mozgu osoba s 
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MCI-jem utvrđene povišene razine oksidativnih markera (112). Ovi dokazi slažu se s 

ključnom ulogom Aβ u stvaranju ROS-a i RNS-a koji dodatno doprinose oksidativnom 

stresu u patogenezi AB-a (113).  

 

1.1.6. Metaboličke promjene u AB-u 

Neuronska aktivnost zahtijeva veliku količinu energije, a mozak troši do 20% ukupne 

količine kisika u organizmu (114). Smanjena metabolička aktivnost mozga može 

doprinijeti razvoju kognitivnih oštećenja i smatra se jednim od najranijih znakova AB-a 

(115). Primjenom slikovnih tehnika, poput magnetske rezonance (engl. magnetic 

resonance imaging, MRI) i PET-a, otkriven je rani, selektivni gubitak volumena i promjene 

u metabolizmu glukoze u medijalnom temporalnom režnju kod pacijenata s AB-om (116). 

Osim toga, kod AB-a karakteristično se opaža degeneracija bazalnih prednjih 

kolinergičkih neurona i smanjenje metabolizma glukoze u mozgu što ukazuje na 

poremećaj energetskog metabolizma i napredovanje bolesti (117). U posljednjih 

nekoliko godina ističe se da je AB metabolička bolest te je čak i predloženo da se AB 

kategorizira kao dijabetes tipa 3 (118). Metaboličke promjene prisutne u AB-u, uključuju 

promjene u metabolitima glikolitičkog puta (119,120), promjene razine različitih 

aminokiselina (119,121) te promjene u metabolizmu lipida, osobito masnih kiselina 

(119), glicerofosfolipida (121,122), sfingolipida (123), fosfolipida (119) i acilkarnitina 

(120). Ovi poremećaji upućuju na disfunkciju mitohondrija, poremećen metabolizam 

glukoze i lipida kao ključne značajke AB-a (124).  

Promjene u razinama aminokiselina jedna su od glavnih metaboličkih promjena uočene 

u AB-u. Aminokiseline su prekursori različitih metabolita i lipida, uključenih u različite 

metaboličke puteve, kao što su stanično signaliziranje i regulacija ekspresije gena (125). 

U središnjem živčanom sustavu, aminokiseline poput glutaminske kiseline, γ-

aminobutirična kiseline (GABA), asparaginske kiseline i glicina, imaju ključnu ulogu u 

neurotransmisiji (126). Glutamat je glavni ekscitatorni neurotransmiter neokortikalnih i 

hipokampalnih piramidalnih neurona te je izuzetno važan u procesima učenja i pamćenja 

(127). Poremećaji u glutamatnoj ekscitatornoj neurotransmisiji povezani su s brojnim 

neurološkim bolestima, poput AB-a (127), ishemijskog oštećenja mozga (128) te bolesti 

motoričkih neurona (129). Za sintezu katekolaminskih neurotransmitera, koji su 

neophodni za normalno kognitivno funkcioniranje, odgovorni su fenilalanin i tirozin 

(130). Stoga promjene u razinama ovih aminokiselina utječu na sintezu katekolamina, što 

posljedično može doprinijeti kognitivnim i emocionalnim oštećenjima (131). Energetski 

metabolizam također je značajno promijenjen u AB-u (132). Istraživanja su pokazala da 

je u AB-u narušen energetski metabolizam djelovanjem više međusobno povezanih 
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putova u različitim dijelovima mozga, a posebno se ističu putevi metabolizma glicina, 

serina i treonina (133). Promjena u metabolitima ciklusa limunske kiseline (TCA), 

ključnog za proizvodnju ATP-a, upućuju na smanjenu proizvodnju energije u mozgu AB-a 

(134). Ključan aspekt patofiziologije AB-a predstavljaju i promjene u metabolizmu lipida 

(135). Promjene u razinama slobodnih masnih kiselina, osobito polinezasićenih masnih 

kiselina, vrlo su čest nalaz brojnih istraživanja metaboličkih promjena u AB-u. Primjerice, 

dokosaheksaenska kiselina (DHA) je omega 3 masna kiselina, važna za održavanje 

strukturnog integriteta mozga te kognitivne funkcije, čije su razine snižene u AB-u 

(136,137). Arahidonska kiselina, koja sudjeluje u regulaciji kognitivnih funkcija, sinaptičke 

plastičnosti i upalnih procesa, ima povišene razine u AB-u (138). Glicerofosfolipidi imaju 

ključnu ulogu u održavanju strukturne stabilnosti, signalizaciji i sinaptičkoj aktivnosti. 

Brojna istraživanja pokazala su snižene razine glicerofosfolipida, uključujući 

fosfatidilkoline (PC), fosfatidiletanolamine (PA) i fosfatidilinozitole (PI), u mozgu 

pacijenata s AB-om u odnosu na zdrave kontrole istih godina (139–141). Smanjene razine 

PC-a u mozgu bolesnika s AB-om povezuju se s abnormalnom aktivnošću enzima 

fosfolipaze A2 (PLA2), koja razgrađuje masne kiseline iz fosfolipida, stvarajući slobodne 

masne kiseline i lizofosfatidilkoline (lysoPC) (142). Aktivnost PLA2 dodatno je pojačana u 

prisutnosti peptida Aβ, glavnog sastojka amiloidnih plakova, što dodatno doprinosi 

poremećaju lipidnog metabolizma i neuroupale (143).  

Konačno, ovi poremećaji u metabolizmu aminokiselina, lipida i energije pokazuju opseg 

metaboličkih promjena u AB-u. Utvrđivanje prisutnosti ovih promjena predstavlja 

osnovu za daljnje proučavanje patogeneze bolesti i čine korak bliže ka otkrivanju 

potencijalnih biomarkera u budućim dijagnostičkim i terapijskim protokolima.  

 

1.1.7. Animalni modeli u istraživanjima AB-a 

Animalni modeli imaju važnu ulogu u istraživanju patogeneze AB-a te u ispitivanjima 

terapijskih potencijala različitih molekula. Posljednjih desetljeća brojni lijekovi kandidati 

pokazali su obećavajuće učinke u pretkliničkim modelima, ali nažalost nisu potvrdili 

kliničku učinkovitost (144). Jedan od mogućih razloga može biti neprikladan odabir 

pretkliničkih modela. Sisavci, poput glodavaca, dijele značajnu fiziološku i genetsku 

sličnost s ljudima, zbog čega rezultati dobiveni na animalnim modelima mogu pružiti uvid 

u ljudske bolesti. Iako nijedan animalni model ne može u potpunosti reproducirati sve 

patološke i bihevioralne značajke oboljelih od AB-a, trenutno dostupni modeli mogu, 

barem djelomično, replicirati nekoliko ključnih značajki bolesti (145). Animalni modeli 

koji se mogu koristiti u istraživanju AB-a su ne-ljudski primati, psi, štakori, miševi, zebrice, 

Drosophila melanogaster i kvasci (146). Zbog različitih patoloških i patofizioloških 
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faktora, modeli se mogu podijeliti na spontane, intervencijske i genetski modificirane 

modele (147). Otkrivanje mutacija u genima poput APP-a, PSEN1 i PSEN2 povezanih s 

obiteljskim oblikom AB-a (47), dovelo je do razvoja brojnih modela amiloidne patologije, 

dok mutacije humanog MAPT gena povezane s neurodegeneracijom (148), iskorištene 

su za razvoj modela tau patologije. Do danas je razvijeno više od 200 transgeničnih 

modela AB-a većinom temeljenih na amiloidnoj i tau patologiji (145).  

Zbog svog kratkog životnog vijeka i reprodukcijskog ciklusa, dostupnosti i relativno 

jeftinog uzgoja, miševi su vrlo čest model u istraživanjima mnogih bolesti, pa tako i AB-

a. Najčešće korišteni APP transgenični mišji modeli uključuju Tg2576 (149), APP23 

(150,151), TgCRND8 (152,153) i J20 (154). Ovi modeli razvijaju Aβ patologiju praćenu 

neuroupalom, sinaptičkom disfunkcijom, gubitkom neurona te kognitivnim i 

bihevioralnim oštećenjima. Neki od transgeničnih mišjih modela temeljenih na tau 

patologiji su modeli hTau.P310S (155), hTau (156), rTg (tauP301L) 4510 (157) i THY-Tau22 

(158). Unatoč tome što razvijaju tau patologiju praćenu sinaptičkom disfunkcijom i 

gubitkom neurona, ovim modelima nedostaje amiloidna patologija (156–159). Stoga su 

razvijeni multitransgenični modeli koji razvijaju obje ključne karakteristike AB-a. 

Najpoznatiji multitransgenični i danas najčešće korišteni mišji model AB-a je 3xTg-AD. 

Ovaj model nosi mutacije u genima APPSwe, MAPT P301L i PSEN1 M146V te razvija i 

amiloidnu i tau patologiju (160). Izvanstanično nakupljanje Aβ u korteksu pojavljuje se 

već u dobi od 6 mjeseci, a do 12. mjeseca postaje izraženije, dok se hiperfosforilirani tau 

nakuplja u hipokampusu nešto kasnije, između 12. i 15. mjeseca (160), (161). Neuroupala 

i poremećaji u sinaptičkoj funkciji mogu se uočiti čak i prije pojave prvih amiloidnih 

plakova (160,162). Ovi miševi pokazuju rani intraneuralni Aβ-povezani kognitivni deficit 

već u dobi od 4. mjeseca koji se očituje kao smanjena sposobnost zadržavanja 

informacija (161). Stoga ovaj model učinkovito oponaša brojne fenotipove povezane s 

AB-om i smatra se jednim od najprikladnijih za istraživanje patogeneze i razvoj novih 

lijekova.  

 

1.1.8. Terapijski pristup i izazovi u liječenju AB-a 

Trenutno dostupne terapije za AB temelje se na lijekovima koji usporavaju napredovanje 

demencije i privremeno poboljšavaju kvalitetu života, pružajući nedovoljan učinak na 

kognitivno propadanje. Među tim lijekovima su donepezil, galantamin i rivastigmin, koji 

su inhibitori acetilkolinesteraze (engl. Acetylcholinesterase inhibitors, AChEI), te 

memantin koji spada u skupinu antagonista N-metil-D-aspartatnih (NMDA) receptora. 

AChEI sprječavaju razgradnju acetilkolina inhibicijom enzima acetilkolinesteraze, što 

dovodi do povećane razine acetilkolina u sinapsama i pojačane kolinergičke 
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neurotransmisije, a primjenjuju se u terapiji blagog i umjerenog stadija AB-a (163). 

Memantin djeluje na način da sprječava prekomjernu aktivaciju glutamatnih receptora 

usporavanjem protoka kroz NMDA receptore (164). Primjenjuje se kao monoterapija za 

ublažavanje simptoma umjerenog i teškog stadija AB-a. Istraživanja su pokazala da 

memantin može imati povoljan učinak u usporavanju kognitivnog propadanja kod osoba 

oboljelih od AB-a (165). Kombinirana terapija memantina i donepezila pokazala se 

uspješnom u vidu poboljšanja kognitivnih funkcija bolesnika i omogućavanja obavljanje 

svakodnevnih aktivnosti (166). Kako je AB karakteriziran i prisutnošću nekognitivnih 

simptoma, koji značajno doprinose heterogenosti bolesti, često se za ublažavanje 

pojedinih simptoma primjenjuju i lijekovi poput antipsihotika, antidepresiva i 

antikonvulziva (167). Posljednjih godina bilježi se veliki napredak u istraživanju 

patofizioloških mehanizama AB-a što je dovelo do novih spoznaja te otvaranja novih 

potencijalnih terapijskih ciljeva. Istraživanja amiloidnih i tau proteina otvorila su nove 

pristupe terapijama koje modificiraju tijek bolesti, dok su neuroupala i mitohondrijska 

disfunkcija istaknute kao obećavajuća područja istraživanja (168). Jedna od strategija je 

ciljanje enzima uključenih u nastanak Aβ i proteina tau. Drugi pristup usmjeren je na 

poticanje uklanjanja Aβ i proteina tau iz moždanog tkiva primjenom pasivne 

imunoterapije (169). Na temelju toga razvijeno je više monoklonskih protutijela koja 

ciljaju različite faze formiranja Aβ plakova i potiču njihovo uklanjanje. Primjerice, 

aducanumab i donanemab djeluju na plakove, lecanemab djeluje na oligomere i 

protofobrile, dok se  solanezumab veže isključivo na Aβ monomere (170). Međutim, 

primjena monoklonalnih antitijela ograničena je nuspojavama koje su ovisne o dozi 

lijeka, a manifestiraju se kao neuroslikovne abnormalnosti povezane s amiloidom (engl. 

Amyloid-Related Imaging Abnormalities, ARIA), a očituju se razvojem cerebralnog edema 

ili mikrokrvarenja u mozgu (171). Trenutno su lecanemab i donanemab jedini lijekovi 

odobreni od strane Američke agencije za hranu i lijekove jer su pokazali pozitivan učinak 

na usporavanje progresije bolesti i očuvanje kognitivnih funkcija (172,173). 

 

1.2. Dehidroepiandrosteron i njegov sulfat (DHEAS) 

Dehidroepiandrosteron (DHEA) i njegov sulfatni oblik (DHEAS) najzastupljeniji su 

steroidni hormoni u čovjeka (174). Kolesterol služi kao prekursor za sintezu steroida 

DHEA, pri čemu se pomoću enzima CYP11A1 prevodi u pregnenolon, a on se dalje 

enzimom CYP17A1 pretvara u DHEA-u. Dalje se DHEA prevodi u svoj sulfatni oblik, 

DHEAS, a glavni enzim odgovoran za tu konverziju je sulfotransferaza (SULT2A1) (Slika 6.) 

(175). DHEAS predstavlja stabilniji, cirkulirajući oblik te je u krvi prisutan u omjeru 1000:1 

u odnosu na slobodni oblik DHEA (176). DHEA se može dalje metabolizirati u androgene 
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i estrogene spojeve te služi kao prekursor za biosintezu spolnih hormona (177). Sinteza 

se odvija u zoni retikularis nadbubrežne žlijezde, ali i u drugim organima poput posteljice, 

jajnika, testisa, prostate, i jetre (178). Međutim, DHEA(S) se može i sintetizirati de novo 

u mozgu, i to u neuronima, astrocitima i oligodendrocitima (179). Budući da su 

koncentracije DHEA(S) 6 – 8 puta više u mozgu nego u perifernoj krvi, ovi steroidi se 

ubrajaju u skupinu neurosteroida (180). DHEA(S) svoje djelovanje ostvaruje vezanjem na 

veliki broj receptora, uključujući estrogene i androgene receptore (181,182), različite 

receptore u plazmatskoj membrani (183,184) te na naponske kalcijeve kanale (185). Na 

ovaj način DHEA(S) sudjeluje u brojnim signalnim putevima što naglašava važnost ovog 

neurosteroida u različitim fiziološkim sustavima, uključujući središnji živčani sustav (186), 

imunološki sustav (187), kao i u rastu i razvoju tijela (188). DHEA(S) sudjeluje u modulaciji 

neuronske plastičnosti regulirajući smrt, odnosno preživljenje neurona, osobito tijekom 

razvoja mozga (189–191). Brojna istraživanja također pokazuju da DHEA(S) ima 

neuroprotektivno (192,193), protuupalno i antioksidativno djelovanje (194) te značajno 

utječe na raspoloženje, emocije, kogniciju i ponašanje (195,196).  

 

 
Slika 6. Shematski prikaz sinteze neurosteroida DHEA(S). 

 

Tijekom fetalnog razvoja, razine DHEA(S)-a su visoke, nakon čega ostaju niske sve do 8.-

10. godine života (197). U pubertetu razine DHEA(S)-a počinju rasti, dosežući maksimum 
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između 20. i 30. godine života, nakon čega postupno opadaju s godinama. U dobi od 60.-

80. godine života razine DHEA(S) iznose svega 10-20% svojih maksimalnih vrijednosti 

(Slika 7.) (198). Taj pad DHEA(S)-a povezan je s promjenama u tjelesnom sastavu, fizičkoj 

kondiciji, raspoloženju i kogniciji (199). Brojna istraživanja zabilježila su promjene u 

koncentracijama DHEA(S)-a u serumu kod pacijenata s različitim neuropsihijatrijskim 

poremećajima, poput anksioznosti, depresije, shizofrenije, posttraumatskog stresnog 

poremećaja (PTSP) i AB-a (200,201). Uzimajući ovo u obzir, DHEA(S) se smatra 

potencijalnim ciljem za prevenciju i liječenje različitih psihijatrijskih i neurokognitivnih 

poremećaja, uključujući i AB. 

 

 
Slika 7. Razine DHEA(S)-a tijekom života kod muškaraca i žena. Preuzeto i prilagođeno 

prema (202). 

 

1.2.1. DHEA(S) u AB-u 

Iako razine DHEA(S)-a u serumu opadaju s godinama, istraživanja su pokazala da su razine 

ovog neurosteroida promijenjene i u AB-u. Različite kliničke studije pokazale su da 

pacijenti s AB-om imaju niže razine DHEAS-a u serumu (203,204) te niži omjer 

DHEAS/DHEA u usporedbi sa zdravim kontrolama (205). Slične rezultate pokazala su i 

druga istraživanja, ističući da se smanjenje DHEA(S)-a u serumu podudara sa smanjenjem 

u mozgu i cerebrospinalnoj tekućini (CSF) (206,207). S druge strane, post mortem analize 

mozga pacijenata oboljelih od AB-a pokazale su povišene razine DHEA(S)-a u 

prefrontalnom korteksu, hipotalamusu i hipokampusu (208). Pokazano je da bi DHEA(S) 

mogao imati zaštitnu ulogu u slučaju nastanka amiloidnih plakova i povećane razine 

oksidativnog stresa, jednih od ključnih značajki AB-a. Povećanje razina DHEA(S)-a može 

biti potaknuto prisutnošću Aβ-peptida i pojačanim oksidativnim stresom, te bi moglo 
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predstavljati adaptivni odgovor organizma na nastale promjene (208). Osim toga, pokusi 

na životinjama pokazali su da primjena DHEA-e smanjuje kognitivna oštećenja u 

animalnim modelima AB-a (209). Nadalje, istraživanja na stanicama PC12 pokazala su da 

DHEA djeluje na metabolizam proteina APP, povećavajući njegovu sekreciju izvan stanica 

(210). Pretpostavlja se da pad razine steroida DHEA u serumu i plazmi koji se javlja 

starenjem, može dovesti do poremećaja metabolizma proteina APP, a posljedično i 

formiranja amiloidnih plakova i razvoja AB-a (211). DHEA(S) modulira i fosforilaciju 

proteina tau zahvaljujući svojoj ulozi u održavanju redoks homeostaze (212). Razine 

proteina tau negativno koreliraju s razinama DHEA(S)-a u hipotalamasu, što upućuje na 

njihovu neurozaštitnu ulogu u AB-u (213,214). Brojna istraživanja su potvrdila 

antioksidativno djelovanje DHEA(S)-a (215,216), iako su neka pokazala da može imati i 

prooksidativni učinak, ovisno o dozi, mjestu djelovanja i vremenu primjene (215,217). In 

vitro istraživanja upućuju na to da predtretman s DHEA-om inhibira stvaranje hidroksilnih 

(-OH) radikala stimulacijom peroksidazne aktivnosti te smanjuje ekspresiju 

proapoptotskih čimbenika (218).  Iako se DHEA(S) ne može svrstati kao antioksidans ili 

prooksidans, očito je da modulira signalne putove uključene u metabolizam ROS-a.  

Budući da je AB povezan s povećanim razinama proupalnih citokina i sniženim razinama 

DHEA(S)-a, pretpostavlja se da snižene razine DHEA(S)-a mogu dovesti do disfunkcije 

imunološkog sustava i pojačanog oksidativnog stresa (219). DHEA može  izravno djelovati  

na imunološki sustav vezanjem za steroidne receptore na B- i T-limfocitima, monocitima 

i NK stanicama (220). Pokazano je da inhibira aktivaciju transkripcijskog faktora NF-κB, 

smanjuje proliferaciju T stanica te sekreciju proupalnih citokina (IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, 

IL-12, TNF-α i IFN-γ), dok istovremeno povećava izlučivanje IL-2 i IL-4 (220). DHEAS 

također sudjeluje u regulaciji proupalnih citokina prisutnih u neuritskim plakovima (219). 

Iako točni molekularni mehanizmi djelovanja DHEAS-a na imunološki sustav u AB-u još 

uvijek nisu razjašnjeni, jasno je da ovi učinci upućuju na višestruke protuupalne i 

neurozaštitne mehanizme DHEAS-a (219,221).  

 

1.3. Metabolomika 

Metabolomika, zajedno s proteomikom, transkriptomikom i genomikom, čini temelj 

sustavne biologije te je potaknula interes za proučavanje metabolizma u biologiji i 

medicini, osobito u području istraživanja biomarkera (Slika 8.) (222). 
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Slika 8. Pregled različitih omics-znanosti poput genomike, proteomike i 

transkriptomike. Preuzeto i prilagođeno prema (223). 

 

Metabolomika je brzo rastuće znanstveno područje koja se bavi karakterizacijom 

metabolita te proučava sastav metabolita u različitim tipovima stanica, tkiva, organa ili 

cijelim organizmima. Metaboliti su intermedijarni ili konačni produkti metabolizma koji 

usmjeravaju različite stanične procese uključujući energetski metabolizam, apoptozu i 

signalizaciju (224). Metaboliti su uglavnom nestabilni, kemijski raznoliki spojevi, a u njih 

ubrajamo i različite aminokiseline, lipide, nukleinske kiseline, vitamine, ugljikohidrate 

antioksidanse, organske i masne kiseline (225). Za razliku od gena i proteina, metaboliti 

pokazuju puno veću varijabilnost te ovise o čimbenicima okoliša, ksenobioticima, 

prehrani, stresu te prisutnosti patoloških stanja (226). Skup svih metabolita određene 

stanice, tkiva, organa ili cijelog organizma naziva se metabolom (227). Metabolom 

obuhvaća sve metabolite prisutne u biološkim procesima te predstavlja produkt 

interakcije genotipa i fenotipa s okolišnim čimbenicima. Stoga metabolomika omogućuje 

razumijevanje složenih interakcija između genotipa i fenotipa, ali i kompleksne 

metaboličke i biokemijske procese u zdravlju i bolesti (226). Zbog toga metabolomika ima 

široku primjenu u različitim istraživanjima, poput toksikologije, onkologije, 

mikrobiologije, farmakologije, neuropsihologije te biotehnologije (228,229). Osim toga 

veliki potencijal metabolomike se pokazao u istraživanjima usmjerenima na određivanje 

i identifikaciju potencijalnih prediktivnih, dijagnostičkih ili prognostičkih biomarkera. Kao 

izvor metabolita mogu se koristiti različite biološke tekućine poput plazme, seruma 

cerebrospinalne tekućine, urina, sline, amnionske tekućine, moždane dijalizate, 
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trombocite, feces te različite stanice i tkiva. Postoji nekoliko grana metabolomike, 

uključujući metabonomiku, lipidomiku i fluksomiku (230). Metabonomika se bavi 

sustavnim proučavanjem metabolita u biološkim sustavima i njihove uloge u fiziološkim 

procesima, s naglaskom na dinamične odgovore metabolita na vanjske podražaje, 

promjene u okolišu ili biološke intervencije. Na taj način omogućuje bolje razumijevanje 

odnosa između metaboličkih promjena i bioloških stanja, što je čini ključnim alatom za 

razumijevanje složenih bioloških sustava (230). Lipidomika je grana metabolomike 

usmjerena na analizu lipida i njihovih metaboličkih derivata (231). Ima važnu ulogu u 

bioinformatici i kliničkim istraživanjima, jer omogućuje identifikaciju lipidnih profila 

povezanih s bolestima, koji mogu poslužiti kao dijagnostički i prognostički biomarkeri  

(232). Jedna od novijih grana metabolomike je fluksomika, koja proučava brzine svih 

unutarstaničnih metaboličkih tokova u biološkim sustavima. Kvantitativnim mjerenjem 

metaboličkih tokova, pruža informacije o brzinama metaboličkih reakcija, raspodjeli 

hranjivih tvari te međusobnoj povezanosti metaboličkih putova i ukupnom 

funkcioniranju metaboličkih mreža (233,234). 

1.3.1. Dizajn metabolomskih studija 

Ovisno o biološkom pitanju koje je potrebno razriješiti postoje dva pristupa u 

metabolomskim istraživanjima, to su ciljana i neciljana metabolomska analiza (Slika 9.). 

Većina istraživanja kreće od neciljanog ili globalnog metabolomskog pristupa, koji se ne 

bazira ne prethodno postavljenim hipotezama već služi kako bi se generirala hipoteza za 

potencijalnu daljnju ciljanu analizu. Neciljana analiza istražuje sve mjerljive metabolite u 

uzorku te omogućuje otkrivanje metabolita, odnosno promjena u razini pojedinih 

metabolita, koji mogu predstavljati novi biomarker određenog stanja  (235). Glavna 

prednost je u tome što omogućuje nepristran pristupu proučavanju odnosa između 

međusobno povezanih metabolita iz više metaboličkih puteva. Dok neciljana analiza 

mjeri široki spektar uočljivih značajki prisutnih u određenom uzorku, ciljana analiza se 

temelji na analizi podskupa već biokemijskih anotiranih metabolita (236). Ciljana analiza 

mjeri koncentracije unaprijed definiranog skupa metabolita, stoga omogućuje veću 

selektivnost i osjetljivost. Određivanje i identifikacija metabolita u neciljanoj analizi 

provodi se pomoću baza podataka i/ili knjižnica, dok se validacija i kvantifikacija 

metabolita u ciljanoj analizi temelji na referentnim standardima (224). Primjerice, za 

metabolit od interesa priprema se standardna krivulja u određenom koncentracijskom 

rasponu, kako bi se omogućila točna kvantifikacija. Dakle, neciljana analiza pruža 

kvalitativnu analizu i relativnu kvantifikaciju, dok ciljana analiza omogućuje apsolutnu 

kvantifikaciju prema standardima poznate koncentracije. Obje metode imaju i svoje 

nedostatke. Strukturna identifikacija, pristranost detekcije, obrada sirovih podataka i 
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pokrivenost analitičkih tehnika obično predstavljaju najveći izazov u neciljanoj analizi 

(237).  

 

 
Slika 9. Usporedba neciljanog i ciljanog metabolomskog pristupa. 

 

1.3.2. Tijek metabolomskih istraživanja 

Tijek metabolomskih istraživanja sastoji se od nekoliko koraka: eksperimentalni dizajn, 

priprema uzoraka i ekstrakcija metabolita, razdvajanje i detekcija, obrada podataka, 

statistička analiza i biološka interpretacija rezultata (Slika 10).  
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Slika 10. Prikaz tijeka metabolomskih istraživanja. 

 

Jedan od prvih koraka u svim istraživanjima, pa tako i u metabolomskim jest postavljanje 

biološkog pitanja, odnosno definiranje biološkog problema te odluka o vrsti i broju 

uzoraka, istraživačkim skupinama i načinu prikupljanja uzoraka. Odgovarajući 

eksperimentalni dizajn iznimno je važan jer određuje analitičke postupke (ciljani ili 

neciljani pristup) i analitičke platforme koje će se koristiti. Sljedeći korak je prikupljanje 

uzoraka i podataka. Uzorci bi se trebali pripremati prema standardiziranim protokolima, 

ovisno o vrsti biološkog uzorka te bi trebali biti pravilno pohranjeni kako bi se spriječila 

degradacija metabolita (235). Sama priprema uzoraka ovisi o analitičkoj tehnici koja će 

se primjenjivati. Prvi korak u svakoj pripremi uzoraka je deproteinizacija koja se provodi 

pomoću različitih organskih otapala (hladni acetonitril, metanol, etanol, izopropanol) 

pojedinačno ili u kombinaciji. Kako bi se postigla precipitacija proteina, omjer uzorka i 

otapala bi trebao biti 1:3. Međutim, neke tehnike zahtijevaju dodatnu obradu uzoraka, 

poput plinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa (GC-MS) jer 

zahtijevaju kemijsku derivatizaciju spojeva (235). Derivatizacija je postupak kojim se 

spojevi čine termički stabilnijima i hlapljivijima, a sastoji se od dva koraka. Prvi korak 

uključuje pretvaranje karbonilnih skupina u oksime, korištenjem O-metoksilamina. 

Nakon toga slijedi korak sililacije, pri kojem se aktivni vodici zamjenjuju trimetilsililnim 

skupinama, čime se povećava hlapljivost metabolita. Nakon pripreme uzoraka slijede 

koraci razdvajanja i detekcije gdje se primjenjuju različite separacijske tehnike, poput 

tekućinske kromatografije (LC), plinske kromatografije (GC) i kapilarne elektroforeze (CE), 

te različite analitičke tehnike kao što su spektrometrija masa (MS) ili nuklearna 
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magnetska rezonanca (NMR) (236). Podaci dobiveni metabolomskom analizom često su 

vrlo opsežni i složeni pa obrada zahtjeva različite metode prepoznavanja uzoraka i 

statističke analize (237). Tijekom obrade podataka često se radi filtriranje kako bi se 

zadržale samo one varijable koje se prisutne u većini uzoraka ili samo u određenoj grupi 

uzoraka, čime se bolje predstavlja cijela skupina (235). Filtracijom se isključuju i oni 

metaboliti čija zastupljenost značajno varira između uzoraka kontrole kvalitete.  Obrada 

podataka još podrazumijeva i normalizaciju, skaliranje i transformaciju. Normalizacija 

podataka se koristi kada se analizira duga serija uzoraka kako bi se smanjila varijabilnost 

unutar i između serija uzoraka. Logaritamske transformacije su korisne za smanjenje 

utjecaja outliera, dok skaliranje prilagođava doprinos pojedinih spojeva u modelu 

dijeljenjem s odgovarajućim faktorom skaliranja, a najčešće metode skaliranja su unit 

variance (UV), Pareto skaliranje (Par) i mean centering (235). Statistička analiza je sljedeći 

važan korak u metabolomskim istraživanjima jer omogućuje klasifikaciju uzoraka, 

isticanje značajnih vrijednosti te određivanje korelacije između varijabli  (235). 

Univarijatna statistička analiza testira značajnost jednog metabolita između različitih 

skupina uzoraka. Kako bi se odredila vrsta testa, prvo se provjerava normalnost 

raspodjele podataka pomoću Shapiro-Wilk ili Kolmogorov-Smirnov testa. Zatim, ovisno 

o normalnosti raspodjele, koriste se parametrijski (Studentov t-test, ANOVA) ili 

neparametrijski (Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis H test). Multivarijatna statistika 

koristi se za modeliranje podataka nakon metabolomske analize, gdje se veliki broj  

varijabli reducira na nekoliko koje objašnjavaju istovremene odnose između njih. U 

multivarijatnoj statistici primjenjuju se nenadzirane metode, koje daju pregled podataka 

i grupiranja bez prethodnog znanja o klasama uzoraka, te nadzirane metode koje koriste 

poznati ishod za izgradnju prediktivnog modela i utvrđivanja razlike između uzoraka, što 

pomaže u identifikaciji potencijalnih biomarkera (235,237). Zadnji korak u 

metabolomskim istraživanjima je biološka interpretacija dobivenih rezultata. Koristeći 

bioinformatičke alate, baze podataka i analize metaboličkih putova, ovaj korak doprinosi 

boljem razumijevanju promjena bioloških putova i njihove povezanosti s određenim 

poremećajima i stanjima (235).  

