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1.UvOD

11. 6LQWH]D JDQJOLR]LGD LBPGatgdnovh LVNOMXpHQLP
1.1.1. Ulogai podjelagangliozida

PRYUALQD HXNDU LppRiend ik slajami Dugljikelidrata koji se naziva
glikokaliks. lako u stanicama postoje u mnogobrojnim oblicima, wsgljikohidrati su
sastavljeni odnalog broja monomar- monosaharidfaNRML VH PHYyXVREQR VSDMDI
kovalentnimvezamaWH L]JWHKXIML EURM UDQP 1 pLWWIB /I QRNMWKXKPE
nalazimo glikoproteire, glikolipide i proteoglikae NRML VH ]DMHGQLpBWLP LPHQ
glikani. Zbog velike sukturne raznolikosti i fizikalo-kemijskih NDUDNWHULVWLND C
sudjeluju u PHy XV WD @dppd@inu R P RaVjuiregulaciiu SROXALYRWD L DNW!
proteinate sudjeluju u regulaciji stap QLK L PHy XV W DQ)LGaQdliszids pbBebrihV D
VNXSLQD JOLNRVILQJROLSLGD SUHSR]QDWOMLYD SR VDVWI
YL&H VLMD O L @nghN-dcetylheviidini€deidNANA), nalaze se wanjskomlistu
fosfolipidnog dvoslojaV W D @kerpiipaie DOL L QHNLK GRIKRIE K DVQADD QXINDAM X b X
endoplazmatsku, Golgijevu i jezgrin@). Amfolitne su molekule, negativhog nabpjeoje
ulaze u ingrakciju s fosfolipidima, kolesterolom i transmembranskim proteinimzajedno
tvore lipidne splavi 4). Posebno veliki broj istrukurnu raznolikost YLaAH RG UD]OLpL
struktura)nalazimona neuronimaV U H G I(én@l.kEHtdl nervous syste@NS)i perifernog
aLY pD QR J(evigl. yenpberdd nervous systerRNS) X pLMLP VWDQLpQLP PHPEU
desetak puta zastupljenija vrsta molekula nego u membranama ekstraneuralnih tkiva
IDM]|DVWXSOMHQLML JDQJOLR]LGD1x GO1N pGTQLOR z&¥jetRoV D Y X V.
b L @H0 svih gangliozida(5). Sastavljenisu od polarnogglikana i nepolarnogceramida
umetnubg u vanjski list citoplazmatske membra(@®. 2VQRYQL JOLNDQVNL ODQDF
niz monosaharida: glukozaer{gl. glucose Glu), galaktoza dnglgalactose Gal), N
acetilgalaktozamin gngl. N-acetyl galactosamine*DO1$F L MR& MHGDQ RVWDW
1HSRODUQR VLGUR pLQH GXJRODQpPpDQL DPLQRDONRKRO VIL
i masna kiselina vera preko aminokiseline seringGangliozidi VDGUADYDMX MHGQX
sijalinskh kiselina + kiselog monosaharida 9 ugljikovih atoma, ko RGUHyYXMH QMLKEF
funkciju, odnosno sposobnost interakcije s okolnim molekuladalini oblik sijalinske
kiseline NRML PRYMHN jeV LNpaseHMWUrdmiddRa kiselina (engl. N-
acetylneuramini@acid, NeuNAc) (7). Gangliozide dijelimo bzirom na brojsijalinskih
kiselina koje posjedujut 0O " 7 4 3 JGMH jalindkRaDKskeling Dije\pkisutna,


https://academic.oup.com/nar/article-abstract/42/13/8796/1283685
https://scholar.google.hr/scholar?hl=hr&as_sdt=0,5&as_vis=1&q=N+acetylneuraminic+acid
https://scholar.google.hr/scholar?hl=hr&as_sdt=0,5&as_vis=1&q=N+acetylneuraminic+acid

dok P ]QDpL GDS5LEKolizikdm naSRORADM VLMD gligauddkdin MHric, HOLQH
razlikujemo 4 serijex0,a, E L Bo]&MMaO0, 1, 2 ili 3 sijalinska ostatka na unutarnjem

ostatkuGal, osnovnog glikanalUloge gangliozidaX VWDQLPQLP SURPpHidahjipD XNOM
]JDX]LPDQMD SUDYLOQH NRQIR@BPUPIXMH RO R kbyrtteptdBiVIRUR W H |

ligandi VWDQLPpQH PHWPEMBQKMX X UHJXODF kédrio njegtd Qaap QH VLI

nekemikroorganizme(9), mijenjaju aktivnost proteina promjenom konformacije membyrane
SRWSRPDa&X DG KiakbldMj(1I.WDQLFD
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Prikazani su sljedovi glikozilacije biosintezi a, b, ¢ i O serifainteza gangliozida mozga,
RQLK QDM]DVWXSOMHQLMLK ]DSRpLQMH GRGDYDQMHP JOXI

gangliozidaprenosise HGDQ adaHUHU VD DNWLYLUDQRJ QXNOHRWLGQR
HQ]JLPLPD QD UDVWXiuL ODQDF FHUDPLGD

6HULMH JDQJOL
NeuAc £N-acetitN-neuramnske kiseline dok im se osnova sastoji, redom, od €&amida,

Gal-galaktoze, GaINActN-DFHWLO JDODNWR]DPLQD L MR& MHGQRJ RV



1.1.2. Biosinteza gangliozida

Ranije spomenuti gangliozidi mozga nastaju u nekoliko largkinteza se odvija u
*ROJLMHYX DSDUDWX L |DSRpLQMH I&tbrilMddanRdCer EM D OL Q\
nastavlja seenzimima koji su sijalotransferag: GM3 sintetaza, GD3 sintetaza i GT3
sintetazakoje jedna za drugom koriste produkt iz prethodne enzimske reaKei® iz
LacCernastajeGM3, iz GM3 nastajéGD3, a iz GD3 nasja GT3. LacCer, GM3, GD3 i GT3
su prekursori0, a, b,i ¢ serije gangliozida RGQRVQR SRpHWQH PROHNXOH Q
jedan te isti enziniGM2/GD2 sirtetaza, odnosndN-acetilgalaktozamiitransferaz&oja na 4
prekursora dodaje GalNAc pa nastaju GAZV2, GD2i GT1. 1D RYH pHWLUL PROHNX(
VOMHGHUD WUHQVIHUD]D NRMD GRGDMH ]DYUaQL *DO RVW
GAl, GM1la, GD1b i GT1c. Na ove molekule djeluju dva enzima kofitsausijalotransferaze
i potrebno je ugasiti oba njihova gert3gal2i St3gald da bi se zaustavila sinteza preostala
4 gangliozida+*0 E *' E *7 E L *4 F OR]J]DN NRML VH MR& UD]YLI
St8sia5koji kodira sijalotransferazu za rijetke mjalogangliozide GD1c, GTla, GQlb i
GP1c(12, 13).

1.13. OLAHYL V LVBMGaAniAdgernoQ L P

.RULAWHQMHP PL&MHJ FBRGaHIDdEnaM(ENNKDIKKGUHKD). daje
XYLG X IXQNFLMX L PHWD E RNedopthtkomXEARali{l denq jk&ddira] L G D
enzim GM2/GD2 sirgtazu, odgovornu zadodavanije sijalinske kiselink QDVWDQDN VOR3
gangliozida dolazi doS R Y H U D Q Hhjiholilprékuiddra uglavnhomGM3 i GD3 (1, 12
14). Kako suGDla i GT1b potrebni zaR G U & D MiiglpaJ jé¢r V O X & Hredémd®i u
interkaciji s glikoproteinom povezanim s mijelinom (engtyelin associated glycoprotein
MAG), NRG RYLK PLAHYD SRVWHSHQRIL5IR QD). KdRBLSEIRL MHOL QL
.2 PLAHYDIi GRO®UYIRIJUHVLYQH VUWEHIHIHVID ELSHHUDNMRID NI
za nedostatak mijelina i interakcije mijelarkson. Pojavljuju se velika nemijelizirana vlakna
(19,20). 8 SRpHWNX VH S¢ RikdsnjQdola@ ldo Wrbdgeesivne neurodegeneracije
pojave simptoma vezanih zg taoces $SNVRQL NUDOMHAQLpPpQH PRAGLQH VX
Mijelin oko vlakana je odvojen od aksonaWR VH QD]JLYD :DOOHULDQVNRP
1521).



