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1.1. Interneuroni  

 

Ģivļani sustav ima veĺi raspon razliļitih staniļnih vrsta nego bilo koji drugi organski sustav. 

Ljudski mozak izgraĽuje najmanje 100 milijardi neurona. Upravo ta ļinjenica odraģava 

sposobnost ģivļanog sustava da stvara komplicirane mreģe koje pogoduju sve sloģenijem 

ponaġanju. Neuroni su organizirani u neuronske krugove koji predstavljaju osnovu osjeta, 

percepcije, kretanja i ponaġanja. Svi neuronski krugovi sastoje se od tri funkcionalno razliļite 

vrste neurona: aferentnih neurona (prenose informacije od periferije prema mozgu ili leĽnoj 

moģdini) i eferentnih neurona (odvode informacije iz mozga), te od interneurona. 

Funkcionalnost interneurona, koje joġ nazivamo i inhibicijskim neuronima lokalnih krugova, 

oļituje se u stvaranju sinapsi na odreĽenim eferentnim neuronima nakon primanja sinaptiļkog 

signala od strane osjetnih aferentnih neurona. U veĺini regija srediġnjeg ģivļanog sustava (SĢS) 

postoje razliļite porodice inhibicijskih interneurona koje imaju specifiļne uloge u pojedinim 

neuronskim krugovima1. Neki od interneurona su ekscitacijski (trnasti neuroni IV sloja 

moģdane kore) - no veĺina interneurona je inhibicijska. Glavni neurotransmiter interneurona je 

GABA, a uz to se ļesto sluģe neuropeptidima kao kotransmiterima2. Integracija sloģenih 

informacija unutar ģivļanog sustava zahtjeva koordinirano djelovanje interneurona i ostalih 

vrsta neurona. Da bi se lakġe razjasnila uloga pojedinih interneurona, oni se dijele prema 

anatomskim obiljeģjima, funkciji, elektriļnim i kemijskim karakteristikama, odnosno prema 

genskoj ekspresiji3.  

 

1.1.1. GABA-ergiļni interneuroni 

Interneuroni SĢS-a su veĺinom inhibicijski i djeluju preko inhibicijskih neurotransmitera gama-

aminomaslaļne kiseline (engl. ɔ-Aminobutyric acid, GABA) i glicina. Osim u interneuronima 

GABA se nalazi i u Purkinjeovim stanicama malog mozga gdje predstavlja neurotransmiter 

projekcijskih neurona. GABA se sintetizira iz glutamata pomoĺu enzima dekarboksilaze 

glutaminske kiseline (engl. glutamic-acid-decarboxylase, GAD) koji se nalazi gotovo 

iskljuļivo u GABA-ergiļnim neuronima. U mnogim regijama mozga sisavaca GABA-ergiļni 

interneuroni imaju odluļujuĺu ulogu u odrģavanju funkcionalne ravnoteģe, kompleksnosti i 

graĽe neuronskih krugova. Nadalje, interneuroni stvaraju i odrģavaju promjene u neuronskim 

krugovima, koje osiguravaju strukture za koordinaciju aktivnosti razliļitih populacija neurona. 

Velika raznolikost i detalji inhibicije postiģu se pomoĺu razliļitih tipova interneurona koji imaju 

specifiļnu morfologiju, fiziologiju, sposobnost povezivanja i razliļite profile genske ekspresije.   

 



1. Uvod 

2 
 

1.1.1.1. Interneuronski puferski proteini koji veģu kalcij  

Kalcijevi ioni (Ca2+) koriste se kao vaģni sekundarni glasnici u mnogim vitalnim staniļnim 

funkcijama. Procesi kao ġto su oplodnja, kontrakcija miġiĺa, neuronska signalizacija, regulacija 

staniļnog ciklusa i apoptoza ovise o prostorno i vremenski toļnoj signalizaciji  ovisnoj o 

kalciju4. U  neuronima, kalcij ima vaģnu ulogu u unutraġnjem pobuĽivanju stanica, transkripciji 

gena, otpuġtanju neurotransmitera, pokretljivosti i morfologiji neurona, ġto ukljuļuje rast i 

grananje dendrita5. Kako bi se postigla preciznost u signalizaciji pomoĺu kalcija, stanice 

izraģavaju specifiļne proteine koji osiguravaju protok kalcija kroz staniļnu membranu. Takve 

proteine nazivamo puferski proteini koji veģu kalcij (engl. calcium-binding proteins - CaBP).  

MeĽu proteinima koji imaju sposobnost vezanja kalcija, najuļestaliji su oni koji pripadaju EF-

hand porodica proteina6. Analizom ljudskog genoma do danas utvrĽeno je postojanje 242 takva 

proteina7. Strukturno i funkcionalno EF-hand skupina proteina dijeli se u dvije kategorije: Ca2+ 

osjetni/modulatorni (npr. kalmodulin i S100 proteini) i Ca2+ puferski proteini (npr. parvalbumin 

i kalbindin)8. Osnovna razlika izmeĽu modulatornih i puferskih proteina je u strukturnim 

konformacijskim promjenama nakon vezanja Ca2+. Modulatorni proteini imaju znaļajne 

strukturne promjene nakon vezanja kalcija, dok puferski proteini tek male strukturne promjene, 

ġto im, uz veliki afinitet prema kalciju, osigurava pufersku aktivnost9. Osim navedenog, 

puferski proteini sudjeluju u kontroli prostorno vremenskog opsega djelovanja Ca2+ 

signalizirajuĺih domena10, dok modulatorni osim u kontroli slobodnog unutarstaniļnog Ca2+, 

sudjeluju i u pokretanju  Ca2+ ovisne signalizacije11.  Najļeġĺi puferski proteini za kalcij koji 

ujedno pripadaju GABA-ergiļnoj potporodici interneurona su: parvalbumin (PV)12, kalbindin 

(CB) i kalretinin (CR)13. Ujedno, navedena tri proteina sluģe i kao klasiļni markeri razliļitih 

potporodica interneurona.  Novija istraģivanja ukazuju da navedeni proteini osim puferske 

imaju i odreĽenu modulatornu funkciju.  
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Parvalbumin 

Parvalbumin je protein (MW 9-11 kDa) koji osim kalcija ima i sposobnost vezanja magnezija.  

GraĽen je od tri domene: AB, CD i EF od kojih svaka ima 2 Ŭ uzvojnice (Slika 1), a samo EF 

domena ima sposobnost vezanja14. Prisutan je u miġiĺima, mozgu, bubrezima, testisima i 

masnom tkivu. Osnovna funkcija PV je zaġtita stanice od prevelikog nakupljanja kalcija ġto bi 

na kraju dovelo do znaļajnog oġteĺenja stanice, posebno u ģivļanom sustavu. Osim toga, ima 

indirektnu ulogu u odreĽivanu brzine nastajanja i duģine trajanja signala, a moguĺa je njegova 

uloga i u staniļnom ciklusu i rastu stanica.  Veĺinom se nalazi u neuronima koji odaġilju 

akcijske potencijale velikom uļestaloġĺu gdje PV brzo puferira Ca2+ i na taj naļin sprijeļava 

aktivaciju posebne skupine K+ kanala ovisnih o Ca2+ jer bi u suprotnom aktivacija tih kanala 

dovela do smanjenja podraģljivost i produljenja refrakternog razdoblja. TakoĽer PV-ska 

protutijela generalno oznaļavaju stanice sa debelim, mijeliziranim aksonima koji imaju ciljane 

projekcije15. 

   

 

 

Slika 1. Struktura parvalbumina. (Slika preuzeta i prilagoĽena sa http://www.uscnk.com/ ) 

 

 

Kalbindin D -28k 

Kalbindin, kalcij vezujuĺi protein graĽen od ukupno ġest EF-hand domena od kojih ļetiri imaju 

sposobnost vezanja Ca2+ 16. Prvo je otkriven u crijevima ptica. Kod sisavaca je prisutan u veĺini 

tkiva, posebno u bubrezima, mozgu i leĽnoj moģdini. Protutijela na CB generalno oznaļavaju 

stanice s tankim, nemijeliniziranim aksonima koje imaju difuznu projekciju17. Do sada je 

dokazano da CB ima tri funkcije: predstavlja mobilni ili dijelomiļno imobilizirani Ca2+ pufer s 

afinitetnom aktivnoġĺu, puferira difuziju i transport Ca2+, te ostvaruje interakciju s ciljanim 

proteinima koji sudjeluju u procesima modulacije, kao ġto je blokada razliļitih pro-apoptotiļkih 

signalnih putova11.   

 

http://www.uscnk.com/
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Slika 2. Struktura kalbindina. (Slika preuzeta i prilagoĽena sa http://www.uscnk.com/ ) 

 

Kalretinin  

Kalretinin je visoko konzervirani protein koji se joġ naziva i kalbindin-D29k jer je u 58%  

homologan sa kalbindinom-D28k. GraĽen je od ukupno ġest EF-hand domena: pet aktivnih 

kalcij vezujuĺih domena18 i jedne koja je izgubila sposobnost vezanja Ca2+ 19. Osim kalcija, CR 

ima sposobnost vezanja cinka i bakra20. CR je prisutan u udaljenim neuronskim populacijama 

u razliļitim regijama mozga. Najviġe ga se moģe pronaĺi u retini i granularnom sloju malog 

mozga. Biokemijske karakteristike su dobro poznate, dok su funkcije joġ uvijek slabo istraģene. 

Neuroprotektivna uloga CR jako je dobro istraģena21ï23 . Funkcija CR-a ovisi o razliļitim 

parametrima kao ġto su tip neurona i razvojni stadij. Najviġe je istraģena funkcija CR-a u malom 

mozgu, gdje je CR izraģen u granularnom sloju. Nedostatak CR-a uzrokuje poveĺanu 

ekscitaciju24, ġto u konaļnici dovodi do poremeĺaja u motoriļkoj koordinaciji25.    

 

 

 

 

 

 

Slika 3. Struktura kalretinina. (Slika preuzeta i prilagoĽena s http://www.uscnk.com/) 

http://www.uscnk.com/
http://www.uscnk.com/


1. Uvod 

5 
 

1.1.2. Karakteristike interneurona u pojedinim regijama mozga 

1.1.2.1. Interneuroni neokorteksa 

U kori velikog mozga nalazimo dva tipa neurona: ekscitacijske piramidalne stanice (70-80%) i 

inhibicijske interneurone (20-30%)26, koji u veĺini sluļajeva koriste glutamat i GABA-u kao 

neurotransmitere. Interneuroni kore velikog mozga su stanice s kratkim aksonima, odnosno s 

aksonima koji ne izlaze iz neokorteksa3. Tijelo neurona  je smjeġteno u kori velikog mozga, a 

imaju ulogu u kontroli i sinkronizaciji signala koji dolazi od piramidalnih stanica. Smjeġteni su 

u svim slojevima kore velikog mozga, posebno u IV. sloju. Utjecaj GABA-ergiļnih 

interneurona na piramidalne stanice ovisi o podvrsti interneurona i njihovom smjeġtaju unutar 

kore velikog mozga27. Postoje razliļite podjele interneurona, jedna od njih temelji se na 

neuropeptidima koje sintetiziraju uz GABA-u. Na temelju prisutnosti proteina koji veģu kalcij 

dijelimo ih na: parvalbuminske koġaraste i Chandelier stanice koje odaġilju akcijske 

potencijalne velikom uļestaloġĺu i nalaze se u IV. i V. sloju kore, kalbindinske bipolarne i 

multipolarne stanice smjeġtene u I., II i III. sloju i CR-ske bipolarne stanice smjeġtene I-IV sloju 

kore. PV-ski interneuroni sudjeluju u signalizaciji izmeĽu kolumni, dok su CB-ski i CR-ski 

interneuronu ukljuļeni u signalizaciju unutar pojedinaļnih kolumni28. Morfoloġki razliļiti 

tipovi stanice izraģavaju razliļite protein koji veģu kalcij, ali  se i meĽusobno preklapaju29 . 

 

 

  

Slika 4. Shematski prikaz osnovnih tipova interneurona koji sadrģe proteine koji veģu kalcij 

(Slika preuzeta i prilagoĽena od Raghati, 2010).  
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1.1.2.2. Interneuroni malog mozga  

Mali mozak kontrolira motoriļku aktivnost. Ģivļane stanice malog mozga s brzim okidanjem 

imaju visoki priljev Ca2+ iona, te je zbog toga regulacija kalcija esencijalna u izbjegavanju brze 

smrti neurona kao posljedica prevelike ekscitacije30. Veĺina Purkinjeovih stanica u aksonima, 

tijelima stanica, dendritima i sinapsama izraģava PV i CB31, dok koġaraste, zvjezdaste i Golgi 

stanice izraģavaju samo PV. Pojava ovih proteina u neuronima prati sazrijevanje neurona. CB 

se javlja prije poļetka migracije i diferencijacije, dok se PV pojavljuje poveĺanjem neuronske 

aktivnosti30. CR nalazimo u granularnim stanicama malog mozga i njihovim projekcijskim 

aksonima. Ishodiġne stanice GABA-ergiļnih interneurona nisu ograniļene u svom razvojnom 

potencijalu i stavaraju razliļite zrele fenotipove prikladne za dob i poloģaj31. 

