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1. UVOD

1.1. Gangliozidi
Gangliozidi su strukturalno raznovrsna podskupina glikosfingolipida koji se nalaze na svim

plazmatskim membranama sisavaca, ¢ija je ekspresija najveca u mozgu.

Bioloske uloge gangliozida su takoder mnogobrojne, a ukljucuju procese vezane uz
stani¢nu adheziju, imunomodulaciju, kontrolu rasta te modulaciju aktivnosti receptora

(Kono i sur. 1996).

Gangliozidi se klasificiraju kao kiseli glikosfingolipidi koji sadrze sijalinsku kiselinu (SA)

vezanu za oligoglikozilnu okosnicu pric¢vr§¢enu na ceramidnu bazu (Slika 1) (Mocchetti

2005).
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Slika 1: Kemijska struktura gangliozidnih derivata acetilneuraminske kiseline (sijalinske kiseline) i ceramida.
U sluéaju GM1 prisutna su Cetiri ugljikohidrata, jedna glukoza, dvije galaktoze i jedan N-
acetilgalaktozamin. U slucaju GM2 i GM3, gube se prva galaktoza i acetilgalaktozamin.Cer
(ceramid), Gal (galaktoza), GaINAC (N-acetilgalaktozamin), Glc (glukoza), NeuAC (N-
acetilmuraminska kiselina) (Slika preuzeta iz Mlinac-Jerkovi¢ i Kalanj-Bognar, 2010).



1.1.1. Biosinteza i razgradnja gangliozida

Gangliozidi se inicijalno sintetiziraju modifikacijom serina u 3-ketosfinganin, nakon ¢ega
slijedi dodavanje raznih Secernih skupina, uvijek ukljucuju¢i najmanje jedan ostatak
sijalinske kiseline (Ledeen i Yu 1982). Sijalinska kiselina je naj¢es¢e N-acetil-neuraminska
kiselina, ali moze takoder biti i N-glikolil-neuraminska kiselina (Tettamanti i Riboni
1994). Sinteza ceramida odvija se u endoplazmatskom retikulumu, dok se vecina
naknadnih glikozilacija odvija u razliCitim odjeljcima Golgijevog tijela. Nakon sinteze
gangliozidi se prenose na vanjsku stranu plazmatske membrane i nalaze se gotovo
isklju¢ivo u toj regiji stanice. Vrlo niske koncentracije gangliozida pronadene su i u
endoplazmatskom retikulumu, Golgijevom tijelu i lizosomima (Zeller i Marchase 1992).
Nabijena regija gangliozida koja sadrzi sijalinsku kiselinu prolazi kroz izvanstaniéni
prostor, dok nepolarna podrucja ostaju umetnuta u plazmatsku membranu. Stanice mogu
potencijalno proizvesti razliCite vrste gangliozida, a njihova heterogenost rezultat je
razli¢itih kombinacija Se¢ernih ostataka koji se vezu na ceramidnu bazu. Navedeni Seceri
mogu ukljucivati glukozu, galaktozu, N-acetilgalaktozamin, acetilglukozamin i fruktozu
(Svennerholm 1994). Karakteristi¢ne sekvence oligosaharida vezane na ceramidnu bazu
mogu se upotrijebiti za identifikaciju pet kategorija gangliozida: ganglio, gala, globo, lacto
I hemato. Prema nomenklaturi koju je uveo Lars Svennerholm broj ostataka sijalinske
kiseline moze se koristiti za razvrstavanje razliitih vrsta gangliozida, oznacenih kao M

(monosijalo), D (disijalo) i tako dalje (Mocchetti 2005).

Usprkos velikom broju gangliozida identificiranih u razli¢itim tkivima i organizmima, u
mozgu odraslih sisavaca dominiraju Cetiri vrste: GM1, GDla, GDIb i GT1b (Slika 2).
Navedene vrste gangliozida zajedno predstavljaju veliku vecinu (97%) gangliozida mozga
(Tettamanti i sur. 1973). Ova Cetiri gangliozida dijele isti neutralni glikanski dio (Gal 1-3
GalNAc B1-4 Gal B1-4 Glc B1-1 Cer) s razli¢itim brojem sijalinskih kiselina vezanih na

unutrasnje i vanjske galaktoze.
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Slika 2: Struktura glavnih gangliozida mozga: GM1, GD1a, GD1b i GT1b (Schnaar i sur. 2014).

Cetiri glavna gangliozida mozga sintetiziraju se postupno uz pomo¢ glikoziltransferaza
koje prenose svaki monosaharid iz njegovog aktiviranog oblika (UDP-Glc, UDP-Gal,
UDP-GalNAc ili CMP-NeuAc) u rastu¢i lanac glikana. Klju¢na grani¢na tocka u
biosintetskom lancu je GM3, koji se moze produziti dodavanjem 2-8 vezanog NeuAc-a za
formiranje GD3 ili s Gal-I-4 vezanim za formiranje GM2. Jednom kada se GalNAc prenese
ne mogu se dodati interni 2-8-vezani NeuAc ostaci pri ¢emu nastaju GM1 i GD1a, takoder
poznati kao gangliozidi "a-serije". GD3 se takoder mozZe produziti dodavanjem GalNAc i
naknadnih $ecera pri ¢emu nastaju GD1b i GT1b, gangliozidi "b-serije” (Slika 3).

Osim glavnih skupina, u mozgu postoje i drugi manje brojni gangliozidi koji bi mogli imati
vazne funkcije u fiziologiji i patologiji. Neki od navedenih su gangliozidi "0-serije” koji
nastaju prijenosom GalNAc na laktozilceramid te gangliozidi "c-serije™ koji imaju tri ili

vise sijalinskih skupina na unutarnjem Gal (Schnaar i sur. 2014).
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Slika 3. Kompleksni gangliozidi mozga biosintezirani su postupno djelovanjem glikoziltransferaza
(Schnaar i sur. 2014).

Razgradnja lizosomskog gangliozida odvija se nakon endocitoze dijelova plazma
membrane na intraendosomskim i intralizosomskim membranama i srodnim lipidnim
agregatima. Taj proces zahtijeva prisutnost odgovarajucih glikozidaza, odgovarajuc¢eg pH,
a u nekim slucajevima 1 proteina za prijenos lipida te odgovaraju¢eg sastava membrana
koje sadrze gangliozid. (Sandhoff i Harzer, 2013). Proces razgradnje odvija se putem
sjjalidaza 1 egzoglikohidrolaza koje uklanjaju pojedinacne sijalinske kiseline s
nereducirajuceg kraja glikanskog lanca gangliozida, pritom formiraju¢i Cer koji se dalje

razdvaja pomoc¢u ceramidaza na dugi osnovni lanac i masne kiseline (Kolter 2012).