1.2. Kuprizon ski model demijelinizacije

Kuprizon [N, N'-bis(cikloheksitdeamino) etandiam]dje toksin koji se koristi na
eksperimentalnim,animalnim modelilm u svrhu LV W U B @&nvijBliQiadcie. Animalni
modeli PLE ]J]DPRUFD LWUHMWJVDINDRULD N XZa ULLV]WapjB Boleg¢tOpoaut
multiple skleroza Guillain-Barre sindrom&oji imaju autoimunu podlogu nastankavisno o
vremenu, tijiekom kojeg HNVSHULPHQWDOQH ALYRWLQMHXRRMHEPIQUD!I
kuprizon (engl. cuprizone, CUP) PRaAHPR SUDWLWL DNXWQL LOL NURQL}
(22).

1.2.1. 8pLQDN N X Sstahi¢& Qidherqijska i molekularna podloga

8pLQDN NXSULJRQD QD &16 VH EDJLUD QD FLWRWRNVLpPQF
XJURNXMH GHPLMHOLQL]DFLMX MR®DOQLMWHI XVRIRM BRQR X
ROLIJRGHQGURFLWH L SRW @eiyeRe@tiju @XsmavihPUWIDIQILD. |PR&MN S U |
NUR] QHNROLNR VWDQLPQLK RGMHOM SiNdraxelua M kupdado/R FHV H
kelator bakrate da ezanje C&& X]JURNXMH SR UHP H Kdkivje KE"PuHsBRStaWID | H
mnogih enzima WDNRYHU GRAORGIQIGIRELFLMH L QHPREHIQRVWL F
reakcija(22).

Stanice CNSD QDMSRGORAQLMH WRNVLDp QRN stdhideM X NX S|
ALYPDQRJ VXV WbdeDmijsliR MFL ]3P RRE HZDdgFKojih su oligodendrociti
SRGOW&RQILPQRP XPpLQNX NXSUL]JRQD VX]ERO® IN\RKOM P HWDERO
potrebu zaadenozin trifosfaim (engl.adenosine triphosphat&TP) (23), niskakoncentraga
mangan superoksidismutaze(24), glutation peroksidazevisoka NRQFHQWUDE),MH aHO!
VQLAaHQD N RepFhh@ataldigangl MatalaseCAT) koja je bitna u razgradniji 40, te
niska koncentracija antioksidansaetalotioneina €ngl. metallothioneins MT). Tokom
intoksikacijekuprizonom, na unutaY W D Q L p Qdilsizi ddgtvatahja velikin mitohondrija
(end. megamitochondrip koji nastaju kao obrambeni odgovor stanice, zbafgupljanja
UHDNWLYQLK NLVLULadiRataL K L GXALNRYLK

Sve navedeno dovodi do manjgdP-a, X] YBRYHUDQ RNVLGDFLMVNL VWU
funkciju endoplazmatskogetikuluma, kod kojegad@®]L GR SRYHUDQH SUROLIHUDI
funkcije smatanja i doradbe proteiha MRa VH QD]JLYD HQGRZOD]J]PDWVNLP V

Na molekularnoj razini se smalguW UDQVNULSFLMD L WUDQVORFLMD P5
akumulacija proteina kojQLVX X PR BRISQUR\PWRQ MD NR Q DibQghuhitReQ IRUPD |
funkcije endoplazmatskog retikuluma (engl. endoplasmic reticulum, ER). lako je

4



smanjena sinteza proteindolazi do nakupljanja proteina koji nisu pravilno smotézs).
Dolazi do aktivacijeodgovora na nesmotane proteine (engifoalded protein response
UPR SURSXAWDQMD Yhb@al diti dligoQeingiroc@d29)8 D

Kuprizon osimproteina, remeti proizvodnju lipida.70% mijelinske owjnice se sastoji
RG OLSLGD NRMLK WUHULQX pLQH IR ¥tiR@a®L@tporiLMD MH
antioksidativna funkcijaPod utjecajem kuprizod SRYHUDYD VH NRQFHQWUDFLM
(engl.phospholipase ARLA2) 8WR GRYRGL GR SRYHUDQMD NRQFHQWUL
NRMD MH SURXSDOQL LQWH URGDSE bMEhidzibl Mlikdsfingalipidi teL Q H | RV
NROHVWHURO pLMD NRQFHQWUDFLMD WD NWgtdldo SSODUIGD WRN
VWDQLFDPD GRJD yndsa) Fhirehske oVojnid€ dli kako u stanicama ne dolazi
do sinteze proteinaiti lipida, nema zamjenefagocibzom uklonjenih R & W H dudjQidaK
Zbog disfunkcije ERa dolazi do inhibicije ceramidjalaktozitiransferaze gnd. ceramide
galactosyltransferas€GT) i 3-hidroksi3-metil-glutaril-CoA reduktae (end. -K\G U R\
methylglutaryl coenzyme A, HM&o0A) koje su potrebna u sintezi ¢gktocerebrozida i
kolesterola GYD QDMY D aQ L M Dne@lhrake Glodéndmddd)plijed degradacije
ovojnice dolazi do akumuladj WHNXULQH L VWYDUDQM Do pfapaddipeO D WH
demijeliniziranogaksona.Treba napomenuti daedijelinizacija izazvana kuprizonom nije
ravhomjernaWH GD QHNH VNXSLQH YODNDQMOWUSH YHUH RaAWHUH

1.2.2. ,P X QR O R a Nuoyaxu\ajopiozi remijelinizaciji

BNOMXpPHQRVW LPXQROR&A&NRJ VXVWDYD LPD YHOLNX
oligodendrcita. U in vitro uvjetima, EH] XNO MX|[PEK@QRWOWREANRI VXVWDY G
vakuolizacije mijelinske membrane, ali ne i do apoptoze oligodendr®@)a 8NOMXpHQMHP
LPXQRORANRJ VXVWDYD GROD]reati@ih kEBRoVH rdzliRafl (eg/ Y D U D Q
reactive oxygen specie®ROS i smanjene aktivnostiransportnog lanca elektrona (engl.
electron transport chainETCa) aWR LQGXFLUD DSRSWR]X 1HXWURILOL
poticanju apoptozeAstrocti se aktiviraju na mjestima na kojima se dogodila vakuolizacija
stani@ai SRNX&aDYDMX KRPHRAMWDY|XWALSVRUSFLMRP @BRaGD QDNXS
LPDMX RJUDQLpH Q Xi ekBldesteQice\bviheldosiatkd MAPoksidativnog stresa
L YL &R O33g Bktivaciji astrocita je predhodila aktivacija mikroglija stanica i upalni
proces25). 'RGDWQX XORJX X ]DaW L WagliRMex©QgRkaji Widgl ivhBti LP D P
proupalni- M1 i antiupalni- M2 fenotip @4). Funkcija im je fagocitoza debrisa i mrtvih
stanica, poticanje remodeliranja tkivagrutacijaprekursorskih stanica oligodemtita (engl.
oligodendrocyte precursor cellOPGg SRQRYQR NRULAWHQMH@BYDVWDYQ
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Fagocitiranjem mijelina dolazi do inicijacije transkripciggena koji su vezani uz sintezu
PLMHOLQD aWR SRWBHPH UHPLMHOLQL]DFLMX

1.3.Bol

Percepcija bolnihSRGUDabDMD QD]JLYD VH QRFLFHSFLMD ORaH
RIOMHGRP WRSOLQRP NHPLMVNLP DJHQVLPD LOL QHNLP (
LPD XORJX REUDPEHQRJ PHKIrQ3g] ®pisdne |db PVkatatjdijeVisdiné H O D
SHUFHSFLMH 2awuUuD SUYD ERO L NDVQLMD GUIX®@DN@XJIR
su odgovorna za prvu bol, dok drugu bol prenosda&na.PuoYL RGJRYRUQL ]D ERO
zajedno s drugim osjetnim neuronima 8 EQDOQRP JDQJOLMXPRWGD@YMIHI |
dladh 2YR VX SVHXGRXQLSRODUQL QHXURQL pLML GLVWDOQL
u NUDOMHBRAGBIOXX NUR] VWa8D 8Q MU DNORLH.AH. @ QI&MdoP RAG L Q|
S UHN D Sh €Mz drugog reda koj VH SURMLFLUDMX SUHPD UD]OLY
PRAGDQRJ GHEOD L YRIQLp®MralRdbdth bolnog osjetaRPRJIX U XM
GRALYOMDM ER O LteldpjeosjéthbdisKkrimida@vri Mafektivnemotivacijski aspekt
boiin .RPSOHNVQD PRGXODF LYWIdERIAImM YosuNI RIOMBI QLPpQH PRE
gde dROD]L GR LQWHUDNFLMD L]JPHYX ® |HKilathid WauaniQHXURQ
puteva(37, 39).

