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1. UvOD



1. 1. Hlapljivi anestetici

Specifiéni mehanizam djelovanja hlapljivih anestetika (HA) na molekularnoj razini nije joS u
cijelosti poznat. DosadaSnja istrazivanja pokazala su da hlapljivi anestetici svoj ucinak
ostvaruju djelujuéi na vise meta u sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS). Do sada su postavljene
dvije skupine teorija: proteinska teorija i lipidna teorija (1).

Unitarnu teoriju povezanosti snage hlapljivih anestetika i njihovog svojstva topljivosti u
lipidima postavili su prije stotinu godina Mayer i Overton, pokuSavajuéi objasniti jedinstveni
mehanizam djelovanja svih hlapljivih anestetika. Teorija pretpostavlja da je za postizanje
dostatne anestezije hlapljivim anestetikom potrebno otopiti dovoljan broj molekula istog
anestetika na mjestu njegovog djelovanja (2, 3).

Druga, teorija kriticnog volumena pretpostavlja da hlapljivi anestetici u lipidnom okruzenju
povecavaju volumen tog dijela neuronske membrane preko kriti¢ne tocke (4, 5, 6).

Trec¢a, tekucinska teorija pretpostavlja da anestetici povecavaju pokretljivost komponenti
unutar membrane te tako onemogucavaju prijenos podrazaja. Ova teorija je nadopunjena
teorijom odvajanja lateralne faze $to podrazumijeva postojanje razliitih lipidnih slojeva
stanicne membrane u tekucoj i drugog u gel fazi. Prema ovoj teoriji, molekule hlapljivog
anestetika blokiraju lipide u tekucoj fazi i onemogucuju dalji prijelaz u gel fazu. Posljedi¢no
navedenom izostaje promjena oblika proteina uz nemoguénost otvaranja dijela ionskih kanala
(7, 8,9).

Za razliku od gore navedenih lipidnih teorija prema proteinskoj teoriji hlapljivi anestetici
djeluju na membranske proteine neuronske stanice tako §to se izravno vezu na ionske kanale
ili djelujuci preko sustava drugih glasnika (10, 11).

Phil G. Morgan ukazao je na moguénost da se ucinak hlapljivih anestetika moze tumaciti
specificnom genskom podlogom. Tako ¢e razli¢iti organizmi uslijed genskih razlika pokazati
razli¢itu osjetljivost na odredeni hlapljivi anestetik.

U istrazivanju u¢injenom na nematodi Caenorhabditis Elegans, Phil G. Morgan pretpostavlja
da su lipidne splavi mete djelovanja hlapljivih anestetika i mjesta u kojima se mogu ujediniti
liposolubilnost hlapljivog anestetika i1 njegova specificna interakcija s nekim od
membranskih proteina. Tako je u stani¢noj membrani C. Elegans pronaden protein UNC-1
koji je odgovoran za moguéi mehanizam djelovanja hlapljivog anestetika, specificnu
osjetljivost oblika na hlapljivi anestetik i njegovu pokretljivost (12, 13).

Smatra se da je UNC-1 protein nematoda homolog proteinu stomatinu. Stomatin je takoder

integralni protein stani¢ne membrane humanih neurona gdje je odgovoran za promjene

2



vodljivosti ionskih kanala za Na* i K i za nastajanje i odrzavanje lipidnih splavi membrana
(14).

Takoder spominje se i niz drugih gena koji kontroliraju osjetljivost C. Elegans na hlapljivi
anestetik, tako Sto se udruzuju u mikrodomenama stani¢ne membrane: unc-7, unc-8, unc-9,

unc-24 i unc-79 (15).

1. 2. 1. Mogu¢i mehanizmi djelovanja hlapljivih anestetika

Hlapljivi anestetici mnogim, razli¢itim mehanizmima poti¢u depresiju SZS-a.

Oni mogu mijenjati inhibiciju kompleksa GABAA receptora spregnutog s kloridnim kanalima
(17). Talamus kao vazna struktura SZS-a odgovoran je za prekap&anje mnogih osjetnih
putova sve do kore velikog mozga. On takoder kontrolira stanje svijesti i spavanja tijekom
opCe anestezije, tako S§to u retikularnoj formaciji produzava vrijeme zatvaranja kloridnog
kanala reguliranog ligandom GABA (y-amino maslacna kiselina) i to putem GABAa
receptora smanjuje osjetljivost za ione Ca* (16).

Ucinci HA se vide i u depresiji receptora spregnutih s T-tipom Ca®* kanala. Ovi receptori su
odgovorni za kontrolu postsinapticke membrane pojedinih mozdanih stanica, tako Sto
mijenjaju ili produZavaju vrijeme oporavka Ca®* kanala nakon njihove inaktivacije (18).

lako se smatralo da samo visoke koncentracije HA mogu inhibirati presinapti¢ke Na* kanale i
smanjiti oslobadanje neurotransmitera u sinapsi, danas je poznato kako ve¢ klinicke
koncentracije HA imaju ovakav ucinak. Smatra se da je to jedan od mehanizama koji
objasnjava kako HA dovode do stanja amnezije, sedacije i gubitka pokreta (19, 20).

Hlapljivi anestetici mijenjaju u¢inke muskarinskih acetilkolinskih (mACh) receptora djelujuci
na stanje memorije i svijesti. Isofluran inhibira m3-ACh receptora. Sevofluran ovisno o
primijenjenoj dozi inhibira funkciju m1-ACh receptora (21).

HA se veZzu na glutamatne 1 na glicinske receptore i1 posreduju u aktivnosti kalcijem
reguliranih kalijevih kanala (22).

Neka istrazivanja ukazuju na cinjenicu da HA wutjeCu na prijenos neuronskog signala
formirajuéi ¢vrstu vezu s domenama postsinaptickog zgusnuca, PDZ (engl. postsynaptic
density domain) i proteinima koji u njima posreduju u silaznim signalnim procesima (23).

Jo§ uvijek nije u potpunosti razjaSnjena Cinjenica nastanka postoperativne kognitivne
disfunkcije (POCD), je li ona rezultat djelovanja samo anestetika, samo operacije ili

kombinacija oba (24).



Prucavaju¢i mehanizme djelovanja HA doslo se do spoznaje da djeluju na aktivaciju kaspaza,
povecavaju nastajanje B-amiloidnog proteina, povisuju proupalne citokine i ¢imbenik nekroze
tumora, TNF-a (engl. tumor necrosis factor), te podrzavaju apoptozu stanice. A upravo ti
mehanizmi mogli bi dati odgovor na promjenu kognitivnih funkcija nakon izlaganja

hlapljivim anesteticima (25).

1. 2. 2. Farmakokinetika hlapljivih anestetika

Djelovanje hlapljivog anestetika zapocinje udisanjem u pluca, a zatim prolaskom kroz alveo-
kapilarnu membranu ovisno o koeficijentu topljivosti krv/plin, brzini protoka krvi kroz pluca i
gradijentu koncentracije anestetika.

S obzirom da su hlapljivi anestetici u neioniziranom obliku, njihove molekule lako prelaze iz
krvi u tkiva procesom difuzije. Distribucija se odvija u tri odjeljka. Brza faza distribucije
odvija se u sredi$njem odjeljku prema organima bogatim cirkulacijom kao $to je SZS. Spora
faza distribucije odvija se u dva periferna odjeljka prema slabije prokrvljenim organima.

Brza izmjena koncentracije hlapljivog anestetika u pojedinim odjeljcima osigurava stalni
prelazak anestetika iz visoko prokrvljenih tkiva u krvnu struju. Mehanizam redistribucije
ovisan je o gradijentu koncentracije anestetika, koeficijentu tkivo/krv i arterijsko-venskoj
razlici. Eliminacija HA primarno se odvija u plu¢ima. Brzina indukcije i budenja direktno je
ovisna o frekvenciji disanja, brzini protoka i volumenu svjeZe smjese plinova u disnom krugu.
Za male laboratorijske Zivotinje, kao $to su misevi, radi brze frekvencije disanja, 94 do 163
udaha/min, uvod u anesteziju i eliminacija hlapljivog anestetika su brzi.

Za procjenu ucinka HA Kkoristi se minimalna alveolarna koncentracija (MAC) kao indeks
procjene stanja anestezije, odnosno, kao kvantitativna mjera anestetickih mogucnosti. Ako je
pretpostavka da je parcijalni tlak HA u alveolama na kraju izdaha jednak parcijalnom tlaku
HA u mozgu, onda MAC predstavlja anestezijsku aktivnost na mjestu djelovanja HA (26, 27).
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Slika 1.1 Slika prikazuje ucinak inhibicije ili ekscitacije hlapljivih anestetika na aktivnost neurotransmitera vezanih za
ionske kanale.

1. 3. Dosadasnje spoznaje o u¢inku sevoflurana

Sevofluran je fluorirani metilni-isopropil-eter (CH,F-O-CH(CF)3)2). Njegov stupanj
biotransformacije je 2-3 %. Za indukciju u anesteziju potrebna je snaga MAC-a od 1,8-2,0
Vol %. Metabolizira se u tri-fluoroacetat i heksa-fluoroisopropanol. Apsorberi CO, stupaju u
interakciju s sevofluranom i stvarajuc¢i dva spoja A i B, koji mogu utjecati na bubreznu
funkciju. Nefrotoksi¢nost je uocena kod Stakora u uvjetima malih protoka (manjih od 2
L/min) i visokih koncentracija (ve¢ih od 4 Vol %) (28, 29).

Njegov nizak koeficijent topljivosti krv/plin (0,65) osigurava brzi uvod u anesteziju i budenje.
Na stanje memorije i svijesti djeluje potiskujuci funkciju m-ACh receptora (30).

Neovisno o ulasku iona Ca* u stani¢ni citosol sevofluran dovodi do spore depolarizacije
mitohodrijske membrane u presinapti¢kim strukturama neurona. Za to je odgovorno otvaranje
mitohondrijskih ionskih kanala za kalij koji su regulirani adenozin-3-fosfatom (MitoKatp)
(31).



Istrazivanje na mladim miSevima pokazalo je da izlaganje miSeva sevofluranu rezultira
pojavom agresivnog ponasanja i nedostatkom sposobnosti ucenja. Vjeruje se da je
molekularni mehanizam neuronske stanice za nastanak POCD, dugoro¢na potencijacija
posredovana GABA receptorima tip A (GABA,) i glicinskim receptorima, te depresija
nikotinskih-acetilkolinskih (nAChRs) i (NMDA) receptora (32, 33).

Ove promjene u kognitivnim funkcijama povezane su i s dugotrajnim izlaganjem hlapljivom
anestetiku. U tom slucaju kognitivna slabost nastaje jer HA potice proizvodnju amiloid-f3
proteina (AP), koji je derivat amilod prekursorskog proteina (APP). AB i APP su patoloski
suspstrat u Alzheimerovoj bolesti (AD) u ¢ijoj klinickoj slici dominira kognitivno propadanje
(34).

Osim gore navedenog, dodatni razlog za promjenu ponasanja bi mogao biti i to $to sevofluran
poti¢e neuroinflamatorni ucinak u tkivu mozga. Ovo je primjeeno u istrazivanjima na
neonatalnim transgeni¢nim misevima koji su model za AD (33, 35).

Sevofluran utjeCe i na GABA-om posredovani sinapti¢ki prijenos. Pretpostavlja se da
izloZzenost sevofluranu utjee na GABA-ergicke neurone i povecava inhibiciju Ziv€anog
prijenosa (36).

Takoder anestezija sevofluranom koncentracije veée od 3 Vol% udruzena s hipoksijom i
acidozom dovodi do veceg stupnja neurotoksi¢nosti u mozgu tkiva AD transgeni¢nih miSeva
u odnosu na divlje miSeve (37).

Rijetko se kod produzenog izlaganja sevofluranu u koncentracijama 7 Vol% 1 ve¢im biljeze
promjene u EEG-u kao epileptiformna aktivnost, ali ne rijetko se mogu javiti konvulzije,

delirantno ponasanje i uznemirenost (38, 39).

1. 4. Dosadasnje spoznaje o u¢inku izoflurana

Isofluran je halogeni metil-etil-eter, nezapaljiv na sobnoj temperaturi, iritabilnog mirisa i
dugotrajnim stajanjem ne podlijeze razgradnji. U odnosu na sevofluran njegova
biotransformacija je svega 0,2 %. Koeficijent topljivosti krv/plin je 1,4 §to produzava vrijeme
uvodenja u anesteziju i budenje u usporedbi s sevofluranom. Za uvod u anesteziju MAC mu
iznosi 1,2 Vol % (40).

Izlaganjem humanih stanica proksimalnih bubreznih tubula izofluranu uocio se protuupalni i

antinekroti¢ni ucinak isoflurana u bubreznom tkivu. Naime, isofluran povecava razinu



transformiraju¢eg C¢imbenika, TGF-B1 (engl. transforming growth factor-f1). Takoder
isofluran povecava broj kaveola u stani¢énoj membrani navedenih stanica (41).

Istrazivanja provedena u zadnjem desetljecu dovela su do razumijevanja ucinka izoflurana u
procesu ishemijskog prekondicioniranja. Ovaj hlapljivi anestetik u mozdanim stanicama
osigurava toleranciju na ucinke nastale nakon teske ishemijske ozljede. Smatra se da je
mehanizam kojim izofluran podrzava otpornost mozga na nastalu ishemiju porast
koncentracije unutarstani¢nog Ca*, aktivacija NMDA receptora i mitogenima aktivirane
protein kinaze, MAP (mitogen activated protein kinase) (42).

Ovaj neuroprotektivni uc¢inak izoflurana u mozgu C57BL miseva u kojih se izazvala fokalna
ishemija mozga se vidi kao smanjenje smrti neurona (43).

S druge strane izofluran moze inducirati apoptozu u primarnim kortikalnim neuronima misa,
Sto je posljedica poremecaja u stvaranju endogenog Ca?*. U konacnici vidi se poticanje
neurotoksi¢nog u¢inka od strane izoflurana, koje je intenzivnije nego li kod sevoflurana.
Naime sevofluran dovodi do manjeg oslobadanja Ca®* (44, 45).

Smatra se kako primjenom isoflurana nastupa blokada dugoro¢ne potencijacije LTP (engl.
long-term potentiation) u hipokampusu, a time i modulacija na razini NMDA receptora Sto
mijenja temelje staniénog mehanizma za uéenje i pamcenje (46).

Izlaganjem isofluranu mladih miSeva starosti do 2 tjedna i odraslih miSeva starosti preko 12
mjeseci zapazeno je slabije stjecanje nove memorije i zaboravljanje ve¢ naucenih zadataka
prostorne memorije (47).

