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1. Uvod

1.1.Interneuroni

Gi vl ani sustav ima vel.i raspon razlilitih st
Ljudski mozak i zgraluje najmanje 100 mili]j e
sposobnost givlianog sustava da stsvlaa e nki o nepn
ponaganj u. Neur oni Ssu organizirani U neur on
percepcij e, kretanja i ponaganj a. Svi neur on

vrste neurona: aferentnih neurona (prenose informacijeeod pf er i j e pr ema mo z

mogdi ni) [ eferentnih neur ona (nterdeurond.e I nfc
Funkcional nost interneurona, koje jog nazive
olituje se u stvaranjnu msinreap inima ondrkelhe mpirmr

signala od strane osjetnih aferentnih neuron
postoje razlilite porodice inhibicijskih int
neuronskim krugovima Neki od interneurona su ekscitacijski (trnasti neuroni IV sloja

mogdanen&kovel)ina interneurona je inhibiciijsk
GABA, a uz to se |esto sl ugé nleutreogregpdiijdd ms
informacija unutar ¢givlanog sustava zahtjev:
vrsta neurona. D aulogai pojeslieih intesnkeugoea, oniase pijales preamia a

anatomskim obiljegji ma, funkciji, el ektri| ni

genskoj ekspresiji

1.11.GABAer gi | ni i nterneuroni

Il nterne@sonvyeliSiGBom inhibicijski i djeluju pr
ami nomas| al nle>AkinobuyticiatidgsARARI gligina. Osim u interneuronima

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

prg ekci jskih neurona. GABA se sintetizira i

glutaminske kiseline (englglutamicacid-decarboxylase GAD) koji se nalazi gotovo

i skl julisogul|l GABANeur oni ma. U mnogi-emr gielgnij ar
interneuroni i maju odlulujulu ulogu u odrga
grale neuronskih krugovua.i Noaddrad g vea j ui nptreor nmjeeunr
krugovima, koje osiguravaju strukture za koo
Veli ka raznolikost 1 detalji inhibicije post
speci fi | nuf inoirdlod gigjiyu,u,sposobnost povezivanj ¢



1. Uvod

1.1.1. 1. |l nterneur onski puferski proteini ko
Kalcijevi ioni (C&™) koriste se kao vagni sekundarni g
funkcij ama.o Psruo coepslio dknajoa ,gtkontrakcija migila,
stani|l nog ciklusa i apoptoza ovise 0 prosto
kalciju*. U neuroni ma, katcagnjeam paboli vhagu 8t
gena, otpugtanju neurotransmiter a, pokretl!l ji
grananje dendrita Kak o b se postigla preciznost u
izragavaju specifilne proteine koji osSigurav
proteine nazivamp u f er s ki pr ot ei n calciunebjnding pret€jns: C4BR)l c i | (
MelLu proteinima koji imaju sposobnostEFvezan]j]
handporodica proteifa  Anal i zom | judskog genoma do danas

proteind. Strukturno i funkcionaln&F-handskupina proteina dijeli se u dvije kategorije*Ca
osjetni/modulatorni (npr. kalmodulin i S100 proteini) POauferski proteini (npr. parvalbumin

i kalbindin). Osnovna razlika izmelLu modul atornih
konformacijskim promjenama nakon vezanja?Ca Mo dul at or ni proteini
strukturne promjene nakon vezanja kalcija, dok puferskeprictek male strukturne promjene,

gt o 1 m, uz veliki afinitet p °.eOsim navealéncgj j u ,
puferski proteini sudjeluju u kontroli prostorno vremenskog opsega djelovarja Ca
signalizir'3j wioikh nbbadmenaad orni osim u kéntroli

sudjeluju i u pokretanju Chovisne signalizacife. Naj | egli pufer ski pr
ujedno pripadaju GABA r gi | noj pot porodi ci i n'% l@bindeur on a
(CB) i kalretinin (CR}3. Ujedno, navedenar i proteina sluge i kao K
potporodica interneurona. Novija istragiva
i maju i odrelLenu modul atornu funkciju.



1. Uvod

Parvalbumin
Parvalbumin je protein (MW-Q1 kDa) koji osim kalcija imasposobnost vezanja magnezija.

Gralen je od tri domene: AB, CD i EF od koj i
domena ima sposobnost vezahjdPrisutan jeu mi gi | i ma, moz gu, bubr e
masnom tkivu. Osnovna funkcija PV je zagtita

na kraju dovelo do znalajnog ogtelenja stani
i ndirektnu ud olgruz iun e dmreaedtiasjaannj a i dugine tra
ul oga i u stanilnom ci klusu i rastu stanica
akcijske potencijale velikofiiuhastajoaglligdij
aktivaciju posebne skupine*kanala ovisnih o G4 jer bi u suprotnom aktivacija tih kanala

dovela do smanjenja podragljivost i -skpr odul j
protutijela generalno oznal avaju imduxijanec e s a

projekcije.

S

Slika 1. Struktura parvalbumin@.S| i ka pr e u z e httg://www.ygsenk.domjg o L e n a

Kalbindin D -28k

Kal bindin, kalcij vezu]j&Fhanddpornoetnea no dg rkaoljei nh ol de
sposobnostvezanja®€d®. Prvo je otkriven u crijevima pti
tkiva, posebno u bubrezima, mozgu i | el noj n
stanice stankim, nemijeliniziranim aksonima koje imaju difuznu projektijuDo sada je
dokazano da CB ima tri funkcij e: p Prpulesst avl j a
afinitetnom aktivnogl u,?, teostvaruje intesakcijlis fciljpaim j u i
proteinima koji sudjeluju u proceapmptmbduka

signalnih putové&.


http://www.uscnk.com/

1. Uvod

Slika 2. Struktura kalbinding. S1 | ka pr e u z e btta//www.ysecnk.dormjg oL ena ¢

Kalretinin

Kalretinin je visoko konzer vi rD29%ijer jpu 38%ei n Kk
homologan sa kalbindino/i 2 8 k . Gr alen |HE-handdomeraupetrektivnifp e s t
kal ci j v e z4ijednk kojaje dgubil@spasobnost vezanjd'¢a Osim kalcija, CR

ima sposobnost vezanja cinka i b&Rr&R je prisutan u udaljenim neuronskim populacijama

u rakl mlregijama mozga. Najvige ga se moge |
mozga. Biokemijske karakteristike su dobro p
Neuroprotektivna ul og &' CRunkpija €Ra joer i @ o imroo riastl
parametrima kao gto su tip neurona-aumalbmzvojn
moz gu, gdje je CR izragen u-agmuamwlkaiy rro nmp oVl

ekscitacijd gt o u konalnici dovodi do poremelfaja u

Slika 3. Struktura kalretiningSlikap r euz et a i http/fwivw.issalkoddbrg/n a s
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1. Uvod

1.1.2. Karakteristike interneurona u pojedinim regijama mozga

1.1.2.1. Interneuroni neokorteksa

U kori velikog mozga nalazimo dva tipa neurona: ekscitacijske piramidanee (7680%) i

inhibicijske interneurone (280%Y%, koj i u velini sl ul ajkamva kor
neurotransmitere. Interneuroni kore velikog mozga su stanice s kratkim aksonima, odnosno s
aksonima koji ne izlaze iz neokorteksiii j el o neur ona j e smjegten

imaju ulogu u kontroli i sinkronizaciji signala koji dolazi od piramidalnih stanicaS mj e gt e ni

u svim slojevima kore velikog mozga, posebno u Bloju. Utjecaj GABAer gi | ni h
interneurona na piramidalne stanice ovisi o podvrstit er neur ona | nji hovon
kore velikog mozg4. Postoje razlilite podjele intern
neuropeptidima koje sintetiziraju uz GABA . Na temel ju prisutnost.
dijelimo i h na: parval bumi nske kogagskast e i
potencijalne velikom ulestalogiu i nal aze s

mul ti polarne stanice ssmjee (bti @prod au nle.-I\stdjaln iic el Is

kore. PVts Kk i interneuroni S U d kotmnni, dak suuCBski i GRisla | @ z ac i
interneuronu ukl jul eni u si g% alMozrafcoiljoug ku n urt:
ti povi stanice izradgavaju razlilite ®protein

win

Vi

Sl'i ka 4. Shematski prikaz osnovnih tipova i.

(SIl'i ka preuzeta i pril agolLena od Re



1. Uvod

1.1.2.2. Interneuronimalog mozga
Mal i mozak kontrolira motoril ku aktivnost. €

imaju visoki priliev C&"iona, te je zbog toga regulacija kalcija esencijalna u izbjegavanju brze

smrti neurona kao posljedica prevelike ekscitdtije il i na Pur ki njeovi h st e
tijelima stanica, dendr i idcaki keganmpastaea zrvjf
stanice izragavaju samo PV. Pojava ovih prot
se javlja prije poletka migracije i di ferenc

aktivnostf®. CR nalazimo u granularnim stanicama malog mozga i njihovim projekcijskim
aksoni ma. | s hodergqiel rsit ha nii rctge reMaUAreanrea un issvw Mo r

potencijalu i stavaraju razlil3*te zrele feno

1.1.2.3. Striatalni interneuroni

Striatum je glavni di o bazalnog ganglija po
Striatalni projekcijskin e ur o ni |l ine gotovo 95% svih neurc
kol inergilni interneuroni -4%nlki samoadl BRi neu
GABAergi lnih interneurona, od | ega ¥RV inter
interneuroni nNi su homogeno rasporeleni u st
prisutni u striatumu su velinom aspinozni,

striat umdQ0% od ekuphilh meerond striatun@ABA-er gi | ni striatal ni
karakteristilni su po t ome?3 §tiiatum je glavaogcinoa j u i
mjesto aferentnih neurona kore velikog mozga i talamusa. 90% striatalnin neurona su
projekci j s ki% mwajicird uglgbas pallldusa @statak uglavnhom substantiu

nigru.

1.1.2.4. Hipokampalni interneuroni

Hi pokampus je dio mozga povezan S emoci j am;:
hi pokampusa djeluju i nhi bi cij s ktako aktivhostaz vi j e
ekscitatornih staniéa | nt er neur oni koj i eksprimiraju pr ot
u razvijenom hipokampusu se melLusobno ne p
i zr ag a¥, aCB seRalazi u interneuronima koji se spajaju s dendritima piramidalnih

stanicd®. Odreleni interneuroni hipokampusa i zr a(



1. Uvod

1.3. Gangliozidi

1.3.1. Biosinteza gangliozida

Gangliozidi su glikosfingolipidi gralLeni od
sa ceramidom koji predstavlja lipidni dio molekule kojim su gangliozidi usidreni u vanjski sloj

stani| ne membrane. Cer amid a ena zsgerbal @ mao dv eszfa
dugol an|l ane masne kiseline (Slika 5).
NeuAc OH ', GalNA

Sfingozin
HO Ko 0z

AcHN 0 Glikan Ceramid

Slika 5. StrukturnéaShbrkhédapganpgétbdmardsglOB) dbolena

Na glikan su vezane jedna iPFigtoi geecmstakl]| a
razli ku izmelLu gangliozida i ostalih glikos
prirodi njihovih lipidnih domena. Sfingozidni lanaagq gl i ozi da u mozgu sSi s
gralen20@dudglBji kovi h atoma. Takva grala omo
strukture uzdug vanstanilnog dijela stanil|ne

interakcije (Slika 6).