1.3.1. Nociceptori

IRFLFHSWRUL VX VORERGQL QafekebtittQ/Mkaha POLY-teardn&d FL S UL
koji su ecijalizirani osjetni receptordaprepoznaanje U D ] O bahivpwedaa B RWLp X LK
SRGUDADML L] jiNBrgaha, mRXMID UODORRRED QLK RYWRMOQitiFD D
PHKDQLPpNL WRSOBI KaolL LROAWNDHDRL M N NH SnacR &ptori] ipov®&eG U D A D N
UD]OLpLW HI redepioskl pdmevidijal ko DSRpLQMH DIHUHQWQRBSDNFLMVN
6RPDWRVHQ]RULpNL UHFHSWRUL NRML VX RGJRYRUQL ]D
SRGUDabDMD SRYH]DQL VX V PLMHOL]JLUDQLP YODNQLPD
vodljivosti, dok su aksoni povezani s nociceptorima razmjerno spori zbog slabije
mijeliziranosti, ili nemijeliziranost.,.lIRFLFHSWLYQL DNVRQ SRpPpLQMH RGDAL
PX MH MDpLQD GRrostseodveQRvialpMt& bjina se prenose nociceptivni signali
X YLAH FHQMWGHD @ RPIDU&EDYD X MH]JUDPD mMob@meRijX(3P D GUXJ

1.3.2. Primarna aferentna vlakza bol

Primarna aferentna vlakna za bol swginaslabo mijeliniziranihA / Y O D pidiei 1
PEU]JLQH SURYRYH@WUNs EsRupit@rhijelMibir@nthC-vlakang promjera
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PDQMHJ RkGji preridse signal brzinom manjom od 2 ndsimA/ L & YODNDQD SRV!
L $ YODNQD NRMD %djiHiuRMiH $ R &0 D Bd&MiijeXzirana i velikog
promjera5- P VWRJD QDMEU&H SUHQRVH DNE mVMdneSRWHQF
LQWHQ]LYDQ SRGUDADM MH &RW39H BtrQlac]jip velivhL Br®Y X D NW
SURYRGHULK $/ L $ DNVRQD SHULIHUQLK ALYDFD QH X]JURN
SRGUDADMD SUXR YBDIWRNRMNLA/LVYBNGX MHOHKH X VNXSLQH

1. RGJRYDUDMX QD LQWHQIJLYQH PHKDQLpPpNH L NHPLMVNH S

razmjerno visok za toplinu

2. LPDMX NRPSOHPHQWDUQX RVMHWOMLYRVW PDQML SUDJ
SRGUDAOMLYRVWL QD PHK&QLpNH L NHPLMVNH SRGUDAaDM

C-YODNQD RGJRYDUDMX QD VBA RBOELNH EROQLK SRGUDAaDM
1.3.3. Visceralna bol

Visceralna bol ebRO NRMD SURL]OD]L L] REAWHUHQLK YLVFHUDC
prenesena bol iz somatskétruktura Dio sustava dorzalh kolumn koji prenosi visceralnu
nocicepciju naziva se medijalni lemskus. Visceralm bol ima ELWQLK NOLQLD
NDUDNWHULVWLND QH L]DJLYDMX MH SRUHPHUDML X VYLP .
visceralnom ozljedondlifuzna je i slabo lokalizirana, pojaM XMH VH QD PMHVWLPD U
RQLK JGMH MH L]YRU RaW KBRYQND@WD. QrivhEimalisberalra dfer@ritr@ D
vlaknasu Y H U L QRi&na& B9), koja ulaze uNUDOMHRBRRABQR®X L SUDYH VLQ
neuraima drugog reda u dorzalnomgu OXPERVDNUDOQRJ GPIRMIEODRHNUDOMH

134 ,PXQROR&ANL VXVWDY L ERO

2]OMHGD X SHULIHUQRP ALYpDQRP VXVWDYX L]D]JLYD U
perifeiije i glija stanicama. OdgovoL PXQRORAaANRJ V XV WMDY XL 16 RRJD DYORYLHC
makrofazima, limfocitima i satghim stanicama. Aktiviraju se spinalmeikroglija stanice, a
nakon njih dolazi do proliferacije astrocitd. perifernoj ozljedi neurona najzastupljeniji su
makrofazi. Makrofazimikroglija i Schwannove stanic® XipétalopU RWHD]H NRMH VH Y|
HQGRWHO NUYQK &4LOD JGMH GROD}BLE@BD.SVarobkivGiD L]PHY
PHGLMDWRUL PHYyX NRM&PIDO MWDQLEDRMIE XqWRNXMX RWHN
(42). SignalnipubYL L]PHYX QHXUR Q Btaniga ikrdilxiuh Rngkrafagavrio su
isprepleteni, a kemokibh L FLWRNLQL VX FHQWUDOQH NRPSRQHQWH X
LP X QR Gfardidd d#lazi i GR RWSXAWDQMD SURLQIODPDWRUQLK FLW
RAWH i HQ 3. KAOMV@RIONDD FLMD PHY X VAWMUDIM W DIPNDMj&/RW®,dp SUH A L
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W D N Ry ¢ thz®Rpatrigientne boli. Stanice mikrogie]UDMX NOMXpQX XORJX X
direktne ozljedeCNS-a prouzrokovanih traumom ili ishemijom te kod autoimunih bolesti kao

AWR VX Bl iQBRURGHIHQHUDWLY Q lojeSshdjetijo i ik, 6 WD Q |
odgovoru RGJRYRUQH VX pbtoRANaERNEWsKeCQkiMdlinegstalih metabolita i

lipida, bUDGLNLQLQD KLVWDPLQD VHURWRQLQD SURVWDQJ
neurona(engl. nerve growth factgr NGF) i brojnih citokina + od kojih su QDMYDaQLML
L QWHUO HXN Lfgktor nekroze tumora (endumor necrosis factorTNF) 9 H utihQ D
tvarir@eJDLUD V UHFHSWRULPD LOL LRQVNLP NDQDOLPD QRFL
(44).

1.4.Imunokemijski markeri

1.4.1. Imunohistokemijske metode

,PXQRKLVWRNHPLMVNH PHWRGH VH WHPHOMH QD VSHFI
SURWXWLMHOX L HSLWRSD QD DQWLJHQX $QWLJHQL GROTCL
biti monosaharidi protein (45,46). Protutijela, imunoglobulini su proteinski produkti plazma
VWDQLFM@ st UDydhlRu, sastavljena LGHQWLpPpQD Ilah€&aNTH &N W HOAINF L
VDpLQMDYMWOOL]JLUDMXUGL IUDIJPHQW HQJOprotuildaPGHHQW FU\
terminalni kraj, VSHFLILpDQi IDOPUXWSURXWLMHOD )F IUDJPHW |
protutijela na drugo protutijelo, komplemtdli stanicu 47.DvLMH GRPHQH NRMH YHaX
(engl. fragment antigen binding, Fab)QD 1 WHUPLQDOQRP NUDMROji pLQH O
RGUHYyXMX VSHFLILPpQR VRibtBijdIR Mg \biti poliKionSkaQlDmdh&klovgkaS
ovisno o broju epitopa na koja se mogu vezati. PoliklormkaQ DVWDOD L] YL&H UD
NORQRYD SOD]PD VWDQLFD PRJX V He ¥tddanjenaQimajy LaH HSI
U D]OL pLWondklopdk&Vdd \Wotekla iz jedne plazma stanice YuHs& na samo jedan
epitop antigena6 SHFLILPQRVW YH]DQMD SURWIianaryabli@aDeg)dd D QWL
VDVWDYOMHQD RG OD N Rtérninamorh&idjR proufleaF48). GeBanlod
QDMYDAaQLMLK NULWHULMD SUHPD NRMHP UH )DE IUDJPHQV
HSLWRSD &awR VH YLAH QHNRYDOHQWQLK YH]D VWYRUL
protutijiela WR MH YH U Ldpsi(@QLWHW L DY



1.4.2. Imunokemijski markeri u neuroznanosti
142120LMHOLQVNL ED]LpQL SURWHLQ

OLMHOLQVNL E(erid-py@lin &sldyvdtidipNBP) [ini 30% proteina mijelina u
V U H G L 4 QaMdiPsuétawi i jedinstven je za mijelinsku membranlR JD pLQL GUXJL
najzastupljenijim proteinom nakon MA& MBP se uCNS-u nalaziu oligodendrocitimaa u
PNS u Schwannovim stanicaméb0). Brzina akumulacie MBRx P MHUHQD X] SRPF
radioimunoeseja (engl.radioimmunoassay RIA) WRNRP UD]JYRMDBtavaLYpDQR.
proporcionalna je brzini sinteze mijed (51). Jedna od uloga MBRB je kompakcija
mijelinske membrane oko aksor{82. .RPSDNFLMD VH GRJDyD L] YDQMV!
XQXWDUQMHP JGMH 0%3 PHYVXVR &tgpRznaRR ]XAVDH VADDUXLSHLO
PHPEUDQH .D G bbj¥dtrar®Rr¢émEandolazi do polimerizacijgiBP-a X PUH aX
vliakana NRMD RPRJXUXMH NRPSDNFGEYXINR MHRIGRB RVEMEBR XND
poremei@dja u ekspresiji MBRu1ili njegova nedostatktlP LMHOLQVND RYRMQILFD QLM
rasti iznad nekoliko slojeva i postaje nestabi(dd). =DWR MH 0%3 NODVLPpQL PD
mijelinizacije. (55)