1.1.2. Sijalotransferaze kod St3Gal2 i St3gal3 misjih modela
Da bi se razjasnila biosinteza gangliozida takoder je nuzno okarakterizirati enzime
sijalotransferaze, posrednike reakcijama koje se odvijaju u membranskim frakcijama

Golgijevog tijela (Kono i sur. 1996).

Enzimi sijalotransferaze koji pripadaju skupini glikoziltransferaza kataliziraju prijenos
CMP-aktiviranih molekula sijalinske kiseline na akceptorski supstrat u trans-Golgijevoj

mrezi nakon njihovog transporta kroz membranu Golgijevog tijela.



Sve do sada otkrivene zivotinjske sijalotransferaze imaju tip II transmembranske topologije
i sadrze visoko oCuvane motive nazvane sijalinski motivi L (Long, dugi), S (Short, kratki) i
VS (Very Short, vrlo kratki). Smatra se da su lokalizirane iskljuc¢ivo u Golgijevom tijelu.
Sve zivotinjske sijalotransferaze pripadaju CAZy (carbohydrate-active enzymes) obitelji
glikoziltransferaza. Osim toga, zivotinjske sijaliltransferaze imaju uobicCajene strukturne
osobine sastavljene od kratkog N-terminalnog citoplazmatskog repa, transmembranske
domene, stem regije 1 kataliticke domene. Ukupna duzina aminokiselinskog lanca ovih
enzima varira od oko 300 do 600 ostataka, pri ¢emu su razlike uglavnom posljedica
razlicitih duljina stem regija. Sijalinski motiv L karakterizira podruc¢je 45-60 aminokiselina
u srediStu proteina za koje se smatra da je uklju¢eno u vezanje donorskog supstrata CMP-
Sia. Sijalinski motiv S se nalazi na COOH-terminalnom podrudju i sastoji se od slijeda od
oko 20-30 aminokiselina. Pokazalo se da je motiv S ukljuéen u vezanje donora i
akceptorskih supstrata. Sijalinski motiv VS se takoder nalazi na COOH-terminalnoj regiji
unutar koje se uvijek nalazi jedna glutaminska kiselina odijeljena s ¢etiri aminokiselinska
ostatka iz visoko ocuvanog histidinskog ostatka. Smatra se da je ovaj motiv ukljucen u

kataliticki proces (Takashima 2008).
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Slika 4: Model strukture svinjske sijalotransferaze ST3Gall na kojemu su dodatno prikazani Secer akceptor (Zuto)

kataliti¢ki centar enzima (modro). Preuzeto i prilagodeno prema Rao i sur. 2009.



ST3GAL geni

NeuAc «2-8 NeuAc
ST8SIA geni

Kod sisavca sijalotransferaze omogucavaju formiranje (a2-3, 02-6 a2-8 i 02-9) kovalentih
veza izmedu NeuSAc i akceptorskog Secera, koje dijelimo u Cetiri osnovne skupine
specificne u odnosu na supstrat: 02,3-sijalotransferaze (ST3Gal), a2,6-sijalotransferaze
(ST6Gal), GalNAc 02,6-sijalotransferaze (ST6GalNAc) i a2,8- sijalotransferaze (ST8Sia)
(Takashima 2008).

Geni sijalotransferaza gradeni su od razli¢itih egzona koje mozemo pronac¢i u humanom i
misjem genomu, a koji kodiraju sveukupno Sest 02-3 sijalotransferaza (ST3Gall do
ST3GALSG) (Takashima i sur. 2003).

NeuAc «2-6 Gal
ST6GAL geni

NeuAc ul2-3 Gal

NeuAc «2-6 GalNAc
STEGALNAC geni

NHAc

Slika 5: Struktura Cetiri osnovne skupine sijalotransferaza bazirana na temelju formiranja veza
(Schnaar i sur., 2014).

1.1.3. Uloga gangliozida

Gangliozidi predstavljaju karakteristicnu komponentu membrana Ziv€anih stanica, ali se
pojavljuju i u drugim membranama. Smatra se da gangliozidi putem modifikacije funkcije
membranskih receptora utjeCu na stani¢ni rast, proliferaciju i diferencijaciju te apoptozu.
Osim navednim transmembranskim putem, gangliozidi na receptorske funkcije mogu
utjecati i lateralno. Signalizacija specifi¢cnih receptorskih tirozin kinaza moze se
modificirati lateralnom interakcijom receptorske kinaze s glikolipidima unutar membrane
(Lingwood 2011).



Glavni gangliozidi mozga (GM1, GDla, GD1b, GT1b) primijenjeni na Zivotinjama s
ishemijskim i neurodegenerativnim ozljedama mozga Stite cerebralne neurone od stani¢ne
smrti, te osim toga poboljSavaju odrzivost neuronskih i glija stani¢nih linija izlozenih

glutamatu, H,O, te drugim toksinima (Korotkov i sur. 2015).

Cetiri glavne vrste gangliozida ujedno predstavljaju i glavne sijaloglikane u mozgu svih
odraslih sisavaca 1 ptica, Sto ukazuje na selektivnu prednost za ekspresiju ovih specifi¢nih

struktura (Schnaar i sur. 2014).

1.2. Interneuronski kalcij-vezujuéi proteini

1.2.1. Uloga kalcij-vezujuéih proteina u Zivéanom sustavu
Kalcij-vezujuéi proteini imaju heterogenu raspodjelu u centralnom zivéanom sustavu

sisavaca te predstavljaju korisne markere za identifikaciju populacija neurona.

Proteini koji vezu kalcij, kalbindin-D28k (CBD24K), kalretinin i parvalbumin pripadaju
EF-hand kalcij-vezujuéoj skupini proteina (Andressen i sur. 1993; Baimbridge i sur. 1992;
Heizmann i Hunziker 1991; Persechini i sur. 1989). Ovi proteini su ukljuceni u puferiranje
(McMahon i sur. 1998; Fierro i Llano 1996) i transport kalcija, kao i regulaciju razli¢itih
enzimskih sustava (Heizmann 1992). lako se u cerebralnom korteksu i hipokampusu kalcij-
vezujudi proteini eksprimiraju u velikom udjelu GABA-ergickih stanica, oni su takoder na
razli¢ite nacine povezani s drugim neurotransmiterima. Na primjer, parvalbumin se nalazi
u stanicama koje sadrze glicin 1 glutamat (Baimbridge 1 sur. 1992). Takoder, parvalbumin
je Cesto povezan s brzo okidaju¢im neuronima (Kawaguchi i sur. 1987), ali jo$ uvijek nema
takve fizioloske specificnosti povezane s neuronima koji sadrze kalbindin ili kalretinin

(Miinkle 1 sur. 2000).