Sijalinizirane mikrodomene

N

- Saharidni dio N

Slika 6. Prostora organizacija sijaliniziranih mikrodomefaS|1 i ka preuzet a i pril ac
sur., 2014)



1. Uvod

Domene bogate gangliozidima sadrge i druge s

vezane membranske proteine i transmembranske ptoteinTa podrul ja nazi v

raftovi ma, glikolipidima bogate mikr3%domene
Gangliozi di Su prisutni u svim tkivima kral]j
dominiraju u mozgu. Gangliozidi imajudo usi dren u stanilnu memb
sl obodan u izvanstanilnom prostoru gto i m o0s

Gl i kol ipidi predstavljaju 80% ukupne mase gl
SA. U mozgu odraslih sisavaca i ptica dominiraj | et i r i osnovna gangl i
GD1b i GT1b, koji zaj edrfoNaledeni gangioziéh dijgleistig! i o z
gl i kanski neuitdr &Glad INAd iIGhill ( Gdid BKler ) |, a meluso
razlikuju po broju molekula vezane SA i mjestu njihova vezamjaa unutr agnj oj i
galaktozi( sl i ka 7). Bi osinteza gangliozida odvij
S i ka 8) koje su tipilne samo za glikolipide
sinteza cerami da ( C e rp@lmitoip dramsféraze na n radirania ser
endoplazmatskog  retikuluria P o merzima glukozilceramidintaze nastaje
glukozilceram d (Gl cCer) . Dal jnjim dodavanjem ga
galaktoziltransferaze nastaje laktozilcerathidlz koj eg se onda sinteti z
koje karakterizira prisutnost SARazlikujemo nekoliko serija gangliozida ovisno o broju

mol ekul a SA na unweérriajganj g magadvekdmwei SAOna ur

serija ima jednu, 43erija dvije, a €serija ima tri.

S obzirom na slogenost gangliozida Lars Sven
| UPAC i mena. Prema tome oznalavanju slovo AC
oznalavaju broj SAAMM]j= jgeadingd ;i oD = adwigjie ;
APAi = pet. Brojevi nakon toga oznalavaju du
ceramid, odnosno kromatografsku pokretljivost pojedinog gangliozida: 1-6&HnIAc-Gal

Cer; 2 = GalNAeGalGlc-Cer, 3 = GalGlc-Cer. Na kraju je malo slovo (a, b ili ¢) koje
oznal ava seriju gangliozi da. Za svaki tip Kk

jedna ili vige sijalotransferaza.
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1. Uvod

@ Cer UEGCG Cer @ Glukoza [] GalNAc
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Osnovni gangliozidi u mozgu

Slika 8. Biosinteza gangliozida mozga.
U mozgusisavaca i ptica dominiraju 4 gangliozida (GM1, GD1a, GD1b i GT1b) koji ujedno
line 97% gangl i 02i &Zaa wammZd w zli dvwppd@glkeavidnaa a kt er

dobi i regiji mozga, te se mogu Kkoristiti kao biliezi razvojnih faza&angliozidi nisu

ravnomjerno rasporeleni u membr anama. Velin
mikrodomenai | i pi dni h spl avi . Smjegt aj gangliozid
raspon njihovih funkcg . U Iiteratur.i prevladava migljer

vitalnog znalenja za nor flal Sipe d iufniklcn io ng a raalj ie
interakcije s transmembranskim receptori ma i
adheziju i signalizaciju sa svrhom regulifjan st ani | nog r ast a, prol if
apoptozé®. TakolLer s u ba t nz mall ui ndteamikaca j ami zvan
melLustani|lnim interakcijama, te interakcijan
vezanje MAG (engl.myelin associated glycoprot@in gangliozida osigurava optimalnu

interakciju i zmeluyodgkdamwva idumiojrellinmm stabil n:
inhibira aksonsko izrastanje nakon ozljfddok nedostatak d r e L eni h gangl i oz i
neurodegeneracije putem pojalane aktifvacije
Nedostatialki vevimekompl esni h gangliozida u mi

razlilita neurodegenerativna stanja.
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1. Uvod

1.3.2. Sijalotransferaze

Sijalotransferaze predstavljaju vagnu grupu
monofosfati Neu5Ac nar az |l i | i te supstrate. Mi g j3i [ | ]
sijalotransferaza (ST3Gall do ST3GAi6)Sijaloglikani se sintetizifja u pomoil u enzi

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

(Slika 9) kao aktivirani donor gelera kako |
terminalnog nereduciranog dijela oliogosaharidnog lgfhi&aproteina i glikolipida (Slika 10).
Reakcija dijelovanja ST moge se prikazati fo
sijalotransferaze
CMP - i = SA 4+ HO = akeeptor ————— CMP + SA-2-0 - akceptor
MH,
* =
o m f
HO OH Ll - r,/L‘\‘:'
\'\h_.A{“_‘DH o’ \?:‘ @
o~ i
Aehi 0y OH OH
HD
Slika 9. Strukturna formulaCMRe u5Ac, Km = 46 OM

Kod sisavaca je do sada otkriveno 20 razl i/l

kovalentnih vezg U2, -6U024-8)U2t emel jem | ega i h dijelimo u

ST6Gal , ST6Gal NAc i ST8Gal (Slika 11 12a)
Godine 1996., Horenstein je postavio teoriju prema kojoj se reakcija dodavanja ST odvija preko
Svl mehanizmdSlika 10)pr ema kojem se CMP grupa, velino
napada.
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1. Uvod
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1. Uvod

Osnovna funkcija ST | eitihpijalzipolzoligasarandpilkelanaca,s i nt e
dok su njihova struktura i specifilnost za s

Pripadaju tipu Il transmembranskih glikoproteina koje se prvenstveno nalkaaestGolgi

mr égi Sve STakiamhjeagse]jaknu gralu (Slika 12b) .
vel i ke, mal e, jako mal e | domene 3. Naveden
disulfidnih veza, prepoznavanje donorskog i akceptorskog su§tratda e u kat al i t i | k

Imaju kratki Nterminalni citoplazmatskidio, jedinstvenu transmembransku domenu,

varijabilnuosnovu(202 00 ami noki selina) i dugal ku kat al
sluge za identifikaciju ST kod animalnih mod
su prisutni u humanoti mi ¢ j e M. S§ sunklomitanedd r az !l i | i ti h orga

bakterijé d®ve¢ oyijektai nj ske ST pripadaju isto

a

ST6Ga| 1 > oM
STGGal i
ST6GaINAC-VI e

| ST6GaINAC-V
ST6GalNAc-IV [ "3 s
ST6GaINAC-III B .\j
ST6GaINAC-I
ST6GalNAC-II ol

—— ST3Gal-VI

. o3 O @-
s ST3Gal-1V

ST3Gal-lll o3
[ Gy e'E

ST3Gal-| & a3 O @D
ST3Gal-ll

ST8Sia-|

ST8Sia-VI

«8 a3
ST8Sia-V ¢—96—0

ST8Sia-ll aBra] 08 o 03 " B e——
_: ST8Sia-IV g Stem region Catalytic domain

¢ TR
@ NeusAc OGal [JcaiNAc GIcNAC

Low IS High

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

|l etirigospevekejalotransferaza prikazani Ssu u obl
zajednil ke sijalotransferaza: veli ka (L, pl avo
crveno). Vezani akceptor ski rlaing adcstokalizgaijadonmenai kat a
u primarnoj sekvenci pST3Gal*l; boje oznalavaju i
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1. Uvod

1.3.3. Razgradnja gangliozida

Lizosomalna razgradnja gangliozida odvija se
 umi narni h unutarlizosomalnih vezikul a i me m
hidrolaza | pripde®e i nRRazkojaidnjveeguapolinje dje
egzoglikohidrolaa koj e ukl anjaju pojedinal ne SA i mo n
kraja glikanskog |l anca gangliozida formiraju
osnovni | anac i masne kiseline pomoiu ,cer ami
gto objagnjava razlilite bolesti koje. su po

Takva razgradnja odvija se preko endociteendosomndizosomskog puta te zahtijeva kiseli
pH unutar organela. Uz sijalidaze i egzogl ik
efektorne molekule koje nazeivmimb Kad i gtigo!| s pi

speci filni GM2 ®Baktivacijski protein

Poznate su 4 ska,jkadrdne geairea NEWIEULP. Tar jaztiku od ST,
sijalidaze nisu toliko specifilne s obziror
najzastupljenija u sisavaca, nalazi se prvenstveno unutar lizosoma i katalizira reakcije na

glikolipidima, oligosaharidima, ali ne i gghozidima. NEU2 je citoplazmatska, aktivha oko

nuetralnog pH i wuklanja SA s razlilitih gliKk
se u stanilnoj membrani

1.4. Genetil ki preinal eni mi gj i model i

Budul i da gangl i ozidiiv|daonmihnisrtag nui cpao vir gn jniohmo v
tijekom razvoja mozga, te se smatra da su r

Gangliozidi mogu stupiti u lateralne interakcije, unutar lipidnih splem i(iterakcije), te u

interakcije s molek@ma na drugim stanicam@ans interakcijef®. Neke od glavnih funkcija
gangliozida su ostvarivanje interakcije igni u ak sona i mijelina, rec
stanil ne @&4f ersandg iejl mwiajng e u  d(end.olongtermo | pot
potentiation LTP)%3 poticanje ili suzbijanje migracije stantéai vezanje patogefa

Gangliozidi GD1la i GT1b su funkcional ni I i g
(eng. myelinassociated glycoprotejff. Ka k o b i se istragile funkci
razvijeni su geneti]| ki preinal eni %iPgsjoj mo d e
nekoli ko razlil|litih migjih modela s wutiganir

koje dovode do blokade u sintezi svih gangliozidgqg-null, B4galnt1/St3galsiouble nul),
te one koje blokiraju siStBgab,zStBsiad, Bagalntlo St3ga2A. e ni h
14



1. Uvod

St3gald . Kod djelomilne blokade u sintezi gang
mijenja®>. Kod di vl jWhg eng.a wiilgaa ti pe) eksprimir
gangliozida (GM1, GD1a, GD1b i GT1b).