1.4.2.2 Neurofilamenti (NF)

'YD WHPHOMQD NRUDNDXXVWDWIRMX SURMIQRUDFLMD L PL.
QHXUREODVWL PLJULUDOL Qblaal ¥dikeiendyeRif@ DeplahRod G HG LaW
koraka pri diferencijaciji je pojava neurofilamend&®). Neurofilamentisu polipeptidi koji
pripadajuskupini intermedijarimh vliakana citoskeletaa Q D M Y H U L PsuGdstdwjed 6UFRB
proteina kdj su nazvan SUHPD VYRMRM PR Ond Meu@fdahénk Melike HAL QL
molekularnemase (engl. Neurofilament highNFH), neurofilameng srednje molekularne
mase(engl. neurofilamen medium, NH) i neurofilamené male molekularnenase(engl.
neurofilament low,NF-L) (57). C terminalna domena svakog ogih SURWHLQD PRAaH E
fosforilirana. Visoko fosforilirani oblici NFEM i NF-H, nalaze se u aksonu dok se
nefosforilirani ili slabo fosforilirani oblici naze u perikarionu i dendritimas§). Zbog
razOLpLWH IRVIRULODFLMH X SRMHGLQLP UHJLMDPD QHXUR
R]QDpLWL |jdoy® LreundhBl oGsno o obujmuosforilacije. Stembergenoo
monoklonsko protutijelo klor312 (engl. Stemberger monoclonals clone 312MI 312
P M H & Denio@dlonskih protutijelakoja se YHaAX QD Y LVRN RoidriwhERblikeO LUD QH
NF-M i NF-H. SMI312 se koristikaHOHNWLYQL PDUNHU ]D JUHOH DNVRQF
i kao alat za usporedbu razvojssaka W H S U @acesOnijekhizacije. Akson kojioko sebe
ima YLé&Hmotaja PLMHOLQD WIDNMRyUMUNRBPDL [lirap pr&kamaR%9).
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JRVIRULODFLMRP VH &WLWH QHXURILODPHQWLSR®HIDRW HRL
stabilnost aksong60) 60, VH SUHWHAQR NRULVWL NDR PDUNHL
mijelinizacije ciljanih skupina viakan£58).

1.4.2.3 pTau protein

pTau protein pripadaobitelji proteina pilUXaH QLK P L NE@mRWIKiBXileP D
associated proteindMAP). 2 EL p Q Rilaliido @ neuronima(6l1), isk R LK VH X SDWROR:
XYMHWLPD PRAH QDUL 6%. UPLMXYP YENAEQKLUREOIDNRD G MXOG W XE X O L C
monomera u mikrotubulgg3). p7DX SURWHLQL VH YH&X QD VSH®MWLULQVI
66) i kroz te interakcije,p T DX SURWHLQL RPRJXUDY DeMECijuPEL NURW X
neurofilamentima €7) i mitohondrijima(68). OLNURWXEXOL LPDMX XORJX X RC
stanice Hiperfosforilirane agregatepTau proteina nalazimo u velikom opsegu u
Alzheimerovoj bolesti aWR GRYRGL GR QHXURGH,JahQad gibteéih MH L VP
XYULMHAHQL PDUNH®BIQI®XURGHIHQHUDFLMH

1.4.2.4 Neuronski jezgrin protein

NeuN (end. Neuronal nuclear proteinNeuN) koristi se u neurozanosti kao neuron
VSHFLILpQI1,FPD &N Hpdocijenifunkcionalnost QHXURQD X JGUDYLP L SD
stanjima (73, 74. Prisutanje samou SRVWPLWR WL p N15P N&@lazixdd R Qekzd?iD
staniceX SRGUXpMLPD (BBXNUWRIBLWLPMDOH RG QHXURQ VSHFLILPpQL
primarno u jezgri D VOXAaL ]D UD]JOLNRYDQMH QHXURQD RG GUXJLK
(73, 798).

1.4.2.5.Neuronska nitrid oksid sintetaza

Neuronska nitrid oksid sintetazand. Neuronal nitric oxide synthas@NOS)je enzim
VSHFLILpD @ozdp, atgdvoraRr za sinteaNO (79). NO je slobodni radikabdgowran
za | L] L R Qr&adiafacijy (80) ali i W R N Whedhj@xdru upalnm bolestimate ima ulogu
neurotransmiterg81). IPD XORJX X LQGXNFLML L UHERXRBMOG MM HXH XIKHR
SURFHVH NDR aWR V @3XdaliH i heurora®l8d)HkQohisHemijel infekcija
(89. Q126 MH PDUNHU ]D QHXURSODVWLpPQL SRWHQFLMDO WN

procesima.
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1.4.2.6.Adaptorska molekula 1 za vezanje ioniziranog kalcija

Adaptorska molekula 1 za vezanje ioniziranog kal@jagl.lonizde calcium binding adapter

molecule 1lIbal) NDR dWR P Xe& R B X &ID Meibpte@aspodjel aktinskog

dijela citoskeleta tijekom pokretanja stanice i fagocit&®.(yHVWR VH NRULVWL NDR
mikroglija stanice kao najpokretljivije stanice zrelog mozg®7). Ibal posredujeu

signalizacii SRPRiUX ®%DPRQRFLWLPD XNOMXpXNBSiiMkRgiMURIOLMI
stanicesu PDNURID]L ALYpD QRD QMKW BYDYOMD PLUXMX L SRQDA
VNHQLUDMX VYDNL PRJXiUL AWHWQWSIRGHEPDWDMLNBRQPH SV HAM
mijenjaju svoju morfologju SRYHUDYDMX HNVSUHVLMX SRYUALQVN!
SRYH]DQLK VD LPXQR &dhaarmikdomplakX YistoRomiRaRibilnostengl. major
histocompatibility complex MHC), te RWSXaNVDAMLXMVNH SRVUMBGQELNH NI
proinflamatorni citokini.Kada alazi do hipertrofijemikroglja VWDQLFD L SRYODUHQMI
WH GR SRYHUDQ HtaSithRaO LUH I XOOPA MW LPDPR SRYHUDQX HNV!
PRAHPR SUDWLWL SRPRUX LPXE8RPLVWRNHPLMVNRJ ERMHQM

1.4.2.7 Kiseli protein glije

Kiseli protein glije (engl.glial fibrilary acidic protein GFAP) spada u skupinu
intermedijarnn filamenta,, Prisutanje u astrocitima u CN&i Schwannovim stanicanfaNS
a Odgovoanje |D RGUADYDQMH KRPHRVWD]H LRQD Q#H)XURWUD
Poznato je da se GFAP nalazi nemijelinizirD M XSchwannovinrPNSa (92). U stanicama
je odgovora ]|D VWUXNWXUX FLWRVNHOHWD, (BGUARXYD@WH PRI B
susjednim nerQLPD L R Gkiva® F R §@®/Bd@jete 4). Same Schwannove stanice
odgovornesu |D VWYDUDQMH PLMHOLQD EU]R aséknd&Rnatb@aMH L P S X
LP MH SUXADQMH SRWSRUH VSLQDOG@Gina dRavdykbrfjedd P Q H X
N U D@IMpHDAH PR @r@ioQjairegeneracije PNSu(95). 'R SRYHUDQH HNVSUHVLM
a dolazi kod traumatske ozljede moz@8)( Alzheimerove bolesti, Parkinsowe bolesti 97).
PRYHUDQMH SURO LI H bsbdeitavhbiziizsekKdaBivhb) sétcbBlibza@4). U tom
stanju dolazi dp R Y Heai&3presg GFAP-a, koji se upavo zbog toga kdisti kao marker
reaktivne astrglioze ©8). Nedostatak GFAR i YLPHQWLQD NRML MHiWDNRYH
ILODPHQW GRYRGL GR SR padlijeDnéurodraurefORn)W iNaDje \btpQrib iV L
QD PHKDQLLO 10y, \nop HV
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IRVIRGLHVWHUD]D FLNOLPNLK QXNOHRWLGD