Kalbidin 1 kalretinin su prisutni u razliitim subpopulacijama neurona, §to ih €ini vrlo
korisnim morfoloSkim markerima za identificiranje specificnih podskupina neurona

(Andressen i sur. 1993).



1.2.2. Kalbindin-D28k

Kalbindin je kalcij vezujuéi protein graden od Sest EF-hand domena od kojih Cetiri imaju
sposobnost vezanja Ca** (Miinkle i sur. 2000) (Slika 6). Sekvencu za CBD28K kodira
CALB1 koji je visoko oCuvan medu sisavcima i ponajvise izrazen u neuronima. CBD28k
¢ini do 1.5 % ukupnih topivih proteina mozga (Berggérd i sur. 2002). Posebno ga cesto
nalazimo u Purkinjeovim stanicama maloga mozga (Barski 1 sur. 2003), granularnim
stanicama hipokampusa (Ikriti i sur. 2001) i neokortikalnim interneuronima, te u kostima,

bubregu, gusteraci i drugim tkivima (Christakos i sur. 1989).

Slika 6: Struktura kalbindina-D28k s obojenim EF-hand domenama prikazana pomocu programa Jmol
(Kojetin i sur. 2006).

Kalbindin-D28k nalazi se u ulozi senzora kalcija, pufera, transportera, regulatora
nizvodnog signaliziranja ovisnog o Ca®* te kontrolora prostorno-vremenske dinamike
kalcija 1 homeostaze odrzane transportiranjem slobodnog kalcija unutar unutarstani¢nih
odjeljaka (Berggard i sur. 2002). Jo$ neke od dokazanih uloga ukljuc¢ene su u Sirok raspon
fizioloskih procesa, kao §to su dugoro¢na potencijacija (long-term-potentiation, LTP)
(Molinari 1 sur. 1996) i cerebelarna motoricka koordinacija (Airaksinen i1 sur. 1997).
Protutijela na CB generalno oznacavaju stanice s tankim, nemijeliniziranim aksonima koje

imaju difuznu projekciju. (Celio 1990)

Opazeno je da tokom starenja opada koncentracija CBD28k u cerebelumu miSeva i Stakora

(Amenta i sur. 1994; lacopino i sur. 1990).



1.2.3. Kalretinin

Kalretinin je po slijedu aminokiselina visoko homologan kalbindinu-D28k (Rogers 1987),
no njihov se prostorni raspored u mozgu ne poklapa (Jacobowitz i Winsky 1991).
Kalretinin je graden od $est EF-hand domena od kojih pet ima sposobnost vezanja Ca?" i
jedne domene koja je izgubila tu sposobnost (Stevens i Rogers 1997). Eksprimira se u
razli¢itim populacijama neurona, ukljucujuc¢i one u retini, granularnim stanicama malog
mozga i sluSnim neuronima mozdanoga debla (Billing-Marczak i sur. 2004). Substani¢na
lokalizacija kalretinina unutar neurona regulirana je tijekom razvoja. Pretpostavlja se da su
promjene u lokalizaciji i ekspresiji kalretinina prilagodba koja daje prostornu kontrolu nad
protokom Ca?* (Schwaller 2009). Kod miseva kojima nedostaje kalretinin pojavljuje se
oSteCena indukcija dugoro¢ne potencijacije (LTP) nakon tetanicke stimulacije
hipokampusa. Budu¢i da primjena bikultilina (blokator GABAA receptora) na istim
miSevima obnavlja indukciju LTP-a, zakljuceno je da nedostatak kalretinina dovodi do
otpustanja suviSaka gama-aminomaslac¢ne kiseline (GABA) na granulozne stanice, $to je
vjerojatno posljedica povecane ekscitacije inhibicijskih interneurona (Schurmans i sur.
1997). Za razliku od kalbindina, koncentracija kalretinina u mozgu starenjem opada u

manjoj mjeri (Kishimoto i sur. 1997).

Slika 7: Struktura kalretinina s obojenim EF-hand domenama prikazana pomoc¢u programa Jmol
(Slika preuzeta s Web1.).



1.3. Povezanost hipotalamusa, pretilosti i gangliozida

Hipotalamus je primarni regulator unosa hrane u centralnom zivéanom sustavu, koji osim
toga djeluje kao homeostatski kontrolni centar za sustave regulacije tjelesne temperature,
reprodukcije, bioloskih ciklusa, hormonalnog balansa i regulacije energije. Arkuatna jezgra
hipotalamusa posjeduje slabiju krvno-mozdanu barijeru, $§to omoguéava pristup
molekulama prisutnima u krvi koje inae ne bi napustale krvozili sustav. Neuroni
hipotalamusa, a pogotovo oni u arkuatnoj jezgri imaju ulogu u detekciji razine hormona u
krvi te pracenju opcenitog metabolickog stanja organizma signaliziranog glukozom,
leptinom, grelinom i inzulinom. Osim toga, neuroni u medijalnom i lateralnom
hipotalamusu djeluju u suradnji s mozdanim deblom i drugim mozdanim regijama pri
kontroli unosa hrane (Van der Pol 2003). Injekcija norepinefrina u hipotalamus ili obliZnji
ventrikul kao fizioloski odgovor ima trenutno povecanje ili smanjenje ishrane, $to ukazuje
na modulaciju neuronske aktivnosti (Booth 1968). Osim norepinefrina, neki od spojeva
koji utjecu na promjenu ishrane su serotonin, dopamin, te samo za hipotalamus specifi¢ni
hipokretin 1 oreksin. Vecéina navedenih spojeva su neuromodulatori, ¢ija je funkcija duza

regulacija stani¢ne aktivnosti (Van der Pol 2003).

U arkuatnoj jezgri hipotalamusa nalazimo neuropeptid Y (NPY) i propiomelanokortinske
(POMC) neurone, koji imaju suprotne uloge u regulaciji ishrane. (Schwartz i sur. 2000;
Elias i sur. 1999)

Za razliku od NPY neurona koji su povezani s pove¢anjem ishrane, POMC neuronima se
pripisuje efekt smanjivanja ishrane putem otpustanja peptida kao $to su a-MSH koji
aktiviraju MC3/MC4 melanokortinske receptore. Promjena ishrane uzrokuje promjenu u
ekspresiji POMC mRNA. Nedostatak leptina, koji signalizira niske zalihe masti smanjuje
ekspresiju melanokortina, ali zato povecava ekspresiju NPY. Blokiranje MC4 receptora
uzrokuje povecanje ishrane, a sukladno tome mutacije na istom receptoru uzrokuju

pretilost kod ljudi i miSeva (O'Rahilly 1 sur. 2003).