Uovom istragivanju korigteni Su genet ski mo
pojedine sijalotransferaze, te 1z tog razl o
preinake odnosi se na iskljuliveaemjzé mhojUedi i

sijalotransferaze. Ger8t3Galldo St3Gal4odgovorni su za sintezu enzima koji sudjeluju u

sintezi GD1a i GT1b iz GM1 i GD#h Kada je ekspresija gangliozida analizirana u odraslih

mi geva sa i s St3GalldoStBGadp rgiemjiefaeno je da se sami
genomSt3Gal2bitno razlikujuod WT-a eksprimirajuli samo pol a
GT1b®. |1 stovremeno kod njih se | aSt3Ga2ami gewdl an
nemaj u vidljivi hSt3Galdmi gleord k ishe deof iscaisttaa.vu gan:
od WT migeva, ali kod njih dol &% fazvajaolNeste si nd
sindrom&. Mi gevi s a naSt3Galpi 8tBGalBiraaju ®Bmsmanjenu ekspresiju
gangliozida sa sialinskom kiselinom na terminalnoj galaktokiod njih se javlja potpuni
nedostatak GT1b i GQlhb, smanjena ekspresija
GD1b. Temeljem toga, jasno je da enzim ST3Babkudjduje u biosinteziin vivo, te da je
prvenstveno odgov o-8 sijalizadijwu gargl®zidm iu meddstathu efzim
ST3Gal | . Ukupna ekspresija gangl iSt8Gal28eabilas mi g e
jednaka kao u WT cimbilgsnagenazapdhz g§ kel jsuljak i zvae g a
produkti genaSt3Gal2i St3Gal3 uvelike odgovorni za terminalnu alfé sijalizaciju,

sintetizirajuli glavne @danQgtlpiroizliidkee up onoozvgiun a
sijalinske kiseline u mozgu vezana Kogeg za (:¢
rezultiraju nedostatkom odrelenih ga#dgliozi

FenotipskiSt3Gal2mi gevi su r obusni , St8GalBmingi e vdii vslljaebm jtii

manij i kod dojenja i St8GaBmMirgoedvst3Gdl/3mi .geWVi usSpor @
manij i, sl abiji, rijetki pregivljavaju vige o
dolLu u repr@®ducefdakulidob usporelujuli refl
i skl j GtBGmagemom su nor mal ni u usporedbi s WT
St3Gal3genomsb i | i dj el omil no umanjeni, d®&tRGaRkRu kod
iSt3Gal3 refl eksi stragnji h nog Pretgostavljaaekda nekema nj e

od stanica koje tangencijalno migrimwmaju kori

15



1. Uvod

U mozgu WO-acatiirane forme GD1b su jako slabo zastupljene, da@c@iliranih

formi GT1lb i GQS$t3Gald/3ma gevgeznkbdj navetilacim povel
GD1K°. Do sada je u nekoliko stija dokazano da je distribucija gangliozid@®2acetyl GD3

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

givlianog sustava te je na temelju toga posta

u k r i Koradinmaiu procesu migracije neuréna Tako Ll er |, dokazano | e
Oacetyl GD3 visoko izragen u | ateozajlipgm ven:
tangencijalne migracije u olfaktorni bul bus
geneti | kih mutaci j a deficitarno -¢de@amg e n c i |

polisijalogangliozida. Ova serija polisijalogangliozida dobiva se u wiast®' i 'c' sintetskih

putova, a ima ulogu u navplatdmeem¢na. st ani ca koj e
1.5. Neur ol ogki poremel aji kao posl jedica pr
Poremel aj i u funkciji I nterneur on gatrijpkonv e z a n i

poremel ajima kao ¢gto su &piGapgliijazi dihi gofn
pat ol ogi j u mn osuiAlkheilmerdveebslast, Parkiksanova falest-Faghove

bolestj epilepsij&®. Studije na glodavcia , model i ma epilepsije, pr
graftoviGABA-er gi | ni h i nterneurona i maju sposobnost
kod epil epsij e tTeansplantagjd inhibigornim eegranp a1 hipokampus
odrasl og miga koji boluje od epilepsije u vr
bihevioralne deficite vezane zaprostas s nal agenj e, h'ti@ABAakgi Ivmiost
neuroni imaju bitnu ulogu u pravilnom sazrijevanju neuronskih krugova tijekom postnatalnog
razvojanaOdsetbtagivanja ukazuju na to da su r
relativno otporni na degeneraciju kod razl:.
istragivanja podupiru tezu da nedostat ak p

neuroprotektivnu ulog@.

Epilepsija
Razvoj epilepsije je mogda jedna iotaeneurama vagni
Kod pacijenata sa kronilnom epilepsi j%em javl

dolazi do promjena aksonalnih projekcija PV pozitivnih Chandelier stdnica J o g uvi j ek

tolno utvrlLeno jesu | ove promjene uzrok il

16



1. Uvod

Shizofrenia

Shizofrenijaje komplekipsi hi jatri jski poremeiaj ké&ji se
Budul i da jog wuvijek nije otkriven gen odgc
posljedica interakcije gendét iMokgiuhl,n orsatz vdoaj npioh
GABAer gi l nom prijenosu signala wutjele na poj

koja su pokazala da su kod oboljelih u kori velikog mozga smanjene koncentraBifse®

i GAD&®., Smanjenje GABAe ne utjele jedn#%ko na
|l nhi bicija projekcija od kogarastih interne
regijama ekscitacijskih neurona klJ P Kbdha |e
shizofrenije dolazi do smanjenja broja interneurona koji eksprimirafu PV

Autizam
Autizam je razvojni poremel aj mozga koji pr
koje karakteriziraju abnormalnosti u socijalnoj interakciji i kemuk aci j i , ograni |

ponavl jaj %l Uloga mterbeurpna iu autizmu prvi put je spomenuta 2003.g.

uol avanjem poremelaja u r av rfoPostgartaine analieel u e k
oboj el ih od autizma dokazale su povelanu kol i
promjenu u distribuciji GABAe r gi | ni h r e c e p t% Osim u hipokdmipysw k a mp t
abnormalnosti u distribuciji GABAr gi | ni h n e3awr wPuréinjeovar] seamcama u

malom mozgtf. Takve abnor mal nost.i potvr Luju i gen
oboljeli od autizma imaju promjene na kromosomu 15, na kojem se nalaze regije koje kodiraju
GABA-er gi | ne #.rOsobeqghtlidr ®d auti zma i maju povelan
interneurona girusdentatush i pokampusa, dok se povelanje CF
u CAL1 regiji hipokampusa.
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HO / Af2 A&aiNF OAglyel

Cljovog istragivanja je odredit:.i poSt3&alz i j al ni
St3Gal3,0dnosno dvostrukog nedostatBe8Gal2/St3Galda diferencijaciju i distribuciju

interneurona (parvalbuminskih, kalbindinskih
slugne i vidne kore te u malom mozgu, striat

Speci fi lovogradasul | ev i

U Odrediti distribucjuo s novni h gangliozida u mozgu mi
GT1b) u 4 primarne regije korteksa (M1, S1, V1 i Aul), malom mozgu, striatumu i
hipokampusu.

U0 Odredi ti di stribuciju svih neurona (NeuN
korigtenjemCPpirCkud primarre regije kdoeksa (M1, S1, V1i Aul),

malom mozgu, striatumu i hipokampusu.

U0 Odredi ti postoj i [ razlika izmelLu distr
preinalena migj] a mo GBGai, S$3Gal3d RtIGalaEsayN i m gen
0O Odrediti postoji | i povezanost u distribu
kod toroi genet ski prei nal enS3Gaid, $t3Gal3 imo d e | .
St3Gal2/St3Galg
U Odrediti potencijalni utjecaj gen&t3Gal2, St3Gal3 i t3Gal2/St3Gal3na razvoiji
di stribuciju interneurona, t e njihov ut j
promjena
Postavljendipotezaj e da sposobnost biosinteze gangl i o:
sudjeluje u usmjeravanju diferencijacije nreura pr ema ti pil nom anatom
fenotput e da I e se posljedice nedostatka sinte:z
interneurona
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3.Materijal i metode

3.1. Materijal

3.1.1. Pokusne ¢givotinje

U istragivanju su kortriggteoreit skzormpaociei mageamo
nedostatnom sintezom ganglioZiti®. Genoti povi su odreleni PCI
ol igonukl eot 5-@NTACGCGACAGEATRTCATA i -50

CAGGGTTGCTCAACAAGTG zaSt3Gal2te 5 6SGGGATCTGAGGTCCTCTTCTGGAC i
5 OTAACCCCGAGGACTATGCTGGCTTG z&t3Gal3mi ge v e .

Osim navedeni h migeva istragi veadhvyileétypeWT)pr oved
koji nema nikakve genetske preinake.

Svi mi gevi korigteni u istragivanju kao i [
prof.dr.sc. Ronalda L. Schnaara, School of Medicine, Johns Hopkins University, Baltimore,

MD, SAD.

Prilikom rada s wuzorci ma pokauksomiah ogizvaogttiintjia
Republi ke Hrvatske, te upute o njezi i upor
za zdravlje Sjedinjenih Ameril| kih Dr gava,

odobrenje eti]|] kog povjaerSevnesut|via iMetdai cJi.nJs. kSotgr of:
u sklopu projekta® Ul oga | i pidnih splavi [ gli kokonju
S ust av-@611942298pvoditeljice prof.dr.sc. Marije Heffer.
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3.Materijal i metode

3.2. Metode

3.2.1. Izolacija i analiza gangliozida

Gangliozidi su i zolirani [ anal i z-12rtjedana i z m
starosti) . Svaki od g®TRGAIR,iSt3Ral3 | 3G/ a0 idMTr ani h
analizirani su u triplikati ma.l e@iav gtei rujsd iguwed
di sekcija i zamrzavanjeultkkviava8 Ou ~t EkdbemndlL gk

3.2.1.1.Izolacija gangliozida

l zol acija gangliozida napravljena je iz svi
protokolu kojeg je pisao Schnadt. Metoda se sastoji od nekoliko koraka tijekom kojih se
pomol u organskih otapala ekstrahiraju gangl.
Postupak izolacije gangliozida:

U lzvaganim uzorcima dodala se hladna destilirana voda, kako bi se dobio 10% vodeni
homogenat . Uzor ak ] e r ul-Ehlov e Ihjo enm g esnti azki Ir:
homogeni zatoru s teflonskim tul kom. Cij e

U Vodenom homogenatu dodan je redestilirani metanol (Sigltiach, St.Louis, MO,

USA) u omjeru metnolvoda 8:3. Ostatak ekstrakcije proveden je na sobnoj
temperatur

U Dodan je redestilirani kloroform (Sigr#sdrich, St.Louis, MO, USA) kako bi se dobio
omjer kloroformmetanolvoda 4:8:3. Redoslijed dodavanja otapala je bitan kako bi se
osigurala maksimna precipitacija hidrofobnih proteina.

U Netopljivi dio smjese odvojen je 15 minutnim centrifugiranjen2b@0g (Centrifuge
5804R, Eppendorf, Hamburg, Germany)

U Supernatant je odvojen i napravljena je reekstrakcija taloga u dvostruko manjem
volumenuotapl a kori gtenog za ekstrakciju. Supe

U lzmjeren je volumen ukupno dobivenog supernatanta (ekstrakcija + reekstrakcija) u koji
je dodan 0,173 volumen vode, gto je rezul
razdvojene centnfgiranjem (15 min,2500 9. Gornja (polarna) faza u kojoj su
gangliozi di odvojena j e [ korigtena Za

gangliozidi su odvojeni od ostatka lipida.

