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Uticaj suplementacije ribljim uljem na metabolizam holesterola u 

mrežnjaĉi miša tokom fiziološkog starenja i u 

modelu Alchajmerove bolesti 

 

Sažetak  

Mreţnjaĉa je jedini deo centralnog nervnog sistema (CNS) koji moţe direktno da se 

analizira neinvazivnim metodama, a rane promene u mreţnjaĉi mogu da ukaţu na 

neurodegenerativne promene u mozgu. S obzirom da je starenje jedan od glavnih faktora 

rizika za Alchajmerovu bolest (AB) bolje razumevanje promena u mreţnjaĉi povezanih sa 

starenjem mogu da imaju veliki dijagnostiĉki potencijal.  

Holesterol ima vaţnu ulogu u procesu starenja, a kod AB reguliše toksiĉnost 

amiloida-beta (Aβ) i utiĉe na propustljivost krvno-mreţnjaĉne barijere (KMrB). Zato je 

odrţavanje pravilne homeostaze holesterola izuzetno vaţno. Suplementacija visokim dozama 

ribljeg ulja (RU) moţe znaĉajno da utiĉe na homeostazu holesterola kao i da odloţi poĉetak 

ispoljavanja simptoma AB.  

Ova istraţivanja su imala za cilj da ukaţu na specifiĉne promene koje se dešavaju u 

mreţnjaĉi u toku fiziološkog i patološkog starenja. Pored toga, evaluiran je i terapeutski 

efekat kratkotrajnog tretmana visokim dozama RU u presimptomatskoj fazi AB. Ove 

promene su ispitivane u mreţnjaĉama i pigmentnom epitelu mreţnjaĉe (MPE) ţenki divljeg 

soja (B6SJLF1 miševi) i 5XFAD animalnog modela AB. TakoĊe, ispitivane su promene na 

krvnim sudovima nastale nakon nagomilavanja Aβ u starenju kao i nakon tretmana RU.  

S obzirom da je metabolizam holesterola u mreţnjaĉi, kao i u mozgu, kod 5XFAD 

miševa atenutiran, tretman RU nije pokazao znaĉajan efekat na regulaciju homeostaze 

holesterola. Specifiĉno nakupljanje Aβ u krvnim sudovima mreţnjaĉe pokazano kod AB 

nastaje usled povećane transcitoze i disfunkcionalnog glimfatiĉkog sistema. Kratkotrajni 

tretman (3 nedelje) visokim dozama RU je ispoljio snaţan protektivni efekat na propustljivost 

KMrB i doveo do znaĉajnog smanjenja akumulacije Aβ na krvnim sudovima mreţnjaĉe (za 

22%).  

Dobijeni rezultati pokazuju da tretman visokim dozama RU moţe imati protektivni 

efekat na funkciju KMrB i ukazuje na potencijal RU u adjuvantnim i profilaktiĉkim 

terapijama u cilju jaĉanja krvnih sudova. 

 

 

Kljuĉne reĉi: mreţnjaĉa, MPE, starenje, Alchajmerova bolest, holesterol, transcitoza, 

glimfatiĉki sistem, riblje ulje 

Nauĉna oblast: Biologija 

Uţa nauĉna oblast: Neurobiologija 

  



The effect of fish oil treatment on cholesterol metabolism in mouse retina 

during physiological aging and in Alzheimer's disease model 

 

Abstract 

The retina is the only part of the central nervous system (CNS) that can be directly 

analyzed by non-invasive methods, and early changes in the retina can indicate 

neurodegenerative changes in the brain. Given that aging is one of the major risk factors for 

Alzheimer's disease (AD), a better understanding of age-related changes in the retina may 

have great diagnostic potential. 

Cholesterol plays an important role in the aging process, and in AB it regulates the 

toxicity of amyloid-beta (Aβ) and affects the permeability of the blood-retinal barrier (BRB). 

That is why maintaining proper cholesterol homeostasis is extremely important. 

Supplementation with high doses of fish oil (FO) can significantly affect cholesterol 

homeostasis as well as delay the onset of AB symptoms. 

These studies aimed to indicate the specific changes that occur in the retina during 

physiological and pathological aging. In addition, the therapeutic effect of short-term 

treatment with high doses of FO in the presymptomatic phase of AB was also evaluated. 

These changes were examined in the retinal pigment epithelium (MPE) of wild-type female 

mice (B6SJLF1 mice) and the 5XFAD animal model AB. Also, the changes in blood vessels 

that occurred after the accumulation of Aβ in aging as well as after FO treatment were 

investigated. 

Given that cholesterol metabolism is attenuated in the retina, as well as in the brain of 

5XFAD mice, FO treatment did not show a significant effect on the regulation of cholesterol 

homeostasis. The specific accumulation of Aβ in retinal blood vessels shown in AD is due to 

increased transcytosis and a dysfunctional glymphatic system. Short-term treatment (3 

weeks) with high doses of FO exerted a strong protective effect on BRB permeability and led 

to a significant reduction of Aβ accumulation in retinal blood vessels (by 22%).  

The obtained results show that treatment with high doses of FO can have a protective 

effect on BRB function and indicate the potential of FO in adjuvant and prophylactic 

therapies aimed at strengthening blood vessels. 

 

Keywords: retina, retinal pigment epithelium, aging, Alzheimer's disease, cholesterol, 

transcytosis, glymphatic system, fish oil  

Research area: Biology 

Research field: Neurobiology 

 

 

 



SKRAĆENICE: 

AB – Alchajmerova bolest 

ABCA1 – transportna ATPaza ABCA1 tipa (eng. atp-binding protein cassete 1) 

Aβ – amiloid beta  

AdipoR1 – adiponektinski receptor 1 (eng. adiponectin receptor 1) 

AK – arahidonska kiselina 

ALK – alfa-linolna kiselina  

ApoE – apolipoprotein E  

APP – amiloid prekursorski protein  

CAA – cerebralna amiloidna angiopatija  

CNS – centralni nervni sistem  

Cyp27 – porodica citohrom P450, podporodica 27 (eng. cytohrome P450 family 27 

subfamily) 

Cyp46 – porodica citohrom P450 podporodica 46 (eng. cytochrome P450, family 46) 

Dct – dopahrom tautomeraza (eng. dopachrome tautomerase) 

DHK – dokozaheksanoinska kiselina  

DPK – dokozapentanoinska kiselina  

EPK – eikozapentanoinska kiselina  

ERG – elektroretinogram  

FAD – familijarna Alchajmerova bolest (eng. familial Alzheimer's disease) 

FS – fotoreceptorski sloj 

GĆS – ganglijski ćelijski sloj 

GFAP – glijski fibrilarni kiseli protein (eng. glial fibrillary acidic protein) 

GLK – gama linolna kiselina 

HMGCR  – 3-hidroksi-3-metil-CoA-reduktaza (eng. 3-hydroksi-3methyl-CoA reductase) 

KMB – krvno-moţdana barijera  

KMrB – krvno-mreţnjaĉna barijera  

LDL – lipopartikule male gustine (eng. low density lipoparticles) 

Lhx2 – lim-homeoboks protein 2 (eng. lim-homeobox protein 2) 

LK – linolna kiselina 

Lxrβ – jetreni receptor X β (eng. liver x receptor β beta) 



MFSD2A – D2A transporter MFS nadporodice (eng. main facilitator superfamily domen-

containing protein 2A) 

MG – Milerova glija  

MK – masne kiseline  

MNMK – mononezasićene masne kiseline  

MPE – pigmenti epitel mreţnjaĉe (eng. retinal pigment epithelium) 

OCT – optiĉka koherentna tomografija (eng. optical coherence tomography) 

OTX2 – ortodentikularni homeoboks 2 protein (eng. ortodenticle homeobox protein 2) 

pERG – elektroretinogram 

PBS – fosfatom fosforilisan fiziološki rastvor (eng. phosphate-buffered saline) 

PNMK – polinezasićene masne kiseline  

PSEN – presenilin  

PVDF – polivinildefluoridne membrane 

RAA – retinalna amiloidna angiopatija  

Rpe65 – retinalni epitel-vezujući protein 65 (eng. retinal pigment epithelium-binding protein 

65) 

Rbp1 – retinol-vezujući protein 1 (eng. retinol-binding protein 1) 

Rdh5 – 11-cis retinol dehidrogenaza 5 (11-cis retinol dehydrogenase 5) 

Rgr – retinalni receptor spregnut sa G proteinom (eng. retinal G protein coupled receptor) 

Rlbp1 – retinaldehid-vezujući protein 1 (eng. retinaldehid-binding protein 1) 

SDS – PAGE – sodium dodecil sulfat-poliakrilamidna gel elektroforeza (eng. sodium dodecyl 

sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis) 

SMD – staraĉka makularna degeneracija  

Smi31 – antitelo na fosforilisanu subjedinicu neurofilamenta velike molekulske mase (NF-H) 

neurofilamenata 

SNS – spoljašnji nuklearni sloj  

Sox9 –SRY-vezan HMG boks transkripcioni faktor 9 (eng. SRY-related HMG 

boxtranscription factor 9) 

SPH – sinaptofizin  

SPS – spoljašnji pleksiformni sloj  

Srebp1-c – sterol regulatorni element-vezujući protein 1 (eng. sterol regulatory element-

binding protein 1-c) 

SS – spoljašnji segmenti fotoreceptora 

TBS – Tris-puferisani boratni rastvor (eng. Tris-HCL Buffered Saline) 



Tyr1 – tirozinaza 1  

TyrP1 – tirozinaza-vezujući protein 1 (eng. tyrosinase-binding protein 1) 

 

UNS – unutrašnji nuklearni sloj 

 

UPS – unutrašnji pleksiformni sloj 

 

VC – vizuelni ciklus 
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1. UVOD 

Mreţnjaĉa se razvija iz primarnog embrionalnog meška - prosencefalona tokom treće 

nedelje gestacije (Ludwig i sar., 2023). Imajući u vidu da se od istog dela nervne cevi 

formiraju telencefalon i talamus sa talamiĉkim strukturama, postoje brojne anatomske i 

fiziološke sliĉnosti izmeĊu mreţnjaĉe i mozga u pogledu tipova ćelija, vaskulature i krvnih 

barijera. Vaţna karakteristika mreţnjaĉe je da je jedini deo centralnog nervnog sistema 

(CNS-a) koji se moţe direktno analizirati neinvazivnim metodama. Shodno tome, mreţnjaĉa 

moţe da se posmatra kao „prozor‖ u CNS. Štaviše, rane promene neophodne da se ustanove 

specifiĉne neurološke bolesti se lako otkrivaju baš u mreţnjaĉi (Kumar, 2018). Zbog brojnih 

sliĉnosti izmeĊu patologija oka i mozga, koje su primećene kod Alchajmerove bolesti (AB), 

glaukoma i staraĉke makularne degeneracije (SMD), moţemo da zakljuĉimo da bi promene u 

mreţnjaĉi mogle da se koristi kao biomarkeri kako u postavljanju dijagnoze, tako i kod 

praćenja napretka ovih bolesti i u proveri efikasnosti razliĉitih tretmana. Zato mreţnjaĉa 

predstavlja jedinstven model za opservaciju i ispitivanje neuronskih struktura i patologija. 

(Jerotić i Marić, 2018; Silveristein i Rosen, 2015; Sivak, 2013). 

 

1.1. GraĊa oka - mrežnjaĉa i pigmentni epitel mrežnjaĉe (MPE) 

Glavna uloga mreţnjaĉe je da elektromagnetnu energiju svetlosti transformiše u 

akcione potencijale, koji se aksonima ganglijskih ćelija u sastavu optiĉkog nerva prenose do 

specifiĉnih centara u mozgu, na osnovu kojih se stvara svest o svetu oko sebe i sinhronizuju 

aktivnosti somatskog i autonomnog nervnog sistema sa dogaĊajima u okruţenju (Forrester i 

sar., 2015). Oko sisara se nalazi na prednjoj orbiti, bliţe lateralnom zidu i orbitalnom krovu i 

sastoji se iz ĉetiri celine: 1. sloj roţnjaĉe i sklere, 2. uvealni trakt koji se sastoji od horoida, 

cilijarnog tela i duţice, koji imaju metaboliĉku ulogu, 3. nervni sloj (mreţnjaĉa, eng. retina,) i 

4. pigmentni epitel mreţnjaĉe (MPE), koji predstavlja vid spoljašnje krvno-mreţnjaĉne 

barijere (KMrB) (Forrester i sar., 2015) (Slika 1 A).  

U odnosu na ulazni smer svetlosti ćelije mreţnjaĉe su rasporeĊene u slojeve: sloj 

ganglijskih ćelija (GĆS), unutrašnji pleksiformni sloj (UPS), unutrašnji nuklearni sloj (UNS), 

spoljašnji pleksiformni sloj (SPS), spoljašnji nuklearni sloj (SNS) i fotoreceptorski sloj (FS). 

SNS i UNS slojevi sadrţe tela fotoreceptorskih, odnosno, bipolarnih neurona, a razdvojeni su 

pleksiformnim slojevima (SPS i UPS) u kojima se nalaze dendriti ganglijskih ćelija i ćelija 

nuklearnih slojeva (Slika 1 B).  

Mreţnjaĉa se sastoji od pet osnovnih tipova neurona - fotoreceptorske, bipolarne, 

ganglijske, horizontalne i amakrine ćelije kao i glijskih ćelija - Milerove ćelije (MG): astrociti 

i mikroglija (Slika 1 B). Fotoreceptori se sastoje od ĉepića i štapića, a ĉepići su podeljeni u 

dva (kod primata tri) spektralna tipa u odnosu na njihov maksimum apsorpicje talasnih 

duţina. Oni se nalaze u spoljašnjem sloju mreţnjaĉe. Štapići omogućavaju razlikovanje 

kontrasta, svetlosti i kretanja, dok su ĉepići odgovorni za konaĉnu i prostornu rezoluciju, kao 

i vid u boji (Potić, 2018). Mreţnjaĉa ljudi sadrţi makulu, koja predstavlja mali deo mreţnjaĉe 

koji je odogvoran za centralni vid i ima najveću koncentraciju fotoreceptora u mreţnjaĉi. Iako 

glodari nemaju makulu, struktura njihove mreţnjaĉe je jako sliĉna mreţnjaĉi kod ljudi, pa 

predstavljaju dobar model sistem za izuĉavanje bolesti mreţnjaĉe (Chen i sar., 2014). 

Fotoreceptori ostvaruju sinaptiĉki kontakt sa bipolarnim ćelijama koje dalje prave sinapse sa 

ganglisjkim ćelijama u nivou UPS. Postoji preko deset tipova bipolarnih ćelija, koje 

uĉestvuju u ciklusima obnove ĉepića i štapića. Ima više od 20 tipova amakrinih ćelija, dva 

tipa horizontalnih (Yan i sar., 2020) i bar 10 razliĉitih subtipova ganglijskih ćelija. Ganglijske 
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ćelije su morfološki (Bazan i Rodriguez de Turco, 2003; Jerotić, 2022) gledano najveći 

neuroni mreţnjaĉe. Ćelije MG su glijske ćelije koje su karakteristiĉne iskljuĉivo za 

mreţnjaĉu i predstavljaju najbrojnije glijske ćelije u mreţnjaĉi. Astrociti su koncentrisani u 

GĆS, i imaju dosta sliĉnosti sa ćelijama MG (Yan i sar., 2020).  

Sve neuronalne ćelije mreţnjaĉe uĉestvuju u procesima obrade i transdukcije 

svetlosnih signala u elektriĉne i akcione potencijale, koji se prenose do vizuelnih centara u 

mozgu. Fotoreceptori ostvaruju sinaptiĉki kontakt sa bipolarnim ćelijama, dok bipolarne 

ćelije dalje prave sinapse sa ganglijskim ćelijama u nivou UPS. Horizontalne, bipolarne i 

amakrine ćelije u UNS su odgovorne za obradu signala, kao i prenošenje signala do GĆS. 

Aksoni GĆS izgraĊuju kranijalni (optiĉki) nerv, kojim se informacije iz mreţnjaĉe prenose 

do mozga (Kolb i sar., 2003, Sancho-Pelluz i sar., 2008).  

 

 

Slika 1. Struktura oka i mreţnjaĉe. (A) Šematski dijagram ljudskog oka (B) Struktura mreţnjaĉe miša sa 

slojevima i ćelijskim tipovima. Spoljašnji segmenti (SS) fotoreceptora su okrenuti prema mreţnjaĉno 

pigmentnom epitelu (MPE), dok se njihova ćelijska tela nalaze u okviru spoljašnjeg nuklearnog sloja (SNS). 

Unutrašnji nuklearni sloj (UNS) sadrţi ćelijska tela horizontalnih, bipolarnih, amakrinih ćelija i ćelija Milerove 

glije. Ganglijski ćelijski sloj (GĆS) sadrţi ćelijska tela ganglijskih ćelija i izmeštenih amakrinih ćelija. Sinapse 

izmeĊu fotoreceptora, bipolarnih i horizontalnih ćelija se nalaze u spoljašnjem pleksiformnom sloju (SPS), dok 

se sinapse izmeĊu bipolarnih, ganglijskih i amakrinih ćelija nalaze u unutrašnjem pleksiformnom sloju (UPS). 

Aksoni ganglijskih ćelija (GĆ) formiraju sloj nervnih vlakana (NF) koji ulaze u sastav optiĉkog nerva 

(PreraĊeno iz Basset i Wallace, 2012). Za precizan pregled strukture mreţnjaĉe i njene citoarhitekture pogledati 

http://webvision.med.utah. edu/. 

 

MPE je vid spoljašnje KMrB koji se naslanja na spoljašnje segmente (SS) 

fotoreceptora i sastoji od polarizovanih epitelnih ćelija koje se nalaze izmeĊu mreţnjaĉe i 

horiokapilarnih krvnih sudova. (Forrester i sar. 2015; Bok, 1993). MPE je izuzetno vaţan za 

normalno funkcionisanje fotoreceptorskih ćelija i proces viĊenja zbog svojih metaboliĉkih i 

transportnih uloga (Slika 2). Ova bliska anatomska veza izmeĊu MPE-a i fotoreceptora s 

jedne strane i MPE-a i horiokapilara sa druge, omogućava MPE-u da obezbedi nutrijente i 

kiseonik fotoreceptorskim ćelijama kao i da reguliše eliminaciju metaboliĉkog otpada koji 

nastaje od strane mreţnjaĉe, s obzirom na to da se svakodnevno obnavlja skoro 10% SS 

fotoreceptora. Ćelije MPE-a su polarizovane, i imaju bazolateralne i apikalne površine. Na 

svojoj bazolateralnoj strani su povezane trodimenzionalnom mreţom ĉvrstih veza (eng. tight 

junctions, TJ) koja formira fiziĉku, selektivno propustljivo barijeru izmeĊu mreţnjaĉe i 

horoida. Izuzetno vaţna funkcija MPE-a je regeneracija vizuelnih pigmenata (Sancho-Pelluz i 

sar., 2008) putem fagocitoze SS, posebno štapića, i u manjoj meri ĉepića (Forrester i sar., 

http://webvision.med.utah/
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2015) koja se odvija kroz seriju enzimatskih reakcija poznatoj pod nazivom vizuleni ciklus 

retinala.  

 

Slika 2. Sumirane funkcije MPE-a. (Modifikovano iz Straus, 2015). 

 

1.2. Uloga i znaĉaj lipida u mrežnjaĉi  

Nakon otkrića prvog biološki aktivnog lipida, aktivirajućeg faktora trombocita, 1979.  

godine (Honda i sar., 2002)  pokazano je da su lipidi, pored njihove osnovne funkcije kao 

izvora energije i blokova za izgradnju membrana, izuzetno vaţni biološki aktivni molekuli sa 

razliĉitim ulogama u funkcionisanju organizma (Zähringer i sar., 1999). Kontinuirano 

recikliranje membrana fotoreceptora (Ana i sar., 2023; Young, 1967) zahteva veliku koliĉinu 

energije. Biohemijske i histohemijske analize su pokazale da postoje razlike u odnosu lipida u 

razliĉitim strukturama mreţnjaĉe. U MPE-u je zastupljenost lipida ĉak tri puta veća nego u 

mreţnjaĉi (Nolan i sar., 2021). 

Sastav lipida u mreţnjaĉi je jedinstven i igra kljuĉnu ulogu u funkcijama mreţnjaĉe. 

Najzastupljeniji lipidi u mreţnjaĉi su holesterol i polinezasićene masne kiseline (PNMK), 

prvenstveno dokozaheksanoinska kiselina (DHK) (Rotstein i sar., 1996). Holesterol ĉini oko 

2% mase mreţnjaĉe i SS ili 10% ukupnih lipida u membranama SS (Fliesler i sar., 2010)  dok 

DHK ĉini pribliţno 80% sadrţaja membrane diskova SS i 5% membrana SS, što ukazuje na 

razliĉit sadrţaj lipida u mikroregijama fotoreceptorskih ćelija.  

U SS fotoreceptora se odvija transdukcija svetlosne energije u neuronalne signale. SS 

su organizovani u diskove, u kojima je visoka koncentracija fotopigmenta rodopsina. 

Rodopsin je ĉlan superfamilije G - receptora spregnutih sa proteinom. On ima svoj ligand 

koji apsorbuje svetlost i naziva se retinaldehid. Vezani oblik retinaldehida, 11-cis retinal, 

deluje kao moćan antagonist, drţeći rodopsin u potpuno neaktivnom stanju. Aposrpcija 

fotona svetlosti izomerizuje hromoform u drugu formu, trans-konfiguraciju, koja deluje kao 

moćan agonist i brzo dodovi do konformacione promene proteina, aktivirajući rodopsin 

(Lamb i sar., 2006). Poremećena homeostaza lipida u membranama SS utiĉe na fluidnost 

membrane (Querques i sar., 2011) i na pravilno odvijanje procesa fototransdukcije (Litman i 

sar., 2001; Querques i sar., 2011). Postoje dokazi da su za pravilno funkcionisanje rodopsina 

neophodne ogovarajuće interakcije lipida i proteina koje utiĉu na njegovu strukturu i prelazak 

iz neaktivnog u aktivno stanje (Salas-Estrada i Leslie, 2018). Naime, zato je odrţavanje 
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lipidne homeostaze kljuĉno za pravilno funkcionisanje rodopsina. Iz svega navedenog 

moţemo zakljuĉiti da je lipidni sastav membrane fotoreceptora kljuĉan za vizuelnu 

transdukciju i poremećaji lipidne homeostaze mogu da dovedu do vizulene disfunkcije i 

slepila (Jastrzebska i sar., 2011). Pokazano je da se zastupljenost i koliĉina lipida u oku menja 

tokom starenja (Vollmer-Snarr i sar., 2006) i u razliĉitim patologijama (Gabrielle, 2022). 

 

1.2.1. Holesterol u mrežnjaĉi  

Odrţavanje stabilnog nivoa i distribucije holesterola u mreţnjaĉi je neophodno za 

odrţavanje normalne strukture i funkcije mreţnjaĉe. Ovo se postiţe putem odrţavanja 

pravilne homeostaze holesterola tj. ravnoteţe izmeĊu lokalne sinteze holesterola, unosa 

lipoproteina iz drugih izvora (npr. iz krvi), i eliminacije holesterola iz mreţnjaĉe (u krv) 

(Fliesler i sar., 2010). 

Mreţnjaĉa obezbeĊuje holesterol putem lokalne biosinteze (72-78%), kao i 

preuzimanjem iz krvi (22-28%), i u ćelijama mreţnjaĉe se eksprimiraju svi geni koji su 

neophodni za nezavisnu homostazu holesterola (Fliesler i sar., 1993). Nivoi holesterola u 

ćelijama mreţnjaĉe su regulisani homeostatskim mehanizmima koji balansiraju puteve ulaska 

i izlaska holesterola iz ćelije (Brown i Goldstein, 2009). Putevi ulaska holesterola u ćeliju 

mreţnjaĉe su velikim delom regulisani pomoću sterol regulatornih element-vezujućih 

proteina  (eng. sterol regulatory element-binding protein, SREBP) koji ostaju kao prekursori 

u endoplazmatiĉnom retikulumu kada su nivoi holesterola u ćeliji visoki (Horton i sar., 2002). 

Izlazak holesterola iz ćelije je regulisan pomoću dva puta: izbacivanje holesterola pomoću 

transportne ATPaza ABCA1 tipa (eng. atp-binding protein cassete 1, ABCA1), kao i pomoću 

oksisterola iz porodice citohrom P450 (eng. cytohrome P450). U tkivu mreţnjaĉe zastupljeni 

su citohromi iz podporodica 27 i 46 (eng. cytohrome P450 family 27 subfamily 46). 

Oksisteroli aktiviraju jetreni receptor X β (eng. liver x receptor β, Lxrβ) u putu biosinteze 

holesterola, koji onda utiĉe na Abca1 i na apolipoproteine koji su ukljuĉeni u uklanjanje 

holesterola iz ćelije (npr apolipoprotein E, ApoE)  (Repa i Mangelsdorf, 2000). TakoĊe, 

LXRβ kontroliše espresiju Sreb izoforme Srebp1-c, koja pojaĉava aktivaciju ekspresije gena 

ukljuĉenih u sintezu masnih kiselina (Horton i sar., 2002) . Moţemo da zakljuĉimo da postoji 

koordinisana regulacija puteva ulaska i izlaska holesterola iz ćelije. Mehanizam eliminacije 

holesterola iz mreţnjaĉe pored aktivnosti Cyp27 i Cyp46, ukljuĉuje i fagocitozu fototeceptora 

pomoću MPE-a (Pikuleva i Curcio, 2014). U mozgu je predominantna forma citohroma 

Cyp46, dok se u mreţnjaĉi dominantno eksprimira Cyp27. U mreţnjaĉi, za razliku od mozga, 

gde eliminaciju holesterola obavljaju iskljuĉivo neuroni, ne postoje specifiĉni tipovi ćelija 

koji uĉestvuju u eliminaciji holesterola već se citohromi eksprimiraju u svim slojevima 

mreţnjaĉe (Zheng i sar., 2012) TakoĊe je vaţno je napomenuti da delecija kljuĉnih enzima 

ukljuĉenih u katabolizam holesterola (CYP27 i CYP46) dovodi do vaskularnih abnormalnosti 

u oku ukazujući na intimnu vezu izmeĊu homeostaze holesterola i mikrovaskulature 

mreţnjaĉe (Saadane i sar., 2014). Pored toga, nedostatak ekspresije CYP27 i CYP46 kod 

miševa dovodi do disfunkcije mreţnjaĉe već u uzrastu od tri meseca starosti. Ovo pokazuje 

vaţnost pravilnog odvijanja eliminacije holesterola iz ćelija mreţnjaĉe za oĉuvanje strukture i 

funkcije mreţnjaĉe (Saadane i sar., 2014). 