Ventromedialni (VMH) i lateralni hipotalamus (LH) takoder se smatraju centrima za sitost,
odnosno hranjenje. Lezije na VMH povecavaju unos hrane, dok ga lezije na LH smanjuju
(Sawchenko 1998). Po rezultatima dosadasnjih istrazivanja NPY se generalno pokazao kao
inhibitorni neuromodulator koji smanjuje strujanje Ca®* i povecava strujanje K,

smanjujuci pritom sinapti¢ku aktivnost (van der Pol 2003).
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Sto se ti¢e gangliozida, kod divljeg tipa misa (WT, wild type) eksprimiraju se sva Getiri
osnovna gangliozida (GM1, GD1a, GD1b i GT1b). Osim divljeg tipa miSa, u ovome
istrazivanju koriSteni su genetski modificirani misevi koji imaju utiSane gene za 02-3
sijalotransferaze, te iz tog razloga ne sintetiziraju specifi¢ne gangliozide. Geni St3Gall do
St3Gal4 odgovorni su za sintezu enzima koji sudjeluju u sintezi GD1a i GT1b iz GM1 i
GDI1b. Analizom ekspresije gangliozida primjeceno je da se samo misevi s isklju¢enim
genom St3Gal2 bitno razlikuju od divljega tipa, eksprimiraju¢i samo pola od ukupnog
broja GDla i GTIb. Mutacije u sisavaca Cija su posljedica nedostatak odredenih
gangliozida mogu varirati od blagih do letalnih fenotipa (Schnaar i sur. 2014). Fenotipski
gledano, St3Gal2 genetski preinaceni mi$ji modeli su robusni te relativno sli¢ni divljem
tipu, dok su St3Gal3 genetski preinac¢eni mi$ji modeli manji od njih, slabiji kod dojenja i
losiji roditelji. U usporedbi sa St3Gal3 misevima, St3Gal2/3 misevi su jo§ manji i slabiji, a
tek rijetki prezivljavaju vise od 8 tjedana zbog cega se vrlo teSko razmnozavaju Cak i

ukoliko uspiju doseci reprodukcijsku dob (Sturgill 2012).

Osim navedenih osobina, miSevi s ciljano isklju¢enim St3Gal2 pokazuju otpornost na
inzulin i pretilost u kasnijoj dobi. Prema istrazivanju koje su proveli Lopez i sur., pri dobi
od 3 mjeseca St3Gal2 misevi imaju jednaku tezinu kao i divlji tip (WT). Medutim, nakon
13 mjeseci na standardnoj prehrani St3Gal2 misevi postaju vidno pretili, to¢nije 22% tezi i
sa 37% ve¢im udjelom masnoga tkiva od WT miSeva. St3Gal2 misevi pocinju pokazivati
znakove hiperglikemije i narusene tolerancije na glukozu u dobi od 9 mjeseci, te imaju
smanjenu reakciju na inzulin usprkos morfologiji gusterace istovjetnoj onoj u WT miSeva.
Osim toga, smanjena im je inzulinom inducirana fosforilacija u adipoznom tkivu, ali ne i u
jetrenim tkivima i skeletnim misi¢ima. Ujedno imaju i promijenjeni gangliozidni profil
adipoznog tkiva. Metaboli¢ki gledano, St3Gal2 miSevi imaju nizi omjer respiratorne
izmjene Sto ukazuje na preferenciju za oksidaciju lipida pri odabiru izvora energije.
St3Gal2 misevi takoder pokazuju hiperaktivno ponasanje (Lopez i sur. 2016) te kod njih
dolazi do pojave West sindroma i razvoja intelektualnih smetnji (Edvardson 2013).
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1.4. Uloga interneurona u razvoju pretilosti

1.4.1. Interneuroni arkuatne jezgre hipotalamusa

Razli¢ite vrste neurona projiciraju puteve od arkuatne jezgre te posreduju s razlicitim
podru¢jima hipotalamusa i drugim udaljenim regijama mozga (Dudéds 2013). Neuroni
arkuatne jezgre imaju intrahipotalamusne projekcije prema neuroendrokrinim krugovima.
Jedan takav primjer su projekcije koje utjeCu na ponaSanje tokom ishrane koje dosezu do
paraventrikularne (PVH) 1 dorzomedijalne (DMH) jezgre hipotalamusa te podrucja
lateralnog hipotalamusa (LHA) (Bouret i sur. 2004). Populacije neurona iz lateralnoga
dijela arkuatne jezgre pruzaju svoje projekcije sve do hipofize te utjecu na oslobadanje
hormona (Dudas 2013; Bouret i sur. 2004).

Postoji nekoliko grupa neurona koji pruZaju svoje projekcije iz hipotalamusa. Jedni od njih
su neuroni koji pruzaju svoje projekcije centralno te sadrze neuropeptid Y (NPY), aguoti-
vezani protein (AGRP) i inhibitorni neurotransmiter gama-aminomasla¢nu kiselinu
(GABA). Navedeni neuroni nalaze se u ventromedijalnom dijelu arkuatne jezgre te snazno
projiciraju prema LH i PVH i imaju vrlo vaznu ulogu u kontroli apetita. Njihova aktivacija
dovodi do snaznog poriva za hranjenjem. Inhibirani su leptinom, inzulinom i peptidom
Y'Y, a aktivirani djelovanjem grelina. Centralno projicirajuéi neuroni koji sadrze peptidne
produkte pro-opimelanokortina (POMC) te kokainom i amfetaminom regulirane
transkripte (CART) proiciraju prema brojnim podruc¢jima mozga, ukljucujuéi i sve jezgre
hipotalamusa. Imaju vaznu ulogu u kontroli apetita, te svojom aktivacijom inhibiraju poriv
za hranjenjem. Aktiviraju ih cirkulacijske promjene leptina i inzulina, te su direktno
povezani i inhibirani NPY neuronima. POMC neuroni koji projiciraju prema medialnoj
preoptickoj jezgri su takoder ukljuceni u regulaciju ponasanja vezanog uz razmnoZzZavanje
kod oba spola. Regulirani su gonadalnim steroidima. Otpustanje beta-endorfina iz POMC
regulirano je putem NPY (Arora i Anbhuti 2006). U PVH se takoder nalaze 1 centralno
projiciraju¢i neuroni koji luce somatostatin te reguliraju izlu€ivanje hormona rasta.
Regulatorni neuroni za hranjenje takoder aktiviraju neurone PVN koji sadrZe oksitocin,
koji zauzvrat projiciraju aksone na jezgru Tractus solitarius u produZenoj lednoj mozdini.
U arkuatnoj jezgri takoder pronalazimo 1 neurone koji primaju izravne sinapticke impulse
iz podrucja izvan hipotalamusa koja projiciraju u amigdalu, hipokampus i entorhinalni dio
kore mozga. Od ostalih tipova neurona koje nalazimo u arkuatnoj jezgri takoder je vrlo
vazno spomenuti astrocite koji imaju prijenosnike glukoze velikog kapaciteta te vrSe ulogu

senzora nutrijenata za kontrolu neurona regulatora apetita (Dudas 2013).
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1.4.2. Interneuroni podrucja lateralnog hipotalamusa