O Polarna faza je wuparena u struji tekul e
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3.Materijal i metode

Concentrator, Techne, Staffordshire, UK)
najmanjem volumen vode potrebnom za potpuno otapanje. Dobivena otopina je
dijalizirana preko o [ i u vodi korigtenjem membrane z
Membrane Tubing 2, Spectrum Laboratories, CA, USA)

0 Nakon dijalize, uzorak se ponovno upario
metanolvoda (4:8:3) kako bi se dobila koncentradljismgll t ki va. Za duge
uzorci se otapaju neposredno prije korigt

3.2.1.2 Kvalitativna analiza gangliozida

Kvalitativna analiza gangliozida provedena je modificiranom metodom tankoslojne

kromatografije (engThin-Layer Chromatography TLC) prema Schnaar and Needham®

na silicag e | pl ol i cama vi s ok endsHgb BeddsnmocsThin-Layera z | u | i
ChromatographyHP T L C) . Kao s jeaijlohska kiselika koncegtriacienGal
mg/ml.

Postupak izvolLenja TLC:

U Aktivacij a HPTLC pl olica (Al drich, Mi |\
zagrijavanjem plolica (15 min, 110 o C) i
0 Uzorci mogdanog t ki vaa k(rOo nbantgd gurl a)f snkaun epgleonli

koji sadrgi 0.5 mg svjegeg tkiva. Uz wuzor
0 Uzorci su nanegeni na plHanliord ! ka o Nminkrgekg
odvija postepeno, kako punospha.ol i ca prije r
0 Plolica je razvijenametano®,29% GaGlv omjeautc@3p:81 a k|
0 Nakon razvijanja plolica je dobro osugena
0 Razvijene plolice poprskane su Svenner hol
pl oljedmaki h di menzija I zagrijana u sug
odnosno sijalinska kiselina, nakon reakci
O Pl olice su skenirane, a intenzitet obojen

programu NIH, Bethesda, MD, USA).
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3.Materijal i metode

Osim TLC metode, gangliozidi su analizirani i metodom dvodimenzionalne tankoslojne

kromatografije (2BTLC) prema Sonnino i s#?, kako bi se utvrdilo postojanfe-acetiliranih

f or mi gangliozi da. Gangl iQeazciedtii Ilirjama,j e pst ¢
neacetiliranih obl i ka, gt o s e ne mo g e uol
Karakteristika2DT LC met ode je i to da soer anko gpeo apnlaadliizci

Postupak Ii-TA®olLenja 2D

0 2D-TLC analiza ralena je na HPTLC pl ol i camas

cm.

U Prvi dio analize, tj. razv@nje u prvoj dimenziji u potpunosti odgovara prethodno

opisanom TLC postupka s i m gt o Ilkwet w pledalnioare nanosi s a
0 Nakon razvijanja i sugenj a, plolica se iz
komor i . Postupak se odvija preko noli i

0 Nakon tretmana amoemiyg akwgnal| plgpélicwva seCGasluly
BIO-RAD Laboratories, CA, USA) kako bi amonijak u potpunosti ispario.

0O Nakon toga plolica se razvija u istom ot
razdvajajuO-acetilirani gangliozidi

0 Nakon s ug e mgliezidipuviadalizim@ Svgnmerholm reagensom

3.2.2. Imunohistokemijska analiza

| munohi stokemijska analiza provedena j-e na u
12 tjedana starosti). S v a IgBGalg, &t3@aks ’BtdGal2/B k i mo
kaoiWTmi ¢ enalizirani su u triplikatima (po 3 reza od svakog mozga). Naldiikazan

j e pol ogaj analiziranih regija u mozgu: 4 opr

mozgu, striatumu I hi p o kaBargmasu . Regije su od
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3.Materijal i metode

.A“' s1 . M1 [] Vi . Striatum

E] Mali mozak E] Hipokampus

Slika 13. Shematski prikaz lokalizacije imunohistokemijski analiziranih regija u koronarnom
presjeku mozga mi ga -o@uleprenaras IpurggnaaSlBer g mannr
primarnaosjetnar e gi j a, M1 = pri mar na madramegiad.|l ka r eqg]

3.2.2.1. Prikupljanje uzoraka, disekcija i krioprotekcija mozga
Givotinje su anestezirane izofluranom (For an

SAD) nakon | engtanskadijalnagperfuzgav | |
Postupak perfuzije:

0O U trenutku duboke anestezije ¢givotinje (d
u lijevu klijetku srca.

U Gkarama se napravio rez na desnoj predkl
ubrizgab 50 ml 1 PBSa. Postupak treba raditi dokRBS upotpunosti ne zamjeni krv
(koga, sluznica i jetra problijede).

0 Nakon potpunog ispiranja krvi, kroz istu iglu ubrizgava se 50 ml-td8¢g
paraformaldehida (PFA), pH=7.4. Indikators p j magravigene perfug je potpuna
uko|l enost tijela miga.

Nakon perfuzije napravljena je disekcija cijelog mozga, koji je pohranjen 4n4RFA
slijedela 24h. Nakon zavr § etnuetodinu $asarzeing2dh. mo z
Krioprotektirani mozak brzojesmrant u i zopent a&qu & @ odo aan &Ini
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3.Materijal i metode

3.2.2.2. Priprema rezova mozga za analizu

Rezanje mozgova

Il zvrgeno

je u koronarnom i

S
(Leica, CM30501S8, &eG.maPryi)j ep rripiaredijzakriostatzko vi s u
T

rezanje (Tissud e k OCT

i munohi stokemi|ja

Compound,

Sakur a Finetek,

napr avftegfloatira), rezavi sp prikupljarjiw [ i m r

otopinu 1xPB&a u pol i stirenskim ptatweRdimaPlsxaa e®4 |S
Al dri ch, St . Loui s, MO, SAD) . Tako prikupl
Rezovi koj i su uvani dugi period p2Cbal @.ni

Navedena otopina

3.2.2.3. Imunohistokemija

| munohi stokemijska
floatihngmet odom *naKed an@€l i ze

anal

0 n e mo gimé ismrzaavahi®iftih.akt i vnost n

z a napravl jreena | e

korigtena su visoko

protutijela 1gG klase u svrhu detekcije gangliozida svih neurona i interneurona. Popis i

karakteristike svih primarnih protutijela prikazani su u Taldlici

Tablical. Popis svih primarnihppot ut i j el a

Naziv protutijela =~ Organizam u kojem

je napravljeno

protutijelo
Anti-GM1-1 mi g
Anti- GD1al mi ¢
Anti-GD1b-1 mi g
Anti- GT1b1 mi ¢
Anti-NeuN mi ¢
Anti-GABA zec
Anti-Parvalbumin mi ¢
Anti-Calbindin mi ¢
Anti-Calretinin mi ¢

26

Klasa

protutijela

[o]€]
[o]€]
IgG
lgG
lgG
IgG
[o]€]
lgG
IgG

korigtenih za i munot

Proi zvola

Department of
Pharmacology,

The Johns Hopkins School
of Medicine®

Abcam

Abcam

Abcam

Abcam

Abcam



3.Materijal i metode

Postupak imunohistkemijske vizualizacije trajao je dva dana iadsg w i Kpeaka:

27

i

Predtretman rezova napravljen je u 0.2% otopisD+u 1xPBSu 30 min. Time su

blokirane aktivnostendogenih peroksidaza u tkivu mozga

Inkubacija rezova u otopini za blokiranje (1% BSA, 5% kozji seruhRIB8) | i me

su se blokirala nespecifilna vezna mjesta
uz mijeganj e.

Nakon blokiranja uslijedila je miubaci ja rezova u Vvisokosrtg
monokl onskim protutijelima 1 gG klase pre
Protutijela su pripremljena u otopini z a
prethodno o@Mlgqlile0d)a antiGBla {(1:2000); aGD1b (1:2000);

antrGT1b (1:10000), artNeu (1:2000); arHGABA (1:1000); antiPV (1:500); anti

CB (1:200) i antCR (1:50).

|l dul i dan r elzl6minuIsRBSU. sprani 3

Nakon ispiranje uslijedila je inkubacija rezovau selundn om pr ot uti j el u,
uz stalno mijeganje. Kao sekundar-miogjir ot u
IgG (Jackson Immunoresearch lab., West Grove, PA, USA), pripremljen u otopini za
blokiranje u omjeru 1:500.

Rezovi su isprani 8 10 min u 1 PBSu-

Nakon ispiranja rezovi su inkAaBICOanieaglkns
iz seta kemikalija AVectastain ABC Kit EI
USA). Navedeni tercijarni kompleks sastoji se od avidina i biatamibg HRPa, te ga

je potrebno pripremiti 30 min prije koriog
se tijekom inkubacije vege na biotinilira
Nakon inkubacije uslijedilo je ispiranje, 1310 min u 1 PBSu.

Vizualizacija reak/nih protutijela postinuta je inkubacijom rezova u setu kemikalija
(Peroxi dase Substrate System, Vector Lal
diaminobenzidin (DAB), substrat za peroksidazu. Peroksidaza stvara netopljivi sivo
obojeni produkt, koji ukazujea pozitivnhu reakciju. Inkubacija traje 5 min.

Obojeni rezovi su ispirani, 310 min u 1 PBSu i jednom u destiliranoj vodi.

Nakon i spiranja rezovi Ssu navul eni na pr
osugeni nakon | e ¢gaolssanm9080iskenenu (N&kon, Tokyo, Japam).e r
Nakon skeniranja stakalca su pokrivena s Vectamount pokrivalom (Vector Lab,

Burlingame, CA, USA) i analizirana na mikroskopu (Carl Zeiss, Axioskop 2 MOT,



3.Materijal i metode

Jena, Germany) koji je spojen sa aparatom za fotogrggfi(@lympus DP70, Optical

Olympus, Japan).
i SIl'i ke su analizirane i sl ogene
CorelDraw X3.

3.2.3. Western blot analiza

korigtenj

Nakon i munohistokemijske anali ze prWestam nost

blotmet odom. Za anali zu su korigtena

i sta prot

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

koncentraciji 50 mg/ml otopine. Homogenat je centrifugiran 10 mi38880g. Suge r nat ant u

kojem su proteini -B8vej Endpeanapbheanjen na
3.2.3.1. Denaturirajuila poliAGEyil amidna gel
Na poletku analize izol at proteina prvo | e

elektroforezom.

Pogupak SDSPAGE:

0O Uzorak za nanogenje na gel pripremdijen |
svijegeg tkiva), 2.5 GalAxNuuwRdyehFECalsias CSampl e
SAD), 10l NuPAGE I)IbBvrogehe Garlsbad, dCA, SAD) D16 |
dH:20.

O Uzorak je zagrijan na 70 - C 10

O Uzorci su nanegeni u volumenu od

mi n . nepo
10 Ol po

koncentracije 4.2%, BisTris NUPAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA; SAD). Razdvajanje

proteinaodvi jal o se u komercijalnom

puferu za

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

28



3.Materijal i metode

3.2.3.2. Prijenos proteina na membranu

Po

zavrgetku elektroforeze uslijedilo je pre

napravl j en k o-Blotsustayi(BieRal)izanokriprijeanos proteina.

i

Prije poletka prijenosa PVDF membreana uro
nakon | ega pCG ispirana u dH

Prijenos proteina na membranu oldvijao se
(Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) 1h na 50V.

Nakon prijenosa membrana je prebalena u o
temperature wz katkal mo miej] é@d @rkji r al a nespec
proteine.