Holesterol je distribuiran u svim slojevima mreţnjaĉe (Zheng i sar., 2012). HMGCR, 

glavni ograniĉavajući enzim sinteze holesterola, se eksprimira u razliĉitim slojevima 

mreţnjaĉe, najviše u SNS, UNS i GĆS. U manjoj meri se eksprimira u unutrašnjim 

segmentima fotoreceptora, UPS i SPS, kao i MPE-u. Ekspresija SREBP1-C, još jednog od 
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regulatora sinteze holesterola, kolokalizuje sa ekspresijom HMGCR (Tserentsoodol i sar., 

2006). ABCA1, regulator transporta holesterola iz ćelije, se dominantno eksprimira u GĆS, 

MPE-u, kao i u US fotoreceptora. LXRβ, glavni regulator ulaska i izlaska holesterola iz 

ćelije, se eksprimira dominantno u fotoreceptorima i GĆS.  

Metabolizam holesterola u mreţnjaĉi se razlikuje od ostatka CNS-a. Iako je mreţnjaĉa 

deo CNS-a, pokazano je da steroli lako prelaze iz lipoproteina iz krvi u MPE i u sve slojeve 

neuralne mreţnjaĉe (Petrov i sar., 2019). Skoro sav holesterol u mozgu potiĉe od de novo 

sinteze, od kojih je većina iskorišćena za proizvodnju mijelina (Björkhem i Maneau, 2004). 

Nasuprot ovome, holesterol u mreţnjaĉi potiĉe dobrim delom iz krvi (Duncan, 2009).  Krvni 

sudovi mreţnjaĉe sadrţe fenestrirane kapilare koji su visoko propustljivi za molekule malih 

molekulskih teţina. Jedan od primera koji to pokazuju je podatak da pacovi koji konzumiraju 

hranu bogatu holesterolom imaju znaĉajno povišene nivoe holesterola u mreţnjaĉi (Vidal i 

sar., 2019). MPE izluĉuje lipoproteinske partikule u matriks pomoću ABCA1 transportera. 

Holesterol i drugi lipidi se kreću izmeĊu MPE i fotoreceptorskih ćelija (i spoljašnjih i 

unutrašnjih segmenata), i izmeĊu Milerove glije i fotoreceptora. MPE takoĊe moţe da 

eksportuje holesterol (i njegove oksisterolne derivate) u formi partikula u cirkulaciju horoida, 

odrţavajući na ovaj naĉin homeostazu holesterola (Ramachandra Rao i Fliesler, 2021). Na 

Slici 3 moţemo videti šematski prikaz razmene i transporta holesterola u mreţnjaĉi.  

Zbog visokog sadrţaja holesterola u njihovim SS fotoreceptori su posebno pogoĊeni 

promenama u homeostazi holesterola. U SS postoji gradijent holesterola, sa više holesterola u 

bazi (bliţe unutrašnjim segmentima) nego u distalnom kraju (bliţe MPE) (Albert i Boesze-

Battaglia, 2005). Poznato je da holesterol ima ulogu u nastanku patologija nervnog sistema 

koje nastaju sa starenjem, kao što su AB, glaukom, staraĉka makularna degeneracija (SMD), 

Smit-Lemli-Opitzov sindrom, Neiman-Pikova bolest tipa C (Léger-Charnay i sar., 2022; Orth 

i Bellosta, 2012). Razliĉite bolesti pogaĊaju razliĉite metaboliĉke puteve – biosintezu i 

transport holesterola, kao i obradu lipoproteina (Varma i sar., 2021). Posebno je vaţna uloga 

holesterola  u nastanku patologije AB jer je holesterol ukljuĉen u proces obrade i produkcije 

toksiĉnog Aβ. Uloga holesterola u nastanku kardiovaskularnih oboljenja je takoĊe dobro 

poznata (Jung i sar., 2022), pa je ispitivana i uloga lekova ukljuĉenih u sniţavanje nivoa 

holesterola na nastanak ovih oboljenja. MeĊutim, studije koje ispituju vezu izmeĊu lekova 

ukljuĉenih u sniţavanje nivoa holesterola i nastanka horiomreţnjaĉnih bolesti su nepotpune.  

Pokazana je i povezanost izmeĊu ekspresije gena vizuelnog ciklusa sa metabolizmom 

holesterola tako što ekspresija retinalnog epitelnog-vezujućeg proteina 65 (eng. retinal 

pigment epithelium-binding protein 65, Rpe65) moţe biti povećana pomoću Lxrβ agonista, 

T09. S obzirom na to da su potrebne visoke doze T09 za povećanje ekspresije Rpe65, to 

ukazuje na indirektnu regulaciju pomoću Lxrβ. Poznato je i da povećan sadrţaj holesterola 

inhibira aktivaciju rodopsina, pa bi povećanje ekspresije Rpe65 pomoću T09 agonista mogao 

da bude mehanizam za oĉuvanje funkcije rodopsina kao odgovor na povećanje holesterola u 

mreţnjaĉi. Holesterol inhibira rodopsin indirektno, remećenjem organizacije lipidnog 

dvosloja ili ograniĉavajući sposobnost membrane da se podvrgne konformacionim 

promenama lipidnog dvosloja (Albert i Boesze–Battaglia, 2005). 
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Slika 3. Šematski prikaz sinteze, transporta i eliminacije holesterola u mreţnjaĉi kiĉmenjaka HMGCR, 3-

hydroxi-3-metilglutaryl-CoA reduktaza, ograniĉavajući enzim u sintezi holesterola; LDLR i CD36, receptori 

koji prepoznaju lipoproteine male gustine;  LXR, jetreni receptor X β, transkripcioni factor koji inhibira 

ekspresiju LDLR i aktivira ekspresiju SREBP1 I ABCA1; SREBP, SCAP i Insig, proteini koji aktiviraju 

ekspresiju HMGCR i LDLR proteina; CYP27A1 i CYP46A1 porodica citohrom P450, podporodica 27 i 46 koji 

metabolišu holesterol u 27-hidroksiholesterol (27OH) i 24- hidroksiholesterol (24OH); ABCA1, protein iz grupe 

atp-vezujuće kasete i koji reguliše izbacivanje holesterola iz ćelije. (Modifikovano iz Zheng i sar., 2012) 

 

1.2.2. Polinezasićene masne kiseline u mrežnjaĉi  

Polinezasićene masne kiseline pokazuju anti-angiogenski, anti-vazoproliferativni 

efekat i neuroprotektivni efekat u patološkim procesima koji dovode do proliferativnih i 

degenerativnih bolesti mreţnjaĉe (SanGiovanni i Chew, 2005). Ovi procesi se aktiviraju u 

odgovoru na ishemiju, izlaganje svetlu, oksidativni stres, apoptozu, ćelijske signalne puteve, 

inflamaciju i razvojne procese asocirane sa starenjem (Saccà i sar., 2018). PNMK deluju 

pomoću kompleksnih sistema koji ukljuĉuju eikozanoide, angiogenetske faktore, matriksne 

metaloproteinaze, reaktivne vrste kiseonika, cikliĉne nukleotide, neurotransmitere i 

neuromodulatore, proinflamatorne i imunoregulatorne citokine i inflamatorne fosfolipide 

(Reiss i sar., 2011).  

Dve najvaţnije grupe PNMK su omega-3 i omega-6 masne kiseline (MK) (Slika 4). 

MK ulaze u sastav lipida koji izgraĊuju fosfolipidni dvosloj membrane, te su neophodne za 

razviće i funkciju ćelijskih membrana mozga, mreţnjaĉe, kao i drugih neuronalnih tkiva. 

Dominantnu klasu PNMK u mreţnjaĉi predstavljaju fosfolipidi, koji sadrţe veliku koliĉinu 

omega-3 i omega-6, neophodnih za pravilan razvoj i funkciju mreţnjaĉe. Fosfatidilholin i 

fosfatidilserin predstavljaju aminofosfolipide u kojima je najprisutnija DHK. Fosfatidilholin 
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ĉini 40-50% fosfolipida u mreţnjaĉi, dok fosfatidilserin predtavlja 30-35% fosfolipida 

mreţnjaĉe. Fosfatidilinozitol ĉini 3-6 lipida mreţnjaĉe i u njemu je najprisutnija MK 

arahidonska kiselina (Bazan i Rodriguez de Turco, 2003). Fosfatidilinozitol ulazi u sastav 

domena membrana koji je ukljuĉen u brojne signalne kaskade (SanGiovanni i Chew, 2005).  

Nezasićene MK, prvenstveno dokosaheksanoiĉna kiselina, su prisutnije u mreţnjaĉi 

nego u bilo kom drugom tkivu organizma (van Kuijk, 1991), ĉineći 50-60% SS. Omega-3 

PNMK utiĉu na ćelijsku ekspresiju gena u mreţnjaĉi, ćelijsku diferencijaciju i ćelijsko 

preţivljavanje (SanGiovanni i Chew, 2005). DHK je kljuĉna za optimalan nivo fluidnosti 

membrana i oĉuvanje integriteta fotoreceptora, mreţnjaĉe, kao i vizuelne funkcije (Querques 

i sar., 2011). Time što utiĉe na biofiziĉka svojstva membrana, DHK uĉestvuje i u regulaciji 

aktivacije rodopsina tokom procesa fototransdukcije (Brown, 1994; Litman i sar., 2001). 

Smanjena koliĉina DHK smanjuje aktivnost rodopsina, dok prevelika koliĉina DHK dovodi 

do spontane aktivacije rodopsina i time do degeneracije fotoreceptora (Querques i sar., 2011; 

Trenholm i Awatramani, 2015). To znaĉi da je za adekvatno funkcionisanje fotoreceptora 

neophodno odrţavanje pravilne homeostaze DHK u membranama. 

  

 

 

 

Slika 4. Metaboliĉki putevi omega-3 i omega-6 sinteze masnih kiselina. Masne kiseline su klasifikovane kao 

zasićene ili nezasićene, u zavisnosti od prisustva dvostrukih veza. Nezasićene masne kiseline su dalje podeljene 

na mononezasićene i polinezasićene. PNMK se dalje dele na n-3 i n-6 masne kiseline. Linolna i alfa-linolna 

kiselina su prekursori n-3 i n-6 masnih kiselina, i dalje su konvertovane u razliĉite PNMK dugog lanca 

procesom sekvencijalne desaturacije i elongacije (Modifikovano iz Harris, 2008).  
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1.3. Mrežnjaĉa tokom fiziološkog i patološkog starenja  

1.3.1. Fiziološko starenje oka 

Napredak moderne medicine je doprineo povećanju proseĉnog ţivotnog veka 

poslednjih decenija. Ipak, starenje je praćeno brojnim disfunkcijama koje pogaĊaju ĉitav 

spektar organa, ukljuĉujući i oko. Minorna odstupanja od normalne funkcije u bilo kom 

koraku ovog procesa mogu da imaju ogromne posledice na vizuelnu funkciju. Broj mukoznih 

ćelija konjuktive, kao i proizvodnja suza, se smanjuje sa starenjem, što moţe dovesti do 

sindroma suvog oka. Nagomilavanje soli kalcijuma i soli holesterola u roţnjaĉi sa starenjem 

dovodi do stvaranja sivo-belog luka koji se naziva „stari luk‖ (lat. Arcus senilis) i utiĉe na 

normalan proces vida. Proteini u soĉivu koji su nazvani kristalini gube prozraĉnost 

vremenom, što vodi katarakti, glavnom uzroku slepila širom sveta. Brojne bolesti mreţnjaĉe 

se ĉešće razvijaju sa starenjem, ukljuĉujući SMD, dijabetiĉnu retinopatiju i odvajanje 

mreţnjaĉe (Garrity, 2022). 

Procenjuje se da prevalenca pogoršanja vida kod osoba starijih od 65 godina varira od 

4% do ĉak 20% (Salchi i sar., 2022), u zavisnosti od toga kako je poremećaj definisan. Stariji 

pacijenti sa slabim vidom ĉesto prijavljuju smanjen kvalitet ţivota, simptome depresije i 

anksioznosti, naglašavajući vaţnost razvoja efektivnijih terapija za bolesti oka povezane sa 

starenjem.  

 

1.3.2. Patološko starenje – Alchajmerova bolest (AB) 

 Pored prirodnih posledica starenja postoji i patološko starenje koje podrazumeva 

nastanak neke od bolesti koje se javljaju u kasnijem ţivotnom dobu. Jedna od najpoznatijih 

bolesti koja je povezana sa starenjem je AB. Ona predstavlja ireverzibilnu 

neurodegenerativnu bolest koju karakteriše progresivan gubitak kognitivnih sposobnosti i 

dalji poremećaji u ponašanju koji konaĉno dovode do gubitka sposobnosti obolelih da izvode 

najjednostavnije svakodnevne aktivnosti i vode brigu o sebi. AB predstavlja 60%-80% svih 

demencija u populaciji starijih osoba i procenjeno je da trenutno više od 55 miliona ljudi 

širom sveta, starijih od 65 godina, boluje od demencije ĉiji je uzrok AB (podaci svetske 

zdravstevne organizacije, engl. World Health Organisation). Većina sluĉajeva AB su 

sporadiĉne forme koje se javljaju u kasnijem dobu, dok je manji broj sluĉajeva autozomalno 

dominantna AB (Tanzi, 2012).  

Nove metode snimanja i otkrivanje molekularnih markera AB je omogućilo 

postavljanje dijagnoze AB u ranim stadijumima bolesti (Nordberg, 2015). MeĊutim, 

postavljanje definitivne dijagnoze se i dalje uglavnom zasniva na histopatološkoj analizi 

nakon smrti kao i na posrednim kliniĉkim nalazima i porodiĉnoj istoriji pacijenta. Pokazano 

je, meĊutim, i da kliniĉka slika i neuropatološki nalazi prilikom autopsije ĉesto nisu isti, kao i 

da se senilne plake kao glavna histopatološka obeleţja oboljenja mogu detektovati i kod 

osoba sa oĉuvanim kognitivnim sposobnostima. Sve ovo jasno ukazuje da je neophodno da se 

bolje okarakterišu postojeći biološki markeri kao i da se definišu novi. U zajedniĉkoj 

publikaciji Nacionalnog instituta za starenje SAD i Asocijacije za Alchajmerovu bolest 

postavljen je istraţivaĉki okvir u kome se predlaţe da se termin AB prvenstveno odnosi na 

neuropatološke promene i da se AB definiše biomarkerima tokom ţivota i prilikom autopsije, 

a ne kliniĉkim simptomima (Jack i sar., 2018).  
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Podaci iz kliniĉkih i animalnih studija ukazuju na to da mreţnjaĉa moţe da posluţi 

kao sredstvo za ranu dijagnostiku AB (Zhang i sar., 2021). Promene u oku AB pacijenata 

ukljuĉuju pad u vizuelnoj aktivnosti, osetljivosti na kontrast, razlikovanju boja, odgovoru na 

elektroretinogramu (pERG), kao i poremećaje u vidnom polju. Vizuelni i morfološki deficit, 

koji ukljuĉuju smanjenje u pERG odgovoru, prisustvo nakupina Aβ i tau klubadi u mreţnjaĉi, 

smanjenje sloja nervnih vlakana u ganglijskom ćelijskom sloju, kao i reaktivnu gliozu, su 

pronaĊeni u razliĉitoj meri kod razliĉitih transgenih animalnih modela AB u razliĉitoj meri 

(Koronyo i sar., 2017).  

MeĊutim, korelacija izmeĊu progresije patoloških i neurodegenerativnih promena u 

mreţnjaĉi i mozgu nisu za sada u potpunosti razjašnjene. Primenom optiĉke koherentne 

tomografije primećene su i morfološke promene kao što su stanjivanje sloja u kome se nalaze 

aksoni ganglijskih ćelija i propadanje vaskulature mreţnjaĉe (Chiquita i sar., 2019). Ova 

studija ukazuje na to da bi promene u vaskulaturi mreţnjaĉe mogle da otkriju patološke 

promene u mozgu. 

 

1.3.2.1. Animalni model Alchajmerove bolesti – 5XFAD transgeni miševi 

Jedan od ĉesto korišćenih transgenih animalnih modela AB jeste 5XFAD mišiji 

model, koji su razvili Oakley i saradnici (2006). Transgeni 5XFAD miševi koeksprimiraju pet 

mutacija koje su karateristiĉne za familijarnu AB (engl. Familiar Alzheimer Disease, FAD). 

U pitanju su ţivotinje kojima je u genom ubaĉena sekvenca sa mutiranim humanim genima 

za amiloid prekursorski protein (APP) i presenilin (PSEN) koji su pod kontrolom mišjeg 

Thy1 promotora. Od pet prisutnih mutacija, tri su u genima za APP (Swedish - K670N, 

M671L; Florida - I716V; London - V717I), dok su dve mutacije (M146L, L286V) prisutne u 

genu za PSEN1. Model je specifiĉan po tome što veoma rano razvija izraţenu amiloidnu 

patologiju usled prekomerne produkcije Aβ. Kod ţivotinja starosti oko 1,5 meseci Aβ se 

deponuje i agregira unutar tela neurona i njegovih nastavaka, dok se amiloidni plakovi 

javljaju već od drugog meseca i to pre svega u subikulumu, kao i u dubokim slojevima kore 

velikog mozga. Gubitak sinapsi i neurona nastupa znatno kasnije, oko 9. meseca starosti 

ţivotinja (Oakley i sar., 2006; Kimura i Ohno, 2009). S obzirom da 5XFAD model 

karakteriše neurodegeneracija izazvana amiloidom, on se smatra relevantnim za 

biohevioralne, biohemijske i strukturne promene koje odgovaraju AB kod humane 

populacije.  

1.4. Holesterol tokom fiziološkog i patološkog (Alchajmerova bolest) starenja  

 Alois Alchajmer je još 1907. godine ukazao na „lipoidne granule‖ kao treće obeleţje 

AB (Zhao i sar., 2023). Mnoga biološka, epidemiološka i genetiĉka istraţivanja su fokusirana 

na vezu izmeĊu metabolizma holesterola i AB (Frank i sar., 2008; Egawa i sar., 2016; Loera-

Valencia i sar., 2019). Pokazano je da je nivo holestrola povećan 19-34% u sivoj masi 

moţdane kore u AB (Xiong i sar., 2008; Lazar i sar., 2013). Postoje dokazi da se holesterol 

direktno vezuje za C99 fragment APP-a. Ovaj fragment je vaţan za razvoj patologije AB jer 

ga obraĊuje γ-sekretaza, što dovodi do formiranja toksiĉnog fragmenta Aβ. Vezivanje 

holesterola za ovaj fragment dovodi do ugraĊivanja C99 fragmenta u domene membrane 

bogate holesterolom, koji su poznati kao lipidni pontoni. Na ovaj naĉin holesterol utiĉe na 

favorizovanje amiloidogenog puta obrade APP-a pomoću γ-sekretaze (Langness i sar., 2021). 

Dugo se mislilo da je visok nivo holesterola u serumu faktor rizika za nastanak AB. MeĊitim, 

novija istraţivanja pokazuju da zapravo nizak nivo holesterola faktor za nastanak AB. 
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Nedostatak holesterola je povezan sa poremećenom signalnom transdukcijom i sinaptiĉkom 

degradacijom. Studije su pokazale i smanjenje koliĉine holesterola u mozgu kod obolelih od 

AB (Ledesma i sar., 2003; Egawa i sar., 2016). Ove razlike mogu da budu posledica razliĉitih 

nivoa metabolizma holesterola u razliĉitim delovima mozga u toku starenja kao i u toku 

neuropatoloških procesa.  MeĊutim, nije samo povećanje ili smanjenje koliĉine lipida bitno,  

nego i veliĉina promene. Malo smanjenje nivoa holesterola moţe da bude protektivno ali 

gubitak veći od 30% moţe da dovede do ćelijske smrti  (Martin i sar., 2008). Pokazano je da 

su nivoi holesterola u mozgu kod 5XFAD niţi za oko 60 % u odnosu na netransgene ţivotinje 

(Zhang i sar., 2023).  

Sve je više dokaza koji osporavaju korelacije izmeĊu visokog nivoa holesterola u 

plazmi i AB (Bai i sar., 2022; Zhang i sar., 2023). Ova otkrića su dovela do formiranja nove 

hipoteze po kojoj sniţeni nivoi holesterola dovodi do patologije asocirane sa AB i poslediĉno 

do kognitivnog deficita. Studije su pokazale da je smanjeni nivo holesterola u plazmi 

ukljuĉen u regulaciju agregacije Aβ, hiperfosforilaciju tau proteina, kao i regulaciju apoptoze. 

TakoĊe je pokazana veza i izmeĊu smanjenog nivoa holesterola u mozgu i poremećaj u 

organizaciji lipidnih pontona koja je asocirana sa patogenezom AB (Zu i sar., 2022). Nizak 

nivo holesterola u mozgu se povezuju i sa drugim patologijama CNS-a, kao što su Smit-

Lemli-Opitzov sindrom, kao i Neiman-Pikova bolest tip C (Martin i sar., 2014). Smanjeni 

nivo holesterola u mozgu kod AB je povezan sa smanjenim uklanjanjem Aβ kao i 

akumulacijom tau proteina. Razliĉite forme ApoE gena su ukljuĉene u ovaj proces (Liu i sar., 

2013). Obrada amiloid prekursor proteina (APP) je pod jakim uticajem lipidnog okruţenja, 

ukazujući na dvosmernu vezu izmeĊu obrade APP-a i metabolizma holesterola u mozgu 

(Grimm i sar. 2017; Mett i sar., 2016).  

Pokazano je da APP moţe da inhibira sintezu holesterola i u neuronima i u glijskim 

ćelijama (Zhang i sar., 2023). Tako je i u mozgu 5XFAD miševa pokazano da povećana 

ekspresija Aβ inhibira ekspresiju gena ukljuĉenih u sintezu holesterola, što dovodi do 

smanjenja nivoa holesterola u mozgu. Rezultati istraţivanja su pokazali da postoji znaĉajna 

inhibicija biosinteze holesterola praćena sniţenim nivoima holesterola u hipokampusu kod 

5XFAD ţivotinja u poreĊenu sa WT kontrolama (Zhang i sar., 2023). Mišiji transgeni modeli 

sa prekomernom ekspresijom APP u mozgu su pokazali znaĉajno niţe nivoe holesterola od 

APP knock-out miševa, što potvrĊuje da prekomerna ekspresija APP smanjuje koliĉinu 

holesterola u mozgu (Huang i sar., 2023).  

 

1.5. Lipidi i krvni sudovi mrežnjaĉe 

Neizbalansiran nivo lipida u mreţnjaĉi dovodi do disfunkcije endotelnih ćelija, što je 

vaţan faktor za nastanak bolesti mreţnjaĉe. Istraţivanja pokazuju da preko 20% okluzija 

krvnih sudova mreţnjaĉe nastaju zbog poremećene homeostaze lipida u krvnim sudovima 

mreţnjaĉe (Prakash i sar., 2017). Mreţnjaĉa je posebno podloţna promeni lipidnog sastava 

membrane zbog konstantnog izlaganja svetlu (Hao i sar., 2002). Nekontrolisana proizvodnja 

lipida u mreţnjaĉi dovodi do poremećaja integriteta mikrovaskulature mreţnjaĉe, što dalje 

ima za posledicu poremećaj funkcionisanja KMrB i njene povećane propustljivosti (Antonetti 

i sar., 2021).  

Jedna od glavnih karakteristika endotelnih ćelija CNS-a, koje izgraĊuju krvno-

moţdane (KMB) i KMrB barijeru, jeste nizak nivo transporta vezikula (transcitoze). Sastav 

lipida u endotelnim ćelijama CNS-a je vaţan faktor u regulaciji transcitoze i propustljivosti 

KMB i KMrB. Predloţeni mehanizam delovanja membranskih lipida ukljuĉuje inhibiciju 
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kaveolinom-posredovanog signalnog puta. Membrane endotelnih ćelija ĉine kaveole i lipidne 

pontone (Busik i sar., 2008). Kaveole su uvrati ćelijske membrane veliĉine 50 nm -100 nm 

(Bastiani i Parton, 2010). Najzastupljeniji lipid u lipidnim pontonima je holesterol. DHK, 

omega-3 PNMK, je takoĊe jedan od glavnih strukturnih lipida kako nervnog, tako i 

vaskularnog dela mreţnjaĉe, pa je pravilna homeostaza DHK kljuĉna i za normalno 

funkcionisanje krvnih sudova (Mason i sar., 2020) Lipidni sadrţaj, kao i odnos holesterola i 

DHK u membranama endotelnih ćelija igra vaţnu ulogu u regulaciji transcitoze. 

Inkorporacija DHK u kaveole u membranama i poslediĉno izmeštanje holesterola iz lipidnih 

pontona, bi mogla da ima protektivni efekat na patološke procese u endotelnim ćelijama. 

Preostali holesterol uĉestvuje u stabilizaciji sadrţaja masnih kiselina u lipidnim pontonima 

(Busik i sar., 2007). Iz svega navedenog moţemo da zakljuĉimo da su DHK i holesterol 

kljuĉni za oĉuvanje integriteta KMB i KMrB. 