U podrucju lateralnog hipotalamusa vrlo su vazni oreksinski neuroni koji pruzaju velik broj
projekcija te sluze kao mediatori razli¢ith funkcija. Dvije najce$¢e navedene funkcije
oreksinskih peptida u lateralnom hipotalamusu su promicanje ponaSanja hranjenja i
uzbudenja (Li i sur. 2014, Messina i1 sur. 2014). Osim toga, oreksinergijske neuronske
projekcije lateralnog hipotalamusa ukljuene se u termoregulaciju, regulirajuci
gastrointestinalnu pokretljivost i gastrointestinalnu funkciju putem dorzalne jezgre
vagusnog zivca, smanjuju¢i bol i1 nocicepciju kroz nekoliko izlaznih struktura (npr.
periakveduktalna siva tvar), modulirajuéi svojstva nagrade stecenih podrazajima putem
projekcija ventralnog tegmentalnog podrucja i drugih podrucja vezanih uz nagrade ste¢ene
podrazajima, reguliraju¢i energijsku homeostazu i neuroendokrine funkcije preko drugih
projekcija hipotalamusa i regulirajuéi visceralne funkcija (npr. disanje, krvni tlak i
mokrenje) preko skupine struktura u mozdanom deblu (Okumura i sur. 2015; Li i sur.
2014a; Li i sur. 2014b). Smanjeni broj projekcija oreksinskih neurona iz lateralnog

hipotalamusa povezan je s narkolepsijom (Malenka i sur. 2009).
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1.5 CILJ RADA:

Cilj ovoga istrazivanja bio je imunohistokemijskom analizom odrediti ekspresiju
kalbindina-D28k i kalretinina, kao izabranih markera interneurona u hipotalamusu
St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 preina¢enih misjih modela s ciljem utvrdivanja povezanosti
izmedu gangliozida, interneurona i fizioloskih posljedica u vidu pretilosti i promjena u

ishrani.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1. Materijal

2.1.1. Pokusne Zivotinje

U istrazivanju su koristeni uzorci mozdanog tkiva tri genetski preinacena misja modela s
nedostatnom sintezom gangliozida (Ellies i sur. 2002a; Ellies i sur. 2002b; Priatel i sur.
2000). Osim genetski preinacenih miseva, u istrazivanju su koriSteni i kontrolni miSevi

divljega tipa (wild type, WT) bez genetskih preinaka.

Svi miSevi koriSteni u istrazivanju kao i1 uzorci mozdanog tkiva dobiveni su ljubaznoscu
prof.dr.sc. Ronalda L. Schnaara, School of Medicine, Johns Hopkins University,
Baltimore, MD, SAD.

2.2. Metode

2.2.1. Priprema rezova mozga za analizu

Za imunohistokemijsku analizu koristeni su koronarni rezovi mozga debljine 35 pm, rezani
na kriostatu (Leica, CM3050S, Germany) pri -18° C. Prije postupka rezovi su uklopljeni u
medij za kriostatsko rezanje (Tissue-Tek OCT Compound, Sakura Finetek, Tokyo, Japan).
Rezovi su prikupljani u otopinu 1xPBS-a u polistirenskim plo¢icama sa 24 jazice (Costar
24-well Plates, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) budu¢i da je imunohistokemija
izvedena na plutaju¢im rezovima (engl. free-floating). Prikupljeni rezovi ¢uvani su na +4°
C u periodu od nekoliko dana. Rezovi koji su ¢uvani duzi period prebaceni su u DeOlmos

otopinu koja sprijecava kontaminaciju i smrzavanje uzoraka te su pohranjeni na -20°C.
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2.2.2. Imunohistokemija

Imunohistokemijska analiza hipotalamusa provedena je na uzorcima mozga 12 Zivotinja (3
iz svake grupe) u dobi od 6 do 12 tjedana. Na Slici 8 prikazan je izgled analiziranih
arkuatnih jezgara hipotalamusa i1 podruc¢ja lateralnog hipotalamusa u uzorcima mozga
miSeva. Regije mozga odredene su prema Bergmann-u. Prikupljanje uzoraka, disekcija i

krioprotekcija mozga provedna je prema protokolu opisanom u Blazeti¢ (2015).

Imunohistokemijska analiza napravljena je metodom slobodno plutaju¢ih rezova (engl.
free-floating) na +4° C (Heffer-Lauc 2007). Tokom analize koriStena su visokospecifi¢na
primarna monoklonska protutijela 1gG klase u svrhu detekcije interneurona. Popis i

karakteristike primarnih protutijela prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Popis svih primarnih protutijela koriStenih za imunohistokemijsku analizu

Organizam u kojem je
Naziv protutijela napravljeno Klasa protutijela Proizvodaé
protutijelo
Anti-Calbindin Mis IgG Abcam
Anti-Calretinin Mis IgG Abcam

Postupak imunohistokemijske analize proveden je u sljede¢im koracima u trajanju od dva

dana:

e Predtretman rezova izveden je u 0.2% otopini H,0, u 1xPBS-u 30 min ¢ime su
blokirane aktivnosti endogenih peroksidaza u tkivu mozga.

e Rezovi su inkubirani u otopini za blokiranje (1% BSA, 5% kozji serum u
1xPBS-u) u trajanju od 2h na +4° C uz stalno mijeSanje, ¢ime su blokirana
nespecificna vezna mjesta za proteine.

e Nakon blokiranja rezovi su inkubirani u visokospecificnim primarnim
monoklonskim protutijelima IgG klase preko no¢i na +4° C uz stalno mijeSanje.
Protutijela su pripremljena u otopini za blokiranje u prethodno odredenim
razrijedenjima: Anti-CB (1:200) i Anti-CR (1:50).

e Sljedeci dan rezovi su ispirani 3 x 10 min u 1x PBS-u.
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Nakon ispiranja rezovi su inkubirani u sekundarnom protutijelu, u trajanju od
2h na +4° C uz stalno mijeSanje. Kao sekundarno protutijelo koristen je
biotinilirani kozji anti-misji IgG (Jackson Immunoresearch lab., West Grove,
PA, USA), pripremljen u otopini za blokiranje u omjeru 1:500.