 

1.3.3. Analitičke platforme i tehnike u metabolomici 

Svi koraci metabolomske analize uključujući razdvajanje, detekciju i identifikaciju 

metabolita, zahtijevaju visokoprotočne analitičke platforme poput MS-a ili NMR-a 

(Tablica 1.). Analiza tehnikom NMR ne zahtjeva dodatne separacijske tehnike dok 

detekciji MS-om prethodi separacija. U metabolomici najčešće korištene tehnike za 

razdvajanje pojedinih metabolita u uzorcima su LC, GC i CE. U slučaju detekcije 
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metabolita MS-om, najčešće korištene ionizacijske tehnike su elektronska ionizacija (EI), 

ionizacija elektroraspršenjem (ESI), desorpcijska ESI (DESI), ekstraktivna ESI (EESI), 

kemijska ionizacija (CI), kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (APCI), matriks-

asistirana laserska desorpcija/ionizacija (MALDI) te površinski asistirana laserska 

desorpcija/ionizacija (SALDI). U slučaju metabolomskih istraživanja, rjeđe se kao  tehnike 

detekcije koriste UV-Vis detekcija i fluorescentna detekcija. NMR i MS predstavljaju 

osnovne analitičke strategije u metabolomskim istraživanjima. Odabir određene tehnike 

ovisi o vrsti matrice uzorka, koncentraciji i kemijskim svojstvima metabolita, kao i o 

količini dostupnog uzorka. Svaka od detekcijskih metoda ima svoje prednosti i 

nedostatke, a radi pokrivanja većeg spektra metabolita, metode je moguće i kombinirati. 

Tablica 1. Razlike između analitičkih platformi i detekcijskih metoda koje se najčešće 

koriste u metabolomici. 

 

 

1.3.3.1. Tehnike razdvajanja u metabolomici 

Najčešće tehnike koje se koriste za razdvajanje spojeva u analiziranim uzorcima su LC i 

GC dok se CE rjeđe koristi. Kromatografija je važna biofizička tehnika koja omogućava 

razdvajanje, identifikaciju i pročišćivanje smjesa u svrhu kvalitativne i kvantitativne 

analize. Temelji se na načelu prema kojem se molekule u smjesi, nanesene na 

stacionarnu fazu (stabilnu fazu), međusobno razdvajaju tijekom kretanja uz pomoć 

pokretne faze (238). Na proces razdvajanja utječu molekularna svojstva povezana s 

adsorpcijom, raspodjelom, afinitetom prema fazama ili razlikama u molekularnim masa 

(239). Zbog tih razlika, komponente smjese se različitim brzinama kreću kroz separacijski 

sustav. LC je je tehnika razdvajanja u kojoj je pokretna faza tekućina, dok stacionarna faza 

može biti kruta ili tekuća (Slika 11.). Ova se tehnika najčešće koristi za razdvajanje 

termolabilnih i nehlapljivih spojeva. Postoji više vrsta LC-a, poput tekućinske 
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kromatografije normalne faze (engl. normal phase LC, NPLC), tekućinske kromatografije 

obrnutih faza (engl. reverse phase LC, RPLC), ionsko-izmjenjivačke kromatografije (engl. 

ion exchange cromatography, IELC), kromatografije isključenjem po veličini (engl. size 

exclusion chromatography, SEC) i kromatografije s hidrofilnom interakcijom (hydrophilic 

interaction LC, HILIC). RPLC je najčešće korištena verzija LC-a, prikladna za razdvajanje 

nepolarnih i polarnih spojeva, a lako se može spojiti s MS-om. U RPLC-u je stacionarna 

faza manje polarna od mobilne faze, a interakcija između analita i stacionarne faze ima 

pretežno hidrofoban karakter (240). Najčešće korištena stacionarna faza je silika gel koji 

sadrži ili 18 ili 8 ugljikovih atoma (C18 ili C8). S obzirom na to da lipofilniji spojevi imaju 

jaču interakciju sa stacionarnom fazom, RPLC se često koristi za razdvajanje polu-polarnih 

spojeva poput fenolnih kiselina i flavonoida te nepolarnih spojeva, poput lipida (241). 

Suprotno tome, HILIC koristi hidrofilnu stacionarnu fazu pa je prikladnija za razdvajanje 

polarnih spojeva, poput aminokiselina, karboksilnih kiselina, nukleotida, šećera i 

vitamina (226).  

Mobilne faze mogu se odabrati iz širokog raspona otapala, uključujući vodu, metanol, 

acetonitril, izopropanol, aceton, n-heksan i druga. Glavni parametri pri odabiru otapala 

su polarnost, miješanje s drugim otapalima, niska viskoznost, visoka točka vrenja, niska 

apsorpcija UV zračenja i niska toksičnost (240). 
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Slika 11. Shematski prikaz osnovnih dijelova tekućinske kromatografije. Preuzeto i 

prilagođeno prema (242). 

 

GC je metoda za razdvajanje spojeva u kojoj je mobilna faza plin, dok je stacionarna faza 

kruta ili tekuća (243). Glavna komponenta GC sustava je kapilarna kolona, unutar koje se 

nalazi tekuća stacionarna faza koja veže i zadržava komponente uzorka (Slika 12.). GC se 

koristi za razdvajanje termostabilnih i hlapljivih spojeva, čime se nadopunjuje primjena 

LC-ja koji je prikladniji za nehlapljive analite. Najčešći korišteni plinovi za mobilnu fazu su 

helij, vodik, dušik i argon, pri čemu je helij najčešći odabir zbog svoje inertnosti, stabilnog 

protoka i učinkovite separacije.  
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Slika 12. Shematski prikaz osnovnih dijelova plinske kromatografije. Preuzeto i 

prilagođeno prema (244). 

 

Elektroforetske tehnike posebno su prikladne za razdvajanje polarnih i nabijenih spojeva. 

Jedna od takvih metoda je CE, kod koje se razdvajanje analita odvija pod istodobnim 

djelovanjem elektroforetske i elektroosmotske sile unutar kapilare (240). CE se odlikuje 

visokom rezolucijom razdvajanja, koja ovisi o primijenjenom električnom naponu i 

elektroforetskoj pokretljivosti iona (245). Zahvaljujući visokoj učinkovitosti i kratkom 

vremenu analize, CE se počinje koristiti češće kao komplementarna metoda LC-ju i GC-

ju. Međutim, CE u metabolomici i dalje ima nekoliko ključnih nedostataka koji su 

prvenstveno vezani uz osjetljivost, ponovljivost i robusnost same metode u usporedbi s 

drugim tehnikama. 

 

1.3.3.2. Ionizacijske tehnike u metabolomici 

Najčešće korištena ionizacijska tehnika je ESI, koja se temelji na stvaranju iona analita 

pomoću elektrospreja primjenom visokog napona na otopinu uzorka. ESI se smatra 

blagim oblikom ionizacije, budući da ne uzrokuje značajnu fragmentaciju analita (Slika 

13.) (246). Proces ionizacije se može podijeliti u tri koraka: formiranje kapljica, 

desolvacija (isparavanje otapala) i prijelaz iona u plinovitu fazu (Slika 13.) (247). 

Djelovanjem visokog električnog napona, uzorak koji je u tekućem obliku raspršuje se u 

obliku finih, nabijenih kapljica. Potom te kapljice ulaze u komoru gdje se otapalo isparava 

djelovanjem protustrujnog zagrijanog plina (najčešće dušika), čime se povećava gustoća 
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naboja i uzrokuje fragmentacija na manje nabijene kapljice. Konačno, veličina nabijenih 

kapljica se smanjuje na nanometarsku razinu, a ioni unutar kapljice prelaze u plinovitu 

fazu i postaju prikladni za analizu MS-om. ESI ima niz prednosti, ali i određene 

nedostatke. Prednosti uključuju visoku osjetljivost i mogućnost ionizacije nehlapljivih 

spojeva, a može se koristi za detekciju anorganskih spojeva, organometalnih ionskih 

kompleksa i biomakromolekula. Također, može se kombinirati s različitim 

kromatografskim tehnikama te se može koristiti u pozitivnom i negativnom načinu 

ionizacije. Glavni nedostatci ESI-ja uključuju ograničen izbor otapala, osjetljivost na 

parametre otopine i tehničke uvjete te fluktuacije ionskog signala (248). 

 

 
Slika 13. Princip rada ionizacije elektroraspršenjem (ESI).  

Djelovanjem visokog napona iz konusa se emitira mlaz tekućih kapljica (uzorak). Kako 

otopina u kapljicama isparava, kapljice postaju sve više nabijene i raspadaju se pri čemu 

nastaje mlaz pozitivno nabijenih iona. Preuzeto i prilagođeno prema (249). 

 

APCI je također blagi oblik ionizacije pri kojem uz atmosferski tlak dolazi do kemijske 

ionizacije, odnosno, stvaranja stabilnih molekulskih iona u plinovitoj fazi pri 

atmosferskom tlaku (250). Ovu tehniku karakterizira visoka selektivnost, osjetljivost i 

širok raspon ionizacije. Za razliku od ESI-ja, koji zahtjeva da analiti imaju površinsku 
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aktivnost, APCI se ne oslanja na te karakteristike pa je prikladniji za analizu nepolarnih i 

umjereno polarnih spojeva. Glavni nedostatci su ograničena primjena za 

biomakromolekule, zbog nedostatka informacija o strukturi i slabog stvaranja 

fragmentnih iona (251). 

MALDI je ionizacijska tehnika koja se temelji na stvaranju iona pomoću energije lasera. 

Koristi se za analizu proteina, peptida, nukleinskih kiselina i polimera (252). Princip 

MALDI tehnike temelji se na primjeni visokointenzivne pulsne energije lasera na analit u 

vrlo kratkom vremenskom intervalu, što uzrokuje desorpciju i ionizaciju. Glavne 

prednosti MALDI tehnike su jednostavna priprema uzorka, ionizacija biomolekula te 

kompatibilnost s različitim detekcijskim metodama (252).  

EI jedna je od najstarijih ionizacijskih tehnika u MS-u (253). EI se smatra „tvrdom“ 

tehnikom ionizacije, jer koristi visokoenergetske elektrone za stvaranje iona, što dovodi 

do opsežne fragmentacije i olakšava definiranje strukture nepoznatih spojeva. Prednosti 

ove metode su nespecifičnost, osjetljivost i visoka učinkovitost ionizacije, a dobiveni 

spektar sadrži karakterističan uzorak fragmentacije koji se smatra „otiskom prsta“ svakog 

pojedinog spoja koji se analizira (254). Glavni nedostatci su što nije prikladan za toplinski 

osjetljive spojeve i što omogućava nastanak samo pozitivno nabijenih fragmenata. Ova 

metoda se najčešće kombinira s GC-MS sustavom za detekciju hlapljivih i termostabilnih 

spojeva manje molekulske mase (255).  

 

1.3.3.3. Masena spektrometrija u metabolomici 

MS predstavlja analitičku platformu visokog protoka, koja se odlikuje visokom 

selektivnošću i osjetljivošću (Slika 14.). Omogućuje dobivanje specifičnih kemijskih 

informacija, poput točne mase, izotopne distribucije i karakterističnog uzorka 

fragmentiranih iona, što pridonosi određivanju i identifikaciji strukture metabolita te 

njihove kemijske formule (256). MS je kvalitativna i kvantitativna analiza te je najčešće 

korištena analitička tehnika u metabolomici. MS se sastoji od četiri osnovna dijela: 

sustava za uvođenje uzorka, izvora ionizacije, analizatora masa i detektora iona (257). MS 

omogućuje detekciju analita vrlo niskih koncentracija, čak do pikomolarnog i 

atomolarnog raspona (258). Za razliku od NMR-a, detektabilnost metabolita u MS-u ovisi 

o učinkovitosti ionizacije, koja je određena sastavom uzorka. Prednost MS-a je i u tome 

što je za analizu potreban vrlo mali volumen uzorka, dok NMR zahtjeva minimalno od 30 

do 600 μl (256). MS ima višu rezoluciju od NMR-a, iako mu je dinamički raspon manji. Za 

složene matrikse, poput bioloških tekućina, razdvajanje analita prije ulaska u analizator 

masa ima ključnu ulogu. Stoga se MS često spaja s metodama razdvajanja smjesa, poput 

LC-a i GC-a, što je kod NMR-a manje uobičajeno (256). Iako se u metabolomici često 
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koristi pojedinačna analitička tehnika, kombinacija MS-a i NMR-a može znatno poboljšati 

identifikaciju novih biomarkera. Najčešće korišteni izvori ionizacije u LC-MS analizi je ESI, 

dok se GC-MS najčešće oslanja na EI. U slučaju LC-MS analize, u izvoru ionizacije dolazi 

do pretvaranja analita u ione plinovite faze. Nakon ionizacije, ioni se razdvajaju prema 

njihovom omjeru mase i naboja (m/z) u analizatoru masa, dok se detektirani ioni zajedno 

s njihovim intenzitetom i m/z vrijednošću bilježe i pohranjuju u sustav. U analizi 

metabolita koriste se različiti tipovi analizatora masa, uključujući kvadrupol (Q), time-of-

flight (TOF), ionsku zamku (IT), orbitrap i Fourierovu ionsku ciklotronsku rezonancu (FT-

ICR) (257). Kvadrupol je najčešće korišten analizator, pogotovo u kombinaciji s GC-em,  

zbog jednostavnosti, pristupačne cijene i dugog vijeka trajanja. Sastoji se od četiri 

paralelne elektrode koje stvaraju električno polje i filtriraju ione prema njihovom m/z 

omjeru. Ionska zamka predstavlja modifikaciju kvadrupola (259), a 3D ionske zamke 

sastoje se od hiperboličnog prstena smještenog između dviju elektrodnih ploča. Ovisno 

o primijenjenoj frekvenciji i istosmjernom naponu, ioni određenog m/z zadržavaju se 

unutar zamke, dok se ostali filtriraju (259). TOF analizator temelji se na kinetičkoj energiji 

i vremenu leta iona. Sastoji se od cijevi za let i mreže za ubrzavanje, pri čemu su svi ioni 

ubrzani jednakom energijom, ali lakši ioni dolaze brže do detektora (257). FT-ICR 

analizator određuje m/z omjer pomoću ciklotronske frekvencije iona unutar magnetskog 

polja. Iako nudi visoku točnost i rezoluciju, zahtijeva jaka magnetska polja i helij za 

hlađenje, što povećava troškove održavanja (257). Orbitrap, za razliku od FT-ICR-a, koristi 

električno polje za oscilaciju iona između vanjske i unutrašnje elektrode. Zbog visoke 

rezolucije, jednostavnosti i nižih troškova, Orbitrap se vrlo često primjenjuje u 

metabolomskim istraživanjima (260).  

MS uređaji često sadrže dva analizatora masa, čime se omogućuje tandemska analiza 

(MS/MS) (256). U prvom analizatoru dolazi do odabira iona prema m/z vrijednosti, koji 

se zatim usmjeravaju u kolizijsku ćeliju te se fragmentiraju (collision induced dissociation, 

CID). Nastali produktni ioni analiziraju se u drugom analizatoru. Najčešće korišten 

MS/MS instrument za kvantifikaciju je trostruki kvadrupol (QqQ). Prvi kvadrupol 

detektira prekursorske ione nastale ionizacijom, drugi kvadrupol predstavlja kolizijsku 

ćeliju koja omogućuje njihovu fragmentaciju, dok treći detektira specifične produktne 

ione (257). U neciljanim metabolomskim istraživanjima često se kvadrupolni analizator 

masa kombinira s TOF analizatorom, pri čemu nastaje hibridni Q-TOF sustav. Nakon što 

kvadrupol filtrira ione prema njihovom m/z omjeru, oni se ubrizgavaju u TOF analizator. 

Ovakav sustav osigurava brzo skeniranje, visoku točnost detektiranih masa i visoku 

rezoluciju (257). Kombinacija MS-a s različitim tehnikama razdvajanja te spajanje s 

različitim analizatorima masa omogućuje dobivanje velike količine strukturnih, kemijskih 

i bioloških informacija u metabolomskim istraživanjima. 
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Slika 14. Princip rada masene spektrometrije.  

Molekule se bombardiraju snopom elektrona, što dovodi do njihovog ioniziranja i 

fragmentacije. Svaka vrsta iona ima specifičan omjer mase i naboja (m/z), a budući da 

većina iona nosi jedan naboj, omjer m/z odgovara molekulskoj masi iona. Ioni zatim 

prolaze kroz magnetsko i električno polje prema detektoru, gdje se bilježi maseni 

spektar. Preuzeto i prilagođeno prema (261). 

 

1.3.3.3.1. Tekućinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa 

LC-MS (Slika 15.) je analitička tehnika koja kombinira LC kao metodu razdvajanja te MS 

za detekciju i identifikaciju spojeva. Zbog svojih kvalitativnih i kvantitativnih mogućnosti, 

kao i robusnosti, LC-MS se primjenjuje u brojnim područjima, uključujući farmaceutsku, 

biofarmaceutsku, forenzičku, prehrambenu industriju te aktivnosti vezane uz zaštitu 

okoliša (262). U kliničkim istraživanjima, LC-MS se rutinski koristi za analizu lijekova, 

vitamina i minerala u punoj krvi, plazmi, serumu i urinu (237). Također je našla široku 

primjenu u metabolomskim, proteomskim i genomskim istraživanjima. LC-MS metoda se 

koristi za detekciju raznih spojeva, uključujući termolabilne i hlapljive polarne i nepolarne 

spojeve uz visoku osjetljivost i selektivnost. Ovisno o vrsti uzorka, mogu se primijeniti 

dvije vrste LC-MS sustava: HILIC-MS i RPLC-MS. HILIC-MS se koristi za detekciju visoko 

polarnih spojeva, poput šećera, vitamina, aminokiselina, nukleotida i karboksilnih 

kiselina, dok se RPLC-MS primjenjuje uglavnom za nepolarne spojeve, poput fenolnih 

kiselina, flavonoida, glikoziliranih steroida, alkaloida i drugih glikoliziranih spojeva. RPLC-

MS se smatra zlatnim standardom u metabolomici zbog svoje osjetljivosti i široke 

primjene (263). Sustavi LC-a i MS-a povezani su sučeljem koje ujedno predstavlja izvor 

ionizacije. Najčešće korištene vrste ionizacije su ESI i APCI (262). Zbog raznolikih 

kemijskih svojstava metabolita, analize se često provode u pozitivnom i negativnom 

ionizacijskom načinu, unutar raspona skeniranja 50-1000 m/z, čime se osigurava 
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maksimalna pokrivenost metabolita u uzorku (264). ESI je najčešće korišten oblik 

ionizacije u metabolomskim istraživanjima. Riječ je o blagom obliku ionizacije gdje dolazi 

do stvaranja intaktnih molekularnih iona, bez značajne fragmentacije, što olakšava 

identifikaciju. APCI također ne izaziva fragmentaciju i često služi kao dopuna pri analizi 

nepolarnih i termički stabilnih spojevima, poput lipida (264). Zbog tih svojstava, LC-ESI-

MS se smatra metodom izbora za profiliranje metabolita iz složenih bioloških uzoraka 

(265).  

Više čimbenika doprinosi varijabilnosti LC-MS podataka. Osim biološke varijabilnosti, 

podaci mogu pokazivati varijabilnost iz analitičkih razloga, uzrokovanu pripremom 

uzoraka, stanjem instrumenta i/ili radnim uvjetima (264). Takve varijacije mogu se 

očitovati kao pomak vremena zadržavanja u koloni, kao promjene u vrijednostima 

intenziteta ili pomak u m/z vrijednostima. Varijacije se mogu pojaviti i u MS/MS 

spektrima, osobito kada su podaci generirani različitim tipovima instrumenata ili pod 

različitim eksperimentalnim uvjetima. Zbog različitih kombinacija izvora ionizacije, 

energije sudara, masenog analizatora i detektora, isti metabolit može rezultirati različitim 

MS/MS spektrima. Relativno slaba reproduktivnost MS/MS spektara predstavlja glavni 

problem pri identifikaciji metabolita usporedbom spektara s bazama podataka. Prednost 

LC-MS analize u odnosu na GC-MS je u tome što se analize provode pri nižim 

temperaturama, čime se omogućuje analiza toplinski osjetljivih metabolita koji se 

metodom GC-MS ne mogu detektirati. Osim toga, nije potrebna kemijska derivatizacija, 

što znatno pojednostavljuje pripremu uzoraka i identifikaciju metabolita. Primjena blagih 

metoda ionizacije olakšava strukturnu karakterizaciju spojeva. Druge prednosti LC-MS 

metode uključuju smanjenu ionsku supresiju, bolje razdvajanje izomera, poboljšanu 

detekciju te višu kvaliteta MS podataka zahvaljujući nižoj razini pozadinske buke (227). 

Jedan od čimbenika koji mogu utjecati na robusnost metode jest kontaminacija izvora 

masenog spektrometra i stvaranje adukata. Kako bi se postigla točna identifikacija, važno 

je prepoznati nastale artefakte prije normalizacije podataka. Još jedan značajan 

nedostatak LC-MS profiliranja u odnosu na GC-MS profiliranje jest ograničena 

dostupnost masenih spektara u online dostupnim bazama podataka koji bi olakšali 

identifikaciju metabolita. Spektri masa dobiveni na različitim LC-MS sustavima se znatno 

mogu razlikovati u relativnom intenzitetu iona, stvaranju adukata, fragmentaciji u izvoru 

i MS/MS fragmentima (266). Zbog toga istraživačke skupine izrađuju vlastite, interne 

baze podataka, prilagođene specifičnostima instrumenata. Ipak, otvorene i zajedničke 

baze koje sadrže stručno provjerene spektre imaju veći značaj jer predstavljaju važan 

korak prema pouzdanijoj i automatiziranoj identifikaciji metabolita (267,268). Razvoj 

novih LC tehnologija, poput visokotlačne (HPLC) i ultravisokotlačne (UHPLC) tekućinske 

kromatografije, predstavljaju značajan napredak u analitičkoj kemiji. Primjenom višeg 
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tlaka i povećanjem brzine protoka, ove metode omogućuju bolju kromatografsku 

rezoluciju i veću učinkovitost razdvajanja u složenim uzorcima (269).   

 

 
Slika 15. LC uređaj 1290 infinity II (Agilent Technologies) spojen na detektor Agilent 

6550 iFunnel Q-TOF koji se nalazi u metabolomskoj jedinici na Institutu Ruđer Bošković. 

 

1.3.3.3.2. Plinska kromatografija spregnuta masenim spektrometrom 

GC-MS (Slika 16.) predstavlja jednu od najučinkovitijih platformi korištenih u 

metabolomskim istraživanjima zbog svoje robusnosti, učinkovitosti u razdvajanju, 

osjetljivosti i dobre reproducibilnosti (235,270). U usporedbi s metodom LC-MS, GC-MS 

je manje podložan uobičajenim problemima poput matriks efekta i ionske supresije 

uzrokovane koeluirajućim spojevima (235). Ova metoda obično postiže veću 

kromatografsku rezoluciju, ali se može koristiti samo za detekciju i identifikaciju 

termostabilnih i hlapljivih spojeva manje molekulske mase (50-600 Da) (271,272). Za 

detekciju polarnih i nehlapljivih metabolita metodom GC-MS, potrebno je provesti 

kemijsku derivatizaciju, što može predstavljati izazov, osobito u neciljanim 

metabolomskim istraživanjima (273). Naime, umjesto stvarnog spoja, mjere se njegovi 

derivati, što otežava strukturnu karakterizaciju spoja. Osim toga, višak reagensa dodan 

za postizanje derivatizacije, često može prekriti signale drugih spojeva. Dodatni 

nedostatak metode jest to što broj metabolita u uzorku premašuje detekcijski kapacitet 

uređaja, što dovodi do grupiranja metabolita unutar vrlo uskog vremenskog intervala. 

Jedan od načina za povećanje razdvajanja metabolita je primjena dvodimenzionalne 

plinske kromatografije (2D-GC ili  GCxGC), čime se povećava kapacitet pikova i moć 

razdvajanja (266).  
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GC-MS sustav koristi različite metode ionizacije, uključujući  EI, CI i APCI. EI, kao „tvrdi“ 

oblik ionizacije, koristi energiju od 70 eV, što rezultira ponovljivom fragmentacijom 

molekula u dobro karakterizirane masene spektre (273). Takvi spektri omogućuju 

usporedbu podataka dobivenih instrumentima različitih proizvođača i s različitim 

tipovima analizatora. Ova značajka, uz široku dostupnost baza podataka i knjižnica 

masenih spektara koje nude različiti proizvođači, te javno dostupne baze poput NIST ili 

MassBank, doprinijela je tome da je EI najčešće korištena metoda ionizacije u GC-MS 

metabolomskim istraživanjima (274). Glavni nedostatak ovog tipa ionizacije je 

mogućnost pojave lažno pozitivnih identifikacija prilikom pretraživanja baza podataka. S 

druge strane, CI, kao „blagi“ oblik ionizacije, ne proizvodi izrazito karakteristične obrasce 

fragmentacije, ali omogućuje detekciju molekularnih iona. Zbog toga je njezina primjena 

sve učestalija, osobito u ciljanoj metabolomici.  

GC-MS sustav može sadržavati različite analizatore, a najčešće se kombinira s jednim 

kvadrupolom što rezultira dobrim dinamičkim rasponom i visokom osjetljivošću (275). 

Kombinacija GC tehnike s trostrukim kvadrupolom, smanjuje probleme povezane s 

identifikacijom i kvantifikacijom koeluiranih metabolita. Ipak, GC u kombinaciji s 

kvadrupolom pokazuje nižu točnost mase u usporedbi s TOF analizatorom (275). GC-TOF-

MS tehnologija karakterizira se visokom točnošću masa, visokom rezolucijom i brzinom 

skeniranjem. GC-MS u kombinaciji s jakom elektronskom ionizacijom predstavlja zlatni 

standard u metabolomskim istraživanjima, osobito u područjima medicine, biljnih 

znanosti, prehrambenih znanosti, znanosti o okolišu, istraživanjima lijekova te 

biotehnologiji (271).  
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Slika 16. GC uređaj Agilent 7890A spojen s masenim spektrometrom Agilent 

Technologies 5975 s jednostrukim kvadrupolom, smješten u metabolomskoj jedinici na 

Institutu Ruđer Bošković. 

 

1.3.4. Primjena metabolomike u biomedicinskim istraživanjima 

Dva glavna cilja u metabolomskim istraživanjima su razotkrivanje i bolje razumijevanje 

mehanizama određenih poremećaja ili mogućih terapijskih pristupa te otkrivanje i 

identifikacija potencijalnih prediktivnih, prognostičkih ili dijagnostičkih biomarkera. 

Pregledom literaturi vidljiv je potencijal metabolomike u istraživanjima različitih 

humanih poremećaja i bolesti, uključujući tumore, metaboličke i kardiovaskularnih 

bolesti, neurodegenerativne bolesti i ostalo. 

Poremećaji uzrokovani promjenama u metabolizmu šećera i lipida, uključujući pretilost, 

dijabetes i kardiovaskularne bolesti, postali su vodeći globalni zdravstveni problemi, 

osobito u razvijenima zemljama. Pretilost kao jedna od globalnih pandemija, povezana 

je s metaboličkim sindromom, dijabetesom tipa 2 i rizikom za razvoj kardiovaskularnih 

bolesti (276). Metabolomskim istraživanjima otkriveni su obrasci promijenjenih 

metabolita koji razlikuju pretile od nepretilih osoba. Primjerice, u pretilih osoba 

zabilježeno je nakupljanje aminokiselina razgranatog lanca (BCAA) u krvi, što može biti 

jedan od ranih pokazatelja metaboličkog sindroma (277). Nadalje, metabolomska 

istraživanja otkrila su nekoliko promijenjenih metabolita prisutnih u pacijenata s 

dijabetesom u odnosu na zdrave kontrole. Primjerice, BCAA aminokiseline i aromatske 

aminokiseline, poput fenilalanina i tirozina, mogu predvidjeti razvoj inzulinske 

rezistencije i dijabetesa tipa 2 (278). U velikom istraživanju koje je uključilo više od 2000 

sudionika, pokazano je da se određeni tip prehrane može povezati s metabolomskim 

profilom koji je povezan s većim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2. Taj profil je uključivao 

povišene razine heksoze i diacil-fosfatidilkolina te snižene razine acil-, alkil- i 

lizofosfatidilkolina i sfingomijelina (279). NMR istraživanjima otkriveni su različiti rizični 

čimbenici za kardiovaskularne bolesti, poput povišenih triglicerida, LDL-a i HDL-a (280). 

Također su identificirani novi metabolički markeri, uključujući 3-hidroksibutirat, α-

ketoglutarat i treonin, dok su metabolički putevi povezani s visokim kardiovaskularnim 

rizikom bili usmjereni na LDL, treonin i acetoacetat. Integracija metabolomskih i 

proteomskih studija doprinijela je boljem razumijevanju metaboličke regulacije staničnih 

procesa u vezi s kardiovaskularnim bolestima (281). 

Rak ima brojne učinke na metabolizam koji uključuju preusmjeravanje unutarnjih 

staničnih putova kako bi se osigurala proliferacija i rast tumorskog tkiva (282). Stoga, 

primjena metabolomike ima veliki potencijal u pronalasku i identificiranju biomarkera te 
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pokretača tumorigeneze. Jedan od najznačajnijih doprinosa u području precizne 

medicine jest korištenje metabolomike za klasifikaciju tumora radi dizajniranja 

personalizirane terapije (283). Osim navedenog, primjena masene spektrometrije može 

pomoći u klasifikaciji tipova tkiva tumora prema njihovim molekularnim obrascima (283). 

Primjerice, acilkarnitini povezani su s ranim stadijima različitih karcinoma. Panel 

acilkarnitina koji uključuje C16:1, C18:3, C18:2, C18:1, C20:4 i C22:6 pokazao je izvrsnu 

dijagnostičku sposobnost u razlikovanje naprednog raka gušterače od zdravih kontrola i 

pankreatitisa (284). Također, isti panel acilkarnitina može razlikovati i rani stadij raka 

dojke od zdravih kontrola (285). Lipidni metabolizam se ističe kao važan čimbenik u 

modulaciji upale, širenju mijeloidnih stanica i reprogramiranju upalnih fenotipova (286). 

Ipak, mnogi mehanizmi tumorigeneze nisu u potpunosti razjašnjeni, stoga je potrebno 

detaljnije istražiti kako metaboliti međusobno djeluju i utječu na progresiju tumora. 

Integracija metabolomike s drugim omics pristupima omogućuje bolje razumijevanje 

razvoja, progresije, učinkovitosti terapije i remisije raka (276).  

Neurodegenerativne bolesti, poput AB-a ili Parkinsonove bolesti, obično se 

dijagnosticiraju nakon pojave simptoma. Međutim, danas znamo  da neurodegenerativni 

procesi započinju mnogo ranije, pretpostavlja se i desetljećima prije pojave prvih 

kliničkih znakova. Stoga postoji velika potreba za razvojem neinvazivnih dijagnostičkih 

metoda za rano otkrivanje ovih patologija. Metabolomika predstavlja vrlo dobar alat za 

identifikaciju suptilnih kemijskih promjena povezanih s napredovanjem 

neurodegenerativnih bolesti. Kod AB-a zabilježene su promjene u razinama različitih 

lipidnih metabolita, kako u ljudskim uzorcima, tako i u animalnim modelima, koji su 

povezani s oksidativnim stresom, disfunkcijom mitohondrija i energetskim 

metabolizmom (287). Metabolomskim analizama utvrđene su promjene u razinama 

masnih kiselina, aminokiselina, glicerofosfolipida, ugljikohidrata, nukleotida, karnitina i 

organskih kiselina koje su dio različitih metaboličkih putova, u raznim 

neurodegenerativnim i psihijatrijskim poremećajima (287–289). Kod AB-a, izvanstanične 

nakupine peptida Aβ, prisutnost fosforiliranog proteina tau i povišene razine lakog lanca 

neurofilamenta u CSF-u, povezane su s kasnijim stadijima bolesti (290). Razine određenih 

metabolita u plazmi, poput amina, aminokiselina i acilkarnitina, pozitivno koreliraju s 

razinama lakog lanca neurofilamenta, što ukazuje na poremećaje u putu dušikovog 

oksida, regulaciji neurotransmitera i mitohondrijskoj funkciji. Smanjeni metabolizam 

glukoze u mozgu također je povezan s razinama glavnih markera neurodegeneracije 

(291). Za analizu neurodegenerativnih i psihijatrijskih poremećaja, uzorci CSF-a 

predstavljaju najbolji izbor za najvjerodostojnije praćenje promjena koje se događaju u 

mozgu. Međutim, zbog invazivnog načina uzorkovanja, krv se najčešće koristi kao 

sredstvo istraživanja. U serumu pacijenata oboljelih od AB-a zabilježeno je smanjenje 

razine oleamida te povećanje razine prostalglandina i diacilglicerola, što bi moglo biti 
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povezano s promjenama u neurotransmiterskom sustavu i strukturi stanične membrane 

(292). Iako je etiologija većine neurodegenerativnih bolesti još uvijek nejasna, 

metabolomske analize mogu doprinijeti boljem razumijevanju patogeneze i progresije 

bolesti. Očekuje se da će u bliskoj budućnosti detaljnije karakterizirane promjene u 

razinama različitih lipidnih vrsta i aminokiselina omogućiti identifikaciju biomarkera koji 

bi mogli ukazivati na rizik od razvoja bolesti ili ranu fazu neurodegeneracije (293). 
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2. HIPOTEZA I CILJEVI 

Neciljana metabolomska analiza omogućuje detekciju i identifikaciju velikog broja 

metabolita te sveobuhvatno metabolomsko profiliranje. Ovakav pristup omogućuje 

usporedbu metaboličkih promjena uočenih kod ljudskih ispitanika oboljelih od AB-a s 

onima prisutnima u animalnim modelima bolesti, čime se doprinosi boljem 

razumijevanju patofizioloških mehanizama AB-a. Nadalje, integracija podataka o 

perifernim metaboličkim promjenama s promjenama koje se odvijaju u središnjem 

živčanom sustavu omogućuje identifikaciju potencijalnih poveznica između sistemskih i 

neuroloških aspekata bolesti. Usmjeravanje terapijskih strategija prema metaboličkim 

putovima zahvaćenima AB-om predstavlja obećavajući pristup koji bi mogao nadmašiti 

učinkovitost trenutno dostupnih lijekova. U tom kontekstu, istraživanje djelovanja 

neurosteroida DHEAS na mišjem modelu AB-a može dati odgovore o metaboličkim 

putevima neurodegeneracije i potencijalnog terapijskog učinka ovog neurosteroida.  