 

1.5.1. Promene u krvnim sudovima u oku i CNS-u u Alchajmerovoj bolesti  

Skorašnja istraţivanja pokazuju da cerebralna vaskularna disfunkcija predstavlja 

glavni faktor koji doprinosi nastanku AB i cerebralne amiloidne angiopatije (CAA) i na taj 

naĉin moţe da bude rani pokazatelj kognitivnog poremećaja (Xiong i sar., 2018) CAA se 

manifestuje mikrokrvarenjima, infarktom, promenama u beloj masi i kognitivnim 

problemima (Saito i sar., 2016). Cerebralna vaskularna oštećenja, kao što je ishemija, vode do 

poremećenog dotoka nutrijenata, povećanog oksidativnog stresa i inflamatornog odgovora, 

poremećenog uklanjanja Aβ i poremećene funkcije enzima koji obraĊuje amiloid (Marchesi, 

2011), što sve vodi neurodegeneraciji i kognitivnom propadanju. Postoje studije koje ukazuju 

na to da bi smanjen cerebralni protok krvi, koji je povezan sa neadekvatnim uklanjanjem Aβ, 

mogao da predvidi poĉetak kliniĉke demencije (Wolters i sar. 2017; Govindpani i sar., 2019). 

TakoĊe, ispitivanja mozga pacijenata koji boluju od AB pokazuju poremećenu propustljivost 

KMB, što takoĊe dovodi do nagomilavanja Aβ u krvnim sudovima. Kako je mreţnjaĉa 

povezana sa mozgom preko optiĉkog nerva, kao i krvnim sudovima, omogućen je transport 

Aβ i tau kroz CNS i na taj naĉin se pospešuje napredak patologije AB u mreţnjaĉi (Morin i 

sar., 1993). Pokazana je veza izmeĊu neadekvatnog funkcionisanja glimfatiĉkog sistema u 

ţivotinjskim modelima AB (Harrison i sar., 2020; Jessen i sar., 2015) i neadekvatnog 

ukljanjanja Aβ u AB (Louveau i sar., 2015; Da Mesquita i sar., 2018; Ahn i sar., 2019). 

Skoro je kod glodara otkriven i glimfatiĉki sistem oka ĉije se funkcionisanje zasniva na 

akvaporin−4−zavisnom putu uklanjanja teĉnosti i metabolita (Wang i sar., 2020).  

Razumevanje mehanizama koji su u osnovi vaskularne patofiziologije AB i nalaţenje 

novih terapeutika koji bi se na njima zasnivali je jedan od svetskih nauĉnih prioriteta 

(Montine i sar., 2012). Kliniĉka istraţivanja i studije na animalnim modelima pokazuju da 

mreţnjaĉa moţe da posluţi kao prozor za ranu dijagnostiku AB. Ispitivanjem vida pacijenata 

koji boluju od AB su primećene razne patološke promene kao što su smanjenje oštrine vida, 

smanjenje osetljivosti na kontrast, nemogućnost razlikovanja boja, poremećen odogovor na 

pERG, kao i defekti u vidnom polju. Analize optiĉke koherentne tomografije su pokazale i 

morfološke promene koje ukazuju na deficit u vaskulaturi mreţnjaĉe (Chiquita i sar. 2019).  

Kod mišijeg 5XFAD modela je pokazano da neurodegeneracija mreţnjaĉe asocirana 

sa amiloidnom patologijom prati promene napredovanja bolesti sliĉne onima u mozgu 

(Nguyen i sar., 2014). Kod 5XFAD modela je uoĉeno i prisustvo Aβ i tau klubadi u 

mreţnjaĉi, kao i reaktivna glioza (Chiquita i sar., 2019). Specifiĉna karakteristika 5XFAD 

https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience/articles/10.3389/fnins.2021.731614/full#B84
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mreţnjaĉe je odsustvo amiloidnih plaka zbog toga što se Thy1 promotor, koji je odgovoran za 

prekomernu ekspresiju Aβ u ovom modelu, ne eksprimira u oku (Oblak i sar., 2021) tako da 

su krvni sudovi glavno mesto nakupljanja Aβ. Predloţeno je da bi uoĉene promene u 

mreţnjaĉi 5XFAD miševa mogle da predvide propadanje kognitivnih funkcija u mozgu (Shi i 

sar., 2021). 

 

1.6. Lipidi u pigmetnom epitelu mrežnjaĉe 

MPE obavlja mnoge vaţne funkcije koje omogućavaju pravilno funkcionisanje 

mreţnjaĉe, kao što su apsorpcija svetlosti, transepiteni transport, puferisanje jona u 

meĊućelijskom prostoru, fagocitoza spoljašnjih segmenata fotoreceptora i vizuelni ciklus. 

Ćelije MPE-a su stalno izloţene oksidativnom stresu zbog metabolisanje spoljašnjih 

segmenata fotoreceptora. Kako se SS sastoje prvenstveno od lipida, od ĉega su najviše 

prisutni DHK i holesterol, njihov izbalansiran odnos u mreţnjaĉi je kljuĉan za pravilno 

funkcionisanje MPE-a. Pokazano je da koncentracija DHK u ćeliji koja je veća ili manja od 

optimalne moţe da poveća sklonost MPE-a ka oksidativnom stresu, što moţe dovesti do 

umiranja ćelija MPE-a (Neiteler i sar., 2023). Pored ovoga, skoro sve patologije oka ukazuju 

na kompromitovanu homeostazu holesterola u MPE-u (SMD, glaukom, AB), ukazujući da je 

pravilna homeostaza holesterola u MPE-u neophodna za oĉuvanje funkcionalnosti mreţnjaĉe. 

MeĊutim, i dalje je nedovoljno istraţeno na koji naĉin su regulisani nivoi holesterola u MPE-

u i na koji naĉin su oni poremećeni u patološkom stanjima. 

 

1.6.1. Vizuelni ciklus retinala u pigmentnom epitelu mrežnjaĉe 

Jedna od glavnih funkcija MPE-a je enzimska regeneracija hromofora fotoreceptora 

(11-cis retinal) kroz vizuelni ciklus (VC), cikliĉnog puta koji se sastoji iz serije enzimskih 

reakcija gde se u svakom koraku konvertuju intermedijeri retinoida. 

Glavne komponente VC su enzimi (retinalni epitel-vezujući protein 65, rpe65 i 11-cis 

retinol dehidrogenaza 5, Rdh5), dva nosaĉa retinoidnih proteina (retinaldehid-vezujući 

protein 1, Rlbp1 i retinol-vezujući protein 1, Rbp1), kao i njihov modulator (receptori 

spregnuti sa G-proteinom, Rgr). Ove komponente rade sekvencijalno u cilju regenerisanja i 

konstantnog snabdevanja fotoreceptora 11-cis retinalom. 

Kljuĉni transkripcioni faktori za koje je pokazano da su neophodni za razviće MPE-a 

kao i za pravilno funkcionisanje VC su Otx2 (ortodentikularni homeoboks 2 protein), Sox9 

(SRY-vezan HMG boks transkripcioni faktor 9) i Lhx2 (lim-homeoboks protein 2) (Martinez-

Morales, 2016). Sox9 transkripcioni faktor je predloţen kao kljuĉni molekul u regulaciji VC-a 

koja se postiţe aktivacijom Best1 promotora u MPE-u putem prethodne aktivacije Otx2 

transkripcionog faktora (Masuda i sar., 2014). Pored Otx2 i Sox9, vaţan transkripcioni faktor 

koji igra ulogu u ranom razvoju oka je Lhx2 (Hobert i Westphal, 2000). Sox9 je identifikovan 

kao direktan ciljni molekul Lhx2 što ukazuje na njihovu moguću direktnu ulogu u regulaciji 

VC-a (Mardaryev i sar., 2010).  U proces VC su ukljuĉeni i geni povezani sa funkcijom 

vizuelnog pigmenta rodopsina, kao što su tirozinaza 1 (Tyr1), tirozinaza-vezujući protein 1 

(Tyrp1) i dopahrom tautomeraza (Dct). Pokazano je da bi holesterol mogao da reguliše jedan 

od najvaţnijih gena vizuelnog ciklusa, Rpe65. Kada je poremećena homeostaza holesterola u 

mreţnjaĉi i njegov sadrţaj povišen, dolazi do povećane proizvodnje 11-cis retinala usled 

povećane ekspresije Rpe65 (Masuda i sar., 2014).   
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1.7. Suplementacija nezasićenim masnim kiselinama  

U poslednjih 150 godina, usled modernog naĉina ţivota, došlo je do drastiĉne 

promene u odnosu omega-6 i omega-3 masnih kiselina u ishrani od 1:1 u 20:1 (Milanovic i 

sar., 2018). Nedostatak omega-3, pre svega DHK, je povezan sa razvojem razliĉitih 

patologija oka, ukljuĉujući bolest suvog oka, glaukom, SMD, dijabetiĉnu retinopatiju, kao i 

promene u oku vezane za AB (Cornwell, 2022; Sugasini i sar., 2023, Ajith, 2018). 

Poremećaji u nivou DHK dovode i do poremećenog elektroretinografskog odgovora, 

povećanog nagomilavanja derivata toksiĉnog vitamina A, kao i degeneracije fotoreceptorskih 

ćelija u centralnoj mreţnjaĉi (Karan i sar., 2005). Posebno je zanimljivo da je nivo DHK u 

mreţnjaĉi smanjen kod pacijenata koji boluju od AB, dok dijeta bogata DHK smanjuje nivo 

amiloida u mreţnjaĉi, što ukazuje na mogućnost da DHK suplementacija moţe poboljšati 

promene u mreţnjaĉi povezane sa AB (Sugasini i sar., 2023).  

MeĊutim, kapacitet mreţnjaĉe da sintetiše DHK je ograniĉen, i odrţavanje nivoa 

DHK u mreţnjaĉi zavisi od preuzimanja iz spoljašnjih izvora, kao što su lipidi iz krvi (Scott i 

Bazan, 1989). Unos PNMK putem hrane ili suplementacijom ribljim uljem, ostaje primaran 

izvor ovih lipida (Hopperton i sar., 2018). Vaţno je naglasiti da se suplementacija ribljim 

uljem (RU) smatra potencijalnim terapeutikom kod abnormalne vaskularizacije mreţnjaĉe 

(Connor i sar., 2007; Sapieha i sar., 2012). Na Slici 5 moţemo videti šemu preuzimanja 

DHK.  

 

 

Slika 5. Šematski prikaz preuzimanja DHK u mreţnjaĉi. Izvori DHK ukljuĉuju konverziju alfa-linolne kiseline 

(ALK) u DHK u jetri, dijetarnu konzumaciju i suplemetnaciju. ALK je omega-3 masna kiselina koja je najĉešće 

konvertovana u EPK, zatim u DHK u jetri. Preuzimanje DHK u mreţnjaĉi se odvija u pigmentnim epitelijalnim 

ćelijama, kao i u ĉepićima i štapićima. (Modifikovano iz Zhuo i sar., 2020)  
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Pokazano je da suplementacija RU-em ne daje homogene rezultate u većini studija jer 

ne reaguju svi ispitanici na isti naĉin na tretman (Zhang i sar., 2021; Beken i sar., 2013; Najm 

i sar., 2017). Skorašnja otkrića pokazuju da suplementacija niskim dozama ima za rezultat 

nisku dostupnost DHK u mozgu, te su pozitivni efekiti RU znaĉajno smanjeni (Arellanes i 

sar., 2020). Zato se u poslednje vreme preporuĉuje suplementacija visokim dozama omega-3 

PNMK u kliniĉkim studijama kod pacijenata koji boluju od AB (Arellanes i sar., 2020). 

Visoke doze n-3 masnih kiselina su preporuĉene i kao tretman u kliniĉkim studijama kod 

pacijenata koji pate od blage povrede mozga (Patch i sar., 2021), u ranom periodu terapije 

kod velikog depresivnog poremećaja (Luo i sar., 2020), kao i kod mišijih modela AB 

(Milanovic i sar., 2018; Jović i sar., 2019). Pokazano je da su visoki nivoi omega 3 u krvi 

asocirani sa smanjenim rizikom od AB i drugih oblika demencije (Ajith, 2018). Istraţivanja 

su pokazala da nivo DHK u mreţnjaĉi moţe takoĊe da se efikasno poveća putem 

suplementacje ribljim uljem (RU) (Querques i sar., 2011). Preporuĉeni profilaktiĉki dnevni 

unos PNMK kod ljudi koji nemaju demenciju je 360-540 mg eikozapentanoiĉne kiseline EPK 

i 240-360 mg DHK. Evropski Panel o Dijetetskim Proizvodima, Nutriciji i Alergijama (2012) 

je doneo zakljuĉke da kombinovana suplemetacija visokim dozama EPK i DHK (do 5 g 

dnevno u trajanju do 16 nedelja) ne povećava rizik od epizoda spontanog krvarenja, kao i da 

ne utiĉe na homeostazu glukoze, imunsku funkciju, lipidnu peroksidaciju i da se smatra 

bezbednom za upotrebu.  

Istraţivanja pokazuju da je nivo DHK smanjen kod 5XFAD mišjeg modela AB već 

od uzrasta od jednog meseca i da suplementacija RU-em povećava nivo ukupnog Aβ u 

mreţnjaĉi (Sugasini i sar., 2023). Ovi rezultati potvrĊuju da bi suplementacija RU mogla 

imati pozitivan efekat na promene u mreţnjaĉi asocirane sa AB, i kod drugih bolesti 

mreţnjaĉe (Sugasini i sar., 2023).  

 

1.7.1. DHK receptori/transporteri u mrežnjaĉi 

Mreţnjaĉa preuzima DHK pomoću više tipova receptora – lipoproteinskih 

(SanGiovanni i Chew, 2005), adiponektinskih (Bazan, 2015), transportera masnih kiselina 

(Tachikawa i sar., 2018), kao i D2A transporter MFS nadporodice (MFSD2A) (Nguyen i sar., 

2014; Ben-Zvi i sar., 2014; Wong i sar., 2016). 

Adiponektinski receptor 1 (ADIPOR1) je receptor za hormon adiponektin koji ima 

kljuĉnu ulogu u bolestima povezanim sa gojaznošću, kao što je insulinska rezistencija tipa 2, 

dijabetes i arteroskleroza (Okada-Iwabu i sar., 2013). TakoĊe, pokazano je da je on integralni 

membranski protein koji je neophodan za preţivljavanje fotoreceptora. ADIPOR1 uĉestvuje u 

zadrţavanju DHK u fotoreceptorima i MPE-u, a ablacija ovog receptora u mreţnjaĉi dovodi 

do degeneracije fotoreceptora. (Bazan, 2015).  

MFSD2A je glavni nosaĉ za preuzimanje DHK i nalazi se na endotelnim ćelijama 

koje ulaze u sastav KMB i KMrB. Gubitak funkcije MFSD2A kod ljudi dovodi do 

autozomno recesivne primarne mikrocefalije (Razmara i sar., 2020), a studije na nokaut 

miševima su potvrdile ovaj fenotip (Li i sar., 2021) i pokazale da je Mfsd2a posredovan DHK 

transport kritiĉan za pravilno funkcionisanje ćelijskih membrana u nervnom tkivu i za 

odrţavanje sastava fosfolipida (Cater i sar., 2021; Wong i sar., 2016).  
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1.7.2. Efekat ribljeg ulja na transcitozu  

MFSD2A je prepoznat kao jedan od glavnih regulatora propustljivosti KMrB i nalazi 

se na endotelnim ćelijama krvnih sudova mreţnjaĉe, i predstavlja glavni receptor DHK u 

mreţnjaĉi. Endotelne ćelije mreţnjaĉe imaju nisku stopu transcitoze što omogućava 

ograniĉen transćelijski transport kroz KMrB (Wu i sar., 2023). Pokazano je da je povećana 

transcitoza vezikula u endotelijalnim ćelijama kod Mfsd2a−/− miševa odgovorna za 

povećanu propustljivost KMrB a da njegova povećana ekspresija u oku smanjuje 

neovaskularizaciju mreţnjaĉe i vaskularnu propustljivost u mišjim modelima retinopatije 

(Zhang i sar., 2021). Pored ovoga, manipulacija wingless−related integration site (Wnt) 

puteva reguliše integritet KMB kroz regulaciju MFSD2A-posredovane kaveolarne transcitoze 

(Wang i sar., 2020). MFSD2A ulazi u fokus brojnih istraţivanja zbog toga što je pokazano da 

njegova indukovana ekspresija moţe oĉuvati integritet KMB i KMrB. Sa starenjem je 

primećeno znaĉajno smanjenje ekspresije MFSD2A u mozgu (Iwao i sar., 2023). Skorašnja 

otkrića ukazuju da virusom indukovana prekomerna ekspresija MFSD2A moţe da ublaţi 

poremećaje u uĉenju i pamćenju nastalih kao posledica krvarenja u mozgu (Yang i sar., 

2017), kao i da suplementacija DHK ima mnogo jaĉi neuroprotektivni efekat ako je povećana 

ekspresija MFSD2A u mreţnjaĉi (Zhang i sar., 2021). Uzimajući u obzir ĉinjenicu da je kod 

znaĉajnog dela pacijenata slab efekat terapije sa n-3 LC-PUFA kod neovaskularizacije 

mreţnjaĉe (Zhang i sar., 2021), manipulacija sa nivoima ekspresije MFSD2A predstavlja 

zanimljiv cilj istraţivanja.  

To znaĉi da bi MFSD2A mogao da bude potencijalni univerzalni ciljni molekul za 

terapije razliĉitih starosno-zavisnih patologija koje bi se zasnivale na regulaciji poremećene 

propustljivosti KMB i KMrB.  

 

1.7.3. Efekat suplementacije ribljim uljem na glimfatiĉki sistem 

Skorašnja istraţivanja su otkrila mreţu paravaskularnih puteva u mozgu, koji imaju 

kljuĉnu ulogu u eliminaciji ekstraćelijskih molekula iz CNS-a, ukljuĉujući i Aβ (Wang i sar.; 

2020; Illif i sar., 2014; Plog i sar., 2015). Ova mreţa paravaskularnih puteva se naziva 

glimfatiĉki sistem. Glavni regulator funkcije glimfatiĉkog sistema je akvaporin 4 (AQP4), 

proteinski membranski kanal, koji doprinosi uklanjanju Aβ iz mozga putem astroglijalne 

mreţe. Pokazano je da starenje moţe da poremeti funkciju gflimfatiĉkog sistema tako što 

dovodi do skoro 40 % manje efikasnosti u uklajanju Aβ kod starijih miševa u odnosu na 

mlade (Xie i sar., 2013). TakoĊe, sa starenjem dolazi do povećane ekspresije AQP4 

(Zeppenfeld i sar., 2017), i promene u ekspresiji AQP4 korelišu sa stepenom ozbiljnosti 

simptoma CAA (Hoshi i sar., 2012; Moftakhar i sar., 2010). U zdravom mozgu postoji jasno 

izraţena polarizacija AQP4 na stopalcima astrocita, a poremećaj ove polarizacije dovodi do 

poremećaja funkcije glimfatiĉkog sistema. Aktivacija astrocita znaĉajno smanjuje 

polarizaciju AQP4, smanjujući perivaskularnu ekspresiju AQP4 i povećavajući njegovu 

ekspresiju na ćelijskim telima glijskih ćelija (Ren i sar., 2013). 

Ispitana je i uloga tretmana RU-em na eliminaciju Aβ iz krvnih sudova u mozgu, gde 

je prvi put pokazano da funkcija glimfatiĉkog sistema moţe biti regulisana tretmanom RU-

em koje dovodi do aktivacije glimfatiĉkog sistema i efikasnijeg uklanjanja Aβ iz mozga (Ren 

i sar., 2017). AQP4-zavisan glimfatiĉki sistem aktivno uĉestvuje u pojaĉavanju efekta PNMK 

na uklanjanje ektraćelijskog Aβ (Ren i sar., 2017; Zhang i sar., 2020). Pokazano je da nema 
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poboljšanja u eliminaciji Aβ kod AQP4 knockout miševa, što potvrĊuje kljuĉnu ulogu AQP4 

kanala u delovanju RU-a na glimfatiĉki sistem (Liang i sar., 2015).  

 

1.8. Efekat suplementacije ribljim uljem na homeostazu holesterola  

Homeostaza holesterola i PNMK imaju vaţnu ulogu u razvoju i funkciji mreţnjaĉe i 

mozga. Veliki unos hrane bogate holesterolom je praćen većim rizikom od srĉanih bolesti i 

ima ulogu u nastanku AB, dok veći unos PNMK deluje suprotno. Ovakve promene nisu 

primećene u mozgu, što znaĉi da razliĉiti mehanizmi regulacije metabolizma lipida deluju u 

mozgu i u oku. Najvaţnije zabeleţena promena u oku je da visok nivo holesterola smanjuje 

nivo DHK u mreţnjaĉi (Jia i sar., 2021). Potrebna su dalja ispitivanja kompleksnih uloga 

holesterola i PNMK u normalnim i patološkim stanjima oka i mozga.  

Fluidnost membrane je kljuĉna za pravilno funkcionisanje CNS-a, a ona je zavisna od 

lipidnog sadrţaja membrana. Fluidnost membrane je odreĊena odnosom fosfolipida i 

slobodnog holesterola u njoj jer PNMK povećavaju fluidnost membrane dok holesterol 

povećava njenu viskoznost. Dijeta bogata visokim nivoima PNMK omogućava inkorporaciju 

holesterola u membrane da bi se odrţao balans u nivou njihove fluidnosti, što poslediĉno 

smanjuje nivo holesterola u krvi. Mehanizam delovanja PNMK na homeostazu holesterola bi 

mogao da deluje pomoću regulacije ekspresije sterol-regulatornog p-vezujućeg proteina 

(Srebp) ili Lxr gena, ali su potrebna dalja istraţivanja koja bi razjasnila mehanizme delovanja 

PNMK na CNS (Kitajka i sar., 2004).  
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2. CILjEVI 

Holesterolska homeostaza u oku je podloţna starosno-zavisnim promenama koje mogu da 

ugroze pravilnu funkciju specifiĉnih oĉnih struktura, mreţnjaĉe i pigmentnog epitela 

mreţnjaĉe (MPE), kao i da stimulišu formiranje i taloţenje toksiĉnog amiloida beta (Aβ). 

Neposredni cilj ove doktorske disertacije je da se ispitaju promene ekspresije gena koji 

regulišu metabolizam holesterola u fiziološkom i patološkom starenju, kao i da se ispita 

efekat suplementacije ribljim uljem, prirodnog izvora omega-3 masnih kiselina, za koje je 

pokazano da imaju vaţnu ulogu u regulaciji holesterolske homeostaze. U skladu sa 

navedenim, postavljeni su i pojedinaĉni zadaci istraţivanja: 

 

1. Ispitivanje promena ekspresije gena koji regulišu holesterolsku homeostazu u 

fiziološkom starenju u mreţnjaĉi i MPE-u. 

2. Ispitivanje promena ekspresije gena koji regulišu holesterolsku homeostazu u 

patološkom starenju (mišji model Alchajmerove bolesti, AB) u mreţnjaĉi i MPE-u. 

3. Ispitivanje efekta suplementacije ribljim uljem (RU-em) na ekspresiju gena regulatora 

holesterolskog metabolizma, u presimptomatskoj fazi AB, kao i na formiranje i 

taloţenje Аβ u mreţnjaĉi. 

4. Ispitivanje promena ekspresije glavnih regulatora transcitoze (MFSD2A) i 

glimfatiĉkog sistema (AQP4) u mreţnjaĉi tokom fiziološkog starenja. 

5. Ispitivanje promena ekspresije glavnih regulatora transcitoze (MFSD2A) i 

glimfatiĉkog sistema (AQP4) u mreţnjaĉi tokom patološkog starenja (mišji model 

AB). 

6. Ispitivanje efekta suplementacije RU-em na ekspresiju glavnih regulatora transcitoze i 

glimfatiĉkog sistema, kao i na formiranje i taloţenje Aβ u presimptomatskoj fazi AB 

u mreţnjaĉi. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1. Etiĉka izjava  

Sve eksperimentalne procedure su sprovedene u saglasnosti sa Direktivom 

2010/63/EU o zaštiti ţivotinja koje se koriste u eksperimentalne i nauĉne svrhe i 

odobrene su od strane Etiĉkog komiteta Instituta za biološka istraţivanja „Siniša 

Stankovićˮ, Instituta od nacionalnog znaĉaja Republike Srbije, Univerziteta u Beogradu 

(Rešenje br. 03-05/14). Korišćen je minimalan broj jedinki neophodan za realizaciju 

eksperimenata, uz maksimalnu brigu o ţivotinjama. 

 

3.2. Eksperimentalne životinje 

Za potrebe ovog istraţivanja, transgeni 5XFAD miševi i njihov izvorni soj B6SJLF1/J 

su nabavljeni od kompanije „Jackson Laboratories‖ (Bar Harbor, Mejn, SAD; kat. br.: 3484-

JAX i 100012-JAX). Ţivotinje upotrebljene u eksperimentu, ţenke F1-generacije, su dobijene 

ukrštanjem 5XFAD transgenih muţjaka sa B6SJLF1/J ţenkama, a kao kontrolne ţivotinje su 

korišćene ne-transgene ţenke iz istih okota (wild-type - WT). 5XFAD miš prekomerno 

eksprimira mutirani ljudski amiloidni prekursorski protein 695 sa švedskom mutacijom 

(K670N, M671L: povećava proizvodnju totalnog Aβ), Florida mutacijom (I716V: specifiĉno 

povećava proizvodnju Aβ42 fragmenta), London mutacijom (V717I: specifiĉno povećava 

proizvodnju Aβ42 fragmenta), i mutacijama u ljudskom presenilinu 1 sa dve FAD mutacije 

(M146L and L286V: specifiĉno povećavaju proizvodnju Aβ42 fragmenta).  

