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KRATICE:

aca — prednja komisura (lat. anterior commissure)

cc — corpus callosum

CNPase — 2’,3’-ciklicki nukleotid-3’-fosfodiesteraza (CNPase
phosphodiesterase)

CPu — strijatum (lat. caudate putamen)
CPZ — skupina miSeva hranjena kuprizonom
CTRL - kontrolna skupina miseva

EAE — model eksperimentalnog autoimunog encefalo itisa (engl. experimental

autoimmune encephalomyeliti

ing mass spectrometry)
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BP — mijelinski bazi¢ni protei elin basic protein)

MHYV — mi§ji hepatitis virus

MOG — mijelinski ogligodendrocitni protein (engl. myelin oligodendrocyte glycoprotein)
Np — neuroplastin

OPC - oligodendrocitne progenitorske stanice (eng. oligodendrocyte progenitor cells)

PA - fosfatidna kiselina (eng. phosphatide acid)



PBS — fosfatom puferirana fizioloska otopina (eng. phosphate buffered saline)
PC — fosfatidilkolin (eng. phosphatidylcholine)

PCA — analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis)

PDGF - trombocitni faktora rasta (eng. platelet-derived growth fac
PLP — proteolipidni protein (eng. proteolipid protein)
PE — fosfatidiletanolamin (eng. phosphatidylethanolamine)z

PG - fosfatidilglicerol (eng. phosphatidylglycerol)
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1. UVOD

1.1.  Struktura i funkcija mijelinske ovojnice

Mijelinska ovojnica je specijalizirana viSeslojna membrana koja obavija ‘aksone
ziv€anih stanica te ima klju¢nu ulogu u brzom i u¢inkovitom prijenosu zivéanih impulsaizmedu
neurona (1). U sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) mijelin sintetiziraju  oligodendrociti i
sudjeluju u odrzavanju njegove stabilnosti, dok u perifernom Zivéanom sustayu (PZS) tu ulogu
imaju Schwannove stanice. Klju¢na razlika izmedu njihje kapacitet mijelinizacije: dok jedan
oligodendrocit moze istovremeno mijelinizirati vise, aksona (obi¢no” do nekoliko desetaka
segmenata razlicitih aksona), Schwannova stanica mijeliniziras§amo jedan segment jednog
aksona. Ova strukturna razlika odrazava se i u“funkcionalnim svojstvima, posebno u
regeneracijskom potencijalu izmedu PZS.i SZS (2).

Proces mijelinizacije aksona odvija se,segmentirano. Akson je u dugac¢kom segmentu
omotan mijelinskom membranom s'’kratkim nemijeliniziranim podrucjima kojase u pravilnim
razmacima pojavljuju duz aksona iypoznatasu kao Ranvierovi ¢vorovi (2). Mijelinska.evojnica
djeluje kao elektricni izolator, ¢ime sprjeava rasprSenje ionskog rtoka Kkroz,membranu i
omogucuje ucinkevitorprovodenje akcijskog potencijala. Ranvierovi cvorovi omogucuju tzv.
saltatornu (skokovitu)'provodljivost, mehanizam kejim akeijski potengijal "preskace” s jednog
¢vora nad drugi, €¢ime se brzina prijenosah signala, viSestruko povecava u odnosu na
nemijelinizirane,aksonske puteve (3, 4). Oyi ¢vorovi imaju i.vaznu ulogu u organizaciji ionskih
kanala i odrzavanju segmentacije membranskih domenay cime pridonose preciznoj koordinaciji
zivéanih signala.

Osim izolacije 1 ubrzanja prijenosa signala, mijelin ima i brojne druge funkcije: pruza
strukturnu stabilnost aksonima i sudjeluje u regulaciji metabolizma neurona, homeostazi iona
te stiti aksone od oksidativnog,i mehani¢kog oStecenja (1, 5). Funkcionalna i strukturna
stabilnost mijelinske ovojnice kljuénaje za ocuvanje funkcije neurona, a njezin gubitak dovodi
do teSkih neuroloSkih poremecaja, medu kojima su najpoznatiji multipla skleroza,
leukodistrofije i neuropsihijatrijskih poremecaja poput Sizofrenije.

Na molekularnoj razini, mijelinska ovojnica ima specifi¢an sastav: 70 — 80 % ukupne mase ¢ine
lipidi, a 20 — 30 % proteini. (5, 6) Lipidna komponenta, koju ¢ine kolesterol, sfingolipidi 1
fosfolipidi, osigurava Cvrstocu, izolacijska svojstva i pravilnu organizaciju membrane. (7)

Proteinska komponenta mijelina ukljucuje niz strukturnih i signalnih proteina koji sudjeluju u
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formiranju, stabilizaciji 1 odrzavanju mijelinske ovojnice. (8, 9, 10) Najzastupljeniji je
proteolipidni protein (PLP, eng. proteolipid protein), kljucan za stabilnost kompaktne
mijelinske strukture u S7ZS-u. 2°,3’-cikli¢ki nukleotid-3’-fosfodiesteraza (CNPase, 2°,3’-cyclic-

sluze kao platforme za signalizacij

tih struktura od klju¢ne je vaznosti

toksi¢nih, upalnih ili

time destabilizirati

¢ine kol gliozidi, promjene u nji % gu imati izravan

ih proteina i arh&kt m{
A &

LIPIDNE SPLAVI

ucinak

glikosfingolipidi

kolesterol

transmembranski proteini

Slika 1.1. Shematski prikaz strukture lipidinih splavi. (izvor Wikimedia Commons, javna domena)
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1.2.  Gangliozidi u mijelinu

Gangliozidi su kompleksni glikosfingolipidi koji u svojoj strukturi sadrze jednu ili vise
sijalinskih kiselina, zbog Cega nose negativan naboj pri fizioloSkom pH. Ovaj naboj, u
kombinaciji s razgranatim glikanskim lancima, omogucuje selektivne interak€ije s proteinima
(npr. lektinima, 1 mijelinskim glikoproteinima poput MAG-a) i lipidima u lipidnim splavima
(12, 13). Gangliozidi se u velikim koli¢inama nalaze u Ziv€éanom tkivas 0sebito u plazmatskim

membranama neurona i glija stanica gdje ¢ine do 10 % ukupnih lipida membrane (14).

A GalNAc
Neufe Gal W’ Gal Gle Ceramid
i "o HO, erami
“\J "P//.\v% T
: (o} HC e o 0
= 1( HO e HO NH
o H NeuAc o=
oM 1 "o
".c)\ OH \
T\ o
w' i
& oM
Gangliozid GD1a
B Cer
[J-Cer Legenda: () GalNAc
GlcCer [J Glukoza V 2,3-NeuAc
\L M Galaktoza V¥ 2,8-NeuAc
B Cer
\L LacCer Kompleksni gangliozidi
! |
sDCer —> Og-[}(:er —> Cer Cer
GM3 GM2 Gm1 GD1a

Cer — Cer Cer Cer
GD3 GD2 GD1b GT1b
I |

Slika 1.2. A) Struktura gangliozida GDla. B) Biosintetski put sinteze gangliozida. Gangliozidi se

sintetiziraju postupnim dodavanjem Secera na ceramid specificnim glikoziltransferazama. NeuAc — N-
acetilneuraminska kiselina, Glc — glukoza, Gal — galaktoza, GalNAc — N-acetilgalaktozamin, Cer —

ceramid, GlcCer — Galaktozilceramid, LacCer — Laktozilceramid. Preuzeto i prilagodeno prema (15).
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Strukturno se sastoje od hidrofobnog ceramidnog dijela koji je uronjen u membranu, te
polarne oligosaharidne glave koja je usmjerena prema ekstracelularnom prostoru i sudjeluje u
medustanicnim interakcijama 1 signalizaciji (16). Njihova raspodjela nijefravnomjerna,
dominantno se nalaze u lipidnim splavima gdje sudjeluju u prijenosussignala, stani¢nojadheziji
te procesima neuralnog oporavka i rasta (17). Prema broju sijalinskih kiselina gangliozidi se
dijele u nekoliko serija, a u mijelinu sredi$njeg Ziv€anog sustava najzastupljeniji su GM1,
GDla, GD1b i GT1b, koji pripadaju tzv. a- i b-seriji gangliozida (Slika 1.2) (16, 18). Ovi
gangliozidi smjesSteni su gotovo iskljuc¢ivo u vanjskomgsloju lipidnog dvosloja u lipidnim
splavima koje u mijelinu imaju klju¢nu ulogu u prostornojforganizaciji molekula na akso-
glijalnom spoju i paranodalnim regijama.

Gangliozidi istovremeno sudjeluju u stabilizaciji membranske organizacije i u
medusobnim interakcijama mijelinskih stanica i aksona. Posebice je vazna njihova uloga u
povezivanju s MAG-om, koji prepoznaje specificne gangliozide poput GDla 1 GT1b na
povrsini aksona, ¢ime se odrzava komunikacijar izmedu aksona i glije koja je kljuéna, za
dugorocno ocuvanje mijelinSke ovojnice,i funkcionalnost zivcanih veza (19, 20). U geneticki
modificiranih miseva Koji ne sintetiziraju GDla i GTI1b dolazi, do ,gubitka stabilnosti
paranodalnih regija.i _poremecaja u organizaciji nodalnih proteina“sto potvrduje njihovu
strukturnu vaznost (2 1). Osim toga, gangliozidi doprinose pravilnej funkcijii funkciju MBP-a
koji se nalazi na unutarnjoj strani mijelinske membrane i'‘0dgovoran'je za zbijanje susjednih
slojeva_mijelina. Buduéi da MBP djeluje unutar izrazito kompaktnog i lipidima bogatog
okfuzenja, stabilnest lipidnih splavi 1 njihova pravilna“organizacija pridonose njegovoj
pravilnoj lokalizaciji 1 funkciji (22).

Osim uloge u organizaciji membranske strukture, gangliozidi takoder imaju vaznu
regulacijsku funkciju u brojnim bioloskim signalnim mrezama: utjecu na prezivljavanje stanica,
diferencijaciju glija-stanica i sinapticku plasti¢nost. Kroz sudjelovanje u formiranju lipidnih
splavi, omogucuju smjestaj i stabilnu dokalizaciju molekula poput neuroplastina, proteina
ukljucenog u regulaciju homeostaze kalcija i stabilnost sinapti¢kih spojeva. (23) Neuroplastin
je transmembranski glikoprotein iz imunoglobulinske superobitelji adhezijskih molekula koji,
osim svoje dobro poznate uloge u sinaptickoj plasti¢nosti, sve je viSe dokaza da neuroplastin
ima vaznu, ali jo$ uvijek nedovoljno razjaSnjenu funkciju i u mijelinu. Nalazi se i u
oligodendrocitima, gdje je smjeSten unutar lipidnih splavi Sto upucuje na njegovu ulogu u
odrzavanju stabilnosti mijelinske membrane i akso-glijalnih interakcija (23, 24). Pretpostavlja
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se da neuroplastin u mijelinu doprinosi regulaciji ionske homeostaze, podrSci membranskoj
arhitekturi i signalnim interakcijama s drugim membranskim proteinima, ukljuc¢ujuci one koji
se vezu za gangliozide (25). Buduéi da je prisutnost neuroplastina u mijelinu usko povezana s
lipidnim okruzenjem, promjene u sastavu gangliozida, osobito u uvjetima demijelinizacije,
mogu dovesti do njegove dislokacije iz lipidnih domena i posljedi¢ne.destabilizacije mijelinske
strukture (Slika 1.3) (12). Promjene u sastavu gangliozida rezultiraju peremecajem distribucije
kljuénih proteina, ¢ime se naruSava cjelokupna funkcionalna organizacija mijelinske membrane
(14, 26). Patoloske promjene u sastavu gangliozida zabiljezene'su u brojnim’ neuroloskim
poremecajima, uklju¢uju¢i multiplu sklerozu, Alzheimerovu bolest, Parkinsonovu bolest, te

nasljedne gangliozidoze (27).

Ay
=i.
() \ '
Promjene u submembranskoj . .
Nedostatak lokalizaciji i funkeiji Np-PMCA ® o
GM2/GD2sintaze | ooy oo 4

. i ! e SETR
4 e
S ot 3
PMCA  Neuroplastin Kolesterol 1
o0 booeoe?
@

* o %o e Lipidna splav

“i oi "s 05 .i “i . . ’
GD1b GM1 GT1b GDla GM3 GD3 . ’

Slika 1.3. Shematski prikaz posljedica promjena u sastavu gangliozida na submembranskoj razini na
kompleks PMCA-neuroplastin i regulaciju kalcija. PMCA — Ca?*-ATPaza stani¢ne membrane, Np —

neuroplastin, WT — divlji tip. Preuzeto i prilagodeno prema (23).

Sastav gangliozida u mijelinu nije stalan nego se mijenja tijekom razvoja i starenja. U
ranom postnatalnom razvoju prevladavaju jednostavniji gangliozidi (npr. GM3 1 GD3), dok
tijekom sazrijevanja i mijelinizacije raste udio kompleksnijih oblika poput GD1b 1 GT1b (28).
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Tijekom starenja dolazi do promjena u relativnim omjerima gangliozida, ¢esto uz smanjenje
udjela GD1b i GTIb, §to moze pridonijeti smanjenoj stabilnosti mijelina i povecanoj
osjetljivosti na oStecenja. Promjene u sastavu gangliozida mogu imati dugoro¢ne posljedice na
stabilnost 1 funkcionalnost mijelinske ovojnice. Destabilizacija lipidnih splavi 1 poremecaj
interakcija s mijelinskim proteinima, osobito s MAG-om, megu rezultirati’ gubitkom
organizacije paranodalnih regija i naruSenom komunikacijom izmedu aksona i glije (21, 29,
30). Takvi poremecaji pridonose razvoju demijelinizacijskih/procesa »i funkeionalnim

posljedicama u ziv€anom sustavu.

1.3. Eksperimentalni modeli demijelinizacije

Razvoj pouzdanih eksperimentalnih modela’ demijelinizacije kljucan je za dublje
razumijevanje ¢imbenika koji narusavajwstrukturu i stabilnost mijelinske ovojnicegmoduliraju
interakcije glije i neurona te oblikujui kapacitet,SZS-a za regeneraciju. Osim toga, takvi'modeli
omogucuju precizno testiranje novih terapijskih pristupa u kontroliranim uvjetima. Dosad su
razvijeni razliCiti modeli /koji reproduciraju specificne aspektendemijelinizacijskihebolesti,
osobito multiple skleroze, ne nijedan model ne obuhvaca sve elemente patofiziologije u cijelosti
(31). Ovisno o mehanizmu nastanka demijelinizacije, ekSperimentalni, modeli mogu se
podijeliti u Cetiri glavne sktipine: autoimune, virusne, geneticked toksinom inducirane modele
(32).

Autoimuni modeli, medu kojima je najpdznatiji model eksperimentalnog autoimunog
encefalomijelitisa (EAE), temelje se na induciranju imunoloske reakcije protiv mijelinskih
antigena. Induciraju se imunizacijom Zzivotinja ubrizgavanjem mijelinskih proteina poput
MOG35-55 u prisutnosti adjuvansa, Sto dovodi do aktivacije CD4* T-limfocita, aktivacije
upalnih stanica u SZS i demijelinizacije’koja je Eesto praéena i klini¢kim simptomima paralize
(33, 34). Zbog izrazene imunoloske komponente ovaj model najbolje oponasa patofiziologiju
bolesti poput multiple skleroze. Medutim, demijelinizacija nije selektivna ni lokalizirana, ve¢
je posljedica generalizirane upalne reakcije 1 autoimunog napada, Sto otezava izolirano
proucavanje izravnih mehanizama oste¢enja mijelina i uloge pojedinih molekularnih ¢imbenika
unutar glijalnih stanica (31).

Virusni modeli temelje se na infekciji neurotropnim virusima poput Theilerovog
murinog encefalomijelitis virusa (TMEV) ili miS§jeg hepatitis virusa (MHV). Ovi virusi

uzrokuju kroni¢nu infekciju koja rezultira imunoloskim odgovorom i demijelinizacijom, $to
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omogucuje proucavanje interakcija izmedu infekcije, imunoloskog sustava i mijelina. Nakon
infekcije, virusi se zadrzavaju unutar ziv€anog sustava, izazivaju¢i progresivni gubitak
mijelina, infiltraciju imunoloskih stanica i dugotrajnu aktivaciju mikroglije i astrocita. Ovi
modeli vjerno oponasaju odredene aspekte humanih bolesti poput multiple sklerozey osobito u
pogledu kroni¢nog tijeka, fokalne demijelinizacije 1 prisutne aupale (35, 36)." UnatoC
translacijskoj vrijednosti, virusni modeli imaju niz ogranicenja poput varijabilnosti ovisno o
genetiCkom profilu Zivotinja, spolu i dobi. Dodatno, nije moguc¢ jasno razgrani€iti izravne
posljedice virusne citotoksi¢nosti od sekundarnih imunoloskih i glijalnih odgovora, sto dodatno
otezava analizu molekularnih promjena specifi¢nih za mijélin (37).

Geneticki modeli ukljucuju geneticki modificirane ili transgeni¢ne miSeve kod kojih
ciljano promijenjena ekspresija gena vaznih za sintezu i odrzavanje mijelina i koriste se za
proucavanje kongenitalnih poremecaja mijelinizacije. Rrimjeri ukljucuju shiverer miseve (koji
imaju potpuni nedostatak MBP-a) i jimpy miSeva (s mutacijom u genu za PLP). Ove Zivotinje
pokazuju teske deficite u sintezi i odrZzavanjumijelinske ovojnice, §to se o€ituje u poremecajima
kretanja, neuroloskim simptomima'i, u ye€ini sluéajeva, ranoj smrtnosti (38;39). Zbog toga su
korisne za istrazivanje osmovmih mehanizama nastanka mijelina tijekom razveja ifuloge
pojedinih mijelinskih proteina u njegovoj stabilnosti. Medutim, imajuwogranic¢enu primjenjivost
za istrazivanja steCenih demijelinizacijskih procesa karakteristicnih za bolesti odrasle dobi,
poput multiple skleroze il toksi€nih oStec¢enja. S obzirom fa kongenitalne 1 trajne poremecaje
mijelina u,ovim modelima, proucavanje progresivnog gubitka mijelinske ovojnice u inace
razvijenom zivéanom sustavu, i procesa remijelinizacije nakon akutnog ostecenja nije moguce.
Osim toga, zbog, visoke smrtnosti 1 ‘tezihe fenotipa, eksperimentalna manipulacija i
longitudinalno pracenje u ovim modelima znatno,su otezani (40, 41).

Toksicni modeli demijelinizacije zasnivaju se na primjeni kemijskih spojeva koji
selektivno ostecuju mijelin ili oligodendrocite. Njihova klju¢na prednost je vremenska kontrola
demijelinizacije i mogucnost fokusiranja ma primarne promjene u mijelinskoj ovojnici, uz
minimalno sudjelovanje imunoloskih mehanizama (42). Najces¢e koristeni toksi¢ni agensi su
kuprizon, lizolecitin i etidij bromid, svaki sa specificnim mehanizmom djelovanja i
eksperimentalnom primjenom. Za razliku od kuprizona, koji se sistemski primjenjuje putem
prehrane, lizolecitin 1 etidij bromid primjenjuju se lokalno, najceSce stereotaksijskim
injekcijama u bijelu tvar, poput corpus callosuma (cc) ili ledne mozdine, $to uzrokuje nastank

fokalnih demijelinizacijskih lezija (43, 44). Ipak, ovi modeli pokrivaju vrlo ograni¢ene regije
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tkiva, tehnicki su zahtjevni i nisu prikladni za ispitivanje sistemskih ili difuznih promjena u
mijelinu.

S obzirom na ciljeve istrazivanja koji ukljuc¢uju analizu promjena lipidnog sastava i
membranskih proteina mijelinske ovojnice, modeli koji se oslanjaju na snazan imunoloski
odgovor, poput EAE, ili virusnih modela, nisu metodoloski prikladni, U tim modelima tesko je
razgrani¢iti izravne ucinke na mijelin od sekundarnih posljedica sistemske / upale,
citotoksi¢nosti ili heterogenosti samog klinickog tijeka. Geneticki modeliy, iako korisni za
razumijevanje razvoja mijelina, ne odrazavaju stecene demijelinizacijske procese odrasle dobi,
a njihova visoka smrtnost i kongenitalni defekti ograniCavaju moguénost kontroliranih
intervencija. Zbog toga se toksi¢ni modeli, koji omogu€uju neimunolosku, selektivnu i ¢esto
reverzibilnu demijelinizaciju, namecu kao najprikladniji za ispitivanje specifi¢nih molekularnih
mehanizama destabilizacije mijelina. Medu njima se Kuprizonski model isti¢e posebno se istice
jednostavnos¢u provodenja, reproduktivnos¢u i dobro okarakteriziranim vremenskim tijekom
promjena Sto ga Cini prikladnim zadetaljnuianalizu mijelinskih lipida, proteina i gangliozida

(42, 45).

1.4.  Kuprizonski.model demijelinizacije

Kuprizonski #«model demijelinizacije predstavlja jedan od najesée Kkoristenih
eksperimentalnih sustava za proucavanje molekularnih istaniénih mehanizama demijelinizacije
u SZSimOmoguéuje istrazivanja usmjetena nd meupalne. mehanizme osteéenja mijelina,
identifikaciju‘potencijalnih molekularnih biomarkera te'ispitivanje moguénosti remijelinizacije
1 neureglijalne regeneracije unutar jasno definiranog vremenskog okvira (42, 46). Za razliku od
autoimuntih ili virusnih modela, skuprizonski model uzrokuje selektivhu i reverzibilnu
demijelinizaciju bez izrazenog perifernog imunoloskog odgovora, Sto ga ¢ini iznimno

prikladnim za izolirano proucavanje mijelinskih promjena (47).

Kuprizon je organski spoj (prema IUPAC-u: N,N'-bis(cikloheksilidenamino)oksamid)
koji djeluje kao kelator bakra i time remeti unutarstanicne procese ovisne o bakru, osobito u
oligodendrocitima. (48, 49) Njegovo djelovanje inducira specifi¢no 1 reverzibilno ostecenje
oligodendrocita, bez znacajnije infiltracije perifernih imunoloskih stanica. Mehanizam njegova
djelovanja temelji se na poremecaju homeostaze bakra, pri ¢emu ne dolazi do globalnog

smanjenja ukupne koli¢ine bakra u mozgu, nego do lokalnih promjena u njegovoj raspodjeli 1
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funkcionalnoj dostupnosti unutar stanica (50). Time se inhibira aktivnost enzima ovisnih o
bakru, ukljucujuéi citokrom c oksidazu i1 superoksid-dismutazu (SOD, eng. superoxide
dismutase) koji su kljuéni za mitohondrijsku funkciju i detoksikaciju reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS, eng. reactive oxygen species) (51, 52). Oligodendrociti, zbog svoje uloge,u sintezi
mijelina, imaju osobito visoke metaboli¢ke potrebe 1 osjetljivi su nasporemecaje uhomeestazi
bakra. Nedostatak dostupnog bakra uslijed kelacije kuprizonom dovodi de smanjene aktivnosti
SOD-a, nakupljanja ROS-a i posljedi¢nog oksidativnog oSteCenja proteina i lipida, Sto u
konacnici dovodi do smrti oligodendrocita 1 gubitka mijelina (53, 54,.55). U ovoj fazi ne dolazi
do izravnog oSte¢enja neurona, ve¢ do sekundarnog gubitka, potpore koju im pruzaju
funkcionalni oligodendrociti.