Hipoteza istraživanja: 

1. Razine pojedinih metabolita će biti promijenjene (snižene ili povišene) kod 

ispitanika oboljelih od AB-a u odnosu na ispitanike s MCI-jem i kontrolne 

ispitanike. Također se očekuju razlike u razinama metabolita između MCI 

ispitanika i zdravih kontrola. 

2. Promjene u razinama metabolita te njihovim metaboličkim putovima bit će 

povezane s patogenezom AB-a. 

3. Značajno promijenjeni metaboliti u ispitanika oboljelih od AB-a u odnosu na MCI 

i kontrolne ispitanike, kao i kod MCI ispitanika u odnosu na zdrave kontrole mogu 

predstavljati potencijalne dijagnostičke i prognostičke biomarkere korisne za 

učinkovitiju dijagnozu AB-a. 

4. Tretiranje animalnog modela AB-a neurosteroidom DHEAS uzrokovat će 

promjene u metaboličkom profilu miševa koji razvijaju AB u odnosu na kontrolne 

miševe, što može ukazivati na terapijski potencijal ovog spoja. 

Ciljevi istraživanja: 

Glavni cilj ovog istraživanja je istražiti biokemijske promjene vezane uz patologiju AB-a u 

svrhu pronalaska lako dostupnih biomarkera bolesti. Njihovo otkriće moglo bi doprinijeti 

ranijem otkrivanju AB-a i učinkovitijoj terapiji.  
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Specifični ciljevi: 

1. Provesti neciljanu LC-MS i GC-MS metabolomsku analizu na 40 uzoraka plazme 

ispitanika oboljelih od AB-a, 40 MCI ispitanika te 40 zdravih kontrola, s ciljem 

određivanja njihovog plazmatskog metabolomskog profila.  

2. Provesti neciljanu LC-MS i GC-MS metabolomsku analizu plazme i tkiva 

prefrontalnog korteksa mozga mišjeg modela AB-a (3xTg-AD).  

3. Ispitati učinak neurosteroida DHEAS-a na promjene u metaboličkim putovima u 

mišjem modelu bolesti. 

4. Usporediti metaboličke promjene otkrivene analizom ljudskih i mišjih uzoraka 

kako bi se dobila šira slika biokemijskih promjena u AB-u.  
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Ljudski ispitanici 

U ovo istraživanje uključeno je ukupno 120 ispitanika hrvatskog podrijetla. Ispitanici su 

podijeljeni u 3 skupine: zdrave kontrole (N = 40), ispitanici s MCI-jem (N = 40) i pacijenti 

oboljeli od AB-a (N = 40). Svi ispitanici su liječeni u Sveučilišnoj psihijatrijskoj bolnici 

Vrapče u Zagrebu. Dijagnozu su postavili psihijatri prema NINCDS-ADRDA (Nacionalni 

institut za neurološke i komunikacijske poremećaje te moždani udar – Asocijacija za 

Alzheimerovu bolest i srodne poremećaje (294) i DSM-V klasifikaciji (295). Kognitivni 

simptomi procijenjeni su pomoću testa procjene mentalnog stanja (engl. Mini-Mental 

State Examination, MMSE). MMSE je psihometrijski test koji se koristi za detekciju razine 

kognitivnog oštećenja. Sastoji se od 11 pitanja i procjenjuje različita područja kognitivnih 

funkcija: orijentacija, pažnja, razumijevanje, memorija, govor, računanje, čitanje i 

pisanje. Najveći mogući broj bodova iznosi 30, pri čemu se veći broj bodova povezuje s 

boljim kognitivnim sposobnostima. Broj bodova od 21 do 24 upućuje na blago, 10 do 20 

na umjereno, a 9 ili manje na teško kognitivno oštećenje. Osobe s normalnim kognitivnim 

funkcijama na ovom testu ostvaruju 25 ili više bodova. Prikupljeni podaci o ispitanicima 

uključivali su demografske podatke poput dobi, spola, tjelesne težine, indeksa tjelesne 

mase te kliničke parametre (razine glukoze, kolesterola, LDL-a, HDL-a i triglicerida). Svi 

ispitanici su potpisali informirani pristanak, a postupci istraživanja detaljno su objašnjeni 

sudionicima i/ili njihovim skrbnicima. Svi sudionici prošli su neurološki pregled, 

ispitivanje funkcije štitnjače i serološke testove na Lajmsku bolest i sifilis. Također su 

određene razine vitamine B12 i B9. Ispitanici nisu bili u srodstvu te nisu uzimali 

antidementivnu terapiju (inhibitori kolinesteraza i/ili memantin). Iz istraživanja su 

isključeni ispitanici s vaskularnom ili drugim oblicima demencije, tumorima, upalnim 

bolestima središnjeg živčanog sustava, sistemskim bolestima (dijabetes, hipertenzija ili 

pretilost), kao i oni s drugim psihijatrijskim ili neurološkim bolestima (Huntingtonova 

bolest, frontotemporalna demencija). Također, isključni kriterij za sve ispitanike bio je i 

prisustvo patofizioloških promjena u jetri. Zdravi ispitanici su prošli cijeli proces testiranja 

na neuropsihijatrijske poremećaje te su primijenjeni isti isključni kriteriji  kao i za 

ispitanike s AB-om i MCI-jem, uz to da zdravi ispitanici nisu smjeli imati nikakvo 

kognitivno oštećenje te nisu smjeli biti liječeni nikakvim psihotropnim lijekovima.  

Istraživanje je odobreno od strane Etičkog odbora Sveučilišne psihijatrijske bolnice 

Vrapče u zagrebu (broj odobrenja: 23–605/3–18; 23. ožujka, 2018) i provedena u skladu 

s Helsinškom deklaracijom (Svjetska medicinska udruga, 2013.).  
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3.1.1. Obrada uzoraka krvi 

Uzorci krvi prikupljeni su između 7.00 i 9.00 ujutro, natašte i kao dio rutinskih posjeta 

Klinici za psihijatriju „Vrapče“. Ispitanicama je uzeto 8,5 ml krvi u epruvetu koja je 

sadržavala 1,5 ml antikoagulansa koji sadrži limunsku kiselinu, natrij citrat i dekstrozu. 

Nakon toga, uzorci krvi su dostavljeni u Laboratorij za molekularnu neuropsihijatriju 

Instituta Ruđer Bošković, gdje su odmah obrađeni. Kako bi se izdvojila plazma, puna krv 

je centrifugirana 3 min na 1100 x g te je nakon toga uslijedio drugi korak centrifugiranja 

u trajanju od 15 min pri 5087 x g radi uklanjanja trombocita. Tako dobivena plazma 

siromašna trombocitima alikvotirana je i pohranjena na -80 °C do daljnje analize (Slika 

17). 

 

 
Slika 17. Shematski prikaz izdvajanja plazme iz uzoraka krvi. 

 

3.2. Animalni model AB-a in vivo 

Kao genetički model AB-a korišteni su transgenični miševi 3xTg-AD (Slika 18.). Ovi miševi 

nose tri ljudske mutacije povezane s obiteljskim oblikom AB-a: APP Swedish, MAPT P301L 

i PSEN1 M146V (160), a razvijeni su na hibridnoj podlozi miševa C57BL/6 i 129SvJ (296). 

U istraživanje je uključeno ukupno 20 mužjaka 3xTg-AD miševa te 20 kontrolnih miševa 

3xTg (+/+), u dobi od 9-10 mjeseci. Ova dob miševa je odabrana jer je pokazano da se 

taloženje Aβ kod ovog mišjeg modela pojavljuje u nekim regijama mozga već u dobi od 

tri do četiri mjeseca, a izvanstanični depoziti peptida Aβ prisutni su u frontalnom 

korteksu već u dobi od šest mjeseci i postaju opsežniji do dvanaestog mjeseca starosti 

(297). Miševi su uzgojeni na Medicinskom fakultetu Sveučilišta u Pečuhu, koji posjeduje 

licencu za uzgoj, držanje i provođenje pokusa na životinjama. Miševi su bili smješteni u 

kavezima, u prostoriji s ciklusom svijetla i tame od 12 h svijetla / 12 h tame (svijetlo od 

07:00-19:00h), pri sobnoj temperaturi 22 ± 2°C i relativnoj vlažnosti od 55 ± 10%. 

Životinje su hranjene standardiziranim peletima te su imale neograničen pristup vodi (ad 



41 

 

libitum). Svi postupci na životinjama provedeni su u skladu s institucijskim smjernicama 

usklađenima s Direktivom 2010/63/EU te su odobreni od strane Povjerenstva za dobrobit 

životinja Sveučilišta u Pečuhu (BA02/2000-84/2022).  

 

 
Slika 18. 3Tg-AD miš. Preuzeto s https://www.jax.org/strain/004807. 

 

3.2.1. Tretman lijekom DHEAS-om 

Kontrolnim miševima i 3xTg-AD miševima ugrađene su Alzet® mikro-osmotske pumpice 

volumena 200 μl (Charles River Laboratories, SAD) (Slika 19.). Ugradnju pumpica provela 

su dva veterinara, a životinje su bile pod općom anestezijom izofluranom (3-4% za 

indukciju i 1-3% za održavanje) u indukcijskoj komori (RWD Induction Chamber V101) uz 

korištenje uređaja za anesteziju malih životinja (R500 Small Animal Anesthesia Machine, 

RWD Life Science, Kina). Trideset minuta prije zahvata životinjama je potkožno ubrizgan 

analgetik buprenorfin u dozi od 0,1 mg/kg. Pumpice su postavljene potkožno i ugrađene 

u interskapularno područje. Nakon operativnog zahvata životinjama je osigurana 

postoperativna skrb, koja je uključivala utopljavanje, smještaj u zasebne kaveze te 

višesatni nadzor nakon buđenja iz anestezije. Neposredno prije ugradnje, u osmotske 

pumpice dodan je DHEAS otopljen je u 50%-tnom dimetilsulfoksida (DMSO, Sigma-

Aldrich, SAD). Brzina otpuštanja lijeka iz pumpice iznosila je 0,15 μl/h, a DHEAS je 

primjenjivan u dnevnoj dozi od 1mg/kg. Odabrana doza nalazi se unutar preporučenog 

raspona za primjenu u miševima (298), te je definirana na način da ima dovoljno dobru 

topljivost i kontinuirano otpuštanje iz osmotskih pumpica. Kontrolne životinje, umjesto 

DHEAS-a, primile su odgovarajuću mješavinu DMSO-a i sterilne vode. Tretman je trajao 

ukupno 18 tjedana, a pumpice su mijenjane svakih 6 tjedana. Tijekom cijelog 

eksperimenta, stanje životinja kontinuirano je praćeno kako bi se osigurala njihova 

dobrobit.  

https://www.jax.org/strain/004807
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Slika 19. Princip rada mikro-osmotske pumpice. Preuzeto i prilagođeno prema 

https://agnthos.se/alzet-osmotic-pumps/1483-alzet-pumps-overview.html. 

 

3.2.2. Testovi ponašanja 

Kognitivne funkcije miševa ispitivane su pomoću Morrisovog vodenog labirinta (engl. 

Morris water maze, MWM), testa socijalne diskriminacije (engl. Social discrimination 

test, SDT) i testa Y-labirinta (engl. Y-maze test). Testiranja su provedena tijekom 

posljednjih deset dana tretmana DHEAS-om, a ponašanje životinja analizirano je pomoću 

softvera Noldus EthoVision XT (Noldus, Nizozemska).   

Test MWM (Slika 20.) koristi se za testiranje prostornog učenja i pamćenja. Pokus je 

proveden u okruglom bazenu promjera 110 cm i 60 cm visine, ispunjenim vodom 

temperature 23-25°C. Bazen je bio podijeljen u četiri kvadranta, pri čemu je u jednom od 

njih bila  postavljena platforma 1 cm ispod površine vode. Prije početka testiranja, miševi 

su imali period prilagodbe na uvjete plivanja u bazenu. Pokus je trajao šest dana i imao 

je za cilj procjenu sposobnosti pronalaska skrivene platforme. Kada bi životinja pronašla 

platformu, ostavljane je na njoj 10 s, a zatim vraćena u kavez. Ako životinja nije pronašla 

platformu unutar 1 min tijekom prvog dana testa, bila je postavljena na platformu i 

zadržana na njoj 10 s. Svaka životinja testirana je četiri puta dnevno, s pauzama od 30 

min predviđenima za odmor životinja. Redoslijed životinja koje su išle u testiranje bio je 

nasumičan. Zadnji dan pokusa, platforma je uklonjena, a mjerilo se vrijeme koje je 

životinja provela tražeći platformu u kvadrantu gdje se prethodnih dana ista nalazila, a 

mjerio se i broj ulazaka u odjeljke bez platforme, odnosno broj pogrešaka. Miševi s 

očuvanim prostornim pamćenjem pronalazili su platformu brže i uz manji broj pogrešaka, 

https://agnthos.se/alzet-osmotic-pumps/1483-alzet-pumps-overview.html
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dok su miševi s oštećenim kognitivnim funkcijama pokazivali dulje vrijeme traženja i više 

pogrešaka. Nakon svakog testiranja, životinje su osušene i stavljene pod infracrvenu 

lampu kako bi se ugrijale. 

 

 
Slika 20. Morrisov vodeni labirint. Preuzeto i prilagođeno prema (299). 

 

SDT (Slika 21.) se koristi za procjenu sposobnosti prepoznavanja i pamćenja drugih 

jedinki, temeljem prirodne sklonosti miševa socijalnoj interakciji. Životinje s očuvanim 

socijalnim pamćenjem provode više vremena istražujući nepoznatu životinju u odnosu 

na već poznatu životinju. Pokus je proveden u kutiji dimenzija 34 cm x 29 cm x 40 cm, 

koja je prije svakog testiranja očišćena 70%-tnim etanolom radi uklanjanja mirisa 

prethodne životinje. Redoslijed testiranja bio je nasumično određen. Tijekom prvih 10 

min, testna je životinja stavljena u praznu kutiju kako bi se prilagodila i slobodno istražila 

prostor. Nakon toga, u suprotne kutove kutije postavljena su dva prazna kaveza, a testnoj 

životinji dano je 5 min za istraživanje. Zatim se u jedan od kavez uvodi nova životinja te 

se testnoj životinji omogućuje 5 min za uspostavljanje socijalne interakcije. Nakon toga, 

u drugi kavez se stavlja još jedna, do tada nepoznata životinja, a tijekom sljedećih 5 min 

mjeri se vrijeme koje životinja provodi u interakciji sa „starom“ (poznatom) i „novom“ 

(nepoznatom) životinjom. Što testna životinja više vremena provodi istražujući novu, to 

više ukazuje na očuvano socijalno pamćenje i sposobnost prepoznavanja. 
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Slika 21. Test socijalne diskriminacije. Preuzeto i prilagođeno prema (300). 

 

Y-labirint (Slika 22.) je test koji se koristi za procjenu prostorne radne memorije i 

spontanog istraživačkog ponašanja. Test se temelji na prirodnoj sklonosti životinja da 

istražuju novo okruženje te se provodi u labirintu u obliku slova Y, koji se sastoji od tri 

kraka jednake duljine. Neposredno prije svakog testiranja, labirint je očišćen 70%-tnim 

etanolom, a oko njega su postavljeni bijeli zastori kako bi se spriječila orijentacija prema 

vanjskim vizualnim podražajima. Testna životinja postavljena je u središte labirinta čiji su 

krakovi dugi 40 cm, široki 9 cm te visoki 16 cm. Iznad labirinta bila je postavljena video 

kamera koja je snimala cijeli pokus. Krakovi su bili određeni oznakama ''A'', ''B'' i ''C''. Test 

je trajao 10 min, a ključni parametar koji se mjerio je postotak spontanih izmjena između 

krakova, odnosno uzorak u kojem životinja ulazi u tri različita kraka, neovisno o 

redoslijedu. Visoki postotak takvih spontanih izmjena upućuje na dobro funkcioniranje 

radne memorije, jer životinje pamte koje su krakove već posjetile i imaju tendenciju 

istraživati one koje još nisu. Smanjen postotak spontanih izmjena ukazuje na poremećaj 

u funkciji radne memorije.  
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Slika 22. Y labirint test. Preuzeto i prilagođeno prema (301). 

 

3.2.3. Izolacija plazme iz krvi miševa 

Nakon provedenih testova ponašanja, životinje su anestezirane intraperitonealnom 

primjenom 80 mg/kg ketamina i 8 mg/kg ksilazina, te su potom žrtvovane dekapitacijom. 

Krv miševa sakupljena je iskrvarenjem u plastične epruvete koje su sadržavale 

antikoagulans heparin. Neposredno nakon sakupljanja, uzorci krvi pohranjeni su na +4°C. 

Nakon toga uzorci su obrađeni na isti način kao i uzorci ispitanika, što je opisano u 

poglavlju 3.1.1. Nakon izdvajanja, dobivene plazme pohranjene su na -80°C do daljnje 

analize.  

 

3.2.4. Izolacija prefrontalnog korteksa i hipokampusa iz mozga miševa 

Nakon dekapitacije, mozak je brzo i pažljivo izoliran iz lubanje kako bi se očuvala 

morfologija i integritet tkiva. Cijeli postupak izdvajanja proveden je na ledu. Neposredno 

nakon ekstrakcije, mozak je sagitalno podijeljen na dvije polovice. Iz jedne polovice 

mozga izdvojen je prefrontalni korteks, koji je stavljen u sterilne plastične epruvete, 

kratko uronjen u tekući dušik te potom pohranjen na -80°C do daljnje obrade u svrhe 

metabolomske analize. Uzorci tkiva, još uvijek smrznuti, prebačeni su  u nove prethodno 

označene i ohlađene plastične epruvete te su izvagani. Na tkivo je dodana hladna 

mješavina MetOH i H2O u omjeru 1:1, pri čemu je na 1 mg tkiva dodano 10 μl otapala. 

Tkivo je zatim homogenizirano plastičnim tučkom, a homogenat je dodatno 

resuspendiran pomoću pipete kako bi se postigla potpuna razgradnja tkiva. U zadnjem 

koraku uzorci tkiva su ultrasonicirani tijekom 2 min. Dobiveni uzorci tkiva su pospremljeni 
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na -80°C do sljedeće upotrebe. Druga polovica mozga je fiksirana u 4% paraformaldehidu 

(PFA) u 0,1 M PBS-u (pH 7,4) tijekom 24 h na +4°C. Sljedeći dan mozgovi su prebačeni u 

30%-tnu otopinu saharoze u PBS-u, također na +4°C, preko noći. Nakon dehidracije, 

polovice su serijski rezane pomoću mikrotoma Leica SM2010 R (Leica Biosystems, 

Njemačka), na debljinu od 30 μm. Dobiveni rezovi pohranjeni su u krioprotektivnu 

tekućinu (30% etilen-glikol, 30% glicerol u 0,1 M PBS-u) i čuvani na -80°C do daljnje 

imunohistokemijske obrade. 

 

3.2.5. Imunohistokemija 

U svrhu potvrđivanja in vivo modela AB-a, na rezovima hipokampusa provedeno je 

imunohistokemijsko bojenje kako bi se utvrdila prisutnost amiloidnih plakova, temeljem 

specifičnog vezanja antigena Aβ-42 i odgovarajućeg antitijela. Cijeli protokol proveden je 

u pločicama s 24 jažice. Rezovi hipokampusa su izvađeni iz zamrzivača i ostavljeni na 

sobnu temperaturu kako bi se otopili, nakon čega su prebačeni u jažice ispunjene PBS-

om (1X, pH 7,4) radi ispiranja. Za postizanje visoke imunoreaktivnosti, provedena je 

metoda otkrivanja antigena tako da su rezovi inkubirani 5 min u 80%-tnoj mravljoj 

kiselini. Mravlja kiselina denaturira proteine i time izlaže epitopske regije antigena koje 

mogu biti zamaskirane tijekom fiksacije PFA-om, čime se omogućuje bolja dostupnost 

antitijelu. Nakon tretmana, rezovi su triput isprani u dH2O po 5 min. Kako bi se spriječilo 

nespecifično pozadinsko obojenje tijekom bojanja diaminobenzidinom (DAB, 3,3'-

diaminobenzidin, Sigma Aldrich), provedeno je blokiranje endogene peroksidazne 

aktivnosti. Otopina za predtretman priprema se neposredno prije uporabe dodavanjem 

300 ml metanola u 100 ml dH2O, a zatim i 400 μl H2O2. Rezovi su inkubirani u toj otopini 

30 min na sobnoj temperaturi, potom tri puta isprani u PBS-u (1X, pH 7,4) po 10 min. Za 

smanjenje nespecifičnog vezanja antitijela provedeno je blokiranje epitopa koristeći 5% 

BSA (bovine serum albumin) pomiješanog s 0,5% Triton X-100 u 1x PBS-u. Rezovi su 

inkubirani u 500 μl blokirajuće otopine 1 h na sobnoj temperaturi, a zatim triput isprani 

u PBS-u (1X, pH 7,4) po 10 min. Nakon toga uslijedila je inkubacija u primarnom antitijelu 

anti-Aβ-42 (Invitrogen, SAD) razrijeđenom u omjeru 1:300 u blokirajućoj otopini. Na 

svaki rez dodano je 500 μl primarnog antitijela, a pločica je prekrivena parafilmom kako 

bi se spriječilo isparavanje. Inkubacija je trajala preko noći na +4°C. Sljedeći dan uzorci su 

triput isprani u PBS-u (1X, pH 7,4) po 10 min, nakon čega je dodano sekundarno antitijelo 

iz kompleta ABC Vectastain (Vector Laboratories, SAD), pripremljeno u razrjeđenju 1:200 

u 50%-tnoj razrijeđenoj blokirajućoj otopini. Rezovi su inkubirani na 1 h na sobnoj 

temperaturi, a potom isprani u PBS-u (1X, pH 7,4). Zatim je pripremljeno tercijarno 

antitijelo IgG iz komercijalnog kompleta ABC Vectastain na način da se 5 μl avidina i 5 μl 
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biotina dodalo u razrijeđenu blokirajuću otopinu. Avidin ima visok afinitet za biotin, a 

kompleks ABC pojačava signal jer nosi više molekula enzima peroksidaze na jedno vezano 

antitijelo. Inkubacija u kompleksu ABC trajala je 1 h na sobnoj temperaturi. Za završnu 

detekciju korištena je otopina DAB-a koja u prisutnosti peroksidaze stvara smeđu 

obojenost na mjestu vezanja antitijela za antigen. Otopina DAB-a je pripremljena 

otapanjem jedne zlatne (urea vodikov peroksid) i srebrne (DAB/kobalt) tablete u 5 ml 

dH2O, uz snažno miješanje. Na svaki rez dodano je oko 100 μl otopine DAB-a, koja je 

aktivna samo 20 min od pripreme. Nakon otprilike 5 min, rezovi su isprani triput u PBS-

u (1X, pH 7,4) po 10 min. Rezovi su zatim prebačeni na prethodno označena stakalca, 

osušeni na zraku i prekriveni pokrovnim stakalcem pomoću sredstva za uklapanje 

(Fluoromount Aqueous Mounting Medium, Sigma Aldrich). Nakon sušenja, uzorci su 

pregledani pod svjetlosnim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Japan) (Slika 23.).  

 

 
Slika 23. Prikaz postupka imunohistokemijskog bojanja za detekciju amiloidnih plakova 

na uzorcima hipokampusa miševa. 

 

3.3. Metabolomske analize 

3.3.1. Priprema uzoraka za analizu metodom LC-MS 

Na dan analize, uzorci plazme i homogenata prefrontalnog korteksa izvađeni su iz 

zamrzivača i stavljeni na led 30 min kako bi se odmrznuli. Nakon otapanja, uzorci su 
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snažno promiješani na vorteks mješalici tijekom 2 min. Za potrebe analize metodom LC-

MS, izdvojeno je 100 μl homogenata tkiva na koje je dodano 320 μl metanola, radi 

precipitacije proteina i ekstrakcija metabolita (Slika 24.). Uzorci su zatim snažno miješani 

na vorteks mješalici tijekom 20 min, nakon čega je na svaki uzorak dodano 80 μl MTBE-a 

(metil tert-butil eter) u svrhu dodatne ekstrakcije lipofilnih spojeva. Uzorci su ponovno 

miješani na vorteks mješalici 1 h, a potom je uslijedilo centrifugiranje u trajanju od 20 

min, pri 4000 x g i 20°C. Dobiveni supernatant pažljivo je izdvojen, a 100 μl preneseno je 

u staklene vijale s insertom za analizu metodom LC-MS. Tako pripremljeni uzorci bili su 

spremni za postavljanje u uređaj i za analizu. 

U slučaju uzoraka plazme, 100 μl plazme pomiješano je s 300 μl hladne mješavine 

metanola i etanola u omjeru 1:1. Uzorci su snažno promiješani na vorteks mješalici 1 

min, zatim inkubirani 5 min na ledu i ponovno kratko promiješani. Nakon toga su 

centrifugirani 20 min pri 2500 rpm i 4°C. Oko 200 μl dobivenog supernatanta preneseno 

je u staklene vijale s insertom. Pripremljeni uzorci bili su spremni za analizu metodom 

LC-MS. 

 

 
Slika 24. Prikaz postupka pripreme uzoraka homogenata tkiva i plazme za analizu 

metodom LC-MS. 

 

3.3.2. Priprema uzoraka za analizu metodom GC-MS 

Za analizu metodom GC-MS (Slika 24.), iz homogenata je izdvojeno 150 μl uzorka, koji je 

prebačen u nove plastične epruvete, nakon čega je na uzorak dodano 300 μl metanola. 

Uzorci su snažno miješani na vorteks mješalici tijekom 20 min, a zatim centrifugirani 20 
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min pri 4000 rpm i 4°C. Dobiveni supernatant pažljivo je izdvojen, a 300 μl preneseno je 

u staklene vijale s insertom koje su pogodne za analizu metodom GC-MS. Uzorci su zatim 

isparavani na centrifugalnom vakuumskom koncentratoru (Eppendorf Concentrator 

plus, Njemačka) pri 30°C. Nakon potpunog isušivanja, koje je otprilike trajalo 2 h, 

uslijedila je derivatizacija kako bi se uzorci učinili pogodnima za analizu metodom GC-

MS. Prvi korak je bila metoksimacija. Na svaki uzorak dodano je 20 μl O-metoksiamin 

hidroklorida (15 mg/ml u piridinu) te su uzorci snažno promiješani na vorteks mješalici 

tijekom 5 min. Zatim su provedena tri ciklusa ultrasoniciranja uzoraka po 20 s i snažnog 

miješanja na vorteks mješalici u trajanju od 2 min po ciklusu. Uzorci su zatim prekriveni 

aluminijskom folijom i pohranjeni u mraku na sobnoj temperaturi tijekom 16 h. Slijedeći 

dan proveden je korak sililacije. Na svaki uzorak dodano je 20 μl BSTFA s 1% TMCS, uzorci 

su snažno promiješani 5 min i stavljeni u pećnicu 1 h na 70°C. Nakon inkubacije, uzorci 

su ohlađeni na sobnu temperaturu (za navedeno je potrebno oko 30 min). Potom je u 

svaki uzorak dodan interni standard, odnosno C18:0 metil ester (20 ppm) u heptanu. 

Uzorci su ponovno promiješani na vorteks mješalici i centrifugirani 15 min pri 2500 rpm 

i 20°C. Cijeli postupak metoksimacije i sililacije provodio se pod zaštitnom maskom i u 

digestoru zbog prisutnosti hlapljivih i toksičnih spojeva. 

Uzorci plazme pomiješani su s hladnim acetonitrilom u omjeru 1:3 te promiješani na 

vorteks mješalici tijekom 2 min. Nakon inkubacije 5 min na ledu, uzorci su centrifugirani 

10 min pri 15 400 x g i 4°C. Zatim je 100 μl supernatanta preneseno je u staklene vijale s 

insertom i isušeno u centrifugalnom vakuumskom koncentratoru (Eppendorf 

Concentrator plus, Njemačka) na 30°C. Slijedeći koraci metoksimacije i sililacije 

provedeni su na isti način kao i u slučaju pripreme uzoraka homogenata tkiva za analizu 

metodom GC-MS. 
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Slika 25. Prikaz postupka pripreme uzoraka homogenata tkiva i plazme za analizu 

metodom GC-MS. 

 

3.3.3. Priprema negativnih kontrola (slijepih proba) i uzoraka kontrole kvalitete  

Od svakog uzorka plazme i homogenata tkiva izdvojeno je 15 μl kako bi se pripremila 

mješavina svih uzoraka koji ulaze u analizu, odnosno uzorak kontrole kvalitete (engl. 

quality control, QC). QC uzorci prolaze isti protokol pripreme kao i svi ostali uzorci te služe 

za stabilizaciju kromatografskog sustava i otkrivanje moguće instrumentalne ili analitičke 

varijabilnosti. Analiziraju se na početku analize te nakon otprilike svakih 10 uzoraka. Uz 

uzorke QC, u metabolomskim analizama važnu ulogu imaju i uzorci negativne kontrole, 

odnosno slijepe probe (engl. blank). Oni se pripremaju dodavanjem vode (umjesto 

uzorka) u otapalo koje se koristi u analizi, a zatim se tretiraju na isti način kao i svi  ostali 

uzorci. Negativne kontrole pokazatelj su prisutnosti mogućih kontaminacija, koje mogu 

nastati tijekom pripreme ili injektiranja uzoraka. Također, služe i da se pri kasnijoj obradi 

podataka mogu izdvojiti oni metaboliti koji potječu isključivo od otapala i kemikalija koje 

se koriste za pripremu uzoraka. Negativne kontrole se injektiraju na početku i na kraju 

analize. 