Ţivotinje su odgajane u vivarijumu Instituta za biološka istraţivanja „Siniša 

Stanković‖, u providnim kavezima od pleksiglasa sa prostirkom od sterilisane šuške (n=5 

ţivotinja po kavezu), u specijalnom sistemu za gajenje ţivotinja sa ventilacijom, pod 

standardnim uslovima (temperatura: 23±2 °C, relativna vlaţnost vazduha: 60–70%, 12-

ĉasovni ciklus svetlost/mrak, slobodan pristup vodi). Za ishranu ţivotinja je korišćena 

standardna briketna hrana (Tabela 1.).  

Tabela 1. Peletizovani komercijalni sastav hrane. ZMK - zasićene masne kiseline; PNMK - polinezasićene 

masne kiseline; n-3 - omega-3; n-6 - omega-6. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Sadrţaj Procenat 

Proteini 17,2% 

Ugljenihidrati 60,9% 

Masti 3,7% 

PNMK/ZMK 1,3% 

n-3/n-6 PNMK 0,05% 

vlakna 5,6% 

pepeo 7,6% 

Vitamini i minerali  
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3.3. OdreĊivanje genotipa 

OdreĊivanje genotipa ţivotinja iz svakog okota je raĊeno putem izolacije DNK iz tkiva 

repa, nakon ĉega je analizirana pomoću lanĉane reakcije polimeraze (PCR, od eng. 

Polymerase Chain Reaction). Korišćeni su adekvatni setovi prajmera u skladu sa 

preporukama proizvoĊaĉa. Tkivo repa je prvo stavljano u ependosrfice za PCR reakcije koje 

su imale u sebi 75 µl rastvora A (alkalni pufer za liziranje tkiva: 25 mM NaOH; 0,2 mM 

EDTA). U sledećem koraku uzorci su inkubirani na 95 ºC u trajanju od 45 min, nakon ĉega 

su vorteksovani i u ependorfice je dodato po 75 µl rastvora B (pufer za neutralizaciju, 40 mM 

Tris-HCl). U reakcione smeše je, pored prajmera, dodato 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP i 1 

U Taq polimeraze (Fermentas, Kina). Stavljano je po 1 μl uzorka u svaku ependorficu. 

Reakcije su sprovoĊene u ProFlex® PCR System ureĊaju (Applied Biosystems, SAD) prema 

odgovarajućem protokolu: inicijalna denaturacija je trajala 2 min na 95 ºC, nakon ĉega je 

sledilo 30 ciklusa koji su podrazumevali: denaturaciju u trajanju od 15 sekundi na 95 ºC, 

aniling u trajanju od 30 sekundi na 62 °C i elongaciju u trajanju od 30 sekundi na 72 ºC, sa 

finalnom elongacijom od 2 minuta na 72 °C. 

 

3.4. Eksperimentalne grupe i dizajn eksperimenta 

 U istraţivanju je upotrebljeno ukupno 76 miševa: ukupan broj 5XFAD transgenih 

miševa ţenskog pola je iznosio 38 (5XFAD), dok je 38 ţenki predstavljalo njihove ne-

transegene kontrole (WT). Za potrebe ispitivanja fiziološkog i patološkog starenja miševi su 

nasumiĉno rasporeĊeni u ĉetiri grupe: 4 M WT grupa (n=12) – ne-transgeni miševi starosti 

ĉetiri meseca, 4 M 5XFAD grupa (n=12) – transgeni miševi starosti ĉetiri meseca, 12 M WT 

grupa (n=12) – ne-transgeni miševi starosti 12 meseci i 12 M 5XFAD grupa (n=12) – 

transgeni miševi starosti 12 meseci. Za potrebe ispitivanja efekta tretmana ribljim uljem 

ţivotinje su takoĊe nasumiĉno raspodeljene u ĉetiri grupe: WT RU grupa (n=7) – ne-

transgeni miševi tretirani ribljim uljem, 5XFAD RU grupa (n=7) – transgeni miševi tretirani 

ribljim uljem, WT grupa (n=7) – ne-transgeni miševi tretirani vodom, 5XFAD grupa (n=7) – 

transgeni miševi tretirani vodom. Tretirane ţivotinje su suplementirane komercijalnim ribljim 

uljem (DietPharm, FidaFarm Hrvatska), kao bogatim izvorom omega-3 masnih kiselina 

(Tabela 2), dok su netretirane ţivotinje na isti naĉin (ista zapremina, naĉin davanja i trajanje) 

primale vodu.  Ţivotinje su oralnom gavaţom dobijale po 100 μl ribljeg ulja ili vode jednom 

dnevno tokom 21 uzastopnog dana (Slika 6), a tretirenje ţivotinja je zapoĉeto kada su 

ţivotinje imale tri meseca.  

 

Slika 6. Šematski prikaz kratkotrajnog tretmana ribljim uljem (RU) u presimptomatskoj fazi AB. 
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 Doza davana u našem istraţivanju je odreĊena kao visoka doza dokozaheksaoinske i 

eikozapentanoinske kiseline (DHK i EPK). Ekvivalentna dnevna doza DHK za ljude bi bila 

oko 3000 mg na 50 mg/kg telesne mase (t.m.). Ekvivalentna doza je raĉunata prateći FDA 

(SAD vodiĉ za hranu i lekove) vodiĉe za konverziju doza izmeĊu vrsta. Ukratko, (mg/kg) je 

raĉunata kao ljudska doza pomnoţena sa faktorom korekcije za miša (Km) AED (mg/kg) = 

50 mg/kg × 12,3 = 615 mg/kg. Za ljudsku dozu od 50 mg/kg AED doza za miša je 615 

mg/kg. Ovo znaĉi da doza kojom su tretirane ţivotinje, 545,5 mg/kg DHK i 818,2 mg/kg 

EPK dnevno, odgovara 12 mg DHK i 18 mg EPK dnevno kod ljudi. Komercijalno riblje ulje 

sadrţi i druge masne kiseline (kao dodatak omega-3 i omega-6 masnim kiselinama), kao i 

jodin, furansku kiselinu, i vitamin E koji je antioksidant i potencijalno moţe i sam da ima 

razliĉite efekte (Hopperton i sar., 2018), zbog ĉega nisu korišćena druga ulja kao kontrola. Sa 

druge strane, kontrolna ulja mogu da sadrţe neke postojeće aktivne sastojke ili dodate 

komponente koje mogu da interferiraju sa direktnim efektima ribljeg ulja što moţe da dovede 

do pogrešne interpretacije rezultata i pogrešnih zakljuĉaka. Zbog svega navedenog, nismo 

ţeleli da poredimo efekte dva ulja (ulja od interesa i kontrolnog ulja) i zato je kao kontrola 

korišćena voda.  

 

Tabela 2. Sastav masnih kiselina u RU (% w/w od ukupnkih MK). ZMK - zasićene masne kiseline; MNMK - 

mono-nezasićene masne kiseline; n-6 - omega-6 poli-nezasićene masne kiseline (PNMK); n-3 - omega-3 

PNMK; EPK - eikozapentanoinska kiselina; DPK - dokozapentanoinska kiselina; DHK - dokozaheksanoinska 

kiselina. 

MK Broj ugljenika Korišćeni naziv Procenat 

ZMK   16:0n palmitinska 22,90 

 18:0n stearinska 2,23 

MNMK 16:1n-7 palmitoleinska 11,90 

 18:1n-9 oleinska 10,25 

 18:1n-7 vakcenska 4,54 

 18:2n-6 linoleinska 1,67 

 20:3n-6 dihomo-gama-linoleinska 0,29 

 20:4n-6 arahidonska 1,62 

 22:4n-6 adreniĉna 1,78 

 20:5n-3 EPK 25,51 

 22:5n-3 DPK 1,82 

 22:6n-3 DHK 15,49 

 

3.5. Sakupljanje uzoraka  

Ţivotinje su u trenutku ţrtvovanja bile stare ĉetiri, odnosno dvanaest meseci. Miševi 

su intraperitonealno anestezirani kombinacijom ketamidora (100 mg/kg t.m., Richter Pharma, 

Wells, Austrija) i ksilazida (16 mg/kg t.m., Xylased, Bioveta, Republika Ĉeška). Potom je  

svaka ţivotinja perfundovana sa 50 ml 0,1 M fosfatom fosforilisan fiziološki rastvor (eng. 

Phosphate-buffered saline, PBS) 30 min i dekapitovana. Izolovane su oĉi iz oĉne duplje, 

odseĉen je optiĉki nerv, a roţnjaĉa, soĉivo i staklasto telo su uklonjeni. Mreţnjaĉa je oĉišćena 

od vezivnog tkiva i sklonjena za dalju analizu. Svi uzorci tkiva su ĉuvani na -80 ºC u cilju 

dalje izolacije RNK, proteina i masnih kiselina. Izolovani su mreţnjaĉa i MPE iz 7 oĉiju po 

grupi i obraĊeni su za izolaciju RNK i dalje qPCR. Za Western blot analizu uzoraka nakon 

tretmana RU-em je korišćeno 4-6 uzoraka mreţnjaĉe i MPE-a. Za istraţivanje promena u 
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mreţnjaĉi tokom fiziološkog i patološkog starenja korišćeno je 6 ţivotinja po grupi gde su 

takoĊe izolovani mreţnjaĉa i MPE iz po jednog oka, dok je drugo oko iz kontrolnih i 5XFAD 

ţivotinja (n=4) izolovano i obraĊeno dalje za imunohistohemiju.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7. Izolacija mreţnjaĉe miša. Staklasto telo (A), mreţnjaĉa (B), optiĉki nerv (C), MPE (D) 

 

3.6. Kvantitativna polimerazna lanĉana reakcija u realnom vremenu (qRT-PCR) 

3.6.1. Izolacija RNK i reverzna transkripcija  

Ukupna RNK je ekstrahovana iz oĉiju izolovanih iz kontrolnih i tretiranih ţivotinja  

(n=5–7 po grupi), prateći uputstva proizvoĊaĉa za sistem izolacije putem TRIZOL-a 

(Invitrogen Life Technologies, SAD), gde je za svaki uzorak dodavano 500 μl trizola i raĊena 

homogenizacija ruĉno, nakon ĉega je dodato još 500 μl trizola i uzorci su stajali 15 min. 

Nakon toga je dodato 200 μl hloroforma i mućkano 15 sekundi. Nakon centrifugiranja 15 

min. na 11900 g odvojena je vodena faza. RNK talog je rastvoren u 20 μl DEPC vode, 

koncentracija RNK je odreĊena spektrofotometrijskom metodom, i intaktnost RNK je 

potvrĊena 1% agaroznom gel elekroforezom. Šest μg ukupne RNK je tretirano sa DNazom I 

koja je preĉišćena od RNaza (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). UraĊena je 

reverzna transkripcija u istoj tubi pomoću High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied 
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Biosystems, SAD), prateći uputstva proizvoĊaĉa. cDNK je skladištena na -20 °C do dalje 

upotrebe. 

 

3.6.2. Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qRT-PCR) 

20 ng izolovane cDNK je upotrebljeno za PCR analizu, u konaĉnoj zapremini od 10 

μl korišćenjem RT2SYBR Green qPCR Mastermix (Applied Biosystem), koji predstavlja 

univerzalni reagent za PCR analizu i vezuje se za dvolanĉanu zavojnicu DNK i pojaĉava se 

signal fluorescence. RT-PCR umnoţavanje je sprovedeno u ABI 7500 termiĉkoj cikliĉnoj 

mašini (Applied Biosystems) u automatski podešenom cikliĉnom reţimu (30 min na 50 °C, 

15 min na 95 °C, praćeno sa 40 ciklusa 60 s na 94 °C, 60 s na 57 °C, 60 s na 72 °C, i onda 

inkubirano 10 min na 70 °C). Rezultati dobijeni qRT-PCR metodom su obraĊeni pomoću RQ 

Study softvera za 7000 v 1.1 SDS instrument, sa nivoom pouzdanosti od 95% (P <0,05). 

Kvantifikacija je uraĊena 2
-ΔΔCt

 metodom (Livak, 2001), i promene u nivoima iRNK su 

prikazane relativno u odnosu na kontrolnu vrednost. Unutrašnja kontrola je bio Hprt gen u 

odnosu na koji je odreĊena ekspresija u svakoj od eksperimentalnih grupa, dok je grupa stara 

ĉetiri meseca bila osnov za poreĊenje ostalih grupa ţivotinja. Sekvence prajmera koje smo 

koristili su prikazane u Tabeli 3 (napravio Vivogen, Srbija). 

Tabela 3. Sekvence prajmera za ekspresione studije. F – napredni prajmer; R – reverzni prajmer 

Hmgcr      FTTGGTCCTTGTTCA GCTCAT 

     RTTCGCCAG CCCAAGGA AC 

Srebp1-c  

 

     FACG GAG CCA TGG ATT GCA 

     RAAGTCACTGTCTTGGTTGTTGATGA 

Lxrβ      FAGCGTCCATTCAGAGCAAGTG    

     R CACTCGTGGACATCCCAGATCT 

Abca1      FAGGCCGCACCATTATTTT 

     RGGCAATTCTGTCCCCAAGGAT 

ApoE      FGGCCCAGGAGGAGAATCAATGAG 

     RCCTGGCTGGATATGGATGTTG 

Mfsd2a      FAGAAGCAGCAACTGTCCATTT 

     RCTCGGCCCACAAAAAGGATAAT 

Hprt      FCTCATGGACTGATTATGGACAGGAC 

     RGCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 

Aqp4  

 

     FAGCAATTGGATTTTCCGTTG  

     RTGAGCTCCACATCAGGACAG 

Sox9 

 

     FCACACGTCAAGCGACCCATGAA 

     RTCTTCTCGCTCTCGTTCAGCAG 

Otx2 

 

     FGGAAGCACTGTTTGCCAAGACC 

     RCTGTTGTTGGCGGCACTTAGCT 

Lhx2 

 

     FGATGCCAAGGACTTGAAGCAGC 

     RTTCCTGCCGTAAAAGGTTGCGC 

Rpe65 

 

     FAAGGCTCCTCAGCCTGAAGTCA 

     RGAGAACCTCAGGTTCCAGCCAT 

Best1 

 

     FCATCAGCACCTCGGTCTACAAG 

     RGACAAGTTGGCAAACCACACCC 

Rdh5 

 

     FCTGTGACCAACCTGGAGAGTCT 

     RGATGCGCTGTTGCATTTTCAGGT 

Rlbp1 

 

     FGAAGATGGTGGACATGCTCCAG 

     RCCAGGTCATCTCCGTGAACAAAG 

Rbp1 

 

     FGCAAAAGACGAACCCCAAAGCGGAC 

     RTCCTGCGTGAGACACTTCTCTGTC 
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Rgr 

 

     FGCCAGCAA GGAGTGACCATTTA 

     RAAAGGAGAGACCTAGCTTCAGAG 

Dct 

 

     FGCAAGATTGCCTGTCTCTCCAG 

     RCTTGAGAGTCCAGTGTTCCGTC 

Tyr 

 

     FCAGGCTCCCATCTTCAGCAGAT 

     RATCCCTGTGAGTGGACTGGCAA 

TyrP1 

 

     FAACTCATGCGTGAGCAGATG 

     RTACCTGGTGCCTCTGAGCTT 

Cyp27 

 

     FTCAGGAGACCATCGGCACCTTT 

     RCCAGTCACTTCCTTGTGCAAGG 

Cyp46 

 

     F CTCAGGACGATGAGGTTCTGCT 

     R TGGCGAGACAACTCCATCACTG 

 

 

3.7. Western blot analiza 

Za dobijanje ukupnih proteina mreţnjaĉe i MPE, tkivo je homogenizovano i 

sonifikovano u deset puta većoj zapremini pufera za liziranje (RIPA puffer: 50 mM Tris-HCl; 

pH = 7,5; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0,1% SDS; 0,5% Triton X-100; 1 mM EDTA i 1 mM 

EGTA), u koji je na 10 ml dodata po jedna tableta komercijalno dostupnog koktela inhibitora 

proteaza i fosfataza (Merck SA, Dermstadt, Nemaĉka, complete
™

 Protease Inhibitor 

Cocktail Complete
™

 11697498001). Nakon 30 min inkubacije na ledu, lizati su 

centrifugiranina 14000 g tokom 30 min na +4 °C. Supernatanti su odliveni i ĉuvani na -80 °C 

do dalje analize. Koncentracije ukupnih proteina odreĊene su kolorimetrijskom metodom po 

Pierce-u upotrebom komercijalnog kompleta (Pierce Micro BCA Protein Assay Kit Product 

No. 2323, Merck SA, Darmstadt, Nemaĉka). Koncentracija svakog uzorka odreĊena je 

spektrofotometrijskim merenjem (A562 nm), na osnovu standardne krive dobijene upotrebom 

poznatih koncentracija albumina proteina goveĊeg seruma. 

 

3.7.1. Elektroforetsko razdvajanje proteina na poliakrilamidnom gelu 

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj masi vršeno je na SDS 

denaturišućim poliakrilamidnim gelovima (engl. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis; SDS-PAGE). Korišćena je mini aparatura za elektroforezu 

(MiniPROTEAN II Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, 1652960). Gel za razdvajanje 

je, pored akrilamida/bisakrilamida (Sigma) u odnosu 29:1 (finalne koncentracije 10%), 

sadrţao i 1,5 M Tris HCl (pH = 8,8) i 10% SDS. Gel za koncentrisanje je bio sledećeg 

sastava: 5% akrilamid/bisakrilamid (29:1); 0,5 M Tris-HCl, pH = 6,8 i 10% SDS. Za 

polimerizaciju gelova (i za razdvajanje i za koncentrisanje) je korišćeno 100 μl 10% 

amonijum persulfata i 4 μl tetrametiletilendiamina - TEMED (Serva) na 10 ml rastvora. Kao 

pufer za nalivanje korišćen je Laemmli pufer (2x koncentrovan: 31,25 mM Tris, pH = 6,8; 

10% glicerol; 1% SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 0,025% bromfenol plavo) koji je dodavan 

uzorku u zapreminskom odnosu 1:1. Uzorci su pre nalivanja dodatno termiĉki denaturisani 4 

min na temperaturi od 95 °C. Kao standard za molekulsku masu proteina korišćen je marker 

širokog opsega (25-250 kDa, Thermo Scientific, Litvanija). Elektroforeza je vršena u puferu 

za elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25 mM Tris, pH = 8,3; 0,1% SDS) pod 

konstantnim naponom od 120 V na sobnoj temperaturi. Nalivane su jednake koliĉine proteina 

po bunariću (15μg). 
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 3.7.2. Prenos proteina sa SDS-poliakrilamidnog gela na membranu 

Proteini sa poliakrilamidnog gela su preneseni na polivinildefluoridne membrane 

(PVDF) (Amersham Bioscience) korišćenjem sistema za transfer (Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell, BioRad Laboratories). Nakon završene elektroforeze, gel za 

razdvajanje je paţljivo uklonjen sa staklene ploĉe, prenesen u posudu sa puferom za transfer 

(20% metanol; 192 mM glicin; 25 mM Tris, pH 8,3) i ekvilibrisan narednih 15 min. Iseĉena u 

dimenzijama gela, membrana je prvo aktivirana u metanolu 20 s, oprana u 

dejonizovanoj vodi 20 s, a potom je prebaĉena u posudu sa puferom za transfer, u 

kojoj je ekvilibrisana narednih 15 min. Pomoćne komponente, poput filter papira, 

papira „watman‖ i sunĊera, pripremljene su potapanjem u pufer za transfer, takoĊe, 30 

min. Nakon slaganja svih komponenti u kasetu za transfer i njenog potapanja u tank 

sa puferom, elektrotransfer proteina je vršen pod konstantnim naponom od 30 V tokom 

noći na +4 °C. Po završenom transferu, membrane su, bez dodatnog ispiranja, 2 

sata sušene na sobnoj temperaturi. Potom su membrane aktivirane 20 s u 100% 

metanolu, isprane u vodi i prebaĉene u posudu sa bojom Ponso S (Ponceau S; 1% boja 

Ponso S; 5% glacijalna sirćetna kiselina; dejonizovana voda) radi vizuelizacije 

proteinskih traka. Membrane su bile potopljene u Ponso S 20 minuta, a zatim su 

odbojene u vodi tako da su obojene proteinske trake bile jasno vidljive, a ostaci boje 

oko traka svedeni na minimum. Membrane su skenirane i kao takve korišćene za analizu 

koliĉine nanetih proteina.  

 

 3.7.3. Imunološka detekcija imobilizovanih proteina 

Proteini imobilizovani na PVDF membranama su prethodno pripremljeni za 

imunološku detekciju. Membrane su prvo kvašene u 20% metanolu 20 s i 

ispirane u dejonizovanoj vodi 20 s, a zatim su blokirane u 5% rastvoru obranog 

mleka u Tris- puferisan rastvor (eng. Tris-buffered saline, TBS) sa dodatkom 

deterdţenta Tween-20 (TBST: 20 mM Tris-HCl; pH = 7,6; 137 mM NaCl; 0,05% Tween 

20). Blokiranje membrane je trajalo 1 h na sobnoj temperaturi, da bi se smanjio 

intenzitet nespecifiĉnog vezivanja antitela. Nakon blokiranja, membrane su ispirane u 

TBST puferu 5 min. Nakon ispiranja membrane su inkubirane sa zeĉijim monoklonskim 

MFSD2A (1:8000, 10539, Abcam), mišjim monoklonskim ABCA1 (1:500, #18180, Abcam), 

6E10 (1:1000, 803003, Biolegend), SPH  (1:1000, S 5768, Sigma), GFAP (1:1000, MAB 

360, Millipore), i zeĉijim poliklonskim primarnim HMGCR (1:1000, # 174830, Abcam) u 

TBST-u, preko noći na +4 °C. Membrane su onda inkubirane u HRP obeleţenom anti-mišjem 

(1:3000; sc-2370, Santa Kruz) i anti-zeĉijem sekundarnom antitelu (1:5000; sc-2370, Santa 

Kruz) 1 h u TBST na sobnoj temperaturi. Signal je detektovan pomoću analize ekspozicije 

autoradiografskog (pojaĉana hemiluminiscencija, ECL, Amersham Bioscience) filma 

(Kodak) osetljivog na plavu svetlost u trajanju od 10 sekundi do 10 minuta. Filmovi su 

razvijeni odmah nakon završetka ekspozicije membrane i skenirani za dalju analizu.  
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3.7.4. Semikvantitativna analiza imunoblotova 

Intenzitet signala dobijenih na autoradiografskom filmu je kvantifikovan 

denzitometrijski, korišćenjem kompjuterskog programa za analizu signala (Image Quant 

5.0). Vrednosti dobijene za ciljne proteine su normalizovane u odnosu na vrednosti koje 

su dobijene za Ponceau S (35-110 kDa), koje su bile merilo ukupne nanete 

koliĉine proteina. Tako dobijene relativne vrednosti su dalje korišćene za statistiĉku 

obradu rezultata i njihovo grafiĉko predstavljanje. 

 

3.8.  Imunohistohemijska analiza 

Oĉi su nakon izolacije fiksirane u 4% paraformaldehidu na 4 °C preko noći, nakon 

ĉega su dehidratisane u 30% saharozi 24 h i ukalupljene u smesi koju ĉine 7,5% ţelatin i 15% 

saharoza. Nakon toga su na kriotomu (Leica, Nemaĉka) seĉeni preseci mreţnjaĉe debljine 12 

µm. Ĉitav postupak imunocitohemijskog bojenja, osim inkubacije u primarnom antitelu, 

raĊen je na sobnoj temperaturi, a rastvori su pravljeni u PBS (pH = 7,4). Ploĉice sa presecima 

pripremanim za svetlosnu mikroskopiju su najpre isprane 3 puta po 5 min u PBS-u, a potom 

su preseci inkubirani 15 min u 0,1% rastvoru deterdţenta Triton-X 100, da bi se olakšao 

prolazak antitela kroz membranu ćelija. Kako bi se spreĉilo nespecifiĉno vezivanje antitela, 

preseci su inkubirani u 5% serumu koze (Dako). Višak rastvora za blokiranje je uklonjen 

kratkim ispiranjem u PBS-u, a zatim je na ovako pripremljene preseke nakapan rastvor 

primarnog antitela u PBS. Primarna antitela koja su korišćena za analizu su bila zeĉije 

poliklonsko MFSD2A (1:100, 10539, Abcam), mišje monoklonsko SOX9 (1:100, sc-166505, 

Abcam), mišje monoklonsko anti-β-amiloid, clon 6E10 (cat#803003, Biolegend, San Diego, 

CA, SAD), i zeĉije poliklonsko AQP4 (1:500, AB3594, EMD Millipore, Burlington, MA, 

SAD). Krvni sudovi su obeleţeni sa 488-konjugovanim Lycopersicon esculentum lectin 

(Vector, 488 DL1174), istovremeno sa primarnim antitelima (6E10, AQP4 ili MFSD2A). 

Preseci su nakon inkubacije u primarnom antitelu ispirani u PBS-u sa dodatkom 1 triton, pa 

inkubirani sa anti-zeĉijim, anti-mišijim ili anti-kozijim sekundarnim antitelom koje je 

konjugovano sa Alexa 568, (Invitrogen) korišćeno u koncentraciji 1:500 u PBS na 2 h na 

sobnoj temperaturi. Posle ispiranja u PBS, ploĉice su pokrivene sa DAPI medijumom (Sigma, 

SAD) i slikane putem fluorescentne mikroskopije. Rezultati koji su prikazani pomoću slika sa 

mikroskopa su reprezentativna zapaţanja sprovedena na 3 razliĉita bojenja za svaku grupu 

(n=4). Za bojenje amiloidnih plaka je je korišćen tioflavin S (ThS). Ploĉice su inkubirane u 

0,001% rastvoru ThS i 50% etanolu tokom 8 min na sobnoj temperaturi. Obojene ploĉice su 

na kratko isprane u 80% i 96% etanolu nakon ĉega su isprane destilovanom vodom i 

pokrivene sa DAPI medijumom (Sigma, SAD) i slikane putem fluorescentne mikroskopije. 