Kuprizon osim izravnog djelovanja nagoligodendrocite/posredno aktivira i druge
stani¢ne populacije, osobito mikrogliju i astrocite.. Mikroglija se aktivira i migrira prema
mjestima oStecenja gdje fagocitira ostatke mijelina, dok astrociti pridonose odrzavanju lokalne
homeostaze i potencijalno reguliraju proces remijelinizacije. Aktivacija ovih glijalnih
populacija ne prati tipi¢an imunoloskiobrazac kao kod autoimunih modéla, ve¢ se radi o
lokaliziranom 1 moduliranem neuroinflamatornom odgovoru koji je prostorno i, vremenski
ogranicen (56).

Standardni_eksperimentalni protokol ukljucuje oralnu_primjenu. kuprizona hranom,
najceS¢e u koneentraciji od 0,2 — 0,3 % tijekom perioda od<3 do 6 tjedana, ovisno o
istrazivackom ecilju. Demijelinizacija zapocinje ve¢ makon 2(tjedna kada se pojavljuju prvi
znakovi_degeneracije oligodendrocita i gubitkas mijelinskih proteina, dok se maksimalna
demijelinizacija postize izmedu 4. 1 6. tjedna:Nakon prekida primjene toksina tijekom sljedecih
tjedana slijedi spontana remijelinizacija koja"jeyizrazenija u mladih Zivotinja i u pocetnim
fazama oporavka (56, 57). Sto omoguéuje dinami€ko pradenje procesa regeneracije mijelina
unutar istog eksperimentalnog okviran(58, 59). Vremenski tijek demijelinizacije, aktivacije
glijalnih stanica i remijelinizaeije prikazan je shematski na Slici 1.4 koja prikazuje glavne
stanicne i molekularne u razli¢itim, fazama modela. Najizrazenije promjene u ovom modelu
javljaju se u cc, koji je najosjetljivija regija na kuprizon i najces¢e se koristi kao referentna
struktura za histoloske 1 biokemijske analize. cc je najveci snop mijeliniziranih aksona koji
povezuje lijevu 1 desnu hemisferu mozga te omogucuje prijenos informacija i koordinaciju
funkcija izmedu hemisfera. Osim u cc, promjene se mogu zabiljeziti i u hipokampusu,

mozdanom deblu, cerebelumu i bazalnim ganglijima, ovisno o dozi, trajanju izlaganja i dobi
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zivotinja (60). Regionalna osjetljivost povezana je s razlikama u metabolickoj aktivnosti,

opskrbi krvlju i gusto¢i oligodendrocita.

A

> >

Hrana u koju je

dodan kuprizon Standardna hrana

Demijelinizacija Remijelinizacija ™
= = J—

Akutna demijelizacija: 4-6 tjedana
Kroni¢na demijelinizacija: 12 tjedana

Bn— -— - Mijelin "
- Mikroglija
~ Makrofagi
Astrociti
(reaktivnost)
Integritet

mijelina

T-stanice

Neutrofili

d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7

(plavo), uz prikaz prisutnosti T-stan i 0) i neutrofila (ljubicasto). Preuzeto i prilagodeno prema

(61).

Na molekularnoj razini kuprizon izaziva promjene u lipidnom i proteinskom sastavu
mijelina, ukljucujuci smanjenu ekspresiju MBP-a i MAG-a, promjene u distribuciji gangliozida
1 reorganizaciju membranskih domena (62, 63). Ove promjene prate i funkcionalni deficiti,

prvenstveno u motorickoj koordinaciji 1 ravnotezi, koji se mogu kvantitativno pratiti
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bihevioralnim testovima (npr. rotarod, test otiska Sapica, activity cage). Povlacenjem kuprizona
1 tijekom remijelinizacije ti se funkcionalni deficiti djelomic¢no ili potpuno povlace, osobito u

mladih Zivotinja.

Jedna od klju¢nih prednosti kuprizonskog modela je njegova jednostavna primjena jer
se kuprizon unosi oralno putem hrane, ¢ime se izbjegavaju invazivhi zahvati i smanjuje
eksperimentalna varijabilnost (64). Model omogucuje selektivno proucavanje gubitka mijelina
u srediSnjem ziv€éanom sustavu uz o¢uvanu neuronsku arhitekturu'i bez aktivacije adaptivnog
imunoloskog sustava (42, 65). Dodatna prednost modelage njegova reverzibilnost: prekidom
primjene toksina dolazi do spontane remijelinizacije, Sto omegucuje proucavanje i
degenerativnih 1 regenerativnih faza unutar dstog eksperimentalnog okvira (66, 67).
Zahvaljujuéi reproducibilnosti, vremenskoj predvidljivosti 1 regionalno specificnim
promjenama, kuprizonski model omogucuje precizno mapiranje vremenskog slijeda dogadaja
- od pocetne disfunkcije oligodendrocita, preko gubitka mijelina, do aktivacije mikroglije 1
procesa remijelinizacije. Unato¢ brojnim prednestima, kuprizonski model ima i odredena
ograni¢enja. Demijelinizacija nije difuzna, vec je najizrazenijasu cc 1 fiekoliko drugih/regija
(hipokampus, mozdanodeblo, cerebelum), dok su ostale strukture relativne.postedene (68, 69).
Iako model ne ukljucuje adaptivni imunoloski odgovor, dolazi do “aktivacije mikroglije i
astrocita, Sto moZze utjecati na lokalnu signalizaciju i interpretaciju nalaza, osobito u kasnijim
fazama (70). Mehanizam djelovanja kuprizona temelji ‘s€<na toksicnom stresu, a ne na
patofizioloskim procesima karakteristicnim za belesti poput multiple skleroze, Sto donekle
ograni¢ava njegovu translacijsku vrijednost«(42). Dedatno, osjetljivost na kuprizon varira
ovisno o soju, spolu i dobi zivotinja, $to zahtijeva pazljiv standardizaciju protokola (71, 72).
Unato¢ navedenim ogranicenjima, kuprizonski “model ostaje jedan od najvaznijih
neimunoloskih modela demijelinizacije, posebno prikladan za istrazivanja fokusirana na lipidni
sastav mijelina, interakcijé »s membranskim proteinima te molekularne mehanizme

destabilizacije 1 regeneracije mijelina.

1.5.  Utjecaj starenja na mijelin i regeneraciju nakon demijelinizacije

Starenje je slozen bioloski proces koji utjeCe na gotovo sve sustave u organizmu,
ukljucujuéi i SZS. Na stani¢noj i molekularnoj razini ono je povezano s kumulativnim stani¢nim

1 molekularnim oSte¢enjima, promjenama u signalnim putevima, smanjenom regenerativnom
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sposobnoscu te povecanim metabolickim 1 oksidativnim stresom stanica (73, 74). Posebno je
osjetljiv mijelin ¢ije odrzavanje zahtijeva stalnu sintezu lipida i proteina te preciznu
koordinaciju izmedu oligodendrocita i aksona. S dobi dolazi do progresivnih strukturnih i
funkcionalnih promjena, ukljucujuéi fragmentaciju mijelina, povecanje podrugja s defektnom
mijelinizacijom i smanjenje ucinkovitosti remijelinizacijskih mehanizama (75, 76). Na razini
stanicne membrane zabiljeZzene su promjene u lipidnoj komponenti mijelina @visne © dobi,
osobito pad razine kolesterola, promjene u omjerima zasi¢enih i’ nezasiéenih fosfolipida te
smanjenje koncentracije odredenih gangliozida (77, 78). Takve promjene utjecu na fluidnost
membrane, destabiliziraju lipidne splavi i otezavaju gpravilnu, lokalizaciju membranskih
proteina S$to mijelin Cini osjetljivim na stresne podrazajed Gubitak organizacije lipidnih
mikrodomena moZe poremetiti komunikaciju izmedu aksona 1 glijasstanica te ugroziti stabilnost
1 cjelovitost mijelinske ovojnice.

Uz promjene u lipidima, starenje je povezano»i sa smanjenjem regenerativnog
potencijala oligodendrocitnih progefiitorskih, stanica (OPC, eng. oligodendrocyte pregenitor
cells), koje u mladom organizmu omoguéuju u€inkovitu remijelinizaciju. U starijih zivotinja te
stanice pokazuju slabiju proliferaciju i diferencijaciju te smanjenivodgovor na remijelinizacijske
signale (79). Uz epigeneticke promjene, smanjena osjetljivost na signalne molekule poput
trombocitnog faktora rasta (RDGF, eng. platelet-derived growth factor) i inzulinu slicnog
faktora rasta 1 (IGE<l, eng.“insulin-like growth factor 1), Xao i promjene u sastavu
izvanstani¢nog ‘matriksa, /dodatno ogranicavaju regenerativii potencijal. Toksi¢ni modeli
demijelinizacije, poput onog induciranog kuprizonomy, omogucuju ispitivanje razlika u
kontroliranim, eksperimentalnim uvjetima u razli¢itimstarostima. Neka istrazivanja pokazuju
da'starije zivotinje pokazuju izraZeniju osjetljivost na demijelinizaciju i sporiju remijelinizaciju
nakon prestanka izlaganja toksinu, $to se pripisuje kombinaciji promijenjene lipidne arhitekture
i smanjene sposobnosti regeneracije glija-stanica (80).

Razlike povezane s dobi ne oCituju se samo u sastavu mijelina i regeneracijskom
potencijalu, nego i u dinamici stani¢nih' i molekularnih procesa koji prate demijelinizaciju i
oporavak. Mladi organizmi nakon izlaganja kuprizonu pokrecu regenerativne mehanizme brze
1 koordiniranije, ukljucujuéi aktivaciju i diferencijaciju OPC-ova te sintezu nove mijelinske
ovojnice (81, 82). U starijih zivotinja, ti su procesi sporiji i prostorno ograniceniji, Sto rezultira
nepotpunom remijelinizacijom ranjivih regija bijele tvari, poput cc (47, 83). Osim toga, uoc¢ene
su 1 dobno uvjetovane razlike u glijalnom odgovoru. Mikroglija u mladih Zivotinja u¢inkovito

uklanja ostatke mijelina 1 pridonosi stvaranju povoljne mikrookoline za obnovu, dok u starijih
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Cesto pokazuje produljenu aktivaciju i pro-upalni fenotip koji moze ometati diferencijaciju
OPC-ova (84, 85). Reaktivna astrocitoza takoder varira s dobi — dok u mladih prevladava
regulacijska i potporna funkcija, u starijih moze doprinijeti disregulaciji ionske i metabolicke

homeostaze (70, 86). U kombinaciji s izraZzenijom apoptozom zrelih oli adrocita 1

u kontekstu usporedbe miseva 3 i 6 mjeseci starosti. Ovo obuhvaca prijelaz

iz mladog odraslog u ranu zrelu dob, kada postaju uocljive ckularne i stani¢ne promjene u

razlika vazno je za razumijevanje patofizioloskih

se ¢esc¢e javljaju u starijoj zivotnoj dobi (61).

o\
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Opdi cilj:

Cilj ovog istraZivanja je ispitati utjecaj kuprizona na lipidni sastav specificnih/regija mozga

povezanih s motorickom funkcijom miSeva razli¢ite starosne dobi.
Specific¢ni ciljevi:

1. Ispitati utjecaj kuprizona na motori¢ku aktivnost i koordinaciju bihevioralnim testovima.

2. Odrediti stupanj demijelinizacije u mozgovima miseva tretiranih kuprizonom histoloSkim
bojanjem Luxol Fast Blue te imunohistokemijski koriStenjem specificnih markera mijelina
MBP i MAG.

3. Ispitati distribuciju kompleksnih gangliozida ineuroplastina u mozgovima miseva tretitanih
kuprizonom.

4. Analizirati promjenghu lipidnomy molekulskom profilu u moezgovima miseva tretiranih
kuprizonom koriste¢i IMS (engl. Imaging Mass Spectrometry).

5. Istraziti povgzanost:molekularnih promjena s funkcionalnim testovima te ispitati utjecaj

zivotne dobi na‘u€inke demijelinizacije izazvane Kuprizonom.

Iz, navedenih ciljeva rada proizasla je sljedeca hipoteza istrazivanja: kuprizon uzrokuje
promjene u lipidnom profilu, distribuciji kompleksnih gangliozida i stabilnosti mijelinskih
membrana koje ovise o zivotnoj dobi, Ste rezultira funkcionalnim deficitima u motorickoj

aktivnosti 1 koordinaciji.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Pokusne Zivotinje

Eksperimentalno istraZzivanje provedeno je na ukupno 48 muzjaka misevasoja C57Bl/6.
Zivotinje su uzgajane u Vivariju Medicinskog fakulteta Syeu@ilista u Osijeku, broj odobrenja
HR-POK-005. Zivotni uvjeti uzgoja definirani su ciklugima dan/no¢ u intervalima od 12 sati
(12/12 h) i stalno odrzavanom temperaturom ifvlagom/ Hrana 1 voda bili su dostupni
zivotinjama ad libitum, u okoliSu oboga¢enom predmetima zaigru. Sve postupke s pokusnim
zivotinjama odobrilo je Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske (Klasa: UP/I-322-
01/20-01/21, Urbroj: 525-10/0543-20-5, 0d:04.08.2020.), te Eticko povjerenstvo za'istrazivanja
Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 4602-04/20-08/07, Urbroj: 2158-61-07-20-107, od
15.06.2020.). Istrazivanje je die,projekta 'Multidisciplinarna evaluacija razlike izmedu kemijski
inducirane te urodene (B4GalntI-null) demijelinizacije u misa'—wtjecaj demijelinizacije na
sastav lipidnih splavi te ‘brej, distribuciju i vrstu interneurona' (Mefof IP-2020;" voditeljica
projekta prof. dpfsc. Marija Heffer). Svi postupci su provedeni u skladu sa'Zakonom o zastiti
zivotinja (NN 102/2017), Pravilnikom o zastiti zivotinja koje seKoriste u znanstvene svrhe (NN
55/2013) te Direktivom Parlamenta Europske unije 2010/63/EUxRad sa Zivotinjama odvijao se
prema smjernicama ARRIVE 2.0 za rad sa laboratorijskim zivotinjama uz posStovanje nacela
3R (242).

U svrhu. oveg istrazivanja zivotinje su podijeljene . dvije dobfie skupine: mladu skupinu ¢ine
miSevi starosti 3 mjeseca (N = 24), a stariju miSevi starosti 6 mjeseci (N = 24). Starost od 6
mjeseci odabrana je kao translacijski ekvivalent rane zrele odrasle dobi u ljudi kada se javljaju
prvi znakovi smanjene neuroplasticnosti, alt bez izrazenih uznapredovali sistemskih promjena
starenja. Zenke nisu ukljudene u istraZivanje zbog poznatog udinka estrogena koji moZe
djelovati neuroprotektivno i smanjiti osjetljivost na demijelinizacijske u¢inke kuprizona.

Unutar svake dobne skupine, zivotinje su nasumicno rasporedene u kontrolnu i eksperimentalnu
skupinu (N = 12 po skupini). Eksperimentalne skupine su tijekom 20 dana hranjene
standardnom laboratorijskom hranom s dodatkom 0,2 % kuprizona, dok su kontrolne skupine

dobivale istu hranu bez dodatka toksina. Tretman je zapoceo 20 dana prije nego su misevi
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dosegli ciljanu dobnu granicu (3 ili 6 mjeseci) kako bi se osigurala demijelinizacija unutar
zeljenog vremenskog okvira.

Kako bi se smanjio rizik od eksperimentalne pristranosti, primijenjen je postupak
zasljepljivanja tijekom provodenja svih bihevioralnih i analitickih postupaka: Uy postupku
kvantifikacije nije bila poznata skupina kojoj pripada pojedina Zivotinja, ve¢ su KoriSteni

jedinstveni identifikacijski kodovi.

3.1.2. Kemikalije i protutijela

Za potrebe ovog istrazivanja koriStene su sljedeceskemikalije 1 puferi:
o fizioloska otopina puferirana fosfatom, PBS (engl. phosphate buffer saline):
NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),
KCI (Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, SAD),
Na;HPO4 x 7 H20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),
KH>PO4 (Sigma-Aldrichg St. Louis, MO, SAD)
e paraformaldehid (Sigma-Aldrich, St: Louis, MO, SAD)
e saharoza (Sigma-Aldrich, St."Louis, MO, SAD)
e 2-metilbutan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
o (tekuci dusik (Messér Hrvatska)
e Z¢latina (Sigma-Addrich, St. Louis, MOy SAD)
e kromovasstipsa (Sigma-Aldrich, StaLouis, MO, SAD)
o medij za kriostatsko rezanje (engl. tissue freezingimedium, Leica, Nussloch, Njemacka)
e Luxol fast blue (Acros Organics - Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
e ctanol 100 %-tni (apsolutni) (BioGnost, Zagreb, Hrvatska)
e ctanol 96 %-tni (BioGnost, Zagreb, Hrvatska)
e ctanol 70 %-tni (BioGnosty Zagreb, Hrvatska)
e ledena octena kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e litijev karbonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e ksilol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e pokrivalo na bazi ksilena (BioGnost Ltd., Zagreb, Hrvatska)
o fizioloSka otopina puferirana trisom (TBS, eng. tris buffered saline, pH= 7,4):

Tris (Fisher Bioreagents, Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
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HCI (Fisher Bioreagents, Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

vodikov peroksid (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

albumin iz govedeg seruma (BSA, engl. bovine serum albumin; Capri€orn Scientific
GmbH, Ebsdorfergrund, Njemacka)

kozji serum (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ)

Triton X-100 (Acros Organics, Fisher Scientific, Waltham/MA, SAD)

ROTI® DAB Kit (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Njemacka)

silika-gel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

amonijev acetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

matrica 9-aminoakridin (9-AA, Sigma-Aldrich, St. Louisy MO, SAD)

metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Za potrebe ovog istrazivanja koriStena su sljedeca protutijela:

primarna protutijela:

* anti-GM1 (misje meonoklofisko IgG, Zavod za farmakologiju Medicinskoga

fakulteta Johns Hopkins; Baltimore, MD, SAD — dobiveno ljubaznos¢u prof.
Schnaara)

anti-GD1a (misje monoklonsko IgG, Zavod zadfarmakologiju Medicinskoga
fakulteta Johns Hopkins, Baltimore, MDD, SAD. — dobiveno ljubaznosc¢u prof.
Schnaara)

anti=GD1b (misje monoklonske IgG, Zavod za),farmakologiju Medicinskoga
fakulteta Johns Hopkins, Baltimore, MD, SAD/= dobiveno ljubaznosc¢u prof.
Schnaara)

anti-GT1b (mi§je monoklonsko IgG, Zavod za farmakologiju Medicinskoga
fakulteta Johns“Hepkins, Baltimore, MD, SAD — dobiveno ljubaznos¢u prof.
Schnaara)

anti-Neuroplastin 65 (Np; kozje poliklonsko IgG, R&D Systems, Minneapolis,
MN, SAD)

anti-glikoprotein pridruzen mijelinu (MAG; misje monoklonsko IgG Milipore,
Temecula, CA, SAD)

anti-mijelin bazi¢ni protein (MBP; miSje monoklonsko IgG Chemicon

International, Temecula, CA, SAD)
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e sckundarna protutijela:

kozje anti-miSje IgG konjugirano s biotinom (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD)
govede anti-kozje IgG konjugirano s biotinom (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD)
magare¢e anti-kozje IgG  konjugirano s

peroksidazom  (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD)

e tercijarni kompleks ABC — kompleks avidina i biotina (Vector  Laboratories,

Burlingame, CA, SAD)

3.2. Metode

Na Slici 3.1. dan je shematski prikaz istrazivanja s brojem Zzivotinja éije je tkivo

koristeno za pojedinu metodu.
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Slika 3.1. Shematski prikaz istrazivanja. Shemu kreirao autor na Biorender.com.
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3.2.1 Bihevioralni testovi

Po zavrSetku hranjenja sa kuprizonom, zivotinje su bile podvrgnute bihevioralnim

testovima usmjerenih na procjenu motorickih sposobnosti 1 koordinacije. Testiranja su

zivotinjama. Sve su zivotinje (N = 12 po skupini) sudjelovale u testir
u istim uvjetima prostorije, u kontroliranom okruzenju i u istom dob
utjecaj vanjskih c¢imbenika. Tijekom svih faza testiranja, je postupak

zasljepljivanja, bez uvida u pripadnost zivotinja eksperime

3.2.1.1. Test otiska stopala

Za procjenu motori¢ke koordinacije 1 si

Slika 3.2. Tunel za analizu otiska Sapica
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3.2.1.2. Rotarod test

Rotarod test koristen je za procjenu ravnoteze, koordinacije i motoricke izdrzljivosti. U
tu svrhu koriSten je uredaj Rotarod (Ugo Basile, Gemonio, Italija) koji se sastoji od pet
rotirajucih cilinidara promjera 5 cm, a ispod svakog je platforma za detekcijuspada, Zivotinje
(Slika 3.3). Svaka je zivotinja postavljena na cilindar koji se okretao konstantnom¢brzinom, a
mjereno je vrijeme (latencija) do pada s cilindra. Maksimalno trajanje. pojedinog mjerenja
iznosilo je 5 minuta (300 sekundi), nakon Cega je test automatskifprekinut ako Zivetinja nije
pala. Prije pocetka eksperimentalnih mjerenja, sve Zivotinje su prethodno trenirane pet dana
prije pocetka testiranja kako bi se smanjio utjecaj ucenja nd rezultate. Vrijéme latencije do pada

koriSteno je kao pokazatelj sposobnosti odrzavanja ravnoteze 4 motori¢ke koordinacije.

Slika 3.3. Rotarod urcdaj

3.2.1.3. Test spontane motoricke aktivnosti

Motoricka aktivnost zivotinja progjenjivana je pomocu uredaja za prac¢enje lokomotorne
aktivnosti (Activity Cage, Ugo Basile,/Gemonio, Italija) (Slika 3.4). Uredaj se sastoji od
prozirne komore od pleksiglasa opremljene sustavom infracrvenih senzora koji biljeze
horizontalne (hod) i vertikalne pokrete (propinjanje na straznje noge) zZivotinje. Aktivnost svake
zivotinje zabiljeZena je u dva vremenska intervala, nakon 1 minute i nakon 4 minute boravka u
komori. Dobiveni rezultati ukljucivali su broj horizontalnih 1 vertikalnih pokreta, §sto omogucuje

procjenu razine motoricke aktivnosti i eventualne letargije povezane s oSte¢enjem bijele tvari.
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Testiranje je provedeno u standardiziranim uvjetima i u tihom okruzenju kako bi se smanjio

utjecaj vanjskih ¢imbenika.

Slika 3.4. Uredaj za prac¢enje lokomototne aktivnosti (activity cage).

3.2.2. Zrtvovanje miSeva, fiksiranje i kriprotekcija uzoraka

Nakon zavrSetka eksperimentalnoegiprotokola Zivotinjé su eutanazirane w,skladu s
vazec¢im etickim smjernicama i odobrenjima. Prije eutanazije Zivotinjama jerinducirana duboka
anestezija inhalacyomizoflurana sve do potpune arefleksije, Cimeje osigurano bezbolno stanje.
Nakoneeutanazije, mozgoyvi su pazljivo izoliraniga potom su ebradeni ovisno o planiranoj
analizi. Iz@8vake skupine $est Zivotinja je koristeno zashistoloske i imunohistokemijske analize,
dok jewpreostalih sest zivotinja koriSteno za lipidomsku, analizu. Mozgovi namijenjeni za
higtolosku i imunohistokemijsku obradu fiksirani su wsvjeze pripremljenoj 4 %-tnoj otopini
parafermaldehida (PFA) na +4 °C tijekom 24 sata, a zatim krioprotektirani u 10 %-tnoj i u 20
%-tnoj saharozi. Nakon krioprotekeije mozgovi su'smrznuti u pothladenom 2-metilbutanu i
pohranjeni na —80 °C do daljnje ranalize. Mozgovi preostalih Zivotinja namijenjeni
biokemijskim analizama odmahmakon disekeije su smrznuti u tekuéem dusiku te pohranjeni na

—80 °C do daljnje obrade.