3.2.3.3. Imunodetekcija proteina i vizializacija membrane

i

i

29

Nakon blokiranja membrana je isprana 2 puta ®PBST puferu

|l nkubacija u visokospecifil ni majnaolnao kjleo npsrke
nol i na +4 - C wuz stalno mijeganje. Pr of
(1:2000); antiPV (1:500); antiCB (1:200) i antiCR (1:50) pripremljena u otopinu za

blokiranje koja je prethodno opisana.

Nakon inkubacije u primarnim piatijelima membrane je isprand 3 min u 1 PBST

puferu.

Uslijedila je inkubcija membrane u sekunc
lgG anttmi gj e sekundarno protutijelo dobi venc
hrena (Goat AntMouse IgG (H+)-HRP Conjugate, BidRad, Hercules, CA, SAD)
pripremljeno u otopini za blokiranje 1:500. Inkubacija je trajala 1h na sobnoj
temperature uz mijeganje.

Nakon inkubacije membrane je isprane’5 min u 1 PBST pufru i 1 x u dgD.

Postupak vizualizacije sighaa napr avl jen je korigenjem s
Substrate System, Vector Lab, Burl i ngame
(DAB), substrat za peroksidazu. Peroksidaza stvara netopljivi sivo obojeni produkt, koji
ukazuje na pozitivnu reakcijunkubacija traje 15 min.

Membr ana j e nakon vi zualliizziarca nae koosruiggetnean, j e
Image J program(NIH, Bethesda, MD, USA) i CorelDraw X3.
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3.2.4. Statistilka analiza podataka
St ata analizul dobivenih podataka napravljena jgdnosmjerna analiza varijance
(ANOVA) za normalnu distribuciju podatak KruskatWallis test za nepravinu distribuciju

Razina znalajnosti je 0.05. Analiza je napra
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4 Rezultati

41.Anali za gangliozida u mozgu §teGal2 St8Gai3i pr ei n
St3Gal2/3

4.1.1.Imunohistokemijska distribucija gangliozida

| munohi stokemijska analiza pokazala je razl:.
genet ski pr ei n a3t3sald, §:3Gal8 igSi3Gahi2(8 uspockabl sa kontrolnim

mi gevi ma ( WT) prikazathaje ekspresgai GM1 gangliozida u sagitalnom i
koronarnom prer Kou mblz g@MYimeipgsatanaumijeliniziranim

viaknima nigih slojeva kore velikog mozga, j
GM1 prisutanjeumozgusvimaa | i zi rani h geneti | kalijepdje nal en
razlilita distribuci|StE3Gadmpg] epodkizm| ee qiaj an@aa |

ekspresiji u usporedbi s WT, dok je k&t3Gal2i St3Gal2/3mi geva vidljiva
ekspresija GM1.Kod St3Gal2i St3Gal2/3mi g eGMa je prisutan u svim slojevima
neokorteksa, te u CAl i CA3 regijama hipokampuZa. razliku od njih kodVT i St3Gal3

mi geevaeokorteksu i hi pokampusu ni jSBGaR/@bi | | e
mi gevi d|majjuo zmovelanu ekspresiju GM1 u svi

Najintenzivnija ekspresij eorp@GMdioskno.d svi h mi ge

GM1

WT : : —r-

DKO —
St3Gal2 y —
St3Gal3 - \ —

Slika 14. Distribucija gangliozida GM1 prikazana na sagitalnim i koronarnim rezovima
genetskpr ei nal eni h St3Gaf,Sit3Gal3mSt3Gald/givijég tipa (WT)
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4 Rezultati

Slika 15 prikazuje distribuciju GD1a gangliozida moz gu genet s ki preinal
St3Gal2, St3Gal3 i1 St3Gal2lB uspor edbi Ko dWTWTmimg egweivma .GD 1 a
j e prisutan u sivoj tvar.i mozga, Svieslojevi odr el

neokorteksa, striatunglobus pallidus amigdala, svi slojevi hipokampusadéntate gyrus,

jezgre talamusa i hipotalamyg@o i molekularni, granularni i sl&urkinjeovih stanicanalog
mozgapozitivni suna GDlaKod St3Galzmi geva vi dl jivo je smanj en|]
je kod St3Gal2/3vidljiv gotovo potpuni nedostatak GD1BRozitivna reakcija na GD1a kod
St3Gal2/3mi geva vidl jiva nasagitlik rezoeirkaszaprayolpiédstavial o | )
acetilirani obl i k GD1b gTa® métadamz Nad koronargomo | e
presjeku pozitivna reakcija nije vidljiva jer je prikazan prekaudalnika.g e mo r el i da
naj zastupl jeniijei naj madij @l kioma | gcjae GM1 .

GD1a

WT

DKO D ——
i
A gf(ﬂ 4 \\)f : - .
suncaz & ten Ay -
\ ¢ ’
e 4

St3Gal3

Slika 15. Distribucija gangliozida GD1a na sagitalnim i koronarnim rezovima genetski
preinal eni h St3Gal2,)St3Gal3mst3Gald/Balivljég tipa (WT)

GD1b i GT1b gangliozidi prisutni su u svim regijama mopgdjednako (bijela i siva tvar)

osim ucorpus callosuru koji pokazuje negativnu reakciju na GD1b i GT1b (Slika 16 i 17).

Kod St3Gal2mi geva vidljivo je povelanje u ekspres
St3Gal2/3mi gev a. Ek s pr e sje kodSt3Gal2inb g e ma nj &BGal2/3 e ko d
gotovo u potpunosti gubi. GT1b k&t3Gal2/3ostaje prisutan samo u V. sloju kore velikog

mozga i CA3 regiji hipokampusa.
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4 Rezultati

GD1b

DKO

St3Gal2

Slika 16. Distribucija gangliozida GD1b na sagitalnim i koronarnim rezovima genetski
preinal eni h St3Gaf,St3Gal3metlGald/galivljég tipa (WT)

GT1b

pqé}\
N Y

g

’
St3Gal3 * —fRene——

Slika 17. Distribucija gangliozida GT1b na sagitalnim i koronarnim rezovima genetski
preinal eni h St3Ga,St3Gal3mst3Gald/Bdivljég tipa (WT)

DKO

St3Gal2

34



4 Rezultati

4.1.2. TLC i2D-TLC analiza gangliozida
Na slici 18 prikazana je TLC analigangliozidaumozgg e net s k i preinal enih
St3Gal2, St3Gal3, St3Gal2i3 WT . Analigage napravljena nakon ekstrakcije gangliozida

organskim otapali ma. Kao i i munohi stokemij sk
gangliozida- GM1, GD1a, GD1b i GTIbBWT mi ge v i I m&Pla, dokgel udik | udi
GM1, GD1biGTlbduplosmameU usporedbi s WT migem, vidl]
navedeni h gangliozida i postoj i.KaltSt8Gai2/8t i | ki

mi geva dol azi do zn aGMilj(n=o0@0%)d 6016 (pa=n0jors)tek o | i | i
smanj enj @Dlk(p+ 0.0R5) irG&1lb (p =0.015). Metodom TLC detektirani su i ostali

gangliozidil i j a sekshupsaaji 9 smahjujeskodbtiGrI2/3me g gph=a j n
0.016).St3Gal3mi g pokazuju najmanju razliku u usporedbi s WT. Ka@Gal2zk ol i | i na
GDl1 a i GT1lb je dvostruko manja, dolst3GR/3konce
mi gevi pokazuju gotovo potpuni nedostatak GBD

GD1b (Slika 19). Znalajno je da uktaRezutatik ol i | |
TLC analize podudaraju se sa imunohistokemijski dobivenim podatcima.

GM1 - —
GDla WS S
GD1b R — C—
GT1b - - -

wT St3Gal2 St3Gal2  St3Gal2/3

Sl'ika 18. Gangliozidi mo gdanog St3Gai2yS8BGalB3é net s k
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT) razdvojeni tankoslojnom kromatografijori ().
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4 Rezultati

stacaiz/s | I
sTacals [
siocal |
wT S
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
WT St3Gal2 ST3Gal3 St3Gal2/3
EGM1 11,86 19,07 10,37 30,34
EGDla 27,84 20,59 24,77 7,94
GD1b 10,78 20,14 13,23 34,73
mGTlb 15,95 11,79 23,02 0,78
m ostali gangliozidi 33,56 28,41 28,61 26,21

Sl'ika 19. Grafil ki prikaz udjela pojedinog
mozgu WT,St3Gal2, St3Gal8St3Gal2/3mi ge v a

Osim analize gangliozida TLC metodom, dodatno je napravljena i analiZd.Dnetodom

koja omoduéhivaanje al kal i Q-acatlirand guupe). |Alkdlijski gan g |
stabilne grupe migriraju jednako u obe dimenzije i stvaraju dijagonalu. Alkalno osjetljive grupe

mi griraju sporije u drugoj dKonke nWhgunidljpgeo j av | j
stabilne forme GM1, GD1a, GD1b i GT1b gangliozida, kao i alkalno osjetljive forme GD1b,
GTlbiGQlbRazl i ka | e vi dSt3Gala3mi g a nSEeS3&ai2Bwdlfive su

stabilne forme GM1 i GD1b koje dominiraju, dok se GDla pojavljuleuagovi ma. Tak
vidljiva je prisutnost iO-acetilirani GD1bkoji na jednodimenzionalnom TLC migrira kao

GD1a pa daje krivu sliku prisutnosi ovog ganlioz{8ika 20).
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4 Rezultati

GM1 —
GM1 =
GD3—
GD3—
GD1a —
GD1a—
GD1b —
GD1b— & * GD1b-OAc
GT1b— .
GQ1b— GT1b ~
7 i 2L
‘ WT ‘ St3Gal2/3

Sl'ika 20. Gangliozidi mo gdanogSt3GalR/Idivlege net s k
tipa (WT) razdvojeni dvodimenzionalnom tankoslojnom kromatografijomT2D).