Rezovi su ispirani 3 x 10 min u 1x PBS-u.

Nakon ispiranja rezovi su inkubirani u trajanju od 2h na +4° C uz stalno
mjeSanje u “ABC” reagensu iz seta kemikalija “Vectastain ABC Kit Elite”
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Navedeni tercijarni kompleks
sastoji se od avidina i biotiniliranog HRP-a, koji je potrebno pripremiti 30 min
prije koriStenja. Avidin se tijekom inkubacije veze na biotinilirano sekundarno
protutijelo.

Nakon inkubacije rezovi su ispirani, 3 x 10 min u 1x PBS-u.

Vizualizacija reaktivnih protutijela postignuta je inkubacijom rezova u setu
kemikalija (Peroxidase Substrate System, Vector Lab, Burlingame, CA, USA)
koji sadrzi diaminobenzidin (DAB), substrat za peroksidazu. Peroksidaza stvara
netopljivi sivo obojeni produkt, koji ukazuje na pozitivnu reakciju. Inkubacija
traje 5 min.

Obojeni rezovi su ispirani, 3 X 10 min u 1x PBS-u i jednom u destiliranoj vodi.

Nakon ispiranja rezovi su navuceni na prethodno sijalizirana predmetna
stakalca i osuSeni nakon cega su skenirani u Super Coolscan 9000 skeneru
(Nikon, Tokyo, Japan).

Nakon skeniranja stakalca su pokrivena s Vectamount pokrivalom (Vector Lab,
Burlingame, CA, USA) i analizirana na mikroskopu (Carl Zeiss, Axioskop 2
MOT, Jena, Germany) koji je spojen s aparatom za fotografiranje (Olympus
DP70, Optical Olympus, Japan).

Slike su analizirane i slozene uz pomo¢ programa Image J i Photoshop CS6.
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A Sagitalni Dijagram B Koronalni Dijagram

« Rostralno

Slika 8: Sagitalni (A) i koronarni (B) presjek mi§jeg mozga s ozna¢enim analiziranim regijama hipotalamusa
arkuatnom jezgrom (ARC) (C) i lateralnim hipotalamusom (LH) (D). Slika preuzeta i preinacena iz Choi
i sur. 2013.

2.2.3. Statistika

Zbog nepravilne distribucije podataka statisti¢ka analiza napravljena je koriStenjem Mann-
Whitney U testa. Razina znacajnosti postavljena je na 0,05. Analiza je napravljena u

programu Statistica 13.
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3. REZULTATI

Imunohistokemijska analiza pokazala je razli¢itu ekspresiju kalbindina D28k 1 kalretinina u
mozgu genetski preina¢enih misjih modela St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 u usporedbi s
miSevima divljega tipa (WT).

Vrijednosti obojenja nakon imunohistokemijske analize dobiveni su analizom histograma u
programu ImagelJ, koji izraCunava i prikazuje distribucije sivih vrijednosti u odabranome
podrucju slike. Raspon intenziteta obojenja krece se od 0-255, gdje O predstavlja
najintenzivnije obojenje, a 255 znaci da obojenja nema. Na X-osi su prikazane moguce sive
vrijednosti, dok je na y-osi prikazan broj piksela pronadenih za svaku sivu vrijednost.
Takoder se izracunava i prikazuje ukupni broj piksela te srednja, modalna, minimalna i
maksimalna siva vrijednost (Slika 9).

Vazno je napomenuti da nize vrijednosti histograma ukazuju na veée obojenje i vece
prisustvo odabranih funkcionalnih markera, budu¢i da veéi broj tamnih piksela na
analiziranoj slici rezultira niZom srednjom vrijednosti histograma. Suprotno tome, veci broj

svjetlih piksela rezultira visSim srednjim vrijednostima analize histograma.

B
I O]

H

0 255 0 255
Count: 176400 Min: 116 Count: 176400 Min: 12
Mean: 148.130 Max: 164 Mean: 84.565 Max: 171
StdDev: 3.574 Mode: 149 (20629) StdDev: 30.435 Mode: 112 (2326)

Slika 9: Slika prikazuje vrijednosti histograma dobivenih analizom uzorka iz kontrolne serije miseva (A) i

uzorka iz arkuatne jezgre St3Gal2/3 misa (B) koji je pokazivao povecanu ekspresiju kalbindina-D28k.
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3.1. Analiza kalbindina u hipotalamusu misjih modela

Ekspresija kalbindinskih interneurona u ARC i LH regijama mozga genetski preinac¢enih
misjih modela St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 i WT miseva nakon imunohistokemijske

analize prikazana je na slici 10.

WT

St3Gal2

St3Gal3

St3Gal2/3

Slika 10: Imunohistokemijska analiza ekspresije kalbindina-D28k u arkuatnim jezgrama (ARC) i podruéju
lateralnog hipotalamusa (LH) kod genetski preinacenih misjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i
divljega tipa (WT).
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Dobiveni rezultati pokazuju da se svi genetski preina¢eni misji modeli statisti¢ki znacajno
razlikuju po ekspresiji kalbindinskih interneurona u arkuatnoj jezgri hipotalamusa od WT
miseva (St3Gal2 (p = 0,000003), St3Gal3 (p = 0,000002), St3Gal2/3 (p = 0,047858)).
Znacajna razlika takoder je utvrdena u usporedbi St3Gal2/3 skupine sa St3Gal2 (p =
0,000852) i St3Gal3 (p = 0,000043) skupinama. Najveca ekspresija kalbindina-D28k u
arkuatnim jezgrama primjecena je kod WT skupine, dok je St3Gal2/3 skupina pokazivala
srednju razinu ekspresije. Najnize razine ekspresije kalbindina-D28k u arkuatnim jezgrama
imale su skupine St3Gal2 i St3Gal3 (Slika 11).
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* % k
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Slika 11: Graficki prikaz srednjih vrijednosti intenziteta obojenja kalbindina-D28Kk u arkuantnim jezgrama
(ARC) kod divljega tipa (WT) i genetski preinac¢enih misjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3)
usporedno s kontrolom (rez tretiran bez primarnog protutijela). Statisticki znac¢ajne razlike prikazane su *;
*p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.
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Rezultati dobiveni analizom ekspresije kalbindinskih interneurona u podrucju lateralnog
hipotalamusa pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu WT miseva i St3Gal2 skupine
miseva (p = 0,000037), dok se ostala dva modela ne razlikuju od WT miSeva. Statisticki
znaCajna razlika takoder je utvrdena izmedu St3Gal2/3 i St3Gal2 (p = 0,33220) skupina.
Razine ekspresija kalbindina-D28k u podrucju laterlanog hipotalamusa pokazuju vrlo male
razlike u vrijednostima (Slika 12).
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Slika 12: Graficki prikaz srednjih vrijednosti intenziteta obojenja kalbindina-D28k u podrudju lateralnog
hipotalamusa (LH) kod divljega tipa (WT) i genetski preinac¢enih mi§jih modela (St3Gal2, St3Gal3 i
St3Gal2/3) usporedno s kontrolom (rez tretiran bez primarnog protutijela). Statisti¢ki zna¢ajne razlike
prikazane su *; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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3.2. Analiza Kkalretinina u hipotalamusu mis§jih modela