Kao i kod primjene sevoflurana dugotrajno izlaganje izofluranu narusava kognitivne funkcije,
§to se povezuje s pojacanim stvaranjem A proteina (48). Na postsinaptickoj membrani
neurona izofluran djelomi¢no mijenja ili produzava vrijeme oporavka Ca 2* kanala nakon
njihove inaktivacije (49). Gubitak svijesti tijekom izlaganja izofluranu nastupa vjerojatno
zbog blokade Na* kanala, smanjenja podrazljivosti talami¢kih neurona i blokiranja talamicko-
kortikalne komunikacije (50). Izofluran kroz inhibiciju signala m3-ACh receptora djeluje na

stanje memorije i svijesti (30).

Do sada su postavljene brojne hipoteze o mehanizmu djelovanja HA koji uklju¢uju GABAA,
NMDA, mACh i nAChRs receptore. Medutim nove spoznaje o strukturi stani¢ne membrane
potaknule su mogucnost ukljuc¢ivanja novih mehanizama prolaza HA kroz stani¢nu
membranu. Stoga je u novije vrijeme postavljena hipoteza o djelovanju HA na lipidne

signalne domene.



1. 5. Lipidne splavi

Prije 40 godina Nicolson i Singer su postavili model stani¢ne membrane kao tekuceg
mozaika. Oni su pretpostavili da je membrana ocean lipida u kojem plutaju membranski
proteini kao sante leda (51, 52).

Medutim ve¢ dva desetljeta poznato je da unutar dvostruke ovojnice postoji dobro
organizirana struktura lipida i proteina. Lokalizirane lipidne gradevine visokog sadrzaja
kolesterola i glikosfingolipida jesu mikrodomene stani¢cne membrane ili lipidne splavi (engl.
lipid rafts). Lipidne splavi uklopljene su u fluid membrane poput platformi tako da svoj
sfingolipidni dio okre¢u egzoplazmi, a fosfolipidi dio unutarnjem listu citoplazme. Kolesterol
ima ulogu dinamic¢kog ljepila (53).

Lipidne domene fosfolipida koji uéestvuju u izgradnji splavi sadrze zasi¢ene masne kiseline.
Udio zasi¢enih masnih kiselina je ovdje znatan u usporedbi s dijelom membrane koji je izvan
splavi. Upravo ovaj sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina neposredno omogucuje stabilnu
strukturu lipidne splavi, koja se ponasa kao platforma za okupljanje membranskih proteina.
Proteini s citoplazmatske strane lipidnih splavi ¢esto imaju palmitoilna ili miristilna sidra,
dok se s izvanstani¢ne strane nalaze proteini sa gliko-fosfatidil-inozitolskim sidrima (GPI-
sidro). Kako bi se ostvarila signalizacija unutar membrane mnogi proteini se doseljavaju u
lipidne splavi kao S$to su: obitelj SRC kinaza, G-protein receptora ¢imbenika rasta,
mitogenima aktivirana protein kinaza (MAPK), protein kinaza C, receptor ¢imbenika rasta
trombocita (PDGF), endotelin i drugi proteini.

Tako su GPI-sidro i SRC kinaze strukture odgovorne za smjestaj lipidne splavi unutar
specifi¢nog dijela staniéne membrane (54).

Niz dosadasnjih istrazivanja dokazuje da se lipidne splavi ne mogu promatrati kao monolitne
strukture ve¢ kao heterogena kolekcija domena koje se razlikuju u sastavu proteina i lipida, ali
I po vremenskoj stabilnost.

Na simpoziju u Keyston-u, 2006 godine, Keystone Symposium of Lipid Rafts and Cell
Function, konsenzusom je usvojena definicija o lipidnim splavima:

Lipidne splavi su male (10-200 nm) heterogene, vrlo dinamicne, sterolima i sfingolipidima
bogate domene koje kategoriziraju stani¢ne procese. Manje splavi mogu se stabilizirati u
oblik vece platforme kroz interakcije protein-protein ili protein-lipid (55).

Najcesce lipidne splave nalaze se u rasponu veli¢ina od 200 nm do 300 nm, a ¢ine 30-50 %

povrsine stani¢ne membrane (56, 57).



Udio razine kolesterola u splavi je dvostruko veci, a razina sfingomijelina za 50 % veca, nego
li U neuredenim djelovima stani¢ne membrane (58).

Promatrajuéi veli¢inu lipidnih splava mogu se uociti manje ulegnué¢a (invaginacije) stani¢ne
membrane promjera od 100 nm, nazvane kaveole. One takoder imaju visok sadrzaj
kolesterola i glikosfingolipida, ali i obaveznu komponentu proteina kaveolin-1 vezanu za
kolesterol. Smatra se da je kaveolin-1 odgovoran za stabilnu strukturu kaveola tijekom
invaginacije. S obzirom na veli¢inu kaveola one teZe medusobnom udruZzivanju (69, 60, 61).
Distribucija lipidnih splavi na povrSini stanice ovisna je o vrsti stanice. U polariziranim
epitelnim stanicama i neuronima lipidne splavi se akumuliraju u apikalnim aksonskim
staniénim membranama. Kaveole su gusto rasporedene duz bazo-lateralne domene epitelnih
stanica u neposrednoj blizini krvnih zila i potreba za signalnim prijenosom putem splavi.
Mnogi modeli koji oslikavaju prijenos signala u lipidnim splavima uklju¢uju mogucnost da u
signalizaciji uc¢estvuju receptori. Tako se spominju tri moguéa nac¢ina participiranja receptora.
Prva je moguc¢nost stalno mjesto receptora na splavi i aktiviranje vezanjem s ligandom. Druga
mogucnost je da su pojedini receptori manjeg afiniteta za lipidne splavi, ali preko veze s
posrednikom produzuju svoje vrijeme boravka u splavi. Tre¢a moguénost je da aktivirani
receptori mogu potaknuti krizno vezanje proteina u splavi, koji se zatim vezu za proteine u
drugoj splavi. Rezultat toga je medusobno stapanje lipidnih splavi. Niti jedna od ovih
mogucénosti ne iskljucuje drugu. UdruZivanjem lipidnih splavi stvara se prostorna i vremenska
mreza signalnih interakcija (62).

Lipidne splavi ucestvuju u mnogim stani¢nim procesima: prometu i izgradnji membrane
stanice, stani¢noj polarizaciji, prijenosu signala T i B-stanica, signalizaciji
ceramid/sfingomijelin koja regulira rast, prezivljavanje i smrt stanice, upalne procese
potaknute mikroorganizmima koji otimaju splavi u svoje svrhe. Stoga ne ¢udi da su lipidne
splavi uklju¢ene u mehanizme nastanka brojnih patoloskih stanja u organizmu: Alzheimer-
ovu i Parkinsonovu bolest, anafilaksu, astmu, hipertenziju, neoplazme, S$ec¢ernu bolest,
hiperparatireoidizam, gastrointestinalne ulkuse, sepsu/septicki Sok, bakterijske i virusne

infekcije i mnoge druge bolesti i stanja (7, 63, 62).

1. 6. Gangliozidi

Naziv ,,gangliozidi* upotrebio je 1942 god. njemacki biokemicar Klenk koji je ovako nazvao

skupinu kiselih glikosfingolipida izoliranih iz ganglijskih stanica mozga bolesnika oboljelih
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od GM1 gangliozidoze poznate pod imenom amauroti¢ni idiotizam. Dvadeset godina kasnije
Kuhn i Wiegandt prvi put su opisali i prikazali kemijsku strukturu gangliozida (63).

mozga (64).

Trenutac¢no su u uporabi dvije nomenklature gangliozida. Veci broj istrazivaca se odlucuje za
krac¢u nomenklaturu po Svennerholmu koja se temelji na redoslijedu migracije ganglio serija
gangliozida metodom kromatografije (65).

Sveobuhvatniji, ali manje primjenjivan je IUPAC sustav nomenklature (58, 66, 67).

Prema Svennerholmu jezgru strukture ¢ine neutralni Seceri koji daju ime seriji gangliozida.
Kratice Secera koji ¢ine osnovni Secerni lanac su kako slijedi: D-galaktoze (Gal), D-N-acetil-
glukozamin (GIcNAC) ili D-N-acetilgalaktosamin (GalNAc). Imena kratica daju podatke o
seriji gangliozida G=ganglio ili L=lakto odnosno broju molekula Secera i broju sijalinskih
kiselina (A=0, M=1, D=2, T=3, P=4, P=5, H=6, S=7). Sijalinska kiselina (eng. sialic acid) ili
N-acetilneuraminska kiselina, NANA (eng. N-acetylneuraminic acid, NANA) moze biti
visestruko uklju¢ena na osnovnu strukturu gangliozida. Naj¢esce je sijalinski ostatak vezan za
unutarnju ili vanjsku galaktozu osnovnog lanca i to vezom a 2,3 ili vezom a. 2,8 ako se jedan
sijalinski ostatak veze na drugi.

Biosinteza gangliozida zapocinje galaktozilceramidom, a iznimka je GM4 koji se sintetizira iz
glikozilceramida. Prvo se sintetizira jednostavni gangliozid GM3 enzimom laktozilceramid
sijaliltransferazom (GM3-sintaze). Potom se stvaraju GD3 i GT3. Nastali gangliozidi su
prekursori za nastanak sloZenijih struktura a, b i ¢ serije gangliozida (68).

Glikosfingolipidi imaju amfipatski karakter. U stani¢énu membranu umetnuti su u vanjski sloj
tako da je oligosaharidni lanac izlozen prema izvanstani¢cnom mediju. Osobito ih ima u
izobilju u stani¢énim membranama neurona gdje predstavljaju 6% svih lipida.

Poznato je da gangliozidi kao ravnopravni sudionici s glikoproteinima, glikozaminoglikanima
i glikosfingolipidima ucestvuju u izgradnji glikokaliksa na povrSini stanice. Velika
heterogenost strukture gangliozida osigurava im mjesto posrednika u medudjelovanjima
proteina i lanaca oligosaharida ili ¢ak u medusobnim interakcija s drugim glikosfingolipidima
iste ili nasuprotne membrane. Danas postoji opca suglasnost da se gangliozidi ponasaju kao
»socijalne” molekule koje su uklju¢ene u modulaciju enzimskih svojstava 1 stani¢nu
signalizaciju, adheziju stanica i sortiranje proteina. Oni sudjeluju preko sijaloglikanskih
elemenata stani¢ne povrsine u prepoznavanju specificnih molekula i reguliranju aktivnosti
membranskih proteina. Tako gangliozidi GM3 (NeuSAc a 2-3Gal g 1-p 4Glc 1Cer) imaju

strukturnu i funkcijsku ulogu u mikrodomenama membrane (69, 70).
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U stanicama ljudskog mozga su pet puta vise zastupljeni u sivoj nego li u bijeloj tvari.
Ekspresija gangliozida dozivljava velike promjene tijekom neurogeneze, sinaptogeneze i
stani¢ne proliferacije (71).

Promatraju¢i mozak eksperimentalnog misa, uo¢ava se da je ukupna koli¢ina gangliozida 8
puta veca u odraslih zivotinja nego u embrija, s pomakom u sastavu od jednostavnih ka
slozenijim gangliozidima (72).

Osim u neuralnim tkivima gangliozidi su u znaCajnim koncentracijama prisutni u
ekstraneuralnim tkivima pa tako GD1 nalazimo u eritrocitima, jetri, slezeni i testisima, GM4 u
bubrezima, GM2 u kostanoj srzi, GM3 u crijevima i SSEA-4 specifi¢na serija gangliozida u

embrionalnim mati¢nim stanicama (73).

—glikoziltranferaza

GalGlc-Cer
l ——sijaliltranferaza
?akGlc—Cer —_— (I;aI-Glc-Cer — (I;al-Glc-Cer
SA  GM3 $A  GD3 $A GT3
SA ?A
1 l L |
GalNAc-(lsai-Glc-Cef GalNAc—(ISal-Glc-Cer GalNA c-(|Sal-Glc-Cer
SA GM2 SA GD2 SA GT2

l l Sa l %A
SA
Gal-GaINAc-?d-Glc-Cer Gal-GalNAc-IGal-Glc-Cer Gal-GaINAc-IGaI-GIc-Cer
SA GHK1a $A GD1b $A  GTIc

| 57|k

C|;al-GalNAc-|G al-Glc-Cer Glal-GaINAc-GaI-GIc-Cer (I;al-GaNAc-IGaI-GIc-Cer

I
SA SA  GD1a SA slsA GT1b SA SIA GQ1c
SA SIA
a-serija b-serija c-serija SA

Slika 1.2 Slika prikazuje biosintezu gangliozida a, b i c serije, modificirano prema radu Thomas-a Kolter-a Ganglioside
Biochemistry, 2012. god. Crvenim strijelicama oznacen je put djelovanja enzima sijaliltransferaze, a ruZicastim
strijelicama put djelovanja enzima glikoziltransferaze (68).
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Gangliozidi se takoder javljaju u mitohondrijima, gdje GD3 regulira apoptozu stanice (74). U
stani¢noj jezgri ukljuceni SU u ravnotezu iona kalcija (75). Kompleksi gangliozida u tkivima
nisu stabilni ve¢ se mijenjaju s diobom i rastom stanica. Zivotna dob takoder mijenja udio
gangliozida. Starenjem nastupaju promjene u sastavu mozga tako da se koli¢ina lipida
smanjuje s 1070 g po gramu mokre teZine tkiva mozga u zdravog 25-godisnjaka na 380 g u
85-godisnjaka. Unato¢ tome, koncentracija GQlb, GT1b, i GDIb gangliozida raste s
zivotnom dobi na uStrb GM1 i GD1la. U ljudskoj prehrani, sijalinska kiselina bitna je u
razvojnoj fazi mozga dijece. (76)

Razgradnja gangliozida pocinje sekvencijalnim cijepanjem jedinica monosaharida na
stani¢noj povrsini, a zatim se nastavlja u lizosomima. Nedostaci i pogreske nastale u putu
razgradnje objasnjavaju patoloska stanja odnosno ganglioidoze (Landing-ova bolest),
sfingolipidoze (Niemann-Pick-ova bolest), mukopolisaharidozu (Hurler-ova bolest), kao i niz
lizozomskih bolesti nedostatka pojedinih enzima, npr. izoenzima heksozaminidaze (Tay-
Sachs-ova bolest). Takoder neuropatija, Guillain-Barre, sindrom je koji nastaje zbog prisutnih
serumskih protutijela na gangliozidima (77, 78).

Ucinak HA na lipidne splavi istrazen je in vivo na modelu misa s isklju¢enim enzimom
(GM2/GD2 sintaze), $to dovodi do defekta u sintezi gangliozida, a kao posljedica navedenih i

do degenerativnih promjena u SZS.