2, IRVIRGLHVW H UDKléotida L(eén@ L3,NB-K cyclic nucleotide 3'
phosphodiesteras€NPa€ enzimje koji radi hidrolizu F L Ni® muilNotida do monofosfah.
Prisuein je u oligodendrocitma X SRGUXpMLPD ERJDMEL. P BORIpiMEgGDLQRP
proteina VH SRYHUDYD axsihterobh Hgelnid104). Ekspresija je smanjena kod
PLAHYD MRMMKLVIPDQMHQX VLQWH]X PLMHOLQD RQa& WUHWI
LVNOMXpHQLP MHGQLP LOL (ROBDKaktl Q e |dre®dr pddsnije® | L P
NRPSDNFLMH L LVNOMXpPLOR IRUPLUDQMH GLMHORYD PLM
NOMXpQR MH RJUDQL padj@dho MscSudultiaF budjXcENB-axalifeuje kao
razmaknicaX Q X W D U |engke&/ oddjhice? tako deazdvajadva lista mijelinske ovojnice
L VSUMHPDYD QHaH@W4d @jdstina \gije ihiad-njeviHpretjeranu ekspresiju
kompakcija izstaje, dok je na mjestima njeraD Q MN D N R P S BaibFsk kvBj nakarD
NRULVWL |]D XWYUVYyLYDQMHLQHBRPSDNWLUDQRJ PLMHOLQD

1.5.PovezanostpRFHVD GHPLMHOLQL]DFLMH L RVMHUDMD EROL

ODUNHUL XNOMXpHQL X pRer B D\HVD U DGIHYAIDIME BMIROM X p H Q |

genomB4Galnt], ali mogu se koristit za razumijevanje raeliu osjetu visceralne boli kod
B4GalntlKO PLaD L PLAD WUHWLUDQLP NXSUL]JRQRP

SRVWRML UD]JOLND Xa |dekij¢lizat§am. VRV k§pdzdnskog modela
IDKYDUHQL VX YHUuL Q,RRniReCkhjé RuGdddgoverddrZa lpydizvodnju mijelina
CNSu. Dok je periferja PDQMH ]D KY Dgiisl@asti ]<SeRvBNNnovih stanic®ne su
odgovorne za stvaranje mijenila u PNSDOL QLVX |DKYDUHQHiI 2b6gR ROLJF
GUXJDpLMHJ 1883Rr @U & NHIW @ DL VBUGAMN KL [gehQrh e mogu sintetizirati
VORAHQH J®IPiltiméLnGidu mal X U Q BrXoOkM Istablinu mijelinsku ovojnicu
(19. Kod B4Gaintl PLaHYg GROD]L GR SURJUHVLYQH VUHGLaAQMH
DNVRQD NDUDNWHULVWL piQ,20] Dpreve frétzoiiijd WijpliNa felbihal O L Q D
za oget bolijer o PLMHOL]JLUDQRVWL YODNDQD RYLVL EU]JLQD SUR
6RPDWVNH SRGUDADMH SUHQRVH MDNR PL{@9 KoliLUDQD
NXSUL]JRQVNRJ PiRI&im&@uboliw Rer¢€pEijp somatske od visceralne boli zbog
PDQMH ]D KeYiferijeH®@8. Kkd KO PLAHYD JERJaQHORRWWDKVNDQJOLR]
RSUH GHPLMH®RQD]JDFERHPDQMHQMD RVMHWD #$RMUHGRYD
demijeliziranga ona YLaAH QH XWLADYDMX SWBHORIMHQOQRNXRWMMIVIDL E
percepciju boli.' RND] RYH SUHWSRVWDYNH SRNXaDOL VPR GRELWL

12



2. HIPOTEZA

Hipoteza ove studije je da se genet®&4Galntl- null PL4 L NHPLMVNL LQGXFLULI
NXSUL]JRQRP PRGHGPRLVIDSHDIRIRKXNQGKIGRKWRQERNRI PRGHC
SURSDGDMX YHOLNIL VRPRWRWH @ NR U LPHIX PPR@IG LR YD OM HX Q
NXSUL]JRQVNRP PRGHOX RVWDMX SRaAWHYHQL WH VH QD WRF
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3. CILJEVI

8] SRPRU HI8UNW RIS@E kvantificirati neurone u ventralnom, lateralnom i
GRU]JDOQRP URJX NUD @iubedladg Lse@ientdRDa GPLGH YLPD GLYOMH.
PLAHYLPD WUHWLUDQLP NXSUL]JRQRPBUGBIhtAHYLPD VD LVNOM

2. Markerima upale, lba i GFARrocijeniti stupanj upale u putovima za bol kod sve tri
VNXSLQH PLAHYD

3. Markerima mijelinizacije, maturacije i neurodegeneracije aksona (MBP, SMIBTau)
SURFLMHQLWL RAWHUHQMH DNVRQD VRPDWRVHQ]JRULPNLK S
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4 MATERIJALI | METODE
4.1 Ustroj studije

,VWUDALYDQMH MH ]DPLGZ&OMHQR NDR VWXGLMD SDURYD
(PLaHYL V LVBMGANA peh@iL, RO PLa L LQGXFLUDQL GHPLMHOLC
toksinom kuprizonomCUP XVSRUHGLW UH VH PHYyXVREQRendH V PLa&
wild type WT) po svakom od analiziranih markera.

42 3BRNXVQH aLYRWLQMH

,VWUDALYDQMD RSLVDQD RYLP ]DYUEAQLP UDGRP VDVWDY
ABDWRILILRORANH SRVOMHGLFH S¥URPHREUHYRY VRBY ¥ WOULLSQ |
SRYMHUHQVWYD |]D LVWUDALYDQMH OHGLFLQVNRJ.IDNXOW
Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane (Klasa®@/216-08/15; Broj: 21581-07-16-143;
dana 16.prosinca 2016.) voditelja prof.dr.sc. Marije Heffer

Promatrane su 3V N X SL Q H dwlji &iboviD(C57BL/6), kuprizonom hranjeni divlji
tipovii & %O 1 PLaAHYL V BAGaNQ §eXdmHSpakdskupina S R ALYRWLQMEF
ukupno9 ALY RWBIQ&EDALYRWIXG@MRI3 dH Q V N R bv¥/ssareC6Dmjeseci, u

trenutku eutanazije.

OLAHYL NRG NRMLK MH GHPLMHOLQL]DFLMD LQGXFLUDQI
kuprizonom koji je dodan hranHranjeni su hranom u prahu sastavljenom od usitnjenih
briketa X NRMX MH XP MH ambaldNck SR, MO 6WSA) masenog udjela

0.2% & Wediva minimalnukuprizonom uzrokovanu patologif@3, 35 109).
4.3. Priprema tkiva za imunohistokemijsku analizu

IDNRQ aWR VX PLAHYL GRVHJOL PMHVHFLREWPHQWVNKL
djelatnika s Katedre za medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta Qsigek
SRAWRYDQMH VYLK HWLpNLK QDpHOD RGUHYHQLPD X =DNRQ

7NLYD SULNXSOMHQD X VYUKX VWXGDMH MK XQRH.JGL WHLPIC
LQGXFLUDQH W@®aGalKtRYGBIQH GHPLMHOLQL]DFLMH® RGREUHQ
povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek ( Klasa: ©d21808/07, Broj: 21581-07-18-
19, Datum: 12.03.2018 ) NRUL&WHQD VX X] GRWMWKAWHQMH YRGLWHOMD
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OLAHYL VX HXWdarQuehtalpKolu: omamljivanje sevofuran anestetikom do
VWDGLMD NRPH 1DNRQ RPDPOMLYDQMD PLaHYL VX SHUIXC
PBSa (engl. Phosphate buffered salipnéSigmaAldrich, StLouis, MO, SAD) a potom s 50
PO SRWKO D patafoRnbldehida (engl. paraformaldehid, PFAjgmaAldrich, St
Louis, MO, SAD) u PBSu.

Izolirana tkiva su fiksirana u 4%om PFA tokom 24 sataslijedila je krioprotekcijau
gradijertima saharozgSigmaAldrich, StLouis, MO, SAD)volumnog udjela 10%20% i
30% uPBSX QD M&H S RW K O Dy H (SigmgAldliehS $tpUDN)OK SAD)i
smrznutana f& GR DQDOL]H GD EL VH IXDPINRJD #WRDVHUKUY B X\8 NR
broj uzoraka,kraliedQ LpQH PRAGLQH XNODSD Qdisky XezahjeHissGee M |]D N
freezing medium; Leica, Nussloch, Germang)su izrezani kriostatorfiLeica, CM3050S,
:HW]ODU 1MHPHljipiNdd 35 @PD SGWUH WHIRSIHH&D5H]RYL VX WRNRP U
prikupljani u d&lmosh otopini59, 110).