   

1.1.2.3. Striatalni interneuroni 

Striatum je glavni dio bazalnog ganglija povezan sa motoriļkim i kognitivnim funkcijama. 

Striatalni projekcijski neuroni ļine gotovo 95% svih neurona u striatumu glodavaca, dok 

kolinergiļni interneuroni ļine samo 0,5% neurona. Ostatak od 3-4% ļine razliļite podporodice 

GABA-ergiļnih interneurona, od ļega PV interneuroni ļine 0,7%, a CR 0,5%32. PV 

interneuroni nisu homogeno rasporeĽeni u striatumu i svi su brzo okidajuĺi.  Interneuroni 

prisutni u striatumu su veĺinom aspinozni, a oni koji imaju aksone ne projiciraju izvan 

striatuma, te ļine 5-10% od ukupnih neurona striatuma. GABA-ergiļni striatalni interneurni 

karakteristiļni su po tome ġto izraģavaju istovremeno PV i CR33. Striatum je glavno ciljno 

mjesto aferentnih neurona kore velikog mozga i talamusa. 90% striatalnih neurona su 

projekcijski od ļega oko 45% projicira u globus pallidus, a ostatak uglavnom u substantiu 

nigru.  

 

1.1.2.4. Hipokampalni interneuroni 

Hipokampus je dio mozga povezan s emocijama i dugoroļnim pamĺenjem. Interneuroni 

hipokampusa djeluju inhibicijski u razvijenom mozgu, kontrolirajuĺi tako aktivnost 

ekscitatornih stanica34. Interneuroni koji eksprimiraju proteine koji veģu kalcij (PV, CB i CR) 

u razvijenom hipokampusu se meĽusobno ne preklapaju. Koġaraste i Chandelier stanice 

izraģavaju PV35, a CB se nalazi u interneuronima koji se spajaju s dendritima piramidalnih 

stanica36. OdreĽeni interneuroni hipokampusa izraģavaju i CR.     
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1.3. Gangliozidi 

1.3.1. Biosinteza gangliozida 

Gangliozidi su glikosfingolipidi graĽeni od glikana (polarne ugljikohidratne jedinice) spojenih 

sa ceramidom koji predstavlja lipidni dio molekule kojim su gangliozidi usidreni u vanjski sloj 

staniļne membrane. Ceramid je izgraĽen od sfingozinske baze, koja na sebi ima vezane razliļite 

dugolanļane masne kiseline (Slika 5).  

 

Slika 5. Strukturna graĽa gangliozida GT1b. (Slika preuzeta i prilagoĽena od Schnaar i sur., 2014). 

 

Na glikan su vezane jedna ili viġe molekula sijalinske kiseline (SA)37 ġto predstavlja osnovnu 

razliku izmeĽu gangliozida i ostalih glikosfingolipida. Karakteristike sfingolipida ovise o 

prirodi njihovih lipidnih domena. Sfingozidni lanac gangliozida u mozgu sisavaca obiļno je 

graĽen od 18-20 ugljikovih atoma. Takva graĽa omoguĺava postojanje relativno ļvrste 

strukture uzduģ vanstaniļnog dijela staniļne membrane i time osigurava meĽusobne lateralne 

interakcije (Slika 6).  

 

Slika 6. Prostorna organizacija sijaliniziranih mikrodomena (Slika preuzeta i prilagoĽena od Schnaar i 

sur., 2014). 
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Domene bogate gangliozidima sadrģe i druge sfingolipide, kolesterol, glikozilfosfatidilinozitol 

vezane membranske proteine i transmembranske protein38. Ta podruļja nazivamo lipidnim 

raftovima, glikolipidima bogate mikrodomene ili membrane otporne na deterdģente39. 

Gangliozidi su prisutni u svim tkivima kraljeģnjaka, ali koliļinom i struktrunom raznolikoġĺu 

dominiraju u mozgu. Gangliozidi imaju dio usidren u staniļnu membranu i glikan koji je 

slobodan u izvanstaniļnom prostoru ġto im osigurava razliļite funkcije.  

Glikolipidi predstavljaju 80% ukupne mase glikana u mozgu od ļega gangliozidi nose 75%  

SA. U mozgu odraslih sisavaca i ptica dominiraju ļetiri osnovna gangliozida: GM1, GD1a, 

GD1b i GT1b, koji zajedno ļine 97% gangliozida mozga40. Navedeni gangliozidi dijele isti 

glikanski neutralni dio (Gal ɓ1ï3 GalNAc ɓ1ï4 Gal ɓ1ï4 Glc ɓ1ï1 Cer), a meĽusobno se 

razlikuju po broju molekula vezane SA i mjestu njihova vezanja ï na unutraġnjoj ili vanjskoj 

galaktozi (slika 7).  Biosinteza gangliozida odvija se u koracima, pomoĺu glikoziltransferaza 

(Slika 8) koje su tipiļne samo za glikolipide ili supstrat dodaju i na glikoproteine. Prvi korak je 

sinteza ceramida (Cer) pomoĺu enzima serin-palmitoil transferaze na membrani 

endoplazmatskog retikuluma41. Pomoĺu enzima glukozilceramid-sintaze nastaje 

glukozilceramid (GlcCer). Daljnjim dodavanjem galaktoze (Gal) pomoĺu enzima 

galaktoziltransferaze nastaje laktozilceramid42 iz kojeg se onda sintetizira veĺina gangliozida 

koje karakterizira prisutnost SA. Razlikujemo nekoliko serija gangliozida ovisno o broju 

molekula SA na unutraġnjoj galaktozi. 0-serija nema vezanu SA na unutraġnjoj galaktozi, a-

serija ima jednu, b-serija dvije, a c-serija ima tri. 

S obzirom na sloģenost gangliozida Lars Svennerholm uveo je jednostavniju nomenklaturu od 

IUPAC imena. Prema tome oznaļavanju slovo ĂGñ oznaļa gangliozid, iza ļega su slova koja 

oznaļavaju broj SA koje gangliozid sadrģi: ĂMñ = jedna; ĂDñ = dvije; ĂTñ = tri; ĂQñ = ļetiri ; 

ĂPñ = pet. Brojevi nakon toga oznaļavaju duljinu ugljikohidratnog lanca koji je vezan za 

ceramid, odnosno kromatografsku pokretljivost pojedinog gangliozida: 1 = Gal-GalNAc-Gal-

Cer; 2 = GalNAc-Gal-Glc-Cer; 3 = Gal-Glc-Cer. Na kraju je malo slovo (a, b ili c) koje 

oznaļava seriju gangliozida.  Za svaki tip koji nastaje izmeĽu supstrata i SA karakteristiļna je 

jedna ili viġe sijalotransferaza.  

 

 

 



1. Uvod 

9 
 

 

Slika 7. Struktura 4 osnovna gangliozida u mozgu sisavaca40.   
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Slika 8. Biosinteza gangliozida mozga.  

U mozgu sisavaca i ptica dominiraju 4 gangliozida (GM1, GD1a, GD1b i GT1b) koji ujedno 

ļine 97% gangliozida u mozgu ļovjeka43. Za gangliozide je karakteristiļna raspodjela ovisna o 

dobi i regiji mozga, te se mogu koristiti kao biljezi razvojnih faza44. Gangliozidi nisu 

ravnomjerno rasporeĽeni u membranama. Veĺinu nalazimo unutar posebnih membranskih 

mikrodomena ï lipidnih splavi. Smjeġtaj gangliozida unutar membrane omoguĺava ġirok 

raspon njihovih funkcija. U literaturi prevladava miġljenje da je biosinteza gangliozida od 

vitalnog znaļenja za normalno funkcioniranje stanica i tkiva45. Specifiļni gangliozidi stupaju u 

interakcije s transmembranskim receptorima i provoditeljima signala koji su kljuļni za staniļnu 

adheziju i signalizaciju sa svrhom reguliranja staniļnog rasta, proliferacije, diferencijacije i 

apoptoze46. TakoĽer su bitni u interakcijama izmeĽu stanica i izvanstaniļnog matriksa, 

meĽustaniļnim interakcijama, te interakcijama izmeĽu stanica i drugih molekula. Primjerice, 

vezanje MAG (engl. myelin associated glycoprotein) i gangliozida osigurava optimalnu 

interakciju izmeĽu aksona i mijelina, pojaļava dugoroļnu stabilnost veze aksona i mijelina i 

inhibira aksonsko izrastanje nakon ozljede47, dok nedostatak odreĽenih gangliozida dovodi do 

neurodegeneracije putem pojaļane aktivacije sustava komplementa i posljediļne upale48. 

Nedostatak veĺine ili svih komplesnih gangliozida u miġeva uzrokuju ozbiljne poremeĺaje i 

razliļita neurodegenerativna stanja.  
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1.3.2. Sijalotransferaze  

Sijalotransferaze predstavljaju vaģnu grupu enzima koja prenosi sijalinsku kiselinu s citidin 

monofosfat ï Neu5-Ac na razliļite supstrate. Miġji i ljudski genom kodira ġest Ŭ2-3 

sijalotransferaza (ST3Gal1 do ST3Gal6)49. Sijaloglikani se sintetiziraju pomoĺu enzima 

sijalotransferaza (ST). One pripadaju skupini glikoziltransferaza koje koriste CMP-Neu5Ac 

(Slika 9) kao aktivirani donor ġeĺera kako bi katalizirali prijenos SA na hidroksilnu skupinu 

terminalnog nereduciranog dijela oliogosaharidnog lanca glikoproteina i glikolipida (Slika 10). 

Reakcija dijelovanja ST moģe se prikazati formulom: 

 

 

 

Slika 9. Strukturna formula CMP-Neu5Ac, Km = 46 ÕM. 

 

Kod sisavaca je do sada otkriveno 20 razliļitih ST koje omoguĺavaju stvaranje razliļitih 

kovalentnih veza (Ŭ2-3, Ŭ2-6 i Ŭ2-8) temeljem ļega ih dijelimo u 4 osnovne skupine: ST3Gal, 

ST6Gal, ST6GalNAc i ST8Gal (Slika 11 i 12a) koje su specifiļne s obzirom na substrat50. 

Godine 1996., Horenstein je postavio teoriju prema kojoj se reakcija dodavanja ST odvija preko 

SN1 mehanizma (Slika 10), prema kojem se CMP grupa, veĺinom, odvaja prije nukleofilnog 

napada.   
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Slika 10. Mehanizam katalitiļke reakcije sijalotransferaza 39  

 

 

 

Slika 11. Prikaz strukturnih razlika izmeĽu 4 osnovne skupine ST na temelju veze koju stvaraju39. 
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Osnovna funkcija ST je prepoznavanje i sinteza razliļitih sijaliziranih oligosaharidnih lanaca, 

dok su njihova struktura i specifiļnost za supstrat joġ uvijek nedovoljno istraģene.    

Pripadaju tipu II transmembranskih glikoproteina koje se prvenstveno nalaze u trans-Golgi  

mreģi51. Sve ST kraljeġnjaka imaju sliļnu graĽu (Slika 12b). GraĽene su od ļetiri iste domene: 

velike, male, jako male i domene 3. Navedene domene ukljuļene su u formiranje osnovnih 

disulfidnih veza, prepoznavanje donorskog i akceptorskog substrata52, te u katalitiļku aktivnost.  

Imaju kratki N-terminalni citoplazmatski dio, jedinstvenu transmembransku domenu, 

varijabilnu osnovu (20 ï 200 aminokiselina) i dugaļku katalitiļku domenu (Slika 12c). Domene 

sluģe za identifikaciju ST kod animalnih modela. Geni ST graĽeni su od razliļitih egzona koji 

su prisutni u humanom53 i miġjem genomu54. ST su klonirane od razliļitih organizama, od 

bakterije do ļovjeka51. Sve ģivotinjske ST pripadaju istoj CAZy obitelji glikoziltransferaza.  