3.2.3. HistoloSko bojanje

3.2.3.1. Priprema Zelatiniziranih predmentnih stakalaca
Za histoloske i imunohistokemijske analize koriStena su Zelatinizirana predmetna

stakalca kako bi se osigurala dobra adhezija kriorezova. Za zelatinizaciju stakalaca pripremljena
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je 2 %-tna otopina Zelatine otapanjem zelatine u destiliranoj vode zagrijanoj na 50 °C uz stalno
mijesanje do potpunog otapanja. U otopinu je zatim dodana kromova stipsa do konacne
koncentracije 0,00025 g/mL. Cista predmetna stakalca uronjena su u pripremljenu otopinu na
10 sekundi, zatim postavljena u vodoravan polozaj i ostavljena da se osuSe ma sobnoj

temperaturi.

3.2.3.2. HistoloSko bojanje metodom Luxol Fast Blue

Za procjenu ukupnog stupnja demijelinizacije u bijeloj tvari mozga, provedeno je
histolosko bojanje preparata metodom Luxol Fast Blue (LFB). Ova metoda omogucuje
selektivno bojenje mijelinske ovojnice vezanjem boje na lipoproteinske komponente mijelina,
¢ime se vizualizira prisutnost ili gubitak mijelinske mase. Fiksiranii krioprotektirani mozgovi
su uklopljeni u medij za kriostatsko rezanje te sunrezani na kriostatu (Leica, Nussloch,
Njemacka) pri temperaturi komore od —18 °C u koronarnem smijeru debljine 35 um. Rezovi
su preneseni na Zelatinizirana predmeétna stakalca koja su ostavljena da se suse na zraku barem
24 sata.
Otopina LFB pripremljenage otapanjem,0,1¢g LFB u 100 mL 95 %-tnog etanola,yuz dodatak
0,5mL 10 %-tne ledenéyoctene kiseline. Otopina je mijeSana naymagnetskoj mijesalici i
profiltrirana prije uporabe. Takoder je pripremljena i 0,05 %-tna otopina litijevog karbonata
otapanjem u destiliranoj vodi 1 profiltrirana. Prije bojenja,/preparati su dehidrirani prolaskom
kroz seriju,etanola‘rastuce koncentracije (30 %, 70 %, 95 %;400 % po 5 min) nakon ¢ega su
ponovno inkubirani S'min u 95 %-tnom etanolu. Bojenjeje provedeno inkubacijom preparata
u LFB otopini preko no¢i na 50 °C. Nakon toga, rezovi su kratko uronjeni u 95 % etanol (1
min), zatim isprani u destiliranoj vodi te diferencirani uranjanjemu 0,05 %-tnu otopinu litijevog
karbonata u trajanju od 5 — 20 sekundi uz lagano profresanje. Intenzitet bojenja kontroliran je
mikroskopom, a ovisno o intenzitetu bejenja, postupak je po potrebi ponavljan, ali ne duze od
ukupno 50 sekundi.
Nakon diferencijacije, rezovi suvisestruko isprani u 70 %-tnom etanolu (tri puta, ukupno 7
min), zatim u destiliranoj vodi 1 ponovno dehidrirani u 70 %-tnom, 95 %-tnom 1 trima
uzastopnim inkubacijama u 100 %-tnom etanolu (svaka po 5 min). Rezovi su potom uronjeni u
ksilol dva puta u trajanju od 10 minuta, pokriveni Histomount medijem te poklopljeni

pokrovnim stakalcem.

31



FIGURE 23
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Slika 3.5. Analizirana podrucja mozga miSeva divljeg tipa C57B1/6 u histoloskoj, imunohistokemijskoj
i MALD-TOF IMS metodi. Za izradu slike su‘koriStene i prilagodene slike iz atlasa misjeg mozga (87).

(cc — corpus callosum, aca — prednja komisura, CPu — strijatum, M — motoricka kora.

3.2.4. Imunohistokemijska analiza

Kao i za histolosku/analizu, fiksirani i krioprotektirani mozgovi su najprije uklopljeni u
medij za kriostatsko tezanje, a zatim su pomo€u kriostata, nacinjeni koronarni rezovi debljine
35am pri temperaturi komore od —18°€. Amunohistokemija je provedena na slobodno
plutaju¢im rezovima u mikrotitarskim plocicama s 24 jazice. U prvom koraku, rezovi su
inkubiranit 1 %-tnoj otopini vodikovog peroksidasu’ 1xTBS-u 30 min na +4 °C kako bi se
inhibirala aktivnost endogenih peroksidaza. Slijedilo je blokiranje nespecifi¢nih veznih mjesta
pomocu otopine koja je sadrzavala 1 % albumina iz govedeg seruma i1 5 % normalnog kozjeg
seruma u 1XTBS-u. Za bojenje markera/mijelina, u otopinu za blokiranje je dodan Triton X-
100 (1 %) radi permebilizacije stanicne membrane. Rezovi su u blokiraju¢oj otopini inkubirani
2 hna +4 °C uz stalno treskanje. Primarna protutijela su pripremljena u otopini za blokiranje
nakon ¢ega je slijedila inkubacija preko no¢i na +4 °C. Za detekciju gangliozida koriStena su
protutijela na GM1, GD1a, GD1b i GT1b, u razrjedenju 1:10000. Za oznacavanje mijelinske
komponente koriStena su protutijela na MBP i MAG, oba u razrjedenju 1:500. U istrazivanju je

takoder analizirana prisutnost i distribucija Np-65 u razrjedenju 1:500. Nakon inkubacije s
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primarnim protutijelima, rezovi su triput isprani u 1xTBS-u u trajanju od po 10 minuta te su
potom inkubirani Cetiri sata na + 4 °C sa sekundarnim protutijelima — kozjim anti-misjim IgG
konjugiranim s biotinom (za gangliozide i markere mijelina) te sa govedim anti-kozjim IgG
konjugiranim s biotinom, pripremljeni u otopini za blokiranje, u razrjedenju 1:500. Slijedilo je
ispiranje tri puta po 10 minuta u 1xTBS-u te potom inkubacija s kompleksom @vidinina'i biotina
konjugiranog s peroksidazom (Vectror Elite ABC kit) pripremljenim uhotopini za blokiranje
prema uputama proizvodaca, dva sata na +4 °C. Nakon zavrSetka inkubacijérezovi su isprani
u 1xTBS-u tri puta po 10 minuta. Vizualizacija imunohistokemijskog signala provedena je
koriStenjem supstrata 3,3'-diaminobenzidina (DAB) do razvoja specifiénog smedeg obojenja,
nakon Cega je reakcija zaustavljena ispiranjem u 1xTBS-u, Rezovi su petom pazljivo preneseni
na silanizirana predmetna stakalca, ostavljeniada se osuSe iszatim prekriveni medijem

Histomount i pokrovnim stakalcem.

3.2.5. Analiza histoloskih i imunohistokemijskih bojanja

Nakon zavrSene histoloske i imunohistokemijske obrade, preparati su amalizirani
svjetlosnom mikroskopijom (Carl Zeiss Axioskop 2 MOT, Jena, Njemacka) prispovecanju od
objektiva 20x. Eotografije odabranih podrucja mozga namijénjenith za analizu snimljene su
kamerom Olympus DP707(Olympus Optical Col, Japan) kojafje pficvrScena na svjetlosni
mikroskop. Podru€je analize histoloskih i im@nohistokemijskih bojenja je iznosilo 200 x 200
um Kvantifikacija intenziteta bojenja provedena je pomoéu racunalnog paketa Fiji (ImagelJ,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). Analiza je ukljucivala pretvorbu slika u 8-
bitnu sivu skalu i edredivanje intenziteta signalaw odabranim regijama interesa (ROI, engl.
region of interest). Regije interesadebuhvacale su bijelu tvar corpus callosuma (cc), prednju
komisuru (aca, lat. anterior commissure), strijatum (CPu, lat. caudate putamen) 1 motoricka
kora (M, lat. cortex motorius) (Slika 3.5) na istim anatomskim razinama za sve zivotinje.
Dobiveni rezultati izrazeni su kaowprosjecni intenzitet sivih vrijednosti, pri ¢emu nize
vrijednosti ukazuju na veci stupanj demijelinizacije. Kvantitativni podaci koriSteni su za

statisti¢ku usporedbu izmedu kontrolnih i kuprizonom tretiranih skupina.
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3.2.6. Slikovna spektrometrija masa

Za potrebe vizualizacije prostorne raspodjele lipida u mozdanom tkivu koriStena je
slikovna spektrometrija masa (IMS, engl. imaging mass spectrometry), temeljena na matricom
potpomognutoj laserskoj desorpciji/ionizaciji spregnuta s masenim detektorom koji mjeri
vrijeme preleta (MALDI TOF, eng. matrix assissted laser desorption/ionization — time. of
flight). Analize su provedene na uredaju iMScope Trio (Shimadzu, Kyoto, Japan), koji
omogucuje integraciju optickog mikroskopa i visokoosjetljive spektrometrije masa u jednom
sustavu ¢ime se omogucuje precizno mapiranje molekulagnih profila izravno na tkivnim
rezovima. Snimanja su provedena u negativnom ionskom modu, koji omogucuje visoku
osjetljivost za anionske lipidne vrste, ¢ime se osigtirala Siroka pokrivenost lipidnog profila
uzoraka. Regije koje su snimane ukljucivale su bijelu tvar cc, aca, CPu i M (Slika 3.5).

Brzo smrznuto mozdano tkivo rezano je na kriostatu ma debljinu od 16 um 1 preneseno na
predmetna stakalca presvucena oksidommindija i kositra (ITO stakla, engl. indium, tin oxide,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), koja/su kompatibilna s IMS analizom zbog svoje vedljive
povrsine. Ukoliko uzorci nisu odmah analizirani pomoc¢u IMS-a, pohranjeni surtube sa silika-
gelom radi kontrole vlage/ Cuvaniyna <80°°C do trenutka snimanja. Prije analize, stakalca su
odmrznuta na sobnoj temperaturi u eksikatoru kako bi se uklonila kondenzacijasi.stabilizirala
vlaznost. Nakon toga, uzorci swisprani u 20 mM amonijevont acetatu u trajanju od 10 sekundi
radi uklanjanja soli idpobolj$anja detekcija lipidnih, vrsta, te su_ ponoviio osuseni u eksikatoru
15-tak minuta. Za snimanja u negativnom modu na rézove je nanesena matrica 9-aminoakridin
(9-AA) pomocuuredaja iMLayer (Shimadzu, Kyoto, Japan), postupkom sublimacije na 220 °C
tijekom 5 minuta. Nakon toga provedena je rekristalizacija inkubacijom uzorka na 37 °C
izlaganjem 0,5 %-tn0j otopini metanola kroz 5 minuta. Tako pripremljeni uzorci bili su spremni
za IMS analizu. Spektralni podacidprikupljeni su u rasponu masa od 600 do 1000 m/z uz
analiticke uvjete: D1 (promjer lasera 10 um), intenzitet lasera 40 %, frekvencija 1000 Hz, 200
snimaka po pikselu, veli¢ina x 1y zahvata 10 x 10 pm. Za svako snimanje rezova analizirano

je 36 piksela.
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3.2.7. Statisticke metode

3.2.7.1. Statisticka obrada bihevioralnih podataka

Za statisti¢ke analize koristen je racunalni program Past 4.06b (88). Za sv€ bihevioralne
parametre (duljina koraka i Sirina koraka, rotarod test, horizontalna i vertikalna aktivnost u
uredaju activity cage) najprije je provedena deskriptivna analiza podataka, uklju€ujuci izracun
aritmeticke sredine, standardne devijacije, minimalnih i maksimalfaih vrijednosti."Normalnost
distribucije podataka testirana je Shapiro—Wilkovim testom. Na temelju rezultata testa
normalnosti odlucivalo se o primjeni parametrijskih ili neparametrijskith metoda. Parametrijska
jednofaktorska analiza varijance (One-way ANOVA) Koristena je zayusporedbe skupina kod
podataka koji su slijedili normalnu distribucijuaU sluc¢ajevimaskada je ANOVA pokazala
statisticki znacajnu razliku, provedena je Tukeyjeva post hoc analiza radi identifikacije skupina
medu kojima postoji znacajna razlika. U slucajevima kada podaci nisu zadovoljavali
pretpostavke normalne distribucijes KoriSteni je neparametrijski Kruskal-Wallisow, test uz
Dunnovu analizu za visestruke usporedbe. Za podatke koji su ukljucivali penovljena mjerenja
koriSten je Friedmanov test#Sve analize provedene su odvojeno.za tri vremenske tocke (2., 10.
1 20. dan nakon zavrSetk@tretmana kuprizonom), ¢ime je omogucen uvid u.dinamiku promjena
tijekom oporavka. Razina statisticke znacajnosti postavljena je na.P < 0,05. Rezultati su graficki
prikazani u oblikn box<plot dijagrama (medijan, interkvartilni raspon, minimalne i maksimalne

vrijednosti).

3.2.7.2. Statisticka obrada histoloSkih i imunohistokemijskilpodataka

Za statisticku obradu podataka histoloskeii imunohistokemijske kvantifikacije koriSten
jeracunalni program GraphPad Prism, verzija 10.6.0 (GraphPad Software, Boston, MA, SAD)
te PAST, verzija 5.2.1. (88, 89). Kvantifikacija je provedena mjerenjem integriranog intenziteta
bojenja (engl. integrated density) u unaprijed definiranim strukturama mozga.
Za svaki skup podataka prvo je izraCumata deskriptivna statistika, ukljucujuéi aritmeticku
sredinu, standardnu devijaciju te minimalne i maksimalne vrijednosti. Normalnost distribucije
podataka testirana je Shapiro—Wilkovim testom. U slucajevima kada distribucija nije
zadovoljavala pretpostavke normalnosti, za usporedbu viSe nezavisnih skupina primijenjen je
Kruskal-Wallisov test, a viSestruke usporedbe medu skupinama provedene su Dunnovim post-

hoc testom. lako su u pojedinim analizama sve skupine pokazivale normalnu distribuciju, zbog
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ogranicenog broja replikata po skupini (n =9, npr. u cc) takoder je primijenjen konzervativniji
pristup, tj. Kruskal-Wallisov test.

Kada su bile zadovoljene pretpostavke normalne distribucije i homogenosti varijanci,
primijenjena je jednofaktorska analiza varijance (One-way ANOVA), dok jefza podatke u
kojima su se istovremeno analizirala dva faktora (dob i tretmam) koristena dvofaktorska
ANOVA. Parne usporedbe izmedu razina faktora provedene su Tukeyjevim poSt-hoc testom.

Razina statisticke znacajnosti u svim analizama postavljena je na P/<°0,05.

3.2.7.3. Statisticka obrada podataka iz IMS metode

Dobiveni spektralni podaci prvo su obradeni u softverskomépaketu IMAGEREVEAL™
vl.l (Shimadzu, Kyoto, Japan). Predobrada je ukljucivala uklanjanje pozadinske buke,
kalibraciju m/z osi i normalizaciju na ukupni ionizacijski signal (TIC, engl. total ion current)
kako bi se smanjile varijacije u ukupnoj koli€¢ini detektiranih iona medu uzorcima 1‘omogucila
kvantitativna usporedba izmedu skupina. Nakontoga su generirane ionske fnape za odabrane
m/z signale radi procjene prostorne distribucije lipida u regijamasinteresa (cc, aca, €Pu,M).
Za statisticku usporedbu lipidnih profila izmedu eksperimentalnih skupina koristen je
IMAGEREVEAL™ softver ili je radena analiza u programskom paketu R v. 4.2 (90). U
statisticku analizu su ukljuceni signali unutar masenog raspona 600—1000"m/z. Za smanjenje
dimenzionalnosti i‘vizualizaciju grupiranja podataka koristena je analiza glavnih komponenti
(PCA,_engl. principal” component analysis) (91), dok je“za mnadziranu klasifikaciju i
idéntifikaciju, m/zysignala koji najviSe ‘doptinose tazlikovanju skupina koriStena analiza
djelomi¢nih najmanjih kvadrata diskriminantne analize (PLS-DA, engl. partial least-squares
discriminant analysis) (92).
Za daljnju identifikaciju najznacajnijihim/z vrijednosti, iz svake piramidalne analize doprinosa
ptema prvoj i drugoj komponenti odabrane je po deset m/z znacajki s najve¢im doprinosom
razdvajanju skupina. Ukupno je take izdvojeno 160 m/z vrijednosti, koje su zatim pretrazene u
internetskoj platformi METASPACE (https://metaspace2020.eu) radi provizorne identifikacije
potencijalnih analita. Pretraga je provedena uz sljedece filtere: negativan polaritet, baza
podataka HMDB — endogeni metaboliti v4, stopa laznih otkri¢a (FDR) postavljena na 10 %,
organizam Mus musculus ili Homo sapiens, MALDI izvor ionizacije, adukt M+H te tolerancija
mase od 50 ppm. Dobivene anotacije koriStene su za provizornu identifikaciju lipidnih klasa i

potencijalnih molekula koje odgovaraju detektiranim m/z vrijednostima.
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4. REZULTATI

4.1. Bihevioralni testovi

Kako bi se procijenio utjecaj kuprizona na motoricke funkcije, /[provedena su tri
bihevioralna testa: analiza otiska Sapica, rotarod test i test motoricke, aktivnosti u uredaju
activity cage. Ovi testovi omogucili su procjenu koordinacije pokréta, ravnoteze, izdrzljivosti
te spontanog kretanja u tri vremenske toCke (2., 10. 1 20. dan) nakon zavrSetka tretmana
kuprizonom ¢ime je dobiven cjelovit uvid u promjene motorickih funkeija
Zivotinje su bile podijeljenje u 4 skupine prema dobi i trétmanu; dvijeieksperimentalne skupine
miSeva starosti 3 (3CPZ) i 6 (6CPZ) mjeseci koje su tijekom 20 dana bile hranjene hranom koja
je sadrzavala 0,2 % kuprizona, te dvije odgovarajuce kontrolne skupine koje nisu bile izlozene
toksinu (3CTRL i 6CTRL). Ove oznake koriStene su u svim prikazima rezultata bihevioralnih

testova.

4.1.1. Analiza otiska Sapica

Analiza otiska,Sapica koriStena je za procjenu motori¢kih spesebnosti miSeva u tri
vremenske tocke nakon zavrSetka tretmana kuprizonom. Za'svaku Zivotinju 1izmjerena je duljina
koraka lijeve i desfie straznje Sape te Sirina koraka (Slika 4.1)x
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Slika 4.1. Mjerenje duljine i Sirine koraka miSeva

Rezultati Shapiro—Wilkovog testa pokazali su da vrijednosti za duljinu koraka desnih Sapica
slijede normalnu distribuciju, pa je za usporedbu izmedu skupina primijenjen parametrijski test
One-way ANOVA. Za duljinu koraka lijevih Sapica, Shapiro—Wilkovov test je pokazao
odstupanje od normalne distribucije (P < 0,05), pa su skupine usporedene neparametrijskim

Kruskal-Wallisovim testom.
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Shapiro—Wilkov test pokazao je da podaci za udaljenost izmedu uzastopnih otisaka lijeve Sape
ne slijede normalnu distribuciju, pa je za analizu razlika izmedu skupina koristen Kruskal—
Wallisov test. Rezultati su pokazali statisticki znacajnu razliku medu skupinama drugog dana
nakon zavrSetka tretmana (P < 0,01). Post hoc Dunn-ova viSestruka usporedba pekazala je
znacajne razlike izmedu skupina 3CTRL 1 6CTRL (P < 0,001) te,izmedu skupina 3€PZ 1
6CTRL (P < 0,001) drugi dan nakon prestanka tretmana sa kuprizonom(Slika 4.2 A)./10 1 20
dana nakon zavrsetka tretmana nije utvrdena statisticki znacajna razlika meduskupinama (Slika

42BiC).
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Slika 442. Udaljenosti izmedu‘uzastopnih otiska Sapa prednje i straznj€ lijeyé noge miSeva: A) 2. dan,
B) 10. dand'€) 20. dan nakon prestanka tretmana kuprizonem. Podaci su prikazani box-plot dijagramom
(medijans, interkvartilni raspon, vrijednosti min—max). Zvjezdice predstavljaju statisticki znacajnu
razliku (** P < 0,01,,** P < 0,001; Kruskal-Wallis'test uzypost hoe,Dunn-ov test). 3CTRL, 6CTRL —
kontrolne skupine miSeva starosti 3 i 6 mjeseci; 3CPZ, 6CPZ = misevi starosti 3 i 6 mjeseci tretirani

kuprizonom:

Shapiro—Wilkov test pokazao je da podaci za udaljenost izmedu uzastopnih otisaka desne Sape
slijede normalnu distribuciju, stoga je za analizu koriStena jednofaktorska analiza varijance
(One-way ANOVA). Rezultati su pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu skupina drugog
dana nakon zavrSetka tretmana (P < 0,01). Post hoc Tukeyev test viSestrukih usporedbi
identificirao je jedinu znacajnu razliku izmedu skupina 3CPZ i 6CTRL (P < 0,01), pri ¢emu je
duljina koraka bila kraca u skupini 3CPZ (Slika 4.3 A). Analize provedene 10. 1 20. dana nakon

zavrSetka tretmana nisu pokazale statisticki znacajne razlike medu skupinama (Slika 4.3 B i C).
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kon zavrSetka tretmana kuprizonom, B) 10. dan nakon
zavrsetka tretmana kuprizonom, C) 20. nakon zavrsetka tretmana kuprizonom. Podaci su prikazani
box-plot dijagramom (medijan, interkvartilni raspon, vrijednosti min—max). StatistiCka analiza
provedena je Kruskal-Wallis testom, koji nije pokazao statistiCki znacajne razlike medu skupinama ni
u jednoj vremenskoj toc¢ki. 3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miseva starosti 3 i 6 mjeseci; 3CPZ,

6CPZ — miSevi starosti 3 i 6 mjeseci tretirani kuprizonom.
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Shapiro—Wilkov test pokazao je da podaci za Sirinu koraka ne slijede normalnu distribuciju,
stoga je za usporedbu skupina koriSten Kruskal-Wallisov test. Rezultati analize nisu pokazali
statisticki znaCajne razlike medu skupinama ni drugog, ni desetog, niti dvadesetog dana nakon

zavrSetka tretmana kuprizonom (Slika 4.4 A-C).

4.1.2. Rotarod test

Rotarod test koriSten je za procjenu ravnoteze, koordinacijesi motoricke izdrzljivosti
miseva u tri vremenske tocke nakon zavrSetka tretmama kuprizonom. Za svaku Zzivotinju
zabiljezeno je vrijeme (latencija) koje je provelasna rotirajuéem eilindru prije pada, a

maksimalno vrijeme trajanja pojedinog mjerenjadilo je 300 sekundi.

Rezultati su pokazali da podaci u vecini skupina ne slijede normalnu distribuciju (Shapiro—

Wilkov test, P < 0,05), stoga je za uspefedbu koristen neparametrijski Kruskal-Wallisov test.
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Slika 4.5. Vrijeme zadrzavanja miSeva na rotarodu: A) 2. dan nakon prestanka tretmana kuprizonom, B)
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10. dan nakon prestanka tretmama kuprizonom, C) 20. dan nakon prestanka tretmana kuprizonom.
Podaci su prikazani box-plot dijagramom/ (medijan, interkvartilini raspon, vrijednosti min-max).
StatistiCka analiza provedena je Kruskal=Wallisovim testom uz post hoc Dunn-ov test (* P <0,05; ** P
<0,01). 3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miseva starosti 3 i 6 mjeseci; 3CPZ, 6CPZ — misevi starosti

3 1 6 mjeseci tretirani kuprizonom.