3.3.4. Postavke analitičkih metoda 

3.3.4.1. Tekućinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (LC-MS) 

Za metabolomsku analizu uzoraka plazme i homogenata tkiva korišten je sustav 

tekućinske kromatografije Agilent 1290 infinity II LC (Agilent Technologies, SAD) spojen 
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na detektor Agilent 6550 iFunnel Q-TOF (Agilent Technologies, SAD). Za razdvajanje 

metabolita korištena je RPLC Discovery® HS C18 HPLC kolona (150 × 2,1 mm, 3 μm; 

Supelco, SAD). Svaki uzorak ubrizgan je u volumenu od 10 μl u kolonu, koja je tijekom 

analize održavana na 40°C. Brzina protoka postavljena je na 0,6 ml/min, uz gradijent 

mobilnih faza. Mobilna faza A sadržavala je vodu s 0,1% mravlje kiseline, a mobilna faza 

B acetonitril s 0,1% mravlje kiseline. Analiza je započela s 25% mobilne faze B, koja se 

postupno povećavala do 95% u trajanju od 35 min (0-35 min). Nakon toga, gradijent je 

vraćen na početne uvjete (25% mobilne faze B) u roku od 1 min (35-36 min) te su ti uvjeti 

održavani do kraja analize (36-45 min). Korišten je ESI način ionizacije, a kako bi se 

obuhvatio širi spektar metabolita, analiza je provedena u pozitivnom i negativnom 

načinu ionizacije. Za svaki način ionizacije korištene su dvije referentne mase kako bi se 

osigurala točnost izmjerenih masa. Za pozitivni način ionizacije korištene su referentne 

mase 121.0509 (purin, detektiran kao m/z [C₅H₄N₄ + H]⁺) i 922.0098 (HP-0921, 

detektiran kao m/z [C₁₈H₁₈O₆N₃P₃F₂₄ + H]⁺). Za negativni način ionizacije korištene su 

referentne mase 112.9855 (TFA(NH₄), detektiran kao m/z [C₂O₂F₃(NH₄) – H]⁻) i 966.0007 

(HP-0921 + FA, detektiran kao m/z [C₁₈H₁₈O₆N₃P₃F₂₄ + FA – H]⁻). Analiza je provedena u 

skenirajućem načinu rada u rasponu od 50 do 1000 m/z, s brzinom od 1,20 skena/s. 

Ukupno trajanje analize po jednom uzorku iznosilo je 45 min. Za identifikaciju značajnih 

metabolita u uzorcima ljudske plazme i mišjeg tkiva provedena je MS/MS analiza 

primjenom iste LC-MS platforme i kromatografskih uvjeta kao i u slučaju inicijalne 

analize LC-MS. Fragmentacija je postignuta metodom kolizijski inducirane disocijacije  

CID, pri čemu su ciljani ioni prethodno odabrani na temelju točne mase i vremena 

zadržavanja. U analizi su korištene tri razine energije sudara: 10 eV, 20 eV i 40 eV. U 

uzorcima mišje plazme provedena je samo tentativna identifikacija, bez mogućnosti 

potpune potvrde identifikacije metabolita analizom MS/MS spektra.  

 

3.3.4.2. Plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (GC-MS) 

Za metabolomsko profiliranje uzoraka plazme i homogenata tkiva korišten je plinski 

kromatograf Agilent 7890A s automatskim injektorom Agilent 7693 (Agilent 

Technologies, SAD), spregnut sa spektrometrom masa Agilent 5975 (Agilent 

Technologies, SAD) s jednostrukim kvadrupolom. Derivatizirani uzorci injektirani su 

nasumičnim redoslijedom, pri čemu je volumen injektiranja iznosio 2 μl uz omjer 

razdvajanja 1:10. Za razdvajanje spojeva korištena je GC kolona DB-5MS (duljina 30 m, 

unutarnji promjer 0,25 mm, debljina filma 0,25 μm sa stacionarnom fazom 95% 

dimetilpolisiloksan/5% difenilpolisiloksan) s integriranom predkolonom (10 m J&W,  

integrirana s Agilent 122–5532G). Analiza jednog uzorka trajala je oko 37,5 minuta. 

Spojevi su kroz kolonu nošeni helijem kao prijenosnim plinom, pri konstantnom protoku 
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od 1 ml/min. Sustav je radio u skenirajućem načinu rada, s rasponom skeniranja masa od 

50 do 600 m/z i brzinom od 2 spektra/s, koristeći ionizaciju EI pri energiji od 70 eV. 

Temperatura injektora održavana je konstantno na 250°C. Temperatura peći bila je 

programirana na 60°C tijekom prve minute, nakon čega je brzinom od 10°C/min došla do 

konačne temperature od 325°C. Ova temperatura zadržana je do 10 min prije početka 

hlađenja sustava i injektiranja sljedećeg uzorka. Temperatura prijenosne linije detektora 

postavljena je na 290°C, dok su temperature ionskog izvora i kvadrupola iznosile 230°C, 

odnosno 150°C. 

 

3.3.5. Obrada podataka 

3.3.5.1. Obrada podataka nakon analize metodom LC-MS  

Obrada podataka dobivenih analizom LC-MS (Slika 26.) započela je pregledom 

kromatograma, referentnih masa te krivulje tlaka binarne pumpe, kako bi se provjerila 

reproducibilnost i moguća analitička varijabilnost. Za navedeno je korišten program 

MassHunter Qualitative Analysis (verzija 10.00, Agilent Technologies, SAD). Nakon toga, 

neobrađeni podaci su uvezeni u program MassHunter Profinder (verzija 10.00, Agilent 

Technologies, SAD) radi dekonvolucije signala. U prvom koraku dekonvolucije korišten je 

algoritam skupnog izvlačenja molekularnih svojstava (engl. molecular feature extraction, 

MFE), koji stvara listu mogućih molekularnih obilježja temeljenih na Gaussovoj raspodjeli 

koeluirajućih iona, povezanih prema naboju, izotopskoj distribuciji te prisutnosti različitih 

adukata i dimera. Zatim je proveden drugi korak dekonvolucije pomoću algoritma 

skupnog rekurzivnog izvlačenja svojstava (engl. recursive feature extraction, RFE), koji 

koristi rezultate dobivene algoritmom MFE i dodatno poboljšava kvalitetu konačne liste 

obilježja. Konačno dobivena lista sadržavala je potencijalne metabolite prikazane kao 

m/z vrijednosti, intenzitete signala, vremena zadržavanja u koloni (retencijsko vrijeme) i 

pripadajuće spektre masa za usporedbu između uzoraka. Za dobivanje preliminarnog 

popisa statistički značajnih masa korišten je online alat CEU Mass Mediator 

(https://ceumass.eps.uspceu.es/), uz maksimalnu dopuštenu pogrešku mase ±20 ppm. 

Kao parametri za ekstrakciju odabrani su ioni H+, Na+ i K+ za pozitivni način ionizacije, te 

HCOO- za negativni način ionizacije. Neutralni gubitak vode bio je uključen za obje 

ionizacijske metode (302). Spojevi su identificirani na temelju točne mase i usporedbe 

obrasca izotopa, a njihova biološka uloga provjerena je kako bi se isključile nerelevantne 

identifikacije. Na taj način dobiven je privremeni popis značajno promijenjenih 

metabolita. Konačna identifikacija provedena je analizom i usporedbom MS/MS spektara 

u pozitivnom i negativnom načinu ionizacije za uzorke ljudske plazme i mišjeg tkiva, koja 

je izvedena isključivo za statistički značajne i prethodno anotirane spojeve. Identifikacija 



53 

 

koristeći MS/MS spektre je temeljena na usporedbi fragmentacijskih spektara s 

referentnim spektrom u bazama podataka kao što su HMDB, METLIN, KEGG i LipidMaps.  

 

 
Slika 26. Prikaz postupka obrade podataka dobivenih LC-MS analizom. 

 

3.3.5.2. Obrada podataka nakon analize metodom  GC-MS 

Ukupni ionski kromatogrami dobiveni nakon analize metodom GC-MS (Slika 27.) vizualno 

su pregledani pomoću programa MassHunter Qualiitative Analysis (Agilent Technologies, 

SAD) radi procjene kvalitete analize i reproducibilnosti. Nakon pregleda kromatograma, 

napravljena je dekonvolucija signala pomoću programa MassHunter Unknowns Analysis 

(Agilent Technologies, SAD), čime su iz kompleksnih kromatograma izdvojeni pojedinačni 

spektri spojeva. Program Mass Profiler Professional (Agilent Technologies, SAD) korišten 

je za poravnavanje signala, s ciljem usklađivanja vremena zadržavanja i m/z vrijednosti 

spojeva između uzoraka (302). Kvantifikacija spojeva provedena je određivanjem 

površine ispod vrška (pika) kromatograma koristeći programski alat MassHunter 

Quantitative Analysis (Agilent Technologies, SAD). Kvaliteta analize dodatno je potvrđena 

provjerom ponovljivosti signala unutarnjeg standarda, metil stearata, te su svi uzorci 

prihvaćeni za daljnju analizu. Nakon dobivanja liste spojeva, za identifikaciju metabolita 

korištene su baze podataka NIST (National Institute of Standards and Technology Mass 

Spectral Library) i knjižnica Fiehn RTL (303), usporedbom spektara uzoraka prema 

obrascima fragmentacije i vremena zadržavanja. Knjižnica Fiehn RTL prvenstveno za 

identifikaciju koristi vrijeme zadržavanja pojedinih spojeva/metabolita, dok baza 

podataka NIST radi identifikaciju na temelju obrazaca fragmentacije pojedinih 

spojeva/metabolita. Koristeći obje baze, odnosno knjižnice, dobiva se pouzdanija 

identifikacija metabolita u analiziranim uzorcima. 
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Slika 27. Prikaz obrade podataka dobivenih GC-MS analizom. 

 

3.3.5.3. Statistička obrada podataka 

Demografske i kliničke karakteristike ispitanika analizirane su provjerom normalnosti 

raspodjele koristeći Kolmogorov-Smirnov test. Budući da testirane varijable nisu 

pokazivale normalnu distribuciju, za usporedbu između skupina korišten je 

neparametrijski Kruskal-Wallis ANOVA test rangova, uz Dunnov post-hoc test za 

višestruke usporedbe. Prije statističke analize, podaci dobiveni analizama GC-MS i LC-MS 

i filtrirani su prema kriterijima koje su postavili Godzien i sur. (304) kako bi se osigurala 

kvaliteta dobivenih podataka. Spoj je zadržan ako je bio prisutan u ≥80% QC uzoraka s 

relativnom standardnom devijacijom (RSD) <30% ili ako je bio prisutan u <20% QC 

uzoraka, ali se pojavljivao u ≥50% uzoraka unutar određene skupine. Za korekciju 

mogućih unutar-grupnih varijacija korišten je algoritam QC-Robust Spline Correction (QC-

RSC), temeljen na metodi regresije potpornih vektora (support vector regression) (305). 

Analiza je provedena pomoću programa MATLAB i knjižnice LIBSVM (306). Nakon unutar-

grupne korekcije, podaci su dodatno normalizirani kako bi se smanjile neželjene varijacije 

uzrokovane tehničkim pogreškama tijekom pripreme uzoraka. Normalnost raspodjele 

podataka dobivenih metabolomskom analizom testirana je Shapiro-Wilk testom. Za 

kromatografske pikove koji su imali normalnu raspodjelu, proveden je dodatno Leveneov 

test radi provjere jednakosti varijanci (vrijednost ≤0,05 označava nejednake varijance, 

dok vrijednost >0,05 označava jednake varijance), kako bi se odabrao odgovarajući t-test 

(Microsoft® Office Excel). Kako bi se smanjila vjerojatnost pogrešaka zbog višestrukog 

testiranja, primijenjena je Benjamini-Hochberg metoda za kontrolu stope lažno 

pozitivnih rezultata (engl. False Discovery Rate, FDR). Dodatno, kako bi se procijenile 

razlike između više skupina, provedena je ANOVA, za podatke s normalnom 

distribucijom, odnosno Kruskal-Wallis test, za neparametrijske podatke (IBM SPSS 
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Statistics 21). Za metabolite koji su pokazali statističku značajnost provedena je post-hoc 

analiza kako bi se identificirale specifične razlike između pojedinih uspoređivanih grupa. 

Za multivarijatne analize podataka koji su dobiveni na ljudskim ispitanicima, korišten je 

softver SIMCA-P+ (SIMCA® 15 User Guide, Umetrics), koji je uključivao izradu modela 

analize glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA), diskriminacijske analize 

parcijalnih najmanjih kvadrata (Partial Least Square-Discriminant analysis, PLS-DA) i 

orotogonalne metode PLS-DA (Orthogonal Partial Least Square-Discriminant analysis, 

OPLS-DA). Multivarijatna analiza podataka dobivenih na mišjim uzorcima napravljena je 

u online programu Metaboanalyst (verzija 6.0). Na temelju rezultata metode OPLS-DA 

izrađeni su vulkanski dijagrami, u kojima su varijable prikazane prema važnosti svog 

doprinosa u projekciji (VIP vrijednosti). Promjene u razinama metabolita smatrane su 

značajnima ukoliko su ispunjavale sljedeće kriterije: p ≤ 0,05 (prije, a posebice nakon 

Benjamini-Hochberg korekcije), VIP > 1. Postotak promjene (%Δ) izračunat je prema 

formuli: [(prosječna vrijednost u ispitivanoj skupini – prosječna vrijednost u kontrolnoj 

skupini) / (prosječna vrijednost u kontrolnoj skupini)] x 100. Pozitivne vrijednosti postotka 

promjene ukazuju na porast, dok negativne vrijednosti označavaju pad razina specifičnog 

metabolita u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu.  
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4. REZULTATI 

3.4. Ljudski ispitanici 

3.4.1. Demografski podaci 

Osobe s dijagnozom AB-a, ispitanici s dijagnozom MCI-a i zdravi kontrolni ispitanici bili su 

dobno usklađeni muškarci bijele rase te hrvatskog porijekla. U istraživanje je uključeno 

40 ispitanika oboljelih od AB-a (prosječna dob: 67,0 ± 89,0), 40 osoba s MCI-jem 

(prosječna dob: 74,0 ± 87,0) i 40 zdravih kontrolnih ispitanika (prosječna dob: 65,9 ± 

77,09). U uzorcima krvi svih ispitanika određene su razine glukoze, ukupnog kolesterola, 

LDL-kolesterola, HDL-kolesterola i triglicerida kako bi se isključio utjecaj određenih 

somatskih bolesti na metabolički profil. Potrebna veličina uzorka (broj ispitanika) 

određena je na temelju procedure opisane u radu kojeg su objavili Billoir i sur. (307). 

Demografski podaci i usporedba istih između grupa ispitanika uključenih u istraživanje 

prikazani su u Tablici 2. Normalna distribucija svih demografskih varijabli testirana je 

Kolmogorov-Smirnovim testom. S obzirom na odstupanja od normalne distribucije, za 

usporedbu demografskih varijabli između skupina ispitanika korišten je neparametrijski 

Kruskal-Wallisov test s Dunnovim post-hoc testom. Ispitanici su se značajno razlikovali 

prema dobi (p < 0,001), indeksu tjelesne mase (p < 0,001), razini glukoze u krvi (p = 0,008) 

te kognitivnim sposobnostima procijenjenim pomoću testa MMSE (p < 0,001). Naime, 

ispitanici oboljeli od AB-a bili su značajno stariji od ispitanika s MCI-jem (p = 0,003; 

Dunnov post-hoc test) i zdravih ispitanika (p < 0,001; Dunnov post-hoc test). Razlika u 

indeksu tjelesne mase rezultat je značajno nižeg indeksa u bolesnika s AB-om (p < 0,001; 

Dunnov post-hoc test) i MCI-jem (p < 0,001; Dunnov post-hoc test) u usporedbi sa 

zdravim kontrolnim ispitanicima. Razina glukoze u krvi bila je slična u skupini ispitanika s 

MCI-jem i zdravoj kontrolnoj skupini, kao i između bolesnika s AB-om i ispitanika s MCI-

jem. Međutim, skupina ispitanika s dijagnozom AB-a imala je značajno višu razinu 

glukoze u krvi u usporedbi s zdravim kontrolnim ispitanicima (p = 0,006; Dunnov post-

hoc test). Očekivano, bolesnici s AB-om imali su značajno niži rezultat (manji broj bodova) 

na testu MMSE u usporedbi s ispitanicima s MCI-jem (p < 0,001;Dunnov post-hoc test) i 

zdravim kontrolnim ispitanicima (p < 0,001; Dunnov post-hoc test). Dodatno, osobe s 

MCI-jem imale su izraženije kognitivno oštećenje u odnosu na zdrave ispitanike (p < 

0,001; Dunnov post-hoc test). Svi ispitanici koji su uključeni u istraživanje imali su slične 

razine ukupnog kolesterola (p = 0,051), HDL-kolesterola (p = 0,090), LDL-kolesterola (p = 

0,311) i triglicerida (p = 0,176) (Tablica 2.). 
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Tablica 2. Demografski i klinički podaci zdravih kontrolnih ispitanika, ispitanika s MCI-jem i osoba oboljelih od AB-a.  

 Zdrave kontrole 

(N = 40) 

MCI 

(N = 40) 
AB 

(N = 40) 
Kruskal-Wallis ANOVA 

df=2 
Parametri medijan min max medijan min max medijan min max p H 

Dob (godine) 69,0 65,0 77,0 74,0 67,0 87,0 78,0 67,0 89,0 <0.001 53,55 

ITM (kg/m2) 30,5 23,0 37,0 22,0 18,0 29,0 23,4 19,0 32,0 <0.001 42,75 

Ukupni kolesterol (mmol/l) 4,5 2,9 7,8 5,7 3,2 8,8 5,8 3,2 8,8 0,051 5,95 

HDL-kolesterol (mmol/l) 1,2 0,5 2,0 1,4 0,7 3,0 1,3 0,7 3,0 0,090 4,81 

LDL-kolesterol (mmol/l) 2,8 1,3 5,4 3,1 0,8 4,9 3,3 0,8 5,8 0,311 2,33 

Trigliceridi 1,6 0,6 3,7 1,9 0,8 6,7 1,9 0,8 6,7 0,176 3,48 

Glukoza u krvi (mmol/l) 5,0 3,4 10,2 5,5 4,5 11,8 5,7 4,7 11,8 0,008 9,58 

MMSE bodovi 30,0 29,0 30,0 27,0 24,0 28,0 14,0 9,0 23,0 <0.001 107,37 

AB - Alzheimerova bolest, HDL - lipoprotein visoke gustoće, ITM - indeks tjelesne mase, LDL - lipoprotein niske gustoće, MCI - blagi neurokognitivni 

poremećaj, MMSE - test procjene mentalnog stanja, N - broj ispitanika 
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3.4.2.  Metabolomsko profiliranje metodom LC-MS 

Analiza ljudske plazme metodom LC-MS omogućila je detekciju velikog broja metabolita. 

Konačna lista različitih metabolita, odnosno detektiranih spojeva, dobivena nakon 

provedbe metode RFE uz pomoć programa Agilenta MassHunter Profinder, uključivala je 

761 spoj u pozitivnom i 783 spoja u negativnom načinu ionizacije.  

Graf dobiven metodom PCA za sve skupine pokazao je najveće razdvajanje podataka 

između zdravih kontrolnih ispitanika i bolesnika s AB-om, pri čemu su podaci koji 

odgovaraju ispitanicima s MCI-jem bili smještene između ovih dviju skupina (Slika 28.). 

Tijesno grupiranje uzoraka QC na PCA grafu potvrđuje analitičku pouzdanost metode i 

pokazuje da je normalizacija podataka ispravila sve potencijalne instrumentalne 

varijacije, čime se dodatno potvrđuju biološke razlike između ispitivanih skupina (Slika 

28.). Nakon analize PCA, za oba načina ionizacije generiran je model OPLS-DA kako bi se 

odredila razina diskriminacije između dviju odvojenih skupina uzoraka: zdrave kontrole 

naspram ispitanika s AB-om, osobe s MCI-jem naspram zdravih kontrola te ispitanici s 

dijagnozom MCI-ja naspram bolesnika s AB-om  (Slika 29. i 30.). Vrijednosti VIP, koje su 

generirane iz modela OPLS-DA, korištene su za identifikaciju metabolita koji su najviše 

doprinosili uočenim razlikama između skupina. Nakon kombinirane multivarijatne i 

univarijatne statističke analize, metodom LC-MS/MS identificirana su 23 značajno 

promijenjena metabolita (Tablica 3.).  

 

 
Slika 28. Grafički prikaz rezultata analize PCA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom LC-MS. Metodom LC-MS analizirani su 

uzorci plazmi zdravih kontrolnih ispitanika, ispitanika s MCI-jem te bolesnika oboljelih 

od AB-a. A) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u pozitivnom načinu 

ionizacije (R2X(cum) = 0,751); B) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS 

u negativnom načinu ionizacije (R2X(cum) = 0,368). Zdrave kontrole su označene 

plavom bojom, ispitanici s MCI-jem crvenom, bolesnici s AB-om zelenom, a uzorci QC 

sivom bojom. 
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Slika 29. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom LC-MS u pozitivnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,963; Q2 = 0.927) B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,924; Q2 = 0,792) C) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i ispitanika s MCI-jem (R2 = 0,971; Q2 

= 0,691). Zdrave kontrole su označene plavom bojom, ispitanici s MCI-jem crvenom, a 

bolesnici s AB-om zelenom bojom. 
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Slika 30. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom LC-MS u negativnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,969; Q2 = 0,809) B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,966; Q2 = 0,776) C) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i ispitanika s MCI-jem (R2 = 0,656; Q2 

= 0,307). Zdrave kontrole su označene plavom bojom, ispitanici s MCI-jem crvenom, a 

bolesnici s AB-om zelenom bojom. 

 

Većina spojeva identificiranih pomoću metode LC-MS/MS pripadali su skupinama 

masnih acila, glicerolipida i glicerofosfolipida. Svi ti spojevi bili su u pravilu sniženi u 

bolesnika oboljelih od AB-a i ispitanika s MCI-jem u usporedbi sa zdravim kontrolnim 

ispitanicima (Tablica 3.). Iz skupine masnih acila detektirane su i identificirane četiri 

masne kiseline, eikozatetraenoinska, dodekenoinska, dodekendionska te 9-

hidroksioktadekadienoinska kiselina (9-HODE) , koja je metabolit linolne kiseline (Tablica 

3.). Navedene masne kiseline, odnosno derivati masnih kiselina, bili su značajno slabije 

zastupljeni u skupini ispitanika s MCI-jem u odnosu na zdrave kontrole, dok u slučaju 

usporedbe skupine AB sa zdravim ispitanicima, isti trend je vidljiv kod svih masnih acila, 

osim u slučaju dodekenoinske kiseline čija je zastupljenost u skupini AB bila višestruko 

povišena u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (Tablica 3.). Također, razina ove masne 
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kiseline pokazala se značajno različitom pri usporedbi skupina AB i MCI, na način da je 

zastupljenost bila značajno viša kod ispitanika s dijagnozom AB-a (Tablica 3.). Među 

identificiranim glicerofosfolipidima, njih nekoliko pokazalo je značajno različitu 

zastupljenost u skupini ispitanika s MCI-jem u odnosu na osobe s dijagnozom AB-a 

(Tablica 3.). Iz rezultata je vidljivo da su kod ispitanika s AB-om pojedini fosfatildilkolini 

(PC) te njihove derivati lizolektini (LysoPC), koji nastaju nakon cijepanja jednog repa 

masne kiseline fosfolipazom, značajno sniženi u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike 

(Tablica 3.). Ove molekule najzastupljeniji su fosfolipidi u stanicama i sastavni dio njihovih 

membrana. Isti trend je vidljiv i u slučaju dva fosfatidiletanolamina (PE), LysoPE(18:0) i 

LysoPE(18:1) (Tablica 3.). Fosfolipidi iz skupine PE ključni su za strukturu staničnih 

membrana, sudjeluju u zgrušavanju krvi te transportu lipida. Među navedenim 

fosfolipidima detektiran je i jedan fosfatidilinozitol (PI), PI(18:0/22:0), čija je 

zastupljenost bila značajno niža kod bolesnika s AB-om u odnosu na zdrave kontrole 

(Tablica 3.). Svi ovi fosfolipidi bili su značajno slabije eksprimirani i kod osoba s MCI-jem 

u odnosu na zdravu kontrolu, a usporedbom bolesnika s AB-om i onih s dijagnozom MCI-

ja vidljivo je da su navedeni fosfolipidi slabije zastupljeni kod osoba s AB-om u odnosu 

na pojedince kod kojih je neurokognitivno oštećenje blago (skupina MCI). Od navedenih, 

jedino LysoPC(14:0) nije dosegao razinu značajnosti pri usporedbi između skupina AB i 

MCI (Tablica 3.). U analizi su detektirana i identificirana tri monoacilglicerola (MG) 

(Tablica 3.). Ovi metaboliti bili su značajno slabije eksprimirani kod ispitanika s MCI-jem 

u odnosu na kontrolne ispitanike, a pri usporedbi ispitanika s AB-om i kontrola, samo 

MG(0:0/18:0/0:0) zadržao je statističku značajnost (Tablica 3.). Međutim, iz rezultata je 

vidljivo da je kod svih detektiranih MG u slučaju skupine s AB-om prisutan sličan trend 

kao i kod usporedbe ispitanika s MCI-jem u odnosu na kontrolne ispitanike. U slučaju 

usporedbe skupina AB i MCI, nije bilo značajne razlike u zastupljenosti identificiranih 

lipida MG. Metabolit biliverdin je bio značajno povišen, a bilirubin značajno snižen u 

skupinama s kognitivnim oštećenjem (AB i MCI) u usporedbi sa zdravim kontrolnim 

ispitanicima (Tablica 3.). LC-MS analizom identificiran je i multifunkcionalni steroid, 

DHEAS, koji je bio slabije zastupljen u skupini bolesnika s AB-om ili MCI-jem u odnosu na 

zdrave ispitanike, dok razlika između skupina AB i MCI nije utvrđena. 
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Tablica 3. Značajno promijenjeni metaboliti u uzorcima ljudske plazme,  detektirani metodom LC-MS/MS u pozitivnom i negativnom načinu 

ionizacije, između bolesnika oboljelih od AB-a, ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrola. 

 
AB – Alzheimerova bolest, MCI – blagi neurokognitivni poremećaj, MG -monoacilglicerol, PC – fosfatidilkolin, PE – fosfatidiletanolamin, PI – 
fosfatidilinozitol, pBH – p – vrijednost nakon Benjamini–Hochbergove korekcije (p vrijednosti dobivena t-testom ili Mann-Whitney U testom) , p* - razina 
statističke značajnosti dobivena ANOVA ili Kruskal-Wallis ANOVA testom, RT – vrijeme zadržavanja, VIP – vrijednost važnosti varijable u projekciji dobivena 
iz modela OPLS-DA, %Δ – postotak promjene, 9-HODE - 9-hidroksioktadekadienoinska kiselina (zeleno – pozitivan smjer promjene, crveno – negativan 
smjer promjene).
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3.4.3. Metabolomsko profiliranje metodom GC-MS 

Analizom uzoraka ljudske plazme metodom GC-MS ukupno je detektirano 88 metabolita. 

Nakon normalizacije prvobitnih podataka, statističke analize i identifikacije metabolita, 

ukupno 27 metabolita detektiranih metodom GC-MS bilo je značajno promijenjeno 

između bolesnika s AB-om, ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrolnih ispitanika.  

Graf dobiven metodom PCA pokazuje dobro razdvajanje  zdravih kontrolnih ispitanika i 

bolesnika s AB-om, pri čemu su ispitanici s MCI-jem smješteni između ovih dviju skupina 

(Slika 31.). Uzorci QC dobro se grupiraju zajedno, što ukazuje na analitičku pouzdanost 

metode (Slika 31.). Nakon analize PCA, generiran je model metodom OPLS-DA koji 

pokazuje jasno razdvajanje između dviju uspoređivanih skupina uzoraka: skupine AB i 

zdravih kontrola, zdravih kontrola i skupine MCI te skupine ispitanika s AB-om i onih s 

dijagnozom MCI-ja (Slika 32.).  

 

 
Slika 31. Grafički prikaz rezultata analize PCA (R2X(cum) = 0,753) na podacima 

dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom GC-MS. 

Metodom GC-MS analizirani su uzorci plazmi zdravih kontrolnih ispitanika, ispitanika s 

MCI-jem te bolesnika oboljelih od AB-a.  Zdrave kontrole su označene plavom bojom, 

ispitanici s MCI-jem crvenom, bolesnici s AB-om zelenom, a uzorci QC sivom bojom. 
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Slika 32. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom GC-MS. A) Analiza 

OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme 

bolesnika s AB-om i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 0,934; Q2 = 0,869) B) Analiza 

OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme 

ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 0,884; Q2 = 0,851) C) Analiza 

OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme 

bolesnika s AB-om i ispitanika s MCI-jem (R2 = 0,600; Q2 = 0,335). Zdrave kontrole su 

označene plavom bojom, ispitanici s MCI-jem crvenom, a bolesnici s AB-om zelenom 

bojom. 

 

Spojevi detektirani metodom GC-MS pripadali su skupinama benzena i supstituiranih 

derivata, karboksilnih kiselina i njihovih derivata, masnih acila, hidroksi i keto kiselina te 

organooksigenih spojeva (Tablica 4.). Nadalje, dobiveni rezultati upućuju na niže razine 

aminokiselina i njihovih derivata (prolin, valin, glicin, serin, treonin, piroglutaminska 

kiselina, glutaminska kiselina) u bolesnika s AB-om u usporedbi sa zdravim kontrolnim 

ispitanicima i ispitanicima s MCI-jem (Tablica 4.). Zastupljenost valina, sukcinske kiseline 

i glutaminske kiseline također je bila snižena u ispitanika s MCI-jem u usporedbi sa 

zdravim kontrolama, ali je bila povišena u odnosu na bolesnike s AB-om (Tablica 4.). 

Limunska kiselina bila je manje zastupljena u ispitanika s AB-om i MCI-jem u usporedbi 

sa zdravim ispitanicima, međutim, razina ovog metabolita nije se razlikovala između 

skupina AB i MCI (Tablica 4.). Metaboliti koji spadaju u skupinu hidroksi kiselina (jabučna 

kiselina, glikolna kiselina i 3-hidroksipropanonska kiselina) bile su snižene u bolesnika s 
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AB-om u odnosu na ispitanike s dijagnozom MCI-ja, pri čemu je vidljivo da se razine 

jabučne kiseline smanjuju s napredovanjem kognitivnog propadanja (od zdravih 

kontrolnih ispitanika, preko ispitanika s MCI-jem, do bolesnika s AB-om). 2-

ketoizokaproična kiselina je bila snižena u ispitanika s MCI-jem i AB-om u odnosu na 

zdrave kontrole, ali nije utvrđena razlika u razinama ovog metabolita između skupine AB 

i MCI (Tablica 4.). Različiti organooksigeni spojevi, uključujući glicerinsku kiselinu, 

fruktozu i glukozaminsku kiselinu, pokazali su niže razine u skupini AB  u odnosu na zdrave 

kontrole i ispitanike s MCI-jem (Tablica 4.). Razine fruktoze su bile značajno niže u skupini 

MCI u odnosu na kontrolnu skupinu, uz dodatno smanjenje razine prema dijagnozi AB-a. 

Razine ugljikohidrata maltoze i izomaltoze bile su više u skupinama AB i MCI u odnosu na 

kontrolnu skupinu, dok je razina ovih disaharida bila niža u bolesnika s AB-om u odnosu 

na one s dijagnozom MCI-ja.
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Tablica 4. Značajno promijenjeni metaboliti u uzorcima ljudske plazme,  detektirani metodom GC-MS, između bolesnika oboljelih od AB-a, 

ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrola. 

 
AB – Alzheimerova bolest, MCI – blagi neurokognitivni poremećaj, pBH – p – vrijednost nakon Benjamini–Hochbergove korekcije (p vrijednosti dobivena 
t-testom ili Mann-Whitney U testom), p* - razina statističke značajnosti dobivena ANOVA ili Kruskal-Wallis ANOVA testom, RT – vrijeme zadržavanja, VIP 
– vrijednost važnosti varijable u projekciji dobivena iz modela OPLS-DA, %Δ – postotak promjene (zeleno – pozitivan smjer promjene, crveno – negativan 
smjer promjene). 
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3.5. Animalni model 

3.5.1. Potvrda animalnog modela AB-a 

Aβ-42 imunohistokemija 

Imunohistokemijskom metodom, primjenom protutijela za detekciju Aβ-42, utvrđena je 

prisutnost amiloidnih plakova u analiziranim moždanim prerezima (Slika 33.). Amiloidne 

nakupine nisu uočene na prerezima mozga kontrolnih miševa (Slika 33., A i B), dok su na 

prerezu mozga miševa 3xTg-AD vidljive nakupine u tkivu hipokampusa i prefrontalnog 

korteksa (Slika 33., C-E). 