 

   

Slika 12. (a) Dendrogramski prikaz 20 enzima koji pripadaju obitelji sijalotransferaza sisavaca. Produkti 

ļetiri osnovne grupe sijalotransferaza prikazani su u obliku simbola. (b) CPK prikaz graĽe 4 osnovne 

zajedniļke sijalotransferaza:  velika (L, plavo); mala (S, magenta); 3 (3, zeleno) i jako mala (VS, 

crveno). Vezani akceptorski ligand (ģuto) i katalitiļki dio His319 (naranļasto). (c) Lokalizacija domena 

u primarnoj sekvenci pST3Gal1; boje oznaļavaju isto kao na slici b)55. 
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1.3.3. Razgradnja gangliozida 

Lizosomalna razgradnja gangliozida odvija se nakon endocitoze dijelova membrane na povrġini 

luminarnih unutarlizosomalnih vezikula i membrana. Proces zahtjeva interakciju nespecifiļnih 

hidrolaza i proteina koji veģu lipide56. Razgradnja zapoļinje djelovanjem sijalidaza i 

egzoglikohidrolaza koje uklanjaju pojedinaļne SA i monosaharidne jedinice s nereducirajuĺeg 

kraja glikanskog lanca gangliozida formirajuĺi Cer koji se naknadno moģe razdvojiti na dugi 

osnovni lanac i masne kiseline pomoĺu ceramidaza. Navedeni postupak se uzastopno ponavlja, 

ġto objaġnjava razliļite bolesti koje su povezane s poremeĺajem u ovom signalnom putu57. 

Takva razgradnja odvija se preko endocitozno-endosomno-lizosomskog puta te zahtijeva kiseli 

pH unutar organela. Uz sijalidaze i egzoglikohidrolaze razliļite reakcije zahtjevaju i raznovrsne 

efektorne molekule koje nazivamo ñsfingolipidni aktivacijski proteiniò kao ġto su saponini i 

specifiļni GM2 aktivacijski protein58.  

Poznate su 4 sijalidaze kod ļovjeka, kodirane genima NEU1-NEU459. Za razliku od ST, 

sijalidaze nisu toliko specifiļne s obzirom na vezu i smjeġtaj u stanici. NEU1 koja je 

najzastupljenija u sisavaca, nalazi se prvenstveno unutar lizosoma i katalizira reakcije na 

glikolipidima, oligosaharidima, ali ne i gangliozidima.  NEU2 je citoplazmatska, aktivna oko 

nuetralnog pH i uklanja SA s razliļitih glikana. NEU3 je karakteristiļna za gangliozide i nalazi 

se u staniļnoj membrani.   

 

1.4. Genetiļki preinaļeni miġji modeli 

Buduĺi da gangliozidi dominiraju povrġinom ģivļanih stanica i njihova struktura se mijenja 

tijekom razvoja mozga, te se smatra da su regulatori unutarstaniļnih interakcija u mozgu. 

Gangliozidi mogu stupiti u lateralne interakcije, unutar lipidnih splavi (cis interakcije), te u 

interakcije s molekulama na drugim stanicama (trans interakcije)60. Neke od glavnih funkcija 

gangliozida su ostvarivanje interakcije izmeĽu aksona i mijelina, regulacija procese rasta i 

staniļne diferencijacije61,62, sudjelovanje u dugoroļnoj potencijaciji (engl. long-term-

potentiation, LTP)63, poticanje ili suzbijanje migracije stanica64 i vezanje patogena65. 

Gangliozidi GD1a i GT1b su funkcionalni ligandi za mijelinu pridruģeni glikoprotein MAG 

(eng. myelin-associated glycoprotein)66. Kako bi se istraģile funkcionalne uloge gangliozida 

razvijeni su genetiļki preinaļeni miġji modeli sa deficijentnom sintezom gangliozida67.  Postoji 

nekoliko razliļitih miġjih modela s utiġanim genima za sintezu gangliozida. Postoje mutacije 

koje dovode do blokade u sintezi svih gangliozida (Ugcg-null, B4galnt1/St3gal5-double null), 

te one koje blokiraju sintezu samo odreĽenih gangliozida (St3gal5, St8sia1, B4galnt1, St3gal2, 
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St3gal3). Kod djelomiļne blokade u sintezi gangliozida ukupna koliļina gangliozida se ne 

mijenja39. Kod divljeg tipa miġa (WT, eng. wild tipe) eksprimiraju se sva ļetiri osnovna 

gangliozida (GM1, GD1a, GD1b i GT1b).  

U ovom istraģivanju koriġteni su genetski modificirani miġevi koji imaju utiġane gene za 

pojedine sijalotransferaze, te iz tog razloga ne sintetiziraju specifiļne gangliozide. Genetske 

preinake odnosi se na iskljuļivanje pojedinih gena odgovornih za sintezu enzima Ŭ2-3 

sijalotransferaze. Geni St3Gal1 do St3Gal4 odgovorni su za sintezu enzima koji sudjeluju u 

sintezi GD1a i GT1b iz GM1 i GD1b39. Kada je ekspresija gangliozida analizirana u odraslih 

miġeva sa iskljuļenim genima St3Gal1 do St3Gal4 primjeĺeno je da se samo oni s iskljuļenim 

genom St3Gal2 bitno razlikuju od WT-a, eksprimirajuĺi samo pola od ukupnog broja GD1a i 

GT1b39. Istovremeno kod njih se javlja poveĺana ekspresija GM1 i GD1b. St3Gal2 miġevi 

nemaju vidljivih neuroloġkih deficita.  St3Gal3 miġevi se po sastavu gangliozida ne razlikuju 

od WT miġeva, ali kod njih dolazi do nesindromskih intelektualnih smetnji68 i razvoja West 

sindroma69. Miġevi sa iskljuļena oba gena St3Gal2 i St3Gal3 imaju 97% smanjenu ekspresiju 

gangliozida sa sialinskom kiselinom na terminalnoj galaktozi70. Kod njih se javlja potpuni 

nedostatak GT1b i GQ1b, smanjena ekspresija GD1a, te izrazito poveĺana ekspresija GM1 i 

GD1b. Temeljem toga, jasno je da enzim ST3Gal-III  sudjeluje u biosintezi  in vivo, te  da je 

prvenstveno odgovoran za terminalnu Ŭ 2-3 sijalizaciju gangliozida u nedostatku enzima 

ST3Gal-II. Ukupna ekspresija gangliozida u miġeva s iskljuļenim oba gena St3Gal2/3 je bila 

jednaka kao u WT miġeva, ali je sijalizacija bila smanjena za pola70. Zakljuļak svega je da su 

produkti  gena St3Gal2 i St3Gal3 uvelike odgovorni za terminalnu alfa2-3 sijalizaciju, 

sintetizirajuĺi glavne gangliozide u mozgu, GD1a i GT1b70. Otprilike polovina ukupne koliļine 

sijalinske kiseline u mozgu vezana je za gangliozide GD1a i GT1b. Miġje mutacije koje 

rezultiraju nedostatkom odreĽenih gangliozida variraju od blagog do letalnog fenotipa71. 

Fenotipski St3Gal2 miġevi su robusni, sliļni divljem tipu, dok su St3Gal3 miġevi slabiji od njih, 

manji kod dojenja i loġi roditelji. U usporedbi sa St3Gal3 miġevima, St3Gal2/3 miġevi su joġ 

manji, slabiji, rijetki preģivljavaju viġe od 8 tjedana te se jako teġko razmnoģavaju ukoliko i 

doĽu u reprodukcijsku dob70. Gledajuĺi i usporeĽujuĺi reflekse straģnjih nogu, u onih s 

iskljuļenim St3Gal2 genom su normalni u usporedbi s WT miġevima. U onih s iskljuļenim 

St3Gal3 genom su bili djelomiļno umanjeni, dok su kod miġeva s iskljuļena oba gena, St3Gal2 

i St3Gal3, refleksi straģnjih nogu su jako umanjeni, gotovo ih nema. Pretpostavlja se da neke 

od stanica koje tangencijalno migriraju koriste dolazna kortikofugalna vlakna kao vodiļe.  
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U mozgu WT miġeva O-acetilirane forme GD1b su jako slabo zastupljene, dok O-acetiliranih 

formi GT1b i GQ1b ima viġe. Kod St3Gal2/3 miġeva znaļajno se poveĺava O-acetilacija 

GD1b70. Do sada je u nekoliko studija dokazano da je distribucija gangliozida 9-O-acetyl GD3 

vremenski i prostorno u korelaciji sa migracijom i rastom neurona centralnog i perifernog 

ģivļanog sustava te je na temelju toga postavljena hipoteza kako gangliozidi imaju vaģnu ulogu 

u kritiļnim koracima u procesu migracije neurona2. TakoĽer, dokazano je da je gangliozid 9-

O-acetyl GD3 visoko izraģen u lateralnom ventrikulu subventrikularne zone i kroz cijeli put 

tangencijalne migracije u olfaktorni bulbus tijekom razvoja. Druga moguĺnost je da je ovih 

genetiļkih mutacija deficitarno tangencijalno navoĽenje posredovano c-serijom 

polisijalogangliozida. Ova serija polisijalogangliozida dobiva se u nastavku 'b' i 'c' sintetskih 

putova, a ima ulogu u navoĽenju stanica koje puģu duģ 'sub-plate' neurona.    

1.5. Neuroloġki poremeĺaji kao posljedica promjene u sastavu interneurona 

Poremeĺaji u funkciji interneurona povezani su sa razliļitim neuroloġkim i psihijatrijskim 

poremeĺajima kao ġto su epilepsija, shizofrenija i autizam72. Gangliozidi su ukljuļeni u 

patologiju mnogih bolesti, kao ġto su Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest, Tay-Sach-ove 

bolesti, epilepsija58. Studije na glodavcima, modelima epilepsije, predlaģu da progenitorni 

graftovi GABA-ergiļnih interneurona imaju sposobnost redukcije hiperekscitabilnosti i napada 

kod epilepsije temporalnog reģnja73. Transplantacija inhibitornih neurona u hipokampus 

odraslog miġa koji boluje od epilepsije u vrijeme graftinga znaļajno smanjuje napade i obnavlja 

bihevioralne deficite vezane za prostorno snalaģenje, hiperaktivnost i agresiju74. GABA-ergiļni 

neuroni imaju bitnu ulogu u pravilnom sazrijevanju neuronskih krugova tijekom postnatalnog 

razvoja. OdreĽena istraģivanja ukazuju na to da su neuroni bogati proteinima koji veģu kalcij 

relativno otporni na degeneraciju kod razliļitih akutnih i kroniļnih poremeĺaja, dok druga 

istraģivanja podupiru tezu da nedostatak proteina koji veģu kalcij takoĽer moģe imati 

neuroprotektivnu ulogu75. 

Epilepsija 

Razvoj epilepsije je moģda jedna od najvaģnijih intuitivnih posljedica disfunkcije interneurona. 

Kod pacijenata sa kroniļnom epilepsijom javlja se gubitak hipokampalnih PV interneurona76 te 

dolazi do promjena aksonalnih projekcija PV pozitivnih Chandelier stanica77.  Joġ uvijek nije 

toļno utvrĽeno jesu li ove promjene uzrok ili posljedica uļestalih epileptiļkih napada.   
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Shizofrenia 

Shizofrenija je kompleksni psihijatrijski poremeĺaj koji se javlja kod 1% svijetske populacije78. 

Buduĺi da joġ uvijek nije otkriven gen odgovoran za shizofreniju, smatra se da je bolest 

posljedica interakcije genetiļkih, razvojnih i okoliġnih ļimbenika2. Moguĺnost da poremeĺaj u 

GABA-ergiļnom prijenosu signala utjeļe na pojavu shizofrenije temelji se na istraģivanjim 

koja su pokazala da su kod oboljelih u kori velikog mozga smanjene  koncentracija GABAe79  

i GADa80. Smanjenje GABAe ne utjeļe jednako na ekspresiju svih tipova interneurona81. 

Inhibicija projekcija od koġarastih interneurona koji eksprimiraju PV prema perisomatskim 

regijama ekscitacijskih neurona kljuļna je za sinkronizaciju neuronske aktivnosti82. Kod 

shizofrenije dolazi do smanjenja broja interneurona koji eksprimiraju PV2.   

Autizam 

Autizam je razvojni poremeĺaj mozga koji pripada grupi poremeĺaja iz autistiļnog spektra, 

koje karakteriziraju abnormalnosti u socijalnoj interakciji i komunikaciji, ograniļen interesi i 

ponavljajuĺi postupci83.  Uloga interneurona u autizmu prvi put je spomenuta 2003.g. 

uoļavanjem poremeĺaja u ravnoteģi izmeĽu ekscitacije i inhibicije84. Postmortalne analize 

oboljelih od autizma dokazale su poveĺanu koliļinu PV interenurona i smanjenu koliļinu i 

promjenu u distribuciji GABA-ergiļnih receptora  u hipokampusu85.  Osim u hipokampusu 

abnormalnosti u distribuciji GABA-ergiļnih neurona uoļene su i u Purkinjeovim stanicama u 

malom mozgu86. Takve abnormalnosti potvrĽuju i genetiļka istraģivanja koja su pokazala da 

oboljeli od autizma imaju promjene na kromosomu 15, na kojem se nalaze regije koje kodiraju 

GABA-ergiļne receptore87. Osobe oboljele od autizma imaju poveĺani broj CB pozitivnih 

interneurona u girus dentatusu hipokampusa, dok se poveĺanje CR pozitivnih interenurona vidi 

u CA1 regiji hipokampusa. 
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Cilj  ovog istraģivanja je odrediti potencijalni utjecaj nedostatka pojedinaļnog gena St3Gal2 i 

St3Gal3, odnosno dvostrukog nedostatka St3Gal2/St3Gal3 na diferencijaciju i distribuciju 

interneurona (parvalbuminskih, kalbindinskih i kalretininskih) u slojevima motoriļke, osjetne, 

sluġne i vidne kore te u malom mozgu, striatumu i hipokampusu. 