Mikrografije su slikane na Axio Observer Mikroskopu (Z1 AxioVision 4.6 software system, 

Carl Zeiss, Nemaĉka) na 20x uveliĉanju. Rezultati koji su prikazani pomoću slika sa 

mikroskopa su reprezentativna zapaţanja sprovedena na 3 razliĉita bojenja za svaku grupu 

(n=4). 

 

3.8.1. Statistiĉka analiza imunobojenja krvnih sudova 

Kvantifikacija imunobojenja krvnih sudova je uraĊena sa reprezentativnih 

mikrografija uslikanih na Zeiss mikroskopu na 20x uveliĉanju. Uslovi su bili identiĉni za sve 

grupe. Lektin-pozitivni regioni su analizirani merenjem lektinom obeleţenog regiona (Otsu, 
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ImageJ, verzija 1,74). Sa svake ploĉice (n=4 po grupi) je analizirano po pet polja sa 3 

razliĉita preseka mreţnjaĉe. Softver je analizirao svaki presek. OdreĊen je prag intenziteta 

fluorescencije. Graniĉna vrednost praga fluorescencije je odreĊena automatski. Na osnovu 

datih paramatera je raĉunata površina pokrivena fluorescencijom. 

 

3.9. Statistiĉka analiza 

Podaci su analizirani pomoću GraphPadPrism programa (GraphPad Software, Inc., 

SAD). Za poreĊenje dve eksperimentalne grupe smo koristili neparametrijski Man-Whitney 

U-test, uzimajući u obzir da podaci ne ispunjavaju uslov normalne raspodele. Za poreĊenje 

više grupa u isto vreme, koristili smo dvosmernu analizu promeljivosti (ANOVA) sa 

uraĊenim Tukey post-hoc testom. Razlike su smatrene statistiĉki znaĉajnim kada je p < 0,05.  
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4. REZULTATI 

I DEO 

 

4.1. Promene u mrežnjaĉi u fiziološkom i patološkom starenju 

4.1.1. Analiza ćelijskih markera u mrežnjaĉi u fiziološkom i patološkom starenju  

Promene u mreţnjaĉi mogu biti povezane kako sa starenjem tako i sa nakupljanjem 

A(Wang i sar., 2021). Zato je u mreţnjaĉama WT i 5XFAD miševa ispitano kako se 

menjaju markeri glijskih ćelija (SOX9, GFAP) kao i markeri sinaptiĉke plastiĉnosti i 

neurodegeneracije (sinaptofizin, SPH, antitelo na fosforilisanu subjedinicu neurofilamenta 

velike molekulske mase (NF-H) SMI-31).  

Specifiĉan tip glijskih ćelija u mreţnjaĉi su ćelije Milerove glije (MG). SOX9 je 

karakteristiĉan postnatalni marker ovih ćelija koji je neophodan i dovoljan za njihovu 

proliferaciju (Poché i sar., 2008). Na Slici 8 E prikazane su mikrografije imunofluorescentno 

obojenih preseka mreţnjaĉe ţivotinja iz sve ĉetiri ispitivane grupe korišćenjem antitela na 

SOX9 i boje DAPI koja boji jedra ćelija. Crvenom bojom obeleţen je SOX9 protein u telima 

MG koja se jasno uoĉavaju u UNS mreţnjaĉe, dok plavi signal predstavlja obojena jedra 

ćelija u UNS i SNS. Kvantifikacijom ovih imunofluorescentno obeleţenih preseka mreţnjaĉe 

miševa (postupak prikazan u Materijal i metode) pokazano je da nema razlike u ekspresiji 

Sox9 proteina u MG meĊu ispitivanim grupama i da nema promena u broju i distribuciji 

ćelija MG u toku fiziološkog i patološkog starenja (Slika 8 F). 

Glijski fibrilarni kiseli protein (GFAP) se u CNS eksprimira u astrocitima i njegova 

ekspresija je povećana tokom procesa neurodegeneracije nastale starenjem (Ferrer i sar., 

2018). Ispitano je kako se ekspresija GFAP proteina menja u mreţnjaĉi tokom prirodnog i 

patološkog starenja (Slika 8 D). Western blot analiza je pokazala da dolazi do znaĉajnog 

porasta proteinske ekspresije u 12M 5XFAD u odnosu na ostale ispitivane grupe (2,33 puta u 

odnosu na 4M WT, 2,41 put u odnosu na 4M 5XFAD, 2,71 put u odnosu na 12M WT). 

Rezultati analize dvosmernom ANOVA pokazuju da faktor genotip ima najveći uticaj (F 

genotip = 13,95; p = 0,0018), zatim faktor starosti (Fstarost = 13,33; p = 0,0022), a i interakcija 

faktora je takoĊe imala statistiĉki znaĉajan uticaj na nastale promene u mreţnjaĉi (F starost x 

genotip = 11,30; p = 0,0040). Dobijene razlike su u skladu sa prethodno opisanim promena koje 

nastaju kod neurodegenerativnih bolesti CNS-a (Rodríguez i sar., 2014).  

Poznato je da u toku starenja dolazi do degeneracije neurona i do promena u ekspresiji 

markera sinaptiĉke plastiĉnosti u mozgu (Gall, 2006; Bergado i Almaguer., 2002). Sliĉne 

promene su pokazane i kod ţivotinjskih modela AB (Burke i Barnes, 2006; Mattson i 

Arumugam, 2018; Shetty i sar., 2015). Da bi se ispitalo da li dolazi do degeneracije neurona u 

mreţnjaĉi tokom fiziološkog i patološkog starenja raĊeno je imunohistohemijsko bojenje sa 

anti-SMI31 antitelom, markerom neuronalne degeneracije. Antitelo na fosforilisanu 

subjedinicu neurofilamenta velike molekulske mase (NF-H), SMI31, prepoznaje 

neurofilamente fosforilisanih proteina u neuronima, aksonima, dendritima i neurofibrilarnim 

klubadima kod brojnih vrsta i akumulira se u neuronima koji degenerišu (Kim i sar., 2000). 

Kvalitativna analiza rezultata je pokazala da dolazi do pojave distrofije neurita u 12M starim 

5XFAD mreţnjaĉama (Slika 8 B).  

Fotoreceptori su organizovani u SNS i primećeno je da dolazi do povećanja ovog 

sloja kod 5xFAD ţivotinja (Zhang i sar., 2021). Bojenje anti-Rodopsin antitelom (obeleţeno 
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crvenim, Slika 8A) je pokazalo da dolazi do povećanja SNS i kod fiziološkog i patološkog 

starenja ali da je efekat izraţeniji u 12M 5XFAD mreţnjaĉama što je u skladu sa objavljenim 

rezultatima.  

Kao marker sinaptiĉke plastiĉnosti u mreţnjaĉi je korišćen sinaptiĉki vezikularni 

protein, sinaptofizin (SPH). RaĊena je Western blot analiza proteinske ekspresije SPH 

proteina u mreţnjaĉi tokom fiziološkog i patološkog starenja. Statistiĉka analiza dvosmernom 

ANOVA je pokazala da nema razlike u ekspresiji SPH u sve ĉetiri ispitane grupe (Slika 8 C).  

 

 
Slika 8. Proteinska ekspresija razliĉitih ćelijskih markera u mreţnjaĉi. Reprezentativne mikrografije 

imunofluorescentno obeleţenih preseka mreţnjaĉe u svim ispitivanim grupama. (A) Imunohistohemijsko 

bojenje anti-RODOPSIN antitelom (RODOPSIN-crveno, DAPI-plavo). (B) Imunohistohemijsko bojenje anti-

SMI31 anitelom (n=3, SMI-31-crveno, DAPI plavo) (C) Western blot analiza ekspresije SPH proteina (n=5) (D) 

Western blot analiza promena u ekspresionim nivoima GFAP proteina (n=5). (E) Tela Milerove glije sa SOX9 

proteinom (anti-Sox9 antitelo, crveno) uoĉavaju se u UNS, a jedra ćelija (DAPI, plavo) u UNS i SNS. (F) Image 

J kvantifikacija zastupljenosti SOX9. „Skala‖ – 50 µm. Ispitivane su grupe od 4 i 12 M starih WT i 5XFAD 

mreţnjaĉa. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi. Podaci dobijeni analizom pomoću dvosmerne ANOVA 

su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05 

 

4.1.2. Ekspresija amiloida β u mrežnjaĉi tokom fiziološkog i patološkog starenja 

  

5XFAD miševe karakteriše prekomerna proizvodnja APP-a kao posledica 5 mutacija 

inkorporiranih u genom (Ferrer i sar., 2018). Za razliku od mozga za koji je karakteristiĉno 

prisustvo amiloidnih plaka, u mreţnjaĉi 5XFAD miševa prisutnost plaka je ili minimalna ili 

ih uopšte nema. Bojenje Tioflavinom S nije pokazalo prisustvo amiloidnih plaka ni u jednoj 

od ĉetiri ispitivane grupe (Slika 9 A).  

Kako je pokazana zastupljenost Aβ u mreţnjaĉi 5XFAD miševa (Sugasini i sar., 

2022) uraĊena je analiza ekspresije Aβ pomoću imunohistohemijskog bojenja sa anti-Aβ 
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antitelom 6E10 (Slika 9 B, crveno) da bi se lokalizovala njegova ekspresija. Iako bojenje sa 

6E10 nije zapaţeno u krvnim sudovima mreţnjaĉe kod 4M WT primećeno je njegovo 

sporadiĉno nagomilavanje u krvnim sudovima 12M WT mreţnjaĉa. Detektovana je jaka 

kolokalizacija Aβ (crveno) u krvnim sudovima mreţnjaĉe (obeleţeni lektinom, zeleno) kod 

4M i 12M 5XFAD mreţnjaĉa.  

 

 

 

 
Slika 9. Analiza prisustva amiloidnih plaka i Aβ tokom fiziološkog i patološkog starenja u mreţnjaĉama 4M i 

12M starih WT i 5XFAD miševa. (A) Prisustvo plaka je analizirano pomoću Tioflavin S histohemijskog bojenja 

(ThS - zeleno, DAPI – plavo, n=3). (B) Proteinska ekspresija Aβ u krvnim sudovima mreţnjaĉe (n=4). 

Kolokalizacija je primećena u krvnim sudovima kod 4M i 12M 5XFAD mreţnjaĉa i sporadiĉno u 12M WT 

mreţnjaĉama (strelice). (anti – Aβ, 6E10 – crveno, Lektin – zeleno, DAPI – plavo). Ispitivane su grupe od 4 i 12 

M starih WT i 5XFAD mreţnjaĉa. „Skala‖ – 50 µm.  
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4.1.3. Promene ekspresije gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola u mrežnjaĉi 

Primećeno nakupljanje Aβ u krvnim sudovima ukazuje na promenjenu propustljivost 

KMrB. S obzirom da su promene u lipidnom sastavu prepoznate kao vaţan faktor u regulaciji 

transcitoze i propustljivosti KMB i KMrB  (Pulgar, 2019) analizirani su nivoi ekspresije 

kljuĉnih gena koji regulišu sintezu i transport holesterola. Analizirana je ekspresija Lxrβ, koji 

je odgovoran za integraciju puteva za ulaz i izlaz holesterola (Zheng i sar., 2012), i Hmgcr 

iRNK i HMGCR proteina, koja je ograniĉavajući enzim u sintezi holesterola (Luo i sar., 

2020) u mreţnjaĉi 5XFAD i miševa divljeg soja (engl. wild type, WT). qRT-PCR analiza je 

pokazala da je nivo ekspresije Lxrβ smanjen u mreţnjaĉi 5XFAD miševa u obe starosne 

grupe u poreĊenju sa 4M WT mreţnjaĉama (8,32 i 4,92 puta smanjenje, redom) (Slika 10 A). 

Iako je ekspresija Lxrβ smanjena i u 12 M WT i u 12 M 5XFAD mreţnjaĉama (1,77 i 4,92 

puta, redom, u poreĊenju sa 4 M WT), efekti su bili izraţeniji kod 12 M 5XFAD miševa 

(2,79 puta pad u poreĊenju sa 12 M WT). Analiza dvosmernom ANOVA je pokazala da su 

promene u ekspresiji Lxrβ znaĉajno pogoĊene sa oba faktora (starost i genotip), kao i sa 

interakcijom faktora, ali je genotip imao najveći uticaj (F genotip = 71,91; p < 0,0001), zatim 

interakcija faktora (F starost x genotip = 12,54; p= 0,0033), a najmanji uticaj je pokazao faktor 

starenja (F starost = 5,825; p = 0,0301). Nasuprot  Lxrβ ekspresiji Hmgcr u mreţnjaĉi WT 

ţivotinja se povećava sa starenjem (Slika 10 B), dok je ekspresija Hmgcr u 5xFAD 

mreţnjaĉama imala sliĉan obrazac kao i za Lxrβ. Najveći pad je primećen kod 4M 5XFAD 

mreţnjaĉa (2,04 puta u odnosu na 4M WT)  (Slika 10 B). Starenje je indukovalo ekspresiju 

Hmgcr kod 12M WT (1,48 rast u poreĊenju 4M WT), ali rast nije primećen kod 12M 5XFAD 

(2,14 puta pad u poreĊenju sa 12M WT i 30% smanjenje u poreĊenju sa 4M WT) (Slika 10 

B). Dvosmerna ANOVA je pokazala da je genotip imao jaĉi uticaj na ekspresiju Hmgcr (F 

genotip = 50,58; p < 0,0001) nego faktor starenja (F starost = 14,46; p = 0.0022). MeĊutim, 

interakcija oba faktora nije pokazala statistiĉku znaĉajnost (F starost x genotip = 2,510; p = 

0,1371). Proteinska ekspresija HMGCR je pokazala smanjenje ekspresije u 12 M i kod 

fiziološkog i patološkog starenja (Slika 10 C). Najveći uticaj je imao faktor starenja (F starost  = 

56,81; p < 0,0001), dok faktor genotipa, kao ni interakcija faktora nisu imali znaĉajnog 

uticaja na promene proteinske ekspresije. 

Ispitano je da li fiziološko i patološko starenje utiĉu na ekspresiju gena koji regulišu 

transport holesterola u mreţnjaĉi. Ćelije recikliraju holesterol kroz vrlo efikasan 

apolipoprotein-zavistan proces. Najprisutniji je apolipoprotein E (APOE). Proces lipidacije je 

posredovan sa ABCA1, koji se nalazi u ćelijskoj membrani i zaduţen je za izbacivanje 

fosfolipida i holesterola iz mnogih ćelija (Petrov i sar., 2019). qRT-PCR analiza je pokazala 

da ekspresija Abca1 i ApoE iRNK u mreţnjaĉi nije promenjena ni u jednoj od ispitivanih 

grupa (Slika 10 D, F). TakoĊe, analiza proteinske ekspresije ABCA1 u mreţnjaĉi je pokazala 

da ne dolazi do promene njegove zastupljenosti ni u jednoj od ispitivanih grupa (Slika 10 E).  
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Slika 10. Analiza ekspresionih nivoa gena i proteina koji regulišu sintezu i transport holesterola u mreţnjaĉi 4M 

i 12M WT i 5XFAD miševa. qRT-PCR analiza ekspresije (A) Lxrβ i (B) Hmgcr u mreţnjaĉi (n=5). (C) Western 

blot analiza ekspresije HMGCR proteina u mreţnjaĉi (n=5). qRT-PCR analiza ekspresije (D) Abca1 i (F) ApoE 

gena u mreţnjaĉi (n=5) (E) Western blot analiza ekspresije ABCA1 proteina u mreţnjaĉi (n=5). Ispitivane su 

grupe od 4 i 12 M starih WT i 5XFAD mreţnjaĉa. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi. Statistiĉka obrada 

rezultata je uraĊena pomoću dvosmerne ANOVA. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. 

 

 

4.1.4. Ekspresija MFSD2A tokom fiziološkog i patološkog starenja  
Jedan od mehanizama odgovornih za regulaciju propustljivosti KMrB je transcitoza 

ĉiji je kljuĉni regulator MFSD2A protein (Wang i sar., 2020; Zhao i Zloković, 2014). U 

mreţnjaĉi MFSD2A−/− ţivotinja (Zhang i sar., 2021, Zhao i Zloković, 2014) je primećena 

poremećena ekspresija gena koji regulišu sintezu holesterola, ukazujući na moguću regulaciju 

izmeĊu Mfsd2a i metabolizma holesterola. Primećene znaĉajne promene u ekspresiji kljuĉnih 

gena koji regulišu sintezu holesterola u mreţnjaĉi tokom starenja kako kod WT tako i kod 

5XFAD, kao i pokazano nagomilavanje Aβ u krvnim sudovima ukazuju na poremećaje u 

funskcionisanju KMrB.   

MFSD2A se u mreţnjaĉi primarno eksprimira u endotelnim ćelijama (Lobanova i sar., 

2019). S obzirom na to da je pokazano da je ugroţen integritet KMrB u fiziološkom starenju 

kao i kod pacijenata obolelih od AB i kod animalnih modela AB (Mirzaei i sar., 2020) 

ispitano je kako se menja ekspresija Mfsd2a iRNK i MFSD2A proteina u okviru ispitivanih 

eksperimentalnih grupa. Smanjenje ekspresije Mfsd2a iRNK je primećeno u fiziološkom 

starenju, kod 12M WT (3,35 puta) u odnosu na 4M WT. Primećen je znaĉajan pad nivoa 

ekspresije Mfsd2a iRNK u mreţnjaĉama 5XFAD (3,27 puta) i 12M 5XFAD mreţnjaĉa 

(13,15 puta) u odnosu na WT kontrole (Slika 11 A). Analiza dvosmernom ANOVA je 

pokazala da su efekti starosti i genotipa na smanjenu ekspresiju Mfsd2a iRNK bili sliĉni 

(Fstarost = 7,407; p = 0,0151; F genotip = 7,201; p = 0,0163), dok interakcije ovih faktora nisu 

imale efekta (F starost x genotip = 1,913; p = 0,1856).  
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Pokazano je da SREBP1-C moţe regulisati ekspresiju MFSD2A (Zhang i sar., 2021) 

tako što  smanjenje ekspresije SREBP1-c dovodi do povećanja ekspresije MFSD2A i obrnuto 

(Silver i sar., 2000). S obzirom da dolazi do znaĉajnog pada u ekspresiji Mfsd2a iRNK u 

ispitivanim eksperimentalnim grupama u poreĊenju sa 4M WT ispitali smo kako se menja 

ekspresija Srebp1-c iRNK u mreţnjaĉi u fiziološkom i patološkom starenju. Analiza 

ekspresije Srebp1-c iRNK je pokazala znaĉajan porast Srebp1-c ekspresije kod 4M 5XFAD 

miševa u odnosu na kontrolne 4M WT miševe (1,84-puta porast, Slika 11 B) što ukazuje na 

mogući mehanizam regulacije Mfsd2a ekspresije u ovoj eksperimentalnoj grupi. Odsustvo 

promena ekspresije Srebp1-c u 12 M WT i 5XFAD ukazuje na postojanje drugih 

mehanizama koji dovode do pada ekspresije Mfsd2a kod tokom starenja. Analiza 

dvosmernom ANOVA je pokazala da ni starost ni genotip nisu imali znaĉajan efekat na 

Srebp1-c ekspresiju dok je interakcija ova dva faktora imala jak efekat (F starost x genotip = 9,426; 

p = 0,0078). 

  Promene u ekspresionim nivoima MFSD2A proteina se poklapaju sa pokazanim 

promenama u ekspresiji Mfsd2a iRNK (Slika 11 C). Analiza dvosmernom ANOVA je 

pokazala pad ekspresije u toku fiziološkog starenja (1,78 puta), a kod transgenih ţivotinja pad 

je primećen u obe starosne grupe - kod 4M 5XFAD mreţnjaĉa (4,3 puta), 12M 5XFAD 

mreţnjaĉa (2,54 puta). Efekat genotipa je imao veći uticaj na ekspresiju Mfsd2a od efekta 

starenja (F genotip = 3,51; p = 0,0004; F starost = 7,26, p = 0,0273). TakoĊe je primećen i 

znaĉajan efekat interakcije izmeĊu starosti i genotipa (F starost x genotip = 21,11; p = 0,0018). 
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Slika 11. Promene u zastupljenosti Mfsd2a iRNK i MFSD2A proteina u mreţnjaĉi u toku fiziološkog i 

patološkog starenja. (A) qRT-PCR analiza ekspresije Mfsd2a iRNK (n=6) (B) qRT-PCR analiza ekspresije 

Srebp1-c iRNK (n=5). (C) Western blot analiza ekspresije MFSD2A proteina (n=3). Ispitivane su grupe od 4 i 

12 M starih WT i 5XFAD mreţnjaĉa. Prikazan je reprezentativni imunoblot. Analiza rezultata je uraĊena 

dvosmernom ANOVA. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 

0,001. 

 

 

4.1.5. Ekspresija AQP4 u mrežnjaĉi tokom fiziološkog i patološkog starenja  

 

S obzirom da je pokazano da zastupljenost AQP4 raste u toku fiziološkog starenja 

(Valenza i sar., 2020) kao i sa napredovanjem AB patologije (Zeppenfeld i sar., 2017) 

izmerena je ekspresija Aqp4 iRNK i AQP4 proteina u 5XFAD mreţnjaĉama. Pokazano je da 

je zastupljensot Aqp4 iRNK povećana kod 4M 5XFAD i 12M 5XFAD mreţnjaĉa u poreĊenju 

sa 4M WT (3,77 i 4,1 puta rast, redom) (Slika 12 A). Starenje je takoĊe dovelo do povećanja 

Aqp4 iRNK ekspresije i pokazan je porast od 3.22 puta u 12M WT mreţnjaĉama u poreĊenju 

sa 4M WT (Slika 12 A). Dvosmerna ANOVA je pokazala da je efekat genotipa na ekspresiju 

Aqp4 iRNK (F genotip = 26,7, p < 0,0001) jaĉi od efekta starenja (F starost = 10,49; p = 0,0046). 

Interakcija ovih faktora nije uticala na ekspresiju Aqp4 iRNK (F starost x genotip = 3,229; p = 

0,0891). Proteinska ekspresija AQP4 je merena pomoću ImageJ analize imunohistohemijskog 

bojenja (Slika 12 B, C). Pokazano je da su nivoi proteinske ekspresije AQP4 povećani u 4M i 

12M 5XFAD mreţnjaĉama u odnosu na 4M WT (ImageJ analiza, 1,93 i 1,94 puta porast, 

redom, Slika 12 B). Fiziološko starenje je takoĊe uticalo na povećanje ekspresije AQP4. 

Pokazano je da je zastupljenost AQP4 kod 12M WT mreţnjaĉa povećana u odnosu na  4M 

WT (2.42 puta porast; Fstarost = 16.58, p = 0,0015) (Slika 12 B). Iako faktor genotipa nije imao 

znaĉajan efekat na ekspresiju AQP4 (F genotip = 1,665; p = 0,2213), faktor starenja (F starenje = 

34,44, p = 0,0023) i interakcija faktora (F starost x genotip= 15,86; p = 0,0018) su imali znaĉajan 

uticaj na ekspresiju AQP4.  
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Slika 12. Promene u zastupljensti Aqp4 iRNK i AQP4 proteina u mreţnjaĉi u toku fiziološkog i patološkog 

starenja. (A) qRT-PCR analiza ekspresije Aqp4 iRNK, n=7 (B) Image J kvantifikacija AQP4 ekspresije. (C) 

Reprezentativno imunobojenje AQP4 u mreţnjaĉi kod 4M i 12M WT i 5XFAD miševa (AQP4-crveno, DAPI-

plavo). Ispitivane su grupe od 4 i 12 M starih WT i 5XFAD mreţnjaĉa. Analiza rezultata je uraĊena 

dvosmernom ANOVA (n=4). „Skala‖ – 50 µm. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05, 

*** p < 0,001, **** p < 0.01. ns – nema statistiĉke znaĉajnosti. 

 

AQP4 ekspresija je primećena u neposrednoj blizini krvnih sudova i pokazano je da 

poremećena perivaskularna lokalizacija AQP4 remeti glimfatiĉko ĉišćenje u starenju i kod 

AB (Kress i sar., 2014). TakoĊe je pokazano da je smanjena ekspresija AQP4 znaĉajno 

asocirano sa porastom nakupljanja Aβ u krvnim sudovima (Vanderbroek i Yasui, 2020). 

Merene su promene u perivaskularnoj lokalizaciji AQP4 u mreţnjaĉama u ispitivanim 

eksperimentalnim grupama. (Slika 13 A). Nisu primećene promene u perivaskularnoj 

lokalizaciji AQP4 u mreţnjaĉama 4 M 5XFAD u poreĊenju sa 4M WT (Slika 13 B). 
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MeĊutim, primećeno je da se kod WT ţivotinja sa starenjem smanjuje perivaskularna 

lokalizacija AQP4 (1,21 puta). Isti trend je zadrţan i kod 12M 5xFAD ali samo u odnosu na 

4M WT kontrolu (1,18 puta), dok u odnosu na 4M 5xFAD smanjnje nije bilo statistiĉki 

znaĉajno. Dvosmerna ANOVA je pokazala da je jedini efekat na perivaskularnu lokalizaciju 

AQP4 imao faktor starenja (F starost = 21,15, p = 0,0006), dok ni faktor genotipa ni interakcije 

starosti i genotipa nisu imali uticaja (Fgenotip = 7,642; p = 0,9932, F starost x genotip = 2,933; p = 

0,1125).  

 
Slika 13. AQP4 perivaskularna lokalizacija u mreţnjaĉi u fiziološkom i patološkom starenju. (A) 

Imunohistohemijska analiza perivaskularne lokalizacije AQP4 u mreţnjaĉi (Aqp4 – crveno, Lektin – zeleno). 