1. 7. MiSevi B4galntl s isklju¢enim genom za sintezu kompleksnih gangliozida

To su miSevi sa nedostatkom enzima CMP-euAc: GM3 2 8-sialiltransferaze (GM2/GD2
sintaze) proizvedeni disrupcijom B4galntl gena delecijom i zamjenom egzona 6, egzona 7 i
djela egzona 8 sa MC1NeoPolyA kazetom (80) od Richard L. Proia, Genetics of Development
and Disease Branch, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland 20892, USA, koje smo dobili ljubaznoscu
The Scripps Reasrch Institute, La Jolla, California 92037, USA kao dio Konzorcija za
funkcionalnu glikomiku. Mis sa isklju¢enim genom B4Galntl napravljen je na genetickoj
osnovi misa C57black/6 (C57BL/6). Kod ovih miSeva se razvijaju degenerativne promjene u
sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) kao posljedica defekta u sintezi gangliozida (80). Mozak
ovih zivotinja starosti 1 mjeseca je u usporedbi s mozgom divljeg tipa miSa neSto manji, ali
morfolosi intaktan. Histoloski se u ovoj dobi zapazaju promjene u smislu upadljive

vakuolizacije spinalne i1 cerebelarne bijele tvari 1 podrucja jezgara mozdanog debla. Kod
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B4galntl miseva starosti 2-3 mjeseca zapazaju se neurodegenerativne promjene, intenzivnija
vakuolizacija bijele tvari i progresivno smanjenje mozga. Imunohistokemijskom analizom
uocava se povecana gustoca astrocita oko strukture corpus calosum i bijele tvari cerebellum.
Analizom elektronskom mikroskopijom uocCavaju se degenerativne promjene mijelinskog
sloja aksona i pojavu apoptoza stanica cerebralnog korteksa (79). Nakon osmog mjeseca
starosti ovi miSevi razvijaju znacajnu 1 progresivnu neuropatiju, deficite u refleksnim
pokretima, snazi, koordinaciji i ravnotezi. U odnosu na kontrolne grupe pokazuju progresivni
poremecaj hoda i smanjenu sposobnost propinjanja. Kre¢u se malim i oteZanim pokretima.

B4galntl starosti 12 mjeseci pokazuju znacajnu pojavu tremora i katalepsije (82).

1. 7. 1. MiSevi tretirani demijelinizacijskim spojevima

Ako se miSevi divljeg tipa hrane hranom u prahu u koju je umijesan kelator bakra kuprizon
(N, N’-bis (cikloheksil-deamino) etanediamid) u koncentraciji 0,2 % to uzrokuje tkivnu
deficijenciju bakra i demijelinizaciju (83). Bakar je esencijalni element u tragovima Koji
omogucuje funkcioniranje brojnih metaloenzima (84) kao Sto su bakar-cink superoksid
dizmutaza (CuzZnSODL1) i ceruloplazmin (85). Oligodendrociti su posebno osjetljivi na male
doze kuprizona dok druge stanice ostaju posStedene. Demijelinizaciju prati pojava mikroglije i
astroglioza. Hranjenje 0,1%-tnim kuprizonom kroz 6 tjedana ne dovodi do potpune
demijelinizacije, dok primjena 0,2%-tnog i vise kuprizona dovodi do gotovo potpune
demijelinizacije nakon 6 tjedana (86, 87). Kuprizon uzrokuje primjetnu demijelinizaciju oko
tre¢eg tjedna primjene, a gotovo 100%-tnu demijeinizaciju doseze oko 5 tjedna od pocetka

primjene (87).
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2. HIPOTEZA



Hipoteze istraZivanja

U istrazivanju smo pretpostavili:

Hlapljivi anestetici isofluran i sevofluran imaju uinke na motoricke i kognitivne
testove kod miSeva.

Hlapljivi anestetici isofluran i sevofluran imaju drugacije ucinke na motoricke i
kognitivne testove jer imaju drugacije mehanizme djelovanja.

Izlaganje zivotinja hlapljivom anestetiku sevoflurnu ili isofluranu izaziva razliku u
rezultatima motori¢kih i kognitivnih testova miSeva sa isklju¢enim genom B4Galntl u
odnosu na WT miSeve.

C57BL/6 miSevi tretirani kuprizonom (kelator bakra koji izaziva hipomijelinizaciju)
postizu drugacije rezultate na kognitivnim i motori¢kim testovima od WT miseva.
Nakon izlaganja hlapljivom anestetiku javlja se znaCajna razlika u rezultatima
motoric¢kih i kognitivnih testova izmedu C57BL/6 miSeva tretiranih kuprizonom u
odnosu na WT misSeve.

Nakon izlaganja hlapljivom anestetiku javlja se znacajna razlika u rezultatima
motoric¢kih i kognitivnih testova izmedu C57BL/6 miSeva tretiranih kuprizonom u
odnosu na miSeve sa isklju¢enim genom B4Galntl.

Razlike u rezultatima kognitivnih testova i testova motorike prije anestezije i u
postanestezijskom vremenu posljedica su promijenjenog sastava lipidnih domena, a ne

hipomijelinizacije.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj istraZivanja

Cilj je poduprijeti pretpostavku da defekt u sintezi beta-1,4-N-acetil-galaktosaminil
transferaze 1 nije samo uzrok motorickih i kognitivnih razlika zbog demijelinizacije ve¢ da
B4galntl miSevi zbog nedostatka sinteze kompleksnih gangliozida imaju specifi¢ne
fenotipske promjene koje se ne mogu objasniti samo demijelinizacijskim promjenama veé
uklju¢uju kompleksne promjene sudjelovanja gangliozida u motorickim 1 kognitivnim

funkcijama, a ove razlike pojacava djelovanje anestetika.

Cilj istrazivanja je izloziti motorickim i kognitivnim testovima prije i poslije anestezije
isofluranom i sevofluranom tri modela misa:

- WT tip misa

- mi$ sa isklju¢enim genom B4galntl

- model C57BL/6 misa tretiranog kelatorom bakra, kuprizonom

Zivotinjama ¢e se U motori¢kim i kognitivnim testovima mijeriti vrijeme latencije potrebno da

izvrSe zadanu radnju, kao i vrijeme uvoda u anesteziju i vrijeme budenja poslije anestezije.
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4. ISPITANICI, METODE | MATERIJALI



4. 1. Pokusne Zivotinje

U ispitivanje je bilo uklju¢eno Sest skupina miSeva:

* 13 miseva divljeg tipa (WT), starosti 6 mjeseci, prva kontrolna skupina;

+ 23 misa WT, starosti 3 mjeseca, druga kontrolna skupina;

* 4 misa WT, starosti 12 mjeseci, treca kontrolna skupina;

* 13 miseva B4galntl, starosti 12 mjeseci;

» 1 mi$ B4galntl, starosti 3 mjeseca;

* 16 miSeva C57BL/6, starosti 3 mjeseca, koji su kroz 19 dana hranjeni hranom u prahu
u koju je umijeSan kelator bakra, kuprizon [N, N'-bis (cikloheksil-denamino)
etanediamid] u koncentraciji od 0,2 % (87, 88, 89).

4. 1. 1. Uvjeti uzgoja miseva

Zivotinje su prije testiranja boravile u nastambi za Zivotinje Medicinskog fakulteta Osijek.
Kavezi s miSevima bili su smjeSteni su u prostoriju u kojoj se odrzava kontinuirani period
svjetlo-tama, 14 sati svjetla i 10 sati tame. Prostor je bio klimatiziran na temperaturu od
24,9°C, uz dozvoljenu frekvenciju tonova jacine ljudskog govora. Zivotinje su bile pod
nadzorom veterinara Medicinskog fakulteta Osijek. Kavezi su oznaceni identifikacijskim
karticama. Radi prepoznavanja Zivotinje su ozna¢ene urezom/rupicom na lijevom i/ili desnom
uhu metodom Univerzalnog sustava oznacavanja miSeva (89). prilog br.1.

Misevi su do laboratorija gdje ¢e biti testirani prenseni u samoventiliraju¢im prijenosnim
kavezima sa steljom. U istim kavezima boravili su tijekom pokusa. Broj miSeva u pojedinom

kavezu je bio od 2 do najvise 5 Zivotinja.

4. 1. 2. Uvjeti prilikom izvodenja pokusa

Prije pocetka pokusa zivotinje su boravile jedan sat u laboratoriju gdje ¢e biti testirati kako bi
se prilagodile novo nastalim uvjetima sredine u kojoj do tada nisu boravile. Pokusi su se
provodili popodne od 17.00 do 22.00 sati. Prostorija za pokuse je bila zamracena, osvijetljena
neonskim svjetlom, klimatizirana na temperaturu od 23,9-24 °C. Tijekom pokusa u
laboratoriju su boravili samo ispitivac i zivotinje.

19



4. 1. 3. Postupak anestezije

Za postupak inhalacijske anestezije koriSten je sustav linearno povezanih komponenti kako

slijedi:

» rezervoar kisika, cilindar u kojem je kisik stlaceni plin pod tlakom od 150 atmosfera.

+ redukcijski ventil koji reducira tlak kisika iz cilindra na radni tlak od 1 atmosfere.

» jednosmijerni ventil koji onemogucéava povrat plinova prema cilindru.

* mjerac protoka, (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) s regulacijom protoka kisika do
najvise 1000 mL.

* ispariva¢ MATRX VIP 3000 Vaporiser (proizvodaca Stoelting Co., Wood Dale, IL,
USA)-zatvorena posuda kroz koju prolazi kisik, kao nose¢i plin koji se saturira
parama hlapljivog anestetika izoflurana ili sevoflurana osiguravajué¢i zadanu
koncentraciju anestetika u smjesi izlaznog plina iz isparivaca;

+ indukcijska komora (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) je bila posuda od prozirnog
pleksiglasa u kojoj se anesteziraju miSevi, dimenzija 25x13x13 c¢m, volumena 3120
ml. Komora ima klizno pomi¢nu gornju stjenku, ventil za dopremu plinova povezan s
isparivacem i ventil za sakupljanje plinova povezan s Fluovac-Scavenger sistemom;

* Fluovac Scavenger system (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) kao apsorber
otpadnih plinova.

Na mjeracu protoka kisika bio je odabran protok kisika od 400 mL. Na isparivacu su
podesene koncentracije anestetika za indukcijsku fazu anestezije od 2 VVol% izoflurana ili 3.4
Vol% sevoflurana, a dalje je odrzavanje bilo na 1 Vol% izoflurana ili 1.7 VVol% sevoflurana.
U radu je za potrebe izofluranske anestezije koristen izofluranski ispariva¢, a za potrebe

sevofluranske anestezije izofluranski isparivac je ispran visokim protokom 100% kisika (90).

Mjera zadovoljavaju¢e dubine anestezije bilo je gaSenje refleksa uha i kada su refleks uha 1
pedalni refleks bili ugaseni smatrali smo da je postignuta dovoljna dubina anestezije. Tijekom
anestezije Zivotinje su imale oduvano spontano disanje. Zivotinja su odrzavane u anesteziji u
indukcijskoj komori u vremenu do 5 minuta. Nakon 5-te minute isparivac je postavljen u
nulti polozaj, a zivotinje su narednih 3 do 4 minute izlagane sobnom zraku do konac¢nog
budenja. Vrijeme uvoda u anesteziju i vrijeme budenja i oporavka iz anestezije je
individualno za pojedinu Zivotinju te se biljeZzi za svaku zivotinju. U trenutku potpune
budnosti zivotinje su imale prisutni pedalni refleks, refleks trzaja uha i osjet boli pri pritisku

vrha repa, tré¢ale su po kavezu u potrazi za hranom, a njuhom su istrazivale prostor u kojem su
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se nalazile. Budna zivotinja smatrala se spremnom za izvodenje kognitivnih i motori¢kih
testova (91).

Misevi su testirani prema protokolu odabranih testova prije i nakon anestezije sevofluranom
ili izofluranom. Sevofluranska anestezija je izvodena u vremenskom pomaku od najmanje 24
sata u odnosu na izofluransku anesteziju kako bi bili sigurni da se u¢inak prvog anestetika u

potpunosti izgubio.

Slika 4.1. Isparivac povezan sa indukcijskom komorom (desno) i mjerac protoka (lijevo)

4. 1. 4. Ispitivanje refleksa

Refleks dodira uha provjeravan je njeznim dodirom sa unutarnje Strane uske i
promatranjem nastalog trzaja uha. Za provjeru pedalnog refleksa (eng. pedal withdrawl
reflex) pritisnut je jastuci¢ na prednjoj ili straznjoj Sapi i promatralo se povlaci li anestezirana

Zivotinja Sapu odnosno savija li nogu (92).
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4.1.5. Protokol hranjenja C57BL/6 miSeva kuprizonom

Skupina od 16 miSeva divljeg tipa, hranjena je 19 dana hranom u prahu, na¢injenom
usitnjavanjem briketa standardne hrane za miSeve, u koju je ravnomjerno umije$an kuprizon
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) koncentracije od 0,2 %. Dvadesetog dana zapoceto je
testiranje, a istog dana je iskljuc¢ena hrana s 0,2 % kuprizon-om i uvedena hrana s 0,1 %
kuprizon-om kako bi se zadrzala krivulja hipomijelinizacije od 33% (88, 89, 93).

Na Zivotinjama su ispitvani kognitivni i motori¢ki testovi prije i poslije anestezije izofluranom
ili sevofluranom. Da bi se odrzala razina krivulje hipomijelinizacije 1 izbjegao proces

remijelinizacija svi testovi su bili provedeni kroz sedam dana.

4. 2. Mjerenje orijentacije u prostoru (test ispruzanja prednjih nogu)

U testu orjentacije u prostoru (eng. hindlimb reflex extension test) zivotinja su bile
postavljene u vertikalni polozaj u odnosu na rub stola. Glava misa je bila na visini 15 cm od
ruba stola. Mi§ je pridrzavan za rep i polako spustan tijekom 2-3 minute do ruba stola.
Promatrano je da li ¢e zivotinja spontano i samostalno ispruziti prednje noge da bi se oslonila
na rub (94). Rezultat je ocijenjen na slijede¢i nacun.

1 = da, ispruzi prednje noge

0 = ne, ne ispruzi prednje noge.
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4. 2. 1. Mjerenje snage stiska prednjih nogu

Tijekom mjerenja snage stiska prednjih nogu zivotinje su (engl. forelimb grip strength test)
postavljene tako da prednjim nogama pridrzavaju Zicu debljine 3mm, na visini 60 cm u
odnosu na podlogu. Mjerilo se vrijeme koje mi$ postigne drzeci se za Zicu sa obje prednje

noge. Najduze dozvoljeno vrijeme drzanja za zicu bilo je do 30 sekundi (94).