Specifiļni ciljevi ovog rada su:  

ü Odrediti distribuciju osnovnih gangliozida u mozgu miġeva (GM1, GD1a, GD1b, 

GT1b) u 4 primarne regije korteksa (M1, S1, V1 i Au1), malom mozgu, striatumu i 

hipokampusu. 

ü Odrediti distribuciju svih neurona (NeuN) i interneurona (GABA) koji veģu kalcij 

koriġtenjem protutijela PV, CB i CR u 4 primarne regije korteksa (M1, S1, V1 i Au1), 

malom mozgu, striatumu i hipokampusu. 

ü Odrediti postoji li razlika izmeĽu distribucije i broja interneurona kod  tri genetski 

preinaļena miġja modela s iskljuļenim genima (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/St3Gal3) 

ü Odrediti postoji li povezanost u distribuciji interneurona i bihevioristiļkih karakteristika 

kod  tri genetski preinaļena miġja modela s iskljuļenim genima (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/St3Gal3) 

ü Odrediti potencijalni utjecaj gena St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/St3Gal3 na razvoji 

distribuciju interneurona, te njihov utjecaj na pojavu odreĽenih bihevioristiļkih 

promjena 

 

Postavljena hipoteza je da sposobnost biosinteze gangliozida u razvojno specifiļnim odnosima 

sudjeluje u usmjeravanju diferencijacije neurona prema tipiļnom anatomskom i kemijskom 

fenotipu, te da ĺe se posljedice nedostatka sinteze vidjeti kao promjene u broju zrelih tipova 

interneurona. 
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3.1. Materijal 

3.1.1. Pokusne ģivotinje 

U istraģivanju su koriġteni uzorci moģdanog tkiva tri genetski preinaļena miġja modela s 

nedostatnom sintezom gangliozida88ï90. Genotipovi su odreĽeni PCR metodom koriġtenjem 

oligonukleotidnih poļetnica   5ô-CTTTGCGACAGGGTTTCATT i 5ô- 

CAGGGTTGCTCAACAAGTG za St3Gal2 te 5ô-GGGGATCTGAGGTCCTCTTCTGGAC i 

5ô- TAACCCCGAGGACTATGCTGGCTTG za St3Gal3 miġeve. 

Osim navedenih miġeva istraģivanje je provedeno i na kontrolnom miġu (engl. wild type, WT) 

koji nema nikakve genetske preinake.   

Svi miġevi koriġteni u istraģivanju kao i uzorci moģdanog tkiva dobiveni su ljubaznoġĺu 

prof.dr.sc. Ronalda L. Schnaara, School of Medicine, Johns Hopkins University, Baltimore, 

MD, SAD.   

Prilikom rada s uzorcima pokusnih ģivotinja slijedile su se upute Zakona o zaġtiti ģivotinja 

Republike Hrvatske, te upute o njezi i uporabi laboratorijskih ģivotinja Nacionalnog instituta 

za zdravlje Sjedinjenih Ameriļkih Drģava, Bethesda, MD. Za istraģivanje je dobiveno 

odobrenje etiļkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveuļiliġta J.J.Strossmayera u Osijeku 

u sklopu projekta  " Uloga lipidnih splavi i glikokonjugata u razvoju i regeneraciji ģivļanog 

sustavañ (219-0061194-2158) voditeljice prof.dr.sc. Marije Heffer. 
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3.2. Metode 

3.2.1. Izolacija i analiza gangliozida 

Gangliozidi su izolirani i analizirani iz moģdanog tkiva ukupno 12 ģivotinja (6-12 tjedana 

starosti). Svaki od genetiļki modificiranih miġeva (ST3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) kao i WT 

analizirani su u triplikatima. Ģivotinje su ģrtvovane dekapitacijom, nakon ļega je uslijedila brza 

disekcija i zamrzavanje tkiva u tekuĺem duġiku. Uzorci su ļuvani na -80 ↔ C do analize.  

 

3.2.1.1. Izolacija gangliozida  

 

Izolacija gangliozida napravljena je iz svijeģe zamrznutih uzoraka, prema modificiranom 

protokolu kojeg je opisao Schnaar91. Metoda se sastoji od nekoliko koraka tijekom kojih se 

pomoĺu organskih otapala ekstrahiraju gangliozidi iz moģdanog tkiva.  

Postupak izolacije gangliozida: 

ü Izvaganim uzorcima dodala se hladna destilirana voda, kako bi se dobio 10% vodeni 

homogenat. Uzorak je ruļno homogeniziran u Potter-Elvehjem staklenom 

homogenizatoru s teflonskim tuļkom.  Cijeli postupak raĽen je u hladnoj sobi na +4 ↔ C.  

ü Vodenom homogenatu dodan je redestilirani metanol (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, 

USA) u omjeru metanol-voda 8:3. Ostatak ekstrakcije proveden je na sobnoj 

temperaturi. 

ü Dodan je redestilirani kloroform (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) kako bi se dobio 

omjer kloroform-metanol-voda 4:8:3. Redoslijed dodavanja otapala je bitan kako bi se 

osigurala maksimalna precipitacija hidrofobnih proteina.   

ü Netopljivi dio smjese odvojen je 15 minutnim centrifugiranjem na 2500 g (Centrifuge 

5804R, Eppendorf, Hamburg, Germany) 

ü Supernatant je odvojen i napravljena je reekstrakcija taloga u dvostruko manjem 

volumenu otapala koriġtenog za ekstrakciju. Supernatan ļini oko 80% otopine.   

ü Izmjeren je volumen ukupno dobivenog supernatanta (ekstrakcija + reekstrakcija) u koji 

je dodan 0,173 volumen vode, ġto je rezultiralo dobivanjem dvofazne otopine. Faze su 

razdvojene centrifugiranjem (15 min, 2500 g). Gornja (polarna) faza u kojoj su 

gangliozidi odvojena je i koriġtena za daljnju ekstrakciju. Faznom particijom 

gangliozidi su odvojeni od ostatka lipida.  

 

ü Polarna faza je uparena u struji tekuĺeg duġika u koncentratoru uzoraka (Sample 
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Concentrator, Techne, Staffordshire, UK)  na 45 ↔ C. Dobiveni talog je otopljen u 

najmanjem volumen vode potrebnom za potpuno otapanje. Dobivena otopina je 

dijalizirana preko noĺi u vodi koriġtenjem membrane za dijalizu (Spectra/Por Dialysis 

Membrane Tubing 2, Spectrum Laboratories, CA, USA).  

ü Nakon dijalize, uzorak se ponovno upario i otopio u odreĽenom volumenu kloroform-

metanol-voda (4:8:3) kako bi se dobila koncentracija 0.5mg/Õl tkiva. Za duģe ļuvanje, 

uzorci se otapaju neposredno prije koriġtenja zbog oļuvanja koncentracije.   

 

3.2.1.2. Kvalitativna analiza gangliozida 

 

Kvalitativna analiza gangliozida provedena je modificiranom metodom tankoslojne 

kromatografije (eng. Thin-Layer Chromatography, TLC) prema Schnaar-u and Needham-u92 

na silica-gel ploļicama visoke sposobnosti razluļivanja (engl. High Performance Thin-Layer 

Chromatography, HPTLC).  Kao standard koriġtena je sijalinska kiselina koncentracije 0.1 

mg/ml. 

 

Postupak izvoĽenja TLC: 

ü Aktivacija HPTLC ploļica (Aldrich, Milwaukee, WI, USA) napravljena je 

zagrijavanjem ploļica (15 min, 110 ↔ C) i hlaĽenjem u eksikatoru. 

ü Uzorci moģdanog tkiva (0.5mg/ul) naneġeni su na kromatografsku ploļicu u volumenu 

koji sadrģi 0.5 mg svjeģeg tkiva. Uz uzorke na ploļicu je naneġen i standard. 

ü Uzorci su naneġeni na ploļicu kao mikrokapljice pomoĺu Hamilton igle. Nanoġenje se 

odvija postepeno, kako bi ploļica prije razvijanja bila potpuno suha.  

ü Ploļica je razvijena u sustavu otapala kloroform-metanol-0,2% CaCl2 u omjeru 60:35:8 

ü Nakon razvijanja ploļica je dobro osuġena u uspravnom poloģaju.  

ü Razvijene ploļice poprskane su Svennerholm reagensom, pokrivene vruĺom staklenom 

ploļicom jednakih dimenzija i zagrijana u suġioniku (110 ↔ C, 15 min). Gangliozidi, 

odnosno sijalinska kiselina, nakon reakcije poprimaju intenzivno ljubiļastu boju. 

ü Ploļice su skenirane, a intenzitet obojenja analiziran je koriġtenjem besplatnog Image J 

programu (NIH, Bethesda, MD, USA).  
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Osim TLC metode, gangliozidi su analizirani i metodom dvodimenzionalne tankoslojne 

kromatografije (2D-TLC) prema Sonnino i sur.83, kako bi se utvrdilo postojanje O-acetiliranih 

formi gangliozida. Gangliozidi ļija je sijalinska kiselina O-acetilirana, putuju brģe od 

neacetiliranih oblika, ġto se ne moģe uoļiti kod jednodimenzionalne TLC metode. 

Karakteristika 2D-TLC metode je i to da se moģe analizirati samo jedan uzorak po ploļici.  

Postupak izvoĽenja 2D-TLC: 

ü 2D-TLC analiza raĽena je na HPTLC ploļicama (Aldrich, Milwaukee, WI, USA) 10x10 

cm.  

ü Prvi dio analize, tj. razvijanje u prvoj dimenziji u potpunosti odgovara prethodno 

opisanom TLC postupku osim ġto se u jednom kutu ploļice nanosi samo jedan uzorak. 

ü Nakon razvijanja i suġenja, ploļica se izlaģe parama amonijaka u zatvorenoj staklenoj 

komori.  Postupak se odvija preko noĺi i njime se hidroliziraju nestabilne alkalne grupe. 

ü Nakon tretmana amonijakom, ploļice se suġe u suġaļu gelova (GelAir Drying System, 

BIO-RAD Laboratories, CA, USA) kako bi amonijak u potpunosti ispario.  

ü Nakon toga ploļica se razvija u istom otapalu u drugoj dimenziji prilikom ļega se 

razdvajaju O-acetilirani gangliozidi. 

ü Nakon suġenja ploļice gangliozidi su vizualizirani Svennerholm reagensom. 

 

3.2.2. Imunohistokemijska analiza 

Imunohistokemijska analiza provedena je na uzorcima moģdanog tkiva ukupno 12 ģivotinja (6-

12 tjedana starosti). Svaki od genetiļki modificiranih miġeva (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) 

kao i WT miġevi, analizirani su u triplikatima (po 3 reza od svakog mozga). Na Slici 13 prikazan 

je poloģaj analiziranih regija u mozgu: 4 primarne regije korteksa (M1, S1, V1 i Au1), malom 

mozgu, striatumu i hipokampusu. Regije su odreĽene prema Bergmann-u.  
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Slika 13. Shematski prikaz lokalizacije imunohistokemijski analiziranih regija u koronarnom 

presjeku mozga miġa odreĽena prema Bergmann-u. (Au1 = primarna sluġna regija, S1 = 

primarna osjetna regija, M1 = primarna motoriļka regija, V1 = primarna vidna regija). 

 

3.2.2.1. Prikupljanje uzoraka, disekcija i krioprotekcija mozga  

Ģivotinje su anestezirane izofluranom (Forane, Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL, 

SAD) nakon ļega je napravljena transkardijalna perfuzija. 

Postupak perfuzije: 

ü U trenutku duboke anestezije ģivotinje (disanje plitko i sporo) uvela se igla za perfuziju 

u lijevu klijetku srca. 

ü Ġkarama se napravio rez na desnoj predklijetki i lagano se kroz iglu za perfuziju 

ubrizgalo 50 ml 1ĬPBS-a. Postupak treba raditi dok 1ĬPBS u potpunosti ne zamjeni krv 

(koģa, sluznica i jetra problijede). 