4.4 Imunohistokemijska analiza

5HIRYL VX SUHEDpPpHQL X 3%6 L] GH20PRVK RWRSLQH L
XNODQMDPR DNWLYQRVW HQGRJHQLK ;GKKemRikaVZaGreblD SRP R i
PBSu, dva puta 20 minutana f& QD WUHVLOLFL .DNR ELVPR VSULMHE
SURWXWLMHOD UH]JRYH VPR LQNXELUDOL VDWD X RWRSL
volumnom udjelu o6%i JRYHyL Méhgl¥®vine serum albumirBSA) u volumnom
udjelu 0d1% (SigmaAldrich, St.Louis, MO, SAD)Za imunohistokemijsko bojenje s MBP i
SMI 312 protutijeima u postupak blokiranja dodan je 1% triton. Nakon inkubacije rezovi su
isprani u PBSu. Kako bismo mogli pratWL UD]J]OLpLWH SRMDYH NRG GHPLMH
UD]J]OLpLWLP VHWRYLPD SURWXWLMHOD 3ULPDUQD SURWXW
su uotopini za blokiranje beks tritonomu U D ] U L M HiyaH QIMA0BNacq 01626461
Chucku, Osaka, Japapn GFAP 1:4000(Dako, Agilent TechnologiesZ0334 SantaClara,

CA, SAD), MBP 1:500(QED, 24201 San Diego CA, SAD), SMI312 1:10000 (Stenberg
Monoclonals, Baltimore, MD, SAD)NNOS 1:1000 (Chemicon,N74P26 Temecala, CA,

SAD), NeuN 1:2000 (Milipore, MAB377, Temecala,CA, SAD), pTau 1:500(Milipore,

MAB361 Temecala,CA, SAD ) i CNP-aza 1:2000(Abcam 11-5B Cambridge UK).
,QNXEDFLMD SURWXWLMHOD L UH]JRYD VH RGYLMD SUHNR Q
ispiranje u PBSu dva puta tokom 20 minuta NDNR ELVPR XNORQLOL YL&ADN SU
koja se nisu vezala na epitoatim se rezove prebacuje u otopinu selaunth protutijela.
Upotrijebljena su skundarna protutijel&konjugirana biotinomi to kozji anttPLaML ,J*
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(JacksoAmunolaloratories, 115065071, Inc. 872 Wed,Baltimor, PA, SAD 1:500) i kozji

antr | H pIgiG. (Jackson Immunolaboratorie$11-065-144 Inc. 872 Grove, Baltimor, PA,

SAD, 1:500). ,QNXEDFLMD VHNXQGDUQLK SURWXWLMHOD VH SUF
QHSUHVWDQ R ZatinM jd @shjegdiM Hspiranje uPBSu te prebacivanje rezova u

tercijarni kompleks avidin-biotin konjugiran s peroksidazom iz hrena (ABIRP)
"VectaStairS abcKit Elite" (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD), priprigan prema
XSXWDPD SULDLRHYHDGDOD MH LQNXEDFLMD WRNRP VDWD X
nakon koje su rezovi ponovno isprani u PBSlva puta i kao zadnji korak reakciji je

uslijedila vizualizacija imunokemijske reakcije supstratbd@HFWRU '$% 6XEVWUDWFE
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD), pripremljen SUHPD XSXWDPD SURL]
Vizualizacija kompleksa antigenprimarno protutijelo- sekundarno itutijelo - ABC-HRP

MH PRJXUD GR Gdamidpanhtidmha (DABR), NRML MH VXSVWUDW |]D +53
UD]JJUDGQMRP UH Q DV \WRd20M Isu\zabn® taienk iaRilMhizpavaHpredmetna

stakalca i pkriveni medijem +Vectamount(Vector laboratories Burlingame, CA,SAD)te

pokrovnim stakalcem.nmunohistokemijska reakcija jslikana kamerom Olympus D70 na
mikroskopu Carl Zeiss Axiosk8 027 SUL SRYHUuDQ MvAntificirgnaVMuH M H
rDpXQDOQRP SURJUDPX )LML

6WDWLVWLPpNH PHWRGH

IXPHUISMNGDWFL RSLVDQL VX DULWPHWLPpNRP VUHGLQRI
VOXpDMX UDVSRGMH O DdigirRidifd VDO XMRI\GW D@QR B PD@XQPPQO MHY LP D
granicama interkvartiinog raspond RUPDOQRVW UDVSRGMHOH QXPHULPpPNL
Shapirec:LONRYLP WHVWRP 5DJOLNH QXPHULpPpNLK YDULMDEO
raspodjele analizirane sMannWhitney U testom a one koje ne odstupajutestom za
nezavisne uzorke 3ARYH]DQRVW QRUPDOQR UDVSRGLMHOMHQLK QX
SHDUVRQRYLP NRHILFLMHQWRP NRUHODFLMH U D X VOXp
6SHDUPDQRYLP NRHILFLMHQSRP viyRihbktiOsD FElostidnel Rarkd
]QDpDMQRVWL MH SRVWDYOMHQD QD . p=NOL \SWRWULD BV L
Statistical2 (Quest Software Inc., Aliso Viejo, CA, SAD)
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5.REZULTATI

5.1. Markeri mijelinizacije (MBP, CNRza)

Ekspresija MBPa, koji je marker zrele mijelinizacije, ne slijedi normalnu distribuciju
NRG XVSRUHYLYDQMD JUXSD aLYRWLQMD :7 &83 L :7 .2 'RI
L .2 VNXSLQD VOLMHGL QRUPDOQX & RV \AKSPrES| Ralazixio 6 WD W L
kod CUP i KO shkipinau odnosu naNT skupinu 3 WH MH VWDWLVWLpPpNL
HNVSUHVLMD NRG &83 aLYRWLQMika X sikk& skaX)QD .2 3

CNP-aza, marker nekompaktiranog mijelina, odnosno nezrele loze oligodeadrocit
NHPD VWDWLVWLPNL ]QDpDM QXovdjDni@KeN B RUIJGHGR PV DS UQD |
prikaz i rezultate imunohistokemijskog bojenja, vidljiva je razlika u broju stanica po vidnom
polju gdjeCUP-RP WUHWLUDQD VNXSLQD LPD YHlika 2EdiKkR¥) VWD QLFLC

NajQL&ENVSUHVLMX RED PDUNHUD LPD .2 VNXSLQD &WR QTC

skupine demijelinizacijaizela maha

Sika2 /XPEDOQL VHJPHQW N (bréaMiHGgQdiva Qvr BRAGLLIQ@D M H [
YHOLpLQD VNDOH —P 3ULND] UH]XOWDWD LPX&&KLVWRN
MBP. WT zkontrolna skupina, CUP+skupina tretirana kuprizonom i KCG:skupina s

LV N O MB4sidIi@1genom.
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Slika 3 Razlike u ekspresiji MBP miNxHUD X V N X S L Q HtkbhtMoRANSKLQIVAD  : 7

CUP zskupina tretirana kuprizonom i K@VNXSLQD V |BYGEOTH yenéhQ Méhn

:KLWQH\ 8 WHVW VWDWLVWLpND ]QDpDMQRVW 3
VWDWLVWLPpND ]QDpDMQRVW 3

Slika 4. Razlike u ekspresiji CNRAze X VN X S L Q HWA L+XdRtdlhaQskupina, CUR
skupina tretirana kuprizonom i K@VN XSLQD V [BYGaDiVyEimh @an-Whitney
Utest( VWDWLVWLPPND ]Q D pDAWVDQNRMWW LHxOI@5] Q DV IRWW L p N D

1Q Db D AQ.BOYW
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5.2. Markeri mikroubula (SMI312, pTau)

Ekspresija markera sazrijevanja aksddsll312 VOLMHGL QRUPDOQX GLVWULLE
]OMM QR YHUD MH HNVSUHVLMD X :7 aLYRWLQMD X BGQRVX
odnosu na CURPP<0.001)I1]PHYyX VNXSLQD WUHWLUDQLIeekpesiia .2 aLYR
NRG .2 aLYRWL Qdlika 5, 3lika 6)

Marker neurodegeneracijepTau protein, VOLMHGL QRUPDOQX GLVWULE
]OQDpDMQD UD]JOLNDVXHHNYSX SN LAMY RVALRMD :7 VNXSLQD LP
YHUX HNVSU Hhgd ddporedi BaGCDPMKO skupinama (P<0.001). Kada usporedimo
&83 L .2 VNXSLQX YHUX VWDWLVWLPNL 1QDpDMQX HNVSUHYV
(slika 5, slika 7)

.RG RED PDUNHUD :7 VNXSLQD L®WR QENMIMER XYD N HG
mikrotubuk neurorm. Kod CURRP KUDQMHQH VNXSLQH QDMEU&H GHJUDG

Slika 5 Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja proutijelima SMI312 i pTAU na
lumballom VHIJPHQWX NUDOMHAQLPpQH PRAGLQH GRU]DOQL URJ
VNDOH —+ontrolna skupina, CURskupina tretirana kuprizonom i K@&skupina s