42Anali za interneurona u neokortelst8Gal2,genet sk

St3Gal3 i St3Gal2/3

4.2.1. Imunohistokemijska lokalizacija GABAe r g i nearoné

Imunohistokemijska analiza pokazala je prisutnost GABA gi | ni h i nterneur
regijama neokorteksa (Slika 224, 25 i 27). Kako bi odredili kolikiudio GABA-er gi | ni

i nt er n e uurukuprom Hdroju neairona,napravljenaje dodatna analizavih neurona

neokorteksa pomolu NeuN protutiijela. Nakon |
S1, V1 i Aul) wutvrlLeno je postoji [ Frazli k:
er gi internetrona T a kamdlizrana je razlika u brojuM? CB i CR pozitivnih

interneurona u pojedinoj regiji neokortekéay ant i t ati vna analiza 1 ale
kolumnegi r i ne, 5t0j0. Gm i zralun su ukljuleni svi sl
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4 Rezultati

4. 2.1.1. Analiza primarne motoril|l ke regiije
Kod WT nprinjaenjrao tuoajregiji 1) broj NeuN pozitivnih neurona po mjernom
polju iznosiskB86nvIl.fi 6e nSadBal2 StBGaiBj $t3GaiRiBdee | i
stati st ioln&razlikiguru ailkunimrbroju NeuNpozitivnih neuronaod WTmi ge v a.
TakolLer, ne postoji wshopuGABAer gki nzhalafeaneat
genetski preinal ewTli hnShikaedyjai h model a

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Slika 21. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) iGABAgi | ni h i nterne
primarnoj motoril|l koj regiji (MStpGak,cBGatBe net s k
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)
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4 Rezultati

500
450
400

o 350

300
250 m NeuN
200 u GABA

150

100

50

0

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Broj pozitivnih neurona /
mjerno polje

Slika2. Gr afi | ki pri kaz Dbr ojear gsivlinhi hn eiunrtoenran e uN
pri mar noj motori| kopreiemgal eni MSthGal | Si3Gaeo & ¢ Is &
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)

4.2.1.2. Analiza primarne osjetne regije

Analiza primarne osjetne regije (SIYT mi pokazada je dau NeuN pozitivni neuroni
zastupljeni sa 400, @6 42 madurnomga Add66mjearNidem 7
GABA-e r gm linterineuroima. Kod St3Gal2/3mi ¢aedwlazi dost at i st iogKk i zn
smanjenja brojaneuronaNeuN pozitivnih neurong p = 0. 024) . l zmeLlLu mi
razlikau broju GABAe r gi | ni h i nt®&rneurona (SIlika 2

500
450
400

o 350

S 300
2 250 m NeuN
@ 200 m GABA

£ 150

100

50

0

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Broj pozitivnih neurona /

Slika. Gr af i | ki pri kaz br ojear gsivlinhi hn eiunrtoenran e uN
pri marnoj o0sjetnoj regi j i mqgddalf3Ga203i3Galee net s ki
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)
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4 Rezultati

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

NeuN

GABA

Slika 24. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) i GABA gi | ni h

interne

primarnoj o0sjetnoj regiji ( S 1913GAH203U3GgE net s ki

St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)

4.2.1.3. Analiza primarne vidne regije

Analiza primarne vidne regije (V1) pokazala jesiaNeuN pozitivni neuroni zastupljeni sa

305N19 neurona po mjernom pol j uGAB@€r

gmbai 100C

interneuroima. 8 at i sti | ki i zmel|lasj gae nrea 2 1| ikk a ppostojinal eni

u ukupnim brojuNeuN pozitivnih neuronakao iu brouGABA-er gi | ni h

St3Gal2/3mi geva dol azi do znal ajnog smanj

Kodt er neu

enj a u

migev iipm®005 . Osim t oga znalSBGaRisSt3Gad2/3(pa®0Bl).ka 1 z 1
St3Gal3mi gevi i maj u stati setriglikliniz nianltaejrnnoe uwriognea G

mi g e \(pi=M.824)Slika X).
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4 Rezultati

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Slika 5. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) iGA84 gi | ni h i nterne
primarnoj vidnoj regiji (V1) StkGald, S3@alBet ski p
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)

*%*

350
*k

300
250

200
m NeuN

150 u GABA

100

Broj pozitivnih neurona /
mjerno polje

50

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

k isvihmeuiona éNeuNbiiGAB&ar gi | ni h i nterneu
dnoj regiji (V1) StRGald, Sip@aiBe t s k i p
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)

Slika2s. Gr af i |
primarnoj Vi
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4 Rezultati

4. 2.1.4. Analiza primarne slugne regiije

Anali za pri mar ne s lajegaseNeuNgazitivinieeurorA zadtyplierp g8k a z a
399N14 neurona po mjernom poljuGABe@dr gmbai 11¢
interneuromma. St3Gal2/3mi geevd at i st i b tazlikujueunwkdpaim brojuNeuN

pozitivnihneuron@dWTmi g v @.024) zmellu mi geva ne postoji r
ergilnih int28rneurona (Slika

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Slika27. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) iGABA gi | ni h i nterne
primarnoj sl ugnoj regiji ( Au 1($t3CkID, 8t3GpB N et s ki
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)
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4 Rezultati

500
c\u 450
S 400
3 o 350
£8 300
';8250 = NeuN
%_QZOO m GABA
S E 150
S 100
m
50
0
WT  St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3
Slika28. Gr af i | ki pri kaz Dbr ojear gsivlinhi hn eiunrtoenran e uN
primarnoj slugnoj regiji ( Au 13t3Ckl?, 8t3Ga8B net s ki
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT).
U M1 regiji WT rmpiipgda GABASIL§i Inmiumomeaur oni ma. Ko
preinalenih migjih modela dol azi d6&t3Gald vel an|
mi geva (49 %). U S1 r egpripadaGABA-emigg d vna m2 h% um e t
Jedina razlika javlja se kod St3Gal3 migeva
regiji WT mi g epvipada &BBAe meiulr minm neur oni ma. Kod

preinalenih migjih model a adhgleazjie dSt8GaRiGev eel aknoj
mi geva (62®2%)g.i | GABAeuroni | ine 45% od ukupnooc
St3Gal3i St3Gal2/ani geva udi o se PBtBGalentiagveav,a dSlilka2®) eu jkeo d
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4 Rezultati

WT St3Gal2 S5t3Gal3 St3Gal2/3

M1

S1

Vi

Aul

Slika 2. Udio GABA-er gi | ni h i nt er ne NeulN poativnilhneurecnaep nom br
regijamaneokorteks@y e net s Kk i pr ei na$tical2, Bt3GalBI3Galzi3i mode |l a
divljeg tipa (WT)

4.2.2. Imunohistokemijska lokalizacija parvalbuminskih interneurona

Parvalbuminski pozitivni interneuroni detektirani su imunohistokemijski na koronarnim
rezovima u 4 primarne regije neokorteksa (M
pokazale su pozitivhu reakciju na prisutnost @Vhterneuromma (Slika 30, 32, 34 i 36).
Kvantitativna analiza ralyemanpge550pojdannjiemad

ukl juleni svi sl ojevi neokorteksa.
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4 Rezultati

4. 2.2.1. Analiza primarne motori| ke regiije
Kod WT roj gaevalbaminski pozitivnih interneuronaM1l regijii z n o s i 18, 33N

interneurona po mjernom poljBt3Gal2/3mi geest at i sti | ki znal aj no r ¢
0.002) Osi m s Wdt3Gal2/ane g e ma, r a 5tBGalRk(pF 00033 iBt3GAd
(p = 0.029) 1)Kioglewa i (hSlgieknaet3 | ki Bi8GHIRd o Ica v ani h

sepovel anj @ozivnilijteaneufoia.

St3Gal3

;- SAORE )

St3Gal2 St3Gal2/3

Slika 30. | munohi stokemijska analiza parval bumin
regiji(Ml) kodgenet s ki pr ei na$tdcal2, 5t3GalBIY3GalHIidivged e | a  (
tipa (WT).
**

< 60
c **
= Hok
= 50 —
g
Z — 240
gga
E2230
235
S =20 i
@
o
o) 10
@

0

WT St3Gal2  St3Gal3  St3Gal2/3

Slika3l. Gr af i | ki prikaz broja parval buminski p
regiji (S1) kod genet StkGal2, StBGaIBIIGHAIZI diviiegmi g i h
tipa (WT).
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4 Rezultati

4.2.2.2. Analiza primarne osjetne regije

WT migevi u S1 regiji imaju 26 0888d2nbgevnt er
dolazidos t at i st idshkanjergamraja RVjpaoritivnih interneurqpa= 0.0), dok kod
St3Gal3mi geva dol azi do znalajnog povedoadbj a br o
(Slika ).

St3Gal3

St3Gal2 St3Gal2/3

Slika 32. Imunohistokemijska analiza parvalbuminskih interneurona u primarnoj osjetnoj
regiji (S1) kodmiggjnieh StdGatl eStBEaIBBIIGHIZIN divieg
tipa (WT).

40
35 R I

St3Gal2 St3Gal3  St3Gal2/3

Broj parvalbuminski pozitivnih
neurona/
mjerno polje

w6 &3Sk 8

o

Slika33. Gr af i | ki prikaz broja parval buminski p
regiji (S1) kod genet StkGal2, StBGaIBIIGRAIZI diviiegmi g i h
tipa (WT).
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4 Rezultati

4.2.2.4. Analiza primarne vidne regije

Kod WT mi gaevaltumirski pogitivigh interneurona Vil regijii z n o s i 29, 33N
interneurona po mjernom pol ju. KowW regijvi h ge
vidljiv a je tendencija smanjenja broRV pozitivnih interneurona a | i razli ke ni s

z nal (8ljkaBs).

StSGaI3

St3Gal2

Slika 34. Imunohistokemijska analiza parvalbuminskih interneurona u primarnoj vidnoj regiji
(V1) kod genet ski p St3&al2) at3GaldSt3bal2A3ii dvieg tipa mo d e | a
(WT).

40
35
30

25
20
15
10

St3Gal2 St3Gal3  St3Gal2/3

mijerno polje

Broj parvalbuminski pozitivnih
neurona/
(6}

o

Slika35. Gr af i | ki prikaz broja parval buminski p
regiji (V1) kod genet StRGal2,513@ali8&tzGal2/didijegmi gj i h
tipa (WT).
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4 Rezultati

4223Anal i za primarne slugne regije

WT migevi u Aul regiji imaju ZKSBGaRMi gevtar n e
vidivojeznal aj no s manj enjpe 0filf).oTjak oiBig@Gakmngev on ae
statizeti lakino B6taGlB(p kKO044uiSt8GhHI2/3mi geva (pzmeQuOO06
WT, St3Gal3i St3Gal2/ani geva nema statistB7?).ki znal aj ne

St3Gal2 St3Gal2/3
Slika 36. | munohi stokemijska analiza parval bumi ns
(Aul) kod genet srkodelaptB@al2,St8GaBBtBGal2/Fiidigjegitifa
(WT).
45
40 o
35 Kk

Broj parvalbuminski pozitivnih
neurona/
mjerno polje

30 .
25
20
15
10
EE
0

St3Gal2  St3Gal3  St3Gal2/3
Slika37. Gr af i | ki prikaz broja parval buminski p

regiji (Aul) kod genetS3cal2 $IGaldSBGdI2E ndivieg mi g j i h
tipa (WT).
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4 Rezultati

4.2.3. Distribucija kalbindinskih interneurona

Kalbindinski pozitivni interneuroni detektirani su imunohistokemijski na koronarnim rezovima

u 4 primarne regije neokorteksa (M1, S1, Vi
pozitivnu reakciju na prisutnost GBnterneurona (Slik&8, 40, 42i 44). Kvantitativha analiza
ralena je brojagjemne, p6DPe Omoliwmmd un su uk
neokorteksa.

4. 2.3.1. Analiza primarne motoril|l ke regiije
Kod WT mi ¢ epozdivnib nterpeur@® W1 regiii z no s i 58 méufofal , 15 |
po mjernom poljuDost at izstail lakinog smanj enj a dalazikod oj u CI
St3Gal2(p = 0,045)i St3Gal3(p=0,037)mi g e v aekod8t8Gal2/3mi gevadi znal ajr
p o v e (p@=r0j0X5)Slika 39).