ü Nakon potpunog ispiranja krvi, kroz istu iglu ubrizgava se 50 ml 4%-tnog 

paraformaldehida (PFA), pH=7.4. Indikator uspjeġno napravljene perfuzije je potpuna 

ukoļenost tijela miġa.  

Nakon perfuzije napravljena je disekcija cijelog mozga, koji je pohranjen u 4%-tni PFA 

slijedeĺa 24h. Nakon zavrġene fiksacije, mozak je prebaļen u 30%-tnu otopinu saharoze na 24h. 

Krioprotektirani mozak brzo je smrznut u izopentanu i pohranjen na -80 ↔ C do analize. 
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3.2.2.2. Priprema rezova mozga za analizu   

Rezanje mozgova izvrġeno je u koronarnom i sagitalnom smjeru, debljine 35 Õm na kriostatu 

(Leica, CM3050S, Germany) pri -18 ↔ C. Prije rezanja rezovi su uklopljeni u medij za kriostatsko 

rezanje (Tissue-Tek OCT Compound, Sakura Finetek, Tokyo, Japan). Buduĺi da je 

imunohistokemija napravljena na plutajuĺim rezovima (free-floating), rezovi su prikupljani u 

otopinu 1xPBS-a u polistirenskim ploļicama sa 24 jaģice (Costar 24-well Plates, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Tako prikupljeni rezovi ļuvani su na +4 ↔ C nekoliko dana. 

Rezovi koji su ļuvani duģi period prebaļeni su u DeOlmos otopinu i pohranjeni na -20 ↔ C. 

Navedena otopina onemoguĺava HRP aktivnost na rezovima i smrzavanje istih.  

 

3.2.2.3. Imunohistokemija   

Imunohistokemijska analiza  napravljena je koriġtenjem slobodno plutajuĺih rezova, free-

floating metodom na +4 ↔ C93. Kod analize koriġtena su visokospecifiļna primarna monoklonska 

protutijela IgG klase u svrhu detekcije gangliozida svih neurona i interneurona. Popis i 

karakteristike svih primarnih protutijela prikazani su u Tablici 1.  

Tablica 1. Popis svih primarnih protutijela koriġtenih za imunohistokemijsku analizu 

 

Naziv protutijela  Organizam u kojem 

je napravljeno 

protutijelo  

Klasa  

protutijela  

ProizvoĽaļ 

Anti-GM1-1 miġ IgG Department of 

Pharmacology, 

The Johns Hopkins School 

of Medicine 94 

Anti- GD1a-1 miġ IgG 

Anti-GD1b-1 miġ IgG 

Anti- GT1b-1 miġ IgG 

Anti-NeuN miġ IgG Abcam 

Anti-GABA zec IgG Abcam 

Anti-Parvalbumin miġ IgG Abcam 

Anti-Calbindin miġ IgG Abcam 

Anti-Calretinin miġ IgG Abcam 
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Postupak imunohistkemijske vizualizacije trajao je dva dana i odvijao se u viġe koraka: 

ü Predtretman rezova napravljen je u 0.2% otopini H2O2 u 1xPBS-u 30 min. Time su 

blokirane aktivnosti endogenih peroksidaza u tkivu mozga. 

ü Inkubacija rezova u otopini za blokiranje (1% BSA, 5% kozji serum u 1ĬPBS-u) ļime 

su se blokirala nespecifiļna vezna mjesta za protein. Inkubacija je trajala 2h na +4 ↔ C 

uz mijeġanje.  

ü Nakon blokiranja uslijedila je inkubacija rezova u visokospecifiļnim primarnim 

monoklonskim protutijelima IgG klase preko noĺi na +4 ↔ C uz stalno mijeġanje. 

Protutijela su pripremljena u otopini za blokiranje u razliļitim razrijeĽenjima koja su 

prethodno odreĽena. Anti-GM1 (1:1000); anti-GD1a (1:2000); anti-GD1b (1:2000); 

anti-GT1b (1:10000), anti-Neu (1:2000); anti-GABA (1:1000); anti-PV (1:500); anti-

CB (1:200) i anti-CR (1:50).   

ü Iduĺi dan rezovi su isprani 3 Ĭ 10 min u 1Ĭ PBS-u. 

ü Nakon ispiranje uslijedila je inkubacija rezova u sekundarnom protutijelu, 2h na +4 ↔ C 

uz stalno mijeġanje. Kao sekundarno protutijelo koriġten je biotinilirani kozji anti-miġji 

IgG (Jackson Immunoresearch lab., West Grove, PA, USA), pripremljen u otopini za 

blokiranje u omjeru 1:500.   

ü Rezovi su isprani 3 Ĭ 10 min u 1Ĭ PBS-u- 

ü Nakon ispiranja rezovi su inkubirani 2h na +4 ↔ C uz stalno mjeġanje u ñABCò reagensu 

iz seta kemikalija ñVectastain ABC Kit Eliteò (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA). Navedeni tercijarni kompleks sastoji se od avidina i biotiniliranog HRP-a, te ga 

je potrebno pripremiti 30 min prije koriġtenja kako bi se meĽusobno povezali. Avidin 

se tijekom inkubacije veģe na biotinilirano sekundarno protutijelo. 

ü Nakon inkubacije uslijedilo je ispiranje, 3 Ĭ 10 min u 1Ĭ PBS-u. 

ü Vizualizacija reaktivnih protutijela postinuta je inkubacijom rezova u setu kemikalija 

(Peroxidase Substrate System, Vector Lab, Burlingame, CA, USA) koji sadrģi 

diaminobenzidin (DAB), substrat za peroksidazu. Peroksidaza stvara netopljivi sivo 

obojeni produkt, koji ukazuje na pozitivnu reakciju. Inkubacija traje 5 min.   

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

ü Nakon ispiranja rezovi su navuļeni na prethodno sijalizirana predmetna stakalca i 

osuġeni nakon ļega su skenirani u Super Coolscan 9000 skeneru (Nikon, Tokyo, Japan). 

ü Nakon skeniranja stakalca su pokrivena s Vectamount pokrivalom (Vector Lab, 

Burlingame, CA, USA) i analizirana na mikroskopu (Carl Zeiss, Axioskop 2 MOT, 
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Jena, Germany) koji je spojen sa aparatom za fotografiranje (Olympus DP70, Optical 

Olympus, Japan). 

ü Slike su analizirane i sloģene koriġtenjem programa Image J, Photoshop CS5 i 

CorelDraw X3. 

 

3.2.3. Western blot analiza  

Nakon imunohistokemijske analize prisutnost proteina koji veģu kalcij potvrĽena je i Western 

blot metodom. Za analizu su koriġtena ista protutijela kao i kod imunohistokemije. 

Mozgovi su homogenizirani u otopini za ekstrakciju proteina CellLytic MT (Sigma Aldrich) u 

koncentraciji 50 mg/ml otopine. Homogenat je centrifugiran 10 min na 38500 g. Supernatant u 

kojem su proteini odvojen je i pohranjen na -80 ↔ C do analize.  

3.2.3.1. Denaturirajuĺa poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)  

Na poļetku analize izolat proteina prvo je razdvojen denaturirajuĺom poliakrilamidnom gel 

elektroforezom.  

Postupak SDS-PAGE: 

ü Uzorak za nanoġenje na gel pripremljen je mijeġanjem 10 Õl izolata proteina (18 Õg 

svijeģeg tkiva), 2.5 Õl NuPAGE LDS Sample Buffer-a (4x) (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

SAD), 1Õl NuPAGE LDS Red. Ag. (10Ĭ) (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) i 1.5 Õl 

dH2O.  

ü Uzorak je zagrijan na 70 ↔ C 10 min. neposredno prije koriġtenja. 

ü Uzorci su naneġeni u volumenu od 10 Õl po jaģici na komercijalnim gradijent gelovima, 

koncentracije 4-12%, Bis-Tris NuPAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA; SAD). Razdvajanje 

proteina odvijalo se u komercijalnom puferu za razdvajanje 20X BoltÈ MOPS SDS 

Running Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) u trajanju od 1h na 150 V. 
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3.2.3.2. Prijenos proteina na membranu 

Po zavrġetku elektroforeze uslijedilo je prenoġenje proteina s gela na membranu. Prijenos je 

napravljen koristeĺi Mini Trans-Blot sustav (Bio-Rad) za mokri prijenos proteina.  

ü Prije poļetka prijenosa PVDF membrana uronjena je 2 min u metanol radi aktivacije, 

nakon ļega je ispirana u dH2O. 

ü Prijenos proteina na membranu odvijao se u NuPAGEÈ Transfer Buffer (20Ĭ) 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) 1h na 50V. 

ü Nakon prijenosa membrana je prebaļena u otopinu za blokiranje, 1h na sobnoj 

temperature uz stalno mijeġanje kako bi se blokirala nespecifiļna vezna mjesta za 

proteine.  

 

3.2.3.3. Imunodetekcija proteina i vizializacija membrane 

ü Nakon blokiranja membrana je isprana 2 puta u 1Ĭ PBST puferu.   

ü Inkubacija u visokospecifiļnim monoklonskim primarnim protutijelima trajala je preko 

noĺi na +4 ↔ C uz stalno mijeġanje. Protutijela su u razliļitim razrijeĽenjima; Neu 

(1:2000); anti-PV (1:500); anti-CB (1:200) i anti-CR (1:50) pripremljena u otopinu za 

blokiranje koja je prethodno opisana.  

ü Nakon inkubacije u primarnim protutijelima membrane je isprana 3 Ĭ 5 min u 1ĬPBST 

puferu. 

ü Uslijedila je inkubcija membrane u sekundarnom protutijelu. Za reakciju je koriġteno 

IgG anti- miġje sekundarno protutijelo dobiveno iz koze obiljeģeno peroksidazom iz 

hrena (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) 

pripremljeno u otopini za blokiranje 1:500. Inkubacija je trajala 1h na sobnoj 

temperature uz mijeġanje.  

ü Nakon inkubacije membrane je isprana 5 Ĭ 5 min u 1ĬPBST pufru i 1 x u dH2O. 

ü Postupak vizualizacije signala napravljen je koriġenjem seta kemikalija (Peroxidase 

Substrate System, Vector Lab, Burlingame, CA, USA) koji sadrģi diaminobenzidin 

(DAB), substrat za peroksidazu. Peroksidaza stvara netopljivi sivo obojeni produkt, koji 

ukazuje na pozitivnu reakciju. Inkubacija traje 15 min.  

ü Membrana je nakon vizualizacije osuġena, skenirana i anlizirana koriġtenjem besplatnog 

Image J programa (NIH, Bethesda, MD, USA) i CorelDraw X3.      

  



3.Materijal i metode 

30 
 

3.2.4. Statistiļka analiza podataka 

Statistiļka analizu dobivenih podataka napravljena je jednosmjerna analiza varijance 

(ANOVA) za normalnu distribuciju podataka i Kruskal-Wallis test za nepravinu distribuciju. 

Razina znaļajnosti je 0.05. Analiza je napravljena u programu IBM SPSS Statistika 2015. 
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4.1. Analiza gangliozida u mozgu genetski preinaļenih miġjih modela St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3 

4.1.1. Imunohistokemijska distribucija gangliozida  

Imunohistokemijska analiza pokazala je razliļitu ekspresiju kompleksnih gangliozida u mozgu 

genetski preinaļenih miġjih modela St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 u usporedbi sa kontrolnim 

miġevima (WT).  Na slici 14 prikazana je ekspresija GM1 gangliozida u sagitalnom i 

koronarnom prerezu mozga miġeva. Kod WT miġeva GM1 je prisutan u mijeliniziranim 

vlaknima niģih slojeva kore velikog mozga, jezgrama talamusa i bijeloj tvari malog mozga. 

GM1 prisutan je u mozgu svih analiziranih genetiļki preinaļenih miġjih modela, ali je vidljiva 

razliļita distribucija u pojedinim regijama mozga. St3Gal3 miġ pokazuje najmanju razliku u 

ekspresiji u usporedbi s WT, dok je kod St3Gal2 i St3Gal2/3 miġeva vidljiva pojaļana 

ekspresija GM1. Kod St3Gal2 i St3Gal2/3 miġeva GM1 je prisutan u svim slojevima 

neokorteksa, te u CA1 i CA3 regijama hipokampusa.  Za razliku od njih kod WT i St3Gal3 

miġeva u neokorteksu i hipokampusu nije zabiljeģena pozitivna reakcija na GM1. St3Gal2/3 

miġevi imaju znaļajno poveĺanu ekspresiju GM1 u svim regijama u usporedbi s WT.  

Najintenzivnija ekspresija GM1 kod svih miġeva prisutna je u corpus callosum-u.      