40



Rezultati Kruskal-Wallisovog testa pokazali su da postoje statisticki znacajne razlike u latenciji
pada izmedu skupina u sve tri vremenske tocke (2. dan: P < 0,05; 10. dan: P <0,05; 20. dan: P
< 0,05). Za identifikaciju parova skupina koje se medusobno razlikuju provedena je post hoc
Dunn-ova analiza viSestrukih usporedbi. Rezultati su pokazali da su 2. i 10. dan nakon.zavrsetka
tretmana misevi skupine 6CPZ imali statisticki znacajno krace vrijeme zadrzavanjama rotarodu
u usporedbi s kontrolnom skupinom 6CTRL (P < 0,05) (Slika 4.5 ‘A i B). Razlike izmedu
skupina 20. dan nisu bile statisti¢ki znacajne. U skupini 3CPZ zabiljézeno je'smanjenje vremena
zadrzavanja na valjku drugog dana nakon zavrsetka tretmana, ali razlika u odnesu na kontrolnu

skupinu 3CTRL nije bila statisti¢ki znacajna (Slika 4.5 C):

4.1.3. Test motoricke aktivnosti (activity cage)

Test motoricke aktivnosti u uredaju activity cage koristen je za procjenu spontanog
kretanja misSeva u tri vremenske gocke nakon zavrSetka tretmana kuprizonom. Za, svaku
zivotinju zabiljeZen je broj horizontalnih | (kretanje po komori) i1 vertikalnih pokreta

(uspravljanje na straznje noge) tijekom 1 itijekom 4 minute boravka u komori.

Shapiro—Wilkov test normalnosti proveden je za sve podatke dobivene u testu,;odnosno za
horizontalnu i vettikalnuwaktivinest nakon 1 1 nakon 4 minuté. Rezultati su pokazali da vecina
podataka ne slijedi sormalnu distribuciju (P < 0505), stoga jeza statistiCku analizu koristen

neparametrijski Kruskal-Wallisov test uz post hoc Dunn-ove visestruke usporedbe.

Rezultati. Kruskal-Wallis testa pokazali “sw, statisticki znacajnu razliku u broju
horizontalnih pokreta u prvoj minuti boravka wactivify egge-u izmedu skupina drugog dana
nakon zaviSetka tretmana (P < 0,01). Post hoc Dunn=0va analiza visestrukih usporedbi otkrila
jeida skupina 3CPZ ima znacajno veéi broj horizontalnih pokreta u odnosu na kontrolnu skupinu
3CTRL (P < 0,05) kao i u odnesu na skupinu 6CTRL (P < 0,05) i skupinu 6CPZ (P < 0,001).
Razlike izmedu 6CTRL 1 6CPZ nisu bilestatisticki znacajne (Slika 4.6 A).

Desetog dana nakon zavrsetka tretmana Kruskal-Wallisov test nije pokazao statisti¢ki znacajnu
razliku u broju horizontalnih pokreta izmedu skupina nakon jedne minute boravka u activity

cage-u (Slika 4.6. B), kao niti dvadesetog dana nakon zavrSetka tretmana (Slika 4.6 C).
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4.7. Broj vertikalnih pokreta miSeva makon 1 minute u uredaju Activity cage: A) 2. dan nakon

stanka tretmana kuprizonom n prestanka tretmana kuprizonom, C) 20. dan nakon

prestanka tretmana kuprizonom. P rikazani box-plot dijagramom (medijan, interkvartilni
raspon, vrijednosti min—max). Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallisovim testom uz post hoc
Dunn-ov test (¥*P < 0,05; ***P < 0,001). 3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miseva starosti 3 i 6

mjeseci; 3CPZ, 6CPZ — miSevi starosti 3 i 6 mjeseci tretirani kuprizonom.
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Kruskal-Wallis test nije pokazao statisticki znacajne razlike u broju vertikalnih pokreta medu
skupinama ni drugog, desetog niti dvadesetog dana nakon zavrSetka tretmana (Slika 4.7 A-C).
Broj vertikalnih pokreta bio je ujednacen medu svim skupinama miSeva u svim mjerenim

vremenskim to¢kama.

10504 . o
10504

3
2
g

9004

8
8
"
g
8

7504

~
2
g

600

o -
450 ;
300
.
300 2 .
.

2
3
3

Broj horizontalnih pokreta
»
&

Broj horizontalnih pokreta
Broj horizontalnih pokreta

@
8
3

-

2
g
o

1504

3CTRL
3CpPz
6CTRL
6CPZ
3CTRL
3CPZ
6CTRL!
6CPZ
3CTRL
3CpPZ
6CTRL!
6CPZ

Slika 4.8. Broj horizontalnih pokreta miSeya nakon 4 minute u uredaju Activity cage: 'A) 2. dan'nakon
prestanka tretmana kuprizonem, B) 10. dan nakon prestanka tretman@akuprizonom, C)20:dan nakon
prestanka tretmana kuprizonom. Podaciysu prikazani box-plot dijagramom (medijan, interkvartilni
raspon, vrijednosti min—max). Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallisovim testom uz post hoc
Dunn-ov test (*P < 0,055 ***P <10,001). 3CTRL, 6CTRL — kontrolneskupine miseva starosti 3 i 6

mjeseci; 3CPZ, 6CPZ — misSevi starosti 3 1 6 mjeseci tretirani kuprizonom.

Rezultati Kruskal-Wallisovog testa pokazali suda naken'€etiri minute boravka u Activity cage-
u drugog dana nakon zavrSetka tretmana postejiestatisti€ki znacajna razlika u broju
horizontalnih pokreta medu skupinama (P < 0,01). Post hoc Dunn-ova analiza viSestrukih
usporedbi pokazala je da skupina 3CPZ ima znacajno manji broj horizontalnih pokreta u
usporedbi s 3CTRL (P < 0,01) 16CTRL (P < 0,01), dok razlika izmedu 6CPZ i 6CTRL nije
bila statisticki znacajna (Slika 4.8 A).

Desetog dana nakon zavrSetka tretmana, Kruskal-Wallisov test nije pokazao statisticki
znacajne razlike u horizontalnoj aktivnosti medu skupinama (Slika 4.8 B), kao niti dvadesetog

dana (Slika 4.8 C).
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4.2. Histoloska analiza (LFB)

Nakon zavrsetka bihevioralnih testova i Zrtvovanja zivotinja 20 dana nakon prestanka

hranjenja kuprizonom, mozgovi su prikupljeni za histolosku analizu. Histoloska analiza LFB

miSeva starosti 3 1 6 mjeseci podijeljenih u Cetiri skupine: 3CTRL i16C
hranjene standardnom prehranom) te 3CPZ i 6CPZ (eksperime
hranom koja je sadrzavala 0,2 % kuprizona). Iste oznake (3CT O CTRL, 6CPZ)

koriStene su u svim prikazima rezultata.

su prikazani kao reprezentativne slike histoloskih

kvantifikacije. %
A
3M

’ CTRL

CpPz

lika 4.10. Histolosko bojanje Lux LFB) prednjeg mozga miseva starih 3 (3M) i 6 mjeseci

(6M). Prikazana su reprezentativna bojanja u kontrolnim skupinama (CTRL) i skupinama

tretiranim kuprizonom (CPZ).
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4.3. Rezultati imunohistokemijske analize

Nakon zavrSetka tretmana i1 provedbe bihevioralnih testova, zivotinje su Zrtvovane 20
dana nakon prestanka hranjenja kuprizonom, a njihovi mozgovi prikupljeni 1 obradeni za
imunohistokemijsku analizu. Analiza je provedena na istim skupinama miseva’kao 1 histoloska
LFB analiza te su iste oznake (3CTRL, 3CPZ, 6CTRL, 6CPZ) Koristene u svim prikazima

rezultata.

Imunohistokemijska bojanja su napravljena na kriostatskim rezovima mozdanog tkiva radi
detaljnije procjene ucinka kuprizona na mijelinsku strukturi. Koristena su.ptfimarna protutijela
na mijelinske proteine (MBP, MAG), kompleksne gangliozide (GMI, GDla, GD1b, GT1Db).
Kvantifikacija je napravljena mjerenjem integriranog intenziteta imunohistokemijskog bojanja
u Cetiri regije prednjeg mozga miseva: cc, aca, CPu i M. Rezultati su prikazani kao

reprezentativne slike imunohistokemijskih bojanja i grafi€ki prikazi kvantifikacije.

4.3.1. Markeri mijelina (MAG i MBP)

Za procjenu promjena u mijelinskoj strukturi nakon izlaganja kuprizonu provedena je
imunohistokemijska analiza bojenja na mijelinske proteine MAG i MBP (Slika 4.15 i Slika
4.16). Kvantifikacija je napravljena mjerenjem integriranog intenziteta bojenja (InvintDen) u
analiziranim mozdanim rvegijama. Dobiveni rezultati su najprije testirani na normalnost
distribucije pomocu Shapiro—Wilkovog testa. Ovisno o'ishodu testa normalnosti, za usporedbu
izmedu skupina primijenjena je jednofaktorskéranaliza varijance (ANOVA) uz Tukeyjev post
hoe test ili, u slucajeyima odstupanja od normalne distribueije, neparametrijski Kruskal-Wallis

test uz Dunnovu korekciju za viSestruke usporedbe.

50



ih 3 mjeseca. Prikazana su
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protutijela. m
N
K MAG

!
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inskih proteina miSeva starih 6 mjeseci. Prikazana su

reprezentativna bojanja za MAG i rolnoj skupini (6CTRL) i skupini tretiranoj kuprizonom
(6CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje odsutnost specificnog bojenja u nedostatku primarnog

protutijela.
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4.3.1.1. IzraZaj mijelinskih proteina u cc
Shapiro—Wilkov test pokazao je da podaci za MAG slijede normalnu distribuciju dok
su podaci za MBP odstupali od normalne distribucije. Prema tome je za analizu MAG-a

primijenjena jednofaktorska ANOVA, a za analizu MBP-a je koriSten neparam i Kruskal—

Wallisov test.

Na rezovima prednjeg mozga u razini cc (Slika 4.17 1 Slika 4.18) ug
bojenja za oba mijelinska proteina u skupinama tretiranim kuprizo

mjeseci).
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mjeseci. Prikazana su reprezentativna bojanja za MAG 1 u kontrolnoj skupini (6CTRL) i skupini

tretiranoj kuprizonom (6CPZ). Negativna kontrola (K) pr je odsutnost specificnog bojenja u

nedostatku primarnog protutijela. Skal slt iznosi 200 pm.
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Slika 4.19. Graficki prikaz intenziteta bojenja mij G (A) i MBP (B) u corpus

callosumu (cc) miSeva. Podaci su prikazani box—plo amom (medijan, interkvartilni raspon,
vrijednosti min—max). Statisticka analiza provedena je Krus

ov test ili jednofaktorskom ANOVA s

Wallisovim testom uz post hoc Dunn-

post hoc testom (*P < 0,05; **P <0,
eci; 3CPZ, 6CPZ — misevi

6CTRL - kontrolne skupine miseva s
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roteina u aca
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Slika 4.21. Imunohistokemijska ana nskih proteina u prednjoj komisuri (aca) miSeva starih 6
mjeseci. Prikazana su reprezentativna bojanja za MAG i MBP u kontrolnoj skupini (6CTRL) i skupini
tretiranoj kuprizonom (6CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje odsutnost specificnog bojenja u

nedostatku primarnog protutijela. Skala na slikama iznosi 200 pm.
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Rezultati analize ANOV A pokazali su znacajnu razliku u izrazaju MAG-a medu skupinama (P

< 0,01). Post hoc Tukeyjev test potvrdio je znacajno nizi intenzitet bojenja u skupini 6CPZ u

odnosu na 6CTRL (P < 0,01) i 3CTRL (P < 0,05) (Slika 4.22 A).

Za MBP, Kruskal-Wallis test je pokazao statisticki znacajnu razliku meduskupinama (P <
0,01). Post hoc Dunnova analiza viSestrukih usporedbi otkrila je zna€ajno nizi intenzitet bojenja
u skupini 3CPZ u odnosu na 3CTRL (P < 0,05), te u skupini 6CPZ usodnesu na 6CTRL (P <
0,01) (Slika 4.22 B).
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Slika 4.227 Graficki prikazfintenziteta bojenja mijelinskih proteinasMAG((A) i MBP (B) u prednjoj
komisuri (aca) miseva. Podaci su prikazani, box—plotydijagramom (medijan, interkvartilni raspon,
vrijednosti min~max)Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallisovim testom uz post hoc Dunn-
ov test.ili jednofaktorskom ANOVA s Tukeyevim posthoc testom (¥*P'<0,05; **P <0,01; ***P < 0,00).
3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miSeva starosti 3 ‘6. mjeseci; 3CPZ, 6CPZ — miSevi starosti 31 6

mjeseci tretirani kuprizonom.

4.3.1.3. IzraZaj mijelinskih proteina u Cpu

Shapiro—Wilkov test pokazao je da podaci za MAG odstupaju od normalne distribucije,
dok su podaci za MBP imali priblizno normalnu distribuciju. U skladu s tim, analiza MAG-a
provedena je neparametrijskim Kruskal-Wallis testom, dok je za MBP koristena jednofaktorska
ANOVA.
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Na reprezentativnim presjecima striatuma (Slika 4.23 i Slika 4.24) zamjetno je smanjenje
intenziteta bojenja za MAG u skupini 6 mjeseci starosti dok je MBP priblizno jednakog

intenziteta u obje dobne skupine.

3CTRL

3CPz

Slika 4.23. Imunohistokemijska anali
Prikazana su reprezentativna boj
kuprizonom (3CPZ). Ne
primarnog protutijela. Skal

B _

K

6CTRL

6CPZ

Slika 4.24. Imunohistokemijska analiza mijelinskih proteina u strijatumu (CPu) miseva starih 6 mjeseci.
Prikazana su reprezentativna bojanja za MAG 1 MBP u kontrolnoj skupini (6CTRL) i skupini tretiranoj
kuprizonom (6CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje odsutnost specificnog bojenja u nedostatku

primarnog protutijela. Skala na slikama iznosi 200 pm.

57



Rezultati Kruskal-Wallisovog testa za MAG pokazali su znacajnu razliku medu skupinama (P
< 0,05). Post hoc Dunn-ova analiza viSestrukih usporedbi otkrila je zna¢ajno nizi intenzitet

bojenja u skupini 6CPZ u odnosu na 6CTRL (P < 0,05) (Slika 4.25 A).

Analiza ANOVA za MBP pokazala je takoder statisticki znacajnu razliku (P <0,01), Tukeyjev
post hoc test potvrdio je smanjen intenzitet bojenja u 3CPZ u odnosu na 3CTRL (P < 0,05), te
u 6CPZ u odnosu na 6CTRL (P < 0,01) (Slika 4.25 B).
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Slika 4425. Graficki prikaz intenziteta bojenja mijelinskih proteina MAG (A) i MBP (B) u strijatumu
(CPu) miseva. Podaci su prikazani box—plot dijagramomni (medijan, interkvartilni raspon, vrijednosti
min—max)., Statisticka analiza provedena je Kruskal<Wallisovim testom uz post hoc Dunn-ov test ili
jednofaktorskom ANOVA s Tukeyevim post ho¢ testom (**P < 0;01). 3CTRL, 6CTRL - kontrolne

skupine miseva starosti 3 i 6 mjeseci; 3CPZ, 6CPZ = misevi starosti 3/1 6 mjeseci tretirani kuprizonom.

4.3.1.4. IzraZaj mijelinskih proteina u M

Normalnost distribucije podataka prvo je ispitana Shapiro—Wilkovim testom, koji je
pokazao da oba mijelinska proteina (MAG i MBP) prate normalnu distribuciju i zboga toga je
za daljnju analizu koristena jednofaktorska ANOVA.
Na rezovima prednjeg mozga u razini M (Slika 4.26 1 Slika 4.27) nije uocena razlika u

intemzitetu obojenja niti na jedan mijelinski marker u obje dobne skupine.
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u kontrolnoj skupini (3CTRL) i skupini

bojenja u

Slika 4.27. Imunohistokemijska an inskih proteina u motori¢koj kori (M) misSeva starih 6
mjeseci. Prikazana su reprezentativna bojanja za MAG i MBP u kontrolnoj skupini (6CTRL) i skupini
tretiranoj kuprizonom (6CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje odsutnost specificnog bojenja u

nedostatku primarnog protutijela. Skala na slikama iznosi 200 pm.
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Analizom pomo¢u ANOV A-e nije pokazana statisticki znacajna razlika u intenzitetu obojenja

MAG medu analiziranim skupinama (Slika 4.28 A).

Iako se uoCava smanjenje izrazaja MBP-a u miSeva tretiranih kuprizonom u obje dobne skupine,

statistickim testom nije dobivena znacajna razlika u usporedbi sa odgovarajuéim kontrolama

(Slika 4.28 B).
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Slika 4.28. Graficki‘prikaz,intenziteta bojenja mijelinskih proteina®™AG,(A) i MBP (B) u motorickoj
kori (M) miSeva. Podagi su prikazani box—plot dijagramom (medijan, iterkvartilni raspon, vrijednosti
min—-max)Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallisovim testom uz post hoc Dunn-ov test ili
jednofaktorskom, ANOVA's Tukeyevim post hoc testom. 3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miSeva

starosti 3 1 6 mjeseci; 3CPZ, 6CPZ — miSevi starosti’3 i 6 mjeseci tretirani kuprizonom.

4.3.2. Gangliozidi

Kako bi se ispitala promjena distribucije 1 ekspresije kompleksnih gangliozida nakon izlaganja
kuprizonu, provedena je imunohistokemijska analiza bojenja za GM1, GDla, GD1b i GT1b
(Slika 4.29. 1 Slika 4.30.). Kvantifikacija je napravljena mjerenjem integriranog intenziteta
bojenja (InvIntDen) u svakoj analiziranoj mozdanoj regiji, a dobiveni rezultati su najprije
testirani na normalnost distribucije pomoc¢u Shapiro—Wilkovog testa. Ovisno o distribuciji, za

usporedbu izmedu skupina koriStena je jednofaktorska analiza varijance (One-way ANOVA)
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uz Tukey post hoc test ili neparametrijski Kruskal-Wallis test uz Dunnovu korekciju za

viSestruke usporedbe.

3CTRL

3CPZ

arih 3 mjeseca. Prikazana su

1 (3CTRL) i skupini tretiranoj

Slika 4.29. Imunohistokemijska analiza kompleksnih g
reprezentativna bojanja za GM1, GD1a, GD1bi GT1b

kuprizonom (3CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje tnost specificnog bojenja u nedostatku

AM

GT1lb

primarnog protutijela.

olnoj skupini (6CTRL) i skupini tretiranoj

izonom (6CPZ). Negativna kontr K) prikazuje odsutnost specificnog bojenja u nedostatku

arnog protutijela.

4.3.2.1. Izrazaj gangliozida u cc

Prije usporedbe intenziteta imunohistokemijskog bojenja (Slika 4.31 i Slika 4.32)
izmedu skupina, podaci su za svaki od cetiri gangliozida (GM1, GD1a, GD1b, GT1Db) testirani
na normalnost distribucije pomocu Shapiro—Wilkovog testa. Rezultati su pokazali da podaci za

GMI i GD1a ne slijede normalnu distribuciju, dok su podaci za GD1b i GT1b imali normalnu
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distribuciju. U skladu s navedenim, za analizu izrazaja GM1 i GD1a je koriSten neparametrijski

Kruskal-Wallis test, dok je za GD1b i GT1b koriStena jednofaktorska ANOVA.

3CTRL

3cpz

Slika 4.31. Imunohistokemijska analiza kompleksnih 10zi callosumu (cc) miSeva starih

Dla, GD1b i GT1b u kontrolnoj skupini

a 4!! |munohistokemij ska anali

specificnog bojenja u nedostatku pr otutijela. Skala na slikama iznosi 200 um.

Pregledom imunohistokemijskog bojenja, vidljivo je smanjenje intenziteta bojenja za GM1 1

GD1a u odnosu na kontrolu, dok su promjene u ekspresiji GD1b i GT1b manje izrazene.

Rezultati Kruskal-Wallisovog testa pokazali su statisticki znacajnu razliku u intenzitetu

imunohistokemijskog bojenja GM1 izmedu skupina (P < 0,001). Post hoc Dunn-ova analiza
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viSestrukih usporedbi otkrila je znacajno nizi intenzitet bojenja u 3CPZ u usporedbi s 3CTRL

(P <0,01) te u 6CPZ u usporedbi s 3CTRL (P < 0,001) i 6CTRL (P < 0,001) (Slika 4.33 A).

Za GDla, Kruskal-Wallis test pokazao je statisticki znacajnu razliku u intenzitetu bojenja
GD1la medu skupinama (P < 0,001). Tukeyev post hoc test je potvrdio da kentrolneiskupine
(3CTRL i 6TRL) imaju znacajno razli¢it intenzitet bojenja (P < 0,001),(Slika 4.33B).

Analiza varijance (ANOVA) nije pokazala statisticki znacajnu razliku u intenzitetu bojenja

GD1b niti GT1b medu analiziranim skupinama (Slika 4.33 C i D).
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Slika 4.33. Graficki prikaz intenziteta bojenja kompleksnih gangliozida u corpus calsosumu (cc) miseva.
A) GM1, B) GDla, C) GDI1b, D) GTI1b. Podaci su prikazani box—plot dijagramom (medijan,
interkvartilni raspon, vrijednosti min—max). Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallisovim
testom uz post hoc Dunn-ov test ili jednofaktorskom ANOV A s Tukeyevim post hoc testom (¥P <0,05;
**P < 0,01; ***P < 0,001). 3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miSeva starosti 3 i 6 mjeseci; 3CPZ,

6CPZ — miSevi starosti 3 i 6 mjeseci tretirani kuprizonom.

63



4.3.2.2. IzraZaj gangliozida u aca

Prije usporedbe intenziteta imunohistokemijskog bojenja (prikazano na Slici 4.34. 1 Slici 4.35)

izmedu skupina, provjereno je slijede li podaci normalnu distribuciju. Shapiro-Wilkov test

K GM1 GDla GD1b GT1b

Slika 4.35. Imunohistokemijska analiza kompleksnih gangliozida u prednjoj komisuri (aca) miseva
starih 6 mjeseca. Prikazana su reprezentativna bojanja za GM1, GD1a, GD1b i GT1b u kontrolnoj
skupini (6CTRL) i skupini tretiranoj kuprizonom (6CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje odsutnost

specificnog bojenja u nedostatku primarnog protutijela. Skala na slikama iznosi 200 um.
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Rezultati ANOVA-e za GM1 pokazali su statisticki znacajnu razliku medu skupinama (P <
0,001), a Tukeyev post hoc test identificirao je znacajno nizi intenzitet bojenja u skupinama
3CPZ i odgovarajucoj kontrolnoj skupini 3CTRL (P < 0,001). Statisticki znacajna razlika
takoder je utvrdena izmedu 3CTRL 1 6CTRL (P < 0,001) i 3CTRL 1 6CPZ (P.<0,001) (Slika
4.36 A).

Za GD1a, Kruskal-Wallisov test nije pokazao je znacajnu razliku medu skupinama (P.=0,677)
(Slika 4.36 B). Rezultati ANOVA-e za GD1b nisu pokazali statisticki znacajnu razliku medu
skupinama (Slika 4.36 C). Za GTl1b, Kruskal-Wallis test.takoder nije pokazao statisticki

znacajnu razliku u intenzitetu bojenja medu skupinama (Slika 4.36' D).
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Slika 4.36. Graficki prikaz intenziteta bojenja kompleksnih gangliozida u prednjoj komisuri (aca)
miseva. A) GM1, B) GDla, C) GD1b, D) GT1b. Podaci su prikazani box—plot dijagramom (medijan,
interkvartilni raspon, vrijednosti min—max). Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallisovim
testom uz post hoc Dunn-ov test ili jednofaktorskom ANOVA s Tukeyevim post hoc testom (**P <
0,01; ***P < 0,001). 3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miseva starosti 3 i 6 mjeseci; 3CPZ, 6CPZ —

misevi starosti 3 1 6 mjeseci tretirani kuprizonom.
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4.3.2.3. IzraZaj gangliozida u CPu
Testiranje distribucije podataka Shapiro—Wilkovim testom pokazalo je da GM1, GDlai GT1b
prate normalnu distribuciju te je za njihovu analizu koriStena jednofaktorska ANOVA. Podaci

za GDI1b su pokazali odstupanje od normalne distribucije te je za njihovu koriSten

Kruskal-Wallis test. Reprezentativne slike bojenja kompleksnih gangliozi C zani
su na Slikama 4.37. 1 4.38.