St3Gal3

St3Gal2

Slika 38. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj
motori| koj regiji ( M1) Kk o dSt3Calp StBGalB i preina
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)
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4 Rezultati
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Slika39. Gr afi | kikapmbi khk@dznkskoj ozitivnih interne
regiji (M1) kod genet $SiBGal2pst3GaldstaGale/giidijegmi g i h
tipa (WT).

4.23.2. Analiza primarne osjetne regije

Imunohistokemijskom analizor@B pozitivnih interneurona $1lregijiut v r j& ela\Wr

mi gevi i maj u 63N3 i nt ead8t@Gal2noi ngae vpao dnojl earzni o nd op ©
smanjenja broja CB pozitivnih interneurofpe=0.0M3). Osi m t oga, znal ajna
iz mé&tBGal2i St3Gal2/3mi g e w a.008) fSlika 4).

St3Gal2/3

St3Gal2

Slika 40. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj
osjetnoj regiji (S1) kod SieaReSt36&HBSt3@al2/8ii nal eni
divljeg tipa (WT)
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4 Rezultati
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Slika4l. Gr af i | ki prikaz broja kalbindinski pozi
(S1) kod genet ski pSt3cal2n3H3IGal8sidGal2i@idyliegtipa mode |l a
(WT).

4.2.33. Analiza primarne vidne regije

Kod WT mi ¢ eozidvnibinteneuroBaV1regijii znosi 39, 33N0, 57 in
mjernom pol zmwal &jt mdeu srauadBjlpezitinih interneuronadljivo je

kod St3Gal2(p = 0.@3) i St3Gal3mi g éw 8,04¢. St3Gal2/ani gevi se ne razl:.
mi gevieao ni od ostalih ¢é&kaddt i | ki modi ficiran

St3Gal3

St3Gal2 St3Gal2/3

Slika42. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj vidnoj
regiji (V1) kod genet StRGal2pt3Gald &tzGal2/didiljegmi ¢gj i h
tipa (WT).
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4 Rezultati
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Slika43. Gr af i | ki prikaz broja kalbindinski poz
(V1) kod genet ski pSt3sa) at3GaldsSt3al2i diviegtipa mode |l a
(WT).
4234 Anal i za primarne slugne regije

Imunohistokemijskom analizoi@B pozitivnih interneurona &ul regijiu t v r jé dawWwd

mi gevi i maju 49N8, 8 | ISttert rizendari daran opudsrojueCEej r ennojm
pozitivnih interneuronaidljivo je kod St3Gal2(p = 0.01)i St3Gal3mi g é\=®,005. Pad

broja CB pozitivni ISt3GaBmie§ ekedbi3@ai?/8mij jesidiiza | i k od

je tendencij o v e | a aGBantemeumnpa a | i nema @likadb)aj ne razl i|

St3Gal3

R s i

St3Gal2/3

St3Gal2

Slika44. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u primarnoj
sl ugnoj regiji (Aul) kod S3&alzx $t3CkIBSt3Gal2e3i nal enii
divljeg tipa (WT)
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4 Rezultati
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Slika4d5. Gr afi |l ki pri kaozilkriojna hk alnktiemr chierusgkoina u
(Aul) kod genet ski p3al2, IStGCaB/tBGal2/nidigjegitiptp mo d e |
(WT).

4.2.4. Distribucija kalretininskih interneurona
Kalretininski pozitivni interneuroni detektirani su imumstiokemijski na koronarnim rezovima
u 4 primarne regije neokorteksa (M1, S1, V1

pozitivhu reakciju na prisutnost CRinterneuroima (Slika 46, 48, 50 i 52). Kvantitativha

anali za r al en akolunenegbirroijnaen j5e0p®. cGinj ezeal un su uk
neokorteksa.

4. 2.4.1. Analiza primarne motoril|l ke regiije
Kod WT mi ¢ epoativnihintejneur@B M1 regiii z no s i 17N3 interr

mjernom polju.St3Gal3mi gevi maj u zstad taij toigl B \CR paaitiviih
interneurom usporedno s WTp = 0,015) St3Gal2(p = 0,018) iSt3Gal2/3mi gevi ma ( p
00100 Ostali migevi se ned47razli kuju od WT mig
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4 Rezultati

St3Gal3

St3Gal2 St3Gal2/3

Slika46. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivimiterneurona u primarnoj
motori| koj regiji ( M1) Kk o dSt3Calp St8GalB i preina
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)
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Slikad7. Gr af i | ki prikaz broja kalretininski po
regiji (M1) kod genet StBGal2pSt3ealdstaGale/giiditjegmi g i h
tipa (WT).

54



4 Rezultati

4.2.4.2. Analiza primarne osjetne regije

Imunohistokemijskom analizor@R pozitivnih interneurona ®1lregijiut v r j& ela\Wr

mi gevi i maju 34,66N3,5 interneurona pa mjern
broju CR pozitivnih interneurondolazi kod St3GaR (p = 0,035)i St3Gal2/3(p = 0.049)
Tako&3Gal3mi gevi se zna$t2GaaIni g fz-l0,6). Kpdbt3GatB

mi geva ne dol azi do pr qSika49he u broju CR inte

St3Gal3

St3Gal2/3

St3Gal2

Slika48. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj
osjetnoj regiji (S1) kod StpGalReSt36aiiSt3@al2/8ii nal enii

divljeg tipa (WT)
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Slika49. Gr af i | ki prikaz broja kalretininski p 0Oz
(S1) kod genet ski pSt36al2n $t3GaldsSi3Gal2@ i dyljieg tipa mo d e | a
(WT).
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4 Rezultati

4.2.43. Analiza primarne vidne regije

Kod WT mi ¢ @azidvnilbinterneuroBa1regiii znosi 26, 66 N4, 04 i n
mjernom poluDo st ati sti | ki znal aj ndolazikgdSBGalR@aj a CR
0,046)i St3Gal3mi g e v &,01)pSt3Gal2/3mi g e v i ne pokazuju prom
pozitivnih interneuronéSlika 51).

St3Gal2

Slika 50. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj vidnoj
regiji (V1) kod genet StRGal2t3Galdi &t2Gal2/didijegmi gj i h

tipa (WT).
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Slika5.. Grafi |l ki prikaz broja kalretininski po.
(V1) kod genet ski pSt3sal2) at3GaldSt3al2i diviegtipa mode |l a
(WT).
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4 Rezultati

4244. Analiza primarne slugne regije
Imunohistokemijskom analizof@R pozitivnih interneurona &ul regijiu t v r j& dawg

mi gevi imaju 12, 33N5, 13 iijnd eutnerulreoma zpma lmg jerr ¢
CRinterneuronk od genet ski preiSika®3deni h mi gji h model

St3Gal3

St3Gal2/3

St3Gal2

Slika52. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u primarnoj
sl ugegijphul) kod genet ski p r H3Galn $t3IGalSB3Gal2i3g j i h  mo

divljeg tipa (WT)
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Slika53. Gr af i | ki prikaz broja kalrggikadgenatskik i p o:
preinal eni h St3Galp,St3Gal3stdGhie/Y ialivljég tipa (WT)
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4 Rezultati

U M1 regij.i WT mi geva od interneurona koji €
su CB pozitivni interneuroni (49%). Podjednako su zastupljeni PV (16%) i CR interneuroni
(14%). 21%elrigné nGABAterneuroni Wkepu WdeEkspri
PV pozitivnih interneurona u odnosu na CB i
St3Gal2/3mi geva (32%). K o 8V poztivni interheurome g eV @ s @i © z me
16% i 19% Udio CB pozitivnih interneurona u odnosu na PVR @ozitivhe interneurone

smanjuje se koBt3Gal2(27%) iSt3Gal3( 7 %) mi g e $taGal2/@ ok alead do pove
B(5%) Udi o CR pozitivnih interneurona u odnosu
se pov e StaGalamikgoedv a SERGa3HY %) mi § e \BBGal2/8dolézi da o d
povel an.jKedSBGaRiBRBGal3mi geva povel awa gid nidiimt@ADB,
koji neeksprimiraju prsi3Gad3mi geya wvelgui kailci ¢

potpunosti nema.

USlregijiwTmi geva od interneurona koji eksprimireé
CB pozitivni interneuroni (51%). Podjednako su zastupljeni PV (21%) i CR interneuroni (28%).
SviGABA-er gi | ni i nterneuroni u S1 regi jkalci.WT mi ¢
Udio PV pozitivnih interneurona u odnosu na CB i CR pozitivhe interneurone u S1 regiji
povel av &t3GalBmikgedv a ( 25 %Ppt3Galdnoi kg esvea kuodd 0 s manj uj
Kod ostalih migeva udi o .WdsdCB poztiknihiatereeursnau i z me L
odnosu na PV i CR pozitivhe interneurone smanjuje seSt8Gal2(38%) i St3Gal3(37%)

mi geva, SBG#H2/3kmlda z i do povel anyda CR positkih ( S| i k
interneurona u odnosu na PV i CB p&BGaRi vne i
mi geva SEGa/34)1 3 %) mi g eS3&al3nethagomlere 25%iKod St3Gal2
iSt3Gal3mni geva povel asxa gsd nud ikaji neekshreiraju ppotein koji

vegu kal cSt3Gal2/3dioke Waodt akvi h i nterneurona u po

U V1 regiji WT migeva od interneurona koji e
CB pozitivni interneuroni (39%). Podjednako su mpfeni PV (29%) i CR interneuroni (27%).
5% | i nee rGAIBIAn i i nterneur oni koj i nNedo Y pr i mi r

pozitivnih interneurona u odnosu na CB i CR pozitivne interneurone smanjuje se kod svih
geneti | ki mo d iSf3GaR 2090 L5t8GAtB(15%h) S888ad2/3(13%). Udio CB
pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CR pozitivhe interneurone smanjuje se kod svih
geneti | ki mo d iSf3Gai2(7%)at3Gdl3 (12%) gSE3Ga2/3(26%) Udio CR
pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CB
St3GaR (44%) iSt3Gal3( 57 %) mi g e St3Gal2/3dateki doksimahjenja (20%lKod
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4 Rezultati

svih geneti | ki preinal enih mdjetp] GABAe m@ d ¢ In & C
interneuroni koj i neekspri mi $tIGpl2ZI3mpgewveai (481 &)
U V1 regiji WT migeva od interneurona koji e

CB pozitivni interneuroni (41%), dok najmanjeantCR pozitivnih interneurona (11%). PV
pozitivni i nterneur oni zast-ampdgi lemii ismut esr n2 83
neeksprimiraju prKodS8Gai2(8%)d $t3Galx( 8@P4) kmd Igeeivja. d ol
znal ajnog smanj enj anteroedrona @ lognosiPna CP 0 @R gozitivne i h
interneuroneUdio CB pozitivnih interneurona u odnosu na PV i CR pozitivhe interneurone
smanjuje se koBt3Gal2(8%) iSt3Gal3( 8 %) mi g e 8tadGal2/hepiomjé&nfem (26%)
Znalajno povel @®mjge |mdj élnd eGARAT oni koj i nee.|
kalcij vidljivo je kod St3Gal2i St3Gal3mi geva (Sli ka 54).