Slika 4.2. Test snage stiska prednjih nogu

4.2. 2. Mjerenje refleksa ispruzanja straznjih nogu

Tijekom mjerenje refleksa ispruzanja straznjih nogu (eng. hindlimb reflex extension test)
zivotinje su pridrzavane za rep u vertikalnom poloZaju kroz 10 sek. i promatran je polozaj
straznjih nogu (94). Polozaj straznjih nogu je ocjenjen ocjenama od 0 do 4 kako slijedi:

0 = jedna ili obje prednje noge su paralizirane

1 = prednje noge su polozene uz tijelo, Sape su zatvorene, a refleksi odsutni

2 = prisutna je fleksija nogu, ali su odsutni refleksi

3 = zivotinja §iri noge pod kutom manjim od 90°

4 = 7zivotinja $iri noge pod kutom ve¢om od 90°
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Slika 4.3. Mjerenje refleksa ispruzanja straznjih nogu (ocjena 1)

4. 3. Mjerenje lokomotorne aktivnosti u otvorenom polju

Kavez koji je koriSten za mjerenje lokomotorne aktivnosti (eng. photocell activity cage),
(ACTIVITI CAGE, model: Cat. 7420, UGO BASILE, COMERIO-Varese lItaly) Koristi
mikroprocesore s 16 odasiljaca i isto toliko prijemnika postavljenih jedan nasuprot drugom
oko plasti¢nog kaveza. Svako pomicanje zivotinje u dva smjera (vodoravnom i okomitom)
biljezi procesor u programiranom vremenu. Vremenski intervali individualno se mijenjaju
ovisno o zelji istraZivaca, a najkra¢i vremenski interval je 60 sekundi. Nakon zadanog
vremena na ekranu Stampaca brojcano Se zabiljezi vodoravna i okomita aktivnost Zivotinje
izmjerena infracrvenim zrakama. Komora kaveza je konstruirana tako da moze primiti jednog
ili grupu od 3-4 misa. Kavez je izradenog od prozirnog Perspex materijala dimenzija 41 x 41
x 33 cm. Gornja povrsina zatvorena je perforiranim poklopcem od istog prozirnog materijala.
Ovim testom mijeri se spontana, koordinirana, lokomotorna aktivnost i ponasanje zivotinje u
odredenim vremenima, nakon 60 sek. i nakon 240 sek. Pod spontanom aktivnosti
podrazumijeva se pokretanje Zivotinje u plasticnom kavezu u vodoravnom, odnosno

okomitom poloZaju (95, 96).
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Slika 4.4. Slika prikazuje kavez za mjerenje lokomotorne aktivnosti u otvorenom polju

4. 3. 1. Mjerenje odrZavanja na rotirajuéoj osovini

Za mjerenje odrzavanja na rotiraju¢oj osovini (engl. Rotarod) koristi se uredaj Rota-Rod
47600 (sl.4.4.). To je mikroprocesorski kontrolirana jedinica, tvrtke Ugo-Basile (Rota-Rod,
model: Cat. 47600 (Rev. 2), UGO BASILE, COMERIO-Varese Italy). Sastoji se od pet
cilindara promjera 3 cm. Cilindri su obradeni na naéin da osiguravaju optimalnu ¢vrsto¢u
drzanja Zivotinje. Sest razmaknica promjera 25 cm formiraju ukupno pet traka. Svaka traka je
Sirine 57 mm. Na ovaj nac¢in omoguceno je testiranje pet miSeva istovremeno. Na kugli¢nim
lezajevima se okrece rotor pokretan izdrzljivim istosmjernim motorom promjenjive brzine
okretanja. Brzina okretanja ne ovisi o promjenama napona, trenju i habanju. Na taj nacin
omogucava se ponavljanje testova u nepromijenjenim radnim uvjetima. Brzina ili ubrzanje
kretnji valjka su elektronski kontrolirani, a individualno se prilagodavaju ovisno o Zivotinji 1
prirodi testa. Brzina okretanja rotora moze se podesavati odgovaraju¢im izborom funkcijskih
tipki. Brzina se moZe povecéavati te tako pratiti ima li zivotinja dovoljno snage kako bi mogla
tréati 1 odrzavati ravnoteZu po pokretnoj povrSini. Za mjerenje odrzavanja misa na rotirajucoj
osovini u ovom istrazivanju koristen je mod fiksne brzine 20 rpm. uz maksimalno dozvoljeno
vrijeme na Rota-rodu tijekom uvjezbavanja do 3 minute. Ovaj mod je odabran kako bi se
izbjeglo veCe zamaranje i osigurao oporavak miSa za iduc¢e mjerenje (tri mjerenja u nizu).

Svaka Zivotinja se 3 dana prije pokusa uvjezbava na rotirajuem valjku. Takoder miSevi tipa
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B4Galntl zbog tremora i slabosti nogu ne bi mogli izdrzati duze vrijeme vece brzine.
Misevima se tijekom samog pokusa dozvoljava maksimalno trajanje Kretanja po Rota-rodu do
5 minuta. pri fiksnoj brzini od 20 rpm. Tijekom testiranja u trenutku kada zivotinja padne s
rotiraju¢eg valjka polugica aktivira svjetlosni senzor i tako registrira vrijeme latencije do
trenutka pada zivotinje. Vrijeme latencije pri fiksnoj brzini valjka postignuto do trenutka pada

zivotinje uzima se kao mjera odrzavanja ravnoteze i koordinacije pokreta (97, 98).

Slika 4.5. Uredaj Rota-Rod 47600 za mjerenje odrzavanja na rotirajucoj osovini

4. 4. Protokol izvodenje testova pamcéenje

4. 4. 1. Modificirani Lashley 111 labirint

Labirint ¢ini kavez od pleksiglasa unutar kojeg je konstrukcija labirinta. Stjenke labirinta su
izradene od stiropora prema shemi kao $to je prikazano (slika 4.6.). Misevi u ovom testu se u
potrazi za hranom Koriste pamcenjem i njuhom. 24 sata prije ukidanja hrane miSevima se
ponudi hrana za testiranje (1-2 kukuruzne Zitne pahuljice). Nakon 24 sata uskrati se sva hrana,
osim stelje i vode, u trajanju od 32 sata, nakon ¢ega slijedi test u labirintu. Kako bi upoznali
labirint, 24 sata prije pokusa i neposredno prije pokusa, miSevi koji su iz istog kaveza,

stavljaju se u labirint u kojem borave 20 min. Mi$ prije testa njusi zitnu pahuljicu, koja se
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potom sakrije u labirintu, a Zivotinji se daje Sansa 4 puta po 10 min za pronalaZenje hrane
odredenom putanjom (slika 4.6.). Uvjezbanom miSu se jo$ jednom mjeri vrijeme za
pronalaZzenje hrane neposredno prije anestezije. Nakon anestezije potpuno budan mi$ stavlja
se u labirint. Testiranje traje najduze 15 min. Cilj je da zivotinja pronade hranu. Vrijeme
potrebno za aktivno pronalazenje hrane je vrijeme latencije i ono je mjera ovoga testiranja.

Hana koju mi$ pronade ujedno je i nagrada za uspjesno obavljen test (99).

T
‘;
v

| vmvm}

Slika 4.6. Modificirani Lashley Il labirint

4. 4. 2. Mjerenje pasivnog izbjegavanja

Mijerenje pasivnog izbjegavanja (eng. Passive avoidance task) provodi se u kavezu za
treniranje (PASSIVE AVOIDANCE, model: Cat. 7550, UGO BASILE, COMERIO-Varese
Italy) koji se sastoji od pravokutnog kaveza podijeljenog u dva odjeljka. Jedan je svijetli
odjeljak, osvijetljen sa Zaruljom iznad odjeljka, a drugi je tamni odjeljak i takav ostaje do
kraja testiranja. Odjeljci su odvojeni s giljotinskim vratima. Vrata se automatski zatvaraju
kada mi$ ude u tamni odjeljak. U trenutku ulaska misa u tamni odjeljak kroz pod nacinjen od
ziCanih reSetki prode kratkotrajni strujni udar koji mi§ osjeti na Sapama. Test pasivnog
izbjegavanja ispituje strah i motivaciju. Izbjegavanjem zadatka mi§ se uci sigurnijem

ponasanju odnosno suzdrzavanju od prolazenja kroz vrata u tamnu prostoriju gdje slijedi
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kaznjavanje. U prirodi ponaSanja miSa je da istrazuje, ulazi u tamne prostore i skriva se.
Latencija tj vrijeme do ulaska u prostoriju za kaznjavanje sluzi kao pokazatelj vremena
odgadanja instinktivne reakcije.

Kao vrijeme latencije biljezi se vrijeme spuStanja vrata i ulaska miSa u tamni odjeljak.
Jednom kada mi$ ude u tamni odjeljak, a giljotinska vrata se zatvore, mi§ se ponovo vraca u
kavez u kojem je boravio.

Prije prvog mjerenja mi$§ se treba uvjezbati tako da se kroz 30 sek. privikne na prostor
svijetlog odjeljka i usmjeri prema giljotinskim vratima i ude u tamni odjeljak. Nakon 30
sekundi vrata se otvore kako bi se dopustilo misu da slobodno istrazuje. Kada mi$ ude u tamni
odjeljak sa sve Cetiri Sape giljotinska vrata se zatvore. Kao vrijeme latencije biljezi se vrijeme
spuStanja vrata i ulaska miSa u tamni odjeljak. Samo 3 sekunde nakon §to se vrata zatvore
uslijedi blagi strujni udar od 0,5 mA u trajanju od 2 sekunde. 30 sekundi nakon strujnog udara
mis se vraca u kavez u kojem je boravio.

Prvo mjerenje slijedi 24 sata nakon dana uvjezbavanja. Mi$ se vraca u svijetli odjeljak i
usmjeri se prema giljotinskim vratima i tamnom odjeljku. Nakon 5 sekundi vrata se otvore, a
misu se dozvoli da ude u tamni odjeljak sa sve Cetiri Sape. Kada mi$ ude giljotinska vrata se
zatvore. Kao vrijeme latencije biljezi se vrijeme spuStanja vrata i ulaska miSa u tamni
odjeljak. Samo 3 sek. nakon $to se vrata zatvore uslijedi manji strujni udar jacine do 0,5 mA u
trajanju od 2 sek. Nakon 30 sekundi po strujnom udaru mis se vraca u kavez u kojem je
boravio.

Prvo se ispituje kratkoro€no pamcenje, a nakon 15 dana postupak se ponavlja za dugorocno
pamcenje, ali bez prethodnog ucenja i uvjezbavanja Zivotinje. Pokus je potrebno uciniti prije

anestezije i nakon anestezije izofluranom ili sevofluranom (100, 101).

4. 5. Priprema tkiva za imunohistokemijsku analizu i imunohistokemijska analiza

Eutanazija je u¢injena u skladu s eti¢kim principima uz odobrenje (broj: 2158-61-07-12-38)
Etickog povjerenstva za istrazivanja Medicinskog fakulteta SveuciliSta JJ Strossmayera u
Osijeku, a uz postivanje svih etickih nacela prema odredbama Zakona o dobrobiti Zivotinja:

,,Zastita Zivotinja za pokuse 1 druga znanstvena istrazivanja, poglavlje XIII; 1999 god.*

Zivotinje su prije Zrtvovanja duboko anestezirane pomoc¢u dva anestetika — Ketanest (Pfizer,

Germany) ubrizgan peritonealno u koncentraciji od 30 mg/kg te drugi inhalacijski sevofuran
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(Baxter, Deerfield, IL, USA). Zivotinjama je napravljena kardijalna perfuzija najprije s 0,1 M
otopinom PBS-a (fosfatni pufer, engl. phosphate buffer saline), a zatim je s 4%-tnim
paraformaldehidom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) otopljenim u 0,1 M otopini PBS-a i s
podesenom pH vrijednosti na 7,4. Nakon disekcije mozgovi su fiksirani 24 sata na +4°C u
4%-tnom paraformaldehidu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) u 0,1 M PBS-u, pH 7,4. Nakon
toga su krioprotektirani kroz 24 sata u otopini 10% saharoze u 0,1 M PBS-u na +4°C te jo$ 24
sata u 20% saharozi, takoder na +4°C. Uzorci su smrznuti u 2-metilbutanu (Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO, USA) na -80°C te su pohranjeni na istoj temperaturi do daljnje obrade.
Smrznuti uzorci mozgova namijenjeni imunohistokemijskoj metodi izrezani su na kriostatu
(Leica, CM3050S, Germany) u koronarnom smjeru, na debljinu od 35 um. Za detekciju
kompleksnih gangliozida (GM1, GDla, GDIb 1 GTl1b) koriStena su visokospecifi¢na
monoklonska protutijela IgG klase proizvedena u miSevima s iskljuenim genom za enzim
UDP-N-acetil-D-galaktozamin:GM3/GD3 (N-acetil-D-galaktozaminil-transferaza ili GM2-
sintaza(102, 103). Kod ovog misa ne dolazi do sinteze kompleksnih gangliozida. Protutijela
su poklon prof. dr. sc. Ronalda L. Schnaara.

Imunohistokemijska analiza provedena je i primjenom monoklonskih protutijela NeuN
(Chemicon, Temecula, CA, USA) specificnim za DNA vezujuci, neuron specifi¢ni protein, u
svrhu utvrdivanja opée morfologije tkiva te laminacije korteksa. Protutijela SMI 311
(Stenberg Monoclonals, Baltimore, MD, USA) - detektira nefosforilirane neurofilamente
karakteristi¢ne za tijela neurona i dendrite te SMI 312 (Stenberg Monoclonals, Baltimore,
MD, USA)-generalni marker svih aksona koji prepoznaje fosforilirani epitop na
neurofilamentima aksona, upotrijebljena su u svrhu utvrdivanja polozaja sustava vlakana i
ukupne koli¢ine fosforiliranih epitopa u njima. Opcenito je poznato da tijekom mijelinizacije
raste koli¢ina forsoriliranih epitopa na neurofilamentima aksona pa su ova dva markera
upotrijebljena i za detekciju stupnja demijelinacije postignute kuprizonom, odnosno za
detekciju slijeda defosforilacije na razli¢itim sustavima vlakana. Nadalje, koriStena su i
monoklonska protutijela koja detektiraju glikoprotein pridruzen mijelinu (MAG, engl.
myeline associated glycoprotein) (Chemicon, Temecula, CA, USA) i mijelinski bazi¢ni
protein (MBP, engl. myelin basic protein) (QED Bioscience Inc., San Diego, CA, USA) te
monoklonsko protutijelo koje detektira enzim fosfodiesterazu ciklickih nukleotida (CNPase,
prema engl. 2',3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodi-esterase) koju u visokim koncentracijama
eksprimiraju mladi oligodendrociti u odraslom srediS$njem ziv€anom sustavu te Schwannove

stanice u perifernom zivéanom sustavu (104).
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Zbog ove specificne stani¢ne ekspresije, CNP se prepoznaje kao specificni marker za ove
dvije vrste glija stanica koje proizvode mijelin, ali je u naSem slucaju prije svega koristen zato
da bi utvrdili postojanje pokusSaja remijelinizacije tijekom davanja kuprizona. MAG, MBP i
CNP su markeri mijeliniziranih aksona i njihovom upotrebom imali smo namjeru utvrditi op¢i
stupanj demijelinizacije kod miseva divljeg tipa tretiranih kuprizonom.