K GM1 ~ GDla 7 GD1b GT1b

Slika 4.38. Imunohistokemijska analiza kompleksnih gangliozida u strijatumu (CPu) miSeva starih 6
mjeseci. Prikazana su reprezentativna bojanja za GM1, GDla, GD1b i GT1b u kontrolnoj skupini
(6CTRL) i skupini tretiranoj kuprizonom (6CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje odsutnost

specificnog bojenja u nedostatku primarnog protutijela. Skala na slikama iznosi 200 um.
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Rezultati dobiveni jednofaktorskom ANOVA-om pokazali su statisticki znacajnu razliku u
intenzitetu bojenja GM 1 medu skupinama (P <0,001). Post hoc Tukey test pokazao je znacajnu
razliku u intenzitetu bojenja izmedu 3CPZ i odgovaraju¢e kontrolne skupine 3CTRL (P <
0,001) te 6CTRL 1 6CPZ (P < 0,05). Statisti¢ki zna€ajna razlika je utvrdenad zaa3CTRL u
odnosu na 6CTRL (P < 0,001), 3CTRL u odnosu na 6CPZ (P < 0,001) te 3CPZ u odnosu na
6CPZ (P <0,01) (Slika 4.39 A).
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Slika 4.39. Graficki prikaz dntenziteta ‘bojenja kompleksnih gangliozida u strijatumu (CPu).
A) GMI1, B) GDla, C) GDI1b, D), GT1b. Podaci su prikazani box—plot dijagramom (medijan,
interkvartilni raspon, vrijednosti min—max). Statisticka analiza provedena je Kruskal-Wallis testom uz
post hoc Dunn-ov test ili jednofaktorskom ANOVA s Tukeyevim post hoc testom (*P < 0,05; **P <
0,01; ***P <0,001). 3CTRL, 6CTRL — kontrolne skupine miseva starosti 3 i 6 mjeseci; 3CPZ, 6CPZ —

misevi starosti 3 1 6 mjeseci tretirani kuprizonom.
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Za GDla takoder je zabiljezena statisticki znacajna razlika medu skupinama (P < 0,001), pri
¢emu je post hoc analiza pokazala snizene vrijednosti u 3CPZ i 6CPZ u usporedbi s kontrolnim
skupinama — 3CTRL i 3CPZ (P < 0,001) te 6CTRL i 6CPZ (P < 0,001). Statisticki znacajna
razlika utvrdena je i za 3CTRL u osporedbi sa 6CTRL (P <0,05) te 3CPZ uuspo 6CTRL
(P <0,001) (Slika 4.39 B).

GD1b
medu pojedinih

Kruskal-Wallisovim testom je pronadeno da postoji razlika izmed
(P <0,05). Medutim, naknadni Dunnov test nije identificirao znace

parova skupina (Slika 4.39 C).

Za GT1b je ANOVA pokazala postojanje statisticki znacajne (P < 0,05), a post hoc
analiza potvrdila je znacajno nizi intenzitet bojen;j na 6CPZ (P <0,05) (Slika

439 D).

4.3.2.4. IzraZaj gangliozid,
Shapiro—Wilkov test je Itati dobiveni bojanjem G
4.41) odstupaju od norma istribucije te su dalje testirani Kruska i testom, dok

su podaci za G

jedno&toiska

K

izu primijenjena

Slika 4.40. Imunohistokemijska analiza kompleksnih gangliozida u motoric¢koj kori (M) miSeva starih
3 mjeseca. Prikazana su reprezentativna bojanja za GM1, GD1a, GD1b i GT1b u kontrolnoj skupini
(3CTRL) i skupini tretiranoj kuprizonom (3CPZ). Negativna kontrola (K) prikazuje odsutnost

specificnog bojenja u nedostatku primarnog protutijela. Skala na slikama iznosi 200 pm.
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K GM1 GDla GD1b GT1lb

miseva starih 6 mjeseci. Prikazana su reprezentativna bojanja
skupini (6CTRL) i skupini tretiranoj kuprizonom (6CP i ntrola (K) prikazuje odsutnost

specificnog bojenja u nedostatku primarnog protutije ala na

Rezultati Kruskal-Wallisovog testa
GMI izmedu skupina (P < 0,001).
je znacajno nizi intenzitet
odnosu na 6CPZ (P <0
Za GDla, Kru

(Slika‘lZ B). 1, niti jednofaktorska AN(’A nije 2 sti¢ki znacajne razlike
medu skupinama Oika

u intenzit oje . ).

Za GTl1b, A je pokazala postojan sti ac

0, a Tukeyev post hoc test identificirao je inten boj
0

,05) (Slika 4.42 D).

razlike medu skupinama (P <

u skupini 3CTRL u odnosu
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Slika 4.42. Graficki prikaz i iteta bojenja kompleksnih gangliozida j ). A)GM1,

su prikazani box—ilot dijag

.3.3. Neuroplastin

Imunohistokemijsko bojenje za neuroplastin provedeno je u viSe navrata koriStenjem
protutijela anti-Neuroplastin 65, uz promjene eksperimentalnih uvjeta s ciljem optimizacije
signala. KoriStena su razli¢ita vremena inkubacije s primarnim protutijelom (jedna i dvije no¢i
pri 4 °C) te dvije vrste sekundarnih protutijela (biotinilirano govede anti-kozje IgG protutijelo
konjugirano s biotinom 1 magarece anti-kozje IgG protutijelo konjugirano s peroksidazom).
Unato¢ provedenim optimizacijskim pokusajima, u svim je slu¢ajevima izostala specificna
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imunohistokemijska reakcija. Dobiveni preparati nisu pokazali pozitivan signal, odnosno
razliku u signalu izmedu tretiranih i1 kontrolnih skupina, niti karakteristiénu stani¢nu

lokalizaciju Neuroplastina. Predstavne slike ovih pokusaja prikazane su u Dodatku (Slika S1.).

4.4. IMS analiza

Kako bi se procijenio u¢inak kuprizona na lipidni sastav mozga i prostornu distribuciju
pojedinih lipidnih vrsta, primijenjena je metoda MALDI-TOF IMS. Zivotinje su bile
podijeljene u Cetiri skupine prema dobi i tretmanu: misevi starosti 3y(3CPZ) 1 6 (6CPZ) mjeseci
hranjeni hranom s dodatkom 0,2 % kuprizona kroz 20 dana t€ odgovarajuce kontrolne skupine
(3CTRL i1 6CTRL) hranjene standardnom hranom. Nakon zavrsetka tretmana i provedbe svih
bihevioralnih testova, Zivotinje su zrtvovane, a njihovismozgovi prikupljeni 1 pripremljeni za

MALDI-TOF IMS analizu.

IMS analiza je provedena na kriostatskim rezovima mozdanog tkiva u negativnom ionskom
modu, a obuhvatila je Cetiriregije prednjeg mozga (Slika 3.5): cc, acag’ CPu'i M. Podaci su
prikupljeni u masenom rasponu 600=1000"m/z Sto je omogucilo detekciju i mapiranje Sirokog
spektra lipida uklju€enih “u strukturu“mijelina i stani¢nu signalizaciju: U svim analiziranim
regijama zabiljeézeno je jasno. razdvajanje izmedu kontyélnih 1 kuprizonskih skupina, uz
izrazeniju varijabilfost lipidnih profila unutar kuprizonskih skupina. Najvec¢i doprinos
razdvajanju skupinadelazio je od signala viSth m/z vrijednestin(>800 m/z), Sto upucuje na
vazhu ulogu promjena u fosfolipidnim i sfingolipidnim komponentama membrana u odgovoru

na kuprizon.
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4.4.1. IMS analiza cc
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Slika 4.43. TIC normalizirani prosjecni spektri masa (600-1000 m/z),odabranih ROI-ja corpus callosum
(cc) kontrolnih miSeva (normal diet) i miSeva tretiranih kuprizonom (cuprizone diet) 3 mjeseca starosti.

TIC — ukupni intenzitet signala m/z kvocijenata.

PLS-DA analiza cjelokupnihsmasenih spektra dobivenih IMS analizom nozdane, strukture cc
korisStena je za razlikovanje lipidnih profila izmedu kontrolne skupine miseva i skupinetretirane
kuprizonom starosti 3 mjeseeca. Spektri su prethodno TIC normalizirani kako bi se omogucila
usporedivost intenziteta signalayizmedu razliCitih skupina 1 regija mozga (Slika 4.43). U
analiziranom rasponu 600-1000 m/z postignuto je jasno razdyvajanje uzoraka izmedu skupina
(Slika 4.44 A), pri €¢emu je kod zivotinja tretiranih kuprizonemstiocena veca varijabilnost
spektralnih profila u odnosu na kontrolu (§to je prikazano plavim podru¢jem na Slici 4.44 A).
Tocnost klasifikacije signala po broju komponenti u odgovarajuée skupine prikazana je na Slici
4.44'B na kojoj se vidi da je dovoljna razdvojenost'skipina postignuta koristenjem prve dvije

glavne komponente, uz visoku klasifikacijsku tocnost od 97 %.

Za odredivanje klju¢nih m/zznacajki koje najvise doprinose razdvajanju skupina prikazani su
doprinosi pojedinih m/z vrijednostinprvoj i drugoj glavnoj komponenti (Slika 4.45 A i B). U
piramidalnim prikazima vidljivo je po 89 m/z znacajki koje najviSe doprinose razdvajanju na
prvoj komponenti (A) i drugoj komponenti (B). Duljina vektora oznacava relativni doprinos
pojedine znacajke razdvajanju skupina, dok boja u oznacava kojoj je skupini vrijednost
poviSena (narancasto = CPZ, plavo = CTRL). Najve¢i doprinos razdvajanju skupina potjece od

m/z vrijednosti u rasponu 700-900 Da.
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Slika 4.45. Doprinos pojedinih m/z znac¢ajki razdvajanju skupina u corpus callosumu (cc) miSeva starih
3 mjeseca na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznacava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznacava smjer u¢inka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti zna¢ajki navedene su uz osi.
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Slika 4.46. TIC normalizirani prosjecni spektri masa (600--1000 m/z)»odabranih ROI-ja corpus
callosuma (cc) kontrolnih miSeva (normal diet) i miSeva tretiranih kuprizonom (cuprizone diet) 6

mjeseci starosti. TIC — ukupni intenzitet signala m/z kvegijenata.

PLS-DA analiza TIC-normaliziranih masefith spektra dobivenih IMS analizom cc provedena je
za razlikovanje lipidnih profila izmedu kontrolne i kuprizonom tretirane skupine zivotinja
starosti 6 mjeseci. U spektralnom, rasponu 600-1000 m/z uoéene su izrazene tazlike u
intenzitetima signala izmedu skupina (Slika 4.46). PLS-DA model pokazao je jasnorazdvajanje
skupina uz minimalno preklapanje (Slika 4.47 A), pri cemu je klasifikacijska to¢nost uz
koristenje prve komponente bila vrlo visoka (80 %), dok su dodatne komponente imale manji
doprinos (Slika 4.47,B). Veca varijabilnost skapa podataka zabiljezena je kod uzoraka tretiranih

kuprizonom, sto je prikazano plavim podracjem na Slici 4.47 A.

Za identifikaciju m/z wrijednosti koje najvise deprinose razlikovanju skupina, analizirani su
doprinosipojedinih znacajki prvoj i drugoj glavnoj kemponenti (Slika 4.48 A i B). Na prvoj i
drugoj komponenti identificirano je po 35 m/z znacajki koje imaju najveci diskriminacijski
doprinos. Kao i kod mladih Zivotinja, kljuéne razlike koncentrirane su u rasponu 700-900 Da.
kVidljivo je da veéina m/z vrijednosti pokazuje znacajnost u CPZ skupini, dok manji broj m/z

ima viSe intenzitete signala u kontrolnoj skupini.
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Slika 4.48. Doprinos pojedinih m/z znacajki razdvajanju skupina u corpus callosum (cc) miseva starih
6 mjeseci na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznacava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznac¢ava smjer ucinka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti znacajki navedene su uz osi.



4.4.2. IMS analiza aca
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Slika 4.49. TIC normalizirani prosje¢ni spektri masa (600—1000. _m/z) odabranih ROI-ja prednje
komisure (aca) kontrolnih miSeva (rormal dief) 1 miSevaytretiranih kuprizonom (cuprizone diet) 3

mjeseca starosti. TIC — ukupni intenzitet signala m/z kvocijenata.

PLS-DA analiza TIC-normaliziranih masenih spektra dobivenih IMS<{analizom regije aca
provedena je zbog razlikovanja lipidnih profila izmedu kontrolne i kuprizonom tretirane
skupine Zivotinja starosti 3 mjeseca. TIC normalizacija omogucila jeuklanjanje varijabilnosti
uzrokovane tehmi€kim faktorimas, U analiziranom rasponu600—-1000 m/z uecene su izrazene
razlike'u spektralnim intenzitetima izmedu skupina (Slika 4.49). PLS-DA model pokazao je
potpuno razdvajanjerskupina (Slika 4.50 A), Sto ukazuje na razli¢ite lipidne profile izmedu
skupina u ovoj regiji. Prikaz klasifikacijskeitoénosti (Slika 4:50 B) pokazuje da je razdvajanje
gotovo u potpunosti postignuto koriStenjer prve komponente, uz vrlo visoku klasifikacijsku
tocnostn(100 %). Veca heterogenost skupa podatakahzabiljezena je kod uzoraka tretiranih

kuprizonom, §to je prikazano plavim podruc¢jem na Slici 4.50 A.

Za identifikaciju m/z znacdjki, koje najviSe pridonose razlikovanju skupina analizirani su
doprinosi pojedinih m/z vrijednostiprvej 1 drugoj glavnoj komponenti (Slika 4.51 A i B). Na
obje komponente izdvojeno je po 92 m/z znacajke s najvec¢im doprinosom klasifikaciji. Najvec¢i
broj znacajki nalazi se u rasponu od 700 do 900 Da. Raspodjela m/z znacajki izmedu skupinana
prvoj komponenti je priblizno izjednacena, dok druga komponenta pokazuje veci broj m/z s

poviSenim intenzitetima u CPZ skupini.
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Slika 4.51. Doprinos pojedinih m/z znacajki razdvajanju skupina u prednjoj komisuri (aca) miSeva starih
3 mjeseca na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznacava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznac¢ava smjer ucinka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti znac¢ajki navedene su uz osi.
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Slika 4.52. TIC normalizirani prosjec¢ni spektri masa (60 00 M ROI-ja prednje

komisure (aca) kontrolnih miseva (normal diet) 1 mis$ nom (cuprizone diet) 6

PLS-DA analiza cjelokupnih TIC
regije aca provedena je radi razl

tretirane skupine zivotinj

nosti (Slika
enti (90 %).

4.54 A i1 B). Na prvoj
, dok je na drugoj komponenti

jalnih m/z vrijednosti nalazi
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Slika 4.54. Doprinos pojedinih m/z znacajki razdvajanju skupina u prednjoj komisuri (aca) miSeva starih
6 mjeseci na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznacava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznac¢ava smjer ucinka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti znacajki navedene su uz osi.
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4.4.3. IMS analiza CPu
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Slika 4.55. TIC normalizirani prosjecni spektri masa (600—1000 m/z) odabranih ROI-ja strijatuma (CPu)
kontrolnih miseva (normal diet) i miSeva tretiranih kuprizonomy(cuprizone diet) 3 mjeseca starosti. TIC

— ukupni intenzitet signala m/z kvocijenata.

PLS-DA analiza cjelokupnth masenih spektra korisStena je za lipidnih profila ‘CPusizmedu
kontrolne skupine i skupine miseva tretirane kuprizonom starosti 3 mjesecamlNa Slici 4.55
prikazano je razdvajanje,uzoraka unutar masenog raspona od’600'do 1000, Da, koje pokazuje
znacajnie razlicite lipidne profile izmedu skupina®Vecéa heterogénostipodataka zabiljezena je
kod uzoraka, tretiranih kuprizonom, S$to je vidljivo iz Sireg raspona distribucije CPZ skupine

(plavo podrucjena Slici 4.56 A).

Tocnost klasifikacije uzoraka u odgovarajuce skupine prikazana je na Slici 4.56 B. Analiza
pokazujesda se dovoljna razdvojenost izmedu skaipina postize koriStenjem prve dvije

komponente, uz visoku klasifikacijsku tocnost u prve dvije komponente (95 %).

Analiza doprinosa m/z znacajkippokazala jeda je za prvu i drugu komponentu izdvojeno po 77
m/z znacajki koje najviSe pridonosesazdvajanju skupina (Slika 4.57 A i B). Na prvoj
komponenti prevladavaju znacajke povezane s CPZ skupinom, dok je na drugoj komponenti
raspodjela nesto uravnotezenija. Vecina diferencijalnih m/z vrijednosti nalazi se u rasponu od

650 do 900 Da.
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Slika 4.56. PLS-DA analiza strijatuma (CPu) miSeva staro&nj eseca. A) PLS-DA prikaz distribucije

signala i heterogenosti skupa podataka CTRL) i kuprizonom tretirane skupine

B) Tocnost klasifikacije signala CPu miSev.
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Slika 4.57. Doprinos pojedinih m/z znacajki razdvajanju skupina u strijatumu (CPu) miseva starih 3
mjeseca na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznacava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznac¢ava smjer ucinka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti znacajki navedene su uz osi.
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Slika 4.58. TIC normalizirani prosjecni spektri masa (600<1000 m/z) odabranih ROI-ja strijatuma (CPu)
kontrolnih miseva (normal diet) i miSeva tretiranih kuprizonom (cuprizone diet) 6 mjeseci starosti. TIC

— ukupni intenzitet signala m/z kvocijenata.

PLS-DA analizom dobiveno je jasno razdvajanje,uzoraka izmedu kontrolned eksperimentalne
skupine unutar masenog rasponaed 600 do 1000 Da, $to upucujemna izrazene razlike u lipidnom
sastavu CPu miSeva 6gmjeseci starosti (Slika 4.59 A). Kod skupine  tretirane kuprizonom
ponovno je uocena veca varijabilnost podataka u odnosu na kontrolnu skupinu (plavo podrucje

na Slici 4.59 A).

Analiza Klasifikacijske tocnosti pokazala jenda séndovoljan stupanj razdvajanja postize
koristenjem prve dvije glavne komponente (77 %) (Slika 4.59 B). Klasifikacijski model

pokazuje dobtu sposobnost razlikovanja izmedu skupina.

Analizaidoprinosa m/z znacajki pokazala je da je zayprvu 1 drugu komponentu izdvojeno po 53
m/z znacajke koje najviSe pridonose razdvajanju (Slika 4.60 A i B). Na piramidalnim prikazima
vidljivo je da vecina diferencijalnih znacajki pokazuje viSe intenzitete u CPZ skupini (plavo),
dok je manji broj znacajki izrazeniji u kontrolnoj skupini (narancasto). Najve¢i doprinos

razlikovanju skupina dolazi iz m/z raspona izmedu 650 1 900 Da.
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Slika 4.59. PLS-DA analiza strijatuma (CPu) miSeva staro&nj eseci. A) PLS-DA prikaz distribucije

signala i heterogenosti skupa podataka
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Slika 4.60. Doprinos pojedinih m/z znacajki razdvajanju skupina u strijatumu (CPu) miseva starih 6
mjeseci na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznaCava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznacava smjer u¢inka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti znac¢ajki navedene su uz osi.
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4.4.4. IMS analiza M
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Slika 4.61. TIC normalizirani prosje¢ni spektri masa, (600—1000 m/z) .0dabranih ROI-ja motorickog
korteksa (M) kontrolnih miSeva (normal diet) i miSeva tretiranih kuprizonom (cuprizone diet) 3 mjeseca

starosti. TIC — ukupni intenzitet signala m/z kvocijenata.

Maseni spektri mozdanog tkiva regije'M miSeva starosti 3 mjeseca analizirani su PLS-DA
metodom s ciljem razlikowanja lipidnih profila izmedu kontrolne,skupine i skupine tretirane
kuprizonom. Na Slici 4.61 prikazano jerazdvajanje uzoraka unutar masenog raspona od 600 do
1000 Da, Sto ukazujenna razlike u sastavu lipidoma izmedu skupina. UocCena je veca
heterogenost spektralnih profila kod skupine tretitane kuprizonem (plavo podrucje) u odnosu
na kontrolnu skupinu, Stoge vidljivo na Slici 4.62 A. 1zmedu skupinapostoji i odredeni stupanj

preklapanja signala, Sto odrazava djelomiénu slicnost pojedinih lipidnih znacajki.

Analiza klasifikacijske toc¢nosti pokazala“je da se ‘dovoljan stupanj razdvajanja postize
koristenjem prve dvije komponente, uz klasifikacijska to¢nost od priblizno 80 % (Slika 4.62
B). Analiza doprinosa m/z znacajkipokazala je da je za prvu i drugu komponentu izdvojeno po
18 m/z znacajki koje najvise ptidonose razdvajanju skupina (Slika 4.63 A i B). Na piramidalnim
prikazima vidljivo je da dio zna€ajki ima poviSene intenzitete u CPZ skupini (plavo), dok je
manji broj izrazeniji u kontrolnoj skupini (narancasto). Za razliku od prethodnih regija, ovdje

je primjetno 1 veée preklapanje u m/z vrijednostima izmedu skupina.
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Slika 4.62. PLS-DA analiza motoricke kore (M) misev

distribucije signala i heterogenosti sku

rosti 3 mjeseca. A) PLS-DA prikaz

ka kontrolne (CTRL) i kuprizonom tre

miSeva (CPZ). B) Tocnost klasifika sig
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Slika 4.63. Doprinos pojedinih m/z znacajki razdvajanju skupina u motorickoj kori (M) miseva starih 3
mjeseca na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznacava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznac¢ava smjer ucinka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti znacajki navedene su uz osi.
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Slika 4.64. TIC normalizirani prosjecni spektri masa (600—1000 m/z) odabranih ROI-ja motoricke kore
(M) kontrolnih miSeva (normal diet) i miSeva tretiranih kuprizonom (cuprizone diet) 6 mjeseci starosti.

TIC — ukupni intenzitet signala m/z kvocijenata.

Lipidni profili moZzdanog tkiva miSeva starosti 6 mjeseci analizirani su primjenom PLS-DA
metode na IMS podatke u masenom rasponu od 600 do 1000 Da, kako bi se utvrdile razlike
izmedu kontrolne skupine‘1 skupine tretirane kuprizonom. Na Slici 4.64 prikazanegje jasno
razdvajanje skupina, pri éemu uzorcitretirani kuprizonom pokazujuvecu varijabilnost skupa u
odnosu na kontrolfie uzerke (Slika 4.65 A). Takoder je prisutfio odredeno preklapanje signala

izmeduskupina, Sto upucuje na djelomicnu sli¢nost pojedinih lipidnih@nacajki.