L VN O MB4s3dii1gBnom.
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Slika 6. Razlike u ekspresiji SMI312 markedd VN X S L Q HWA L¥ddwdlnaskupina,

CUP zskupina tretirana kuprizonom iKRVNXSLQD V |BYGO W&ok QFteBt za

nezavisne uzorke. VWDWLVWLpPpND ]QDpDMQRVW 3 VWDWL
VWDWLVWLPpNDODODPpDMQRVW 3

Slika7 5D]JOLNH X HNVSUHVLML S7DX S U RAKoHtto@&®dskapinay N XSLQ

CUP zskupina tretirana kuprizonom i KAV N XSLQD V |BYGaOi¥gEmokhQFtebt za

nezavisne uzorke. VWDWLVWLpND J]QDpDMQRYMDBDMQRVWVRDWL
VWDWLVWLpPpND ]1QDpDMQRVW 3
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5.3. Markeri upale (lbal, GFAP)

.RG PDUNHUD XSDOH ,ED HNVSUHVLMD QH VOLNGHGL QR
UD]J]OLND MH L]JPHYyX .2 L &83 VNXSLQH ,ED MéhosuhpH L]JUD.:
CUP (P<0.®) (slika 8, slika 9)

'UXJL NRULAWHQELRDMN H V$ X S PIOWBIijetNndré bl \distkbDcii@ H
X VOXpDMX XVSRUHGEHLLP B@&X N NISD W RksieshuNB<q.QoR)p D M Q X
LPD :7 VNXSLQD dspofé&inV & KD skupinonNormalnu distribucijudijedi
ekspresija GFAPD L]PHYyX :7 L &83 WNXBWQUWLpPNL ]QDpDMQD HNV
skupine u odnosu na CUP €B.001)(slika 8, slika 10)

OLNURJOLMD NRMX SUHGVVWD §amd O C|PDKO bkitpifd bd/ WD G OH]L
VNXSLQH *)$3 Mpbk@hekupkeR &iNbsu naWT jer u toj fazi lezijeastrociti
ne korigirgu 8 WH W X

Slika 8. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja proutijelima GFAP i Ibalna lumbalni

VHIJPHQWX NUDOMHAQLpPpQH PRAGLQH GRU]DOQL URJ VLYI
— P :Ekontrolna skupina, CUPtskupina tretirana kuprizonom i K& skupina s

isN O M X B43alhtPgenom.
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Slika9. 5D]J]OLNH X HNVSUHVLML ,ED PDWN HddrirolKa skivpX SLQH &

CUP zskupina tretirana kuprizonom i KEVNXSLQD V |B4GabhtligepbdhiQaim

Whitney U test. VWDWLVWLPND ]J]QDpDWRWRVWWERBpPND ]J]QDpDMQR
VWDWLVWLpPND ]QDpDMQRVW 3

Slikal0 5D]OLNH X HNVSUHVLML *)$3 P DU NskbnbolXa skipX SLQH &
CUP zskupina tretirana kuprizonom i K@VNXSLQD V [B4GahiligepdhQNePn
"KLWQH\ 8 WHVW VWDWLVWLPpND J]QDpDMQRVW 3
VWDWLVWLpPpND ]1QDpDMQRVW 3
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5.4. Markeri neurona (nNOS, NeuN)

ODUNHU QHXURSODVWLPQRJ SRWHQFLMDOD WalikyD Q126
X HNVSUHVLML ,DNR VH L] JUDILpPpNRJ SULND]D VOLND Y|
SULVXWDQ X :7 VNXSLQL X RGQRVX QD &83 L .2 VNXSLQX
odnosu na CURslika 11, slika 12)

Ekspresija NeuM, marke® VSHFLILPpQRJ ]D QHXURQH QHPD VWDW
LIPHYyX VNXSLQD QL X EURMX VWDOQLEF®DHLGR QHEQRE DS R O
kvadratnim(slika 11, slika 13, slika 14)

2ED PDUNHUD SRND]JXMX GD MRE& p@HarBnod XdegeWND QHX
NUD OMH &Q L praada Je Rris@an@adotifime IHQRWLS YLVFHUDOQX ERO
samo preko demijelinizaciee. VPDWUDPR GD MH SRGORJD IXQNFLRQDO

nastala radi neurodegeneracije)

Slika 11 Prikaz rezultataimunohistokemijskog bojenja proutijelima GFAP i Ibal na
lumbalnomVHJIJPHQWX NUDOMH&EQLpQH PRAGLQH GRU]DOQL URJ
VNDOH —kontrolna skupina, CURskupina tretirana kuprizonom i K@skupinis

L VN O MB4ssdiilgBnom.
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Slika 12. Razlike u ekspresiji NNOS marketa VN X S L Q HWA LkéhiMdIn® MUpina,

CUP zskupina tretirana kuprizonom i K&AVNXSLQD V [B4GahtligepdhQarh

Whitney U test. VWDWLVWLpPpND JQDpDMQRV@YDRBDMQRVWVWDWL
VWDWLVWLpPND ]QDpDMQRVW 3

Slikal3. Razlike u ekspresiji NeuN markersd V N X S L Q HWA LMenwbIn® skipina,

CUP zskupina tretirana kuprizonom i K@EVNXSLQD V |B4Gabhiligepbahlam

Whitney U test.(* VWDWLVWLpPpND ]QDpDMQRVW 3 VWDWL
VWDWLVWLpPND ]QDpDMQRVW 3
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Slkal4 5D]J]OLNH X HNVSUHVLML 1HX1 PWIUMbhtodha>skupvady X SLQH
CUP zskupina tretirana kuprizonom i KEGVNXSLQD V |B4GahiligepdhQNdhn
Whitney U test. VWD W LV W L pR&D.05;® s PADINVD IRV b NFBO.DQED D M Q RV W
VWDWLVWLPpND ]QDpDMQRVW 3

Slika 15. Prikaz rezulta imunohistokemijskog bojenja negativnih kontrola na lumbalnom
VHIPHQWX NUDOMHAQLpPpQH PRAGLQH GRU]JDOQL URJ VLYI

— P :&kontrolna skupina, CUPtskupina tretirana kuprizonom i K& skugna s
LVNOMXpHQIgen®m *DO QW
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6.RASPRAVA

Nociceptivna bol je nastala kao posljedica neke ozljede ili bo@igtli se na somatsku i
visceralnu bol.(38) Kako bi razumijeli utjecaj demijelinizacije na percepciju boli zlike
L ] P HgeXcepcije somatske i visceralne boli u ovdatv WUDALYDQM X XrBeRMIjUHE OMH
QLVX SULMH UDYHQL QD N U Bo34lktEg@romL aeta sulipatreblieni @M X p H Q |
razumijevang razlike u osjetu visceralnesomatske bolikod B4Galntl .2 PLaD & PLa&
tretiranog CUPRP ]JERJ U bp@elapejelikizacije koje te dvije skupine predstavljaju
(16, 17, 18, 22 5D]J]OLND X SHUFHSFLML L SURYRYHQMX EROQLK
mijelinizacije (MBP, CNPaza), mikrotubula (pTauheurofilamenata (SMI312ypale (Ibal,
GFAP) i neurongnNOS, NeuN).

Marker kompaktnog mijelinatMBP (55) i CNP-aza, marker nekompaktiranog mijelina
(106, 107 pokazuju naQL&KNVSUHVLMX X .2 VN Xspdr&his EUFFARMW L Q M D
tretiraroj skupii &ALYRWLQMD L :7 VNXSLQRP 5D]JORJ WRPX MH QF
sintetaze, koja je produkt transkripcije geBdGalntl (14, 15. ,VNOMXpHQMHP *0 *'
VLQWHWD]H RQHPRJXUHQR MH GRGDYDQMH VLMBPQ@,QVNH N
200. .DNR VX JDQJOLRIJLGL ** D L *7 E pLMD VB4palHddraL |RVWD I
UHFHSWRUL ]D PLMHOLQX SULGUXaHQL SURWHLQ &%$* D O¢
do iste ne dolazi. Naprotiv,othzi do destabilizacije u mijelinskoj membranQHPRJXUQRV WL
LQWHUDNFLMH L]PHYX DNVRQD elifablj¢li@euc@@egenerbci@)R JUHV LY
Demijelinizacip X .2 VNXSLQL ALYRWHQGRHORYBUDLYPDQRJI VXVWI
dok se kod CUPRP WUHWLUDQH VN XS L gclipiimarfowdvigaM ONS @®,LMHO L Q
23). PNSje SRJRYHQ X PDQMRM PMHULMEBWD D CPIOM H QdeiciV & R @ HW
OligodendrocitiCNS-a su osjetljivij na utjecaj kuprizona od Schwannovih stanicRNSu
(108).