Ekspresija kalretininskih interneurona u ARC 1 LH regijama mozga genetski preinacenih
misjih modela St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 i WT miseva nakon imunohistokemijske

analize prikazana je na slici 13.

WT

St3Gal2

St3Gal3

St3Gal2/3

Slika 13: Imunohistokemijska analiza ekspresije kalretinina u arkuatnim jezgrama (ARC) i podrudju
lateralnog hipotalamusa (LH) kod genetski preinagenih misjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i
divljega tipa (WT).
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Rezultati dobiveni analizom ekspresije kalretininskih interneurona u arkuatnoj jezgri
hipotalamusa izmedu WT skupine i St3Gal2 (p = 0,020457) i St3Gal2/3 (p = 0,30227)
skupina. Najveca ekspresija kalretinina u arkuatnim jezgrama primjecena je kod WT
skupine, dok su St3Gal3 i St3Gal2/3 skupine pokazivale srednju razinu ekspresije. Najniza

razina ekspresije kalretinina u arkuatnim jezgrama primjecena je kod skupine St3Gal2
(Slika 14).
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Slika 14: Graficki prikaz srednjih vrijednosti intenziteta obojenja kalretinina u podrué¢ju arkuatnih jezgara
(ARC) kod divljega tipa (WT) i genetski preinacenih misjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3)
usporedno s kontrolom (rez tretiran bez primarnog protutijela). Statisticki znac¢ajne razlike prikazane su *;

* p<0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Rezultati dobiveni analizom ekspresije neurona povezanih s kalretininom u podrucju
lateralnog hipotalamusa pokazuju statisticki znacajnu razliku u usporedbi WT skupine sa
St3Gal2 (p = 0,001875) i St3Gal3 (p = 0,003091) skupinama, te u usporedbi St3Gal2/3
skupine miSeva sa St3Gal2 (p = 0,002129) i St3Gal3 (p = 0,004434) skupinama. Najveca
ekspresija kalretinina u podrucju lateralnog hipotalamusa primjecena je kod WT skupine,
dok je St3Gal2/3 skupina pokazivala srednju razinu ekspresije. Najnize razine ekspresije
kalretinina u podrucju lateralnog hipotalamusa imale su skupine St3Gal2 i St3Gal3 (Slika
15).
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Slika 15: Graficki prikaz srednjih vrijednosti intenziteta obojenja kalretinina u podruéju lateralnog
hipotalamusa (LH) kod divljega tipa (WT) i genetski preina¢enih misjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i
St3Gal2/3) usporedno s kontrolom (rez tretiran bez primarnog protutijela). Statisticki znacajne razlike

prikazane su *; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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4. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem dokazana je povezanost izmedu sinteze kompleksnih gangliozida i
distribucije interneurona koji eksprimiraju izabrane funkcionalne markere kalbindin-D28k
1 kalretinin te koji su moguci uzrok promjena u fenotipu i ponasanju tokom ishrane
promatranih misjih modela.

Gangliozidi su prisutni u razliitim tipovima neurona kao S$to su eferentni i aferentni
projekcijski, asocijacijski, komisuralni neuroni te interneuroni (Vajn i sur. 2013).
Dokazano je da razlic¢ite podvrste inhibicijskih interneurona mozemo razlikovati na temelju
prisustva parvalbumina, kalbindina i kalretinina, tri vazna proteina s ulogom
unutarstani¢nih pufera Ca®* (DeFelipe i sur. 2013).

Analiza dobivenih rezultata promjena u ekspresiji interneurona povezanih s kalbindinom-
D28k u arkuatnoj jezgri hipotalamusa potvrduje postavljenu hipotezu rada. Prema
ocekivanome, uocene su velike razlike u intenzitetu obojenja izmedu WT skupine i
promatranih genetski preinacenih skupina. Skupina WT imala je najvecu ekspresiju
kalbindinskih interneurona, dok su skupine St3Gal2 i St3Gal3, skupine sa isklju¢enim
pojedina¢nim genom imale najmanju ekspresiju. Prema tome mozemo zakljuciti da
smanjena ekspresija kalbindinskih interneurona u arkuatnoj jezgri hipotalamusa ima ulogu
u promjeni ishrane i pojavi negativnih fizioloSkih posljedica kod genetski preinacenih
misjih modela. Uzevsi u obzir da protutijela na kalbindin generalno oznacavaju stanice s
tankim, nemijeliniziranim aksonima koje imaju difuznu projekciju (Celio 1990) moguce je
pretpostaviti da kod genetski preinac¢enih mis§jih modela dolazi do pojave promjena u
signalizaciji na lokalnoj razini izmedu neurona unutar hipotalamusa. Ukoliko se razmatraju
dodatne promjene u signalizaciji mozga koje bi mogle imati poveznice s promjenama u
nacinu ishrane takoder treba uzeti u obzir i potencijalni utjecaj promjena uzrokovanih
nedostatkom sintetiziranih gangliozida na regulaciju razina aguoti-vezanog proteina
(AGRP) kao jedan od moguc¢ih mehanizama. Povezanost aguoti-vezanog proteina s
pretilos¢u 1 povecanjem poriva za hranjenjem kod transgenskih misjih modela otprije je
poznata (Graham i sur. 1997). Zanimljivo je napomenuti da smo najniZu razinu statisticki
znacajne razlike primjetili izmedu WT 1 St3Gal2/3 skupine, usprkos tome sto St3Gal2/3
skupina ima modificirana (utiSana) oba gena i ima najve¢i nedostatak gangliozida od svih

ostalih promatranih skupina, te visoki stupanj demijelinizacije. Medutim, moguce je da kod
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ove grupe u dolazi do pojave kompenzacije nedostatka GD1a gangliozida usljed povecanja

GM1i GD1b (Yoo isur. 2015).