Toc¢nost klasifikacijeimetabolita u odgovarajuée skupine prikazanage na Slici 4.65 B. Analiza
tocnosti klasifikaeije pokazuje da se doveljnasrazdvejenost skupina postize koriStenjem prve
dvije glavne komponente (83%). Doprinos‘pojedinih m/z, vrijednosti prikazan je na Slici 4.66
A i B. Zaptvu i drugu komponentu izdvojeno je pox87ym/z vrijednosti koje najvise doprinose
razdvajanju skupina. Piramidalni prikazi pokazuju da su poviseni intenziteti zabiljeZeni u obje
skupine, s time da je veci brej, m/z vrijednosti izrazen u CPZ skupini (plavo), dok manji broj

pokazuje visi intenzitet signala u kontrolnoj skupini (narancasto).
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Slika 4.65. PLS-DA analiza motori¢ke kore
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Slika 4.66. Doprinos pojedinih m/z znacajki razdvajanju skupina u motorickoj kori (M) miseva starih 6
mjeseci na prvoj (A) i drugoj (B) glavnoj komponenti u PLS-DA analizi. Duljina trake oznacava
relativnu vaznost znacajke za razdvajanje skupina; boja oznac¢ava smjer ucinka (narancasto = CPZ, plavo

= CTRL), a m/z vrijednosti znac¢ajki navedene su uz osi.
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Na PLS-DA score plotovima uocen je jasan obrazac razdvajanja intenziteta signala izmedu
kontrolnih i1 kuprizonom tretiranih skupina u svim analiziranim moZzdanim regijama i dobnim
skupinama. Potpuna separacija uzoraka bez preklapanja signala zabiljeZena je u regijama cc (3
mjeseca), aca (3 1 6 mjeseci) te CPu (3 mjeseca). U cc (6 mjeseci) prisutn0 je minimalno
preklapanje izmedu skupina, dok su kod CPu (6 mjeseci) zabiljeZéna dva signala na'granici
razdvajanja. U regiji M zabiljeZeno je blago preklapanje — nekoliko.signala kod 3 mjeseca i
jedan signal kod 6 mjeseci. Ovi rezultati potvrduju jasne razlike u lipidnim profilima izmedu
promatranih skupina, pri ¢emu je separacija najizrazenija u.cc, aca,i CPu/regijama mladih
zivotinja, dok se kod starijih uzoraka u nekim regijama biljezi blago preklapanje, $to moze

odrazavati povecanu biolosku varijabilnost s dobi.

4.4.5. Analiza statisticki znacajnih m/zsignala

Nakon potvrde separacije 'signala izmedu skupina analizirani su’ leading vektori,
odnosno statisticki znacajnidn/z signali koje st najvise doprinosilirazdvajanju skupina. Najveci
doprinos imale su ion$ke vrste u wiSem masenom rasponu (> 800 m/z), Sto odgovara
fosfolipidima i glikesfingolipidima — molekulama koje su poznati markeri demijelinizacije i

procesa starenja u kuprizonskom modelu.

Iz svake piramidalnes@nalize prema prvoj 1 drugojs,komponenti odabrano je po deset
najznacajnijih m/z znacajki, $to je ukupno'€inilo 160. m/z vrijednosti. Te su vrijednosti zatim
pretrazene u, Metaspace platformi kako ‘i se dobilaokvirna identifikacija potencijalnih
molekula: U masenom rasponu od 600 do 1000 m/z anétiran je veci broj signala, pri cemu je za
7 m/z vrijednosti postignut jednoznacan pogodak (tzv. single hit), Sto omoguéuje njihovu
provizornu identifikaciju s visokom pouzdanosc¢u (Tablica 4.1). Za vise od 30 m/z vrijednosti
dobiveno je viSe mogucih identiteta (tzv. multiple hits), $to je ocCekivano zbog prisutnosti
strukturnih izomera unutar istih klasa lipida. U takvim slu€ajevima interpretacija se moze
provoditi na razini lipidne klase, bez odredivanja to¢nog polozaja dvostruke veze ili izomernog

oblika.

U zabiljezenim spektrima dominantno su bile prisutne molekule koje pripadaju

glicerofosfolipidima (fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin, fosfatidilglicerol) i
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sfingolipidima (posebno sulfatidima), $to je u skladu s poznatim promjenama lipidne

kompozicije u uvjetima demijelinizacije.

Tablica 4.1. Provizorno anotirani m/z vrijednosti s jednozna¢nim pogotkom (single hits).dobivene IMS
analizom mozga miSeva tretiranih kuprizonom i kontrolnih miSeva. Sve pare usporedbe pokazale su

statisticki znacajne razlike izmedu skupina (Mann-Whitney U test, P < 0,001).

Izmjereni Parna usporedba
m/z (P<0,001)

cc: 3CPZ vs 3CTRL,
aca: 3CPZ vs 3CTRL,
807,54 aca: 6CPZ vs 6CTRL, Covjek Fosfatidna kiselina C44Hs105P
CPu:6CPZ vs 6CTRL,
M: 6CPZ vs 6CTRL
cc: 3CPZ vs 3CTRL,

Organizam Metabolit Formula Bioloski znacaj

prekursor membranskih
fosfolipida

cc: 6CPZ vs 6CTRL, Galabiozilceramid
888,64 aca: 3CPZ vs 3CTRL, Mis
CPu: 6CPZ vs 6CTRL Laktozilceramid
M: 3CPZ vs 3CTRL
cc: 6CPZ vs 6CTRL, 3-0-

806,53 aca: 3CPZ vs 3CTRL, Mis

M: 6CPZ vs 6CTRL Sulfogalaktozilceramid

834,51 M: 6CPZ vs 6CTRL Mis Fosfatidiletanolamin

prekursor membranskih

747,51 M: 6CPZ vs 3CTRL Mis Fosfatidna kiselina C44Hg1OgP ..
fosfolipida

cc: 3CPZ vs 3CTRL,
cc: 6CPZ vs 6CTRL,
aca: 3CPZ vs 3CTRL,
aca: 6CPZ vs 6CTRL,
CPu: 3 CPZ vs 3CTRL,
CPu: 6 CPZ vs 6CTRL

878,57 Mis Fosfatidilkolin

cc = corpus callosum; aca— prednja komisura; CPu — strijatum; M —motoricka kora; 3CTRL i 6CTRL — kontrolna
skupina 3pi.6.mjeseci starosti; 3CPZ i 6CPZ — skupine tretirane kuprizonom'3'i 6 mjeseci starosti.

Osim navedenih molekula ‘s jednoznaénim pogotkom, uoceni su i signali kod kojih je
zabiljezeno postojanje strukturnih izomera unutar iste klase lipida, takozvani multiple hits.
Primjeri ukljucuju fosfatidnu kiselinu s m/z 823.52 i tri izomera, fosfatidilserin s m/z 890.59 i
deset izomera, fosfatidilglicerol s m/z 795.52 1 trinaest izomera te fosfatidilkoline s m/z 822.54
1904.59 i trideset dva, odnosno Sest izomera. Kod ovih molekula nije bilo moguce razlikovati
pojedinacne izomere zbog ograni¢enja masene spektrometrije u pogledu odredivanja polozaja

dvostrukih veza i rasporeda masnih kiselina. Stoga se promjene ovih molekula mogu prikazati
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iskljucivo na razini lipidne klase, bez to¢ne strukturalne atribucije pojedinih izomera (Tablica

4.2).

Tablica 4.2. Provizorno anotirane m/z vrijednosti s viSestrukim mogucim identitetima (multiple hits)

dobivene IMS analizom mozga miSeva tretiranih kuprizonom i kontrolnih miSeva. Sve pamne usporedbe

pokazale su statisticki znacajne razlike izmedu skupina (Mann—Whitney Ustest, P < 0,0001,).

) strukturna i
823,52 accca.r36C é’PZ ZV3536C CT%LI: Mis Fosfatidna kiselina 3 C47H7705P signalizacijska uloga
’ u membrani
Ccf zggé XS 25?&%’ struktura i fluidnost
890,59 :cca.' 3CPZ VSS 3 CTRL’ Mis Fosfatidilserin 10 CsoHssNOjoP  membrana, sinapticka
M: 3CPZ vs 3CTRL signalizacija
79552 aca: 3CPZvs 3CTRL Mis Fosfatidilglicerol 13 e e e
membrane
822,54  cc: 6CPZ vs 6CTRL Mig Fosfatidilkolin 32 CuHypNOgp  Struktura membrane,
signalizacija
aca: 6CPZ vs 6CTRL, o
904,59  CPu: 3CPZ vs 3CTRL, Mis Fosfatidilkolin 6 Cs:HgNOgP S““k;”er;;)fa‘ﬁgn"“
CPu: 6CPZ vs 6CTRL
cc: 3CPZ vs 3CTRL,
aca: 3CPZ vs 3 (e struktura i fluidnost
822,53 aca: 6CPZ vs 6CTRL, Mis Fosfatidiletanolamin 28 C4sH7sNO P membran
CPu 3CPZ vs 3CTRL, ¢ ¢
CPu: 6CPZ vs 6CTRL
. struktura i fluidnost
810,53 é;fgggzv i:gg%i Mis Fosfatidilserin 22 C44H7sNOj P membrana, sinapticka
) signalizacija
cc: 3CPZ vs 3CTRL; . . struktura membrana,
886,55 M: 3CPZ vs 3CTRL Mis Fosfatidilserin 14 C4gHgoNO 0P signalizacija
834,55  M:3CPZvs 3CTRL Mis Fosfatidilkolin 43 CusHypNOgp  StTukiura i fluidnost
membrane
struktura i fluidnost
M: 3CPZ vs 3CTRL . ... .
) 3 C43H7sNO-P
790,52 M: 6CPZ vs 6CTRL Mis Fosfatidiletanolamin 13 43H781NO7 membrgne,
metabolizam
885,57 M: 3CPZ vs 3CTRL Mig Fosfatidilglicerofosfat 2 CaaHgsO13P2  struktura membrane
cc: 6CPZ vs 6CTRL,
aca: 3CPZ vs 3CTRL, . .. . struktura 1 fluidnost
888,64 CPu: 6CPZ vs 6CTRL, Mis Fosfatidilkolin 16 Cs;HooNOgP membrane
M: 3CPZ vs 3CTRL
cc: 3CPZ vs 3CTRL, struktura i fluidnost
906,63 aca: 3CPZ vs 3CTRL, Mis Fosfatidiletanolamin 14 C49H74NOgP membrane,
M: 3CPZ vs 3CTRL metabolizam
Triglicerid
889,66 aca: 3CPZ vs 3CTRL Mis dipalmitoleinske 50 Cs5Ho4Op izvor energije
kiseline
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806,57
795,52

824,55

889,57

880,59
891,66
822,54

876,59

860,56

748,52

892,60

887,57

857,51

747,50

904,59

893,67

906,59

881,60

888,59

885,57

aca: 3CPZ vs 3CTRL
aca: 3CPZ vs 3CTRL

CPU: 3CPZ vs 3CTRL

cc: 3CPZ vs 3CTRL,

aca: 3CPZ vs 3CTRL,
CPu: 3CPZ vs 3CTRL,
CPu: 6CPZ vs 6CTRL,

M: 6CPZ vs 6CTRL
CPu: 3CPZ vs 3CTRL,
CPu: 6CPZ vs 6CTRL

cc: 6CPZ vs 6CTRL
cc: 6CPZ vs 6CTRL

cc: 6CPZ vs 6CTRL

cc: 6CPZ vs 6CTRL

M: 6CPZ vs 6CTRL

M: 6CPZ vs 6CTRL

M: 6CPZ vs 6CTRL

M: 6CPZ vs 6CTRL

M: 6CPZys:6CTRL

aca: 6CPZ vs 6CTRL

aca:; 6CPZ«~s 6CTRL

cc: 3CPZ vs 3CTRL,
aca: 3CPZ vs 3CTRL

cc: 3CPZ vs 3CTRL

M: 3CPZ vs 3CTRL,
M: 6CPZ vs 6CTRL

M: 3CPZ vs 3CTRL

Mis

Mis

Stakor

Covjek

Mis

Fosfatidilkolin
Fosfatidilglicerol

Fosfatidilkolin

Fosfatidilinozitol

Fosfatidilkolin
Distearidonska kiselina
Fosfatidilkolin

Fosfatidilkolin

Fosfatidiletanolamin

Fosfatidilserin

Fosfatidiletanolamin

Fosfatidilinozitol

Fosfatidilinozitol

Fosfatidilglicerol

Fosfatidilkolin

Triglicerid
monodokozaheksaensk
a kiselina

Fosfatidilkolin

Triglicerid
monoeikozapentaenske
kiseline

Fosfatidiletanolamin

Fosfatidilglicerofosfat

48

13

31

32

37

42

33

14

30

C4sHgoNOgP
C44H77010P

C44Hg4NOgP

C4sHg7013P

Cs;HgsNOgP
CsoHggOs
C44HgoNOgP

Ca4sHgsNOgP

C47HgsNOgP

C39H76NO 0P

CsoHgsNO 0P

C47H35013P

C45H79013P

C40H77010P

Cs;HgsNOgP

Cs9HooOs

Cs;HgsNOgP

CssHzgsOg

C49HgsNOgP

C44Hgs013P>

struktura i fluidnost
membrane

struktura i fluidnost
membrane

struktura i fluidnost
membrane

struktura membrane,
prekursor signalnih
fosfoinozitida

struktura i fluidnost
membrane

metabolizam lipida

struktura i fluidnost
membrane

struktura 1 fluidnost
membrane

struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam

struktura membrane,
signalizacija
struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam
struktura membrane,
prekursor signalnih
fosfoinozitida
struktura membrane,
prekursor signalnih
fosfoinozitida
struktura i fluidnost
membrane
struktura i fluidnost
membrane

metabolizam lipida,
energija
struktura i fluidnost
membrane

metabolizam lipida,
energija

struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam

struktura 1 fluidnost
membrane
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908,63

888,55

889,66

751,55

775,52

907,63

905,59

862,63

788,54
790,56

774,56

892,60

823,56

878,61

876,63

cc: 6CPZ vs 6CTRL,
aca: 3CPZ vs 3CTRL,
aca: 6CPZ vs 6CTRL

aca: 3CPZ vs 3CTRL

CPu: 3CPZ vs 3CTRL

CPu: 3CPZ vs 3CTRL

CPu: 3CPZ vs 3CTRL

cc: 6CPZ vs 6CTRL,
CPu: 6CPZ vs 6CTRL

cc: 6CPZ vs 6CTRL

cc: 6CPZ vs 6CTRL

cc: 6CPZ vs 6CTRL
M: 6CPZ vs 6CTRL

M: 6CPZ vs 6CTRL

aca:r6CPZ vs 6CTRL,
CPu: 6CPZ vs 6CTRL

aca: 6CPZ vs 6CTRL

CPu: 6CPZivs 6CTRL

CPu: 6CPZ vs 6CTRL

Stakor

Covjek

Covjek

Covjek

Fosfatidiletanolamin

Dimetilfosfatidiletanola

min

Triglicerid
dipalmitoleinske
kiseline

Fosfatidilglicerol

Fosfatidna kiselina

Fosfatidilkolin

Fosfatidiletanolamin

Fosfatidilkolin

Fosfatidilserin
Fosfatidilserin

Fosfatidilserin

Fosfatidiletanolamin

Fosfatidna kiselina

Fosfatidilkelin

Fosfatidilkolin

14

50

12

10

14

24

12

12

33

12

30

25

Cs1HooNOoP

Cs1HgoNOgP

CssHo4O6

C40H79010P

C45sH7505P

Cs1HoiNOoP

C41H74NO7P

CsoHgsNOgP

C42HgoNO 0P
C42HgoNO 0P

C42Hg:NO 0P

CsoHgsNO 0P

C4sHgsOgP

C4sHooNOgP

C43HooNOgP

struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam

struktura 1 fluidnost
membrane,
metabolizam

metabolizam lipida,
energija

struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam
struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam
struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam

struktura 1 fluidnost
membrane,
metabolizam

struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam
struktura membrane,
signalizacija
struktura membrane,
signalizacija
struktura membrane,
signalizacija
struktura 1 fluidnost
membrane,
metabolizam

struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam
struktura 1 fluidnost
membrane,
metabolizam
struktura i fluidnost
membrane,
metabolizam

cc — corpus callosum; aca — prednja komisura;€Pu — strijatum; M — motoric¢ka kora; 3CTRL i 6CTRL — kontrolna
skupina 3 i1 6 mjeseci starosti; 3CPZ i 6CPZ — skupine tretirane kuprizonom 3 i 6 mjeseci starosti.
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5. RASPRAVA

Kuprizonski model predstavlja standardiziran i reproducibilan sustav za_proucavanje
demijelinizacije i spontanog oporavka (remijelinizacije) u SZS-u, bez izZravne, aktivacije
adaptivnog imunosnog odgovora. Na taj nacin omogucuje razdvajanje,toksiénosmetabolickih
ucinaka na oligodendrocite od sekundarne neuroinflamacije 1 neuronske degeneracijes uz jasnu
izrazenu regionalnu osjetljivost, osobito u podrucju zuljevitog tijela i mozdane kore (93). Dob
zivotinja pri tome znacajno modulira tijek oSte¢enja i oporavka,starija deb pevezana je s ve¢im
gubitkom aksona i slabijom remijelinizacijom nakon prestankadzlaganja kuprizonu (94). Zbog
jasno definiranih etioloskih mehanizama, ovaj modél je prikladan za integraciju funkcionalnih,
histoloskih, imunohistokemijskih i1 lipidomskih “analiza (95).Posebna paznja je posvecena
kompleksnim gangliozidima kao kljuénim komponentnama lipidnih splavi, mikrodomena koje
organiziraju membranske proteine i posredno stabiliziraju aksone i mijelinsku ovojnicu. (61,
96). Budu¢i da su GMI1 te GD1a/GT1b ligandi za MAG u akson-glijalnim spejevima
paranodalne regije, promjene u.njihovom rasporedu ili distribuciji mogu esjetljive signalizirati
naruSenu membransku arhitekturu iyparanoedalnu organizaciju, Sto.remeti razdvajanje ionskih
kanala i usporava saltatornuprovodljivost, Cesto i prije grubih morfoloskih promjena mijelina
(21). Takoder, debro je poznato da kuprizon izaziva mjerljive motoricke deficite, primjerice na
rotarodw; koji odrazavaju ‘disfunkciju mreza za ravnotezu i koordinaciju, pri ¢emu je dio tih
promjena reverzibilan s vremenom (97).

U okviruovog istrazivanja integritani_ su bihevioralni testovi (analiza otiska stopala,
rotarod i activity cage), histoloska i imunohistokemijska analiza te slikovna spektrometrija
masa (MALDI-TOF IMS) uz primjenu nadzirane multivarijatné analize (PLS-DA) u vise regija
(ce, aca, Cpu 1 M) 1 u dvije dobne skupine (3 i 6 mjeseci). Time se omogucilo ispitivanje
povezanosti funkcionalnih odstupanja“t molekularnih profila u dobnim kontekstima razlicite
plasticnosti. PLS-DA modeli dosljedno razdvajaju uzorke kontrolnih i kuprizonom tretiranih
zivotinja, uz vecu heterogenost u CPZ skupinama, §to podupire postojanje jasno razlucivih
metabolomskih potpisa nakon izlaganja kuprizonu (98).

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati specificne ucinke kuprizona u razli¢itim dobnim
skupinama na funkcionalne promjene, molekularne markere i lipidni profil u mozgu miSeva.
Kuprizon kao cesto koriSteni model demijelinizacije omogucuje proucavanje mehanizama

gubitka mijelina 1 potencijala oporavka u razliCitim regijama mozga. Primjenom integriranog
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pristupa koji ukljucuje bihevioralne testove, histoloSku i imunohistokemijsku analizu te
MALDI-TOF IMS, sustavno su povezane funkcionalne promjene s histoloskim i molekularnim
pokazateljima. Iako je poznato da starija dob predstavlja vazan ¢imbenik rizika za smanjenu
regeneraciju 1 izraZenije neurodegenerativne promjene (98), vecina dosadasnjih istrazivanja
nije sustavno razmatrala razlike izmedu dobnih skupina u kontekstu demijelinizacije i
reorganizacije membranskih komponenti. Ovo istrazivanje nadopunjuje/to podrucje
integriranim pristupom i analizom podataka u viSe mozdanih regija, ¢cime se dobiva cjelovit

uvid u obrasce oStec¢enja i ranog oporavka nakon izlaganja kuprizonu.

5.1. Bihavioralni testovi

Kako bi se procijenio uéinak kuprizona ma motoricke funkcije, provedena su tri
komplementara bihevioralna testa: analiza otiska Sapica, rotarod i activity cage, u razli¢itim
vremenskim tockama nakon zavrSetkastretmana. Ovi testovi omogucéuju detaljmu procjenu
koordinacije pokreta, ravnoteze, izdrzljivostini spontanog kretanja ¢ime se dobiva uvid u
funkcionalne promjene izazvane demijglinizacijom (97).

Analiza otiska Sapica pokazala je da kuprizon uzrokujé prolazne promjene uiobrascu
hoda, koje su bile najuo€ljivije drugog dana nakon zavrSetka tretmana, dok susse,u kasnijim
vremenskim tockama (10. 1 20..dan) razlike medu skupinama postupno smanjivale. Skrac¢enje
duljing"koraka|bilo je najuocljivije u mladoj kuprizonskoj skupinig(3CPZ) u usporedbi sa
starijjom kontrolnom skupmom (6CTRL), dok Sirihayhoda nije pokazala znacajne razlike
izmedu skupinayni u jednoj vremenskoj stocki. ‘Ovakav- obrazac upucuje na to da kuprizon
ponajprije utjece na koordinaciju pokreta i stabilnost koraka, a ne na strategiju hoda u cjelini.
Buduéi da su parametri hoda osjetljivi na ‘poremecaje u¢ kortikospinalno—cerebelarnim
funkcionalnih poremecaja prije pojave izrazenijih motorickih deficita (99). Prolazna priroda
ovih promjena moze odrazavatiréverzibilne funkcionalne uc¢inke nakon prestanka tretmana, $to
je u skladu s prijasnjim istrazivanjima kuprizonskog modela koja pokazuju da su motoricki
deficiti najizraZzeniji neposredno nakon demijelinizacije, uz postupni oporavak tijekom
remijelinizacije (61, 100). No takoder je moguc¢e da se radi i o akutnom toksi¢nom ucinku
kupirizona. Zanimljivo je da su razlike su bile izrazenije izmedu mladih tretiranih i starijih
kontrolnih Zivotinja dok u starijih skupina kuprizon nije dodatno pogorSao duljinu koraka.

Ovakav obrazac moze odrazavati ¢injenicu da starija dob sama po sebi utjece na motoricke
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obrasce, Sto relativni uc¢inak kuprizona u toj dobnoj skupini ¢ini manje izrazenim (101).
Odsutnost trajnih promjena u Sirini koraka upucuje na to da Zzivotinje nisu razvile
kompenzacijske strategije za odrzavanje ravnoteze, ve¢ je deficit bio prolazan i selektivno
zahvatio duljinu koraka, $to je u skladu s idejom da su promjene u duljini korakafindirektan, ali
koristan pokazatelj poremecene integracije kortikospinalnih puteva i cerebelarne kontrole
motorickih funkcija (102).