Za razliku od markera mijelinizacije, marker mikrotubula pTau i marker
neurofilamenata SMI1312 pokazuju nap L ékspresiju u CUPRP WUHWLUDQRM VNXSL
X XVSRUHGEL V .2 L :7 VNXSLQDPD awR XND]XMH QD QEC
neurofilanenata NRMD MH XJURNRYDQD GUXJDpLMLP PHKDQL]PRP
u usporedbi sa KO skupini kod koje se upala razvija postepeno i treba joj dulji wkemen
period(19, 29.

Markeri upale Ibal i GFARQDL]JOHG JRYRUH UD]OLpLWX SULpX ,ED
.2 VNXSLQL GRN *)$3 X :7 VNXSLQL ALYRWLQMBDarke@]OLND >

XSDOH PRIEPRD SWHVXWQRVWL WD GYD PDWAlH&mDarkerUD]JOLp
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mikroglija stanicakoje su reziégncionallL. PDNURID]L aLYpDQRJ VXVWDYD L SI
OH]LMH WH ]DSRpLQMX SURFHV pLAUHQMD (3B GEAMs L DNWL
druge strane predstavlja marker koji pripada skupitermedijarnih filamenata, prisan u

astrocitima koji se javljaju u kasnijoj fazi odgovora na legdf, 33.

6YL SULMD&QML PDUNHUL VX PDUN Hilst mawebi@pdih NRMH R
VWUXNWXUD QHXURQD NDR 4WR MH PLMHOLQ ODUNHUL VDI
UDJOLNX L]JPHYyX VNXSLQD L JRYRUH R WRPH GD MR#& QHPD J
YLVFHUDOQD ERO XRPHQ QD ALYRWLQMDPD XNOMXpHQLPD

Kako nema gubitka neurondgenotip, YLVFHUDOQX ERO PRAHPR SULS
demijelinizacip. NaM L]JUD &H Q L M D aGakbrlavadife [reulthia Firhuvstokemijskog
ERMHQMD YLGOMLYD MH X .2 VNXSLQL ALYRWLQMD 'HPLMH(
RQD QLVX X PRIXUQRVWL SURYRGLWL QRFLFHSWaAN®L VLJIQI
dobre mijeliziranostt QLWL VX X PRJIJXUQRVWL XWLADWL VLIQDO GL
=ERJ WRJD GROD]L GR SRMDpDYDQMD RVMHWD YEVFHUDO
vlaknima(38, 39.

Hipoteza studije je dokazana uz analizu navedensitkema i njihovu interpretaciju.
Postoji razlka X SRJRYHQRVWL VRPDWRVHQ]JRULpPpNLK QHXURQD
ALYRWLQMD

2JUDQLpHQMH RYH VWXGLMH MH VWDURVW AaLYRWLQMD
mjeseci. Potrebno je napraviti novuxsGLMX X NRMRM U0H ELWL PRJXUH XVS
PDUNHUH QD ALYRWLQMDP i pvafitiDrarvop percepcije Aseekawvié! Bdli
SUDUHWRIFPHVD GHPLMHOLQL]DFLMH XSIDXORYRMPRYVWIBDAPYRL
QLMH SULRKRWHHAHYRWLQMH VH PRIJX GXOMH YUHPHQVNR UD
kako bi se vidio utjecaj kao u drugim studijama u kojima su hranjeni kroz dulje vremensko

razdoblje.

,VWUDALYDQMH YLVFHUD O@idmieRadju autBidunitHbolesi kai W RpD M )
su mutipla skleroza i GuillaiBarre sindrom. Aksoni neurona ljudi koji boluju od tih bolesti
WDNRYHU SUROD]H NUR], 8dfaRifad ¥soBeHda LjalarmQperQepgiipmm LbbliH
vidno smanjenom kvalitetB aLYRWD 5D]XPLMHY D QpvijencSaJiRéreepcie QDV W
boioPRIJXUXMH GDOMQLP LVWUDALYDQMLPD SRGORJX X UD]YI
ERO MHU NRQYHQFLRQDOQL(2B)QDOJHWLFL pHVWR QH SRPDA&>
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=$./-8Cl:

X 1DMQLaAX HNVSUHVLMX PDUNHUBD]®LMHOQMM YREXMHN\0S
PDUNHUD XSDOH ,EDNQMWBPBHRPEPIEEFHYRPVXLRGQRVX QD Pl
divljeg tipa i one tretirane kuprizonom.

X 2G WUL VNXSLQH PLaHYD QDMY HaixutakJfos@aijfe In X Q H X |
PLNURWXEXOLPD SULGUXAHQLP SURWHLQLPD 60, L
kuprizonom

x MarkeUL QHXURQD Q126 1HX1 QHPDMX VWDWLVWLpPpNL
LIPHYX VNXSLQD XaRVRRM) GIRIEGPM VNXSLQL &AMRERWLQMD
dolazi do neurodegeneracij@ LWL NRG PLaH Ydanavkupkizahor BitQkoek
PLAD V LVNOM®BpG®L P JHQRP

X 6RPDWRVHQ]JRULPND YODNQD VidrdsuhR §rith @dtindiu GUP2 VN XS
om.

X JHQRWLS SRMDpDQH YLVFHUDOQH EROL SRVOMHGLFD

pojave upale, a ne gubitka neurona.
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634(7$.

Uvod: 9LVFHUDOQD ERO MH ERO NRMD SURL]CPBENOs 8¢ RaAWHI
nemijeliziranim, Gvlaknima.Uzrokujeveliko smanjenjeN Y D O L W H Woldsrika k& wae X

od autoimunih demijelinic UD M XU LK E R pdkusMhinod8IR &emijeXnizaciiemL aH Y D
hranjenih kuprizonom iPLaAHYDVWOD M X p H @é@alitH QFRRRI X UH MpdjaBilw DW LW L

molekularnu podlogfenotipavisceralne boli

Cillevi: ODUNHULPD PLMHOLQL]DFLMH PDWXUDFLMH L QHXURG|
akVRQD VRPDWRVHQ]JRULpPNLK SXWRYD 8] SRPRiU HSLWRSD 1
ventralnom, lateranomGRU]JDOQRP URJX NUDOMHAQLpPQH PRAGLQH O>
VNXSLQH &LYRWLQMD 1i0GFAR pratieRibstd@a) Gpele y Bubovima za bol.

Materijali i metode: 8 LVWUDALYDQMH WKXSRKNBINBPHYHQD pWULPRGLILF
B4Galntl (KO), treirani kuprizonom (CUP) L PL&a&HYL GLYOQMHJ WLSI
,PXQRKLVWRNHPLMVNRP DQDOL]JRP @8&RPIPalXGFRAP RSMI81ZLMHOD
S7TDX 1HX1 L Q126 GHWHNWLUDQL VX SULSDGDXuL ELOMH]L

Rezultati: KO i CUP skupina imajuQ u &kspresijusvih markeramijelinizacije, upale,
neurodegeneracije i neurofilamenataodnosu na WTkupinu Niti u jednoj skupini nema

umiranja neurona uslijed demijelinizacije.

=D N O M Rrpd2#demijelinizacijei upale dovodedo GHPLMHOLQL]DFLMH VRPDW
vlakana i S R M ja femo@avisceralne boli

.OM X b Q HvistersinaplB4Galntl N UD O M H & Q LKuiPorP de&jSinifadja
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9. SUMMARY

Molecular basis for sensitivity to visceral pain in B4Galntl knoakmice

Introduction : Visceral pain is the one that derives from visceral organs. It is conducted by
unmyelinated, €ibers. Visceral pain causekegradation in quality of lifen patientswho
suffer from autoimmune demyelinating diseases. With the help of two demyelination models
mice that are fed with cuprizone and the one with krmekgene, B4Galntl, it is possible to

follow perception and molecular basis of sensitivity to visceral.pa

Goals With the help of markers of myelination, maturation and degeneration in axons
estimate the damage in axooksomatosensory pathways. With epgegNeuN and nNOS
quantify neurons in ventral, lateral and dorsal horn in lumbar part of the sorthin all
threegroups of animals. With the markers of inflammation, Ibal and GFAP, determine level

of inflammation in the pain pathways.

Materials and methods In this research were included three groups of anintgénetically
modified B4Galntlknock-out, group treated with cuprizone and wigé group.
Immunohistochemical analysis with antibodies MBP, CNPase, Ibal, GFAP, SMI312, pTau,

NeuN and nNOS was used to detect belonging epitops of interest.

Results Collected results sholewer expression of all markers comparison with WT

group exceptneuron markers, ch in this group of animals do not die.

Conclusion Process of demyelination causgsmyelination of somatosensory neurons and

increased perception of viceral pain.

Key words: visceral painB4Galntl, spinalcord, cuprizone, demyelination
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