 

Slika 14. Distribucija gangliozida GM1 prikazana na sagitalnim i koronarnim rezovima 

genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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Slika 15 prikazuje distribuciju GD1a gangliozida u mozgu genetski preinaļenih miġjih modela 

St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 u usporedbi sa WT miġevima. Kod WT miġeva GD1a opĺenito 

je prisutan u sivoj tvari mozga, te u odreĽenim putevima u bijeloj tvari mozga. Svi slojevi 

neokorteksa, striatum, globus pallidus, amigdala, svi slojevi hipokampusa i dentate gyrus, 

jezgre talamusa i hipotalamusa, kao i molekularni, granularni i sloj Purkinjeovih stanica malog 

mozga pozitivni su na GD1a. Kod St3Gal2 miġeva vidljivo je smanjenje u ekspresiji GD1a, dok 

je kod St3Gal2/3 vidljiv gotovo potpuni nedostatak GD1a. Pozitivna reakcija na GD1a kod 

St3Gal2/3 miġeva vidljiva u neokrteksu (IV. sloj) na sagitalnim rezovima zapravo predstavlja 

acetilirani oblik GD1b gangliozida, ġto je dokazano 2D-TLC metodom. Na koronarnom 

presjeku pozitivna reakcija nije vidljiva jer je prikazan prekaudalni rez. Moģemo reĺi da je 

najzastupljeniji u podruļjima gdje je najmanja koliļina GM1.   

Slika 15. Distribucija gangliozida GD1a na sagitalnim i koronarnim rezovima genetski 

preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

GD1b i GT1b gangliozidi prisutni su u svim regijama mozga podjednako (bijela i siva tvar), 

osim u corpus callosum-u koji pokazuje negativnu reakciju na GD1b i GT1b (Slika 16 i 17).  

Kod St3Gal2 miġeva vidljivo je poveĺanje u ekspresiji GD1b, koje se dodatno poveĺava kod 

St3Gal2/3 miġeva. Ekspresija GT1b smanjena je kod St3Gal2 miġeva, dok se kod St3Gal2/3 

gotovo u potpunosti gubi. GT1b kod St3Gal2/3 ostaje prisutan samo u V. sloju kore velikog 

mozga i CA3 regiji hipokampusa.   
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Slika 16. Distribucija gangliozida GD1b na sagitalnim i koronarnim rezovima genetski 

preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

Slika 17. Distribucija gangliozida GT1b na sagitalnim i koronarnim rezovima genetski 

preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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4.1.2. TLC i 2D-TLC analiza gangliozida  

Na slici 18 prikazana je TLC analiza gangliozida u mozgu genetski preinaļenih miġjih modela 

St3Gal2, St3Gal3, St3Gal2/3 i WT miġa. Analiza je napravljena nakon ekstrakcije gangliozida 

organskim otapalima. Kao i imunohistokemijski utvrĽena je prisutnost osnovnih kompleksnih 

gangliozida - GM1, GD1a, GD1b i GT1b. WT miġevi imaju veliki udio GD1a, dok je udio 

GM1, GD1b i GT1b duplo smanjeni. U usporedbi s WT miġem, vidljiva je promjena u koliļini 

navedenih gangliozida i postoji statistiļki znaļajna razlika izmeĽu miġeva. Kod St3Gal2/3 

miġeva dolazi do znaļajnog poveĺanja koliļine GM1 (p = 0.025) i GD1b (p = 0.016), te 

smanjenja koliļine GD1a (p = 0.025) i GT1b (p = 0.015). Metodom TLC detektirani su i ostali 

gangliozidi ļija se ukupna ekspresiji statistiļki znaļajno smanjuje kod St3Gal2/3 miġeva (p = 

0.016). St3Gal3 miġevi pokazuju najmanju razliku u usporedbi s WT.  Kod St3Gal2 koliļina 

GD1a i GT1b je dvostruko manja, dok se koncentracija GM1 i GD1b udvostruļila. St3Gal2/3 

miġevi pokazuju gotovo potpuni nedostatak GD1a i GT1b, ali ļetverostruko poveĺanje GM1 i 

GD1b (Slika 19). Znaļajno je da ukupna koliļina SA vezane za ganglioside ostaje ista. Rezultati 

TLC analize podudaraju se sa imunohistokemijski dobivenim podatcima.  

 

 

   

Slika 18. Gangliozidi moģdanog tkiva genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT) razdvojeni tankoslojnom kromatografijom (TLC). 
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Slika 19. Grafiļki prikaz udjela pojedinog gangliozida u ukupnom sastavu gangliozida u 

mozgu WT, St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 miġeva. 

 

Osim analize gangliozida TLC metodom, dodatno je napravljena i analiza 2D-TLC metodom   

koja omoguĺava odreĽivanje alkalijski labilnih gangliozida (O-acetilirane grupe). Alkalijski 

stabilne grupe migriraju jednako u obe dimenzije i stvaraju dijagonalu. Alkalno osjetljive grupe 

migriraju sporije u drugoj dimenziji pojavljujuĺi se izvan dijagonale. Kod WT miġa su vidljive 

stabilne forme GM1, GD1a, GD1b i GT1b gangliozida, kao i alkalno osjetljive forme GD1b, 

GT1b i GQ1b. Razlika je vidljiva izmeĽu WT i St3Gal2/3 miġa. Kod St3Gal2/3 vidljive su 

stabilne forme GM1 i GD1b koje dominiraju, dok se GD1a pojavljuje u tragovima. TakoĽer, 

vidljiva je prisutnost i O-acetilirani GD1b koji na jednodimenzionalnom TLC migrira kao 

GD1a pa daje krivu sliku prisutnosi ovog ganliozida (Slika 20).  

 

 

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

WT

St3Gal2

ST3Gal3

St3Gal2/3

WT St3Gal2 ST3Gal3 St3Gal2/3

GM1 11,86 19,07 10,37 30,34

GD1a 27,84 20,59 24,77 7,94

GD1b 10,78 20,14 13,23 34,73

GT1b 15,95 11,79 23,02 0,78

ostali gangliozidi 33,56 28,41 28,61 26,21
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Slika 20. Gangliozidi moģdanog tkiva genetski preinaļenih miġjih modela St3Gal2/3 i divljeg 

tipa (WT) razdvojeni dvodimenzionalnom tankoslojnom kromatografijom (2D-TLC).  

 

4.2. Analiza interneurona u neokorteksu genetski preinaļenih miġjih modela St3Gal2, 

St3Gal3 i St3Gal2/3 

4.2.1. Imunohistokemijska lokalizacija GABA-ergiļnih neurona 

Imunohistokemijska analiza pokazala je prisutnost GABA-ergiļnih interneurona u svim 

regijama neokorteksa (Slika 21, 24, 25 i 27). Kako bi odredili koliki udio GABA-ergiļni 

interneuroni ļine u ukupnom broju neurona, napravljena je dodatna analiza svih neurona 

neokorteksa pomoĺu NeuN protutijela. Nakon kvantitativne analize regija neokorteksa (M1, 

S1, V1 i Au1) utvrĽeno je postoji li razlika u distribuciji NeuN pozitivnih neurona i GABA-

ergiļnih interneurona. TakoĽer, analizirana je razlika u broju PV, CB i CR pozitivnih 

interneurona u pojedinoj regiji neokorteksa. Kvantitativna analiza raĽena je brojanjem cijele 

kolumne ġirine 500 Õm, tj. u izraļun su ukljuļeni svi slojevi neokorteksa.    
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4.2.1.1. Analiza primarne motoriļke regije 

Kod WT miġeva u primarnoj motoriļkoj regiji (M1) broj NeuN pozitivnih neurona po mjernom 

polju iznosi 386Ñ51. Genetski modificirani miġji modeli St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3 se 

statistiļki znaļajno ne razlikuju u ukupnim broju NeuN pozitivnih neurona od WT miġeva. 

TakoĽer, ne postoji statistiļki znaļajna razlika ni u broju GABA-ergiļnih interneurona izmeĽu 

genetski preinaļenih miġjih modela i WT miġeva (Slika 22).  

 

 

Slika 21. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj motoriļkoj regiji (M1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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Slika 22. Grafiļki prikaz broja svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj motoriļkoj regiji (M1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT).   

 

4.2.1.2. Analiza primarne osjetne regije 

Analiza primarne osjetne regije (S1) WT miġeva pokazala je da su NeuN pozitivni neuroni 

zastupljeni sa 400,66Ñ42 neurona po mjernom polju. Od toga 106,66Ñ12,74 neurona pripadaju 

GABA-ergiļnim interneuronima. Kod St3Gal2/3 miġeva dolazi do statistiļki znaļajnog 

smanjenja broja neurona NeuN pozitivnih neurona (p = 0.024). IzmeĽu miġeva ne postoji 

razlika u broju GABA-ergiļnih interneurona (Slika 23).  

 

 

 

Slika 23. Grafiļki prikaz broja svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj osjetnoj regiji (S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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Slika 24. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj osjetnoj regiji (S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

 

4.2.1.3. Analiza primarne vidne regije 

Analiza primarne vidne regije (V1) pokazala je da su NeuN pozitivni neuroni zastupljeni sa 

305Ñ19 neurona po mjernom polju. Od toga 100,66Ñ1,52 neurona pripadaju GABA-ergiļnim 

interneuronima. Statistiļki znaļajna razlika izmeĽu genetiļki preinaļenih miġjih modela postoji 

u ukupnim broju NeuN pozitivnih neurona, kao i u broju GABA-ergiļnih interneurona. Kod 

St3Gal2/3 miġeva dolazi do znaļajnog smanjenja u ukupnom broju neurona u usporedbi s WT 

miġevima (p = 0.005). Osim toga znaļajna je razlika izmeĽu St3Gal2 i St3Gal2/3 (p = 0.031). 

St3Gal3 miġevi imaju statistiļki znaļajno viġe GABA-ergiļni interneurona u usporedbi s WT 

miġevima (p = 0.024) (Slika 26).  
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Slika 25. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj vidnoj regiji (V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

 

Slika 26. Grafiļki prikaz broja svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj vidnoj regiji (V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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4.2.1.4. Analiza primarne sluġne regije 

 

Analiza primarne sluġne regije (Au1) pokazala je da su NeuN pozitivni neuroni zastupljeni sa 

399Ñ14 neurona po mjernom polju. Od toga 118,66Ñ6,65 neurona pripadaju GABA-ergiļnim 

interneuronima. St3Gal2/3 miġevi se statistiļki znaļajno razlikuju u ukupnim broju NeuN 

pozitivnih neurona od WT miġeva (p = 0.024). IzmeĽu miġeva ne postoji razlika u broju GABA-

ergiļnih interneurona (Slika 28).  

 

 

Slika 27. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj sluġnoj regiji (Au1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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Slika 28. Grafiļki prikaz broja svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

primarnoj sluġnoj regiji (Au1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

 

 

U M1 regiji WT miġeva 31% neurona pripada GABA-ergiļnim neuronima. Kod svih genetiļki 

preinaļenih miġjih modela dolazi do poveĺanja udjela, a poveĺanje je najveĺe kod St3Gal3 

miġeva (49%). U S1 regiji WT miġeva 27% neurona pripada GABA-ergiļnim neuronima. 

Jedina razlika javlja se kod St3Gal3 miġeva gdje dolazi do poveĺanja udjela na 38%. U V1 

regiji WT miġeva 33% neurona pripada GABA-ergiļnim neuronima. Kod svih genetiļki 

preinaļenih miġjih modela dolazi do poveĺanja udjela, a poveĺanje je najveĺe kod St3Gal2/3 

miġeva (69%). GABA-ergiļni neuroni ļine 45% od ukupnog broja neurona u Au1 regiji. Kod 

St3Gal3 i St3Gal2/3 miġeva udio se poveĺava, dok se kod St3Gal2 miġeva smanjuje (Slika 29).   
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Slika 29. Udio GABA-ergiļnih interneurona u ukupnom broju NeuN pozitivnih neurona u 

regijama neokorteksa genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i 

divljeg tipa (WT). 

 

 

4.2.2. Imunohistokemijska lokalizacija parvalbuminskih interneurona 

Parvalbuminski pozitivni interneuroni detektirani su imunohistokemijski na koronarnim 

rezovima u 4 primarne regije neokorteksa (M1, S1, V1 i Au1). Sve regije kod svih miġeva 

pokazale su pozitivnu reakciju na prisutnost PV u interneuronima (Slika 30, 32, 34 i 36). 

Kvantitativna analiza raĽena je brojanjem cijele kolumne ġirine 500 Õm, tj. u izraļun su 

ukljuļeni svi slojevi neokorteksa.     
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4.2.2.1. Analiza primarne motoriļke regije 

Kod WT miġeva broj parvalbuminski pozitivnih interneurona u M1 regiji iznosi 18,33Ñ6,11 

interneurona po mjernom polju.  St3Gal2/3 miġevi se statistiļki znaļajno razlikuju od WT (p = 

0.002). Osim s WT miġevima, St3Gal2/3 miġevi razlikuju se od St3Gal2 (p = 0.003) i St3Gal3 

(p = 0.029) miġeva (Slika 31). Kod svih genetiļki modificiranih miġeva, osim St3Gal2, uoļava 

se poveĺanje broja PV pozitivnih interneurona.  