Rotarod test, koji istodobno procjenjuje ravnotezu, koordinaciju, izdrzljivost i

sposobnost prilagodbe ubrzanju, osjetljiv je na poremecaje unutar motorickih neuronskih
krugova, ukljucujuéi interhemisferne veze preko zuljevitog tijela, projekeije iz motorickog
korteksa i cerebelarne izlazne puteve (103). Analizom podataka uocene su jasne dobne razlike
u odgovoru na kuprizon: starija skupina izlozenaskuprizonu (6CPZ) pokazuje znacajno krace
vrijeme zadrZavanja na rotarodu u usporedbi s odgovataju¢om kontrolnom skupinom (6CTRL)
2.1 10. dana nakon zavrsetka tretmana, dok su se razlike do 20. dana izgubile. U mladoj dobi
(3CPZ) zabiljezen je trend kraceg viémena zadrzavanja u odnosu na 3CTRL, ali bez statisticke
znacajnosti. Ovaj obrazac upucuje 'na tofda rotarod detektira akutne i subakutne funkcionalne
posljedice izlaganja kuprizénu, uz postupnd normalizaciju izvedbe do treceg tjedna/nakon
tretmana. Opazeni tijekdmnoze odrazavati reverzibilne toksi¢ne ucinke kuprizona na energetski
metabolizam 1 homeostazu metala (posebno bakra) te posljedic¢no.smanjenu izdrzljivost i losiju
posturalnu kontrolu koji se povlace nakon prekida tretmana uz moguci doprinos pocetnih
procesa remijelinizacije u motorickim mrezama (104 ).
Izrazeniji i dugotrajniji deficit u starijoj skupini upucujerna vaznu ulogu dobi u moduliranju
funkcionalnog u€inka kuprizona. Starije Zivotinje imaju veéu bazalnu varijabilnost, manju
plasticnost i sporiji Oporavak, Sto moze produljiti i pojadati funkcionalni ucinak i uz slican
stupanj pocetnog ostecenja. Postavljanje gornje granice od 300 sekundi (tzv. ceiling efekt) kod
kontrolnih Zivotinja mogao je donekle smanjiti osjetljivost testa u mladih skupina (103). Unato¢
tome, znacajne razlike u starijojiskupini u ranim vremenskim tockama jasno ukazuju na bioloski
relevantan u¢inak. U kombinaciji's testom otiska Sapica, rezultati rotaroda potvrduju prisutnost
ranih motorickih deficita nakon izlaganja kuprizonu koji su izrazeniji u starijih Zivotinja.

Test motoricke aktivnosti pruza uvid u spontano kretanje i istrazivacko ponasanje u
novom okruzenju te nadopunjuje test otiska Sapica i1 rotarod test. Ova metoda omogucuje
razlikovanje inicijalnog odgovora na novo okruzenje (1. minuta) od odrzavanja aktivnosti (4.

minuta mjerenja), ¢ime se dobiva precizniji uvid u dinamiku lokomotorike i adaptacije (105).
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Drugog dana nakon zavrsetka tretmana, 3CPZ skupina pokazala je znacajno vecu horizontalnu
aktivnost u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu i obje starije skupine. Ovakav pojacani inicijalni
odgovor moze odrazavati pojacanu eksploraciju prostora i/ili disinhibiciju motorickih krugova,
Sto je ranije opisano u modelima reverzibilne toksi¢nosti i akutne funkcionaln€ deregulacije
(106). Buduc¢i da u istoj fazi nisu zabiljezene razlike u vertikalnoj aktivnostij u¢inak kuprizona
ocituje se prvenstveno na horizontalnom kretanju (107). Patofizioloski bi ovaj rani porast
aktivnosti mogao biti posljedica reverzibilnih toksi¢nih ucinaka/kuprizona, na sustave koji
reguliraju tonus 1 budnost (npr. energetski metabolizam 1 neuroglijalnu homeostazu), ali 1
funkcionalne deregulacije motori¢kih krugova ukljucenihu orijentaciju i‘inicijaciju kretanja.
Nakon pocetnog porasta aktivnosti, ve¢ u cCetvrtoj minuti 3CPZ pokazuje smanjenu
horizontalnu aktivnost u odnosu na 3CTRL i 6CIRL (2. dan), dok u starijih skupina razlike
nisu bile prisutne. Ovakav preokret ukazuje na ubrzanwhabituaciju i/ili pove¢an umor, odnosno
kompromitiranu sposobnost odrzavanja aktivnosti. Slicanrobrazac vidljiv je i1 u rotarod testu
gdje mlade Zivotinje pokazuju blaZe 1 prolazne promjene, dok je kod starijih izrazeniji i
dugotrajniji funkcionalni deficit (61).
Vertikalna aktivnost pokazala je,zanimljiv<obrazac: u prvoj minuti rije bilo“razlika‘medu
skupinama, dok je u Cetvrtoj minuti 3CPZ skupina zadrzala viSu razinu vertikalne aktivnost u
usporedbi sa 6CPZ.. To moze, ukazivati na razlike u istrazivackom poegonu i/ili posturalnim
kapacitetima oyisne o«dobi. Starije Zivotinje pokazuju nizu vertikalnu aktivnost neovisno o
tretmanu, §to je i skladu s ranijim istrazivanjima,koja_opisuju smanjenu eksploraciju i
posturalnu kontrolu's dobi (108). Izostanak razlika izmedu 6CTRL 1 6CPZ upucuje na to da
kuprizon nije dodatno smanjio ve¢ bazalno nizu vertikalnu aktivnost starijih zivotinja.
U kasnijim vremenskim tockama (10. 1 20. dan) tazlike uw horizontalnoj i vertikalnoj aktivnosti
vise nisu bile prisutne. Ovakav rezultat odgovara obrascu prolazne disfunkcije spontane
motorike nakon izlaganja kuprizonu, uz naknadnu normalizaciju kako prestaju akutni toksi¢ni
u€inci 1 aktiviraju se kompeénzacijski mehanizmi poput habituacije 1 u¢inkovitije regulacije
pobudenosti (109). Vazno je napomenuti da odsutnost kasnih razlika u activity cageu ne
iskljucuje postojanje suptilnih deficita u zadacima koji zahtjevaju vec¢u koordinaciju i ravnotezu
(npr. rotarod), ve¢ ukazuje na brzu funkcionalnu normalizaciju spontanog kretanja u odnosu na
koordinirane motori¢ke zadatke.

Kada se svi bihevioralni testovi promotre zajedno, dobiva se konzistentan obrazac: rani
poremecaji su prisutni u svim testovima, ali se njihov profil i trajanje razlikuju ovisno o dobi i

zahtjevnosti zadatka. U mladih Zivotinja prevladavaju fenomeni disinhibicije 1 brze habituacije,
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dok starije zivotinje pokazuju izrazeniji i dulgotrajniji deficit u sloZenijim zadacima. Vecina
razlika nestaje do 20. dana, §to podupire tumacenje o reverzibilnim funkcionalnim ucincima

kuprizona i dobnim razlikama u kapacitetu za oporavak (61).

5.2. Histoloska i imunohistokemijska analiza mijelina

HistoloSko bojanje LFB i imunohistokemijska analiza mijelinskih “‘proteina (MAG 1
MBP) koriSteni su komplementarno kako bi se procijenile mexfoloskeii molekularne promjene
mijelina nakon izlaganja kuprizonu. Dok LFB prikazuje globalni integritet i distribuciju
mijelina u mozgu, imunohistokemijsko bojanje MAG-a/i MBP-a omogucuje detekciju
specificnih aspekata mijelinske strukture i organizacije. MAG jefokaliziran u periaksonalnom
podrucju i paranodijima te je osjetljiv na rane promjenewu interakcijama aksona i glija stanica,
dok MBP pokazuje kompaktnost mijelinske ovojnice (14, 21). Kombinacija owih metoda
omogucila je detaljniju interpretaciju promjena uzrokovanih kuprizonom od one koja'bi bila
moguca primjenom samo jedne tehnike:

Rezultati histoloskog bojanja pokazali su da kuprizon izaziva promjene intenzitéta LFB
bojenja koje odrazavaju gubitak mijelina najizraZenije u mozdanim strukturamasec.i aca $to je
u skladu s poznatem regionalnom selektivno$é¢u modela (93)<U CPu,su promjene bile prisutne,
ali umjerenijeg intenZitetag'dok je u M detektiranaimanja varijabilnost'i slabiji kontrast. To se
moze objasniti cinjenicom da je LFB manje osjetljiva podru¢jima s nizim sadrzajem mijelina.
Kvantifikacija intenziteta bojenja potvrdilaje zna€ajne razlike izmedu kontrolnih i kuprizonom
tretiranih skupina, uz izrazenije sniZzenje signala u starijoj dobi.

Rezultati imunohistokemijske analize MAG-a, 1 MBP<a uvelike podupiru histoloske
rezultate, ali daju dodatne uvidehu prostorne 1 starosne obrasce promjena. Smanjena
imunoreaktivnost MAG-a zabiljeZena jew cc i aca nakon tretmana kuprizonom, $to ukazuje na
tanu destabilizaciju interakcijaaksona i glije,;dok je smanjenje MBP-a vidljivo u istim regijama
i odrazava gubitak kompaktne mijelinske ovojnice. Ovi obrasci su izraZeniji u starijih zivotinja,
Sto je u skladu s ranijim nalazima da starija dob modulira intenzitet demijelinizacije 1 ograni¢ava
ucinkovitost remijelinizacijskih procesa (94). U CPu su promjene MAG-a i MBP-a bile slabije
izrazene, dok je u M zabiljezen heterogen 1 blazi signal, Sto vjerojatno odrazava nizi bazalni
sadrzaj mijelina i manju osjetljivost metode.

Usporedba LFB 1 imunohistokemijskih nalaza pokazuje da regije s najnizim

intenzitetom LFB bojanja pokazuju i izrazene promjene MAG-a i MBP-a, dok su u podru¢jima
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s manjim histoloskim promjenama imunohistokemijski signali osjetljiviji 1 detektiraju slabije
poremecaje (npr. MAG u ranom stadiju). Ovakav rezltat je u skladu s prijasnjim istrazivanjima
koja ukazuju na vecu osjetljivost imunohistokemijskih biljega za detekciju ranih ili djelomi¢nih
promjena u mijelinskoj arhitekturi u usporedbi s klasicnim histoloskim bojenjem(95).
Zajednicki LFB i imunohistokemijska analiza MAG-a i MBPsa pruzju komplementarne
informacije: LFB omogucuje uvid u globalne obrasce demijelinizacije, dok imunohistokemija
otkriva rane i dobno uvjetovane promjene u specificnim mijelinskim koemponentama. Ovi
podaci ¢ine osnovu za kasnije tumacenje rezultata gangliozida i IMS analize, jer mijelinski

integritet izravno utjece na sastav lipidnih domena i organizaciju membranskih struktura.

5.3. Imunohistokemijska analiza kompleksnih gangliozida

Gangliozidi su sijalizirani glikosfingolipidi koji €ine klju¢ne strukturne i funkcionalne
komponente staniénih membrana w(SZS (95). Esencijalni su za organizaciju membranskih
mikrodomena (lipidnih splavi) u neuronima 1 gliji u kojima su usidreni i{proteini vazni za
stabilnost mijelinske ovojnice, komunikaciju‘izmedu aksona i glije te sinapticku signalizaciju.
GM1 i GD1a Cesto se isti€u kao strukturni organizatori ovih domena povezanih s paranodalnim
1 internodalnim podrucjima te sudjeluju u interakcijama s mijelinskim proteinom MAG, dok
GDI1b i GT1b ¢es¢e pokazuju stabilnije obrasce i regionalno specificno ponasanje povezano s
aksonalno-paranodalnim strukturama (110). Upravozbog tili razliCitih funkcionalnih uloga,
promjene u izrazaju GMT1 1 GD1a mogu ukazivatina rane poremecaje arhitekture membranskih
domena i1 deregulaeiju procesa ovisnih o lipidaiim splavima, Sto se moze odraziti na stabilnost
mijelina, provodenje impulsa i neuronsku komunikaciju(21). Nasuprot tome, stabilnost GD1b
1 GTIb'moze upucivati na o¢uvanje strukturno postejantjih membranskih domena u aksonalno-
paranodalnim podruc¢jima, koje su manje podloZzne ranim toksi¢nim ucincima kuprizona. U
ovom istrazivanju imunohistokemijski je analiziran uzorak GM1, GD1a, GD1b i GT1b u vise
mozdanih regija kako bi se prepoznale selektivne promjene membranskih mikrodomena nakon
izlaganja kuprizonu. U rezultatima se kroz vise regija dosljedno ponavlja selektivno smanjenja
GM1 1 GDla, dok su GD1b i GT1b uglavnom stabilni ili pokazuju manje izrazene promjene.
Takav obrazac ukazuje na to da kuprizon primarno zahvaca odredene, funkcionalno klju¢ne
domene (GMI1 i1 GDla), umjesto da neselektivno utjeCe na sve kompleksne gangliozide.

Selektivnost promjena vazna je jer moze posluziti kao osjetljiv pokazatelj ranih membranskih
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disfunkcija u kuprizonskom modelu, koje prethode ili prate morfoloske 1 funkcionalne

promjene mijelina.

U cc obje dobne skupine tretirane kuprizonom (3CPZ 1 6 CPZ) pokazujusniZenje razina
GM1 1 GD1au u usporedbi sa kontrolama dok za GD1b 1 GT1b nisumocne znacajné promjene.
Takav obrazac ukazuje na selektivnu osjetljivost membranskih mikrodomena bogatih/GM1 1
GDla u aksonima cc koje su kljune za organizaciju lipidnih splavi 1 signalne komplekse
umjesto na globalnu depleciju kompleksnih gangliozida. Funkcionalno gledane, snizenje GM1
1 GD1a vjerojatno narusava interakcije aksona 1 oligodendrocita, osobito organizaciju paranoda
i stabilnost mijelinske ovojnice $to posljedi¢éno moze utjecati‘na saltatornu provodljivost duz
dugodoseznih vlakana (111). Vec¢ i relativno male promjene u sastavu lipidnih splavi mogu se
nesrazmjerno odraziti na sinkronizaciju i brzinu prijenosa signala izmedu hemisfera (60).
Budu¢i da kalozalne projekcije imaju kljuénu ulogu u uskladivanju bilateralnih motorickih
obrazaca, poremecaji u cc mogu s€ funkcionalno manifestirati kao suptilni koordinacijski
deficiti (112). Takvo tumacenje je u skladu s bihevioralnim testovima: u testuetiska stopala se
vidi skra¢enje duljine koraka bez Sirenja baze (odnosno bez trajne posturalne kompenzacije),
dok rotarod u ranoj fazi‘detektira osjetljivost na naruSavanje ravnoteze 1 izdrzljivost. Drugim
rije¢ima, promjene.u.cc pruzaju bioloski uvjerljiv mehanizam. koji povezuje molekularne i
funkcionalne razine rezultata pri ¢emu je naruSena komunikacija izmeduw hemisfera. Dob
dodatno modulira©ve ucinke. Iako je obrazac smanjenja GM1 1 GDla prisutan u obje dobne
skupine, starije,zivotinje polaze od drukéijeg polaznog membranskog profila uz manje rezerve
plasticnosti §to “se, u konacnici odrazava wma  dulje, zadrzavanje funkcionalnih deficita u
zahtjevnijim zadacima (rotarod 2. i 10. dan) (113): Mlade Zivotinje pokazuju brzu funkcionalnu
normalizaciju koordinacije, iako rani poremecaji hoda upucuju da je i u njima cc osjetljiv
segment motoricke mreZe neposredno nakon izlaganja. Vazno je istaknuti i selektivnost u€inka.
Cinjenica da GD1b i GT1bfne pokazujuiznadajne preomjene podupire hipotezu o ciljanoj
reorganizaciji domena ovisnih o lipidnim splavima umjesto o nespecificnom gubitku ukupnih
gangliozida. U kombinaciji s bihevioralnim podacima to upucuje na model u kojem rani
funkcionalni pomaci nakon kuprizona proizlaze i/ili iz reverzibilne toksicnosti (energetski i
membranski stres s kratkotrajnom disfunkcijom provodenja) i pocetnih procesa funkcionalnog
oporavka, pri ¢emu cc ostaje kljucni ograni¢avajuci faktor interhemisferne koordinacije pokreta

(114).
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U aca su zabiljezene znacajne razlike medu skupinama u razini GM1, dok GD1a, GD1b
1 GT1b ne odstupaju statisticki znacajno. Ovakav rezultat sugerira da kuprizon u aca ne dovodi
do globalne depleciju kompleksnih gangliozida, ve¢ primarno zahvaca membranske
mikrodomene ovisne o GMI1. To je u skladu s ulogom GM1 kao organizatora lipidnih splavi i
koregulatora interakcije aksona i glije, osobito u podrucju paranoda (115). Oya interpretaeija je
odgovara regionalnoj osjetljivosti u kuprizonskom modelu: dok je cc struktura koja je
najosjetljivija na izlaganje kuprizonu i najizraZenije zahvacena demijelinizacijom, aca je u
ve€ini standardnih protokola relativno posStedena ili pokazuje blaze promjene (67). Stoga je
ocekivano da u aca detektiramo promjene GM1 bez znacajnih promjena ostalith gangliozida, Sto
moze ukazivati na mikrodomensku reorganizaciju prije negogrube merfoloske lezije mijelina
(96). Potencijalni dobni uc¢inak u aca treba promatrati i u kontekstu bazalnih, o dobi ovisnih
promjena u gangliozidima. U dobivenim podacima GM1 pokazuje jasan dobno specifi¢ni
obrazac, uz snizenje u skupini 3CPZ prisutna je i razlikw izmedu 3CTRL i 6CTRL $§to je u
skladu sa studijama o padu GM1 i GD1a (116). Sto se ti¢e funkcionalnih implikacija, aea je kao
i cc interhemisferni snop koji, uz dodatnu ulegu u olfaktornim i limbickim neuralnim
krugovima, moze uskladivati elemente lokemotorike, uzbudenesti i Sitth obrasca ponasanja
(npr. reaktivnost na novoe okruzenje)y(117), iako nije glavni motericki put poput kalozalnih
projekcija motorickog korteksa. Zabiljezene promjene GM1 u aca stoga se mogu tumaciti kao
suptilni modulatori (apr. pocetne eksploracije i/ili disinhibicije), a ne kao glavni uzrok
poremecaja koordinacije i izdrzljivosti (117,.118). Smanjenje razine GM1 moze poremetiti
organizaciju paranoda ovisnu o lipidnim splavima, i MAG-om posredovanu adheziju, ¢ime se
natusava stabilnostkompleksa akson-mijeliniprovodljivost €ak i bez znacajne demijelinizacije
(117). U tom/okviru, rezultat dobiven za aca se uklapa u Siru sliku, dok cc pokazuje opseznije
histoloske promjene na ucinak kuprizna, aca reflektira osjetljivost GM1-ovisnih domena.
$to je u skladu s regionalnom selektivno$éu kuprizonskog modela. U konacnici funkcionalno
gledano, promjene u aca je razummije ~ezati uz suptilno podesSavanje reaktivnosti nego uz

primarne motoricke deficite.

U CPu su promjene najizrazenije za GM1 1 GDla, dok su za GDIb i GT1b manje
prisutne. Ovakva selektivnost upucuje na reorganizaciju membranskih mikrodomena ovisnih o
GM1 i GDla prije nego na neselektivnu depleciju kompleksnih gangliozida. To je u skladu s

ulogom GM1 kao organizatora splavi i modulatora sinapticke signalizacije, te s ¢injenicom da
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su GD1a 1 GT1b aksonalni ligandi MAG-a u paranodalnim regijama, klju¢nima za odrzavanje
podrucje sive tvari, pokazuje blaze, pretezno membranske i glijalne promjene uz ograniceniji
stupanj demijelinizacije. U takvom tkivnom kontekstu, promjene u izrazaju GMd'1 GD 1a mogu
odrazavati disfunkciju splavi i lokalne kontakte aksona i glije, bezanuzno grubih/histoloskih
lezija, §to je u skladu s dobivenim rezultatima (42, 65). S funkcionalnog gledista, strijatni
krugovi modiliraju zapocinjanje, dinamiku 1 odrzavanje lokomotorne aktivnosti, kao1 dinamiku
habituacije na novi sadrzaj. U testovima motoricke aktivnosti horizontalno kretanje je
uobicajeno pojacano na pocetku, a zatim opada kako se' zivotinja habituira, dok vertikalna
aktivnost odrazava istrazivacki pogon, pobudenost i senzornu‘orijentaciju (65). U tom okviru,
uoceni rani porast spontane lokomocije nakon kojeg slijedi ubrzane smanjenje aktivnosti moze
se tumaciti kao posljedica kratkotrajnih, reverzibilnith u¢inaka kuprizona na energetiku 1 glijalnu
homeostazu, uz moguce i blage promjene u strijatalnoj dopaminskoj signalizaciji (120). Naime,
GM1 je izravno povezan s dopaminskim sustavom, moze povecati afinitet dopaminskog
transportera u strijatalnim sinaptosomima’ 1 ypojacati neurotrofnu sighalizaciju ‘putem
receptorske tirozin kinaze. Ekspeérimentalno je dokazano da primjena GMI1 ima za$titnii€inak
na nigrostrijatalni dopaminski sustavai ublazavaju manjak dopamina u Cpu (116, 121, 122).
Stoga smanjenje GM1 u Cpu pruza bioloski okvir za opazene promjene spontane lokomocije -
pocetno naglo povecanje aktivnosti, nakon ¢ega slijedi brzi'pad - uz napomenu da se strijatalni
doprinos yjerojatnd preklapa s promjenama u kalozalnim iifkortikalnim projekcijama koje
sudjeluju u motorickoj koordinaciji. Zakljucno sesmoze rec¢i da selektivni pad GM1 i GDla u
Cpu upucuje na membransku disfunkciju ovisnur o lipidnim splavima §to je u skladu s poznatom
ulogom ovih gangliozida u kontaktima aksona,i glija Stanica i dopaminskoj signalizaciji.
Funkcionalno se moze ocitovati kao rani porast, @ potom ubrzano smanjenje spontane

aktivnosti, uz ogranicene ili varijabilne,promjene ostalih gangliozida.

U M uocena je selektivna promjena gangliozida na tretman kuprizonom. GM1 pokazuje
razlike medu skupinama pri ¢emu je razlika prisutna izmedu kontrola razli¢ite starosti, dok
GD1a i GD1b ostaju stabilni. GT1b je snizen u mladoj kuprizonskoj skupini (3CPZ naspram
3CTRL). Takva distribucija upucuje na ciljanu reorganizaciju membranskih domena ovisnih o
lipidnim splavima, umjesto opéeg gubitka kompleksnih gangliozida. To je u skladu s ranije
navedenom ulogom GM1 kao kljuéne komponente lipidnih splavi i modulatora sinapticke

plasti¢nosti, te s ¢injenicom da GD1a i GT1b sluze kao aksonalni ligandi za MAG u podrucju
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paranoda gdje pridonose stabilnosti aksona 1 mijelina te provodenju impulsa (122). Mozdana
kora je od ranije prepoznata kao osjetljiva regija u kuprizonskom modelu pri ¢emu se u
standardnim protokolima redovito biljezi kortikalna demijelinizacija i gubitak oligodendrocita,
ukljucujuci 1 M. Stoga se blage promjene gangliozida u ovoj regiji mogu tumaciti kao rani
dogadaj koji prethodi grubljim histoloskim promjenama (123). Dob dedatno modulira rezultate,
razlika GM1 izmedu 3CTRL i 6CTRL skupina u skladu je s literaturomkeja opisuje regionalno
specificne promjene gangliozidnog profila koje su ovisne o stargsti. Tijekom rane'1 srednje
odrasle dobi javljaju se razvojne promjene u udjelima GM1 1 GD1; dok se u starijoj dobi ¢esto
biljezi pad GM1 i GD1a uz pomake prema drugim vrstama. Takve polazne razine koje ovise o
starosti mogu pojacati ili ublaziti uc¢inak kuprizona u pojedino; regiji,(14). S funkcionalnog
aspekta, smanjenje GT1b u mladoj skupini kompatibilno je s paranodalnom disfunkcijom, s
obzirom da je GT1b poznat kao ligand za MAG. Takva promjena moZze usporiti saltatornu
provodljivost 1 naruSiti sinkronizaciju u motorickim projekcijama. Budu¢i da je M jasno
zahvaden u kuprizonskom modeltl, ove ypromjene mogu doprinijeti ranim “deficitima

koordinacije i izdrzljivosti opaZenima ubihevioralnim testovima (124).