 

 
Slika 33. Imunohistokemijska vizualizacija nakupina amiloida (Aβ-42) u mozgu miševa 

3xTg-AD. A) i B) Prerez hipokampusa (debljine 30 µm) miša iz kontrolne skupine koja 

nema patologiju koja odgovara AB-u. C), D) i E) Prerez hipokampusa (debljine 30 μm) 

miševa 3xTg-AD s razvijenom patologijom koja odgovara AB-u. 

 

Ponašanje životinja 

Kognitivne sposobnosti miševa procijenjene su testovima MWM, Y-labirinta i SDT kako 

bi se dodatno potvrdila adekvatnost animalnog modela AB-a.  

U testu MWM analiziran je postotak vremena provedenog u zoni u kojoj se nalazila 

skrivena platforma kao način procjene radne memorije. Rezultati usporedbe pokazali su 

da postoji statistički značajna razlika između ispitivanih skupina (H = 7,60; p = 0,022; 
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Kruskal-Wallis H test). Za međusobne usporedbe skupina primijenjen je dodatno Mann-

Whitney U test uz Bonferroni korekciju za višestruke usporedbe (prag značajnosti p < 

0,0167). Rezultati su pokazali smanjeni postotak vremena provedenog u zoni u kojoj se 

tijekom treninga nalazila platforma u usporedbi s kontrolnom skupinom, što upućuje na 

narušenu radnu memoriju kod miševa 3xTg-AD (U = 29,00; p = 0,010; Mann-Whitney U 

test) (Slika 34.).  

 

 
Slika 34. Usporedba rezultata testa ponašanja MWM između kontrolne skupine, miševa 

3Txg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 7,60; p = 0,022; 

Kruskal-Wallis H test)). Na y-osi prikazan je postotak vremena (%) provedenog u zoni u 

kojoj se prethodno nalazila platforma. 

Središnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 

75. percentile), a središnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pružaju od 

minimalne do maksimalne vrijednosti. 

* p = 0,010 (vs kontrolna skupina; post-hoc test) 

 

U testu Y-labirinta analiziran je postotak spontanih alternacija kao mjera prostorne radne 

memorije te broj ulazaka u krakove kao pokazatelj lokomotorne aktivnosti. Analiza broja 

ulazaka u krakove, pokazala je statistički značajnu razliku između skupina (H = 11,58; p = 

0,003; Kruskal-Wallis H test). Za međusobne usporedbe skupina primijenjen je dodatno 

Mann-Whitney U test uz Bonferroni korekciju za višestruke usporedbe (prag značajnosti 

p < 0,0167). Rezultati su pokazali da su kontrolni miševi imali značajno veći broj ulazaka 

* 
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u krakove u usporedbi s miševima 3xTg-AD miševima (U = 0,00; p = 0,001; Mann-Whitney 

U test), što upućuje na smanjenu lokomotornu aktivnost miševa 3xTg-AD (Slika 35.). 

Suprotno tome, analiza postotka spontanih alternacija (Slika 36.), nije pokazala statistički 

značajne razlike između ispitivanih skupina (H = 3,25; p = 0,197; Kruskal-Wallis H test).  

 

 
Slika 35. Usporedba broja ulazaka u krakove Y-labirinta između kontrolne skupine, 

miševa 3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 11,58; p 

= 0,003; Kruskal-Wallis H test). 

Središnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 

75. percentile), a središnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pružaju od 

minimalne do maksimalne vrijednosti. 

* p = 0,001 (vs. kontrolna skupina; post-hoc test) 

 

* 
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Slika 36. Usporedba postotka spontanih alternacija u Y-labirintu između kontrolne 

skupine, miševa 3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 

3,25; p = 0,197; Kruskal-Wallis H test). 

Središnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 

75. percentile), a središnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pružaju od 

minimalne do maksimalne vrijednosti. 

 

U testu SDT analizirano je vrijeme koje su životinje provele istražujući novu, nepoznatu 

životinju kao mjera socijalnog ponašanja. Usporedba nije pokazala značajnu razliku 

između ispitivanih skupina (H = 4,65; p = 0,098; Kruskal-Wallis H test), iako je na 

grafičkom prikazu (Slika 37.) vidljiv trend smanjenog vremena istraživanja kod miševa 

3xTg-AD miševa u usporedbi s kontrolnim životinjama. Suprotno tome, analiza vremena 

provedenog u nesocijalnom ponašanju pokazala je statistički značajnu razliku između 

skupina (H = 16,01; p < 0,001; Kruskal-Wallis H test). Za međusobne usporedbe skupina 

primijenjen je dodatno Mann-Whitney U test uz Bonferroni korekciju za višestruke 

usporedbe (prag značajnosti p < 0,0167). Rezultati su pokazali povećano vrijeme 

nesocijalnog ponašanja kod miševa 3xTg-AD (U = 31,00; p = 0,003; Mann-Whitney U test) 

i 3xTg-AD+DHEAS (U = 11,00; p = 0,001; Mann-Whitney U test). u usporedbi s kontrolnim 

miševima (Slika 38.).  
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Slika 37. Usporedba rezultata testa ponašanja SDT između kontrolne skupine, miševa 

3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 5,63; p = 0,098; 

Kruskal-Wallis H test). Na y-osi prikazano je vrijeme (s) koje su životinje provele 

istražujući novu, nepoznatu životinju. 

Središnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 

75. percentile), a središnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pružaju od 

minimalne do maksimalne vrijednosti. 

 

 
 

* 

** 
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Slika 38. Usporedba rezultata nesocijalnog ponašanja (test SDT) između kontrolne 

skupine, miševa 3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 

16,01; p < 0,001; Kruskal-Wallis H test).  

Središnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 

75. percentile), a središnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pružaju od 

minimalne do maksimalne vrijednosti. 

* p = 0,003 (vs. kontrolna skupina; Mann-Whitney U test) 

**p = 0,001 (vs. Kontrolna skupina; Mann-Whitney U test) 

 

3.5.2. Metabolomsko profiliranje uzoraka plazme metodom LC-MS 

Metodom LC-MS analizirane su mišje plazme i detektirano je 236 spojeva u pozitivnom i 

174 u negativnom načinu ionizacije. Nakon normalizacije podataka i provedene 

multivarijatne i univarijatne statističke obrade, ukupan broj tentativno identificiranih 

metabolita detektiranih u pozitivnom načinu ionizacije bio je 14, a u negativnom 12. 

Identificirani metaboliti pripadali su skupinama aminokiselina i peptida, masnih acila, 

glicerofosfolipida i indola (Tablica 5.).  

Za oba načina ionizacije generiran je grafički prikaz razdvajanja pojedinih životinja 

metodom PCA koji pokazuje slabije razdvajanje između ispitivanih skupina, dok uzorci 

QC pokazuju dobru grupaciju, osobito nakon normalizacije (Slika 39., A i B). Međutim, 

nakon generiranja modela OPLS-DA za podatke dobivene pozitivnim i negativnim 

načinom ionizacije, uočeno je znatno bolje razdvajanje između ispitivanih skupina: 

kontrolnih miševa i miševa 3xTg-AD, kontrolnih miševa i miševa 3xTg-AD tretiranih 

lijekom DHEAS te miševa 3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretirani lijekom DHEAS (Slika 

40. i 41.). 
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Slika 39. Grafički prikaz rezultata analize PCA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom LC-MS. Metodom LC-MS analizirani su 

uzorci plazmi kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD miševa tretiranih 

lijekom DHEAS. A) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u pozitivnom 

načinu ionizacije; B) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u 

negativnom načinu ionizacije. Miševi 3xTg-(+/+) su označeni zelenom bojom, 3xTg-AD 

crvenom, a miševi 3xTg-AD+DHEAS plavom, a QC uzorci sivom bojom. 
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Slika 40. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom LC-MS u pozitivnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD B) Analiza OPLS-

DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 

miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS C) Analiza OPLS-DA na 

podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme miševa 3xTg-AD i 

miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. Miševi 3xTg-(+/+) su označeni zelenom 

bojom, 3xTg-AD crvenom, a miševi 3xTg-AD+DHEAS plavom. 
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Slika 41. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom LC-MS u negativnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD B) Analiza OPLS-

DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 

miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS C) Analiza OPLS-DA na 

podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme miševa 3xTg-AD i 

miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. Miševi 3xTg-(+/+) su označeni zelenom 

bojom, 3xTg-AD crvenom, a miševi 3xTg-AD+DHEAS plavom. 

 

Aminokiselina triptofan i njegov metabolit indolmliječna kiselina pokazali su nižu 

zastupljenost u skupini 3xTg-AD u odnosu na kontrolne miševe, dok je u skupini miševa 

tretiranih lijekom DHEAS došlo do povećanja razine ovih metabolita u odnosu na 

netretirane 3xTg-AD miševe (Tablica 5.). Svi detektirani metaboliti koji spadaju u skupinu 

masnih acila bili su značajno povišeni u skupini 3xTg-AD u usporedbi s kontrolnim 

miševima. Navedeni metaboliti uključuju oktadekansku (stearinsku), 
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dokozapentaenoinsku, palmitinsku i oleinsku masnu kiselinu, glicerolipid 

MG(18:4/0:0/0:0), ester masne kiseline ili hidroksi masnu kiselinu FAHFA(24:4-2-O-14:0) 

te konjugate masnih kiselina i karnitina, tetradekenilkarnitin i linoleilkarnitin (Tablica 5.). 

Analizom pomoću metode LC-MS detektiran je veliki broj različitih glicerofosfolipida te 

su njihove razine uglavnom bile povišene u skupinama miševa 3xTg-AD i 3xTg-

AD+DHEAS, u usporedbi s kontrolnim miševima (Tablica 5.). Među identificiranim 

glicerofosfolipidima su različiti lipidi iz skupine PC te njihovi derivati LysoPC (Tablica 5.). 

Isti trend je vidljiv i u slučaju detektiranih i identificiranih lipida iz skupine PE, odnosno 

LysoPE (Tablica 5.). Rezultati multivarijatne i univarijatne statistike potvrdili su značajnu 

razliku u zastupljenosti navedenih glicerofosfolipida kod usporedbi skupina miševa 3xTg-

AD s kontrolnim miševima (Tablica 5.). Unatoč tome što su se navedeni metaboliti 

proizašli kao značajni nakon multivarijatne i univarijatne statističke analize, treba 

napomenuti da je dio tih identificiranih metabolita izgubio značajnost nakon Benjamini-

Hochbergove korekcije p vrijednosti dobivene univarijatnom statističkom obradom 

podataka. U slučaju usporedbe skupina miševa 3xTg-AD koji su razvili patologiju AB-a, a 

nisu tretirani lijekom DHEAS, i onih koji jesu tretirani ovim neurosteroidom, vidljivo je da 

je samo jedan glicerofosfolipid prošao rigoroznu univarijatnu te multivarijatnu statističku 

obradu na način da je u oba pristupa zadržao svoju značajnost. Radi se o lipidu PC(O-

15:0/2:0) (Tablica 5.) Zastupljenost navedenog glicerofosfolipida bila je snižena kod 

miševa 3xTg-AD u odnosu na kontrolne životinje, a terapija neurosteroidom DHEAS je 

rezultirala povišenjem razine ovog glicerofosfolipida. Značajna razlika u zastupljenosti 

ovog glicerofosfolipida vidljiva je kod miševa tretiranih DHEAS-om u odnosu na miševe 

3xTg-AD koji nisu tretirani, a pogotovo u odnosu na kontrolnu skupinu miševa (Tablica 

5.). U slučaju preostalih detektiranih i identificiranih metabolita, univarijatna statistička 

analiza nije dala značajne rezultate. Isključivo je multivarijatnom statističkom obradom 

(Tablica 5.) proizašlo par metabolita čija je zastupljenost potencijalno pod utjecajem 

terapije lijekom DHEAS (triptofan, indolmliječna kiselina, oktadekanska kiselina, 

MG(18:4/0:0/0:0), FAHFA(24:4-2-O-14:0) te pojedini glicerofosfolipidi iz skupine LysoPE).  
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Tablica 5. Značajno promijenjeni metaboliti u uzorcima mišje plazme detektirani metodom LC-MS, u pozitivnom i negativnom načinu 

ionizacije, između kontrolnih 3xTg(+/+) miševa te miševa 3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretiranih lijekom DHEAS (3xTg-AD+DHEAS). 

 
DHEAS – dehidroepiandrosteron sulfat, ESI – način ionizacije elektroraspršenjem: pozitivan (+) ili negativan (-), FAHFA - ester masne kiseline ili hidroksi 
masna kiselina, MG - monoacilglicerol, PC – fosfatidilkolin, PE – fosfatidiletanolamin, PI – fosfatidilinozitol, pBH - Benjamini–Hochbergova korekcija p 
vrijednosti dobivena t-testom ili Mann-Whitney U testom, p* - razina statističke značajnosti dobivena ANOVA ili Kruskal-Wallis testom, RT – vrijeme 
zadržavanja,  VIP – varijabla važnosti u projekciji OPLS-DA modela, %Δ – postotak promjene  (zeleno – pozitivan smjer promjene, crveno – negativan 
smjer promjene).
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3.5.3. Metabolomsko profiliranje uzoraka plazme metodom GC-MS 

Analizom mišje plazme metodom GC-MS detektirano je ukupno 55 metabolita, a nakon 

normalizacije prvobitnih podataka te statističke analize, ukupno 13 metabolita 

detektiranih metodom GC-MS bilo je značajno različito zastupljeno između kontrolnih, 

3xTg-AD i 3xTg-AD miševa tretiranih lijekom DHEAS.  

Grafički prikaz razdvajanja pojedinih životinja metodom PCA na temelju rezultata 

metabolomskog profiliranja uzoraka mišje plazme metodom GC-MS pokazao je slabije 

razdvajanje između ispitivanih skupina, ali dobro grupiranje uzoraka QC (Slika 42., A). 

Međutim, nakon generiranja modela OPLS-DA za podatke dobivene metodom GC-MS, 

uočeno je znatno bolje razdvajanje između ispitivanih skupina: kontrolnih miševa i 

miševa 3xTg-AD, kontrolnih miševa i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS te miševa 

3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretirani lijekom DHEAS (Slika 42., B-D). 

 

 
Slika 42. Grafički prikaz rezultata analize PCA i OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom GC-MS. Metodom GC-

MS analizirani su uzorci plazmi kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD 

miševa tretiranih lijekom DHEAS. A) Grafički prikaz analize PCA na podacima 

dobivenima  neciljanom metabolomskom analizom plazme kontrolnih miševa, 3xTg-AD 

i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS; B) Analiza OPLS-DA na podacima 
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dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i 

miševa 3xTg-AD C) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih 

lijekom DHEAS  D) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme miševa 3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEA. 

Miševi 3xTg-(+/+) su označeni zelenom bojom, 3xTg-AD  crvenom, miševi 3xTg-

AD+DHEAS plavom, a QC uzorci sivom bojom. 

 

Metaboliti identificirani nakon analize GC-MS pripadali su skupinama aminokiselina, 

masnih acila, ugljikohidrata i steroida (Tablica 6.). Identificirano je nekoliko aminokiselina 

i njihovih derivata čije su razine bile snižene u skupini 3xTg-AD u odnosu na kontrolne 

miševe (multivarijatna statistička analiza), međutim među identificiranim metabolitima 

samo je aminokiselina glicin bila značajno snižena nakon multivarijatne i univarijatne 

statističke obrade podataka u skupini 3xTg-AD u odnosu na kontrolnu skupinu. U slučaju 

usporedbe kontrolnih miševa s miševima 3xTg-AD koji su tretirani DHEAS-om, uočena je 

značajno manja zastupljenost aminokiseline alotreonin kod skupine miševa 3xTg-AD 

(Tablica 6.). Ostale aminokiseline su ili bile značajne samo nakon multivarijatne statističke 

obrade ili nisu uopće bile značajne. Iz rezultata je vidljivo da model 3xTg-AD ima manju 

zastupljenost pojedinih aminokiselina u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 6.). U 

slučaju usporedbe razine pojedinih aminokiselina između skupine miševa 3xTg-AD koji 

nisu tretirani u odnosu na one koji su primali lijek DHEAS nije bilo nikakvih statističkih 

značajnih razlika (Tablica 6.). Kolesterol, kao jedan od ključnih metabolita koji se vežu uz 

patologiju AB-a, bio je povišen u 3xTg-AD miševa u odnosu na kontrolne miševe, dok je 

u skupini 3xTg-AD nakon tretmana lijekom DHEAS došlo do smanjenja razine ovog 

metabolita, iako nije postignuta statistička značajnost nakon Benjamini-Hochbergove 

korekcije (Tablica 6.). Također, uočene su i promjene u razinama različitih masnih acila, 

kao što su 9-oktadekanska, linolna, oleinska i palmitinska kiselina, čije su razine bile 

povišene u miševa 3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretirani DHEAS-om u usporedbi s 

kontrolnim miševima (Tablica 6.). U slučaju mliječne kiseline uočen je obrnuti trend 

(Tablica 6.). Usporedba rezultata dobivenih nakon analize uzoraka plazme metodom LC-

MS i GC-MS definitivno sugerira važnu povezanost metabolizma masnih kiselina te 

pojedinih aminokiselina s patologijom AB-a koja je prisutna kod mišjeg modela 3xTg-AD.  
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Tablica 6. Značajno promijenjeni metaboliti u uzorcima mišje plazme detektirani metodom GC-MS, između kontrolnih 3xTg(+/+) miševa te 

miševa 3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretiranih lijekom DHEAS (3xTg-AD+DHEAS). 

 
DHEAS – dehidroepiandrosteron sulfat, RT – vrijeme zadržavanja, pBH - Benjamini–Hochbergova korekcija p vrijednosti dobivena t-testom ili Mann-
Whitney U testom, p* - razina statističke značajnosti  dobivena ANOVA ili Kruskal-Wallis testom, VIP – varijabla važnosti u projekciji OPLS-DA modela, %Δ 
– postotak promjene (zeleno – pozitivan smjer promjene, crveno – negativan smjer promjene.
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3.5.4. Metabolomsko profiliranje uzoraka tkiva metodom LC-MS 

Uz pomoć metode LC-MS/MS u uzorcima mišjeg tkiva mozga detektirano je 176 

metabolita u pozitivnom, odnosno 138 metabolita u negativnom načinu ionizacije. 

Nakon normalizacije podataka i statističke obrade, identificirano je ukupno 30 metabolita 

koji su bili značajno različito zastupljeni u ispitivanim skupinama miševa, od toga 14 u 

pozitivnom, a 13 u negativnom načinu ionizacije. Detektirani metaboliti pripadali su 

skupinama karboksilnih i hidroksi kiselina, aminokiselina, glicerofosfolipida, masnih 

acila, purinskih derivati te organooksigenih spojeva (Tablica 7.).  

Za oba načina ionizacije generiran je grafički prikaz razdvajanja pojedinih životinja 

metodom PCA koji pokazuje slabije razdvajanje između ispitivanih skupina, dok uzorci 

QC pokazuju dobru grupaciju, osobito u negativnom načinu ionizacije (Slika 43., A i B). 

Međutim, nakon generiranja modela OPLS-DA za podatke dobivene pozitivnim i 

negativnim načinom ionizacije, uočeno je znatno bolje razdvajanje između ispitivanih 

skupina: kontrolnih miševa i miševa 3xTg-AD, kontrolnih miševa i miševa 3xTg-AD 

tretiranih lijekom DHEAS te miševa 3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretirani lijekom 

DHEAS (Slika 44. i 45.). 

 

 
Slika 43. Grafički prikaz rezultata analize PCA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka tkiva mišjeg mozga metodom LC-MS. Metodom LC-MS analizirani 

su uzorci tkiva mozga kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD miševa 

tretiranih lijekom DHEAS. A) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u 
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pozitivnom načinu ionizacije; B) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS 

u negativnom načinu ionizacije. Miševi 3xTg-(+/+) su označeni zelenom bojom, 3xTg-AD 

crvenom, miševi 3xTg-AD+DHEAS plavom, a QC uzorci sivom bojom. 

 

 
Slika 44. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mišjeg mozga metodom LC-MS u 

pozitivnom načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mozga kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-

AD B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka 

tkiva mozga kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS C) 

Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva 

mozga miševa 3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEA. Miševi 3xTg-(+/+) su 

označeni zelenom bojom, 3xTg-AD crvenom, a miševi 3xTg-AD+DHEAS plavom. 
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Slika 45. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mišjeg mozga metodom LC-MS u 

negativnom načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mozga kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-

AD B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka 

tkiva mozga kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS  C) 

Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva 

mozga miševa 3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEA. Miševi 3xTg-(+/+) su 

označeni zelenom bojom, 3xTg-AD crvenom, a miševi 3xTg-AD+DHEAS plavom. 

 

Metodom LC-MS/MS identificirano je više različitih glicerofosfolipida čija zastupljenost 

je bila značajno različita kod uspoređivanih skupina (Tablica 7.). Međutim, iz rezultata je 

vidljivo da su statistički značajne razlike u zastupljenosti pojedinih glicerofosfolipida 

prvenstveno prisutne kod usporedbe miševa 3xTg-AD koji su tretirani neurosteroidom 

DHEAS u odnosu na kontrolnu skupinu. U pravilu radi se o povišenoj razini različitih 
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glicerofosfolipida koji spadaju u skupinu LysoPC (Tablica 7.). U skupini 3xTg-AD+DHEAS 

uočena je viša razina nekoliko lizofosfatidilkolina, uključujući  LysoPC(16:0), LysoPC(18:2), 

LysoPC(20:4), LysoPC(O-18:1). Iz usporedbe je vidljivo da je dio tih glicerofosfolipida 

značajno zastupljeniji u tkivu mozga miševa tretiranih DHEAS-om i u odnosu na miševe 

3xTg-AD koji nisu primali terapiju (Tablica 7.), pri čemu su statističku značajnost postigla 

tri metabolita, i to lysoPC(18:3), lysoPC(O-20:4) i lysoPC(O-18:1). Navedeno upućuje na 

povezanost DHEAS-a s metabolizmom pojedinih lysoPC lipida. Niti jedan identificirani 

glicerofosfolipid nije prošao strogi probir kombinacijom univarijatne i multivarijatne 

statističke obrade kada govorimo o usporedbi modela 3xTg-AD i kontrolne skupine 

miševa. Jabučna kiselina bila je povišena u obje skupine 3xTg-AD miševa u usporedbi s 

kontrolnim miševima, no nije uočena značajna razlika između skupine 3xTg-AD koja je 

tretirana lijekom DHEAS i kontrolne skupine 3xTg-AD (Tablica 7.). Purinski metaboliti, 

hipoksantin i ksantozin, također su bili zastupljeniji u obje skupine miševa 3xTg-AD u 

odnosu na kontrolu, međutim između tretirane i netretirane skupine 3xTg-AD nije 

zabilježena značajna razlika u razini ovih metabolita (Tablica 7.). Za različite aminokiseline 

i njihove analoge pronađena je tendencija koja bi upućivala na razlike u metabolizmu 

aminokiselina između ispitivanih skupina životinja. U slučaju usporedbe modela 3xTg-AD 

s kontrolnim životinjama, vidljiva je razlika u razini 5-aminovaleranske kiseline te citrulina 

(Tablica 7.) Te razlike nisu zadržane nakon FDR korekcije. Značajne razlike uočene su u 

skupini 3xTg-AD+DHEAS, u usporedbi s kontrolom, pri čemu su se istaknule razlike u 

razinama leucina i fenilalanina (Tablica 7.), što može upućivati na učinak DHEAS-a na 

metabolizam aminokiselina. Uz navedene metabolite, značajnoj razlici između ove dvije 

skupine životinja pridonosi i viša razina argininosukcinatne kiseline kod skupine 3xTg-

AD+DHEAS te isti obrazac promjene u razini 5-aminovaleranske kiseline te citrulina koji 

vidimo i kod skupine 3xTg-AD u odnosu na kontrolu (Tablica 7.). Sličan obrazac promjena 

koji vidimo u slučaju aminokiselina i njihovih derivata, uočen je i kod limunske kiseline i 

piroglutamata, čije su razine bile povišene u skupini 3xTg-AD+DHEAS u usporedbi s 

kontrolnom skupinom (Tablica 7.), dok nije bilo statistički značajna razlika u razini ovih 

metabolita između miševa 3xTg-AD i kontrolne skupine, kao ni u slučaju usporedbe  

skupine 3xTg-AD koja je netretirana i one koja je tretirana DHEAS-om. Međutim, treba 

napomenuti da prema rezultatima multivarijantne statističke analize, ovi metaboliti 

značajno doprinose razdvajanju ovih skupina u modelu OPLS-DA i imaju vrijednost VIP 

veću od 1 (Tablica 7.). Značajna razlika u razinama N-acetilneuraminske kiseline i 

Vitamina B5 uočene su između skupina 3xTg-AD i 3xTg-AD+DHEAS, u usporedbi s 

kontrolnim miševima, dok ove razlike nisu bile značajne niti u nakon multivarijatne, niti 

nakon univarijatne statističke analize kada govorimo o usporedbi između dviju skupina 

3xTg-AD (Tablica 7.).
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Tablica 7. Značajno promijenjeni metaboliti tkiva mišjeg mozga detektirani metodom LC-MS, u pozitivnom i negativnom načinu ionizacije, 

između kontrolnih 3xTg(+/+) miševa te miševa 3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretiranih lijekom DHEAS (3xTg-AD+DHEAS). 

 
DHEAS – dehidroepiandrosteron sulfat, ESI – način ionizacije elektroraspršenjem: pozitivan (+) ili negativan (-), pBH - Benjamini–Hochbergova korekcija 
p vrijednosti dobivena t-testom ili Mann-Whitney U testom, PC – fosfatidilkolin, PE – fosfatidiletanolamin, p* - razina statističke značajnosti  dobivena 
ANOVA ili Kruskal-Wallis testom, RT – vrijeme zadržavanja, VIP – varijabla važnosti u projekciji OPLS-DA modela, %Δ – postotak promjene (zeleno – 
pozitivan smjer promjene, crveno – negativan smjer promjene).
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3.5.5. Metabolomsko profiliranje uzoraka tkiva metodom GC-MS 

Metodom GC-MS u uzorcima tkiva mišjeg mozga detektirano je ukupno 59 metabolita, a 

nakon provedene statističke analize njih 13 je bilo značajno različito zastupljeno između 

uspoređivanih skupina životinja. Detektirani i identificirani metaboliti pripadali su 

skupinama  aminokiselina, masnih acila, organooksigenih spojeva i steroida (Tablica 8.). 

Grafički prikaz razdvajanja pojedinih životinja metodom PCA na temelju rezultata 

metabolomskog profiliranja uzoraka tkiva mišjeg mozga metodom GC-MS pokazao je 

slabije razdvajanje između ispitivanih skupina, ali dobro grupiranje uzoraka QC (Slika 46., 

A). Međutim, nakon generiranja modela OPLS-DA za podatke dobivene metodom GC-

MS, uočeno jasniju vizualizaciju varijabli koje najviše doprinose razlikama među 

skupinama te bolje razdvajanje između eksperimentalnih skupina: kontrolnih miševa i 

miševa 3xTg-AD , kontrolnih miševa i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS te miševa 

3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretirani lijekom DHEAS (Slika 46., B-D). 

 

 
Slika 46. Grafički prikaz rezultata analize PCA i OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom GC-MS. Metodom GC-

MS analizirani su uzorci plazmi kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD 

miševa tretiranih lijekom DHEAS. A) Grafički prikaz analize PCA na podacima 

dobivenima  neciljanom metabolomskom analizom plazme kontrolnih miševa, 3xTg-AD 
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i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS; B) Analiza OPLS-DA na podacima 

dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i 

miševa 3xTg-AD C) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih 

lijekom DHEAS  D) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme miševa 3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEA. 

Miševi 3xTg-(+/+) su označeni zelenom bojom, 3xTg-AD  crvenom, a miševi 3xTg-

AD+DHEAS plavom. 

 

Metodom GC-MS na uzorcima tkiva mišjeg mozga u pravilu su detektirani metaboliti koji 

pripadaju skupini aminokiselina i njihovih derivata (aminomalonska, asparaginska i 

pirolutaminska kiselina, glicin, piroglutamat, leucin, treonin, valin). Među njima 

identificiran je i glavni inhibicijski neurotransmiter, GABA, čije su razine bile su povišene 

u skupini 3xTg-AD+DHEAS u usporedbi s kontrolnom i netretiranom skupinom miševa 

3xTg-AD (Tablica 8.). Međutim, nije uočena statistički značajna razlika u razini ovog 

metabolita između skupine 3xTg-AD i kontrolne skupine, što upućuje na mogući učinak 

DHEAS-a na GABA-ergični sustav. U slučaju piroglutamata, leucina i treonina, pronađene 

su više razine u skupini 3xTg-AD+DHEAS u odnosu na kontrolnu skupinu, međutim nije 

utvrđena značajna razlika između ostalih uspoređivanih skupina (Tablica 8.). Među 

detektiranim masnim acilima, stearinska kiselina bila je povišena u skupinama 3xTg-AD i 

3xTg-AD+DHEAS u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je u skupini tretiranoj s DHEAS-om 

uočen trend smanjenja razine ovog metabolita u usporedbi s netretiranom skupinom, ali 

taj trend nije postigao statističku značajnost (Tablica 8.). Glicerinska kiselina je pokazivala 

sličan obrazac promjena, s povišenim razinama u skupinama koje modeliraju AB u 

odnosu na kontrolu te s trendom sniženja nakon tretmana neurosteroidom DHEAS. Iako 

je kolesterol značajno doprinio razdvajanju skupina u modelu OPLS-DA te mu je 

dodijeljena vrijednost VIP > 1 (VIP = 1,55), univarijatnom statističkom obradom nije 

potvrđena njegova značajnost te doprinos razdvajanju između skupina 3xTg-AD i 

kontrolnih miševa (Tablica 8.). 
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Tablica 8. Značajno promijenjeni metaboliti tkiva mišjeg mozga detektirani metodom GC-MS između kontrolnih 3xTg(+/+) miševa te 

miševa 3xTg-AD koji nisu i onih koji jesu tretiranih lijekom DHEAS (3xTg-AD+DHEAS). 

 
DHEAS – dehidroepiandrosteron sulfat, RT – vrijeme zadržavanja, pBH - Benjamini–Hochbergova korekcija p vrijednosti dobivena t-testom ili Mann-
Whitney U testom, p* - razina statističke značajnosti  dobivena ANOVA ili Kruskal-Wallis testom, VIP – varijabla važnosti u projekciji OPLS-DA modela, %Δ 
– postotak promjene (zeleno – pozitivan smjer promjene, crveno – negativan smjer promjene). 
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5. RASPRAVA 

Glavni cilj ovog istraživanja bio je ispitati promjene u plazmatskom metabolomskom 

profilu osoba oboljelih od AB-a u usporedbi sa zdravim kontrolnim ispitanicima te 

ispitanicima s dijagnozom MCI-ja. Dodatna vrijednost ovog istraživanja očituje se u 

provedbi metabolomske analize na plazmi i tkivu prefrontalnog korteksa mišjeg modela 

AB-a, 3xTg-AD, čime je omogućena usporedba metaboličkih profila između ljudi i 

životinja. Takav pristup osobito je važan s obzirom na činjenicu da se pretklinička 

ispitivanja potencijalnih lijekova za liječenje AB-a najčešće provode upravo na animalnim 

modelima bolesti. Nadalje, 3xTg-AD miševi su u ovom istraživanju bili tretirani 

neurosteroidom DHEAS, koji ima važnu ulogu u normalnom funkcioniranju mozga, kako 

bi se ispitao njegov učinak na metaboličke puteve koji su uključeni u patologiju AB-a. 