Izmedu St3Gal2 i St3Gal3 skupina nije primjecena statisticki znacajna razlika u ekspresiji
kalbindinskih interneurona u arkuatnoj jezgri hipotalamusa §to dovodi do zakljuc¢ka da
promjene u ishrani i tjelesnoj gradi vrlo vjerojatno nisu direktno povezane s uocenim

promjenama.

Rezultati dobiveni analizom ekspresije kalbindinskih interneurona u podruc¢ju lateralnog
hipotalamusa pokazuju znacajnu razliku u usporedbi WT i St3Gal2/3 skupina miseva sa
St3Gal2 skupinom. Jedan od mogucih uzroka pretilosti St3Gal2 skupine moze biti
promjena uzrokovana nepravilnom modulacijom signala koji se naknadno projiciraju s
podru¢ja lateralnog hipotalamusa prema ventralnom tegmentalnom podrucju koje sadrzi

centre za nagrade stecene podrazajima (Okumura i sur. 2015).

Dobiveni rezultati pokazuju statisticki znacajnu razliku u ekspresiji kalretininskih
interneurona u arkuatnoj jezgri hipotalamusa pri usporedbi WT skupine sa St3Gal2 i
St3Gal2/3 skupinama. Razlike u rastu i fenotipu St3Gal2 i St3Gal2/3 skupina mogle bi biti
povezane s naruSenom modulacijom centralnih projekcija neurosekretornih neurona koji
lu¢e somatostatin, inhibitor hormona rasta u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa.
(Lanneau i sur. 2000). Jo$ jedna zanimljiva poveznica koja bi mogla biti povezana sa
slabijim roditeljskim ponaSanjem izrazenim kod St3Gal3 i St3Gal2/3 skupina (Sturgill
2012) je moguca narusena sinteza oksitocina koja bi osim navedene promjene u ponasanju
mogla utjecati na smanjenje ishrane kao posljedicu regulacije neuronima koji sadrze
oksitocin u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa (Dudas 2013). Kod istrazivanih
St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 miseva su otprije dokazane promjene u udjelu GABA—
ergicnih neurona u razliitim regijama mozga (BlaZeti¢ 2015). NaruSena regulacija GABA-
e 1 sukladno tome naruSena regulacija oksitocina tijekom porodaja rezultira dokazanim
deficitima u roditeljskom ponasanju (Lonstein i sur. 2014). Medutim, slabije roditeljsko
ponasanje takoder moze biti 1 posljedica otprije poznatih neuroloskih deficita (Yoo i sur.

2015; Edvardson 2013).

Rezultati dobiveni analizom ekspresije kalretininskih interneurona u podrucju lateralnog
hipotalamusa ponovno izdvajaju WT i St3Gal2/3 skupine. Budu¢i da se nedostatak
kalretinina Cesto povezuje s povecanom ekscitacijom (Gall 1 sur. 2003) moguce je da su

promjene uocene kod St3Gal2 i St3Gal3 skupina uzrokovane nedovoljnom inhibicijom
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putem GABA-e. Medutim, zanimljivo je napomenuti da izmedu WT i St3Gal2/3 skupina
jos jednom nije pronadena statisticki znacajna razlika usprkos brojnim deficitima genetski

preinacene skupine, S$to bi mogao biti dodatni primjer kompenzacije nedostatka

gangliozida kod St3Gal2/3 skupine (Yoo i sur. 2015).
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5. ZAKLJUCAK

1. Na temelju dobivenih podataka vidljiva je povezanost nedostatka glavnih glikozida
mozga s promjenama u ekspresiji kalbindinskih i kalretininskih interneurona u
podrucju hipotalamusa pri usporedbi divljeg tipa misa (WT) s genetski preinacenim
mis§jim modelima (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3).

2. Dvostruko preinaceni misji model St3Gal2/3 usprkos veéem deficitu sintetiziranih
gangliozida pokazuje vecéu sli¢nost s WT skupinom nego St3Gal2 i St3Gal3 skupine.

3. Uzimaju¢i u obzir fiziolosku funkciju arkuatnih jezgara (ARC) i1 podrucja
lateralnog hipotalamusa (LH), lokalizirane promjene u ekpresiji interneurona
promatranih skupina potencijalno imaju vaZan utjecaj na razvoj pretilosti i

promjena u ishrani.
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7. POPIS KRATICA

AGRP - aguoti-vezani protein (engl. aguoti-related protein)

ARC - arkuatna jezgra

BSA — govedi serum albumina (engl. albumin bovine serum)

CART - kokainom i amfetaminom regulirani transkript (engl. cocaine and amphetamine
regulated transcript)

CAZy - (eng. carbohydrate active enzyme)

CB - kalbindin (engl. calbindin)

CBD24K - kalbindin-D28k

Cer — ceramid

CMP — citidin monofosfat (engl. cytidine monophosphate)

CR — Kalretinin (engl. calretinin)

DMH - dorzomedijalna jezgra hipotalamusa

GABA - gama-aminomasla¢na kiselina (engl. gamma-aminobutyric acid)

Gal — galaktoza

GalNAC - N-acetilgalaktozamin

Glc - glukoza

1gG — imunoglobulin G

LH - lateralni hipotalamus

LHA — podrugje lateralnog hipotalamusa (engl. lateral hypothalamic area)

LTP — dugoro¢na potencijacija (engl. long-term potentiation)

NeuAC — N-acetilmuraminska kiselina

NPY — neuropeptid Y

POMC - propiomelanokortin

PVH — paraventrikularna jezgra hipotalamusa

SA —sijalinska kiselina (engl. sialic acid)

St3Gal2 — geneticki modificiran mi§ sa isklju¢enim genom za sintezu ST B-galaktozid
a2,3-sijalotransferaze 2

St3Gal3 — geneticki modificiran mi$ sa isklju¢enim genom za sintezu ST B-galaktozid
a2,3-sijalotransferaze 3

St3Gal2/3 — geneticki modificiran mi§ sa isklju¢enim genom za sintezu ST B-galaktozid
a2,3-sijalotransferaze 2 1 3

VMH — ventromedialni hipotalamus

WT — divlji tip (engl. wild type)