 

Slika 30. Imunohistokemijska analiza parvalbuminskih interneurona u primarnoj motoriļkoj 

regiji (M1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 

 

Slika 31. Grafiļki prikaz broja parvalbuminski pozitivnih interneurona u primarnoj osjetnoj 

regiji (S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 
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4.2.2.2. Analiza primarne osjetne regije 

WT miġevi u S1 regiji imaju 26,33Ñ0,57 interneurona po mjernom polju. Kod St3Gal2 miġeva 

dolazi do statistiļki znaļajnog smanjenja broja PV pozitivnih interneurona (p = 0.007), dok kod 

St3Gal3 miġeva dolazi do znaļajnog poveĺanja broja PV pozitivnih interneurona (p = 0.005) 

(Slika 33).  

 

Slika 32. Imunohistokemijska analiza parvalbuminskih interneurona u primarnoj osjetnoj 

regiji (S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 

 

 

Slika 33. Grafiļki prikaz broja parvalbuminski pozitivnih interneurona u primarnoj osjetnoj 

regiji (S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 
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4.2.2.4. Analiza primarne vidne regije 

Kod WT miġeva broj parvalbuminski pozitivnih interneurona u V1 regiji iznosi 29,33Ñ4,5 

interneurona po mjernom polju.  Kod svih genetiļki preinaļenih miġjih modela u V1 regiji 

vidljiv a je tendencija smanjenja broja PV pozitivnih interneurona, ali razlike nisu statistiļki 

znaļajne (Slika 35).  

 

 

Slika 34. Imunohistokemijska analiza parvalbuminskih interneurona u primarnoj vidnoj regiji 

(V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 

 

 

Slika 35. Grafiļki prikaz broja parvalbuminski pozitivnih interneurona u primarnoj vidnoj 

regiji (V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 
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4.2.2.3. Analiza primarne sluġne regije 

WT miġevi u Au1 regiji imaju 30Ñ2,64 interneurona po mjernom polju. Kod St3Gal2 miġeva 

vidljivo je znaļajno smanjenje broja interneurona (p = 0.010). TakoĽer, St3Gal2 miġevi se 

statistiļki znaļajno razlikuju od St3Gal3 (p = 0.044) i St3Gal2/3 miġeva (p = 0.006). IzmeĽu 

WT, St3Gal3 i St3Gal2/3 miġeva nema statistiļki znaļajne razlike (Slika 37).  

 

 

Slika 36. Imunohistokemijska analiza parvalbuminskih interneurona u primarnoj sluġnoj regiji 

(Au1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 

 

Slika 37. Grafiļki prikaz broja parvalbuminski pozitivnih interneurona u primarnoj sluġnoj 

regiji (Au1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 
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4.2.3. Distribucija kalbindinskih interneurona  

Kalbindinski pozitivni interneuroni detektirani su imunohistokemijski na koronarnim rezovima 

u 4 primarne regije neokorteksa (M1, S1, V1 i Au1). Sve regije kod svih miġeva pokazale su 

pozitivnu reakciju na prisutnost CB u interneurona (Slika 38, 40, 42 i 44).  Kvantitativna analiza 

raĽena je brojanjem cijele kolumne ġirine 500 Õm, tj. u izraļun su ukljuļeni svi slojevi 

neokorteksa.     

4.2.3.1. Analiza primarne motoriļke regije 

Kod WT miġeva broj CB pozitivnih interneurona u M1 regiji iznosi 58,66Ñ1,15 interneurona 

po mjernom polju. Do statistiļki znaļajnog smanjenja u broju CB interneurona dolazi kod 

St3Gal2 (p = 0,045) i St3Gal3 (p = 0,037) miġeva, dok se kod St3Gal2/3 miġeva vidi znaļajno 

poveĺanje (p = 0,015) (Slika 39).  

 

 

 

 

Slika 38. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj 

motoriļkoj regiji (M1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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Slika 39. Grafiļki prikaz broja kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj motoriļkoj 

regiji (M1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 

 

4.2.3.2. Analiza primarne osjetne regije 

Imunohistokemijskom analizom CB pozitivnih interneurona u S1 regiji utvrĽeno je da WT 

miġevi imaju 63Ñ3 interneurona po mjernom polju. Kod St3Gal2 miġeva dolazi do znaļajnog 

smanjenja broja CB pozitivnih interneurona (p = 0.003). Osim toga, znaļajna razlika javlja se i 

izmeĽu St3Gal2 i St3Gal2/3 miġeva (p = 0.003) (Slika 41). 

 

Slika 40. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj 

osjetnoj regiji (S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i 

divljeg tipa (WT). 
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Slika 41. Grafiļki prikaz broja kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj osjetnoj regiji 

(S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 

 

4.2.3.3. Analiza primarne vidne regije 

Kod WT miġeva broj CB pozitivnih interneurona u V1 regiji iznosi 39,33Ñ0,57 interneurona po 

mjernom polju. Statistiļki znaļajno smanjenje u broju CB pozitivnih interneurona vidljivo je 

kod St3Gal2 (p = 0.023) i St3Gal3 miġeva (p = 0,046). St3Gal2/3 miġevi se ne razlikuju od WT 

miġeva, kao ni od ostalih genetiļki modificiranih miġeva (Slika 43).  

 

Slika 42. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj vidnoj 

regiji (V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 
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Slika 43. Grafiļki prikaz broja kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj vidnoj regiji 

(V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 

4.2.3.4. Analiza primarne sluġne regije 

Imunohistokemijskom analizom CB pozitivnih interneurona u Au1 regiji utvrĽeno je da WT 

miġevi imaju 49Ñ8,8 interneurona po mjernom polju. Statistiļki znaļajno smanjenje u broju CB 

pozitivnih interneurona vidljivo je kod St3Gal2 (p = 0.001) i St3Gal3 miġeva (p = 0,005). Pad 

broja CB pozitivnih interneurona je veĺi kod St3Gal3 miġeva. Kod St3Gal2/3 miġeva vidljiva 

je tendencija poveĺanja broja CB interneurona, ali nema znaļajne razlike (Slika 45).  

 

 

Slika 44. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj 

sluġnoj regiji (Au1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i 

divljeg tipa (WT). 
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Slika 45. Grafiļki prikaz broja kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj sluġnoj regiji 

(Au1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 

 

4.2.4. Distribucija kalretininskih interneurona  

Kalretininski pozitivni interneuroni detektirani su imunohistokemijski na koronarnim rezovima 

u 4 primarne regije neokorteksa (M1, S1, V1 i Au1). Sve regije kod svih miġeva pokazale su 

pozitivnu reakciju na prisutnost CR u interneuronima (Slika 46, 48, 50 i 52). Kvantitativna 

analiza raĽena je brojanjem cijele kolumne ġirine 500 Õm, tj. u izraļun su ukljuļeni svi slojevi 

neokorteksa.    

 

4.2.4.1. Analiza primarne motoriļke regije 

Kod WT miġeva broj CR pozitivnih interneurona u M1 regiji iznosi 17Ñ3 interneurona po 

mjernom polju. St3Gal3 miġevi imaju statistiļki znaļajnog poveĺanje u broju CR pozitivnih 

interneurona usporedno s WT (p = 0,015), St3Gal2 (p = 0,018) i St3Gal2/3 miġevima (p = 

0,010). Ostali miġevi se ne razlikuju od WT miġeva (Slika 47).  

0

10

20

30

40

50

60

70

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

B
ro

j 
k
a

lb
in

d
in

sk
i 
p

o
zi

ti
vn

ih
 

n
e
u

ro
n

a
 /

m
je

rn
o

 p
o

lje

**  

**  



4.Rezultati 

54 
 

 

Slika 46. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj 

motoriļkoj regiji (M1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

 

 

 

 

Slika 47. Grafiļki prikaz broja kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj motoriļkoj 

regiji (M1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 
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4.2.4.2. Analiza primarne osjetne regije 

Imunohistokemijskom analizom CR pozitivnih interneurona u S1 regiji utvrĽeno je da WT 

miġevi imaju 34,66Ñ3,5 interneurona po mjernom polju. Do statistiļki znaļajnog smanjenja u 

broju CR pozitivnih interneurona dolazi kod St3Gal2 (p = 0,035) i St3Gal2/3 (p = 0.049). 

TakoĽer, St3Gal3 miġevi se znaļajno razlikuju od St3Gal2/3 miġeva (p = 0,046). Kod St3Gal3 

miġeva ne dolazi do promjene u broju CR interneurona (Slika 49). 

 

Slika 48. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj 

osjetnoj regiji (S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i 

divljeg tipa (WT). 

 

 

Slika 49. Grafiļki prikaz broja kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj osjetnoj regiji 

(S1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 
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4.2.4.3. Analiza primarne vidne regije  

Kod WT miġeva broj CR pozitivnih interneurona u V1 regiji iznosi 26,66Ñ4,04 interneurona po 

mjernom polju. Do statistiļki znaļajnog poveĺanja CR interneurona dolazi kod St3Gal2 (p = 

0,046) i St3Gal3 miġeva (p = 0,021). St3Gal2/3 miġevi ne pokazuju promjenu u broju CR 

pozitivnih interneurona (Slika 51).  

 

Slika 50. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj vidnoj 

regiji (V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 

 

 

Slika 51. Grafiļki prikaz broja kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj vidnoj regiji 

(V1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 
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4.2.4.4. Analiza primarne sluġne regije 

Imunohistokemijskom analizom CR pozitivnih interneurona u Au1 regiji utvrĽeno je da WT 

miġevi imaju 12,33Ñ5,13 interneurona po mjernom polju. Nije utvrĽena znaļajna razlika u broju 

CR interneurona kod genetski preinaļenih miġjih modela (Slika 53). 

 

Slika 52. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj 

sluġnoj regiji (Au1) kod genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i 

divljeg tipa (WT). 

 

 

Slika 53. Grafiļki prikaz broja kalretininski pozitivnih interneurona u Au1 regiji kod genetski 

preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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U M1 regiji WT miġeva od interneurona koji eksprimiraju proteine koji veģu najzastupljeniji 

su CB pozitivni interneuroni (49%). Podjednako su zastupljeni PV (16%) i CR interneuroni 

(14%). 21% ļine GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju protein koji veģu kalcij. Udio 

PV pozitivnih interneurona u odnosu na CB i CR pozitivne interneurone poveĺava se kod 

St3Gal2/3 miġeva (32%). Kod ostalih miġeva udio PV pozitivnih interneurona kreĺe se izmeĽu 

16% i 19%. Udio CB pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CR pozitivne interneurone 

smanjuje se kod St3Gal2 (27%) i St3Gal3 (7%) miġeva, dok kod St3Gal2/3 dolazi do poveĺanja 

(55%). Udio CR pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CB pozitivne interneurone znaļajno 

se poveĺava kod St3Gal3 miġeva (44%) i St3Gal3 (7%) miġeva, dok kod St3Gal2/3 dolazi do 

poveĺanja (55%). Kod St3Gal2 i St3Gal3 miġeva poveĺava se udio GABA-ergiļni interneuroni 

koji neeksprimiraju protein koji veģu kalcij, dok kod St3Gal2/3 miġeva takvih interneurona u 

potpunosti nema. 

U S1 regiji WT miġeva od interneurona koji eksprimiraju proteine koji veģu najzastupljeniji su 

CB pozitivni interneuroni (51%). Podjednako su zastupljeni PV (21%) i CR interneuroni (28%). 

Svi GABA-ergiļni interneuroni u S1 regiji WT miġeva eksprimiraju protein koji veģu kalcij. 

Udio PV pozitivnih interneurona u odnosu na CB i CR pozitivne interneurone u S1 regiji 

poveĺava se kod St3Gal3 miġeva (25%), dok se kod St3Gal2 miġeva udio smanjuje na 13%. 

Kod ostalih miġeva udio istih kreĺe se izmeĽu 16% i 19%. Udio CB pozitivnih interneurona u 

odnosu na PV i CR pozitivne interneurone smanjuje se kod St3Gal2 (38%) i St3Gal3 (37%) 

miġeva, dok kod St3Gal2/3 dolazi do poveĺanja (65%) (Slika 38). Udio CR pozitivnih 

interneurona u odnosu na PV i CB pozitivne interneurone znaļajno se smanjuje kod St3Gal2 

miġeva (16%) i St3Gal2/3 (13%) miġeva, dok kod St3Gal3 nema promjene (25%). Kod St3Gal2 

i St3Gal3 miġeva poveĺava se udio GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju protein koji 

veģu kalcij, dok kod St3Gal2/3 miġeva takvih interneurona u potpunosti nema. 