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

CR CR
14% 14% 6

M1

S1

Vi

Aul

Slika54. Udio PV, CB i CR pozitivnih interneuronau GABAr gi | ni m i nterneur
regijamaneokot e k sa. GABA oznal ava interneurone koj
genet ski pr ei na$txcal2, Bt3QalBII3Gal2iI i adivged eph &VT)(
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4 Rezultati

4. 3. Analiza interneurona u mal om SB8Gay3u gene
St3Gal3i St3Gal2/3
Interneuroni u malom mozgu analizirani su na koronarnim rezovima u tri sloja malog mozga:

granularnom i molekularnom, te u sloju Purkinjeovih stanica (Sifa

Slika 55. Imunohistokemijski pkaz analiziranih regija malog mozga na koronarrpesjeku
(MCL = molekularni sloj, PCL = sloj Purkinjeovih stanica, GCL = granularni sloj)

4.3.1. Imunohistokemijska lokalizacija GABAer gi | ni h neur ona
Imunohistokemijska analiza pokazalada sve regije malog mozga eksprimiraju neurone

GABA fenotipa(Slika 56) . Buduler gdial "GABAnt erneuroni | ine
neur ona, ralena je dodatna analiza svih ne
Karakteristika NeuN protutijela |e da ne |
kvantitatvneanal i ze sl oj eva mal og molragu&ABAtev rgi d ma hj e
interneuronal odnosu ha ukupan broj neurona, te razlika u distrikdeijiN pozitivnih neurona
iGABA-er gi.|l ni h

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

NeuN

GABA |

Slika56. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuSABA-er gi | ni h i nterne
mal om mozgu genet ski $t3Gal2, 8taGaldSt3Gal2/3mdivjegi h mo d-
tipa (WT).
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4 Rezultati

U granularnom slojmalog mozgdoroj ukupnih NeuNpozitivnihneurond z n o s i 125, 66N
toga 40, 66N5-epgipadam GABArneuroni ma. Statis:
ukupnih NeuNpozitivnih neuronavidljivo je kod St3Gal2(p =0,040)i St3Gal3mi geva (p =
0,043). St3Gal2/3mi gevi maj u statgoswdikdnj 2n alkradgjnd n iGA B/
interneuronimdp = 0.022).

U molekularnom sloju malog mozdmoj ukupnih NeuNpozitivnihneurona z n o s i 8, 66N1
Od toga 5, 66N2ebgiplrnipmadan tGIEBal2nti qyreivra .d o cadz i
statistil kinenabrgd GABAeorggisimtma m i nterneuroni ma (
St3Gal2/ad ol azi do povelanja (p = 0,027).

U Purkinjeovim stanicama NeuN pokazuje negat
Purkinjeovih stanice koje imaju GABA fenotip i njihov broj @rs i 13N2 po mjern
Broj GABA fenotipskih Purkinjeovih stanigao v el ava se kod svih genet
modela al i je statistilki znal St3Galxp p00¢% i anj e
St3Gal2/3( p = 0, 046) migeva (Slika 57).

EWT =St3Gal2 = St3Gal3 m St3Gal2/3

140 -
120 é
< =
5 100 %
> B
g8 = i
c 2 =
S2e60 = >
ts B
g0 2 = x
— = = * ==
5 20 = =7 = - E
@ = . LE= E = I = =
0 = = zé =E = = oo = =
Granularni sloj Molekularni sloj Purkinjeove | Granularni sloj Molekularni sloj  Purkinjeove
stanice stanice
NeuN GABA
Slika57. Gr af i | ki pri kaz Dbr ojear gsivlinhi hn eiunrtoenran e(ul

analiziranih slojeva u mal om nBi3Gag St3Gald et s ki
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT)
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4 Rezultati

Ugranularmons | oj u mal og modo GABAYWT g mhtaggnaréma u ukupnom
broju neurona z no s | 32 %. Do povel anStaGa@mii theowa g( u5d%)e
dok se kodSt3Gal2/ani geva udi o povelava (57 %) .

U mol ekularnom sl oju mal o-grgobkgahWiTnmegeruron

broju neurona iznosi 65%Jdio GABA-er gi | ni h neurona u odnosu n

znal aj no s eSt3&GaBa38%) USt3€al2KBnidgev a ( 2 53BGal2md gle viao d

rezul tat.i upuluju na to da seu gsvindd g uSrldrkia mo
WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Granularnisloj

Molekularni
sloj

00
G

Slika58 UdioGABA-er gi | ni h i nterneurona u ukupnom
molekularnom slojumalog mozgg e net s k i prei nabtdxcal2, 8t3GaB gj i h m
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 interneu(@i&a 59). U molekularnom

slojumalog mozgdT mi kre RVapozitivnih inteneurona z n o s $t3GaIF1 .g sev

st ati st i ¢rkzlikujzod 8T (p F @006)i X3Gal2mi g e \(pi =AO6) (Slika 60).

Br oj PV pozitivnih Purkinjeovih stanica izno
se statistil ki St2Galap =a0j005)5t3GatB(p + 0,008) Ht3Gald/Ani g e v a
(0,019).
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4 Rezultati

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

5x

Slika59. Imunohistokemijska analiza parvalbuminpkezitivnih interneurona u malom
mozgu genet ski p r e %t3Gal?, 8t3GalBSt3@alAJji divhegtpa d e | a (

(WT).

18 *
16 .
14
12
10

mjerno polje

Parvalbuminski pozitivni
interneuroni /

O N b O

WT St3Gal2 St3GAI3 DKO

m molekularni sloj m Purkinjeove stanice

Slika60. Gr af i | ki prikaz Dbroja parval buminski p
mal om mozgu genet ski $t3Gal2, 8taGald83t3Gal2/3mdivjegi h mo d-
tipa (WT).

4.3.3. Imunohistokemijska lokalizacija kalbindinskih interneurona

U malom mozgu kalbindinskpozitivhe su samo Purkinjeove stanikeje su zastupljene sa

11 N1 CB pozitivnom s t.aplékalasnn gpnularm$lop mema@B pol j u
pozitivne interneurone (Slikdl). St3Gal2mi gevi se statistil|l ki znal e
0,005) iSt3Gal3mi g é\w=8.001) (Slike2).
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4 Rezultati

St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Slika61. Imunohistokemijska analiza kalbindinski pozitivnih interneurona u malom mozgu
genet ski pr ei na$tacal2, Bt3GalBII3Gal2iI i adiviged eph &VT)(

Kalbindinski pozitivni
interneuroni/
mjerno polje

=
o
—
*

WT St3Gal2 St3GAI3 DKO

Slika62. Gr af i | ki pri kaz broja kal bomalothimozgwk i poz
genet ski pr ei na$txcal2, Bt3GalBIy3GalaiI i adivhed eph &VT)(

4.3.4. Imunohistokemijska lokalizacija kalretininskih interneurona

U malom mozgu pozitivhu reakciju na kalretininsko protutijelo pokazali su interneuroni
granularnom i molekularnom sloju. Purkinjeove stanice su kalretininski negativne §S)ika

U granulamomlsjumal og mozga WT miR@aitvaih intemeuromaddv i ge C
po mjernom poliuWT mi gevVvi se zn 8BGaR(p e 0,049,3t8GalB(pF u od
0,028) iSt3Gal2/3mi geva (.Kod DviOM 7genet i | ki preinal eni
statisti] ki znal aj.nJongolekslanreom jslgjuiViTa mu  bv @] ne snaa i
pozitivnih interneurona. S e &od $t3GhI2(P k0,0032 na | aj n
St3Gal2/3mi g év=8,017)Slika64).
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4 Rezultati

wr St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Slika63. Imunohistokemijska analiza kalretininski pozitivnih interneurona u malom mozgu
genet ski pr ei na$txcal2, Bt3QalBII3Galai i divhed eph (&VT)(
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Slika64. Gr af i | ki prikaz broja kalretininski p C
mal om mozgu genet s ki $t3Gal2, 8taGal8St3Gal2/3mdivjegi h mo d-
tipa (WT).

U granularnom sloju malog mozga WT mi geva 9
GABA-er gi | ni i nterneur oni koj i neeksprimiraju

interneurona u granularnom sloju smanjuje se &t5al3(71%) i St3Gal2/3(34%)mi g e v a ,

dok se u molekularnom sloju ka8t3Gal2(31%) i St3Gal2/3( 5 0 %) povelava b

pozitivnih interneurona

U molekularnom sloju malog mozga WT Imigeva ¢
GABA-er gi | ni i nterneur oni koj i NUdie RRspoaitivnilni r aj u
interneuronap o v e | akod St36a2 (31%) i St3GaP/3 (50%) Kod St3Gal2mi g e v a
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4 Rezultati

povelava se-ergubdnb GABArneuroni kejgiu hkeaeélks p
(19%), dok ih kod5t3Gal3i St3Gal2/3mi geva u potpunosti nema.

U Purkinjeovim stanicama WT migeva 75% inter
Udi o PV pozitivnih Purki StBGal@43%hiSt8GaB@0%3 a pov
mi peUdio CB pozitivnih Purkinjeovih stanica smanjuje se 818Gal2(46%)i St3Gal3

(64%) ,migjdejvea se t akol ererpgoivleniiaviantie rundeiuor oA B Ak
protein ko(plikn68.egu kal cij

GABA GABA
1% 3%

’ r =
Granularni sloj ® R R
99% 97% 1%

WT St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

R .
6% 19%

' @®
Bk R PV

Molekularni 50% 50%

. PV
sloj \ ot ’ \ 50% ’ \ L0t ’ ’

GABA GABA
6% 6%

Y CB o PV
25% 46% 26%

30%
Purkinjeove @ PV e cB
stanice " i’ J

Slika65. Udio PV, CB i CR pozitivnih interneuronau GABAr gi | ni m i nterneur
slojevimamalog mozgagy e net s K i pr ei na$tdcGal2, 5t3GalBI3Gal2i3i model a
divljeg tipa (WT) GABA oznalava interneurone koji n i

4. 4. Analiza interneurona u stri@3GaZmu genet s
St3Gal3i St3Gal2/3

4.4.1. Imunohistokemijska lokalizacija GABAer gi | ni h neur ona
Imunohistokemijska analiza pokazala je prisutnost GABA gi | ni h i nterneur on
svh mi gjig mebd.el aB&li-kraglial "GABiIAnNt erneur oni |
ukupni h neurona, ralena stiawmapodati ma Nemudl pzats
Nakon kvantitativhe analize slojeg&riatumaut vr Leno | e p stsbucg NauN | i ra:
pozitivnih neurona i GABAe r gi | ni h, ®eegubdnbohGABAerneur ona

neurona.
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4 Rezultati

Slika66. Imunohistokemijska analiza svih neurona (NeuN) iGABA gi | ni h i nterne
striatumu genet ski $t3Gal2, Btadald3t3aGal2/Imdivieg iiph mo d e |
(WT).
60

50
*

40
30 m NeuN
u GABA

20

10

0

St3Gal2 St3Gal3 St3Gal2/3

Broj pozitivnih neurona /
mjerno polje

Slika67. Gr af i | ki pri kaz br ojear gsivlinhi hn eiunrtoenran e(ul
analiziranih sl ojeva u stri aSt3Gal)Stl3Gald et ski
St3Gal2/3 i divljeg tipa (WT).
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