Imunohistokemija je radena na slobodno plutajuéim rezovima koji su pretretirani u 1%
otopini vodikovog peroksida (Kemika, Zagreb) u 0,1M PBS-u kako bi se uklonila aktivnost
endogenih peroksidaza. Nespecifi¢no vezanje protutijela blokirano je otopinom 1% govedeg
serumskog albumina (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) i 5% kozjeg seruma (Gibco,
Invitrogen Auckland, NZ) u 0,1M PBS-u tijekom 2 sata na +4°C i uz neprekidno treskanje.
Inkubacija u primarnom protutijelu trajala je preko no¢i na +4°C uz neprekidno treskanje. Sva
primarna protutijela pripremljena su u otopini za blokiranje, a koriStena su u slijede¢im
omjerima: anti-GM1, 1:3000; anti-GD1a, 1:10000; anti-GD1b, 1:10000; anti-GT1b, 1:3000;
NeuN, 1:2000; SMI 311, 1:5000; SMI 312 1:5000; anti-MAG, 1: 500; anti-MBP, 1:500; anti-
CNPase, 1:500. Nakon inkubacije u primarnom protutijelu rezovi su tri puta isprani u
pothladenom 0,1M PBS te inkubirani u sekundarnom protutijelu kroz 4 sata na +4°C uz
neprekidno treskanje. Kao sekundarno protutijelo koriSten je biotinilirani kozji anti-misji IgG
(Jackson Immunoresearch lab., West Grove, PA, USA) razrijeden u omjeru 1:500 u otopini za
blokiranje. Nakon toga rezovi su isprani 3 puta po 10 minuta u pothladenom 0,1M PBS i
prebaceni u tercijarni kompleks, Vector Elite kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA), pripremljen u skladu s uputama proizvodaca. Ovaj tercijarni kompleks se sastoji od
avidina i biotinilirane peroksidaze te se zbog toga prije upotrebe treba prekonjugirati u otopini
za blokiranje u trajanju od oko pola sata. U tercijarnom protutijelu rezovi su inkubirani 2 sata
na +4°C uz neprekidno treskanje. Rezovi su ponovno isprani, a potom su razvijeni
precipitiraju¢im supstratom Vector DAB Substrate Kit (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) pripremljen u skladu s uputama proizvodaca. Pozitivna reakcija vidi se kao smede
do sivo obojenje na mjestima gdje je doslo do vezanja primarnog protutijela.

Preparati su jo§ jednom isprani s 0,1M PBS-om, a potom su iz destilirane vode navuceni na
predmetna stakalca, osuseni, skenirani NikonScan skenerom te slikani mikroskopom (Carl
Zeiss, Germany. Slike su obradene 1 pripremljene za tisak programima Photoshop 1

CorelDraw.
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4. 6. Statistika

Normalnost distribucije testirana je Kolmogorov-Smirnov testom. Razlika medu
pojedina¢nim grupama analizirana je Mann-Whitney U testom. Za usporedbu razlike
ponavljanih mjerenja unutar pojedine skupine koristen je Wilcoxonov t-test. Passive
avoidance task analiziran je Kaplan-Meier analizom i Logrank testom (105) te ANOVA

ponavljanim mjerenjem i Bonferroni post hoc korekcijom.
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5. REZULTATI



5. 1. Rezultati Razlike u vremenu indukcije u anesteziju i budenja iz anestezije

Indukcija u anesteziju

WT misevi stari 3 mjeseca imaju znacajno krace vrijeme indukcije izofluranom od WT
miSeva starosti 12 mjeseci (p=0,006), (SI.5.1.**).

WT miSevi starosti 6 mjeseci imaju znacajno kraée vrijeme indukcije izofluranom od WT
miSeva starosti 12 mjeseci (p=0,003), (SI.5.1.%**).

Misevi WT hranjeni kuprizonom starosti 3 mjeseca imaju znacajno duze vrijeme indukcije
izofluranom (p<0,001), (SI1.5.2.*) i sevofluranom (p<0,001), (S1.5.2.*) od WT miSeva starosti
3 mjeseca.

B4galntl miSevi starosti 12 mjeseci imaju znaéajno krace vrijeme indukcije izofluranom od
WT miSeva starosti 12 mjeseci (p=0,003), (S1.5.2.%*).

B4galntl misevi imaju znacajno krace vrijeme indukcije u anesteziju izofluranom (p<0,001),

(S1.5.2.****) j sevofluranom (p<0,001) od WT miseva hranjenih kuprizonom, (S1.5.2.%****),

Budenje iz anestezije

WT miSevi stari 3 mjeseca imaju znacajno kraée vrijeme budenja nakon anestezije
sevofluranom (p=0,014), (S1.5.1.) od WT miSeva starosti 12 mjeseci .

Naprotiv WT misevi stari 6 mjeseci imaju znacajno duze vrijeme budenja iz anestezije nakon
anestezije izofluranom od WT miSeva starosti 12 mjeseci (p=0,003), (SI.5.1.).

B4galntl miSevi starosti 12 mjeseci imaju duze vrijeme budenja nakon anestezije izofluranom
od WT miseva starosti 12 mjeseci (p=0,023), (S1.5.2.).

B4galntl miSevi imaju znacajno krace vrijeme budenja nakon anestezije sevofluranom od WT

miSeva starosti 12 mjeseci, (S1.5.2.%%*%),
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Slika 5.1 Indukcija u anesteziju i budenje iz anestezije izofluranom ili sevofluranom za miseve WT starosti 3, 6 i 12
mjeseci.* WT 3 mj. nasuprot WT 6 mj., izofluran, (p<0,001). ** WT 3 mj. nasuprot WT 12 mj., izofluran, (p=0,006). ***
WT 6 mj. nasuprot WT 12 mj., izofluran, (p=0,003)
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Slika 5.2 Indukcija i budenje iz anestezije izofluranom ili sevofluranom, miSeva WT starosti 3 i 12 mj., miSeva hranjenih
kuprizonom i B4galintl. * WT 3 mj. nasuprot misevima hranjenim kuprizonom; indukcija izofluranom (p<0,001) i
sevofluranom (p<0,001).** WT 12 mj. nasuprot B4galnt112mj; indukcija izofluranom, (p=0.003). *** WT 12 mj.
nasuprot B4gaint112mj; budenje sevofluran. **** WT hranjeni kuprizonom nasuprot B4galntl 12mj; indukcija

izofluranom, (p<0,001). ***** WT hranjeni kuprizonom nasuprot B4galnt112mj; indukcija sevofluranom, (p<0,001).



5. 2. Rezultati testiranja orijentacije u prostoru (test ispruZanja prednjih nogu)

Sve ispitivane skupine miSeva ocjenjene su ocjenom 1 $to znaci da uspjesno ispruzaju prednje
noge prije anestezije, nakon anestezije izofluranom te nakon anestezije sevofluranom. Nema
znacCajne razlike u refleksu ispruzanja prednjih nogu izmedu WT miSeva starosti 3 mjeseca,
WT miSeva starosti 6 mjeseci 1 WT miSeva starosti 12 mjeseci prije anestezije, nakon
anestezije izofluranom te anestezije sevofluranom. Nema razlike u refleksu ispruzanja
prednjih nogu izmedu WT miSeva hranjenih kuprizonom starosti 3 mjeseca i WT miseva
starosti 3 mjeseca. Nema znaCajne razlike u refleksu ispruzanja prednjih nogu izmedu
B4galntl miSeva starosti 12 mjeseci i WT miSeva starosti 12 mjeseci niti izmedu B4galntl
miseva 1 miSeva hranjenih kuprizonom prije anestezije, nakon anestezije izofluranom i

anestezije sevofluranom.

5. 3. Rezultati testova ispitivanja motorike prije i poslije anestezije

5. 3. 1. Rezultati mjerenja Refleksa ispruzanja straznjih nogu

Nema znacajne razlike u refleksu ispruzanja straznjih nogu izmedu WT miSeva starih 3
mjeseca i WT miSeva starih 6 mjeseci 1 WT miSeva starosti 12 mjeseci prije anestezije, nakon
anestezije izofluranom i nakon anestezije sevofluranom. WT miSevi starosti 3 mjeseca imaju
znacajno manju ocjenu ispruzanja straznjih nogu prije uvoda u anesteziju 1 nakon izlaganja
izofluranom (p<0,001) i sevofluranom (p<0,001), (S1.5.3.). Postoji znacajna razlika u refleksu
ispruzanja straznjih nogu izmedu miSeva hranjenih kuprizonom starosti 3 mjeseca 1 WT
miSeva starth 3 mjeseca prije izlaganja anesteziji, (S1.5.4.*). MiSevi hranjeni kuprizonom
postiZzu znacajno manju ocjenu ispruzanja straznjih nogu. B4galntl miSevi postizu znacajno
manju ocjenu ispruzanja straznjih nogu od WT miSeva starosti 12 mjeseci nakon izlaganja
izofluranom (p=0,006), (SI1.5.4.**) i sevofluranom (p=0,017), (SI1.5.4.***), ali ne prije
izlaganja anesteziji. B4galntl miSevi postizu znac¢ajno manju ocjenu ispruzanja straznjih nogu
prije anestezije (p=0.003), (SI.5.4.****), nakon uvoda u anesteziju izofluranom (p<0,001),
(S1.5.4.%****) | sevofluranom (p<0,001), (S1.5.4.*%*****) od miSeva hranjenih kuprizonom.
Misevi hranjeni kuprizonom imaju znacajno manju ocjenu ispruzanja straznjih nogu nakon
izoflurana (p=0,009) i sevoflurana (p=0,001), (SI.5.4.). B4galntl misevi takoder imaju
znaajno manju ocjenu ispruzanja straznjih nogu nakon izoflurana (p=0,001) i sevoflurana

(p=0,001), (SI.5.4.).
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Slika 5.3 Ocjena ispruzanja straznjih nogu prije i nakon anestezije izofluranom ili sevofluranom kod miseva WT starosti 3,
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Slika 5.4 Ocjena ispruzanja straznjih nogu prije i nakon anestezije izofluranom ili sevofluranom kod miseva WT starosti 3 i
12 mj., miSeva hranjenih kuprizonom i B4galnt1. * WT 3 mj. nasuprot hranjeni kuprizonom, prije anestezije. ** WT 12
mj., nasuprot B4gaintl 12mj, izofluran, (p=0,006). *** WT 12 mj., nasuprot B4galintl 12mj, sevofluran, (0,017). ****
hranjeni kuprizonom nasuprot B4galnt1, prije anestezije, (p=0,003). ***** hranjeni kuprizonom nasuprot B4gainti,

izofluran, (p<0,001). ****** hranjeni kuprizonom nasuprot B4gaint1, sevofluran, (p<0,001)



5. 3. 2. Rezultati testa snage stiska prednjih nogu

WT misSevi starosti 3 mjeseca znac¢ajno duze mogu se odrzati prednjim nogama od WT
miseva starosti 6 mjeseci prije anestezije (p=0,001), ali znacajno krace nakon anestezije
izofluranom (p=0,029), (SI.5.5.*) i sevofluranom (p=0,007), (S1.5.5.**). WT misevi starosti 3
mjeseca imaju znacajno duze vrijeme drzanja prednjim nogama prije anestezije od WT
miSeva starosti 12 mjeseci, (S1.5.5.%**), WT misSevi starosti 6 mjeseci znacajno se duze mogu
odrzavati prednji nogama od WT miSeva starosti 12 mjeseci nakon izlaganja izofluranu

(p=0,034), (SI.5.5.) i sevofluranu (p=0.001), (S1.5.5.****),
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Slika 5.5 Vrijeme drZanja prednjim nogama za Zicu kod miSeva WT starosti 3, 6 i 12 mj. * WT 3 mj. nasuprot WT 6 mj.,
izofluran, (p=0,029). ** WT 3 mj. nasuprot WT 6 mj., sevofluran, (p=0,007). *** WT 3 mj. nasuprot WT 12 mj., prije

anestezije. **** WT 6 mj. nasuprot WT 12 mj., sevofluran, (p=0,001)

Misevi hranjeni kuprizonom starosti 3 mjeseca imaju znacajno krace vrijeme odrZanja
prednjim nogama od WT miseva starosti 3 mjeseca prije anestezije (p<0,001) i nakon
anestezije izofluranom (p=0,032), (SI.5.6.*). B4galntl misevi starosti 12 mjeseci znacajno se
krac¢e mogu odrzati prednjim nogama prije anestezije (p=0,003), nakon izoflurana (p=0,003) i
nakon sevoflurana (p=0,033) od WT miseva starosti 12 mjeseci, (SI.5.6.**). B4galntl misevi

znacajno se krace odrzavaju prednjim nogama prije anestezije (p<0,001), nakon izlaganja
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izofluranu (p<0,001) i sevofluranu (p=0,004) od miSeva hranjenih kuprizonom, (SI.5.6.***).
WT miSevi starosti 3 mjeseca imaju znacajno kraée vrijeme odrzanja prednjim nogama prije
anestezije i nakon anestezije izofluranom (p<0,001) i sevofluranom (p=0,001), (SI.5.6.).
Misevi hranjeni kuprizonom imaju znacajno krace vrijeme odrzanja prednjim nogama prije
anestezije i nakon anestezije izofluranom (p<0,002) i sevofluranom (p=0,026), (SI.5.6.).
B4galntl miSevi imaju znacajno krace vrijeme odrzavanja prednjim nogama prije anestezije i

nakon izlaganja izofluranu (p=0,018), (SI.5.6.).
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Slika 5.6 Vrijeme drzanja prednjim nogama za Zicu kod miseva WT starosti 3 i 12 mj., miSeva hranjenih kuprizonom i
B4galnt1 12mj. * WT 3mj. nasuprot hranjeni kuprizonom, prije anestezije (p<0,001), isofluran (p=0,032). ** WT 12 mij.
nasuprot B4gaintl1, prije anestezije i izofluran (p=0,003), sevofluran (p=0,033). *** WT 3 mj. nasuprot B4gaint1, prije

anestezije i izofluran (p<0,001), sevofluran (p=0,004)

5. 3. 3. Rezultati testa odrZavanje na rotirajucoj osovini

Primijecena je znacajna razlika (p<0,001) izmedu vremena odrzanja na rotirajucoj 0Sovini
WT miSeva starosti 3 mjeseca i WT miSeva starosti 12 mj nakon indukcije izofluranom,
(SL5.7.*). WT miSevi starosti 12 mjeseci se znacajno kra¢e mogu drzati na rotirajucoj
osovini. Sli¢na razlika primijecena je izmedu vremena odrzanja na rotiraju¢oj osovini WT

miSeva starosti 6 mjeseci i WT miSeva starosti 12 mjeseci (p=0,003), (SI.5.7.%*).
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Slika 5.7 Vrijeme odrzavanja na rotirajucoj osovini kod WT miSeva starosti 3, 6 i 12 mj. prije anestezije i nakon anestezije

izofluranom ili sevofluranom. * WT 3mj. nasuprot WT 12 mj. (p<0,001). ** WT 6 mj. nasuprot WT 12 mj. (p=0,003)

Postoji znacajna razlika u vremenu odrzanja WT miSeva starosti 6 mjeseci prije anestezije i
nakon aanestezije izofluranom (p=0,028) i vremenu odrzanja na rotiraju¢oj osovini prije
anestezije i nakon anestezije sevofluranom (p=0,008), (S1.5.7.). Takoder je primijecena
znacajna razlika u vremenu drzanja na rotirajuc¢oj osovini B4galntl miSeva prije anestezije i
nakon anestezije izofluranom (p=0,001) te prije anestezije i nakon anestezije sevofluranom
(p=0,001), (SI.5.8.).