5.4. Rezultati MALDI<TOF IMS analize

MALDI-FOF IMS omogucio je prostorno mapiranje dipidnih, profila u regijama koje su
prethodno analizirane histeloski 1 imunohistokemiji, pri cemu jedkoristen negativni ionski mod
u raspond 600 = 1000 m/z (125). Takav pristup omeguduje. istodobno pracenje prostorne
komponente (odabrani ROI-jevi po regijama) i promjena u skupinama lipida koje su klju¢ne za
mijelin i membransku signalizaciju (126, 127). Sli€an pristup ve¢ je ranije primijenjen u
shiverer 1 kuprizonskom modelu gdje su uz pomoc¢ IMS-a detektirane promjene sastava i
raspodjele lipida u mozgu (128). Qdabir negativnog moda 1 m/z raspona bio je usmjeren na
fosfo- i sfingolipide, kao glavne strukturne komponente mijelinske ovojnice koje sudjeluju u

komunikaciji aksona i glije (129;,130).

Analiza PLS-DA modelima pokazala je jasno razdvajanje izmedu CPZ i CTRL skupina
u svim analiziranim regijama te je u vecini slucajeva prva komponenta vise je utjecala na
klasifikaciju (131). U cc tromjese¢nih zivotinja postignuta je visoka toCnost klasifikacijske
(=97%) uz vecu unutargrupnu varijabilnost u CPZ skupinama, odnosno $iri raspon profila, $to
ukazuje na heterogenost odgovora na kuprizon i/ili razli¢ite faze oporavka neposredno nakon

prestanka izlaganja. Slican obrazac — jasno razdvajanje i ve¢a varijabilnost u CPZ — zabiljezen
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je 1 u ostalim regijama, uz ponegdje nesto nizu (no i dalje vrlo visoku, vise od 80%)
klasifikacijsku tocnost kod starijih skupina (npr. M =83%). U aca je razdvajanje bilo vrlo
izrazeno u obje dobne skupine (=<100% kod 3 mj; =90% kod 6 mj). Ovi rezultati upucuju da
kuprizon znacajno utjece na lipidni profil mijelina i membranskih struktura, pri<€emu su opseg
1 zadrzavanje promjena ovisne o dobi i1 analiziranoj regiji (132).

Analize loading vektora ukazuju da najveci doprinos razdvajanju skupina dolazi od signala u
viSem masenom rasponu (>800 m/z), u kojem dominiraju glicerofosfolipidi,- fosfatidilkolini
(PC, eng. phosphatidylcholine), fosfatidiletanolamini (PE, eng. phosphatidylethanolamine),
fosfatidilserini  (PS, eng.  phosphatidylserine), £ fosfatidilgliceroli (PG, eng.
phosphatidylglycerol) i sfingolipidi, osobito sulfatidi. Ove klase lipida, imaju klju¢nu ulogu u
stabilnosti mijelinske ovojnice, organizaciji gamembranskih mikrodomena 1 signalnoj
komunikaciji, §to objasnjava njihovu vaznost u klasifikacijskim modelima.

Iz odabranog skupa najdiskriminantnijih m/z zna€ajki izdvojeno je sedam single hit
signala s jednozna¢nom atribucijomd(fosfatidna kiselina (PA, eng. phosphatide acid)807.54 i
747,51; PE 834,51; PC 878,56; sulfatidi galabiozilceramid i laktozilcéramid 888,64 te
sulfogalaktozilceramid 806453), te ve¢i brojamultiple hits signala,(npr. BS 890.59; PG 795.52;
PC 822.54 1 904.59; PE822.53 itd.) kod kojih se zbog strukturnog izomerizma interpretacija
temelji na razini skupine (133). To znaci da zaklju€ivanje o promjenama treba biti usmjereno
na razini skupina (npr.fosfatidilkolini, fosfatidilserini), a né pojedinacnih melekula s precizno

odredenimsacilnim(lancima.

Promjene w lipidnim profilima pokazale su‘izrazenu tegionalnu specifi¢nost. U cc je
razdvajanje skupina bilo najjasnije, s vrlo visokom to¢noséu klasifikacije kod mladih Zivotinja,
ali. visokom 1 kod starijih zivotinja uz vecu varijabilnost CPZ skupina. Zna¢ajne m/z vrijednosti
koncentrirane su u rasponu 700-900'Da, sto ukazuje na promjene u fosfo- i sfingolipidima. U
skupini single hit isticu se P€ (apr. 878,57), sulfatidi (npr. 888.64), dok su medu multiple hits
signalima najzastupljeniji PS (890359; 810,53; 886,55) i PE (822,53). Ovakav lipidni profil
upucuje na remodeliranje membrana mijeliniziranih aksona 1 mijelinske ovojnice, u skladu s
poznatom ulogom PC 1 PE u fosfolipidnom dvosloju, PS u citoplazmatskoj strani membrane i
sulfatida kao markera mijelinskog statusa (134, 135, 136). cc se tako pokazao kao najosjetljivija
regija na promjene inducirane kuprizonom Sto odgovara njegovoj poznatoj osjetljivosti u

standardnim protokolima kuprizona.
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aca je pokazala snazno razdvajanje CTRL 1 CPZ skupina u obje dobne skupine (=100%
u 3 mjeseca; ~90% u 6 mjeseci) uz naglasene promjene u rasponu 700900 Da. U anotacijama
se istice PA 807,54 1 PC 878,57 (single hit; razlike prisutne i u 3- i u 6-mjesecnim usporedbama)
te viSestruki PC/PG/PE/PS multiple hits signali (npr. PC 904,59; PG 795,52;PS 890,59; PE
822,53). Ovaj profil ukazuje na promjene u skupinama koje odreduju mijelinsku/stabilnost i
organizaciju membranskih mikrodomena (PC, PE, PS). Ucinak dobi se wmaca vidi po razlicitim
m/z signalima koji su najznacajniji za razdvajanje kod starijih Zivotinja §to je u skladu s
pretpostavkom da pocetni sastav membrane modulira smjer i trajanje.CPZ ucinka.

U CPu zivotinja starih 3 mjeseca skupine su jasne razdvojene uz to€nost klasifikacije
~95% 1 prevagu diskriminantnih vrijednosti u CPZ skupini i dominantan raspon 650-900 Da.
U anotacijama je posebno zanimljiv PC 878,57 (single hit, u obje.dobne skupine), a u multiple
hit skupini ucestali su PC 904,59 1 PE 822,53 (razlike,u obje dobne skupine). Ovakav lipidni
profil u kojem prevladavaju PC i PE sugerira restrukturiranje membrana, buduéi da PC odreduje
oblik i zakrivljenost membrane te peimaze u erganizaciji sinaptickih mikrodomena (137, 138).
CPu je vazna komponenta bazalnih ganglija uklju¢ena u pokretanje i odrzavanje lokomotorike
i upravo zbog toga ove promjenewu fosfolipidima, ponajprije PCa PE, u CPZ skupinama‘imaju
poveznicu s opazenim @brascima u activity cage testu (pocetno pojacane. kretanje koje brzo
opada) i na rotarodu.(kra¢a‘izdrzljivost), odnosno s poremecajima energetski zahtjevnih i fino
koordiniranih agpekataimotorike.

Kod analize M, u zivotinja 3 mjeseca starosti PLS-DAyjasno odvaja CTRL od CPZ, dok
je u ziyotinjas6 mjesect starosti razdvajanje prisutno,-ali uz nesto manju tocnost (=83%) i
djelomicno preklapanje profila. Medu single hit'signalima istiéu se PE 834,51 (razlike u starijoj
skupini), sulfatidi 806,53 i 886,64 (razlike u 61,3 mjeseénih zivotinja) te PA 791,55 (razlike
u 6 mj. Ovaj obrazac je u skladu s ¢injenicom da mozdana kora sadrzava znatan udio
intrakortikalnih mijeliniziranih vlakama i da promjene u PE/PA/sulfatidima povezane s
réorganizacijom membranskih, domena’ vaznih za za odrzavanje funkcionalnih spojeva u
paranodalnim 1 jukstaparanodalnim, zonama. U M promjene su blaze i vremenski razli¢ito
modulirane $to odgovara opazenom brzem oporavku aktivnosti u activity cage testu u odnosu

na zadatke koji ukljucuju koordinaciju i izdrzljivost (130).

Kada se rezultati interpretiraju na razini skupina lipida, kroz sve regije i starosne skupine
moze se uociti obrazac promjena. Najvec¢i doprinos razdvajanju CTRL i CPZ skupina daju

glicerofosfolipidi (PC, PE, PS i PG), pri ¢emu su promjene najizrazenije u cc i aca, a potom u
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CPu. Ovi rezultati ukazuju da dolazi do preoblikovanje membranske strukture koja odreduje
organizaciju lipidnih splavi i stabilnost mijelinske strukture. Sulfatidi su vi$e puta dobiveni kao
single hit signali u razli¢itim regijama i dobnim skupinama, $to je u skladu s njihovom
osjetljivos¢u na demijelinizacijske procese 1 statusa mijelina. Rjede detektirane promjene u PA
i PGP upucuju na promjene u putovima biosinteze glicerofosfolipida, pri ¢ému je/PA kljucni
prekursor (139, 140). Usporedba skupina prema dobi pokazuje da starije,zivotinje imaju vecu
varijabilnost unutar CPZ skupina, $to bi moglo pokazivati $iri raspon individualnih"odgovora
povezanih s demijelinizacijom, remijelinizacijom i metaboli€kim statusom. U ¢¢ i aca razlike
izmedu skupina ostaju izrazene i u starijoj dobi, dok se u motorickom korteksu vidi djelomicno
preklapanje, $to bi moglo ukazivati na brzi ili varijabilniji povratak kortikalnog lipidoma prema

kontrolnom profilu u odnosu na bijelu tvar.

Povezivanje IMS rezultata s bihevioralnim i imunohistokemijskim rezultatima pokazuje
podudaranje na funkcionalnoj i histeloskoj razini. U cc zabiljeZeni su izrazeni pomaciu fosfo-
1 sfingolipidima, $to odgovara poznatojlosjetljivosti dugodoseznih mijeliniziranih aksona na
ucinak kuprizona i funkcionalnim ishedima u zadacima koji zahtijevaju koordinaciju i
ravnotezu (rotarod, test®tiska Sapica), U CPu dominiraju promjene v, PC i PE Sto se podudara
s ranim promjenama,spontanog kretanja zabiljeZenima u activity.cage testu. U M promjene su
prisutne, ali blaZe i prostorno manje izrazene, $to je u skladu's njegovim mijeSanim sastavom i
relativno brzim oporavkom funkcije u odnosu na bijelu tvar.
Zbog moguéeg izomerizma unutar skupina PC, PE, PS 1 PG, anotacije viSestrukih pogodaka
ogfanicene su na razinu skupine pa se promjene mogu pouzdano tumaciti na razini skupina
lipida, a ne pojedinaénih molekula. UnatoC tome, dosljednost rezultata kroz regije i dobne
skupine - jasno razdvajanje skupina u PLS-DA meodelima, prevaga signala iznad 800 m/z i
prisutnost sulfatida medu jednoznacno,identificiranim signalima - upucuju na to da kuprizon

uzrokuje znacajno remodeliranje mijelinskih i membranskih domena.

Ovo istrazivanje donosi dodatne spoznaje o razlikama u odgovoru mladih i starijih
zivotinj na djelovanje kuprizona. Kombinacijom bihevioralnih testova, histoloskih 1
imunohistokemijskih analiza t¢ MALDI-TOF IMS u vise moZzdanih regija povezani su

funkcionalni poremecaji s promjenama u mijelinu i membranskim komponentama.
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Unatoc tome, postoje odredena ogranicenja koja je vazno uzeti u obzir pri interpretaciji
rezultata. Analize su provedene u jednoj vremenskoj tocki, 20 dana nakon zavrsetka tretmana,
Sto otezava razlikovanje faze aktivne demijelinizacije od pocetka remijelinizacije. Uklju¢ivanje
viSe vremenskih tocaka tijekom samog izlaganja kuprizonu omogucilo bi preciznije pracenje
tijeka promjena i njihovo jasnije povezivanje izmedu bihevioralnihghistologkih i lipidomskih
nalaza. IMS analiza provedena je u negativnom ionskom modu, $to ogranic¢ava detekciju dijela
fosfolipidnih i neutralnih lipida. Kombiniranje pozitivnog i negativnog moda u buduc¢im
istrazivanjima dalo bi potpuniju sliku promjena u lipidima i njthovu povezanost s drugim
parametrima. Dodatno, imunohistokemijska detekcija sreuroplastina  nije dala ocekivane
rezultate. Mogu¢i razlozi ukljucuju ograni¢enu primjenjivostkoristeneg primarnog protutijela
za imunohistokemijske analize, jer je vjerojatno belje prilagodenoza Western blot analize, $to
moze dovesti do slabe dostupnosti epitopa u intaktnom tkivu 1/ili nedovoljne penetracije kroz
mijelinizirane strukture. Regionalno niZa razina ekspresije neuroplastina u analiziranim
podruc¢jima mogla je dodatno pridomiijeti nedostatku specifinog signala, ¢ime je ogranicena
moguénost njegove interpretacijer kao pokazatelja akso-glijalnih spojeva u “ovom
eksperimentalnom kontekstil. Unato¢| navedenim ogranicenjima, rezultati ove studije daju
vrijedan doprinos razumijevanju ranih promjena u kuprizonskom modelu, s naglaskom na
ulogu membranskih.komponenti i utjecaj Zivotne dobi, te mogu.posluziti kao temelj za daljnja

istrazivanja mehanizama demijelinizacije i remijelinizacijet
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da bihevioralni testovi, analiza gangliozida i MALDI-TOF
IMS zajednic¢ki upucuju na to da kuprizon naruSava membransku organizaciju_povezanu s
mijelinom u regijama klju¢nim za motoric¢ku funkciju, pri ¢emu zivotna dob modulira intenzitet

promjena. Specificni zakljucci koji proizlaze iz rezultata studije su:

1. Kuprizon dovodi do promjena u spontanoj lokomotornoj aktivnosti 1 koordinaciji pokreta. U
activity cage testu zabiljeZeno je pocetno pojacano kretanje koje brzo opada,/dok su u rotarod
testu 1 analizi otiska Sapica uoCeni poremecaji u odrzavanju ravnoteze 1 skracenje koraka. Ove
promjene odrazavaju zahvacéenost struktura vaznih za inicijaciju 1 koordinaciju pokreta, osobito

cc1 CPu.

2. Histolosko bojenje LFB i imunohistokemijska analiza mijelinskih proteina potvrdili su
demijelinizaciju nakon tretmana kuprizemem najizraZeniju u cc i aca, uz blaze promjene u M.
Smanjenje LFB signala i MBP-a sukazuje na, gubitak kompaktnog mijelina, dok promjene

MAG-a odrazavaju stanje periaksonskog sloja1 interakcije aksona i glija stanica.

3. Analiza gangliozida pekazala je daje 1zrazaj GM1 promijenjen u svim analiziranim regijama.
U mladim zivotinjam GM1 je snizen u'odnosu na kontrole, dok su u starijih zivotinja promjene
prisutne, ali razli€ito medu regijama. GD1a pokazuje promjene u pojedinim regijama (CPu),
dok su GDIb' i, GT1b uglavnom nepromijenjeni. Ovi'rezultati ukazuju na promjene u

organizaciji membranskih mikrodomena povezane s dobii stadijem’demijelinizacije, pri cemu

4. IMS analiza pokazala je da kuprizon uzrokuje,regionalno specificne promjene u lipidnom
profilu mozga. Najizrazenije promjene zabiljezene suu cc i aca gdje glicerofosfolipidi (PC, PE,
PS) i sulfatidi najviSe doprinose razlikovanju kontrolnih i tretiranih skupina. U CPu i M
promjene su takoder prisutne, ali imaju drukciji regionalni obrazac. Ovi rezultati ukazuju na

promjene u sastavu i organizaciji membrana te mijelinskoj gradi nakon izlaganja kuprizonu.

5. Promjene utvrdene IMS analizom su u skladu s bihevioralnim i imunohistokemijskim
rezultatima ¢ime je potvrdena povezanost molekularne i funkcionalne razine. Interhemisferne
strukture (cc i aca) te CPu, regije kljucne za koordinaciju i odrzavanje lokomotorike, pokazuju
izrazene promjene u lipidnom profilu koje podudaraju s rezultatima bihevioralnih testiranja. U

mladih Zivotinja razlike izmedu kontrolnih i kuprizonskih skupina su izrazenije, uz brzi
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funkcionalni oporavak, dok su starije zZivotinje pokazuju veéu varijabilnost i dulje trajanje

promjena. Ovi rezultati ukazuju na razli¢ite obrasce odgovora i regeneracijskog potencijala

ovisno o dobi zivotinja.
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8. SAZETAK

Mijelinska ovojnica je specijalizirana membrana koja obavija aksone 1 omogucuje
saltatorno provodenje ziv€anih impulsa i klju¢na je za normalno funkcioniranje neuronskih
mreza. OStecenje mijelina, kao $to se dogada u demijelinizacijskini bolestima poput muitiple
skleroze, dovodi do ozbiljnih neuroloskih poremecaja. Kuprizonski model, koji se temelji na
dodavanju kelatora bakra kuprizona u prehranu miseva soja C57BL/6, jedan je od najcesce
koriStenih eksperimentalnih pristupa za proucavanje procesa ‘demijelinizacije i kasnije
remijelinizacije.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj zivotne dobi na funkcionalne, histoloske i
molekularne promjene u razli¢itim moZzdanim regijama nakon izlaganja kuprizonu. Primijenjen
je integrirani pristup koji je ukljucivao bihevioralne testove (analiza otiska Sapica, rotarod 1
activity cage), histolosku i imunohistokemijsku analizu mijelinskih proteina (MAG 1 MBP) i
kompleksnih gangliozida te MALDI-TOE IMS u negativnom ionskom modu. Analizirane su
Cetiri regije mozga (corpus callosum, prédnja Komisura, strijatum i motoricka kora) u mladih i
starijih zivotinja.

Zabiljezeni su frani, veéinomprolazni motoricki poremeé€aji kojimse podudaraju s
izrazenim histoloskimui lipidomskim promjenama, najistaknutijemcorpus eallosumu i prednjoj
komisuri. MAQG je pokazapsizrazenije promjene u.odnosu na MBP, Storodrazava njegovu veéu
osjetljivosty, na' poremec¢aje interakcija aksona 4, glija’ stanica u analiziranoj fazi.
Imunehistokemijska analiza gangliozida ukazalagjena selektivno smanjenje GM1 1 GD1a, dok
je[IMS otkrigsregionalno specificne promjene u glicerefosfolipidima i sulfatidima, uz razlike
izmedu dobnih skupina u profilu i varijabilnosti.odgovora.

Ovi rezultati pruzaju nove spoznaje o povezanosti funkcionalnih, histoloskih i
lipidomskih promjena u ranom razdoblju nakon izlaganja kuprizonu te isticu vaznost zivotne
dobi u moduliranju odgovora. Time istrazivanje pridonosi boljem razumijevanju mehanizama

demijelinizacije i remijelinizacije te'postavlja podlogu za daljnja istrazivanja u ovom podrucju.

Kljucne rijeci: mijelinska ovojnica, kuprizonski model, demijelinizacija, MALDI-TOF IMS,

gangliozidi, mijelinski proteini, starosna dob
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9. SUMMARY

The myelin sheath is a specialized membrane that wraps around axons, enables saltatory
conduction of nerve impulses, and is essential for the proper functioning of neuronal networks.
Disruption of myelin structure, as occurs in demyelinating diseases such as multiple selerosis,
leads to severe neurological deficits. The cuprizone model, based on the dietary administration
of the copper chelator cuprizone to C57BL/6 mice, is one of the"most commenly used
experimental approaches to study demyelination and subsequent remyelination.

The aim of this study was to investigate the effect ofageen functional; histological, and
molecular changes in different brain regions following cuprizone, exposure. An integrated
approach was applied, including behavioral tests (footprint analysis, rotarod, and activity cage),
histological and immunohistochemical analysis ‘of \myelin ‘proteins (MAG and MBP) and
complex gangliosides, as well as MALDI-TOF IMS in negative ion mode. Four brain regions
were analyzed (corpus callosum, antefior eommissure, striatum, and motor corteX),in young
and aged animals.

Early, mostly transientinotor impairments were observed, coinciding with pronounced
histological and lipidomi¢ changes;, most prominently in the corpus callosum and anterior
commissure. MAG showed, more pronounced alterations than MBP, reflecting its higher
sensitivity  to 4 disturbances hin axon-glia interactions ath the hanalyzed stage.
Immunohistochemical analysis of gangliosides fevealed ia seléetive| reduction of GM1 and
GD1a, whileIMS'detected region-specific changes in glycerophespholipids and sulfatides, with
différences between age groups in the profile and variability:of responses.

These findings provide new insights, into “the relationship between functional,
histologicals and lipidomic changes in the early phasesafter cuprizone exposure and highlight
the role of age in modulating these'responses. The study contributes to a better understanding
of the mechanisms of demyelination and,remyelination and lays the groundwork for further

research in this field.

Key words: myelin sheath, cuprizone model, demyelination, MALDI-TOF IMS, gangliosides,

myelin proteins, age

117



10. ZIVOTOPIS

Robert Roncevié¢ roden je 27.10.1993. u Nasicama. Osnovnu skolu zavrsio je u Vukovaru 2008.
godine. Iste godine upisuje Opéu Gimnaziju u Vukovaru, koju zavrSava 2012.godine. Titulu
doktora medicine stjece diplomiranjem 2018.godine na Medicinskom fakultetu Sveugilista J. J.
Strossmayera u Osijeku. Pripravnicki staz obavio je u Opc¢oj Zupanijskoj/bolnici Vukovar
(danas Nacionalna memorijalna bolnica ,,dr. Juraj Njavro*) tijekom 2018.-2019. godine.

Strucni ispit polozio je 2018. godine te se potom zaposlio na Zavoduyza hithu_medicinu
Vukovarsko- srijemske Zupanije. 2019. godine zapoc€inje specijalizaciju u Kilinicki zavod za
dijagnosticku i intervencijsku radiologiju KBC-a Osijek.

2020.godine upisuje poslijediplomski interdisciplinarni  doktorski' studij ,,Molekularne
bioznanosti“ koji se provodi u suradnji SveuciliSta J. J. Strossmayera, Instituta Rudera
Boskovi¢a u Zagrebu i SveudiliSta u Dubrovniku,«2025. gédine obranio je temu doktorata:
,Utjecaj kuprizona na lipidni profil 1 funkcionalne promjene u mozgu miseva razli¢ite dobi®,
pod mentorstvom doc.dr.sc. Barbare Viljetié.

Od 2023. godine izabran je na mjesto naslovnog ‘asistenta na Katedri za anatomiju i
neuroznanost Medicinskog fakulteta Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku. Sudjeluje u
izvodenju nastave iz predmeta Anatomija, koji se provodi na diplomskom studiju medicine.
Takoder, od 2018. godine Robert Roncevi€ ¢lan je Hrvatske lije¢nicke komete, a 2020. godine
postaje aktivan ¢lan Hrvatskog,drustva'radiologa.
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11. DODATAK

3CTRL 6CTRL

3cPz § 6CPz

starih ! !A) i 6 (B) mjeseci. Prikazana su

1 6CTRL) i skupinama tretiranima

Slika D.1. Imunohistokemijska analiza neuroplastina
reprezentativna bojanja za Np-65 u kontrolnim skupinama
kuprizonom (3CPZ i 6CPZ). Negati ola (K) prikazuje odsutnost specificn ojenja u
nedostatku primarnog protutijela.
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