U V1 regiji WT miġeva od interneurona koji eksprimiraju proteine koji veģu najzastupljeniji su 

CB pozitivni interneuroni (39%). Podjednako su zastupljeni PV (29%) i CR interneuroni (27%). 

5% ļine GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju protein koji veģu kalcij. Udio PV 

pozitivnih interneurona u odnosu na CB i CR pozitivne interneurone smanjuje se kod svih 

genetiļki modificiranih miġeva: St3Gal2 20%, St3Gal3 (15%) i St3Gal2/3 (13%). Udio CB 

pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CR pozitivne interneurone smanjuje se kod svih 

genetiļki modificiranih miġeva: St3Gal2 (7%), St3Gal3 (12%) i St3Gal2/3 (26%) Udio CR 

pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CB pozitivne interneurone znaļajno se poveĺava kod 

St3Gal2 (44%) i St3Gal3 (57%) miġeva, dok kod St3Gal2/3 dolazi do smanjenja (20%). Kod 
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svih genetiļki preinaļenih miġjih modela dolazi do poveĺanja udjela GABA-ergiļni 

interneuroni koji neeksprimiraju protein koji veģu kalcij, najviġe kod St3Gal2/3 miġeva (41%) 

U V1 regiji WT miġeva od interneurona koji eksprimiraju proteine koji veģu najzastupljeniji su 

CB pozitivni interneuroni (41%), dok najmanje ima CR pozitivnih interneurona (11%). PV 

pozitivni interneuroni zastupljeni su s 23%. 23% ļine GABA-ergiļni interneuroni koji 

neeksprimiraju protein koji veģu kalcij. Kod St3Gal2 (8%) i St3Gal3 (8%) miġeva dolazi do 

znaļajnog smanjenja udijela PV pozitivnih interneurona u odnosu na CB i CR pozitivne 

interneurone. Udio CB pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CR pozitivne interneurone 

smanjuje se kod St3Gal2 (8%) i St3Gal3 (8%) miġeva, dok kod St3Gal2/3 nepromjenjen (26%). 

Znaļajno poveĺanje udjela GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju protein koji veģu 

kalcij vidljivo je kod St3Gal2 i St3Gal3 miġeva (Slika 54).  

 

 

 

Slika 54. Udio PV, CB i CR pozitivnih interneurona u GABA-ergiļnim interneuronima u 

regijama neokorteksa. GABA oznaļava interneurone koji nisu pozitivni na PV, CB ili CR 

genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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4.3. Analiza interneurona u malom mozgu genetski preinaļenih miġjih modela St3Gal2, 

St3Gal3 i St3Gal2/3 

Interneuroni u malom mozgu analizirani su na koronarnim rezovima u tri sloja malog mozga: 

granularnom i molekularnom, te u sloju Purkinjeovih stanica (Slika 55). 

 

Slika 55. Imunohistokemijski prikaz analiziranih regija malog mozga na koronarnom presjeku 

(MCL = molekularni sloj, PCL = sloj Purkinjeovih stanica, GCL = granularni sloj). 

 

4.3.1. Imunohistokemijska lokalizacija GABA-ergiļnih neurona 

Imunohistokemijska analiza pokazala je da sve regije malog mozga eksprimiraju neurone 

GABA fenotipa (Slika 56).  Buduĺi da GABA-ergiļni interneuroni ļine odreĽeni udio ukupnih 

neurona, raĽena je dodatna analiza svih neurona neokorteksa pomoĺu NeuN protutijela. 

Karakteristika NeuN protutijela je da ne moģe detektirati Purinjeove stanice. Nakon 

kvantitativne analize slojeva malog mozga utvrĽeno je postoji li razlika u broju GABA-ergiļnih 

interneurona u odnosu na ukupan broj neurona, te razlika u distribuciji NeuN pozitivnih neurona 

i GABA-ergiļnih.  

 

 

Slika 56. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

malom mozgu genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 
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U granularnom sloju malog mozga broj ukupnih NeuN pozitivnih neurona iznosi 125,66Ñ4. Od 

toga 40,66Ñ5 pripada GABA-ergiļnim interneuronima. Statistiļki znaļajno smanjenje broja 

ukupnih NeuN pozitivnih neurona vidljivo je kod  St3Gal2 (p =0,040)  i St3Gal3 miġeva (p = 

0,043). St3Gal2/3 miġevi imaju statistļki znaļajno poveĺanje broja GABA-ergiļnim 

interneuronima (p = 0.022).  

U molekularnom sloju malog mozga broj ukupnih NeuN pozitivnih neurona iznosi 8,66Ñ1,15. 

Od toga 5,66Ñ2,5 pripada GABA-ergiļnim interneuronima. Kod St3Gal2 miġeva dolazi do 

statistiļki znaļajnog smanjenja broja GABA-ergiļnim interneuronima (p = 0.047), dok kod 

St3Gal2/3 dolazi do poveĺanja (p = 0,027). 

U Purkinjeovim stanicama NeuN pokazuje negativnu reakciju, tako da je odreĽen samo broj 

Purkinjeovih stanice koje imaju GABA fenotip i njihov broj iznosi 13Ñ2 po mjernom polju. 

Broj GABA fenotipskih Purkinjeovih stanica poveĺava se kod svih genetiļki preinaļenih miġjih 

modela, ali je statistiļki znaļajno poveĺanje broja vidljivo je kod St3Gal3 (p = 0,049) i 

St3Gal2/3 (p = 0,046) miġeva (Slika 57).    

 

Slika 57. Grafiļki prikaz broja svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona 

analiziranih slojeva u malom mozgu genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT).  
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U granularnom sloju malog mozga WT miġeva udio GABA-ergiļnih internurona u ukupnom 

broju neurona iznosi 32%. Do poveĺanja njihovog udjela dolazi kod St3Gal2 miġeva (25%), 

dok se kod St3Gal2/3 miġeva udio poveĺava (57%).  

U molekularnom sloju malog mozga WT miġeva udio GABA-ergiļnih internurona u ukupnom 

broju neurona iznosi 65%. Udio GABA-ergiļnih neurona u odnosu na ukupan broj neurona 

znaļajno se smanjuje kod St3Gal3 (33%) i St3Gal2/3 miġeva (25%), dok kod St3Gal2 miġeva 

rezultati upuĺuju na to da su svi neuroni molekularnog sloja GABA-ergiļni (Slika 58). 

 

Slika 58. Udio GABA-ergiļnih interneurona u ukupnom broju neurona (NeuN) u 

molekularnom sloju malog mozga genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

4.3.2. Imunohistokemijska lokalizacija parvalbuminskih interneurona 

Pozitivnu reakciju na parvalbumin pokazali su interneuroni u molekularnom sloju i Purkinjeove 

stanice. U granularnom sloju nema PV pozitivnih interneurona (Slika 59). U molekularnom 

sloju malog mozga WT miġeva broj PV pozitivnih interneurona iznosi 5Ñ1. St3Gal3 miġevi se 

statistiļki znaļajno razlikuju od WT (p = 0.006) i St3Gal2 miġevima (p = 0.006) (Slika 60). 

Broj PV pozitivnih Purkinjeovih stanica iznosi 3,6Ñ0,5 stanica po mjernom polju. WT miġevi 

se statistiļki znaļajno razlikuju od St3Gal2 (p = 0,005), St3Gal3 (p = 0,008) i St3Gal2/3 miġeva 

(0,019).  
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Slika 59. Imunohistokemijska analiza parvalbuminski pozitivnih interneurona u malom 

mozgu genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 

 

 

 

Slika 60. Grafiļki prikaz broja parvalbuminski pozitivnih interneurona analiziranih slojeva u 

malom mozgu genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT). 

  

4.3.3. Imunohistokemijska lokalizacija kalbindinskih interneurona 

U malom mozgu kalbindinski pozitivne su samo Purkinjeove stanice koje su zastupljene sa 

11Ñ1 CB pozitivnom stanicom po mjernom polju. Molekularni i granularni sloj nemaju CB 

pozitivne interneurone (Slika 61). St3Gal2 miġevi se statistiļki znaļajno razlikuju od WT (p = 

0,005) i St3Gal3 miġeva (p = 0.001) (Slika 62).  
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Slika 61. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u malom mozgu 

genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

 

Slika 62. Grafiļki prikaz broja kalbindinski pozitivnih Purkinjeovih stanica u malom mozgu 

genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

4.3.4. Imunohistokemijska lokalizacija kalretininskih interneurona 

U malom mozgu pozitivnu reakciju na kalretininsko protutijelo pokazali su interneuroni 

granularnom i molekularnom sloju. Purkinjeove stanice su kalretininski negativne (Slika 63). 

U granularnom sloju malog mozga WT miġeva ima najviġe CR pozitivnih interneurona, 40Ñ4 

po mjernom polju. WT miġevi se znaļajno razlikuju od St3Gal2 (p = 0,047), St3Gal3 (p = 

0,028) i St3Gal2/3 miġeva (p = 0.047). Kod svih genetiļki preinaļenih miġjih modela dolazi do 

statistiļki znaļajnog smanjenja u brojnosti. U molekularnom sloju WT miġeva nema CR 

pozitivnih interneurona. Statistiļki znaļajno poveĺanje vidljivo je kod St3Gal2 (p = 0,003) i 

St3Gal2/3 miġeva (p = 0,017) (Slika 64).  
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Slika 63. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u malom mozgu 

genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 

 

  

Slika 64. Grafiļki prikaz broja kalretininski pozitivnih interneurona analiziranih slojeva u 

malom mozgu genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg 

tipa (WT).  

 

U granularnom sloju malog mozga WT miġeva 99% interneurona je CR pozitivno. 1% ļine 

GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju protein koji veģu kalcij. Udio CR pozitivnih 

interneurona u granularnom sloju smanjuje se kod St3Gal3 (71%) i St3Gal2/3 (34%) miġeva, 

dok se u molekularnom sloju kod St3Gal2 (31%) i St3Gal2/3 (50%) poveĺava broj CR 

pozitivnih interneurona 

U molekularnom sloju malog mozga WT miġeva 94% interneurona je PV pozitivno. 6% ļine 

GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju protein koji veģu kalcij. Udio CR pozitivnih 

interneurona poveĺava se kod St3Gal2 (31%) i St3Gal2/3 (50%). Kod St3Gal2 miġeva 
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poveĺava se i udio GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju protein koji veģu kalcij 

(19%), dok ih kod St3Gal3 i St3Gal2/3 miġeva u potpunosti nema.  

U Purkinjeovim stanicama WT miġeva 75% interneurona je CB pozitivno, a 25% PV pozitivno.  

Udio PV pozitivnih Purkinjeovih stanica poveĺava se kod St3Gal2 (48%) i St3Gal3 (30%) 

miġeva. Udio CB pozitivnih Purkinjeovih stanica smanjuje se kod St3Gal2 (46%) i St3Gal3 

(64%) miġeva, gdje se takoĽer poveĺava i udio GABA-ergiļni interneuroni koji neeksprimiraju 

protein koji veģu kalcij (Slika 68). 

 

 

Slika 65. Udio PV, CB i CR pozitivnih interneurona u GABA-ergiļnim interneuronima u 

slojevima malog mozga genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i 

divljeg tipa (WT). GABA oznaļava interneurone koji nisu pozitivni na PV, CB ili CR. 

4.4. Analiza interneurona u striatumu genetski preinaļenih miġjih modela St3Gal2, 

St3Gal3 i St3Gal2/3 

4.4.1. Imunohistokemijska lokalizacija GABA-ergiļnih neurona  

Imunohistokemijska analiza pokazala je prisutnost GABA-ergiļnih interneurona u striatumu 

svih miġjig modela (Slika 66).  Buduĺi da GABA-ergiļni interneuroni ļine odreĽeni udio 

ukupnih neurona, raĽena je dodatna analiza svih neurona striatuma pomoĺu NeuN protutijela. 

Nakon kvantitativne analize slojeva striatuma utvrĽeno je postoji li razlika u distribuciji NeuN 

pozitivnih neurona i GABA-ergiļnih, te udio GABA-ergiļnih interneurona u ukupnom broju 

neurona. 
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Slika 66. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona u 

striatumu genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i St3Gal2/3) i divljeg tipa 

(WT). 

 

 

Slika 67. Grafiļki prikaz broja svih neurona (NeuN) i GABA-ergiļnih interneurona 

analiziranih slojeva u striatumu genetski preinaļenih miġjih modela (St3Gal2, St3Gal3 i 

St3Gal2/3) i divljeg tipa (WT). 
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