MiSevi hranjeni kuprizonom starosti 3mjeseca postizu znacajno duZe vrijeme odrZanja na
rotirajucoj osovini od WT miSeva starosti 3 mjeseca prije anestezije (p<0,001), nakon
anestezije izofluranom (p=0,049) i sevofluranom (p=0,003), (SI.5.8.*). B4galntl miSevi
starosti 12 mjeseci postizu znacajno krace vrijeme odrzanja na rotirajuc¢oj osovini od WT
miseva starosti 12 mjeseci prije anestezije (p=0,003), nakon anestezije izofluranom (p=0,039)
I nakon anestezije sevofluranom (p=0,001), (S1.5.8.**). MiSevi hranjeni kuprizonom postizu
znaajno duze vrijeme odrzanja od B4galntl miSeva prije anestezije, nakon anestezije

izofluranom i nakon anestezije sevofluranom (p=0,003), (S1.5.8.***).
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Slika 5.8 Vrijeme odrZavanja na rotirajucoj osovini kod Wt miSeva starosti 3 i 12 mj., miSeva hranjenih kuprizonom i
B4galint1 prije anestezije i nakon anestezije izofluranom ili sevofluranom. * WT 3 mj. nasuprot miseva hranjenih
kuprizonom prije anestezije (p<0,001), izofluran (p=0,049), sevofluran (p=0.003). ** WT 12 mj. nasuprot B4gaintl 12 mj.
prije anestezije (p<0,003), izofluran (p=0,039), sevofluran (p=0,001). *** B4gaintl 12 mj. nasuprot miSeva hranjenih

kuprizonom, prije anestezije, isofluran i sevofluran (p=0,003)

5. 3. 4. Rezultati mjerenja lokomotorne aktivnosti u otvorenom polju

Kod WT miSeva starosti 12 mjeseci nema znacajne razlike u broju horizontalnih i vertikalnih
u 1. 1 4. minuti pokreta prije anestezije i nakon izlaganja izofluranu i sevofluranu. MiSevi
hranjeni kuprizonom imaju znacajno manje horizontalnih pokreta prije anestezije i nakon
izlaganja izofluranom (S1.5.9.). B4galntl miSevi imaju prije anestezije i nakon anestezije
izofluranom znacajno manje horizontalnih pokreta u 1. (p=0,002) i 4. (p=0,002) minuti
(S1.5.9.). Kod B4galntlmiseva znacajno je veci broj horizontalnih pokreta u 1. (p=0,001) i 4.
(p=0.001) minuti nakon anestezije sevofluranom nego anestezije izofluranom (SI.5.9.).
B4galntl misevi starosti 12 mjeseci imaju prije anestezije znacajno manje horizontalnih
pokreta u 4. minuti (p=0,024) od WT miseva starosti 12 mjeseci (SI.5.9.***). B4galntl

misevi imaju prije anestezije znacajno manje horizontalnih pokreta u 1. (p=0,002) i 4.

1. 40



(p<0,001) minuti od miSeva hranjenih kuprizonom (S1.5.9.%***) Takoder B4galntl misevi
imaju nakon primjene izoflurana znacajno manje horizontalnih pokreta u 1. (p<0,001) i 4.
(p<0,001) minuti od miSeva hranjenih kuprizonom (S1.5.9.). Nakon primjene sevoflurana
B4galnt misevi imaju paradoksalno vise horizontalnih pokreta u 1. (p=0,004) minuti (SI.5.9.).
Misevi hranjeni kuprizonom nakon anestezije sevofluranom imaju znacajno manje
horizontalnih pokreta u 1. (p=0,001) i 4. minuti (p=0,005) od WT miseva starosti 3 mjeseca
(S1.5.9.%%).
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Slika 5.9 Broj horizontalnih pokreta u prvoj i ¢etvrtoj minuti kod miSeva WT 3 i 12 mj., hranjenih kuprizonom i B4gaint1.
(H1-horizontalni pokreti u prvoj minuti, H4-horizontalni pokreti u cetvrtoj minuti) * WT 3 mj. nasuprot hranjeni
kuprizonom, H1, nakon izoflurana, (p=0,001). ** WT 3 mj. nasuprot hranjeni kuprizonom, H4, nakon sevoflurana,
(p=0,005). *** WT 12 mj. nasuprot Bdgaintl, H4, prije anestezije, (p=0,024). **** Bd4galntl nasuprot hranjeni
kuprizonom, prije anestezije, H1 (p=0,002); H4 (p<0,001). H1 (horizontalni pokreti u 1. min.). H4 (horizontalni pokreti u 4.

min.)

WT misSevi starosti 3 mjeseca imaju prije anestezije znacajno viSe vertikalnih pokreta u 1.
(p=0,024) i 4. (p=0,021) minuti od WT miseva starosti 6 mjeseci (S1.5.10.). WT misevi
starosti 3 mjeseca imaju nakon anestezije sevofluranom znacajno vise vertikalnih pokreta u 1.
(p=0,011) i 4. minuti (p<0,001) (S1.5.10.). WT miSevi starosti 3 mjeseca imaju prije anestezije
znacajno manje vertikalnih pokreta u 4. minuti (p=0,002) (SI.5.10.*). WT miSevi starosti 6
mjeseci imaju znacajno manje vertikalnih pokreta u 4. minuti prije anestezije (p=0,003)

(S1.5.10.%*). WT misSevi starosti 6 mjeseci imaju znacajno vise vertikalnih pokreta u 4. minuti
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nakon primjene izoflurana (p=0,041) i sevoflurana (p=0,008) (SI.5.10.). WT miSevi starosti 3
mjeseca imaju znacajno manje vertikalnih pokreta u 1. (p=0,004) i 4. (p<0,001) minuti prije
anestezije i nakon izlaganja izofluranom (S1.5.10.). WT miSevi starosti 6 mjeseci imaju
znacajno manje vertikalnih pokreta u 1. (p=0,002) i 4. (p=0,001) minuti prije anestezije i
nakon anestezije izofluranom (S1.5.10.).
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Slika 5.10 Broj vertikalnih pokreta u prvoj i cetvrtoj minuti kod miseva WT 3, 6 i 12 mj. (V1-vertikalni pokreti u prvoj
minuti, V4-vertikalni pokreti u ¢etvrtoj minuti) * WT 3 mj. nasuprot WT 12 mj., prije anestezije, V4 (p=0,002) ** WT 6 mj.
nasuprot WT 12 mj., prije anestezije, V4 (p=0,003). V1 (vertikalni pokreti u 1. min.). V4 (vertikalni pokreti u 4. min.).

WT misevi starosti 3 mjeseca imaju znacajno manje vertikalnih pokreta u 1. (p<0,001) i 4.
(p<0,001) minuti prije anestezije i nakon anestezije sevofluranom (SI.5.11.). Misevi hranjeni
kuprizonom starosti 3 mjeseca imaju prije anestezije znacajno vise vertikalnih pokreta u 4.
minuti (p=0,047) i znacajno viSe vertikalnih pokreta u 1. (p=0,006) i 4. (p=0,002) minuti
nakon primjene izoflurana (SI.5.11.). B4galntl miSevi starosti 12 mjeseci imaju znacajno
manje vertikalnih pokreta u 4. minuti (p=0,003), (S1.5.11.%) prije anestezije i znaajno manje
vertikalnih pokreta u 4. minuti (p=0,009), (SI1.5.11.) nakon primjene izoflurana nasuprot WT
misevima starosti 12 mjeseci. B4galntl miSevi imaju prije anestezije znacajno manje
vertikalnih pokreta u 1. (p<0,001) i 4. (p<0,001) minuti od miSeva hranjenih kuprizonom
(S1.5.11.**). B4galntl misevi Starosti 12 mjeseci imaju znac¢ajno manje vertikalnih pokreta u
1. (p<0,001) i 4. (p=0,002) minuti od miSeva hranjenih kuprizonom nakon primjene

izoflurana (S1.5.11.). Nakon primjene sevoflurana B4galnt misevi imaju znacajno manje
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vertikalnih pokreta u 1. (p=0,010) i 4. minuti (p=0,010) (SI.5.11.). MisSevi hranjeni
kuprizonom imaju znacajno manje vertikalnih pokreta u 1. (p=0,004) i 4. (p<0.001) minuti
prije anestezije i nakon izlaganja izofluranom (SI1.5.11.). B4galntl misevi imaju znacajno
manje vertikalnih pokreta u 1 (p=0,002) i 4. (p=0,001) minuti prije anestezije i nakon
anestezije izofluranom (S1.5.11.). B4galntl misevi imaju znacajno manje vertikalnih pokreta
u 1. (p=0,003) i 4. (p=0,009) minuti prije anestezije i nakon anestezije sevofluranom
(S1.5.11.).
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Slika 5.11 Broj vertikalnih pokreta u prvoj i cetvrtoj minuti kod miSeva WT starosti 3 i 12 mj., miSevi hranjenih
kuprizonom i B4galnt1.* WT 12 mj. nasuprot B4galnt1, prije anestezije, V4 (p=0,003) ** Misevi hranjeni kuprizonom

nasuprot B4galnt1, prije anestezije, V4 (p<0,001)

WT miSevi starosti 3 mjeseca imaju prije anestezije znacajno vise horizontalnih pokreta u 1.
minuti (p=0,019) od WT miSeva starosti 6 mjeseci (S1.5.12.*%). WT miSevi starosti 3 mjeseca
imaju nakon anestezije sevofluranom znacajno vise horizontalnih pokreta u 1. (p=0,022) i 4.
minuti (p=0,017) (S1.5.12.**). WT misevi starosti 3 mjeseca imaju nakon anestezije
izofluranom znacajno vise horizontalnih pokreta u 1. minuti (p=0,029) od WT miSeva starosti
12 mijeseci (S1.5.12.). WT miSevi starosti 3 mjeseca imaju znacajno manje horizontalnih
pokreta u 1. (p=0,001) i 4. (p=0,001) minuti prije anestezije i nakon anestezije izofluranom
(S1.5.12.). WT miSevi starosti 3 mjeseca imaju znac¢ajno manje horizontalnih pokreta u 4.

(p=0,025) minuti prije anestezije i nakon anestezije sevofluranom (S1.5.12.). WT misevi
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starosti 6 mjeseci imaju znacajno manje horizontalnih pokreta u 4. minuti (p=0,002)
(S1.5.12.).
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Slika 5.12 Broj horizontalnih pokreta u prvoj i cetvrtoj minuti kod miseva WT 3, 6 i 12 mj. * WT 3 mj. nasuprot WT 6 mj.,

prije anestezije, H1 (0,019). ** WT 3 mj. nasuprot WT 6 mj., nakon sevoflurana, H1 (0,022); H4 (0,017)

5. 4. Rezultati kognitivnih testova

5. 4. 1. Rezultati testa modificiranog Lashley I11 labirinta

WT miSevi starosti 3 mjeseca znacajno brZe rjeSavaju labirint od WT miSeva starosti 6
mjeseci nakon izlaganja izofluranom (p=0,003), (S1.5.13.*). WT misSevi starosti 12 mjeseci
znatno brze rjeSavaju labirint od WT miSeva starosti 3 mjeseca, ali ta razlika nije statisticki
znatajna. WT miSevi starosti 12 mjeseci nakon anestezije izofluranom znacajno brze

rjesavaju labirint od WT miSeva starosti 6 mjeseci (p=0,007), (SI1.5.13.*%*).
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Slika 5.13 Vrijeme rjeSavanja labirinta kod WT miSeva starosti 3, 6 i 12 mj. prije i nakon anestezije izofluranom ili

sevofluranom. * WT 3 mj. nasuprot WT 6 mj., izofluran, (p=0,003). ** WT 6 mj. nasuprot WT 12 mj., izofluran, (p=0,007)

Misevi hranjeni kuprizonom starosti 3 mjeseca znacajno brze rjeSavaju labirint od WT miSeva
starosti 3 mjeseca prije izlaganja anesteziji (p<0,001), nakon anestezije izofluranom
(p=0,003) te nakon anestezije sevofluranom (p<0,001). B4galntl misevi starosti 12 mjeseci
znaajno brze rjeSavaju labirint od WT miSeva starosti 12 mjeseci nakon anestezije
sevofluranom (p=0,003). Nema znacajne razlike u brzini rjeSavanja labirinta izmedu WT
miseva hranjenih kuprizonom i B4galntl miseva. B4galntl misevi brze rjeSavaju modificirani
Lashley 111 labirint prije izlaganja anesteziji i nakon izlaganja sevofluranom od svih ostalih
ispitivanih skupina, (S1.5.14.).
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Slika 5.14 Vrijeme rjeSavanja labirinta kod miSeva WT starosti 3 i 12 mj., miSeva hranjenih kuprizonom i B4galnt112 mj.