(B)  Kvantifikacija perivaskularne lokalizacije AQP4 je uraĊena u ImageJ programu, a statistiĉka analiza je 

uraĊena pomoću dvosmerne ANOVA. Ispitivane su grupe od 4 i 12 M starih WT i 5XFAD mreţnjaĉa. Rezultati 

su predstavljeni kao odnos vrednosti za AQP4/Lektin bojenja (grafik) (n=4). „Skala‖ – 50 µm. Podaci su 

predstavljeni kao srednja vrednost ±SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01 

 

4.1.7. Efekti fiziološkog i patološkog starenja na ekspresiju gena ukljuĉenih u 

metabolizam holesterola i gena vizuelnog ciklusa u MPE-u  

 

Kako se ekspresija gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola u mreţnjaĉi znaĉajno 

menja tokom starenja, hteli smo da ispitamo da li je ekspresija ovih gena u MPE-u, koji su 

fiziĉki i metaboliĉki direktno povezani sa SS mreţnjaĉe, takoĊe promenjena. Zbog toga je 

ispitano da li dolazi do promena u ekspresiji gena ukljuĉenih u regulaciju sinteze i transporta 

holesterola u MPE-u. Za razliku od ekspresije u mreţnjaĉi, ekspresija iRNK Lxrβ raste tokom 

fiziološkog starenja (12M WT) u MPE-u (8,2 puta) (Slika 14 A), dok tokom patološkog 

starenja (12M 5XFAD) ne dolazi do promena i ekspresija Lxrβ se ne razlikuje od kontrolnih 

4M WT miševa. Dvosmerna ANOVA je pokazala da samo faktor starosti ima uticaja (F starost 

= 55,95; p < 0,0001), dok faktor genotipa kao ni interakcija faktora nisu imali uticaja. Analiza 

iRNK ekspresije Hmgcr u MPE-u je pokazala rast samo u 12 M WT u poreĊenju sa 4 M WT 

(Slika 14 B). Analiza dvosmernom ANOVA je pokazala da je samo faktor starosti imao 

uticaja (F starost = 49,04; p = 0,0015). Ispitana je i proteinska ekspresija HMGCR u MPE-u 

kod sve ĉetiri ispitivane grupe Western blot analizom u MPE-u koja je pokazala da dolazi do 

znaĉajnog smanjenja proteinske ekspresije HMGCR sa fiziološkim starenjem (5,2 puta), kao i 

niţi nivo proteinske ekspresije kod 5XFAD u odnosu na 4 M WT (6,4 puta) (Slika 14 C). 

Dvosmerna ANOVA je pokazala da najveći uticaj ima interakcija faktora starosti i genotipa 

(F starost x genotip = 6,597; p = 0,0206), zatim faktor genotipa (F genotip = 5,272; p = 0,0355), dok 

faktor starosti nije pokazao znaĉajan uticaj.  

Ispitali smo da li fiziološko i patološko starenje utiĉu na ekspresiju gena koji regulišu 

transport holesterola u MPE-u. qRT-PCR analiza je pokazala da se ekspresija Abca1 nije 

znaĉajno promenjena ni u jednoj od ispitivaih grupa (Slika 14 D), dok ekspresija ApoE 
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pokazuje znaĉajan rast sa fiziološkim (5,21 puta), ali ne i sa patološkim starenjem u MPE-u 

(Slika 14 F).  Dvosmerna ANOVA je pokazala da je najveći uticaj imao faktor starenja (F 

starost = 37,17; p = 0,0010), zatim interakcija faktora (F starost x genotip = 22,35; p = 0,0065), dok 

faktor genotipa nije imao uticaja. Analiza proteinske ekspresije je pokazala da ne dolazi do 

promene nivoa ekspresije ABCA1 transportera u MPE-u ni u jednoj od ispitivanih grupa 

(Slika 14 E). Dvosmerna ANOVA nije pokazala znaĉajne razlike u proteinskoj ekspresiji 

ABCA1 ni u jednoj od starosnih grupa, ni u zavisnosti od genotipa, a ni interakcija ova dva 

faktora nije pokazala statistiĉku znaĉajnost u MPE-u.  

 

 

 
Slika 14. Analiza ekspresije gena ukljuĉenih u regulaciju sinteze i transporta holesterola tokom starenja. qRT-

PCR analiza ekspresije gena (A) Lxrβ, (B) Hmgcr, (D) Abca1 i (F) ApoE u MPE-u kod 4M i 12M WT i 5XFAD 

mreţnjaĉa (n=5). Ispitivane su grupe od 4 i 12 M starih WT i 5XFAD MPE.Western blot analiza zastupljenosti 

(C) HMGCR i (E) ABCA1 proteina u MPE-u (n=5). Prikazani su reprezentativni imunoblotovi. Statistiĉka 

obrada rezultata je uraĊena pomoću dvosmerne ANOVA. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. 

* p < 0,05, ** p < 0,01. 
 

4.1.8. Ekspresija gena vizuelnog ciklusa u MPE-u tokom starenja 

 

Holesterol je neophodan za pravilno odvijanje vizuelnog ciklusa retinala koji se 

obavlja u MPE-u i neophodan je za pravilan vid. Ispitano je kakav uticaj imaju fiziološko i 

patološko starenje na ekspresiju gena vizuelnog ciklusa u MPE-u (Slika 15). UraĊena je qRT-

PCR analiza ekspresije gena vizuelnog ciklisa u MPE-u isptivanim eksperimentalnim 

grupama (4M WT, 4M 5XFAD, 12M WT, 12M 5XFAD). Od svih ispitivanih gena jedine 

promene su primećene samo kod ekspresije Rlbp1gena. Znaĉajne promene su primećene u 

ekspresiji proteina nosaĉa retinoida – Rlbp1. Zabeleţen je znaĉajan pad u ekspresiji Rlbp1 

gena kod 12M WT starih MPE u odnosu na 4M stare kontrole. Dvosmerna ANOVA 

pokazuje da samo faktor starosti ima znaĉajan uticaj (F starost = 6,931; p = 0,0181), dok faktor 

genotipa kao ni interakcija faktora nisu imali znaĉajan uticaj (Slika 15 G). Analiza ekpresije 

ostalih gena vizuelnog ciklusa (Sox9, Otx2, Lxh2, Rpe65, Best1, Rdh5, Rbp1, Rgr, Dct, Tyr i 

TyrP1) nije pokazala znaĉajne promene u njihovoj ekspresiji (Slika 15 A-F). 
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Slika 15. qRT-PCR analiza ekspresije gena ukljuĉenih u regulaciju vizuelnog ciklusa u MPE-u kod 4 i 12 M 

starih WT i 5XFAD miševa. Ekspresija gena vizuelnog ciklusa (A) Sox9, (B) Otx2, (C) Lhx2, (D) RPE65I, (E) 

Best1, (F) Rdh5, (G) Rlbp1, (H) Rbp1, (I) Rgr, (J) Dct, (K) Tyr, (L) TyrP1. n=5. Ispitivane su grupe od 4M i 12 

M starih WT i 5XFAD MPE. Statistiĉka obrada rezultata je uraĊena pomoću dvosmerne ANOVA. Podaci su 

predstavljeni kao srednja vrednost ±SEM. * p < 0,05. 
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4.2. REZULTATI II DEO 

 

 

4.2.1. Promene u mrežnjaĉi tokom tretmana ribljim uljem 

U ovom delu eksprimenata je ispitivan uticaj tretmana RU-em na promene ekspresije 

gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola, kao i na transcitozu i glimfatiĉki sistem u 

presimptomatskoj fazi AB.  

Pravilna homeostaza DHK je neophodna za normalno funkcionisanje mreţnjaĉe 

(Lafuente i sar., 2021). RU predstavlja bogat izvor nezasićenih masnih kiselina i 

suplementacija RU-em je široko rasprostranjena (Chouinard-Watkins i Basinet, 2018). Sve se 

više preporuĉuju visoke doze RU-a pacijentima koji boluju od AB (Liu i sar., 2022).  

 

 

4.2.2. Efekat tretmana ribljim uljem na ekspresiju gena koji regulišu metabolizam 

holesterola u mrežnjaĉi  

Kako je poznato da suplementacija RU-em sniţava nivo holesterola (Zhang 2023), 

analizirali smo da li tretman RU-em utiĉe na ekspresione nivoe gena koji regulišu sintezu, 

transport i eliminaciju holesterola u mreţnjaĉi 4 M starih WT i 5XFAD miševa. Ispitano je 

kako tretman RU-em deluje na ekspresiju Lxrβ i Hmgcr, kljuĉnih gena koji uĉestvuju u 

regulaciji sinteze holesterola, u mreţnjaĉi svih eksperimentalnih grupa. Analiza ekspresije 

Lxrβ u mreţnjaĉi je pokazala da je tretman RU-em doveo do smanjene ekspresije kod WT u 

odnosu na netretiranu WT grupu (3,03 puta), dok kod 5XFAD mreţnjaĉa tretman nije imao 

znaĉajnog efekta (Slika 16 A). Analiza ovih rezultata dvosmernom ANOVA je pokazala da je 

tretman RU-em imao najveći uticaj (F tretman = 48,41; p < 0,0001), zatim faktor genotipa (F 

genotip = 19,18; p = 0,0006), dok je interakcija faktora imala najmanji uticaj (F tretman x genotip 

=15,12; p = 0,0015). Pod tretmanom RU-em ekspresija Hmgcr je smanjena u mreţnjaĉama 

WT RU u odnosu na netretirane kontrole WT (0,32 puta), dok kod 5XFAD tretman nije imao 

efekta na dalje smanjenje već niskih nivoa ekspresije Hmgcr u mreţnjaĉi (Slika 16 B). 

Analiza dvosmernom ANOVA je pokazala da je najveći uticaj na ekspresiju Hmgcr gena 

imao tretman (F tretman =30; p = 0,0072), zatim faktor genotipa (F genotip =15,35; p = 0,0414), 

dok interakcija ova dva faktora nije imala znaĉajnog uticaja na ekspresiju Hmgcr. Ispitivane 

promene u ekspresiji gena koji su ukljuĉeni u regulaciju transporta holesterola, Abca1 i ApoE, 

u mreţnjaĉi miševa divljeg soja i 5XFAD miševa (Slika 16 C, D) su pokazale da tretman RU 

povećava ekspresiju Abca1 gena u 5XFAD mreţnjaĉama do nivoa izmerenog u netretiranim 

kontrolama divljeg soja. MeĊutim, tretman RU-em kod divljeg soja je imao suprotan efekat i 

doveo je do smanjenja ekspresije Abca1 u odnosu na kontrolne ţivotinje (2,37 puta) (Slika 16 

C). Analiza dvosmernom ANOVA je pokazala da je na ekspresiju Abca1 u mreţnjaĉi 

znaĉajan uticaj imala interakcija faktora (Ftretman x genotip = 52,67, p = 0,0007), dok faktori 

tretmana i genotipa, pojedinaĉno, nisu imali uticaja. Analiza ekspresije ApoE transportera 

dvosmernom ANOVA nije pokazala nikakve razlike nakon tremana RU u mreţnjaĉi ni kod 

WT ni kod 5XFAD miševa (Slika 16 D). Kljuĉni geni koji su zaduţeni za eliminaciju 

holesterola iz mreţnjaĉe su Cyp27 i Cyp46. Dvosmerna ANOVA nije pokazala znaĉajan 

uticaj tretmana, genotipa, kao ni interakcije faktora na ekspresiju Cyp27 i Cyp46 u mreţnjaĉi 

(Slika 16 E, F). 
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Slika 16. Analiza ekspresije gena ukljuĉenih u regulaciju sinteze, transporta i eliminacije holesterola u 

mreţnjaĉi pod tretmanom RU-em. Ekspresioni nivoi gena koji regulišu sintezu, transport i eliminaciju 

holesterola u (A) Lxrβ i (B) Hmgcr, (C) Abca1, (D) ApoE, (E) Cyp27, (F) Cyp46 gena u mreţnjaĉi pod 

tretmanom RU-em odreĊena pomoću lanĉane polimerazne reakcije u realnom vremenu (qRT-PCR) (n=5). 

Ispitivane su ĉetiri grupe ţivotinja - WT, 5XFAD, WT RU, 5XFAD RU. Statistiĉka obrada rezultata je uraĊena 

pomoću dvosmerne ANOVA. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** 

p < 0,001, **** p < 0,0001. ns – nema statistiĉke znaĉajnosti. 

 

 

 4.2.3. Efekat tretmana ribljim uljem na ekspresiju gena koji regulišu metabolizam 

holesterola u MPE-u  

 Tretman RU-em nije doveo do promena nivoa ekspresije Lxrβ u MPE-u (Slika 17 A). 

Statistiĉka analiza rezultata pomoću dvosmerne ANOVA nije pokazala znaĉajan uticaj 

tretmana, genotipa i interakcije ovih faktora na ekspresiju Lxrβ u MPE-u. U MPE-u je 

tretman RU-em doveo do povećanja ekspresije Hmgcr iRNK kod divljeg soja, ali nije uticao 

na nivo ekspresije ovog gena kod 5XFAD miševa (Slika 17 B). Analiza rezultata 
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dvosmernom ANOVA nije pokazala znaĉajan uticaj tretmana, ni grenotipa, dok je interakcija 

faktora pokazala statistiĉki znaĉajan uticaj (F tretman x genotip = 30,29; p = 0,0091). Analiza 

promena ekspresije Abca1 u MPE-u je pokazala da Abca1 iRNK raste pod tretmanom kod 

divljeg soja ali ne kod 5XFAD miševa (Slika 17 C). Analiza promena nivoa ekspresije Abca1 

u MPE-u dvosmernom ANOVA je pokazala znaĉajan uticaj genotipa (Fgenotip = 34,06; p = 

0,0064), dok faktor tretmana, kao ni interakcija faktora nisu imali znaĉajnog uticaja. Analiza 

ekspresije ApoE transportera u MPE-u nije pokazala nikakve promene nakon tremana RU-em 

ni kod WT ni kod 5XFAD miševa (Slika 17 D). Analiza ekspresije kljuĉnih gena zaduţenih 

za eliminaciju holesterola pokazala je da  u MPE-u nema nikakve razlike ni kod divljeg soja 

ni kod 5XFAD miševa nakon tretmana RU-em za  Cyp27 (Slika 17 E) dok promene 

ekspresije Cyp46 nisu bile statistiĉki znaĉajne (Slika 17 E, F).  

Iz svega navedenog moţemo videti da tretman RU-em nije imao znaĉajan uticaj na 

metabolizam holesterola u MPE-u, za razliku od mreţnjaĉe gde su efekti tretmana bili 

izraţeniji, najverovatnije zbog nezavisnosti MPE-a u odnosu na okolne strukture 

(Lewandowski i sar., 2022).  

 

 
Slika 17. Analiza ekspresije gena ukljuĉenih u regulaciju sinteze, transporta i eliminacije holesterola u MPE-u 

kod WT i 5XFAD miševa pod tretmanom RU-em. qRT-PCR analiza ekspresije (A) Lxrβ, (B) Hmgcr, (C) 
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Abca1, (D) ApoE, (E) Cyp27 i (F) Cyp46 (n=5). Ispitivane su ĉetiri grupe ţivotinja - WT, 5XFAD, WT RU, 

5XFAD RU. Statistiĉka obrada rezultata je uraĊena pomoću dvosmerne ANOVA. Rezultati su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, ns – nema statistiĉke znaĉajnosti. 

 

4.2.4. Efekti tretmana visokim dozama ribljim uljem na transportere DHK i gene 

vizuelnog ciklusa u MPE-u  

 

4.2.4.1. Ekspresija DHK transportera u MPE-u pod tretmanom ribljim uljem 

Pokazano je da se transporteri DHK, ADIPOR1 i MFSD2A eksprimiraju u MPE-u. 

Ablacija AdipoR1 dovodi do poremećenog vizuelnog ciklusa retinola, jer njegovo odsustvo 

onemogućava konverziju 11-cis retinalola u 11-cis retinal, što je neophodno za normalan 

proces vida (Bazan, 2015). MFSD2A je takoĊe neophodan za normalno funkcionisanje MPE-

a (Wong i sar., 2016) Zbog toga smo ispitali da li tretman RU, koje sadrţi veliki procenat 

DHK, utiĉe na ekspresiju transportera DHK, AdipoR1 i Mfsd2a.  

Analiza ekspresije AdipoR1 u MPE-u je pokazala znaĉajan porast ekspresije kod 

5XFAD u odnosu na ekspresiju u MPE-u kontrolnih miševa (Slika 18A – u narednom 

poglavlju). Tretman RU-em nije imao nikakav efekat na ekspresiju AdipoR1 u MPE-u ni kod 

WT ni kod 5XFAD miševa. Dvosmerna ANOVA je pokazala da samo faktor genotipa ima 

znaĉajan uticaj na ekspresione nivoe AdipoR1 (F genotip = 67,95; p < 0,0001).  

Kako je Mfsd2a takoĊe ukljuĉen u preuzimanje DHK u MPE-u ispitali smo kako 

tretman RU-em utiĉe na ekspresiju Mfsd2a u ovom tkivu. Analiza ekspresije Mfsd2a je 

pokazala da nema znaĉajnih razlika izmeĊu 5XFAD i kontrola divljeg soja. Pod tretmanom 

RU dolazi do znaĉajnog povećanja ekspresije Mfsd2a kod divljeg soja u odnosu na njihove 

netretirane kontrole, dok tretman RU-em nema efekat kod 5XFAD MPE (Slika 18 B – u 

narednom poglavlju). Dvosmerna ANOVA pokazuje da najveći uticaj ima faktor tretmana (F 

genotip = 28,19, p = 0,0014), zatim interakcija faktora tretmana i genotipa (F tretman x genotip = 

26,50; p = 0,0017), i na kraju faktor genotipa (F genotip = 26,34; p = 0,0018). 

Kako je Srebp1-c jedan od predloţenih regulatora MFSD2A ekspresije, ispitana je 

njegova ekspresija u MPE-u kod sve ĉetiri eksperimentalne grupe. Analiza ekspresije Srebp1-

c je pokazala da ne dolazi do promena u MPE-u ni u jednoj od ispitivanih grupa. Dvosmerna 

ANOVA nije pokazala znaĉajan uticaj faktora tretmana, genotipa, kao ni interakcije ovih 

faktora (Slika 18 C – u narednom poglavlju), što znaĉi da neki drugi mehanizam dovodi do 

povećanja ekpresije Mfsd2a pod tretmanom RU-em. 

 

4.2.4.2. Promene ekspresije gena vizuelnog ciklusa retinala u MPE-u pod tretmanom 

ribljim uljem 

Analiza transkripcionih faktora ukljuĉenih u regulaciju vizuelnog ciklusa je pokazala 

da je ekspresija ovih gena u MPE-u promenjena pod tretmanom samo kod divljeg soja dok je 

kod 5XFAD ostala nepromenjena (Slika 18 D, E, G). Tretman RU-em je znaĉajno smanjio 

ekspresiju Sox9 iRNK (4,89 puta) u MPE-a kod kontrola divljeg soja, dok kod 5XFAD 

miševa tretman nije imao nikakav efekat. Analiza rezultata dvosmernom ANOVA je 

pokazala da je najveći uticaj imao faktor tretmana RU-em (F tretman = 24,82; p = 0,0145), 

zatim faktor genotipa (F genotip = 20,46; p = 0,0240), dok interakcija faktora nije imala 

znaĉajnog uticaja (Slika 18 D). Kod MPE divljeg soja tretiranih RU je došlo do smanjenja 

ekspresije Otx2 u odnosu na netretirane kontrole (7,57 puta), dok kod 5XFAD nije bilo 

znaĉajnih razlika. Dvosmerna ANOVA je pokazala da je najveći uticaj imao faktor genotipa 

(F genotip = 23,66; p = 0,0042), zatim interakcija faktora tretmana i genotipa (F tretman x genotip = 
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20,61; p = 0,0069), dok faktor tretmana nije pokazao znaĉaja uticaj (Slika 18 E). Ekspresioni 

nivoi Lhx2 nisu bili promenjeni ni u jednoj od ispitivanih grupa (Slika 18 G).  

Analizirana je i ekspresija glavnih MPE-specifiĉnih komponenti vizuelnog ciklusa 

(Rpe65, Rdh5) (Slika 18 F,H). Ekspresija Rpe65 iRNK nije promenjena pod tretmanom RU 

ni u jednoj od analiziranih eksperimentalnih grupa. Analiza ekspresije Rdh5 gena je pokazala 

njegovu smanjenu ekspresiju kod divljeg soja pod tretmanom (2,44 puta), dok kod 5XFAD 

RU nije dovelo do znaĉajnih promena. Dvosmerna ANOVA je pokazala da najveći uticaj ima 

faktor genotipa (F genotip = 15,76; p = 0,0451), dok ni faktor tretmana ni interakcija faktora 

nisu imali znaĉajnog uticaja.  

Analizirana je i ekspresija dva nosaĉa retinoidnih proteina (Rbp1, Rlbp, Slika 18 N, 

O), i modulator procesa sinteze u vizuelnom ciklusu (Rgr, Slika 18 I) pošto nosaĉ katalizuje 

ograniĉavajući korak sinteze u vizuelnom ciklusu. Dodatno smo analizirali zastupljenost gena 

regulatora ekspresije vizuelnog pigmenta (Dct, Tyr i TyrP1) (Slika 18 K-M). Jedino je 

ekspresija Tyr bila povećana pod tretmanom RU kod ţivotinja divljeg soja (12,23 puta) dok 

je kod 5XFAD miševa ostala nepromenjena (Slika 18 L). Dvosmerna ANOVA pokazuje da je 

najveći uticaj imao faktor genotipa (F genotip = 22,42; p = 0.0018), pa interakcija faktora 

tretmana i genotipa (F tretman x genotip =18,48; p = 0,004) i faktor tretmana (F tretman =18; p = 

0,0043). 

  Na ekspresione nivoe Rgr, Best1, Rbp1i Rlbp1(Slika 18 I, J, N, O) gena u MPE-u ni 

tretman RU-em ni genotip nisu imali uticaja. 
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Slika 18. qRT-PCR analiza ekspresije gena koji regulišu transport DHK i ekspresije gena ukljuĉenih u 

regulaciju vizuelnog ciklusa u MPE-u kod netretiranih i RU-em tretiranih WT i 5XFAD miševa. Ekspresija gena 

koji regulišu transport DHK (A) AdipoR1, (B) Mfsd2a, (C) Srebp1-c. Ekspresija gena vizuelnog ciklusa (D) 

Sox9, (E) Otx2, (F) RPE65, (G) Lhx2, (H) Rdh, (I) Rgr, (J) Best1,(K) Dct, (L) Tyr, (M) TyrP1, (N) Rbp1, (O) 

Rlbp1. n=5. Ispitivane su ĉetiri grupe ţivotinja - WT, 5XFAD, WT RU, 5XFAD RU. Podaci dobijeni analizom 

pomoću dvosmerne ANOVA su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 

0,0001. ns – nema statistiĉke znaĉajnosti. 
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4.2.5. Tretman ribljim uljem menja ekspesiju Mfsd2a iRNK i MFSD2A proteina u 

mrežnjaĉama divljeg soja i 5XFAD miševa 

Zbog znaĉaja DHK za pravilno funkcionisanje mreţnjaĉe bilo je potrebno ispitati da li 

se nivoi ekspresije njenih transportera, AdipoR1 i Mfsd2a, menjaju pod tretmanom RU-em. 

 Pokazano je da se ekspresija AdipoR1 transportera DHK u mreţnjaĉi ne menja ni u 

zavisnosti od genotipa ni pod tretmanom RU-em (Slika 19 A). Nivo ekspresije Mfsd2a raste 

pod tretmanom RU-em kod WT mreţnjaĉa (16,6 puta), dok se kod 5XFAD mreţnjaĉa 

ekspresija pod tretmanom RU-em ne menja. Statistiĉka analiza pomoću dvosmerne ANOVA 

pokazuje da interakcija faktora tretmana i genotipa ima najveći uticaj (F tretman x genotip = 32,08; 

p = 0,0046), zatim faktor tretmana (F tretman = 20,27; p = 0,0184), dok faktor genotipa nije 

imao znaĉajnog uticaja. Treba napomenuti da je analiza Mfsd2a ekspresije putem Man-

Whitney neparametrijskog poreĊenja pokazala statistiĉki znaĉajno povećanje kod tretiranih u 

odnosu na netretirane 5XFAD mreţnjaĉe.  

Jedan od predloţenih regulatora Mfsd2a ekspresije je Srebp1-c (Slika 19 B). Nivo 

ekspresije Srebp1-c je smanjen kod 5XFAD mreţnjaĉa u odnosu na kontrole divljeg soja 

(Slika 19 C). Pod tretmanom RU dolazi i do smanjenja ekspresije kod tretiranih WT 

mreţnjaĉa u odnosu na njihove kontrole divljeg soja. Kod 5XFAD je tretman RU doveo do 

smanjenja nivoa ekspresije Srebp1-c u odnosu na kontrole divljeg soja (1,62 puta), ali ne i u 

odnosu na 5XFAD kontrole, već samo pokazuje trend smanjenja bez statistiĉke znaĉajnosti. 

Dvosmerna ANOVA je pokazala da faktor genotipa ima najveći uticaj (F genotip = 51,25; p = 

0,0023), dok tretman RU, kao ni interakcija tretmana i genotipa nisu imali znaĉajnog uticaja 

na ekspresiju Srebp1-c. Treba napomenuti da je analiza Srebp1-c ekspresije putem Man-

Whitney neparametrijskog poreĊenja pokazala statistiĉki znaĉajno smanjenje kod tretiranih u 

odnosu na netretirane 5XFAD mreţnjaĉe.  