Neciljane metabolomske analize na platformama LC-MS i GC-MS provedene su s ciljem 

identifikacije promijenjenih metabolita te određivanja metabolomskog profila plazme 

oboljelih od AB-a, ispitanika s MCI-jem i kontrolnih ispitanika, kao i metabolomskog 

profila plazme i moždanog tkiva mišjeg modela bolesti, uključujući životinje tretirane 

neurosteroidom DHEAS i netretirane životinje 3xTg-AD. Rezultati ovog istraživanja mogu 

doprinijeti boljem razumijevanju patofizioloških mehanizama AB-a, kao i identifikaciji 

potencijalnih biomarkera s poboljšanom dijagnostičkom i prognostičkom vrijednošću.  

Dosadašnja istraživanja, uključujući i ovo, pokazala su postojanje značajnih promjena u 

metaboličkim profilima između oboljelih od AB-a, ispitanika s MCI-jem te zdravih 

kontrolnih ispitanika. Ove promjene prvenstveno su povezane s poremećenom 

energetskom homeostazom u plazmi, promjenama u metabolitima uključenima u ciklus 

limunske kiseline (TCA), narušenom neurotransmisijom i aktivacijom upalnih procesa. 

Ipak najizraženije promjene uočene su u metabolizmu lipida i energetskom 

metabolizmu. Slični obrasci metaboličkih promjena zabilježeni su i na mišjem modelu 

AB-a, pri čemu su poremećaji metaboličkih puteva bili najizraženiji u metabolizmu lipida 

i aminokiselina. Promjene identificirane u plazmi i moždanom tkivu miševa pokazale su 

u nekoj mjeri podudarnosti s plazmatskim metabolomskim profilom kod ljudi.  

S obzirom na to da dosadašnja istraživanja još uvijek nisu rezultirala razvojem učinkovitih 

terapijskih intervencija za liječenje AB-a, istraživački fokus sve više je preusmjeren prema 

identifikaciji novih terapijskih meta i ranih mehanizama u podlozi nastanka AB-a. Budući 

da metabolomika omogućuje istodobno praćenje promjena u više međusobno 

povezanih metaboličkih puteva, što je ključno za razumijevanje složenih metaboličkih 

poremećaja, njezina primjena u istraživanju AB-a sve više dobiva na značaju. 
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5.1. Promjene u metabolizmu aminokiselina i energije u AB-u 

Aminokiseline su važni strukturni elementi većih peptida i proteina te međuprodukti koji 

imaju ključnu ulogu u različitim metaboličkim procesima. Osim što predstavljaju 

esencijalne supstrate za sintezu proteina, aminokiseline su prekursori različitih 

metabolita i lipida te imaju važnu ulogu u regulaciji ekspresije gena i staničnoj signalizaciji 

(308–310). Dodatno, aminokiseline služe kao izvor metaboličkih intermedijera koji ulaze 

u ciklus TCA i služe za proizvodnju energije (Slika 47.) (311). Neciljanom metabolomskom 

analizom identificirani su brojni metaboliti koji pripadaju skupinama aminokiselina i 

njihovih derivata te ključni intermedijeri ciklusa TCA, koji su usko povezani s energetskim 

metabolizmom. 

 

 
Slika 47. Aminokiseline kao izvor intermedijera za normalno funkcioniranje TCA ciklusa.  

Acetil-CoA – acetil koenzim A, Ala – alanin, Arg – arginin, Asa – asparaginska kiselina, 

Asn – asparagin, Cys – cistein, Gln – glutamin, Glu –glutaminska kiselina, Gly – glicin, 

His – histidin, ile – izoleucin, Leu - leucin, Lys – lizin, Met – metionin, Phe – fenilalanin, 

Pro – prolin, Ser – serin, TCA – trikarboksilni ciklus, Thr – treonin, Trp – triptofan, Tyr – 

tirozin, Val – valin. Slika prilagođena prema (311). 
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Promjene u ljudskoj plazmi 

Jedan od najčešćih opažanja u metaboličkim istraživanjima AB-a jest poremećaj 

metabolizma aminokiselina. U ovom istraživanju uočene su snižene razine različitih 

aminokiselina i njihovih derivata, uključujući prolin, valin, glicin, serin, treonin, sukcinsku, 

glutaminsku i piroglutaminsku kiselinu, kod osoba oboljelih od AB-a u usporedbi sa 

zdravim kontrolnim ispitanicima i ispitanicima s MCI-jem. U središnjem živčanom 

sustavu, aminokiseline, uključujući glutaminsku kiselinu, GABA-u, asparaginsku kiselinu i 

glicin, igraju ključnu ulogu u neurotransmisiji (126). Također, u AB-u dodatno su uočene 

promjene u metaboličkim putevima metionina, triptofana i tirozina, upućujući na njihov 

potencijal kao korisnih biomarkera za poboljšanu dijagnozu AB-a (312,313). U našem 

istraživanju, razine metionina su bile značajno niže u skupini AB skupini u usporedbi sa 

skupinom MCI, ali nije uočena značajna razlika između skupine AB i zdravih ispitanika. 

Slični rezultati dobiveni su i u serumu oboljelih od AB-a (292). Metionin, kao glavni izvor 

metilnih skupina, pretvara se u S-adenozilmetionin (SAM) koji dalje igra važnu ulogu u 

metilaciji DNA i histona, regulaciji neurotransmisije i lipidne homeostaze (314). U AB-u 

se poremećeni mehanizmi transmetilacije povezuju s niskim razinama SAM-a i metionina 

(292). Valin, leucin i izoleucin su aminokiseline razgranatih lanaca koje igraju važnu ulogu 

u sintezi proteina i ključne su za normalno funkcioniranje mozga (315). Nekoliko različitih 

istraživanja pokazalo je da u AB-u dolazi do pada u razinama ova tri metabolita (316–

318). Snižene razine valina povezuje se s ubrzanim kognitivnim padom, što je u skladu s 

našim rezultatima (319). Iako u našem istraživanju nisu detektirani leucin i izoleucin, 

uočena je manja razina 2-ketoizokaproične kiseline, koja je metabolit leucina, u 

skupinama AB i MCI u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike. Jedna od pretpostavki je 

da neuroni koriste razgranate lance ovih aminokiselina kao izvor energije kako bi 

nadoknadile poremećen energetski metabolizam u AB-u (320). Posljedično, njihova 

koncentracija u krvi je značajno niža. Nadalje, ove aminokiseline prolaze krvno-moždanu 

barijeru i imaju ulogu u metabolizmu glutamata, gdje ih transaminaza BCAA koristi za 

njegovu sintezu (321). Glutamat je najzastupljenija aminokiselina u mozgu i glavni je 

ekscitatorni neurotransmiter u središnjem živčanom sustavu (322). Igra važnu fiziološku 

ulogu u razvoju mozga, učenju, pamćenju, senzornoj aktivnosti i sinaptičkoj plastičnosti 

(323). Promjene u glutamatergičnoj neurotransmisiji povezane su s kognitivnim 

poremećajima, poput AB-a (127), ishemijskog oštećenja mozga (128) i bolesti motornih 

neurona (129). Snižene razine glutamata smatraju se patološkim biomarkerom u mozgu 

osoba s AB-om (309,313,323–325). Promjene razina glutamata i glutamina u AB-u mogu 

odražavati poremećenu neurotransmisiju i ekscitotoksičnost glutamata (326). Nekoliko 

istraživanja također je uočilo smanjenu razinu glutamata kod ispitanika s AB-om ili MCI-

jem, što je u skladu s rezultatima ovog istraživanja (309,325). Glutamat također djeluje 
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kao ključni posrednik između metabolizma ugljikohidrata i aminokiselina putem ciklusa 

TCA (327). Ciklus TCA predstavlja niz kemijskih reakcija i služi za stvaranje energije putem 

oksidacije acetil-CoA, koji potječe iz ugljikohidrata, masnih kiselina i proteina (328). 

Različite metabolomske studije pokazale su da u AB-u dolazi do promjena u ključnim 

metabolitima ciklusa TCA te glikolize (317,329). U ovom istraživanju, uočeno je 

progresivno smanjenje sukcinske, limunske i jabučne kiseline, od zdravih ispitanika, 

preko ispitanika s MCI-jem, do pojedinaca s dijagnozom AB-a. Sukladno ovome, i druga 

istraživanja također su uočila promjene u različitim metabolitima i intermedijerima 

ciklusa TCA, uključujući i fumarinsku i 2-butandiočnu kiselinu, čije su razine bile snižene 

i kod AB-a i kod MCI-ja (309). Suprotno tome, jedno istraživanje je pokazalo da u AB-u 

dolazi do nakupljanja intermedijera ciklusa TCA, kao što je limunska kiselina, a razine 

jabučne kiseline su bile povišene u teškom stadiju demencije (319).  Očuvana funkcija 

mitohondrija izuzetno je važna za normalno odvijanje ciklusa TCA. Međutim, uz 

patologiju AB-a često se vežu i oštećenja mitohondrija (330), što dovodi do smanjenog 

metabolizma glukoze, prekomjernog nakupljanja ROS-a i povećanog oksidativnog stresa 

(331). Stoga, promjene u razinama različitih intermedijera ciklusa TCA upućuju na 

mitohondrijsku disfunkciju, poremećaj redoks homeostaze i pojačani oksidativni stres 

(332).  

Posljednjih godina AB se sve više ističe kao metabolička bolest pa se zbog toga često 

opisuje kao dijabetes tipa 3 (118). Poremećaj u metabolizmu glukoze smatra se jednim 

od pokazatelja progresije patoloških procesa u AB-u (333). Pokazano je da razina glukoze 

značajno snižena u hipokampusu i posteriornom cingulatu tijekom ranih faza bolesti 

(334,335). Rezultati metaboličkih istraživanja pokazala su da u ranim fazama demencije 

dolazi do nakupljanja ugljikohidrata, poput galaktoze, arabinitola, glicerola i fruktoze, te 

je put metabolizma ugljikohidrata  značajno snižen u osoba oboljelih od demencije, što 

upućuje na smanjenu iskoristivost ugljikohidrata u AB-u (319). Nadalje, pokazano je da 

oboljeli od AB-a imaju smanjene koncentracije glukoznih transportera karakterističnih za 

središnji živčani sustav (336). Pretpostavlja se da je smanjena iskoristivost glukoze u 

mozgu jedan od najranijih događaja u AB-u te da se javlja čak i prije pojave patoloških i 

kliničkih obilježja bolesti (337). U ovom istraživanju identificirano je nekoliko ključnih 

metabolita čije razine su bile značajno promijenjene kod ispitanika s AB-om, upućujući 

na poremećenu iskoristivost glukoze i glikolitičkog puta u AB-u. Razina glukoze je bila 

značajno niža u skupini AB u odnosu na MCI, dok su fruktoza, glukozaminska i glicerinska 

kiselina bile značajno snižene u skupini AB u odnosu na zdrave i ispitanike s MCI-jem. 

Razine maltoze i izomaltoze, glavnih izvora glukoze, bile su povišene u AB-u i MCI-ju u 

usporedbi sa stanjem kojeg vidimo kod zdravim kontrolnim ispitanicima. Nakupljanje 

ovih disaharida može ukazivati na smanjenu sposobnost stanica za razgradnju glukoze 

(338). U uvjetima smanjene iskoristivosti glukoze u mozgu, dolazi do pomaka prema 
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ketogenom metabolizmu, gdje se kao glavni izvor energije koriste ketonska tijela, poput 

3-hidroksibutirične kiseline i acetoacetata (339). U skladu s tim, u našem istraživanju 

razine acetoacetata su bile značajno povišene u AB-u u odnosu na druge skupine 

ispitanika, što bi moglo upućivati na pojačano korištenje alternativnih izvora energije. 

Povišene razine acetoacetata bi mogle odražavati adaptivni odgovor na smanjenu 

dostupnost glukoze. Ovi rezultati dodatno potvrđuju postojanje poremećaja u 

metabolizmu ugljikohidrata i energetskoj homeostazi u AB-u.  

 

Promjene u mišjem modelu 

Neciljanom metabolomskom analizom mišje plazme detektirano je nekoliko 

aminokiselina i njihovih derivata. Među značajnim aminokiselinama je triptofan, koji 

predstavlja esencijalnu aminokiselinu za sintezu serotonina, melatonina i metabolita 

kinureninskog puta (340). Triptofan i njegov metabolit indolmliječna kiselina, koja ima 

protuupalna i imunomodulacijska svojstva, bili su značajno sniženi u skupini 3xTg-AD u 

odnosu na kontrolne miševe. U sličnom metabolomskom istraživanju na miševima 3xTg-

AD utvrđene su snižene razine i drugih metabolita uključenih u metabolizam triptofana, 

uključujući serotonin i N-acetil-5-hidroksitriptamin (341). Slični rezultati zabilježeni su i 

kod ljudi, gdje su utvrđene snižene razine triptofana (317), serotonina i njegovih 

receptora u serumu i CSF-u na post-mortem uzorcima mozga bolesnika s AB-om 

(342,343). Poremećaj u serotoninskom sustavu povezuje se s pojačanim upalnim 

odgovorom povezanim s prisutnošću oligomera Aβ (344). Smatra se da nakupljanje 

amiloidnih plakova može potaknuti upalni odgovor praćen poremećenim metabolizmom 

triptofana (344). Početna degeneracija serotoninskog sustava može potaknuti širenje 

patoloških promjena u AB-u, a sve veći broj istraživanja pokazuje da bi to mogao biti 

jedan od ranih obilježja AB-a (345). U plazmi miševa detektiran je tripeptid sastavljen od 

aminokiselina fenilalanina, alanina i arginina, čija je razina bila značajno viša u skupini 

3xTg-AD u odnosu na kontrolnu skupinu. Zanimljivo je da značajno poremećena 

proteosomalna funkcija predstavlja jedan od ranijih događaja u AB-a, pri čemu se 

poremećaj dodatno produbljuje napredovanjem bolesti (346). Poremećena funkcija 

proteosoma sugerira smanjenu proteolitičku aktivnost i nepotpunu razgradnju proteina, 

uzrokujući nakupljanje kratkih dipeptida i tripeptida (347). U plazmi miševa 3xTg-AD 

detektirane su snižene razine metabolita poput glicina, alotreonina, propionske i 

glutaminske kiseline, no samo je glicin bio statistički značajno promijenjen. Slično tome, 

metabolomskim istraživanjem provedenim na serumu miševa 3xTg-AD detektirano je i 

identificirano 256 ciljanih metabolita koji su uglavnom bili uključeni u biosintezu 

aminoacil-tRNA , biosintezu arginina, metabolizam serina, glicina i arginina, metabolizam 

aspartata i glutamata te purinski i pirimidinski metabolizam (341).  
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U prefrontalnom korteksu mišjeg modela AB-a detektirano je nekoliko metabolita koji 

pripadaju skupini aminokiselina i njihovih derivata, međutim nijedan od identificiranih 

metabolita nije postigao značajnost nakon korekcije FDR. U istraživanju provedenom na 

transgeničnom mišu TgCRND8 provedena je 1H NMR spektroskopija na 8 različitih regija 

mozga, među kojima su bili i korteks i hipokampus (348). Rezultati ovog istraživanja 

pokazala su snižene razine N-acetil-aspartata, glutamata, glutamina i GABA-e. N-acetil-

aspartat predstavlja biomarker zdravlja neurona, aksonalne vijabilnosti i gustoće (349), 

dok je GABA ključni inhibicijski neurotransmiter. Oba ova metabolita, detektirana su i u 

prefrontalnom korteksu mišjeg modela AB-a te su njihove razine bile snižene u usporedbi 

s kontrolnim miševima, ali bez statističke značajnosti nakon korekcije FDR korekcije. 

Snižene razine N-acetil-aspartata u skladu su s drugim istraživanjima i na ljudskim post-

mortem uzorcima mozga (350,351) te na kortikalnim prerezima mišjih modela AB-a 

(348,352). Slično tome, snižene razine GABA-e uočene su u frontalnom korteksu 

bolesnika s AB-om (353). 

Na mišjem modelu bolesti uočen je poremećaj u ciklusu TCA, koji se očituje 

promijenjenim razinama ključnih metabolita i intermedijera ovog metaboličkog puta. U 

prefrontalnom korteksu miševa 3xTG-AD uočene su povišene razine limunske i jabučne 

kiseline u odnosu na kontrolne miševe. Suprotno tome, metabolomskim istraživanjem 

provedenim na prerezima hipokampusa miševa 3xTg-AD detektirane su snižene razine 

limunske kiseline, cis-akonitata, jabučne kiseline, sukcinata, fumarata i α-ketoglutarata 

(329). U hipokampusu miševa 5xFAD, starih 4 mjeseca, uočena je smanjenu aktivnost 

ciklusa TCA, što se očituje smanjenim omjerima aspartarta, citrata i fumarata (354). 

Suprotno tome, cerebralni korteks istih miševa pokazuje povećanu aktivnost ciklusa TCA, 

s povećanim omjerima aspartata, limunske kiseline, fumarata, glutamata i glutamina. 

Ovakav rezultat sugerira regionalno diferencirani metabolički fenotip (354). Stoga porast 

razina metabolita ciklusa TCA može ukazivati na kompenzacijski porast metabolizma 

vezanog za ciklus TCA u određenim regijama mozga (354). Također, u prefrontalnom 

korteksu miševa 3xTg-AD uočene su povišene razine vitamina B5. Vitamin B5 je prekursor 

koenzima A, koji je esencijalni faktor uključen u brojne metaboličke reakcije, poput 

sinteze fosfolipida, sinteze i razgradnje masnih kiselina te funkcioniranje ciklusa TCA 

(355). Međutim, većina istraživanja navodi da smanjene razine ovog metabolita mogu 

biti uzrok neurodegeneracije u AB-u, Parkinskonovoj bolesti i Huntingtonovoj bolesti 

(356). Ovaj pad zabilježen je post-mortem u regijama mozga osoba s AB-om, poput 

hipokampusa, entorinalnog korteksa i srednjeg temporalnog girusa (357). Povišene 

razine vitamina B5 u prefrontalnom korteksu miševa 3xTg-AD vjerojatno odražava 

kompenzacijski mehanizam mozga kojim se nastoji održati lipidna homeostaza u ranoj 

fazi patologije AB-a.  
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U posljednje vrijeme laktat se ističe kao ključni metabolit odgovoran za održavanje 

pamćenja (358). Laktat je krajnji produkt aerobne glikolize koji se odvija u astrocitima te 

sve više dokaza upućuje na to da su proizvodnja i njegov transport između astrocita i 

neurona nužni za formiranje pamćenja (359). Laktat je također identificiran kao nova 

signalna molekula u mozgu odgovorna za regulaciju sinaptičke plastičnosti (360). Harris 

i suradnici (358) su ispitivali odnos između razine laktata u mozgu i pamćenja u APP/PS1 

mišjem modelu AB-a. Uočeno je smanjenje razina laktata u frontalnom korteksu 

kontrolnih miševa ovisno o dobi, dok se kod miševa APP/PS1 razine nisu značajno 

mijenjale između 3. i 12. mjeseca starosti. Analizom intersticijske tekućine hipokampusa 

uočen je značajni porast razine laktata kod miševa APP/PS1 u odnosu na kontrolne 

miševe u dobi od 12 mjeseci. Kod kontrolnih miševa, povećanje ekspresije enzima koji 

proizvode laktat korelirala je s boljim rezultatima pamćenja. Međutim, kod miševa 

APP/PS1 uočen je suprotan efekt, odnosno, kod njih je povećana ekspresija enzima koji 

proizvode laktat korelirala s lošijim pamćenjem (358). Autori ističu da je proizvodnja 

laktata, putem aerobne glikolize, korisna za funkciju pamćenja tijekom normalnog 

starenja (358). Međutim, povišene razine kod miševa APP/PS1 upućuju na poremećenu 

obradu laktata, što može doprinijeti kognitivnom padu u AB-u. U novijem istraživanju, 

provedenom na hipokampusu miševa 3xTg-AD, uočene su pak niske razine laktata 

sugerirajući poremećaj glikolitičkog ciklusa (361). Dodatno, suplementacija L-laktatom 

vraća normalne razine laktata u mozgu i značajno poboljšava pamćenje, dugotrajnu 

potencijaciju i sinaptičku strukturu (361). U našem istraživanju u plazmi miševa 3xTg-AD 

uočena je značajno snižena razina mliječne kiseline u usporedbi s kontrolnim miševima. 

Uzimajući u obzir porast razina markera ketogeneze, 3-hidroksibutirata (iako nije bilo 

značajnosti nakon FDR korekcije), ovi rezultati upućuju na potencijalni poremećaj 

glikolize i energetskog metabolizma te pomak prema ketonskom metabolizmu. Uz 

poremećaj energetskog metabolizma, sve veći broj istraživanja upućuje i na promjene u 

purinskom metabolizmu (362,363). Hipoksantin je intermedijer razgradnje purinskih 

nukleotida, čije se visoke razine povezuju s pojačanim razgradnjom ATP-a i prisutnošću 

energetskog stresa (364). Razine hipoksantina u prefrontalnom korteksu miševa 3xTg-AD 

bile su povišene u usporedbi s kontrolnim miševima, a slične rezultate pokazali su i Esteve 

i suradnici (365), gdje su u mozgu miševa 3xTg-AD, uz povišene razine hipoksantina, uočili 

i povećane razine ksantina i mokraćne kiseline, ključnih metabolita purinskog 

metabolizma. 
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5.2. Promjene u metabolizmu lipida u AB-u  

Lipidi predstavljaju raznoliku skupinu biomolekula koje su strukturno i funkcionalno 

uključene u široki spektar različitih staničnih procesa i funkcija u tkivu. Nakon masnog 

tkiva, mozak je drugi najveći organ u tijelu s najvećim udjelom lipida (366). Glavne vrste 

lipida u mozgu se mogu podijeliti na fosfolipide, sfingolipide, glicerolipide, masne kiseline 

i sterole (Slika 48.). Metabolizam lipida povezan je s više neuropatoloških procesa AB-a, 

uključujući stvaranje amiloidnih plakova, neuroupalu, oksidativni stres, bioenergetski 

deficit i degeneraciju mijelina (367–370).  

 

 
Slika 48. Shematski prikaz metabolizma lipida.  

Ac-CoA – acil koenzim A, ACA-CoA – acetoacetil koenzim A, DG - diacilgliceridi, LysoP – 

lizofosfolipidi, MG – monoacilgliceridi, TG – triacilgliceridi 

Prilagođeno prema https://reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-556833&PATH=R-

HSA-1430728 (pristupljeno 05.01.2026).  

 

5.2.1. Masne kiseline i glicerolipidi 

Promjene u ljudskoj plazmi 

Masne kiseline se dijele prema stupnju zasićenosti, odnosno broju dvostrukih veza, na 

zasićene i nezasićene masne kiseline. Nezasićene masne kiseline se dijele na 

monozasićene i polinezasićene masne kiseline, pri čemu se polinezasićene dodatno 

https://reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-556833&PATH=R-HSA-1430728
https://reactome.org/PathwayBrowser/#/R-HSA-556833&PATH=R-HSA-1430728
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dijele u dva razreda: omega-3 i omega-6 masne kiseline. Masne kiseline su prisutne u 

visokim razinama u neuronima te djeluju kao bioaktivne molekule igrajući važnu ulogu u 

staničnoj strukturi i prijenosu signala (371). Promjene u zastupljenosti nezasićenih 

masnih kiselina u više su studija povezane s AB-om (372). U tim istraživanjima utvrđeno 

je da su razine masnih kiselina, uključujući omega-3 masne kiseline i oleinsku kiselinu, 

niže u mozgu (osobito u korteksu) i plazmi osoba s AB-om u usporedbi s kognitivno 

zdravim kontrolama (136,342). U našoj analizi na ljudskoj plazmi, primjenom metoda LC-

MS i GC-MS, identificirano je nekoliko masnih kiselina (eikozatetraenoinska, 

dodekenoinska, dodekendionska i 9-HODE). Njihove razine su bile značajno niže u skupini 

ispitanika s MCI-jem u odnosu na zdrave kontrole, dok u slučaju usporedbe skupine AB 

sa zdravim ispitanicima, isti trend je vidljiv kod svih masnih acila, osim u slučaju 

dodekenoinske kiseline čija je zastupljenost u skupini AB bila višestruko povišena u 

odnosu na skupinu zdravih ispitanika. 9-HODE je metabolit linolne kiseline, koja je 

omega-6 masna kiselina. Linolna kiselina doprinosi polimerizaciji proteina tau i Aβ (373). 

Štoviše, pokazano je da su njezine razine značajno niže u ispitanika s AB-om ili MCI-jem 

u usporedbi s kontrolnom skupinom (136). Niske razine linolne kiseline povezuju se s 

povećanom razinom proupalnog metabolita, arahidonske kiseline (137). Promjene u 

razinama mnogih drugih masnih kiselina zabilježene su u AB-u, uključujući oleinsku, 

stearinsku, palmitinsku i, jednu od najzastupljenih polinezasićenih masnih kiselina u 

mozgu, DHA. Snowden i suradnici (373) utvrdili su značajnu razliku u razinama linolenske, 

DHA, EPA, oleinske i arahidonske kiseline u mozgu oboljelih od AB-a u usporedbi s 

kontrolnom skupinom. Brojna istraživanja su analizirala razine masnih kiselina u mozgu, 

plazmi i serumu ispitanika s AB-om, ali s kontradiktornim rezultatima (136,374). Razlozi 

različitih rezultata mogu ležati u eksperimentalnim postavkama i analitičkim 

platformama primijenjenima u istraživanjima, tipu uzorka te protokolima koji su se 

koristili za izdvajanje lipida.  

Ovisno o broji acilnih grupa u strukturi, glicerolipidi se dijele na monogliceride (MG), 

diacilgliceride (DG) i trigliceride (TG). Ovi lipidi imaju ključnu ulogu u energetskom 

metabolizmu i staničnoj signalizaciji (375). Nekoliko lipidomskih i metabolomskih studija 

uočilo je poremećaj u metabolizmu glicerolipida u neurodegenerativnim bolestima, 

uključujući i AB. Pokazano je da su razine MG-a i DG-a povišene u prefrontalnom korteksu 

i u plazmi ispitanika s AB-om i MCI-jem (376,377), dok razine TG-a nisu promijenjene 

(376,378). Wood i suradnici (376) su u svom radu istaknuli kako bi visoke razine ovih 

glicerolipida mogle biti rani događaj u patologiji AB-a. Dodatno, detektirane su povišene 

razine MG-a i DG-a u sivoj tvari ispitanika s MCI-jem i bolesnika s dijagnozom AB-a, što 

sugerira da ove promjene mogu imati ulogu u razvoju MCI-ja, kao i prijelazu iz MCI-ja u 

AB (379). Međutim, u ovom istraživanju detektirana su tri spoja iz skupine MG, od kojeg 



 

98 

 

je samo MG(0:0/18:1/0:0) bio značajno snižen u skupini AB u usporedbi s kontrolnom 

skupinom, pri čemu nisu utvrđene značajne razlike između skupina AB i MCI. 

Steroidni lipidi predstavljaju važne komponente u patofiziologiji AB-a čija se uloga 

intenzivno proučava, no metabolomski podaci su zasad i dalje ograničeni. DHEA, 

odnosno DHEAS, je neurosteroid koji je uključen u brojne procese poput regulacije 

imunološkog sustava, učenja, pamćenja, regulacije emocija, tjelesnog rasta i razvoja (1). 

Razine neurosteroida DHEA i DHEAS znatno opadaju starenjem, ali taj pad je vidljiv i u 

neurodegenerativnim bolestima, uključujući AB (1). DHEA(S) se povezuje s padom 

kognitivne funkcije, kao i s povećanom stopom neuronske degeneracije i disfunkcije koja 

se javlja tijekom starenja i neurodegenerativnih procesa (199). U našem istraživanju, 

DHEAS je bio manje zastupljen u AB-u i MCI-ju u usporedbi sa zdravim kontrolama, ali 

nisu utvrđene značajne razlike između AB-a i MCI-ja. Brojna druga istraživanja su također 

potvrdila smanjene razine neurosteroida DHEA(S) u plazmi oboljelih od AB-a (219,380–

382). Međutim, postoji nesklad između razina steroidnih hormona u cirkulaciji i onih koje 

su zabilježene u mozgu, budući da su neke studije izvijestile o povišenim razinama u 

mozgu bolesnika s AB-om (208,383). Jedna od pretpostavki je da povišene razine 

neurosteroida DHEA u mozgu predstavljaju odgovor na pojačani oksidativni stres 

induciran prisutnošću amiloidnih plakova u AB-u. Zbog navedenog se DHEA zadržava u 

mozgu, pri čemu se njegova razina u cirkulaciji smanjuje (382). 

 

Promjene na mišjem modelu 

U plazmi i prefrontalnom korteksu mišjeg modela bolesti detektiran je veći broj masnih 

kiselina. Metodama LC-MS i GC-MS detektirani su oleinska, palmitinska i 9-oktadekanska 

kiselina u plazmi miševa 3xTg-AD, dok su oleinska i stearinska kiselina identificirani i u 

prefrontalnom korteksu ovih miševa. Razine ovih metabolita su bile značajno povišene 

kod miševa 3xTg-AD u odnosu na kontrolnu skupinu. Palmitinska i 9-oktadekanska 

kiselina su zasićene masne kiseline koje potiču proupalnu aktivaciju mikroglija, 

aktivirajući put transkripcijskog faktora NF-Kβ i povećanu proizvodnju proupalnih 

citokina, IL-1β, IL-6, TNF-β te ROS-a (384). Dodatno, predloženo je i da povišene razine 

ovih zasićenih masnih kiselina igraju središnju ulogu u pokretanju kaskade događaja koji 

dovode do patofizioloških promjena povezanih s AB-om (385). Naime, istraživanje 

provedeno na primarnoj kulturi štakorskih neurona pokazalo je da povišene razine 

masnih kiselina doprinose hiperfosforilaciji proteina tau (385) i agregaciji Aβ filamenata 

(386). Oleinska kiselina je mononezasićena masna kiselina za koju se smatra da pokazuje 

protektivna svojstva i smanjuje rizik za razvoj AB-a (387). Naime, povišene razine oleinske 

kiseline smanjuju rizik za razvoj AB-a, MCI-a i progresiju iz MCI-ja u AB (388). Nadalje, na 
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in vitro modelima pokazano je da dodatak oleinske kiseline smanjuje razine Aβ, a ovi 

rezultati su potvrđeni i na transgeničnom mišjem modelu AB-a u situaciji kada su 

životinje dobivale hranu bogatu oleinskom kiselinom (387). U kliničkom istraživanju 

pokazano je da su pacijenti koji su imali prehranu bogatu maslinovim uljem, glavnim 

izvorom oleinske kiseline, imali bolje kognitivne funkcije u usporedbi s kontrolnom 

skupinom (389). In vitro istraživanja su pokazala da izlaganje oleinskoj kiselini, prije 

izlaganja palmitinskoj kiselini, potpuno blokira patološke signale koje palmitat izaziva u 

neuronskim stanicama, poput mitohondrijske disfunkcije i proizvodnje proupalnih NF-Kβ 

signala (390,391). Ova istraživanja potvrđuju zaštitni učinak oleinske kiseline protiv 

palmitinske toksičnosti koja se povezuje s neurodegeneracijom. U kontekstu naših 

rezultata, povišene razine oleinske kiseline bi mogle biti odgovor na štetne učinke visokih 

razina zasićenih masnih kiselina, palmitinske i stearinske kiseline.  

U plazmi miševa identificiran je i glicerolipid, MG(18:4/0:0/0:0), čije su razine bile 

značajno povišene u skupini 3xTg-AD u usporedbi s kontrolnom skupinom. Ovo je u 

skladu s literaturnim nalazima gdje je predloženo da povećane razine glicerolipida mogu 

biti jedan od ranih događaja u patologiji AB-a (376). Slično istraživanje provedeno na 

transgeničnom modelu AB-a APP/PS1 utvrdilo je povišene razine različitih MG-a u plazmi 

i hipokampusu miševa (392). Nadalje, kod miševa 3xTg-AD uočen je i porast razina 

FAHFA(24:4/0:0/0:0) u usporedbi s kontrolnim miševima. FAHFA su esteri masnih kiselina 

vezani na hidroksilne masne kiseline čije uloge još nisu u potpunosti razjašnjene, no 

pokazano je da ostvaruju imunomodulacijske efekte, djelujući kao lipidni medijatori u 

brojnim metaboličkim procesima (393). Lipidi FAHFA pokazuju antioksidativna svojstva 

aktivacijom transkripcijskog faktora Nrf2 i povećanjem aktivnosti antioksidativnih enzima 

(393). Stoga je moguće da ove molekule, modulirajući upalu i oksidativni stres, neizravno 

sudjeluju u procesu neurodegeneracije, ili da promjene u njihovim razinama 

predstavljaju adaptivni odgovor na druge patološke promjene u AB-u (394).  