* Misevi hranjeni kuprizonom nasuprot B4galnt112mij, tretirani sevofluranom
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5. 4. 2. Rezultati testa pasivnog izbjegavanja

Kratkoro¢no pamdenje

Tijekom prvoga testiranja najdulje vrijeme zadrzavanja u svijetloj komori, koje se smatra
vremenom prezivljenja, imaju WT miSevi starosti 3 mjeseca i B4galntl starosti 12 mjeseci
iako razlika medu grupama nije statisticki znacajna (S1.5.15.). Rezultati su izrazeni
grafikonom Koji prikazuje postotak prezivljenja ispitivane skupine miSeva ovisno o vremenu

zadrzavanja u svijetloj komori.
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Slika 5.15 Rezultati testa pasivnog izbjegavanja vrijeme boravka u svijetloj komori (vrijeme prezivljenja), tijekom prvog
testiranja za miSeve WT 3, 6 i 12 mj., miSeve hranjene kuprizonom i B4gaint1 miseve

Pri ponovljenom testiranju prije anestezije najdulje vrijeme zadrZzavanja u svijetloj komori
imaju B4galntl starosti 12 mjeseci i WT miSevi starosti 6 mjeseci. WT miSevi starosti 3
mjeseca imaju znacajno dulje vrijeme zadrzavanja u svijetloj komori od miSeva hranjenih
kuprizonom starosti 3 mjeseca (p=0,015). B4galntl starosti 12 mjeseci imaju znacajno dulje
vrijeme zadrZavanja u svijetloj komori od miSeva hranjenih kuprizonom starosti 3 mjeseca

(p=0,001), (SI.5.16.).
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Slika 5.16 Rezultati testa pasivnog izbjegavanja, izraZzeni vremenom boravka u svijetloj komori-prezivljenjem, prije

anestezije

Nakon anestezije izofluranom miSevi hranjeni kuprizonom imaju znacajno duze vrijeme

zadrzavanja u svijetloj komori od B4galntl miseva (p=0,045), (SI. 5.17.).
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Slika 5.17 Rezultati testa pasivnog izbjegavanja, izraZzeni viemenom boravka u svijetloj komori-preZivljenjem, nakon
anestezije izofluranom

47



Nakon izlaganja sevofluranu B4galntl imaju duze vrijeme zadrzavanja u svijetloj komori od

miSeva hranjenih kuprizonom iako razlika nije statisticki znacajna, (S1.5.18.).
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Slika 5.18 Rezultati testa pasivnog izbjegavanja, izraZzeni viemenom boravka u svijetloj komori-preZivljenjem, nakon

anestezije sevofluranom

Postoji statisticki znacajna interakcija (vrijeme X grupa), razlika je ve¢inom izmedu prvog

testiranja i naknadnih testiranja, (SI1.5.19.).
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Slika 5.19 Kumulativni rezultati duljine zadrZavanja u svijetloj komori za pet ispitivanih skupina analiziranih testom
ANOVA, p=0,01235, vertikalne linij epretstavljaju 0,95 CI.



Dugoroéno pamdenje

Prije izlaganja anesteziji WT miSevi starosti 6 mjeseci 1 miSevi hranjeni Kuprizonom imaju
znacajno dulje vrijeme zadrzavanja u svijetloj komori od B4galntl miseva starih 12 mjeseci

(p=0,026), (S1.5.20.).

Nakon anestezije izofluranom nema znacajnih razlika medu skupinama, (S1.5.21.).
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Slika 5.20 Rezultati testa pasivnog izbjegavanja izrazeni vremenom boravka u svijetloj komori-prezZivljenjem, napravljeni

u cilju ispitivanja dugorocnog pamcenja, prije anestezije
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Slika 5.21 Rezultati testa pasivnog izbjegavanja izrazeni vremenom boravka u svijetloj komori-prezivljenjem, napravljeni
u cilju ispitivanja dugoroc¢nog pamcenja, nakon anestezije izofluranom
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Nakon izlaganja sevofluranom WT misevi starosti 3 mjeseca i WT miSevi hranjeni

kuprizonom starosti 3 mjeseca imaju znacajno dulje vrijeme zadrzavanja u svijetloj sobi od

WT miseva starosti 6 mjeseci (p=0,008), (SI.5.22.).
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Slika 5.22 Rezultati testa pasivnog izbjegavanja izrazeni vremenom boravka u svijetloj komori-prezivljenjem, napravljeni
u cilju ispitivanja dugorocnog pamcenja, nakon anestezije sevofluranom



5. 5. Imunohistokemijska analiza markerima mijelina i protutjelima na gangliozide

Kako bi provjerili uspjeSnost tretmana kuprizonom na misevima divljeg tipa, uz pomoc
markera za mijelin (protutijela antiMAG, antiMBP, antiCNPase) usporedili smo tretirane
miSeve s miSevima divljeg tipa i miSevima koji imaju iskljué¢eni gen B4Galntl. Medusobno su
usporedene zivotinje stare godinu dana. Na slikama su reprezentativni primjeri rezova mozga
miSeva odgovarajuce dobi. Rezultati na slikama nisu kvantificirani jer su razlike dramati¢ne
za specificna protutijela, a najvece razlike nisu u intenzitetu bojenja ve¢ u distribuciji pa su u
komentarima narednih slika posebno naglasene razlike u distribuciji.

Na slici 5.23. su koronarni rezovi prednjeg mozga na razini prednje komisure. Sva tri
upotrijebljena protutijela, antiMAG, antiMBP i antiCNPase prepoznaju epitop na
oligodendrocitima. Dva protutijela su tipi¢na za zrele oligodendrocite (antiMAG i antiMBP)
dok tre¢e (antiCNPase) prikazuje oligodedrocite u ranijoj fazi zrelosti. Protein CNPase moze
posluziti za procjenu kapaciteta regeneracije. Protein se gubi u zrelim oligodendrocitima u
kojima je doSlo do kompakcije mijelina. Epitopi dvaju protutijela za zrele oligodendrocite,
proteini MAG i1 MBP, takoder nisu na istom mjestu, naime MAG se nalazi samo na
membrani oligodendrocita koja je u direktnoj apoziciji s aksonom i nema ga na kompaktnom
mijelinu, dok je MBP prisutan u kompaktiranom mijelinu.

Na slici 5.23. vidi se kako najmanji sadrzaj proteina MAG imaju B4Galntl misevi kao §to je
od prije opisano u literaturi (106). Misevi tretirani kuprizonom takoder gube ekspresiju MAG
proteina osobito u srednjim slojevima korteksa (usporediti s markerom antiNeuN Koji
pokazuje distribuciju jezgara neurona 1 pomaze pri utvrdivanju kortikalnih lamina), a neSto
manje u velikim snopovima vlakana kao Sto je corpus callosum i commisura anterior.
Dramaticne promjene vide se u ekspresiji proteina MBP. Kompaktni mijelin nedostaje u
slojevima korteksa od 11-V. Najdublji , VI sloj, te djelomice V, imaju ouvanu mijelinizaciju
jer se radi o najdebljim mijelinskim ovojnicama projekcionih vlakana. Vrlo slican fenomen,
ali znatno blazeg obima, vidi se i u mozgu B4Galnt1.

Protein CNPaza je slabo eksprimiran u mozgu miseva divljeg tipa, ekspresija mu raste kod
miSeva tretiranih kuprizonom, osobito u velikom snopu komisuralnih vlakana corpus
callosum koji je glavna trasa migracije adultnih mati¢nih stanica oligodendroglije. Fenomen
porasta ekspresije CNPaze osobito je dobro vidljiv u mozgu B4Galntl i to u svim slojevima
korteksa 1 komisurama. Razlika izmedu mozga tretiranog kuprizonom i B4Galntl postoji i
radi toga §to miSevi tretirani kuprizonom nisu imali period oporavka od kuprizona u kojemu

bi se jace pokrenuo proces oligodendrogeneze. Za razliku od prednjeg mozga, straznji mozak
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pokazuje znacajno manji u¢inak kuprizona na vlakna koja ulaze ili izlaze iz malog mozga ili
prolaze kroz strukture mozdanog debla

(slika 5.24). Indirektno ucinak demijelinizacije na aksone moze se pratiti upotrebom markera
za fosforilaciju neurofilamenata (slika 5.25). Protutijelo SMI 311 usmjereno je na
nefosforilirane neurofilamente i oznacava nemijelinizirana ili slabo mijelinizirana vlakna, dok
protutijelo SMI 312 prepoznaje visoko fosforilirani epitop na neurofilamentima i zato
oznacava dobro mijelinizirana vlakna (107).

Na slici 5.25 vidi se kako miSevi tretirani kuprizonom imaju veci broj nemijeliniziranih
vlakana oznacenih uz pomo¢ antiSMI 311. Porast je posebno uocljiv u snopu vlakana corpus
calosum, ali i slojevima korteksa od 11-VI. Mada je u radu Ulfiga i suradnika protutijelo SMI
312 koriSteno za oznacavanje mijeliniziranih aksona, na$§ rezultat pokazuje kako je ovo pan-
aksonski marker svih skupina aksona, kao S§to je navedeno u broSuri proizvodaca:
(http://resource.covance.com/pdf/2008-smi-sumopdf.pdf), a za sto vidimo dokaze u ekspresiji
ovog epitopa u strukturi corpus calosum. S obzirom da smo i ovim markerom zabiljezili
povecanje ukupne ekspresije u prednjem mozgu kod miSeva tretiranih kuprizonom,
pretpostavljamo kako se radi i o mogucoj aberantnoj aksogenezi koja se pojavljuje tijekom

demijelinizacije.


http://resource.covance.com/pdf/2008-smi-sumopdf.pdf
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Slika 5.23 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera jezgara (anti NeuN) i molekula koje su marker mijelina (antiMAG, antiMBP i anti CNPase) u mozgu misa divljeg tipa (WT), misa
tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) i B4Galnt1 (KO) misa na koronarnim rezovima prednjeg mozga. Strelice pokazuju mjesta najvecih razlika u distribuciji pojedinih markera
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Slika 5.24 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera jezgara (anti NeuN) i molekula koji su marker mijelina (antiMAG, antiMBP i anti CNPaze) u mozgu misa divljeg tipa (WT), misa
tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) i B4Galnt1 (KO) misa na koronarnim rezovima malog mozga
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Slika 5.25 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera fosforilacije neurofilamenata u mozgu misa divljeg tipa (WT) i miSa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim
rezovima prednjeg mozga. Marker nemijeliniziranih aksona (antiSMI 311) prikazan je pored opceg markera aksona s razli¢itom fosforilacijom neurofilamenata (SMI 312), a oba su
usporedena s kontrolnim rezovima (K) na kojima se vidi razina nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela. Strelica pokazuje izrazite promjene u bojenju comisure corpus calosum.
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Slika 5.26 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera fosforilacije neurofilamenata u mozgu misa divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim

rezovima malog mozga. Marker nemijeliniziranih aksona (antiSMI 311) prikazan je pored opcéeg markera aksona s razlicitom fosforilacijom neurofilamenata (SMI 312), a oba su usporedena

s kontrolnim rezovima (K) na kojima se vidi razina nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela



Dodatni dokaz kako demijelinizacija vise zahvaca prednji nego straznji mozak, na kojoj su
protutijelima SMI 311 i SMI 312 oznaceni koronarni rezovi malog mozga miseva divljeg tipa
i miSeva tretiranih kuprizonom vidi se na slici (slika 5.26).

Kako bi smo dodatno razjasnili slijed demijelinizacije izazvane kuprizonom, na slikama 5.27
do 5.31 prikazana su povecanja struktura prednjeg i straznjeg mozga, poredana slijedom od
onih koje su najvise zahvacene demijelinizacijom (korteks mozdanih hemisfera, slika 5.30) do
onih koje su najmanje zahvac¢ene demijelinizacijom (korteks malog mozga, slika 5.31).

Na slici 5.27 je prikaz Sestoslojnog korteksa miSeva divljeg tipa i miSeva tretiranih
kuprizonom oznacenog markerima za fosforilaciju neurofilamenata aksona (antiSMI 311 i
anti SMI 312) te markerima mijelinizacije (antiMAG, antiMBP i antiCNPase).
Najdramati¢nije promjene vide se markerima mijelinizacije; homogena ekspresija MBP od II-
VI sloja korteksa kod miSeva divljeg tipa zamijenjena je fokalnom ekspresijom istog epitopa
u miseva tretiranih kuprizonom; ekspresija proteina MAG od homogene postaje ograni¢ena
samo na V i VI sloj.

Slijedeca struktura u kojoj se vide dramati€ne promjene kako na aksonima tako i1 na
oligodendrocitima je corpus calosum (slika 5.28). Kuprizon izaziva povecanje ekspresije
epitopa antiSMI 311 koji se pojavljuje u sredistu snopa komisuralnih vlakana. Povecanje
ekspresije epitopa antiSMI 312 u tretiranih miSeva vjerojatno je vezano najviSe uz pojavu
nemijeliniziranih vlakana u komisuri. Ekspresija MBP mijenja se od homogene u netretiranih
zivotinja u fokalni nedostatak bojenja kod tretiranih kuprizonom, te se pojavljuje reaktivnost
na CNPase u cijelom komisuralnom snopu.

Sljedeca struktura na kojoj se vide promjene u mijelinizaciji izazvane kuprizonom je prednja
Komisura. I ova struktura sadrzava komisuralna vlakna, ali su promjene nesto drugacije nego
u sluéaju komisure corpus calosum. U prednjoj komisuri niti kod tretiranih niti kod ne
tretiranih zivotinja nema reaktivnosti na nefosforilirani neurofilament (antiSMI 311). Kako se
znacajnije promjene ne vide niti s markerima antiSMI 312 i antiMBP nasa je pretpostavka da
se radi o najbolje mijeliniziranim aksonima koji najkasnije dozivljavaju demijelinizaciju pod
utjecajem kuprizona.

Na povecanjima srednjeg cerebelarnog pedunkula uo€ili smo najmanje promjene
mijelinizacije pod utjecajem kuprizona (slika 5.30). Kako se radi o masivnom snopu vlakana

koja su izrazito dobro mijelinizirana ovaj rezultat ustvari ne iznenaduje.
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Slika 5.27 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera fosforilacije neurofilamenata (antiSMI 311 i antiSMI 312) i markera mijelinizacije (antiMAG, antiMBP i antiCNPase) u mozgu misa
divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim rezovima korteksa misa divljeg tipa i misa tretiranog kuprizonom. Povecanja su snimljena s ukupnim
povecanjem objektiva i okulara od 50x.
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Slika 5.28 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera fosforilacije neurofilamenata (antiSMI 311 i antiSMI 312) i markera mijelinizacije (antiMAG, antiMBP i antiCNPase) u mozgu misa
divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim rezovima misa divljeg tipa i misa tretiranog kuprizonom na razini corpus calosum. Povecanja su snimljena s
ukupnim povecéanjem objektiva i okulara od 50x. Strelice pokazuju fokalni nedostatak bojenja markerom antiMBP u miSeva tretiranih kuprizonom.
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Slika 5.29 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera fosforilacije neurofilamenata (antiSMI311 i antiSMI312) i markera mijelinizacije (antiMAG, antiMBP i antiCNPase) u mozgu misa
divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim rezovima misa divljeg tipa i misa tretiranog kuprizonom na razini prednje komisure. Povecdanja su snimljena s
ukupnim povecanjem objektiva i okulara od 50x.
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Slika 5.30 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera fosforilacije neurofilamenata (antiSMI311 i antiSMI312) i markera mijelinizacije (antiMAG, antiMBP i antiCNPase) u mozgu misa
divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim rezovima misa divljeg tipa i misa tretiranog kuprizonom na rezovima malog mozga u razini srednjeg

pedunkula. Povecanja su snimljena s ukupnim poveéanjem objektiva i okulara od 50x.



Mada nismo ocekivali promjene u ekspresiji markera filamenata i mijelina u korteksu malog
mozga one su ipak prisutne u sloju granularnih neurona koji ima povecanu reaktivnost na
antiSMI311 (slika 5.31.). Drugi markeri nisu uoc€ljivo promijenjeni, ali promjene u
reaktivnosti SMI311 govore u prilog promjene barem u jednom dijelu vlakana koja prolaze
kroz granularni sloj malog mozga.