Glavno mesto ekspresije Mfsd2a u mreţnjaĉi je u endotelnim ćelijama krvnih sudova 

mreţnjaĉe (Lobanova i sar., 2019) (Slika 19 D). S obzirom na primećeno povećanje 

ekspresije Mfsd2a u mreţnjaĉi ispitali smo ekspresiju MFSD2A proteina specifiĉno na 

krvnim sudovima u svim eksperimentalnim grupama. Korišćeno je anti-MFSD2A antitelo 

(crveno) i lektin (zeleno) koji sluţi za obeleţavanje krvnih sudova jer se specifiĉno vezuje za 

endotelne ćelije. ImageJ analiza imunohistohemijskog bojenja je pokazala da tretman RU-em 

dovodi do znaĉajnog povećanja prekrivenosti krvnih sudova sa MFSD2A i kod mreţnjaĉa 

divljeg soja i kod 5XFAD miševa.  Analiza dvosmernom ANOVA je pokazala da najveći 

uticaj ima faktor tretmana (F tretman = 69,25; p < 0,0001), zatim faktor genotipa (F genotip = 

18,86; p = 0,0185), i na kraju interakcija faktora (F starost x genotip = 4,090; p = 0,0217).  
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Slika 19. Analiza ekspresije DHK transportera i perivaskularne zastupljenosti MFSD2A u mreţnjaĉama WT i 

5XFAD miševa pod tretmanom RU-em. qRT-PCR analiza ekspresije gena koji regulišu DHK transport: (A) 

AdipoR1, (B) Mfsd2a i (C) Srebp1-c u mreţnjaĉi WT i 5XFAD netretiranih i RU-em tretiranih miševa (n=5) (D) 

Imunohistohemijska analiza perivaskularne zastupljenosti MFSD2A u mreţnjaĉi (MFSD2A – crveno, Lektin – 

zeleno) (E) Image J kvantifikacija vaskularne zastupljenosti MFSD2A. Rezultati su predstavljeni kao odnos 

vrednosti izmerenih za AQP4 i lektin zastupljenost i izraţeni u procentima (grafik). Ispitivane su ĉetiri grupe 

ţivotinja - WT, 5XFAD, WT RU, 5XFAD RU. Analiza rezultata je uraĊena dvosmernom ANOVA (n=4). Skala 

– 50 µm. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 

0.0001.  

 

4.2.6. Tretman ribljim uljem menja zastupljenost AQP4 u mrežnjaĉama divljeg soja i 

5XFAD miševa 

Ispitivana je ekspresija iRNK (Slika 20 A) i proteina (Slika 20 B, C) akvaporina 4 u 

mreţnjaĉama kontrolnih i RU-em tretiranih miševa divljeg soja i 5XFAD. Dobijeni rezultati 

pokazuju da je ekspresija Aqp4 iRNK znaĉajno veća u mreţnjaĉama 5XFAD miševa u 

poreĊenju sa kontrolnim ţivotinjama divljeg soja (3,47 puta). Tretman RU-em je doveo do 

povećanja ekspresije Aqp4 iRNK u mreţnjaĉama divljeg soja (3,04 puta) u odnosu na 

netretirane miševe divljeg soja. Nasuprot tome, kod 5XFAD mreţnjaĉa je zabeleţen pad 

ekspresije Aqp4 (4,1 puta) u odnosu na netretirane 5XFAD miševe. Dvosmerna ANOVA je 

pokazala da ni faktor tretmana, ni faktor genotipa nisu imali znaĉajnog uticaja, dok je 

znaĉajan uticaj pokazala interakcija faktora (Ftretman x genotip = 54,63; p = 0,0015). ImageJ 

analiza proteinske ekspresije AQP4 u mreţnjaĉi je pokazala da je ona povećana kod 5XFAD 

miševa u odnosu na WT kontrole (Slika 20 B). Tretman RU-em je doveo do pada proteinske 

ekspresije AQP4 kod 5XFAD mreţnjaĉa tretiranih RU u odnosu na netretirane 5XFAD 

kontrole (1,62 puta), dok tretman RU-em nije doveo do znaĉajnih promena kod divljeg soja. 

Reprezentativne mikrografije zastupljenosti AQP4 proteina u mreţnjaĉama kontrolnih i RU-

em tretiranih WT i 5XFAD miševa su prikazane na slici 20 C. Analiza pomoću dvosmerne 
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ANOVA je pokazala da najveći uticaj ima faktor tretmana (F tretman = 45,75; p < 0,0001), 

zatim interakcija faktora (F tretman x genotip = 29,58; p = 0,0003), i na kraju faktor genotipa (F 

genotip = 10,16; p = 0,0134).  

 

 
 
Slika 20. Zastupljenost Aqp4 iRNK i proteina u mreţnjaĉi WT i 5XFAD netretiranih i RU-em tretiranih miševa 

(A) qRT-PCR analiza ekspresije Aqp4 iRNK (B) Image J kvantifikacija AQP4 ekspresije. (C) Reprezentativno 

imunobojenje AQP4 u mreţnjaĉama ispitivanih eksperimentalnih grupa. AQP4-crveno, DAPI-plavo. Analiza 

rezultata je uraĊena dvosmernom ANOVA (n=4). Ispitivane su ĉetiri grupe ţivotinja - WT, 5XFAD, WT RU, 

5XFAD RU.  Skala – 50 µm. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** 

p < 0,001, **** p < 0,0001. 
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Poznato je da glioza dovodi do poremećene perivaskularne polarizacije AQP4 koja 

moţe uticati na efikasnost funkcije glimfatiĉkog sistema u AB (Kress i sar., 2014). Promene 

u perivaskularnoj zastupljenosti AQP4 su znaĉajno asocirane sa povećanim nagomilavanjem 

Aβ (Zappenfield, 2017). Zbog toga je imunohistohemijskom analizom (Slika 21 A) ispitan 

efekat na perivaskularnu zastupjenost AQP4 proteina u mreţnjaĉama miševa divljeg soja i 

5XFAD miševa. Obrada rezultata ImageJ analize dvosmernom ANOVA nije pokazala 

znaĉajne razlike izmeĊu ispitivanih grupa (Slika 21 B). 

 

Slika 21. Analiza perivaskularne lokalizacije AQP4 u mreţnjaĉi pod tretmanom RU-em. (A) 

Imunohistohemijska detekcija perivaskularne lokalizacije AQP4 u mreţnjaĉi netretiranih i RU-em tretiranih WT 

i 5XFAD ţivotinja (AQP4 – crveno, Lektin – zeleno). (B) Kvantifikacija je uraĊena u image J programu, a za 

statistiĉku analizu je korišćena dvosmerna ANOVA. Rezultati su predstavljeni kao odnos vrednosti izmerenih za 

AQP4 i lektin zastupljenost i izraţeni u procentima. Ĉetiri grupe ţivotinja - WT, 5XFAD, WT RU, 5XFAD 

RU. Skala – 50 µm. Statistiĉka analiza je uraĊena pomoću dvosmerne ANOVA (grafik) (n=4). Podaci su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. 

 

 

 

4.2.7. Ekspresija amiloida β u mrežnjaĉi pod tretmanom riblim uljem kod 5XFAD 

Pokazane promene u ekspresiji MFSD2A i AQP4 u mreţnjaĉi 5XFAD miševa nakon 

tretmana RU-em ukazuje na njegovu protektivnu ulogu u regulaciji propustljivosti KMrB.  

Zato smo ispitali kako tretman RU-em utiĉe na akumulaciju Aβ u krvnim sudovima.  

Imunohistohemijsko bojenje anti-6E10 antitelom (crveno) koje boji Aβ kao i lektinom 

(zeleno) koji obeleţava endotelne ćelije krvnih sudova (Slika 22 A) su korišćeni za analizu 

promena u nakupljanju Aβ u krvnim sudovima u mreţnjaĉi 5XFAD RU-em tretiranih i 

netretiranih miševa. Kvantifikacija ekspresije 6E10 proteina u krvnim sudovima je raĊena u 

ImageJ programu, a za statistiĉku analizu podataka je koršćen neparametrijski t test. Pokazan 

je statistiĉki znaĉajan pad ekspresije 6E10 u mreţnjaĉama tretiranim sa RU-em (21%) (Slika 

22 B). 

 

WT RU 

5xFAD RU 

5xFAD 

WT RU 
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Slika 22. Promena zastupljenosti A u krvnim sudovima mreţnjaĉe kod RU-em tretiranih 5XFAD miševa. (A) 

Imunohistohemijska analiza zastupljenosti A (anti-6E10 – crveno) u krvnim sudovima (lektin – zeleno) 

mreţnjaĉe netretiranih i RU-em tretiranih 5XFAD miševa (DAPI – plavo) (B) Image J kvantifikacija vaskularne 

zastupljenosti 6E10. Rezultati su predstavljeni kao odnos vrednosti izmerenih za zastupljenost 6E10 i lektina i 

izraţenih u procentima. Dve grupe ţivotinja - 5XFAD, 5XFAD RU. Statistiĉka analiza podataka je uraĊena 

neparametrijskim t testom (n=4). Skala – 50 µm. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM. * p < 

0,05. 
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5. DISKUSIJA 

 

  Patološke karakteristike AB su otkrivene u mreţnjaĉi, jedinom spolja dostupnom delu 

CNS-a. MeĊutim, taĉan prostorni i vremenski raspored pojava ovih patoloških promena u 

ranim fazama bolesti kao i njihove promene tokom napredovanja bolesti još uvek nisu do 

kraja razjašnjene. S obzirom da je starenje jedan od najvaţnijih faktora rizika za razvoj AB, 

bolje poznavanje promena u mreţnjaĉi vezanih za starenje imaju izuzetno vaţan dijagnostiĉki 

potencijal. Studija Koronyo i saradnika (2023) je detaljno analizirala podloţnost mreţnjaĉe za 

razvoj AB patologije ukljuĉujući molekularne, ćelijske i strukturne promene koje mogu da se 

identifikuju u najranijim fazama bolesti. TakoĊe je identifikovana i mapirana retinopatija kod 

AB pacijenata. Štaviše, pokazana je merljiva povezanost izmeĊu napredovanja patoloških 

procesa u mreţnjaĉi s jedne strarne i napredovanja patologije u mozgu i promenama u 

kogniciji  sa druge (Koronyo i sar., 2023). Postoje naznake da bi mreţnjaĉa mogla da se 

rutinski koristi za neinvazivne preventivne preglede starije populacije kao i za praćenje 

razvoja AB kod obolelih pacijenata.  

Naša istraţivanja su imala za cilj da ukaţu na specifiĉne promene koje se dešavaju u 

mreţnjaĉi 5XFAD ţivotinjskog modela AB u toku fiziološkog i patološkog starenja. Pored 

toga, evaluirali smo i terapeutski efekat kratkotrajnog tretmana visokim dozama ribljeg ulja u 

presimpotomatskoj fazi bolesti. U ovoj studiji smo se bavili ispitivanjem promena u 

mreţnjaĉama ţenki 5XFAD animalnog modela AB tokom starenja sa posebnim fokusom na 

promene u ekspresiji kljuĉnih gena odgovornih za regulaciju holesterolskog metabolizma u 

mreţnjaĉi i MPE-u, kao i nakon tretmana RU-em. TakoĊe smo ispitivali promene na krvnim 

sudovima nastalim kao posledica nagomilavanja Aβ usled patološkog starenja kao i efektom 

tretmana RU-em na ovaj fenomen. Ispitivanja su raĊena na ţenkama zbog veće 

uĉestalosti/incidence obolevanja kod ţena od AB (MD i sar., 2022), kao i jaĉeg odgovora na 

tretman. Tretman RU-em je raĊen u presimptomatskoj fazi bolesti zbog pokazanog efekta na 

odlaganje poĉetka ispoljavanja simptoma AB (Jović i sar., 2019). 

Akumulacija Aβ koja se javlja u mozgu obolelih od AB je primećena i u oku obolelih, 

što je dovelo do formiranja specifiĉnog izraza, „demencija oka‖, ukazujući na povezanost 

patoloških simptoma izmeĊu oka i mozga. Patologija povezana sa akumulacijom Aβ narušava 

strukturni integritet KMrB u oku (Ratnayaka i sar., 2015) na isti naĉin kao i kod KMB u 

mozgu, tako da postoji velika sliĉnosti u vaskulaturi mozga i mreţnjaĉe pacijenata koji boluju 

od AB (Shi i sar., 2020).  

5XFAD transgeni mišiji model AB karakteriše akumulacija Aβ i formiranje plaka u 

mozgu (Oakley i sar., 2006). MeĊutim, za 5XFAD model je takoĊe karakteristiĉno odsustvo 

amiloidnih plaka u mreţnjaĉi za razliku od mozga gde su plake prisutne već od drugog 

meseca ţivota jedinke, ali je 5XFAD idealan model za ispitivanje promena u krvnim 

sudovima mreţnjaĉe (Perry i sar., 1984). Histohemijsko bojenje plaka pomoću ThS nije 

pokazalo formiranje znaĉajnog broja plaka u mreţnjaĉi tokom fiziološkog i patološkog 

starenja. Kao posledica nedostatka plaka neurodegerativne promene u mreţnjaĉi nisu izraţene 

u tolikoj meri kao u mozgu. Osim povećane makroglioze u 12M 5XFAD miševima, koje su u 

saglasnosti sa prethodnim studijama raĊenim u mozgu (de Pins i sar., 2019) i mreţnjaĉi (Guo i 

sar., 2021), nismo primetili druge znaĉajne promene. U našem istraţivanju u mreţnjaĉi nije 

primećena distrofija neurita (imunobojenje sa Smi31 antitelom), kao ni poremećaji u 

markerima sinaptiĉke plastiĉnosti (SPH) koji su karakteristiĉni za fiziološko i patološko (AB) 

starenje mozga (Wong i sar., 2020). To znaĉi da kod 5XFAD modela AB u mreţnjaĉi ne 
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dolazi do morfološki vidljivih promena što je u skladu sa istraţivanjima koja pokazuju da do 

ovih promena dolazi tek nakon 12 meseci starosti (Lim i sar., 2020). 

  S obzirom da glavne patološke promene u ispitivanim vremenskim taĉkama nastaju u 

vaskulaturi 5XFAD mreţnjaĉa, kao posledica nagomilavanja Aβ u krvnim sudovima, 

identifikacija vaskularnih biomarkera mreţnjaĉe bi mogla da unapredi znanje o patofiziologiji 

AB i potencijalno sluţi kao terapeutski target.  

 

5.1. Suplementacija visokim dozama ribljeg ulja 

Postoje dokazi da suplementacija visokim dozama RU moţe znaĉajno smanjiti rizik 

od nastanka AB, kao i da godinama odloţi poĉetak ispoljavanja simptoma (Villa i sar., 2023). 

Posebno je vaţno naglasiti da nivoi omega-3 u mozgu ne prate nivoe omega-3 u krvi, već su 

mnogo manji i da se zbog toga sugeriše upotreba doza mnogo većih od trenutno preporuĉenih 

dnevnih doza da bi se postigao adjuvantni efekat u prevenciji i/ili terapiji 

neurodegenerativnih bolesti (Says, 2020). Preporuĉene dnevne doze RU-a od strane 

proizvoĊaĉa su 360-540 mg EPK i 240-360 mg DHK. MeĊutim, sve se više preporuĉuje 

suplementacija mnogo većim dozama (do 10 mg dnevno) (Arellanes i sar., 2020). Ĉak se i 

trudnicama preporuĉuje 250-500 mg EPK i DPK dnevno (od ĉega minimalno 200 mg treba 

da bude DHK) (Burlingame i sar., 2009). Evropska agencija za bezbednost hrane preporuĉuje 

dodatnih 100-200 mg DHK dnevno. 

Istraţivanje Jović i saradnika je pokazalo da presimptomatski tretman višim dozama 

RU-a u trajanju od tri nedelje stimuliše formiraje fiziĉke barijere oko amiloidnih plaka, što 

potvrĊuje znaĉajan pozitivan efekat tretmana visokim dozama RU-a. Neophodno je istaći da 

smo tretman RU-em radili u presimptomatskoj fazi AB da bi se postigao veći efekat dok još 

uvek nije došlo do ispoljavanja kognitivnih promena i znaĉajnog nagomilavanja amiloida. 

TakoĊe, kliniĉka istraţivanja sugerišu da bi suplementacija sa DHK mogla poboljšati pamćenje 

kod pacijenata sa blagim kognitivnim poremećajem ali ne i kod AB pacijenata sa 

uznapredovalim kognitivnim poremećajem, što ukazuje na znaĉaj rane intervencije u 

presimptomatskoj fazi AB (Kotani i sar., 2006). 

 

5.2. Promene u homeostazi metabolizma holesterola u fiziološkom i patološkom starenju 

kao i nakon tretmana ribljim uljem 

Pokazano je da postoji veza izmeĊu Aβ peptida i holesterola i to na naĉin da postoji 

Aβ vezivno mesto za holesterol (Habchi i sar, 2018). Iako nije poznata taĉna priroda 

interakcije izmeĊu holesterola i Aβ, postoje dokazi da holesterol ima kapacitet da moduliše 

proizvodnju i uklanjanje Aβ (Rudajev i Novotny, 2022). Pokazano je da holesterol moţe 

pojaĉati ili oslabiti agregaciju Aβ na membranama kao i da utiĉe na strukturu amiloida i 

njegov potencijal da probije dvoslojnu membranu (Williams i Serpel, 2011; Yu i Zheng., 

2012; Yip i sar., 2001; Phan i sar., 2013). U okviru AB holesterol ima višestruku ulogu. Moţe 

da ima protektivnu ulogu tako što ima veliki uticaj na vezivanje Aβ za mebranu i oštećenja 

membrane nastala zbog nakupljanja Aβ. MeĊutim, holesterol moţe i da pojaĉa toksiĉni efekat 

amiloida. Ovakav štetni efekat holesterola vezan je za lokalizaciju amiloidogenskog 

procesovanja APP-a u lipidnim pontonima bogatim holesterolom. To znaĉi da je precizna 

distribucija holesterola u okviru ćelijske membrane vaţna za odreĊivanje efekta holestrola, tj. 

da li će on biti dobar ili loš. Distribucija holesterola je zavisna, pored ostalog, od stepena 
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njegove sinteze kao i od meĊućelijskog transporta holesterola regulisanog od strane APOE i 

ABC-transportera.  

Uzimajući u obzir da je skoro 70% ukupne koliĉine lipida, neophodnih za normalnu 

funkciju mreţnjaĉe, sintetisano lokalno, analizirali smo ekspresiju kljuĉnih gena koji regulišu 

metabolizam holesterola. Nivoi kljuĉnih gena odgovornih za regulaciju sinteze holesterola 

Lxrβ i Hmgcr su znatno smanjeni u mreţnjaĉi 5XFAD miševa u odnosu na WT, što je u 

korelaciji sa pokazanim smanjenim metabolizmom holesterola u mozgu kod ovog modela 

(Zhang i sar, 2023). Ovo smanjenje holesterola moţe da ima protektivnu ulogu tako što 

dovodi do smanjene inkorporacije Aβ u membrane. S druge strane, isto to smanjenje 

holesterola moţe da dovede do povećane Aβ agregacije i membranske apsosrpcije koje je 

povezano sa povećanom amiloidnom toksiĉnošću (Liu i sar., 2015).  

Suplementacija ribljim uljem je znaĉajno poremetila nivoe ekspresije gena koji su 

ukljuĉeni u metabolizam holesterola i u mreţnjaĉi i u MPE-u kod ţivotinja divljeg soja. 

Znaĉajno smanjenje ekspresije Lxrβ i Hmgcr (regulatora sinteze holesterola) i Abca1 

(transportera holesterola) je primećeno u mreţnjaĉama divljeg soja posle suplementacije RU-

em (Karanth i sar. 2013; Cho i sar., 2015). Iako ove transkripcione promene nisu bile 

dovoljne da smanje nivo Hmgcr proteina u mreţnjaĉi, postoji mogućnost da DHK sniţava 

nivo de novo sinteze holesterola smanjenjem aktivnosti Hmgcr, dok Hmgcr proteinski i 

ekspresioni nivoi ostaju nepromenjeni. S obzirom na atenurian metabolizam holesterola kod 

5XFAD ţivotinja kako u mozgu (Zhang i sar., 2023) tako i u mreţnjaĉi, nije iznenaĊujuće da 

tretman RU-em nije pokazao znaĉajan efekat na ekspresiju isptivanih gena koji su ukljuĉeni u 

regulaciju metabolizma holesterola. Abca1 i ApoE geni regulišu lipoprotein posredovani 

transport i eliminaciju holesterola. Kako Lxrβ primarno reguliše Abca1 ekspresiju, smanjenje 

ekspresije Lxrβ u mreţnjaĉi divljeg soja koje je pokazano u našoj studiji bi moglo da bude 

odgovorno za smanjenje regulacije Abca1 ekspresije, i na transkripcionom i na translacionom 

nivou. Povećani nivoi Abca1 i Hmgcr ekspresije su asocirani sa povećanom akumulacijom 

holesterola (Johnson i sar., 2003), koja je povezana sa nekoliko neurodegenerativnih bolesti 

mreţnjaĉe, ukljuĉujući SMD (Pikuleva i Curcio, 2014), tako da smanjenje nivoa Abca1 

ekspresije kod divljeg soja ukazuje na neuroprotektivni efekat RU-a.  

Iako su promene u sadrţaju holesterola, njegovom metabolizmu i transportu 

definitivno povezani sa AB (Kirsch i sar., 2003; Runz i sar., 2002; Burns i Duff., 2002; 

Pincon i sar., 2015; Loera-Valencia i sar., 2019), još uvek je otvoreno pitanje da li holesterol 

igra ulogu u razvoju neurodegeneracije ili je promena njegove homeostaze samo posledica 

prethodne Aβ promovisane patologije. TakoĊe je bitno napomenuti da smanjenje koliĉine 

holesterola i atenuirani holesterolski metabolizam kod 5XFAD miševa moţe da bude 

fiziološki proces koji ima za cilj da pomogne neuronima da se izbore sa stresom. 

 

5.3. Promene u krvnim sudovima mrežnjaĉe u fiziološkom i patološkom starenju kao i 

nakon tretmana ribljim uljem 

Pokazano je da su nakupljanje Aβ u krvnim sudovima mozga i CAA blisko povezani 

sa kognitivnim deficitom kod AB pacijenata i ţivotinjskih modela AB. CAA nastaje kao 

posledica smanjenog uklanjanja amiloida iz parenhima mozga (Weller i Nicoll, 2005; Carrare 

i sar., 2008; 2013), poremećenog amiloidnog transporta kroz endotelijum, i neuspele 

degradacije amiloida (Carare i sar., 2008; Deane i sar., 2009; Zlokovic i sar., 2010; Keable i 

sar., 2016). Sliĉno nakupljanje amiloida je primećeno i u krvnim sudovima mreţnjaĉe kod 
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AB ţivotinjskih modela i kod AB pacijenata (Koronyo i sar., 2017; La Morgia i sar., 2016; 

Shi i sar., 2020; Liu i sar., 2009) i oznaĉava se kao RAA (engl. retinal amyloid angiopathy). 

5XFAD mišiji model AB koji smo koristili u istraţivanju ima izraţene karakteristike RAA.  

Istraţivanja pokazuju da je 5XFAD odliĉan model za ispitivanje cerebrovaskularnih 

promena kod AB zbog prisutnog nagomilavanaja Aβ u krvnim sudovima mozga (Herzig i 

sar., 2004; Janota i sar., 2015; Janota i sar., 2016; Montagne i sar., 2015; 2016) mada su 

istraţivanja sliĉne prirode u mreţnjaĉi 5XFAD miševa retka. Sve je više dokaza o 

patofiziološkoj ulozi poremećenog uklanjanja amiloida kod mišijih modela AB (Iliff i sar., 

2012; 2014).  

S obzirom da akumulacija Aβ u krvnim sudovima mreţnjaĉe prethodi nagomilavanju 

Aβ u mozgu kod mišjih modela AB (Shi i sar., 2021) ispitivanje krvnih sudova oka moţe 

imati znaĉajan dijagnostiĉki potencijal.  

Dva glavna mehanizma odgovorna za nagomilavanje Aβ u krvnim sudovima 

mreţnjaĉe su poremećena transcitoza i poremećen glimfatiĉki sistem, ĉiji su regulatori 

MFSD2A, odnosno AQP4. 

Naše otkriće da RU povećava ekspresiju MFSD2A stavlja MFSD2A u fokus 

istraţivanja zbog mogućnosti da njegova pojaĉana ekspresija moţe saĉuvati integritet KMB i 

bude potencijalni univerzalni target za simptomatske terapije tokom normalnog starenja i u 

sluĉaju razliĉitih patologija. MeĊutim, nema dovoljno studija koje se bave promenama 

ekspresije MFSD2A u krvnim sudovima mreţnjaĉe pacijenata koji boluju od AB. Mi smo u 

našem istraţivanju primetili znaĉajan pad u ekspresiji MFSD2A u 4M (3,87 puta) i 12M 

(15,53 puta) 5XFAD mreţnjaĉama koje ukazuju na kompromitovanu KMrB. Skorašnja 

otkrića pokazuju da poremećeni nivoi transcitoze pogaĊaju propustljivost KMB (Ben-Zvi i 

sar., 2014; Knowland i sar., 2014). Trancitoza je predloţena kao glavni mehanizam 

funkcionisanja KMB, i pravilno odvijanje transcitoze u CNS-u je neophodno za pravilnu 

funkciju KMB (Andreone i sar., 2017). MFSD2A je glavni regulator transcitoze u endotelnim 

ćelijama KMB u CNS-u (Andreone i sar., 2017; Ben-Zvi i sar., 2014; Yang i sar., 2017). 

Pokazano je da je povećana transcitoza vezikula u endotelijalnim ćelijama kod MFSD2A−/− 

miša odgovorna za povećanu propustljivost KMB. Skorašnja otkrića ukazuju na to da 

virusom indukovana prekomerna ekspresija MFSD2A moţe da ublaţi poremećaje u uĉenju i 

pamćenju. Tokom starenja je u mikrovaskulaturi mozga zapaţeno znaĉajno smanjenje 

ekspresije MFSD2A (26% kod 12 meseci starog miša i 29% kod 24 meseca starog miša).  