Acilkarnitini su uključeni u oksidaciju masnih kiselina i metabolizam aminokiselina 

razgranatih lanaca (395), te su literaturni podaci o njihovim razinama u AB-u različiti, 

ovisno o istraživanja (396–398). U ovom istraživanju utvrđene su povišene plazmatske 

razine linoleilkarnitina i tetradekenilkarnitina kod skupine 3xTg-AD. Druga istraživanja na 

animalnim modelima, ističu kako su razine različitih acilkarnitina snižene u hipokampusu, 

korteksu i cerebelumu trasgeničnih miševa APP/PS1 (292). Serumske razine različitih 

vrsta acilkarnitina, među kojima su i tetradekenilkarnitin i linoleilkarnitin, pokazali su 

trend smanjenja, počevši od zdravih ispitanika do osoba s prisutnim blagim kognitivnim 

oštećenjem i razvijenim AB-om (398).  

Mozak sadrži 25% ukupnog kolesterola te se većina sintetizira de novo u mozgu (399). 

Iako je kolesterol nužan za ključne fiziološke funkcije mozga, poput sinaptičke 
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plastičnosti, učenja i pamćenja, noviji dokazi upućuju na ulogu moždanog kolesterola u 

patofiziologiji AB-a (400). Postoji nekoliko dokaza koji upućuju na izravnu uključenost 

neuronalnog kolesterola u AB-u. Primjerice, pokazano je da protein APP posjeduje 

fleksibilnu transmembransku domenu sposobnu za vezanje na kolesterol, čime se 

implicira uloga neuronalnog kolesterola u amiloidogenom procesiranju (401). Dodatna 

novija istraživanja sugeriraju katalitičku ulogu kolesterola u agregaciji Aβ-42 (402) te da 

je proizvodnja Aβ u neuronima regulirana sintezom kolesterola i transportom iz astrocita 

koji je posredovan proteinom ApoE (403). Zajedno, ovi nalazi podupiru uključenost 

neuronalnog kolesterola u nastanak amiloidnih plakova. Većina istraživanja navodi da su 

razine cirkulirajućeg kolesterola i kolesterola u mozgu povišene u AB-u (404–406), iako 

su, prema nekim literaturnim podacima, razine kolesterola nepromijenjene što bi moglo 

biti povezano s činjenicom da su istraživanja provedena na različitim regijama mozga, 

odnosno u različitim stadijima bolesti (407,408). Povećane razine kolesterola uočene su 

i u senilnim plakovima ljudskog mozga, a njegove razine u mozgu se povezuju s 

napredovanjem AB-a (404). Metodom GC-MS identificirane su povišene razine 

kolesterola u plazmi i prefrontalnom korteksu miševa 3xTg-AD u usporedbi s kontrolnom 

skupinom, što ukazuje na poremećaj kolesterolne homeostaze u ovom transgeničnom 

modelu AB-a. Visoke razine kolesterola u prefrontalnom korteksu, odgovornom za 

kognitivne funkcije koje su značajno narušene u AB-u, može pridonositi akumulaciji 

peptida Aβ. Dodatno, visoke razine u plazmi mišjeg modela AB-a sugeriraju i na perifernu 

neravnotežu u metabolizmu kolesterola, a te povišene razine kolesterola mogle bi biti 

odgovor na prisutnu moždanu patologiju.  

 

5.2.2. Glicerofosfolipidi 

Promjene na ljudskoj plazmi 

Glicerofosfolipidi su sastavni dio staničnih membrana i imaju ključnu ulogu u brojnim 

biološkim procesima, poput metaboličkih reakcija, transporta, unutarstanične 

organizacije, transmembranskog signaliziranja, apoptoze, a ujedno čine i barijeru između 

citosola i izvanstaničnog okoliša (409). Mozak i neuronske membrane sadrže velike 

količine glicerofosfolipida, zajedno s kolesterolom i drugim glikolipidima (410). 

Glicerofosfolipidi su polarni lipidi koji se sastoje od fosfatne skupine, koja doprinosi 

njihovoj hidrofilnosti, te dviju masnih kiselina, koje doprinose njihovoj hidrofobnosti, 

vezanih za alkohol glicerol. Ovisno o dodatnoj polarnoj skupini (kolin, serin, etanolamin, 

inozitol) vezanoj na fosfat, glicerofofolipidi se dijele na na fosfatidilkoline (PC), 

fosfatidilserine (PS), fosfatidiletanolamine (PE), fosfatidilinozitole (PI). Dodatno, 

enzimskom aktivnošću uključenom u metabolizam glicerofosfolipida nastaju i drugi 
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derivati, poput lizofosfolipida, koji sadrže samo jednu masnu kiselinu i jednu polarnu 

skupinu.  

U našem istraživanju, u ljudskoj plazmi identificirano je nekoliko različitih 

glicerofosfolipida, čije su razine bile značajno niže u skupinama AB i MCI u odnosu na 

kontrolnu skupinu, a trend pada je vidljiv i s napretkom kognitivnog oštećenja, odnosno, 

u usporedbi skupina MCi i AB. Među ovim metabolitima, za PC(O-12:0/2:0), 

LysoPC(14:0), LysoPC(16:0) i PI(18:0/22:0) vidljivo je kako njihove razine padaju od 

zdravih kontrolnih ispitanika, preko ispitanika s MCI-jem do skupine AB. Dobiveni rezultat 

bi mogao sugerirati da ovi metaboliti imaju potencijalnu prognostičku vrijednost. Većina 

dosadašnjih istraživanja vezano za metabolizmu lipida izvijestila je o sniženim razinama 

PC-a u AB-u ili MCI-ju (411–414). Niže razine PC-a povezuju se s padom kognitivnih 

funkcija i smanjenom aktivnošću kortikalnih neurona tijekom normalnog starenja, 

osobito u unutarnjem olfaktornom korteksu (415). Oštećenje moždanih membranskih 

fosfolipida može pridonijeti patogenezi AB-a, što vodi ionskoj nestabilnosti i 

oksidativnom stresu (416,417). Produkti koji nastaju njihovom razgradnjom dodatno 

aktiviraju mikrogliju i upalne citokine, čime se dodatno pojačavaju oksidativni stres i 

upala, koji predstavljaju ključne procese u AB-u (416). Međutim, mehanizmi koji 

reguliraju nastanak i obnavljanje fosfolipida još uvijek nisu u potpunosti poznati. 

Smanjene razine PC-a se povezuju s narušenom aktivnošću enzima fosfolipaze A2 (PLA2). 

PLA2 je ključni enzim u metabolizmu membranskih fosfolipida, a osim toga uključen je i 

u procesiranje te sekreciju proteina APP, ključnog u stvaranju amiloidnih plakova (418). 

Pokazano je da aberantna funkcija ovog enzima, kao i njegova snižena razina, mogu 

doprinijeti stvaranju amiloidnih peptida, što u konačnici rezultira njihovim nakupljanjem 

u obliku plakova (418). Uz smanjenu aktivnost enzima PLA2, uočena je pojačana 

aktivnost enzima (50-70%) koji recikliraju lizofosfolipide i vraćaju fosfolipidne katabolite 

za resintezu fosfolipida (419). Nadalje, u ovom istraživanju detektirane su snižene razine 

različitih lizofosfolipida, poput LysoPC (18:1), LysoPC (15:0), LysoPC(16:1), lysoPE(18:1) i 

lysoPE(18:0), što je u skladu i s drugim istraživanjima provedenim koristeći uzorke plazme 

(419–421) i CSF-a oboljelih od AB-a (422). Suprotno ovome, nekoliko studija zabilježilo je 

povišene razine lizofosfolipida u AB-u. Grimm i suradnici (423) su pokazali povišene post-

mortem razine LysoPC-a u mozgu oboljelih od AB-a. Jedno longitudinalno istraživanje, 

provođeno tijekom razdoblja od 7-9 godina, utvrdilo je porast četiri vrste PC-a tijekom 

MCI faze te porast pet vrsta PC-a u trenutku kada su kognitivno zdrave osobe prešle u 

fazu AB-a (424). Ova neslaganja u dobivenim rezultatima mogu biti posljedica primjene 

različitih lipidomskih analitičkih tehnika i platformi, kao i uključivanja većeg broja osoba 

s blagim oblikom AB-a, uz dodatni utjecaj dugog razdoblja praćenja, koje može dovesti 

do promjena lipidnog profila u plazmi (424). Promjene u razinama PC-a mogu ovisiti i o 

tipu masnih kiselina koje su vezane na njih, a uočeno je i snižavanje polinezasićenih PC-
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a te povišenje zasićenih PC-a (420). Sastav masnih kiselina u sklopu  membranskih lipida 

utječe na njihova biofizička svojstva, uključujući fluidnost, propusnost i električni naboj 

(425). Stoga gubitak potencijalno važnih nezasićenih masnih kiselina doprinosi oštećenju 

membrana, procesu koji je vidljiv i u patogenezi AB-a (420). Autori također ističu i snižene 

razine nekoliko vrsta lysoPE, među kojima je i lysoPE(18:1), koji je detektiran i u našem 

istraživanju. Snižene razine lipida lysoPE povezuje se s oksidativnim stresom koji je 

prepoznat kao jedan od ključnih čimbenika u patogenezi AB-a, pogotovo s obzirom na 

visoku metaboličku aktivnost mozga koja ga čini posebno osjetljivim na djelovanje ROS-

a (426). Zbog slabih mehanizama antioksidativne obrane moždanog tkiva, visoka 

koncentracija polinezasićenih masnih kiselina obično služi kao supstrat za lipidnu 

peroksidaciju, što dovodi do stvaranja reaktivnih aldehida koji oksidiraju proteine i 

inhibiraju glikolitičke procese (427). Oksidativni stres tako doprinosi destabilizaciji 

membrana i degradaciji polinezasićenih fosfolipida, pridonoseći patologiji AB-a (420).  

 

Promjene na mišjem modelu  

Neciljanom metabolomskom analizom plazmi i tkiva prefrontalnog korteksa miševa 3xTg-

AD pomoću metode LC-MS identificiran je veliki broj glicerofosfolipida i lizofosfolipida. 

Tijekom remodeliranja membranskih fosfolipida, lizofosfolipidi nastaju enzimatskom 

aktivnošću enzima PLA2 te se potom aciliraju s acil-CoA u ciklusu deacilacije-reacilacije, 

poznatom kao Landsov ciklus, kako bi se održao normalan i esencijalan sastav neuronskih 

membrana (409). Međutim, lizofosfolipidi nisu samo međuprodukti u metabolizmu 

glicerida, već djeluju i kao pro-upalni medijatori u brojnim neuronskim signalnim 

putevima uključenim u neuroupalu i oksidativni stres (428,429). U ovom istraživanju u 

mišjoj plazmi detektiran je veliki broj lizofosfolipida, uključujući različite lysoPC, lysoPE i 

lysoPI. Većina ovih metabolita bila je značajno povišena u skupini 3xTg-AD u usporedbi s 

kontrolnim miševima, dok je samo lysoPC(15:0) bio značajno snižen. Suprotno ovome, 

istraživanje provedeno na transgeničnim miševima APP/PS1 pokazalo je smanjene razine 

različitih lizofosfolipida u plazmi mišjeg modela AB-a različite dobi (2, 3 i 7 mjeseci) (430). 

Lipidomska istraživanja provedena na mozgu različitih mišjih modela AB-a, pokazala su 

statistički značajne razine različitih vrsta lipida između miševa s patologijom AB-a i 

kontrolnih životinja. Konkretno, kod mišjeg modela AB-a, u usporedbi s divljim tipom, 

zabilježeno je povećanje zastupljenosti gangliozida (377), sfinogmijelina (431), (432), 

lizofosfolipida (433) i mononezasićenih masnih kiselina (308,434), dok je uočen pad 

sulfatida (432). Međutim, važno je naglasiti da su ova istraživanja provedena pod 

različitim eksperimentalnim uvjetima i na različitim modelima bolesti, uključujući 

APP/PS1 (429,431,435), Tg2576 (377), 5xFAD (436), SAMP8 (308), 3xTg-AD (407), pri 

čemu je APP/PS1 najčešće korišteni model u istraživanjima AB-a. Većina istraživanja je 
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provedena na cijelom mozgu (436,437), dok je samo mali broj studija analizirao 

specifične regije mozga, primjerice korteks (432) i hipokampus (407). Dodatno, razlike u 

stadiju bolesti i spolu životinja također mogu utjecati na lipidni sastav.  

Za razliku od većine transgeničnih modela AB-a koji se temelje isključivo na amiloidnoj 

patologiji, miševi 3xTg-AD razvijaju i amiloidne plakove i nakupine proteina tau. Nedavno 

je istraživanje pokazalo da dolazi do prekomjerne aktivacije enzima PLA2 u prisutnosti 

tau oligomera u cerebralnom korteksu i hipokampusu miševa 3xTg-AD (438). 

Prekomjerna aktivacije ovog enzima rezultira pojačanom hidrolizom membranskih 

fosfolipida oslobađajući arahidonsku kiselinu i lizofosfolipide (439). Ovi bioaktivni lipidni 

medijatori u fiziološkim uvjetima doprinose održavanju stanične homeostaze, a kada su 

deregulirani, sudjeluju u neuroupali i oksidativnom stresu (440). Arahidonska kiselina je 

omega-6 polinezasićena masna kiselina te je ključni prekursor upalnih medijatora, poput 

prostalglandina i leukotriena, čija je sinteza pojačana u uvjetima kronične neuroupale 

(441). Stoga povećana razina arahidonske kiseline u sastavu lizofosfolipida može 

odražavati stanje pojačanog upalnog procesa i oksidativnog stresa u miševima 3xTg-AD 

(438). U našem istraživanju uočene su povećane razine lysoPC(20:4) u tkivu i plazmi 

miševa 3xTg-AD u usporedbi s kontrolnim miševima. Dodatno, povećane razine ovog 

metabolita mogu upućivati i na poremećaj u funkcioniranju Landsovog ciklusa (441). U 

tom ciklusu arahidonska kiselina se oslobađa iz membranskih fosfolipida djelovanjem 

PLA2, a zatim se ponovno esterificira u membranske fosfolipide putem lizofosfolipidnih 

acetiltransferaza (442). Stoga, nakupljanje lizofosfolipida u AB-u može upućivati na 

poremećaj u ciklusu remodeliranja membranskih fosfolipida. 

U plazmi su detektirani lysoPC koji u svom sastavu sadrže DHA i eikozapentaenska 

kiselina (EPA), lysoPC (22:6) i lysoPC(20:5), a njihove razine su bile povišene kod miševa 

3xTg-AD u usporedbi s kontrolama. Slično istraživanje, provedeno na mišjem modelu 

APP/Tau, također je utvrdilo povišene razine ovih metabolita u presimptomatskoj fazi 

AB-a u usporedbi s kontrolnim miševima (443). Autori ističu kako lizofosfolipidi nisu samo 

nusprodukti razgradnje membrana već imaju ključnu ulogu prijenosnika masnih kiselina, 

osobito prema mozgu. Masne kiseline DHA i EPA ne mogu samostalno prijeći krvno-

moždanu barijeru već se prenose vezane na lizofosfolipide (444). Dakle, povišene razine 

u plazmi u ranom stadiju bolesti mogu upućivati na to da organizam nastoji kompenzirati 

patološke promjene u mozgu na način da povećava dotok ovih neuroprotektivnih masnih 

kiselina (444). Međutim, još uvijek nije u potpunosti jasno koliko se plazmatski 

lizofosfolipidi stvarno ugrađuju u moždane fosfolipide (443). Konačno, istodobni porast 

glicerofosfolipida, osobito onih koji sadrže polinezasićene masne kiseline, u plazmi i 

tkivu, upućuje na to da su promjene u metabolizmu lipida sustavne. Ovo podržava ideju 
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da se takve promjene mogu mjeriti na periferiji, te da glicerofosfolipidi mogu 

predstavljati rane biomarkere AB-a (445,446).  

 

5.3. Ostale promjene u AB-u 

Oksidativni stres se smatra jednim od ključnih događaja u razvoju mnogih 

neurodegenerativnih bolesti, uključujući i AB-a (447). Oksidativni stres u AB-u potiče 

agregaciju peptida Aβ i hiperfosforilaciju proteina tau, što uzrokuje disfunkciju sinapsi i 

neurotoksičnost. Uočeno je da se većina biomarkera oksidativnog stresa nalazi u  

sinapsama neurona, što potvrđuje da oksidativni stres oštećuje sinapse i narušava 

neurotransmisiju (448). Neciljanom metabolomskom analizom u plazmi oboljelih od AB-

a identificirano je nekoliko markera oksidativnog stresa. Jedan od njih je hipurna kiselina, 

koja nastaje razgradnjom polifenola i aromatskih aminokiselina pod utjecajem crijevne 

mikrobiote, a zatim se formira konjugacijom benzoične kiseline s glicinom te se izlučuje 

u urinu (449). Hipurna kiselina se povezuje s narušenom ravnotežom redoks procesa i 

nakupljanjem ROS-a (450,451). Nadalje, postoji nekoliko metabolomskih studija koje 

predlažu hipurnu kiselinu kao biomarker starenja, budući da su razine ovog metabolita 

pronađene u krvi i urinu starijih ispitanika s bolestima povezanim sa starenjem i 

kognitivnim oštećenjem (318,452,453). U našem istraživanju uočena je snižena razina 

benzoične kiseline kod ispitanika s MCI-jem u usporedbi s kontrolnom skupinom, dok su 

razine hipurne kiseline bile povišene kod osoba s MCI-jem u odnosu na zdrave ispitanike 

i osobe s AB-om. Sličan trend uočili su i Trushina i suradnici (454) koji su identificirali 

povišenu razinu hipurne kiseline u plazmi ispitanika s MCI-jem u usporedbi s kontrolnom 

skupinom. Na temelju ovih nalaza predloženo je da bi hipurna kiselina mogla 

predstavljati potencijalni biomarker za detekciju osoba s kognitivnim oštećenjem, 

uključujući i MCI (326,454,455).  

Jedan od antioksidansa koji je uključen u uklanjanje nakupljenog ROS-a u mozgu (456), 

bilirubin, bio je smanjen u plazmi oboljelih od AB-a i MCI-ja, dok je biliverdin, bio 

značajno povišen. Bilirubin, osim što štiti neurone od oksidativnog stresa, pokazuje i 

protuupalnu aktivnost, tako što suprimira otpuštanje proupalnih citokina, poput IL-1β i 

IL-6 (457). Bilirubin se oksidira u biliverdin, koji se potom ponovno reducira natrag u 

bilirubin pomoću biliverdin reduktaze A, čime se održava kontinuirano antioksidativno 

djelovanje (458). Osim toga, bilirubin djeluje i u energetskom metabolizmu, funkciji 

mitohondrija i regulaciji neurotransmitera, što je ključno za stabilnost sinapsi (459). 

Stoga je uloga bilirubina od izuzetne važnosti, a poremećaji u njegovoj razinu mogu 

upućivati na neuropatološke procese karakteristične za AB. Unatoč svojoj 

antioksidativnoj aktivnosti, različite studije navode da niske razine bilirubina doprinose 
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neurodegeneraciji (454,460), dok drugi ne nalaze značajnu korelaciju ili pak upućuju na 

povišene razine bilirubina kao kompenzacijski mehanizam (461). Ova složena uloga 

bilirubina, zajedno s razlikama u rezultatima između pojedinih studija, naglašava potrebu 

za daljnjim istraživanjima njegove uloge u patogenezi AB-a.  

 

5.4.  Usporedba metaboličkih profila ljudi i mišjeg modela AB-a 

Usporedba metaboličkih profila između ljudi i animalnih modela u istraživanju AB-a 

omogućuje razumijevanje u kojoj mjeri eksperimentalni modeli odražavaju patološke i 

metaboličke promjene koje su prisutne u ljudi. Iako animalni modeli dijele relativne 

sličnosti u metaboličkim procesima, ipak postoje razlike u fiziologiji, genetskoj pozadini, 

okolišnim utjecajima i složenosti organizma koje mogu rezultirati različitim metaboličkim 

obrascima. AB je kompleksna i multifaktorska bolest, a zbog složene neuropatologije i 

simptoma, transgenični modeli teško mogu u potpunosti oponašati bolest. Međutim, 

trenutno su animalni modeli jedini način za istraživanje AB-a u cilju boljeg razumijevanja 

patoloških procesa i metaboličkih promjena na razini središnjeg živčanog sustava. 

Metabolomika, kao jedna od novijih omics pristupa, može doprinijeti boljem 

razumijevanju sličnosti i razlika metaboličkih puteva animalnih modela i ljudskog 

metabolizma. Takva saznanja mogu biti izuzetno važna za primjenu ovih modela u 

translacijskim istraživanjima.  

Neciljana metabolomska analiza ljudske plazme detektirala je brojne aminokiseline i 

njihove derivate, čije su razine bile značajno snižene u skupini AB u odnosu na kontrolnu 

skupinu. Ovakvi rezultati su čest nalaz u metabolomskim istraživanjima, ističući da je 

poremećaj u metabolizmu aminokiselina jedna od ključnih značajki AB-a. U mišjem 

modelu AB-a identificirani su metaboliti koji su dio aminokiselinskog metabolizma, ali 

razine većine identificiranih aminokiselina su bile povišene u modelu AB-a. Važno je 

naglasiti da identificirani metaboliti mišje plazme i tkiva, nakon FDR korekcije nisu 

pokazali statističku značajnost unatoč VIP>1, osim glicina (p=0,00198, VIP=1,14). Glicin i 

glutaminska kiselina su jedina dva metabolita koja su imala isti smjer promjene i u 

ljudskoj i u mišjoj plazmi, te su njihove razine bile snižene između skupine AB i kontrola. 

Glicin je inhibicijski neurotransmiter i zajedno s glutamatom igra važnu ulogu u 

ekscitatornoj neurotransmisiji kao njegov koagonist (462). Poremećaj u razinama glicina 

i glutamata može uzrokovati prekomjernu ekscitotoksičnost (463,464). Dodatno, 

glutamat igra važnu ulogu i u ciklusu TCA (327). Stoga, ovakav rezultat može sugerirati da 

snižene periferne razine glicina i glutamata u plazmi miševa 3xTg-AD i oboljelih od AB-a, 

mogli biti potencijalni pokazatelji poremećaja neurotransmisije i energetske disfunkcije.  



 

106 

 

Što se tiče metabolita ciklusa TCA, u uzorcima ljudske plazme uočen je progresivni pad 

sukcinske, limunske i jabučne kiseline pri prijelazu od zdravih ispitanika, preko skupine 

MCI do oboljelih od AB-a. U prefrontalnom korteksu miševa također su detektirana ova 

3 metabolita, međutim njihove razine su bile povišene u modelu AB-a. Iako su limunska 

i sukcinska kiselina pokazivale trend rasta, statistička značajnost postignuta je samo za 

jabučnu kiselinu. Kao posljedica oksidativnog stresa, povišene razine ROS-a mogu 

inhibirati enzime ciklusa TCA, uzrokujući metaboličku neravnotežu i nakupljanje 

metabolita uključenih u ovaj ciklus (465). Biokemijske analize mozga oboljelih od AB-a 

pokazali su specifičnu promjenu u aktivnostima enzima ciklusa TCA te je uočeno da dolazi 

do smanjene aktivnosti dehidrogenaza (npr. piruvat dehidrogenaze), dok su aktivnosti 

nekih drugih enzima pojačane, poput malat dehidrogenaze i sukcinat dehidrogenaze 

(466). Nadalje, metabolomska istraživanja na uzorcima CSF-a oboljelih od AB-a pokazali 

su da dolazi do porasta u razinama metabolita uključenih u ciklus TCA (467). Trushina i 

suradnici su pokazali da su metaboliti povezani s ciklusom TCA značajno promijenjeni u 

CSF-u te su ove promjene povezane s progresijom AB-a (454). Ovakvi rezultati bi mogli 

sugerirati da postoji razlika između periferije i središnjeg živčanog sustava, pri čemu 

promjene u cirkulaciji ne odražavaju nužno promjene u mozgu. Povišene razine 

metabolita ciklusa TCA u mozgu mišjeg modela mogu predstavljati kompenzacijski 

mehanizam kao odgovor na oksidativni stres i mitohondrijsku disfunkciju, što je u skladu 

s literaturnim nalazima na ljudskim post-mortem uzorcima mozga i CSF-a.  

U uvjetima smanjenog metabolizma glukoze i ciklusa TCA, organizam koristi alternativne 

izvore energije, među kojima su i ketonska tijela. Acetoacetat i 3-hidroksibutirat nastaju 

tijekom ketogeneze u jetri te se metaboliziraju u acetil-coA koji izravno ulazi u ciklus TCA 

(468). Stoga, ketonska tijela predstavljaju alternativni izvor energije u uvjetima 

smanjenog metabolizma glukoze, što je jedan od prvih znakova u patologiji AB-a. U 

našem istraživanju, u ljudskoj plazmi zabilježene su povišene razine acetoacetata u AB-

u, dok su u plazmi miševa 3xTg-AD uočene povišene razine 3-hidroksibutirične kiseline 

(ali bez statističke značajnosti nakon stroge FDR korekcije). Međutim, ovi nalazi upućuju 

na pomak energetskog metabolizma prema ketogenezi. Istraživanja su pokazala da 

ketonska tijela imaju pozitivan učinak na mitohondrijsku funkciju tako što povećavaju 

oksidaciju NADH (469,470). Također, brojna in vivo i in vitro istraživanja su pokazala 

antiapoptotske i antioksidativne učinke ketonskih tijela (375,471,472). Sve to upućuje da 

su povišene razine ovih ketonskih tijela odgovor na poremećaj energetskog 

metabolizma, te prisutnost mitohondrijske disfunkcije i oksidativnog stresa. 

Analizom ljudske i mišje plazme te prefrontalnog korteksa miševa pokazano je da, uz 

poremećaj metabolizma aminokiselina i energetskog metabolizma, lipidni  metabolizam 

je također narušen. Kod miševa 3xTg-AD uočene su promjene u razinama slobodnih 
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masnih kiselina, poput oleinske, stearinske i palmitinske kiseline, te su njihove razine bile 

značajno povišene u plazmi i tkivu, sugerirajući da je metabolizam masnih kiselina 

povezan s patogenezom AB-a (370). Prisutnost amiloidnih plakova povezuje se s 

oštećenjem mitohondrija u astrocitima što dovodi do poremećaja β-oksidacije masnih 

kiselina (473). Ovo dovodi do lipotoksičnosti, odnosno nakupljanja masnih kiselina (473), 

što bi moglo objasniti njihove visoke razine u moždanom tkivu. U ljudskoj plazmi nisu 

detektirane ove masne kiseline, ali su uočene snižene razine oleinske kiseline u obliku 

lysoPC(18:0) i stearinske kiseline u obliku lysoPC(18:1). Svi detektirani glicerofosfolipidi 

u plazmi ispitanika s AB-om bili su značajno sniženi. Suprotno tome, u plazmi miševa 

3xTg-AD detektirani glicerofosfolipidi su imali značajno povišene razine u odnosu na 

kontrolnu skupinu životinja, dok u moždanom tkivu nisu bili značajni ni nakon 

univarijatne ni multivarijatne statističke analize. Ovo upućuje na zaključak da u perifernoj 

cirkulaciji ljudi i miševa postoje značajne promjene u lipidnom metabolizmu kao 

posljedica patologiju AB-a (474), dok su ove promjene na razini mozga suptilinije. U 

ljudskoj i mišjoj plazmi detektirana su dva ista metabolita, lysoPC(18:1) i lysoPC(15:0), ali 

sa suprotnim smjerom promjene, što ukazuje na potencijalne razlike u metabolizmu 

lipida između vrsta, a postoji i mogućnost da su te razlike rezultat stadija bolesti.  

Kolesterol predstavlja ključnu komponentu staničnih membrana središnjeg živčanog 

sustava te je uključen u sinpatičku plastičnost i neurotransmisiju, a povezuje se i s 

induciranjem tau patologije i neurodegeneracije (475). U mišjem modelu AB-a 

detektirane su povišene razine u plazmi i prefrontalnom korteksu u usporedbi s 

kontrolnim miševima, što upućuje na narušenu lipidnu homeostazu. Metabolomskom 

analizom na ljudskoj plazmi, nije detektiran kolesterol, ali su njegove koncentracije 

dodatno određene standardnim biokemijskim metodama u krvi. Analiza ukupnog 

kolesterola, LDL i HDL-kolesterola nije pokazala statistički značajne razlike između 

skupina, iako su razine ukupnog kolesterola pokazivale trend rasta kod oboljelih od AB-a 

u ili MCI-ja u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike Razine kolesterola u ljudskoj krvi 

ovise o brojnim čimbenicima, uključujući prehranu i životni stil, što povećava biološku 

varijabilnost ljudskih uzoraka u usporedbi s genetičkim animalnim modelom koji se drži 

u kontroliranim uvjetima. Dodatno, uočene povećane razine kolesterola kod skupine 

3xTg-AD može upućivati na razlike u lipidnoj regulaciji među vrstama (476).   

 

5.5. Učinak tretmana DHEAS na promijenjene metaboličke puteve 

DHEA(S) predstavlja najzastupljenije cirkulirajuće steroidne hormone u ljudskom 

organizmu (174). Smatraju se neurosteroidima jer se velikim dijelom sintetiziraju de novo 

u mozgu (477). DHEA(S) ima protuupalno i antioksidativno djelovanje te modulira 
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neurotransmisiju, sinaptičku plastičnost i funkciju (194). Osim toga, pokazano je da 

DHEAS ima pozitivne učinke na kognitivne funkcije, modulaciju pamćenja, emocija i 

raspoloženja (478). S obzirom da su neuroupala, oksidativni stres i poremećaj u 

neurotransmisiji ključni događaji u AB-u, DHEAS bi potencijalno mogao imati 

modulacijske i neuroprotektivne učinke na navedene procese.  

U ovom istraživanju miševi 3xTg-AD su tijekom 18 tjedana bili izloženi kroničnom 

tretmanu lijekom DHEAS kako bi se ispitali njegovi terapijski učinci. U testu ponašanja 

MWM mjerilo se vrijeme koje su životinje provele u zoni platforme kao mjera radne 

memorije. Rezultati ovog testa su pokazali da nije bilo statistički značajne razlike u 

vremenu između skupine koja je tretirana lijekom DHEAS i netretirane skupine 3xTg-AD, 

iako se može uočiti blagi trend porasta. Slično tome, rezultati Y-labirinta, koji je mjerio 

broj ulazaka u krakove i postotak spontanog alterniranja kao mjera lokomotorne 

aktivnosti, pokazali su da nije bilo statistički značajne razlike između tretirane i 

netretirane skupine miševa 3xTg-AD. U testu SDT također nije uočen pozitivan učinak 

lijeka DHEAS na vrijeme koje su životinje provele istražujući novu životinju i vrijeme koje 

su provele u nesocijalnom ponašanju. Ovo može sugerirati da DHEAS nije imao pozitivne 

učinke na kognitivne i motoričke sposobnosti miševa 3xTg-AD. Razlog tome može biti da 

duljina trajanja tretmana ili doza od 1mg/kg nije bila dovoljna da životinje postignu 

značajne promjene u ponašanju. Nadalje, u dobi od 9-10 mjeseci kod miševa 3xTg-AD 

poremećaji u prepoznavanju i pamćenju su jako izraženi (479). Stoga bi DHEA(S) 

potencijalno mogao biti učinkovit u ranijim stadijima bolesti dok još nisu nastupila 

prevelika kognitivna oštećenja (480). Također, potrebno je naglasiti da je u ovom 

istraživanju korišten najmanji potreban broj životinja u skladu s etičkim smjernicama 3R 

(Replacment, reduction, refinment), što je potencijalno moglo utjecati na postizanje 

značajnosti.  

U ovom istraživanju naglasak je stavljen na ispitivanje učinka tretmana lijekom DHEAS na 

metaboličke puteve u AB-u. U plazmi i prefrontalnom korteksu miševa 3xTg-AD uočene 

su promjene u razinama metabolita koji su dio aminokiselinskog, energetskog i lipidnog 

metabolizma. Tretman lijekom DHEAS dao je pozitivne učinke na razine metabolita, 

poput GABA-e, piroglutamata, leucina, fenilalanina i argininsukcinatne kiseline u 

prefrontalnom korteksu mišjeg modela AB-a. Uspoređujući razine ovih metabolita 

između skupina 3xTg-AD i 3xTg-AD+DHEAS, statistički značajna razlika zabilježena je 

samo za GABA-u, čija je razina bila povišena u skupini tretiranoj s lijekom DHEAS. Poznato 

je da DHEA(S) aktivira različite receptore u plazmatskoj membrani, uključujući NMDA, 

receptore TRK-A, centralne receptore σ1 i receptore GABA-A (1). Vezanjem na receptore 

GABA-e, DHEA(S) modulira neuronsku ekscitabilnost i tako utječe na održavanje 

normalnih kognitivnih funkcija (311). GABA je ključni inhibicijski neurotransmiter, a 
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poremećaj GABA-ergičnog sustava znatno doprinosi kognitivnoj disfunkciji, 

karakterističnoj u AB-u (481). Značajna smanjenja razine GABA-e vežu se uz teške stadije 

AB-a te se smatra da doprinose razvoju bihevioralnih i psiholoških simptoma bolesti 

(481). S obzirom da su u ovo istraživanje uključene životinje starosti 9-10 mjeseci moguće 

je da još uvijek nije došlo do potpune GABA-ergične disfunkcije, te bi porast u razinama 

GABA-e mogao biti kompenzacijski odgovor na patološko stanje. Nadalje, tretman 

DHEAS-om značajno je povećao razine GABA-e u usporedbi s kontrolnom skupinom (%Δ= 

52,8), što sugerira na modulacijske učinke DHEAS-a i njegov potencijalni 

neuroprotektivni učinak u ranijim fazama bolesti. Suprotno tome, tretman 

neurosteroidom DHEAS nije imao značajan učinak na plazmatske razine detektiranih 

aminokiselina u skupini 3xTg-AD+DHEAS u usporedbi sa skupinom 3xTg-AD, osim 

aminokiseline alotreonin, čija zastupljenost je bila značajno snižena u skupini tretiranoj 

lijekom DHEAS u odnosu na kontrolnu skupinu. Ostale aminokiseline su ili bile značajne 

samo nakon multivarijatne statističke obrade ili nisu uopće bile značajne. Ovakav rezultat 

može sugerirati da DHEAS ostvaruje bolji učinak na razini središnjeg živčanog sustava 

djelujući preko GABA receptora.  

Ravnoteža lipidnog metabolizma je znatno narušena u AB-u te se smatra da bi promjene 

u lipidnom metabolizmu mogle biti rani okidač za razvoj bolesti (482). U ovom 

istraživanju usporedbom kontrolne i skupine 3xTg-AD detektirane su značajno povišene 

razine masnih kiselina, poput oleinske, stearinske i linolne u plazmi i tkivu miševa. U 

skupini tretiranoj lijekom DHEAS postotak promjene je bio nešto niži (pad u promjeni oko 

10%) u usporedbi s kontrolnom skupinom. Ovaj trend upućuje da tretman DHEAS-om 

može djelomično ublažiti nakupljanje masnih kiselina, ali ne dovodi do potpune 

normalizacije njihovih razina. Uspoređujući skupine 3xTg-AD i 3xTg-AD+DHEAS, uočen je 

trend smanjenja razina masnih kiselina u skupini tretiranoj DHEAS-om, pri čemu postotak 

promjene u razini metabolita postiže negativne vrijednosti, ali ove promjene nisu 

dosegle statističku značajnost nakon FDR korekcije, niti su ostvarile značajnost nakon 

multivarijatne statističke obrade. Odsutnost značajnosti može biti posljedica malog broja 

životinja po skupini. Međutim, ovakvi nalazi mogu upućivati na to da DHEAS djeluje u 

smjeru smanjenja razine masnih kiselina tako regulirajući lipidnu homeostazu u AB-u. 

Analiza razina lizofosfolipida pokazala je veliku varijabilnost i u plazmi i u tkivu među 

skupinama. Iako se primjećuju blagi trendovi modulacije u skupini tretiranoj DHEAS-om 

u odnosu na netretiranu skupinu 3xTg-AD, ti pomaci nisu statistički značajni niti dosljedni. 

Nadalje, uočene su i promjene u razini kolesterola u plazmi (%Δ= 69,7) i tkivu (%Δ= 32,23) 

miševa 3xTg-AD. Tretman lijekom DHEAS uzrokovao je blagi pad u razinama kolesterola 

koji je vidljiv pri usporedbi skupine 3xTg-AD+DHEAS i kontrolne skupine (u plazmi: %Δ= 

48,7, u tkivu: %Δ= 22,48), gdje je statistička značajnost postignuta samo u plazmi. 

Usporedbom tretirane i netretirane skupine 3xTg-AD uočen je blagi pad u razinama 
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kolesterola, ali bez statističke značajnosti nakon FDR korekcije. Ovi rezultati upućuju na 

to da bi DHEAS mogao imati blagi pozitivni modulacijski učinak na razine kolesterola, 

osobito u plazmi. Nekoliko istraživanja pokazalo je da suplementacija DHEA(S)-om ima 

učinak na razine lipida, tako da smanjuje razine HDL-kolesterola (483), a povećava razine 

LDL-kolesterola (484), dok druga istraživanja nisu zabilježila promjene u lipidnom profilu 

(485). Međutim, dosad nije napravljeno nijedno metabolomsko istraživanje ispitivanja 

učinka DHEA(S)-a na metabolizam lipida i kolesterola. S obzirom da je lipidni 

metabolizam složena mreža procesa u kojem ne postoji jedan smjer djelovanja, 

trenutačno nije moguće donijeti zaključak o učinku DHEAS-a na regulaciju ili modulaciju 

lipidnog metabolizma.  

 

5.6. Ograničenja istraživanja 

Ovo istraživanje ima nekoliko ograničenja. Iako je neciljana metabolomska analiza 

provedena na dovoljno velikom broju uzoraka, nije uključivala ženski spol, niti kod ljudi 

niti u slučaju istraživanja na animalnom modelu. Dodatno ograničenje istraživanja 

predstavlja razlika u dobi, indeksu tjelesne mase i razini glukoze u krvi. Kako bi se ovi 

parametri isključili kao glavni uzroci razlika u zastupljenosti pojedinih metabolita između 

ispitivanih skupina, napravljena je korelacijska analiza. Rezultati su pokazali da je 

dijagnoza glavni parametar koji doprinosi razlikama među skupinama, no ne može se sa 

sigurnošću tvrditi da dob, indeks tjelesne mase i razina glukoze u krvi nemaju nikakav 

utjecaj na razine identificiranih metabolita (326). Međutim, kriteriji za određivanje 

statistički značajno promijenjenih metabolita između ispitivanih skupina bili su vrlo 

strogi, uključujući vrijednosti VIP i, u slučaju univarijatne statistike obrade podataka, 

Benjamini-Hochbergovu korekciju p-vrijednosti (korekcija FDR), što dobivene rezultate 

čini pouzdanijima.  

Dio istraživanja na miševima također ima nekoliko ograničenja. U skladu s načelima 3R-

a korišten je minimalan broj životinja (10 po skupini) što može ograničiti statističku snagu 

istraživanja i smanjiti mogućnost detekcije suptilnijih razlika između ispitivanih skupina. 

U ovo istraživanje su uključeni samo mužjaci miševa 3xTg-AD te bi uključivanje ženki 

moglo doprinijeti boljem razumijevanju patologije AB-a i učinkovitosti tretmana 

neurosteroidom DHEAS.  

 

 

 



 

111 

 

 

6. ZAKLJUČAK 

Dobiveni rezultati ovog istraživanja potvrđuju da postoje promjene u perifernom 

metaboličkom profilu između osoba oboljelih od AB-a, ispitanika s MCI-jem i zdravih 

kontrolnih ispitanika. Promijenjeni metaboliti u AB-u pripadali su skupinama 

aminokiselina, hidroksi i karboksilnih kiselina, masnih acila, glicerofosfolipida i organskih 

spojeva. Detektirani metaboliti uključeni su u različite biološke procese, uključujući ciklus 

TCA, oksidativni stres, upalu, regulaciju neurotransmisije, održavanje membranskog 

integriteta i proizvodnju energije. Ovakvi rezultati upućuju na prisutnost poremećaja 

metabolizma lipida, aminokiselina i energije u AB-u, a metaboliti uključeni u ove procese 

bi kao periferni biomarkeri mogli imati dijagnostičku i potencijalno prognostičku 

vrijednost.  

Neciljana metabolomska analiza pokazala je da postoje metaboličke promjene u plazmi 

i prefrontalnom korteksu mišjeg modela bolesti. Promijenjeni metaboliti pripadali su 

skupinama aminokiselina, masnih acila, glicerofosfolipida, steroidnih lipida i organskih 

spojeva. Promijenjen metabolički profil miševa 3xTg-AD upućuje na poremećaj u 

metabolizmu aminokiselina, s naglaskom na ciklus TCA, te na poremećaj u metabolizmu 

lipida i kolesterola. Ovakvi rezultati dovode do zaključka da genetički model AB-a 

pokazuje promjene u ključnim metaboličkim procesima koji su opaženi i kod ljudi, 

međutim, smjer promjene često nije bio identičan kao i kod ljudi, što potvrđuje i 

očekivanja da se metabolički profil AB-a u određenoj mjeri razlikuje između ljudi i 

životinja. 

Dodatni zaključci: 

Neciljana metabolomska analiza ljudske plazme pokazala je da su razine različitih 

aminokiselina, među kojima su valin, glicin, prolin, treonin i glutaminska kiselina, 

značajno snižene u AB-u u usporedbi sa skupinom MCI i kontrolnom skupinom. Uočeno 

je progresivno smanjenje razina sukcinske, jabučne i limunske kiseline od skupine zdravih 

ispitanika, preko MCI-ja, do skupine što upućuje na poremećaj u ciklusu TCA. Razina 

glukoze je bila smanjena u skupini AB u odnosu na MCI, dok su fruktoza, glukozaminska 

i glicerinska kiselina bile snižene kod ispitanika s dijagnozom AB-a u odnosu na MCI i 

zdrave kontrolne ispitanike. Razine disaharida, maltoze i izomaltoze, su bile značajno 

povišene u skupinama AB i MCI u usporedbi s kontrolnom skupinom. Dodatno, uočene 

su povišene razine acetoacetata kod ispitanika s kognitivnim oštećenjem (skupine AB i 

MCI) u usporedbi s kontrolnom skupinom.  
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U ljudskoj plazmi detektirani su metaboliti koji pripadaju skupini masnih acila, među 

kojima je 9-HODE, metabolit linolne kiseline, čije razina je bila značajno snižena u 

skupinama AB i MCI u usporedbi s zdravim kontrolnim ispitanicima. Identificirani su i 

metaboliti koji pripadaju skupini glicerofosfolipida, te su njihove razine bile snižene u 

skupinama AB i MCI u usporedbi s kontrolnom skupinom, a taj pad je vidljiv i kad se 

uspoređuju ispitanici s dijagnozom AB-a ili MCI-ja. PC(O-12:0/2:0), lysoPC(14:0), 

lysoPC(16:0) i PI(18:0/22:0) pokazuju progresivni pad zastupljenosti u plazmi od skupine 

zdravih kontrolnih ispitanika do AB-a. U ljudskoj plazmi detektiran je i neurosteroid 

DHEAS, čije su razine bile značajno snižene u skupinama AB i MCI u odnosu na kontrolu 

dok nije bilo značajne razlike kad su međusobno uspoređene skupine AB i MCI. Dodatno, 

u uzorcima plazme kod ljudi detektirani su i markeri oksidativnog stresa, među kojima su 

hipurna kiselina i bilirubin. Hipurna kiselina je bila povišena u plazmi ispitanika s MCI-

jem u odnosu na zdrave ispitanike i osobe s AB-om te bi mogla predstavljati potencijalni 

biomarker za detekciju MCI-ja. Razine antioksidansa bilirubina bile su snižene kod 

bolesnika s AB-om u odnosu na osobe s MCI-jem. Zajedno ovakvi rezultati upućuju da je 

u plazmi osoba oboljelih od AB-a značajno narušen periferni metabolizam aminokiselina, 

ugljikohidrata i energije te lipidni metabolizam.  

U mišjoj plazmi detektirana je snižena razina aminokiseline triptofan i njegovog 

metabolita, indolmliječne kiseline. Uočene su i snižene razine mliječne kiseline u skupini 

miševa 3xTg-AD u odnosu na kontrolnu skupinu. U prefrontalnom korteksu miševa 

detektirani su GABA, aminomalonska kiselina, asparaginska kiselina i glicin čije su razine 

bile povećane u skupini 3xTg-AD, unatoč tome što taj rezultat nije dostigao statističku 

značajnost nakon korekcije FDR. U moždanom tkivu mišjeg modela AB-a još su uočene i 

povišene razine limunske i jabučne kiseline. Promjene u razinama aminokiselina i 

njihovih metabolita te intermedijera ciklusa TCA pokazuju da u mišjem modelu bolesti 

također dolazi do poremećaja u navedenim metaboličkim procesima te da ove promjene 

mogu odražavati kompenzacijske mehanizme koji se javljaju kao odgovor na patološke 

procese u pozadini AB-a.   

U plazmi i tkivu miševa 3xTg-AD detektirani su metaboliti koji pripadaju skupini masnih 

kiselina (oleinska, palmitinska, stearinska i 9-oktadekanska kiselina), različiti 

glicerofosfolipidi i kolesterol, čije su razine bile značajno povišene u usporedbi s 

kontrolnom skupinom. Promjene u razinama ovih metabolita sugeriraju da u mišjem 

modelu bolesti dolazi do promjena u metabolizmu masnih kiselina i glicerofosfolipida, 

što može biti odgovor na prisutnu patologiju u mozgu.  

Usporedbom metaboličkih profila osoba oboljelih od AB-a i mišjeg modela bolesti može 

se zaključiti da su i kod ljudi i kod životinja narušeni ključni metabolički procesi, 

uključujući metabolizam aminokiselina, proizvodnja energije i lipidna homeostaza. 
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Glavna uočena razlika je da se smjer promjene metabolita razlikuje između miševa i ljudi, 

što sugerira da se regulacija metaboličkih procesa u AB-u razlikuje između ljudi i životinja. 

Promjene razina metabolita kod miševa 3xTg-AD mogu sugerirati na kompenzacijske ili 

adaptivne mehanizme koji su karakteristični za ranije stadije bolesti, dok razine 

metabolita u ljudskoj plazmi mogu biti pokazatelj kasnijeg stadija bolesti (s obzirom na 

to da su za istraživanje birani bolesnici s ozbiljnijim kognitivnim simptomima).  

Izloženost lijeku DHEAS pokazuje blage modulacijske učinke na razine inhibicijskog 

neurotransmitera GABA u prefrontalnom korteksu. Tretman ovim neurosteroidom 

djelovao je na smanjenje razina masnih kiselina i u plazmi i u moždanom tkivu miševa, 

dok se neuroprotektivni i modulacijski učinak DHEAS-a na razine glicerofosfolipida ne 

može potvrditi.  
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POPIS KRATICA 

AB – Alzheimerova bolest 

AChEI – inhibitori acetilkolinesteraze 

APCI – kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku 

APOE – apolipoprotein E 

APP – amiloidni prekursorski protein; sAPP – sekretorni oblik amiloidnog prekursorskog 

proteina 

ARIA – Amyloid-Related Imaging Abnormalities (slikovne abnormalnosti povezane s 

amiloidom) 

Aβ – amiloid β 

BCAA – branched-chain amino acid (aminokiseline razgranatih lanaca) 

BSA – bovine serum albumin 

CE – kapilarna elekroforeza 

CI – kemijska ionizacija 

CID – collision induced dissociation (kolizijski inducirana disocijacija) 

CSF – cerebrospinal fluid (cerebrospinalna tekućina) 

CTF – C-terminalni fragment 

DAB – 3,3'-diaminobenzidin 

DESI – desorpcijska ESI 

DG – diacilglicerol 

DHA – dokosaheksaenska kiselina 

DHEA(S) – dehidroepiandrosteron (sulfat) 

DSM – Diagnostic and statistical manual of mental disorders (Dijagnostički i statistički 

priručnik za mentalne poremećaje) 

EESI – ekstraktivna ESI 

EOAD – early-onset Alzheimer's disease (rani oblik Alzheimerove bolesti) 

EPA - eikozapentaenska kiselina 
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ESI – electrospray ionization (ionizacija elektroraspršenjem) 

EtOH – etanol 

FA – formic acid (mravlja kiselina) 

FAHFA - fatty acyl esters of hydroxy fatty acids (ester masne kiseline ili hidroksi masna 

kiselina) 

FDR – False Discovery Rate 

FT-ICR – Fourierova ionska ciklotronska rezonanca 

GABA – γ-aminobutirična kiselina 

GC-MS – plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa 

HDL – high density lipoprotein (lipoprotein niske gustoće) 

HILIC – hydrophilic interaction LC (kromatografija s hidrofilnom interakcijom) 

HPLC/UHPLC – visokotlačna/ultravisokotlačna tekućinska kromatografija 

IELC – ion exchange cromatography (ionsko-izmjenjivačke kromatografije) 

IFN-γ – interferon-γ 

IL – interleukin 

IT – ion trap (ionska zamka)  

LC-MS – tekućinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa 

LDL – low density lipoprotein (lipoprotein niske gustoće) 

LOAD – late-onset Alzheimer's disease (kasni oblik Alzheimerove bolesti) 

LysoPC – lizofosfatidilkolin 

LysoPE – lizofosfatidiletanolamin 

LysoPI – lizofosfatidilinozitol 

MALDI – matriks-asistirana laserska desorpcija/ionizacija 

MCI – mild cognitive impairment (blagi neurokognitivni poremećaj) 

MeOH – metanol 

MFE – molecular feature extraction (izvlačenje molekularnih svojstava) 
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MG – monoacilglicerol 

MHC – major histocompatibility complex 

MMSE – Mini-Mental state examination (test procjene mentalnog stanja) 

MRI – magnetic resonance imaging (magnetska rezonanca) 

MTBE – metil tert-butil eter 

MWM – Morris water maze (Morrisov vodeni labirint) 

NINCDS-ADRDA – National institute of neurological and communicative disorders and 

stroke-the Alzheimer's disease and related disorders association  (Nacionalni institut za 

neurološke poremećaje i moždani udar - Udruga za Alzheimerovu bolest i srodne 

poremećaje) 

NIST – National Institute of Standards and Technology Mass Spectral Library 

NMDA – N-metil-D-aspartat 

NMR – nuklearna magnetska rezonanca 

NPLC – normal phase LC (tekućinska kromatografija normalne faze) 

NTF – neurofibrillary tangles (neurofibrilarni snopići) 

(O)PLS-DA – (Orthogonal) Partial Least Square-Discriminant analysis ((ortogonalna) 

diskriminacijska analiza parcijalnih najmanjih kvadrata) 

PA – fosfatidiletanolamin 

Par – Pareto skaliranje 

PBS – phosphate buffered saline (puferirana otopina fosfatnih soli) 

PC – fosfatidilkolin 

PCA – Principal Component Analysis (analize glavnih komponenti) 

PET – pozitronska emisijska tomografija 

PFA – paraformaldehid 

PI – fosfatidilinozitol 

PLA2 – fosfolipaza A2 

PSEN – presenilin 
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Q – kvadrupol 

QC – quality control (uzorci kontrole kvalitete) 

QC-RSC – QC-Robust Spline Correction 

RFE – recursive feature extraction (rekurzivno izvlačenja svojstava) 

RNS – reactive nitrogen species (reaktivne kisikove vrste) 

ROS – reactive oxygen species (reaktivne kisikove vrste) 

RPLC – reverse phase LC (tekućinska kromatografija obrnutih faza) 

RT – retention time (vrijeme zadržavanja) 

SALDI – površinski asistirana laserska desorpcija/ionizacija 

SAM – S-adenozilmetionin 

SDT – social discrimination test (test socijalne diskriminacije) 

SEC – size exclusion chromatography (kromatografija isključenjem po veličini) 

SULT2A1 – sulfotransferaza 

TCA – Tricarboxylic acid cycle (ciklus limunske kiseline) 

TG – triacilglicerol 

TGF-β – tumor growth factor β 

TNF-α – tumor necrosis factor α 

TOF – time-of-flight 

UV – unit variance 

3xTg-AD – triple-transgenic Alzheimer´s disease  

3R – replacment, reduction, refinment  

9-HODE – 9-hidroksioktadekadienoinska kiselina  
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POPIS SLIKA 

Slika 1. Patološke karakteristike AB-a. Proteini Aβ stvaraju se u membranama neurona i 

oligomeriziraju u izvanstaničnom prostoru, pri čemu nastaju nakupine u obliku plakova 

koji ometaju normalno funkcioniranje neurona i potiču upalne procese. Neurofibrilarni 

snopići nastaju agregacijom hiperfosforiliranog proteina tau unutar neurona, čime se 

narušava vezikularni transport potreban za sinaptički prijenos. Zajednički učinak ovih 

dvaju procesa povezuje se sa smrću neurona i atrofijom mozga, što dovodi do postupnog 

kognitivnog propadanja. 

Slika 2. Amiloidogeni i neamiloidogeni put procesiranja proteina APP. U 

neamiloidogenom putu, APP se cijepa α-sekretazom, stvarajući sAPPα i CTF83 fragment, 

čime se sprječava stvaranje Aβ. U amiloidogenom putu, APP se cijepa β-sekretazom, pri 

čemu nastaje sAPPβ i fragment CTF99 kojeg γ-sekretaza cijepa i oslobađa Aβ. 

Nakupljanjem i oligomerizacijom peptida Aβ, dolazi do stvaranja toksičnih nakupina, tzv. 

amiloidnih plakova. 

Slika 3. Kontinuum AB-a: napredovanje bolesti od promjena u mozgu na molekularnoj 

razini do vidljivih promjena i simptoma koji ozbiljno narušavaju svakodnevno 

funkcioniranje. 

Slika 4. Čimbenici rizika za razvoj Alzheimerove bolesti. 

Slika 5. Predložene hipoteze nastanka Alzheimerove bolesti. 

Slika 6. Shematski prikaz sinteze neurosteroida DHEA(S). 

Slika 7. Razine DHEA(S)-a tijekom života kod muškaraca i žena. 

Slika 8. Pregled različitih omics-znanosti poput genomike, proteomike i transkriptomike. 

Slika 9. Usporedba neciljanog i ciljanog metabolomskog pristupa. 

Slika 10. Prikaz tijeka metabolomskih istraživanja. 

Slika 11. Shematski prikaz osnovnih dijelova tekućinske kromatografije. 

Slika 12. Shematski prikaz osnovnih dijelova plinske kromatografije. 

Slika 13. Princip rada ionizacije elektroraspršenjem (ESI). Djelovanjem visokog napona iz 

konusa se emitira mlaz tekućih kapljica (uzorak). Kako otopina u kapljicama isparava, 

kapljice postaju sve više nabijene i raspadaju se pri čemu nastaje mlaz pozitivno nabijenih 

iona. 
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Slika 14. Princip rada masene spektrometrije. Molekule se bombardiraju snopom 

elektrona , što dovodi do njihovog ioniziranja i fragmentacije. Svaka vrsta iona ima 

specifičan omjer mase i naboja (m/z), a budući da većina iona nosi jedan naboj, omjer 

m/z odgovara molekulskoj masi iona. Ioni zatim prolaze kroz magnetsko i električno polje 

prema detektoru, gdje se bilježi maseni spektar. 

Slika 15. LC uređaj 1290 infinity II (Agilent Technologies) spojen na detektor Agilent 6550 

iFunnel Q-TOF koji se nalazi u metabolomskoj jedinici na Institutu Ruđer Bošković. 

Slika 16. GC uređaj Agilent 7890A spojen s masenim spektrometrom Agilent 

Technologies 5975 s jednostrukim kvadrupolom, smješten u metabolomskoj jedinici na 

Institutu Ruđer Bošković. 

Slika 17. Shematski prikaz izdvajanja plazme iz uzoraka krvi. 

Slika 18. 3Tg-AD miš. 

Slika 19. Princip rada mikro-osmotske pumpice. 

Slika 20. Morrisov vodeni labirint. 

Slika 21. Test socijalne diskriminacije. 

Slika 22. Y labirint test. 

Slika 23. Prikaz postupka imunohistokemijskog bojanja za detekciju amiloidnih plakova 

na uzorcima hipokampusa miševa. 

Slika 24. Prikaz postupka pripreme uzoraka homogenata tkiva i plazme za analizu 

metodom LC-MS. 

Slika 25. Prikaz postupka pripreme uzoraka homogenata tkiva i plazme za analizu 

metodom GC-MS. 

Slika 26. Prikaz postupka obrade podataka dobivenih LC-MS analizom. 

Slika 27. Prikaz obrade podataka dobivenih GC-MS analizom. 

Slika 28. Grafički prikaz rezultata analize PCA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom LC-MS. Metodom LC-MS analizirani su 

uzorci plazmi zdravih kontrolnih ispitanika, ispitanika s MCI-jem te bolesnika oboljelih od 

AB-a. A) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u pozitivnom načinu 

ionizacije (R2X(cum) = 0,751); B) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS 

u negativnom načinu ionizacije (R2X(cum) = 0,368). 
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Slika 29. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom LC-MS u pozitivnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,963; Q2 = 0.927) B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,924; Q2 = 0,792) C) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i ispitanika s MCI-jem (R2 = 0,971; Q2 = 

0,691). 

Slika 30. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom LC-MS u negativnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,969; Q2 = 0,809) B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 

0,966; Q2 = 0,776) C) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme bolesnika s AB-om i ispitanika s MCI-jem (R2 = 0,656; Q2 = 

0,307). 

Slika 31. Grafički prikaz rezultata analize PCA (R2X(cum) = 0,753) na podacima 

dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom GC-MS. 

Metodom GC-MS analizirani su uzorci plazmi zdravih kontrolnih ispitanika, ispitanika s 

MCI-jem te bolesnika oboljelih od AB-a.   

Slika 32. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka ljudske plazme metodom GC-MS. A) Analiza 

OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme 

bolesnika s AB-om i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 0,934; Q2 = 0,869) B) Analiza 

OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme 

ispitanika s MCI-jem i zdravih kontrolnih ispitanika (R2 = 0,884; Q2 = 0,851) C) Analiza 

OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme 

bolesnika s AB-om i ispitanika s MCI-jem (R2 = 0,600; Q2 = 0,335). 

Slika 33. Imunohistokemijska vizualizacija nakupina amiloida (Aβ-42) u mozgu miševa 

3xTg-AD. A) i B) Prerez hipokampusa (debljine 30 µm) miša iz kontrolne skupine koja 

nema patologiju koja odgovara AB-u. C), D) i E) Prerez hipokampusa (debljine 30 μm) 

miševa 3xTg-AD s razvijenom patologijom koja odgovara AB-u. 

Slika 34. Usporedba rezultata testa ponašanja MWM između kontrolne skupine, miševa 

3Txg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 7,60; p = 0,022; 
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Kruskal-Wallis H test)). Na y-osi prikazan je postotak vremena (%) provedenog u zoni u 

kojoj se prethodno nalazila platforma. 

Slika 35. Usporedba broja ulazaka u krakove Y-labirinta između kontrolne skupine, 

miševa 3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 11,58; p = 

0,003; Kruskal-Wallis H test). 

Slika 36. Usporedba postotka spontanih alternacija u Y-labirintu između kontrolne 

skupine, miševa 3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 

3,25; p = 0,197; Kruskal-Wallis H test). 

Slika 37. Usporedba rezultata testa ponašanja SDT između kontrolne skupine, miševa 

3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 5,63; p = 0,098; 

Kruskal-Wallis H test). Na y-osi prikazano je vrijeme (s) koje su životinje provele 

istražujući novu, nepoznatu životinju.  

Slika 38. Usporedba rezultata nesocijalnog ponašanja (test SDT) između kontrolne 

skupine, miševa 3xTg-AD te miševa 3xTg-AD koji su primali terapiju lijekom DHEAS (H = 

16,01; p < 0,001; Kruskal-Wallis H test).  

Slika 39. Grafički prikaz rezultata analize PCA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom LC-MS. Metodom LC-MS analizirani su 

uzorci plazmi kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD miševa tretiranih 

lijekom DHEAS. A) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u pozitivnom 

načinu ionizacije; B) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u negativnom 

načinu ionizacije. 

Slika 40. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom LC-MS u pozitivnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD B) Analiza OPLS-DA 

na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 

miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS  C) Analiza OPLS-DA na 

podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme miševa 3xTg-AD i 

miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. 

Slika 41. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom LC-MS u negativnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD B) Analiza OPLS-DA 

na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 

miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS  C) Analiza OPLS-DA na 
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podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme miševa 3xTg-AD i 

miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. 

Slika 42. Grafički prikaz rezultata analize PCA i OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom GC-MS. Metodom GC-MS 

analizirani su uzorci plazmi kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD 

miševa tretiranih lijekom DHEAS. A) Grafički prikaz analize PCA na podacima dobivenima  

neciljanom metabolomskom analizom plazme kontrolnih miševa, 3xTg-AD i miševa 3xTg-

AD tretiranih lijekom DHEAS; B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD C) 

Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka 

plazme kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS  D) 

Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka 

plazme miševa 3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. 

Slika 43. Grafički prikaz rezultata analize PCA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka tkiva mišjeg mozga metodom LC-MS. Metodom LC-MS analizirani 

su uzorci tkiva mozga kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD miševa 

tretiranih lijekom DHEAS. A) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u 

pozitivnom načinu ionizacije; B) Neciljano metabolomsko profiliranje metodom LC-MS u 

negativnom načinu ionizacije. 

Slika 44. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mišjeg mozga metodom LC-MS u pozitivnom 

načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim 

profiliranjem uzoraka tkiva mozga kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD B) Analiza 

OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mozga 

kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS  C) Analiza OPLS-

DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mozga miševa 

3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. 

Slika 45. Grafički prikaz rezultata analize OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mišjeg mozga metodom LC-MS u 

negativnom načinu ionizacije. A) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva mozga kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-

AD B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka 

tkiva mozga kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS  C) 

Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka tkiva 

mozga miševa 3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. 
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Slika 46. Grafički prikaz rezultata analize PCA i OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka mišje plazme metodom GC-MS. Metodom GC-MS 

analizirani su uzorci plazmi kontrolnih miševa 3xTg(+/+), 3xTg-AD miševa i 3xTg-AD 

miševa tretiranih lijekom DHEAS. A) Grafički prikaz analize PCA na podacima dobivenima  

neciljanom metabolomskom analizom plazme kontrolnih miševa, 3xTg-AD i miševa 3xTg-

AD tretiranih lijekom DHEAS; B) Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima 

metabolomskim profiliranjem uzoraka plazme kontrolnih 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD C) 

Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka 

plazme kontrolnih miševa 3xTg-(+/+) i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS  D) 

Analiza OPLS-DA na podacima dobivenima metabolomskim profiliranjem uzoraka 

plazme miševa 3xTg-AD i miševa 3xTg-AD tretiranih lijekom DHEAS. 

Slika 47. Aminokiseline kao izvor intermedijera za normalno funkcioniranje TCA ciklusa. 

Slika 48. Shematski prikaz metabolizma lipida. 
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