Ispitivali smo i efekat tretmana RU-em na promenu ekspresiju MFSD2A koja je 

poremećena tokom AB. U našem istraţivanju suplementacija visokim dozama ribljeg ulja 

koja je zapoĉeta kod 3 meseca starih WT miševa i trajala 21 dan je znaĉajno povećala 

ekspresioni nivo glavnog DHK transportera, MFSD2A na transkripcionom i translacionom 

nivou. MFSD2A se prevashodno eksprimira u enodotelnim ćelijama mreţnjaĉe (Lobanova i 

sar., 2019), a analiza njegove ekspresije na krvnim sudovima je pokazala povećanje od 30,2 

puta kod divljeg soja i 2,2 puta kod 5XFAD posle samo tri nedelje tretmana. Jedan naĉin 

regulisanja MFSD2A ekspresije bi mogao da bude Srebp put, ĉija ekspresija je znaĉajno 

povećana u oĉima MFSD2A nokaut miša (Wong i Silver, 2020; Chan i sar., 2018). Sliĉno 

ovome, sniţena regulacija MFSD2A kod dijabetiĉne retinopatije je asocirana sa indukcijom 

Srebp signalnog puta (Zhang i sar., 2021). Pokazali smo da je ekspresija Srebp-1c simultano 

povećana sa smanjenjem MFSD2A ekspresije kod 4M 5XFAD mreţnjaĉa. MeĊutim, iako je 

eskpresija MFSD2A kod 12M starih mreţnjaĉa i kod 5XFAD i kod divljeg soja smanjena u 

poreĊenju sa 4M WT mreţnjaĉama, nivoi SREBP-1C su bili nepromenjeni što ukazuje na 

postojanje dodatnih mehanizama regulacije ekspresije MFSD2A.  
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SREBP-1C ekspresija je regulisana putem LXR, transkripcionog faktora koji je 

odgovoran za integraciju puteva ulaska i izlaska holesterola. Postoje dva responsivna 

elementa (LXREs) na Srebp1-c promotoru, i pokazano je da DHK inhibira vezivanje 

LXR/RXR heterodimera za LXREs na – SREBP1-C promotoru i dovode do znaĉajnog 

sniţavanja nivoa Srebp1c iRNK (Logette i sar., 2005). MeĊutim, ostaje nejasno da li 

suplementacija RU-em sniţava nivo SREP1-C direktno ili kroz povećanu regulaciju 

MFSD2A.  

Lipidni sastav endotelnih ćelija u CNS-u, posebno sadrţaj holesterola, je predloţen 

kao kljuĉni faktor u regulaciji transcitoze i propustljivosti barijere (Andreone i sar., 2017), a 

MFSD2A je identifikovan kao transporter lipida koji isporuĉuje DHK u mozak (Nguyen i 

sar., 2014). Predloţeni mehanizam pokazuje da povećani nivoi DHK uzrokuju izmeštanje 

holesterola i CAV-1 u membrane time inhibirajući formiranje kaveola i transcitozu (Chen i 

Subbaiah, 2007). Dakle, sniţena regulacija sinteze holesterola kod 5XFAD mreţnjaĉa moţe 

da bude kompenzatorni mehanizam sa ciljem da smanji povećanu transcitozu.  

Studije su pokazale da tretman sa Lxr agonistom T0901317 indukuje povećanje 

MFSD2A ekspresije (Chan i sar., 2018), a sekvenciranje pomoću imunoprecipitacije 

(ChIPseq) i studije genskog niza (gene array) su otkrile LXRβ vezujuća mesta na mišijem 

MFSD2A intronu 3 (Boergesen i sar., 2012). Smanjena ekspesija LXRβ tokom starenja u 

mreţnjaĉama divljeg soja moţe da bude jedan od molekularnih mehanizama koji dovodi do 

smanjene ekspresije MFSD2A. Tokom tretmana RU-em dolazi do porasta ekpresije 

MFSD2A i kod divljeg soja i kod 5XFAD, bez porasta ekspresije Lxrβ, što znaĉi da pod 

tretmanom drugi signalni putevi vrše regulaciju ekspresije MFSD2A. Jedan takav signalni put 

bi mogao da bude Wnt signalni put. Miševi kojima nedostaje LRP5 ili Norrin pokazuju 

povećanu vaskularnu propustljivost (Wang i sar., 2020). Wnt signalni put direktno reguliše 

transkripciju specifiĉnog inhibitora transcitoze, Mfsd2a, na β-catenin-zavisan naĉin, i 

prekomerna ekspresija MFSD2A „spašava‖ Wnt-deficijentnu transcitozu u endotelnim 

ćelijama (Wang i sar., 2020). Pokazano je da DHK pojaĉava ekspresiju Wnt signalnog puta 

kod ljudskih neuronalnih progenitorskih ćelija. Ova regulacija je direktno zavisna od koliĉine 

DHK. Wnt signalizacija je kljuĉna za odrţavanje KMrB i KMB u fiziološkim uslovima, a 

poremećena Wnt signalizacija je primećena u nekoliko bolesti mreţnjaĉe koje dovode do 

slepila. Potrebno je detaljnije razumevanje potencijalnih interakcija Wnt signalnog puta sa 

omega-3 masnim kiselinama za bolje razumevanje mehanizama putem kojih RU reguliše 

ekspresiju MFSD2A. 

Sve navedeno potvrĊuje da visoka doza suplementacije RU-em moţe da sluţi kao 

potencijalni adjuvant u terapijama, ili kao profilaksa u ranim stadijumima bolesti u sluĉaju 

poremećene KMrB kroz pozitivnu regulaciju MFSD2A ekspresije. Skorašnja otkrića pruţaju 

uvid u molekularne strukture pretpostavljenog DHK vezujućeg mesta na MFSD2A receptoru, 

time otvaraju prostor za razvoj novih neuroterapeutskih agenasa koji mogu da se vezuju za to 

mesto i da uspešno prolaze KMrB (Cater i sar., 2021). Ako bi adjuvantna suplementacija 

ribljim uljem mogla da poveća broj vezujućih mesta potencijalnog kandidata za terapiju, 

efekat leka koji bi inaĉe teško prolazio KMrB bi bio znaĉajno poboljšan.   

Još jedan mehanizam koji uĉestvuje u nagomilavanju Aβ je disfunkcionalni 

glimfatiĉki sistem i njegova nemogućnost da efikasno uklanja amiloid iz krvnih sudova. U 

oku glodara je identifikovan sistem limfne drenaţe, koji se zasniva na AQP4-zavisnom putu 

uklanjanja teĉnosti i metabolita. AQP4 se eksprimira na glijskim ćelijama koje predstavljaju 

podršku vaskulaturi mreţnjaĉe (stopala astrocita u mozgu i MG ćelije u mreţnjaĉi) (Simon i 

sar., 2022; Katoozi i sar., 2020). Pokazano je da nivoi AQP4 u mreţnjaĉi rastu sa starošću 

(Zeppenfeld i sar., 2017) i da gubitak AQP4 znaĉajno povećava nagomilavanje amiloida u 
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cerebralnom korteksu 5XFAD miševa (Xu i sar., 2015; Smith i sar., 2019). Dodatno, 

inhibicija AQP4 sa dodatkom inhibitora, malog molekula, TGN-020, smanjuje drenaţu Aβ40 

putem cerebralnih krvnih sudova (Rosu i sar., 2020). Ova otkrića sugerišu da AQP4 ima 

kljuĉnu ulogu u mehanizmima kojim glijsko-limfni sistem utiĉe na nagomilavanje Aβ u 

krvnim sudovima. Prema tome, povećana ekspresija AQP4 koju smo primetili u mreţnjaĉama 

4M i 12M 5XFAD, i 12M WT miševa mogla bi da bude kompenzatorni mehanizam koji je 

indukovan nagomilavanjem A u krvnim sudovima mreţnjaĉe. Prilikom ispitivanja efekta 

RU-a na funkciju glimfatiĉkog sistema pokazali smo da je došlo do znaĉajnog smanjenja 

ekspresije AQP4 kako na nivou iRNK tako i na nivou proteina kod 5XFAD, dok kod divljeg 

soja dolazi samo do promena na nivou RNK, ali ne i proteina. Ovi rezultati pokazuju da 

tretman RU-em koji smanjuje ekspresiju AQP4 moţe pozitivno da utiĉe na oĉuvanje funkcije 

glimfatiĉkog sistema u oku kod modela AB.  

Kao jedna od posledica fiziološkog (Kress i sar., 2014) i patološkog (Simon i sar., 

2022; Zeppenfeld i sar., 2017) starenja se javlja i promena lokalizacije Aqp4 u ćeliji što bi 

moglo da dovede do usporavanja funkcije glimfatiĉkog sistema i poslediĉno do agregacije 

proteina i neurodegeneracije (Ciappelloni i sar., 2019). Naša istraţivanja pokazuju da je 

perivaskularna ekspresija AQP4 smanjena kod 12M 5XFAD i 12M WT mreţnjaĉa što znaĉi 

da je pogrešna lokalizacija AQP4 kod 5XFAD mreţnjaĉa asocirana sa starenjem i sa 

napretkom patologije AB. Pod tretmanom RU-em nije bilo znaĉajnih promena u 

perivaskularnoj ekspresiji AQP4. Objašnjenje bi moglo da bude u tome da do gubitka 

perivaskularne ekspresije dolazi kasnije tokom starenja (Zeppenfeld i sar., 2018). TakoĊe je 

pokazano je da tretman RU-em štiti polarizaciju AQP4 i znaĉajno povećava efikasnost 

ĉišćenja Aβ iz mozga (Ren i sar., 2017) ukazujući na potencijal za ciljanu manipulaciju 

glimfatiĉkog sistema. Iz ovoga moţemo zakljuĉiti da bi regulacija lokalizacije AQP4 mogla 

da postane koristan target za terapije koje su posebno dizajnirane da deluju na AB patologiju 

i posledice akumulacije amiloida.  

Tretman RU je doveo do znaĉajnih promena u ekspresiji MFSD2A i AQP4 na krvnim 

sudovima u mreţnjaĉama i kod ţivotinja divljeg soja i kod 5XFAD miševa. Pokazane 

promene ukazuju na moguću korekciju poremećene funkcije KMrB što bi moglo da utiĉe na 

smanjenje nakupljanja Aβ u krvnim sudovima. Hteli smo da ispitamo da li tretman RU-em 

moţe da utiĉe na smanjenje nivoa Aβ u krvnim sudovima mreţnjaĉe. Bojenje 6E10 antitelom 

koje obeleţeva Aβ i lektinom koji obeleţava krvne sudove je pokazalo znaĉajan pad 

ekspresije Aβ u krvnim sudovima 5XFAD mreţnjaĉa (21%). Ovi rezultati potvrĊuju 

protektivan efekat tretmana RU-em na akumulaciju Aβ u krvnim sudovima mreţnjaĉe. 

Objašnjenje bi moglo da bude da dolazi do korekcije poremećenih mehanizama transcitoze i 

glimfatiĉkog sistema i to na sledeći naĉin: DHK iz RU-a deluje na kaveolin premeštajući ga 

iz vezikula u ćelijsku membranu i na taj naĉin smanjuje propustvljivost membrane i smanjuje 

nagomilavanje Aβ, dok se holesterol inkorporira u lipidne pontone membrana da bi odnos 

DHK/holesterol u membrani bio izbalansiran. TakoĊe, RU smanjuje ekspresiju AQP4 i na taj 

naĉin reguliše poremećeno funkcionisanje glimfatiĉkog sistema ĉime se smanjuje 

nagomilavanje Aβ u krvnim sudovima (Yan i sar., 2020).  

 

5.4. Promene u MPE-u u fiziološkom i patološkom starenju kao i nakon tretmana 

ribljim uljem 

             Tokom starenja i bolesti asociranih sa starenjem dolazi do poremećaja u metabolizmu 

kako holesterola tako i metabolita nastalih tokom procesa vizuelnog ciklusa u MPE-u. Ti 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2021.605586/full#B13
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poremećaji inhibiraju proces autofagije u MPE-u aktiviranjem enzima kisele 

sfingomijelinaze, što moţe da poremeti vizuelnu kaskadu. Holesterol kao kljuĉni lipid u 

sastavu membrane ima vaţnu ulogu u procesu vizuelnog ciklusa retinala i poremećen nivo 

holesterola u membranama moţe da utiĉe na pravilno odvijanje vizuelnog ciklusa (Tsin i sar., 

2018). Deregulacija gena vizuelnog ciklusa dovodi do smanjene funkcije širokog spektra 

proteina koji su ukljuĉeni u regulaciju ove kaskade i odgovorni su za nekoliko tipova 

degeneracija mreţnjaĉe i MPE-a (Masuda i sar., 2014; Si i sar., 2023). Razlike u promeni u 

ekspresiji gena ukljuĉenih u sintezu i transport holesterola u MPE-u u odnosu na mreţnjaĉu 

bi mogle da budu prisutne zbog razlika u metabolizmu i izvorima holesterola izmeĊu ova dva 

tkiva obzirom da holesterol u mreţnjaĉi potiĉe iz dva izvora, endogene biosinteze i sistemske 

cirkulacije, a MPE ima i fagocitovane SS fotoreceptora kao treći izvor holesterola (Fliesler  i 

sar.,, 2010; Tserentsoodol i sar. ; 2006, Bonilha i sar., 2004 ). Tokom patološkog starenja 

praćenog 12 meseci nivoi ekspresije gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola ostaju 

atenuirani i nepromenjeni do ispitivanog uzrasta od 12 M, pa do promena moţda dolazi 

kasnije tokom starenja Primećeni porast ekspresije Lxrb tokom fiziološkog starenja u MPE-u 

bi mogao da nastane kao kompenzatorni mehanizam zbog pada ekspresije ovog gena u 

mreţnjaĉi i meĊusobne povezanosti mreţnjaĉe i MPE-a. Analiza proteinske ekspresije je 

pokazala pad ekspresije Hmgcr tokom fiziološkog starenja, što bi moglo da bude objašnjeno 

porastom Lxrb ekspresije. MPE moţe da eliminiše holesterol kroz bazolateralno izluĉivanje 

lipoproteinskih partikula, što je posredovano putem Abca1 i ApoE. Iako su mreţnjaĉa i MPE 

intimno povezani i strukturno i funkcionalno (Strauss, 2005), oni se razlikuju u njihovim 

potrebama za holesterolom i n-3 PNMK homeostazi, što bi moglo da objasni njihov drugaĉiji 

odgovor na suplementaciju RU-em. Pokazali smo da dolazi do znaĉajnog povećanja HMGCR 

(iRNK i proteina) i ABCA1 (iRNK) nivoa u MPE-u posle tretmana RU-em kod divljeg soja. 

Opisane promene u ekspresiji HMGCR i ABCA1 na transkripcionom i translacionom nivou 

bi mogle da budu objašnjene zaštitnom ulogom MPE-a kao „ĉuvara kapije‖. Da bi 

kontrolisao fluks holesterola i nutrijenata iz sistemske cirkulacije i natrag u nju MPE mora da 

prilagoĊava svoju gensku ekspresiju na konstantne fluktuacije sadrţaja iz krvi (Zheng i sar., 

2012). Izostanak efekta RU-a na ekspresiju gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola kod 

5XFAD ţivotinja bi se mogao objasniti njihovim inicijalno niskim nivoima ekspresije i u 

mreţnjaĉi i u MPE-u na koje RU nije imalo uticaja. 

Poznato je da je DHK neophodna za preţivljavanje fotoreceptora, a da njeno 

preuzimanje, ĉuvanje i dopremanje do fotoreceptora obavlja MPE. Sa starenjem se smanjuje 

efikasnost MPE-a u obavljanju metaboliĉkih funkcija i fagocitoze zbog velike koliĉine 

oksidativnog stresa (Wong i sar., 2016). Pored toga što reguliše transcitozu MFSD2A je 

prvobitno prepoznat kao glavni transporter DHK u oku (Wong i sar., 2016). Pored MFSD2A, 

vaţnu ulogu u transportu DHK ima Adiponektinski receptor 1 (ADIPOR1), koji uĉestvuje u 

odrţavanju stabilnog nivoa DHK u oku i neophodan je za pravilnu funkciju fotoreceptora i 

tokom razvića i kod adulta (Bazan, 2015). Povećanje ekspresije MFSD2A u MPE-u kod 

divljeg soja pod tretmanom RU-em pokazuje pozitivan efekat RU-a na mehanizme 

transcitoze, a odsustvo promena ekspresije Srebp1-c govori da su drugi mehanizmi ukljuĉeni 

u to povećanje, npr. delovanje preko Wnt signalnog puta. Vaţno je napomenuti da je nivo 

ekspresije AdipoR1 znaĉajno veći kod 5XFAD nego kod WT, tako da bi on mogao da ima 

ulogu glavnog transportera DHK u MPE-u kod 5XFAD. Ovo nam pokazuje da razliĉiti 

mehanizmi deluju na transport DHK u MPE-u izmeĊu divljeg soja i 5XFAD.  

Postoje podaci da DHK moţe imati protektivnu ulogu u poništavanju negativnog 

efekta koji odreĊene supstance mogu imati na proces vizuelnog ciklusa i na taj naĉin 

omogućiti njegovo pravilno odvijanje (Taveau i sar., 2020). Zato je ispitano i kako tretman 

RU-em deluje na ekspresiju kljuĉnih gena odgovornih za pravilno funkcionisanje vizuelnog 
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ciklusa. Skorašnja otkrića sugerišu da su Sox9, Otx2 i Lhx2 glavni regulatori ekspresije gena 

vizuelnog ciklusa (Masuda i sar., 2014). Vaţno je da ekspresija ovih gena u MPE-u nije 

promenjena ni u fiziološkom ni u patološkom starenju, kao ni pod tretmanom RU-em kod 

divljeg soja i 5XFAD modela AB. Naša analiza ekspresije gena vizuelnog ciklusa pokazuje 

da fiziološko starenje ni AB nemaju uticaja na promenu ekspresije kljuĉnih gena koji su 

glavni regulatori i pokazatelji funkcionalnog stanja MPE-e, a to su Rpe65 i Best1. Postoji 

mogućnost da do tih promena dolazi kasnije, kod ţivotinja starijih od 12M (Kolesnikov i sar., 

2010). Naše istraţivanje je pokazalo da tretman RU-em smanjuje ekspresiju Sox9 gena, što je 

u skladu sa ispitivanjem u kome su korišćene PNMK da olakšaju simptome bola povezanog 

sa osteoartritisom (Kulkarni i sar. 2016). TakoĊe, postoji mogućnost da do promena 

ekspresije gena ne dolazi na transkripcionom već na translacionom ili postranslacionom 

nivou, obzirom da su bioinformatiĉke analize pokazale da više zajedniĉkih mikroRNK 

regulišu gene vizuelnog ciklusa pomoću mikroRNK degradacije ili translacione inhibicije 

(Masuda i sar., 2014). Pod tretmanom RU-em dolazi do promena ekspresije odreĊenih gena 

vizuelnog ciklusa kod WT ali ne i 5XFAD, ali glavni regulatori funkcije MPE-a, Rpe65 i 

Best1 ostaju nepromenjeni tako da vizuelni ciklus ostaje oĉuvan. Odsutstvo promena pod 

tretmanom RU-em kod 5XFAD bi moglo da bude objašnjeno niskim i nepromenjenim 

nivoima holesterola pod tretmanom RU-em.  
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6. ZAKLjUĈCI 

 

Analizom dobijenih rezultata i na osnovu postavljenih ciljeva izvedeni su sledeći 

zakljuĉci:  

Ekspresija gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola se menja tokom fiziološkog 

starenja, dok tokom patološkog starenja ostaje nepromenjena i u mreţnjaĉi i u pigmentnom 

epitelu mreţnjaĉe (MPE). Nivoi kljuĉnih gena odgovornih za regulaciju sinteze holesterola 

Lxrβ i Hmgcr, kao i proteinska ekspresija HMGCR su znaĉajno smanjeni u mreţnjaĉi 

5XFAD miševa u odnosu na divlji soj (WT). Tokom starenja dolazi do nagomilavanja Aβ u 

krvnim sudovima mreţnjaĉe 5XFAD ţivotinja, ali bez prisustva amiloidnih plaka. 

Tokom fiziološkog i patološkog starenja smanjuje se genska i proteinska ekspresija 

Mfsd2a, glavnog regulatora transcitoze u mreţnjaĉi neophodnog za preuzimanje DHA. Nivoi 

ekspresije su inicijalno znaĉajno niţi u mreţnjaĉi 5XFAD ţenki u poreĊenju sa WT. 

Tokom fiziološkog i patološkog starenja u mreţnjaĉi se povećava genska i proteinska 

ekspresija Aqp4, a istovremeno je smanjena perivaskularna ekspresija Aqp4. 

Ekspresija gena koji uĉestvuju u vizuelnom ciklusu se ne menja ni tokom fiziološkog 

ni tokom patološkog starenja, od svih ispitivanih gena detektovano je samo smanjenje 

ekspresije Rlbp1 u MPE tokom starenja. 

Analiza ekspresije gena ukljuĉenih u metabolizam holesterola pokazala je da 

tronedeljni tretman ribljim uljem (RU) smanjuje ekspresiju Lxrβ i Hmgcr gena u mreţnjaĉi 

divlјeg soja dok primenjena suplementacija ne menja nizak nivo ekspresije navedenih gena u 

mreţnjaĉi 5XFAD ţivotinja. Tretman RU-em smanjuje ekspresiju Abca1 gena u mreţnjaĉi 

divljeg soja ali ima suprotan efekat kod 5XFAD ţivotinja. Nije bilo efekta RU na ekspresiju 

ApoE ni u jednoj ispitivanoj grupi, kao ni na ekspresiju gena zaduţenih za eliminaciju 

holesterola iz mreţnjaĉe, Cyp27 i Cyp46. 

Ekspresija gena ukljuĉenih u vizuelni ciklus se menja nakon tretmana RU u mreţnjaĉi 

i MPE divljeg soja, ali ne i kod 5XFAD. Analiza transkripcionih faktora ukljuĉenih u 

regulaciju vizuelnog ciklusa je pokazala da je ekspresija gena Sox9 i Otx2 u MPE-u 

promenjena nakon tretmana RU samo kod divljeg soja, dok je kod 5XFAD ostala 

nepromenjena. Analiza ekspresije glavnih MPE-specifiĉnih komponenti vizuelnog ciklusa 

pokazala je da tretman RU ne utiĉe na ekspresiju Rpe65 iRNK a da smanjuje ekspresiju Rdh5 

gena kod divljeg soja. Analiza ekspresije gena nosaĉa retinoidnih proteina (Rlbp, Rbp1), 

modulatora procesa sinteze u vizuelnom ciklusu (Rgr), gena regulatora ekspresije vizuelnog 

pigmenta (Tyr1, TyrP1, i Dct) kao i Best1 gena, pokazala je da tretman RU povećava gensku 

ekspresiju Tyr a smanjuje ekspresiju Rdh kod ţivotinja divljeg soja, dok na ostale gene ni 

tretman RU-em ni genotip nisu imali uticaja. 

 

Tretman RU povećava gensku ekspresiju Mfsd2a kod divlјeg soja a nema efekat na 

5XFAD grupu, dok se ekspresija Srebp1-c, regulatora MFSD2A ekspresije, ne menja u MPE-

u ni jedne ispitivane grupe. 

 

Tronedeljni tretman ribljim uljem vraća povišenu iRNK i proteinsku ekspresiju Aqp4, 

glavnog regulatora glimfatiĉkog sistema u oku, koja je detektovana kod 5XFAD ţivotinja na 

kontrolni nivo, dok perivaskularna ekspresija ostaje nepromenjena. 
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Tretman RU-em dovodi do znaĉajnog smanjenja ekspresije Aβ u krvnim sudovima 

mreţnjaĉe 5XFAD miševa.      

Ova istraţivanja otkrivaju da tokom fiziološkog i patološkog starenja dolazi do 

poremećene ekspresije MFSD2A i AQP4 ekspresije, kao i do promene perivaskularne 

ekspresije AQP4 u krvnim sudovima mreţnjaĉe, ukazujući na njihov znaĉaj kao mogućih 

targeta za nove tretmane i adjuvantne terapije. Naša istraţivanja su pokazala da je ekspresija 

MFSD2A pod znaĉajnim uticajem faktora genotipa i da se taj uticaj povećava sa starenjem. 

Nasuprot ovome, na ekspresiju i vaskularnu polarizaciju AQP4 starenje je imalo najvaţniji 

uticaj. Vaţno je naglasiti da je ekspresija gena koji regulišu sintezu holesterola (Lxrβ i 

Hmgcr) najviše pogoĊena uticajem genotipa. Ovo je posebno vaţno jer je nagomilavanje Aβ 

zajedniĉka karakteristika patologija tri neurodegenerativne bolesti koje su asocirane sa 

starenjem, AB, glaukom i  SMD, za koje do sada nije pronaĊena adekvatna terapija (Xia i 

sar., 2022), pa je neophodan razvoj novih terapija koje regulišu poremećen mehanizam 

uklanjanja Aβ. 

Efekti RU-a su izraţeniji u mreţnjaĉi nego u MPE-u, što je u skladu sa protektivnom 

ulogom MPE-a. Najvaţniji rezultat ovog istraţivanja je da su ekspresioni nivoi MFSD2A, 

DHK transportera, povećani u mreţnjaĉi miševa tretiranih RU-em, sa istovremenim 

povećanjem ekspresije MFSD2A na krvnim sudovima mreţnjaĉe (1,32 puta). Naši rezultati 

pokazuju da bi suplementacija RU-em mogla da sluţi ili kao profilaksa u zdravom oku, ili 

kao adjuvant u razvijanju ciljanih terapija barijere tokom razvijenih simptoma bolesti. U tom 

sluĉaju, MFSD2A moţe da bude pravi kandidat za takve manipulacije, a suplementacija RU-

em efikasan adjuvant. 
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