Osim §to smo provjerili stupanj demijelinizacije izazvan tretmanom s kuprizonom, takoder
smo provijerili jeli ovaj tretman na bilo koji na¢in promijenio distribuciju gangliozida. Na slici
5.32. je imunohistokemija koronarnih rezova prednjeg mozga miseva divljeg tipa i onih
tretiranih kuprizonom oznacenih protutijelima na cCetiri najzastupljenija gangliozida mozga
(GM1, GD1la, GD1b i GT1b) koji nedostaju kod B4Galntl misa. Opéa distribucija za sva
Cetiri protutijela je prakti¢no ista kako u prednjem mozgu (slika 5.32) tako i u malom mozgu
(slika 5.33.).

Pa ipak, u distribuciji gangliozida vidimo promjenu kod misa tretiranog kuprizonom koja je
najbolje uoc€ljiva u snopu komisuralnih vlakana corpus calosum. Prema objavljenim radovima
(108, 109, 110) u ovoj strukturi zivotinja divljeg tipa nepostoji reaktivnost na GD1a i GT1b,
dok ju mi nalzimo u Zivotinja hranjenih kuprizonom. Oba ova gangliozida su dobro opisani
receptori za MAG. U prethodnim radovima postavljena je pretpostavka kako na snopovima
dobro mijeliniziranih aksona nema GD1a niti GT1b zahvljuju¢i nedostupnosti epitopa kojega
bi bilo moguée prikazati samo upotrebom detergenta. Kako prilikom upotrebe detergenata
dolazi do pojave artefakata i premjeStanja gangliozida ovo nije bilo mogucée dokazati.
Demijelinizacija kuprizonom epitop ¢ini dostupnim i na povecanjima Strukture corpus
calosuma se dobro vidi kako su GDla i GT1b stvarno prisutni na aksonima komisuralnih
vlakana (slika 5.34.).
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Slika 5.31 Imunohistokemijski prikaz distribucije markera fosforilacije neurofilamenata (antiSMI311 i antiSMI312) i markera mijelinizacije (antiMAG, antiMBP i antiCNPase) u mozgu misa
divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim rezovima misa divljeg tipa i misa tretiranog kuprizonom na rezovima korteksa malog mozga. Povecanja su

snimljena s ukupnim povecanjem objektiva i okulara od 50x.
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Slika 5.32 Imunohistokemijski prikaz distribucije gangliozida (M1, GD1a, GD1b i GT1b) u mozgu misa divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim
rezovima prednjeg mozga.
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Slika 5.33 Imunohistokemijski prikaz distribucije gangliozida (GM1, GD1a, GD1b i GT1b) u mozgu misa divljeg tipa (WT) i misa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim

rezovima malog mozga.

Slika 5.34 Imunohistokemijski prikaz distribucije gangliozida (M1, GD1a, GD1b i GT1b) u mozgu misa divljeg tipa (WT) i miSa tretiranog kuprizonom (WT-kuprizon) na koronarnim
rezovima prednjeg mozga u razini corpus calosum. Strelice pokazuju pojavu reaktivnosti protutijela antiGD1a i antiGT1b na aksonima komisuralnih vlakana kod Zivotinja tretiranih
kuprizonom.

64



6. RASPRAVA



Hlapljivi anestetici se godinama primjenjuju u klinickoj praksi, ali mehanizam njihovog
djelovanja nije jo$ dovoljno poznat. Brojne su hipoteze koje pretpostavljaju mjesta njihovog
djelovanja.

Postoji realna moguénost da se prilikom postizanja stanja opce anestezije inducira fizioloski
proces. Oleamid je lipid, amid oleinske kiseline koji inducira san. Ova endogena tvar nakuplja
se tijekom spavanja u cerebrospinalnom likvoru. Prvi puta je izolirana iz likvora macaka
deprimiranih snom. Vjerojatno ova tvar, kao endogeni ligand, ima dovoljni kapacitet da
modulira GABAA receptor i1 uCestvuje u depresiji mozga sisavaca, $to je upravo model nalik
djelovanju anestetika (111).

Iako je postojala tvrdnja o uc¢inku anestetika na promjenu fluidnosti membrane, u pokusima u
kojima je primjenjivana koncentracija HA za koju se o¢ekivalo da je stvarno prisutna tijekom
uvoda u anesteziju, nije dokazana ova tvrdnja. To je navelo na pretpostavku da HA utjec¢u na
specijalizirane lipidne strukture u blizini membranskih proteina, odnosno da umjesto
djelovanja na same proteine HA djeluju na dijelove membrane oko relevantnih proteina.
Prema navedenoj pretpostavci HA bi se u trenutku ulaska u stanicu ponasali poput signalnih
molekula topivih u membrani koje mijenjaju okolinu membranskog proteina i poput klasi¢nih
alosteri¢nih regulatora utjecu na konformaciju proteina (112).

Do sada se doslo do spoznaje (Campagna, Miller i Forman) da se molekularni mehanizam
hlapljivih anestetika ispoljava kroz agonisticko djelovanje na GABAA i glicinske receptore,
kao i antagonisticko djelovanje na nikotinske acetilkolinske, AMPA i NMDA receptora (113).
Takoder poznat je uCinak anestetika na sinapticku transmisiju §to je opisano kao depresija
CA1 piramidalnih neurona hipokampalne regije miSeva izlaganih anesteticima (114).

U novije vrijeme vjeruje se kako lipidne signalne domene ispunjavaju sve uvijete za
funkcionalne mete hlapljivih anestetika. Dokaz tome su radovi (Morgan i Sedensky) koji su
na obli¢, C. Elegans, potvrdili promjene koje nastaju u preraspodijeli i aktiviranju proteina
UNC-1 i UNC-24 (stomatin) kao esencijalnih elemenata u strukturi lipidnih splavi i
determinaciji osjetljivosti lipidnih signalnih domena na hlapljive anestetike (12,13,15, 115).

Testiranjem vremena potrebnog za uvod u anesteziju i budenja iz anestezije uocili smo da je
potrebno dulje vrijeme uvoda kod WT miseva starosti 3 i 12 mjeseci u odnosu na WT miSeve
starosti 6 mjeseci. Takoder, uocili smo da je WT misSevima 3 i 12 mjeseci potrebno krace
vrijeme budenja iz anestezije nego li WT miSevima starosti 6 mjeseci. Poznavaju¢i dinamiku
ekspresije gangliozida ovisno o starosti da se koli¢ina starenjem smanjuje, a u srednjoj dobi

dozivljava pik, moguce je da djelovanje hlapljivih anestetika prati tu dinamiku i o njoj
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indirektno ovisi (116,117). Ne moze se iskljuciti niti mogucnost da uvodenje u anesteziju ima
veze s koli¢inom intrakortikalnog mijelina koja takoder pokazuje ,,U*“ oblik i najveca je u
srednjem periodu zivota $to je dokazano magnetskom rezonancijom u Covjeka (118, 119).
Ove promjene su izrazene pod djelovanjem izoflurana, dok pod djelovanjem sevoflurana
nema istog utjecaja na vrijeme uvoda i budenja ovisno o starosti misa. WT miSevi starosti 3
mjeseca hranjeni Kuprizonom imaju znacajno duze vrijeme uvoda u anesteziju od WT miseva
starosti 3 mjeseca $to bi upuéivalo na pretpostavku da ovaj tip demijelinizacija utjee na
vrijeme Kkoje je potrebno za uvod u anesteziju.

Poznata je ¢injenica da kod djece manje Zivotne dobi kod kojih proces mijelinizacije nije joS u
potpunosti zavrSen i kod bolesnika oboljelih od demijeliniziraju¢ih bolesti poput multiple
skleroze je potrebno dulje vrijeme za uvod u anesteziju. Potrebno je razlikovati
demijelinizaciju u patoloSkim i1 kemijski induciranim modelima od hipomijelinizaacije djecje
dobi i degenerativnih promjena mijelina u starenju (120). Mijelin djecje dobi je kompaktan,
ali je sastavljen od manjeg broja namotaja, u starenju se vide mjestimi¢ne vakuolarne
promjene, a u demijelinizaciji dolazi do dekompakcije.

B4galntl miSevi starosti 12 mjeseci imaju znacajno kraée vrijeme uvoda u anesteziju
izofluranom i sevofluranom nego 1li WT miSevi starosti 12 mjeseci. Uzevsi u obzir da
B4galntl miSevi ne sintetiziraju kompleksne gangliozide a, b i ¢ serije moguce je da oni imaju
vaznu ulogu u mehanizmu uspavljivanja pod ucinkom anestetika. Takoder se postavlja pitanje
ima li demijelinizacija ovog specificnog tipa kljucan utjecaj na ekspresiji kompleksinih
gangliozida. U svom radu B4galntl misevima Pan i suradnici utvrdili su medusobnu ovisnost
ekspresije gangliozida i molekule MAG-smanjenje ekspresije vodi smanjenju ekspresije
MAG-a i obrnuto, a oboje vodi demijelinizaciji (121). Kuprizon je dobar model
demijelinizacije ali ne odgovara u potpunosti B4galntl modelu miSeva koji ne sintetiziraju
kompleksne gangliozide. Promjene gangliozida koje smo uo¢ili imunohistokemijom nisu
dovoljna potvrda za analognost ova dva modela demijelinizacije. Stoga ono §to nam dalje
ostaje za uéiniti je kvantifikacija ekstrakcijom gangliozida i potvrda same demijelinizacije u
kuprizonskom modelu uz pomoc¢ elektronskog mikroskopa.

Ako razmotrimo rezultate vremena ostvarenog za indukciju u anesteziju i budenje iz
anestezije mozemo zapaziti istu tendenciju duzeg budenja nakon izlaganja izofluranu kod WT
miseva tretiranih kuprizonom, misevi B4galntl i WT miseva starosti 3 i 6 mjeseci.

Najduze vrijeme indukcije u anesteziju sevofluranom ili izofluranom je kod WT miseva
tretiranih kuprizonom, dok je misevima B4galntl i WT misSevima starosti 3 i 6 mjeseci

potrebno viSe vremena za indukciju sevofluranom.
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Duze vrijeme ulaska u anesteziju pod utjecajem hlapljivog anestetika ostavlja otvorenim
razmatranje mnogih mehanizama koji bi mogli objasniti gore navedeno. Ukoliko uzmemo u
obzir mehanizam prolaza hlapljivog anestetika kroz stanicu putem lipidnih splavi moguce je
da duzu indukciju podrzava nedostatak nekih esencijalnih strukturnih komponenti signalne
domene (poglavito proteina i glikolipida) ili naruSavanje njihove strukturne organizacije.
Imajuéi u vidu skupinu miSeva s defektom u sintezi gangliozida, mogli bi posumnjati da
narusavanje koliCine i funkcije gangliozida mozZe izmijeniti put ulaska hlapljivog anestetika.
Ovu tvrdnju bi mogli potkrijepiti ¢injenicom da gangliozidi sudjeluju, preko sialoglikanskih
elemenata stani¢ne povrSine, u prepoznavanju specificnih molekula i reguliranju aktivnosti
membranskih proteina, u modulaciji enzimskih svojstava, stani¢noj signalizaciji i adheziji
stanice (122).

U novije vrijeme se doslo do zapazanja kako hlapljivi anestetici mijenjaju transport unutar
stanice djelujuci na mikrotubule citoskeleta. Stoga bi oStecenja na razini mikrotubula mogla
mijenjati vrijeme indukcije 1 budenja iz anestezije primjenom hlapljivog anestetika. (123)
Druga mogucénost su promjene koje mogu nastati u neuronima regija mozga odgovornih za
san i budnost na razini neurotransmitera i receptora te s njima spregnutih ionskih kanala.
Poznato je da preopticka regija prednjeg hipotalamusa regulira stanja budnosti 1 sna, odgovora
na stres, emocije, reakcije upozorenja (strah) i ucenje. Veliki broj neurona ovoga podrucja su
noradrenergicki neuroni i upravo oni u trenutku izlaganja hlapljivim anesteticima mijenjaju
svoju aktivnost (124, 125)

Provedenim testiranjem u testu odgovora na vidne stimulacije nema znacajne razlike izmedu
niti jedne skupine miseva prije i poslije anestezije. Moguce objasnjenje ovakvog rezultata je
da je ovaj test pregrub u procjeni mogucée fine razlike u fenotipu B4galntl i kuprizonom
tretiranih miSeva ili njegova primjena ne otkriva promjene do kojih mozda dolazi nakon
uvoda u anesteziju hlapljivim anesteticima.

Testom refleksa istezanja straznjih udova primijeéena je ocekivana manja ocjena ispruzanja
straznjih nogu nakon uvoda izofluranom ili sevofluranom u svim ispitivanim skupinama, a to
je u skladu s poznatim djelovanjem hlapljivih anestetika na inhibiciju refleksnih podrazaja
(32, 126). B4galntl KO misevi imaju znacajno nize ocijene istezanja straznjih nogu nakon
anestezije izofluranom kao i sevofluranom u odnosu na WT miseve starosti 12 mjeseci, a
takoder i na WT miSeve starosti 3 mjeseca hranjene kuprizonom. Njihov losiji rezultat i bez

djelovanja anestezije HA opisan je u radu Pa i sur. (121) gdje je pripisan demijelinizaciji.

68



Mjerenjem vremena trajanja hvata prednjim udovima (test snage stiska) u razliitim
skupinama na$ih pokusnih Zivotinja uocava se paraboli¢ka distribucija snage tijekom rasta i
razvoja misa tako da miSevi starosti 6 mjeseci imaju najduze vrijeme drzanja prednjim
udovima. B4galntl misevi postupnim razvojem fenotipskih karakteristika do petog mjeseca
Zivota znaCajno gube snagu prednjih udova i vrijeme drzanja prednjim udovima im se
drasti¢no smanjuje, tako da je ono u 12-tom mjesecu starosti znac¢ajno manje od vremena svih
drugih promatranih skupina (127). MiSevi hranjeni kuprizonom, starosti 3 mjeseca, ne
razvijaju tako znacajan deficit, iako im je vrijeme odrzanja na zici znacajno manje od WT
miSeva starosti 3 mjeseca.

U testu na rotiraju¢oj osovini uocili smo podjednako vrijeme drzanja na, u ovom slucaju,
odabranom specificnom programu rada stroja (vidjeti opis rada stroja u poglavlju materijali i
metode). WT miSevi starosti 12 mjeseci imaju podjednako vrijeme drzanja na rotirajucoj
osovini kao i WT misevi starosti 3 i 6 mjeseci, osim nakon anestezije izofluranom, kada imaju
znacajno krace vrijeme drzanja. Ipak B4galntl KO miSevi imaju izuzetno krace vrijeme
drZanja na rotiraju¢oj osovini, znacajno manje i od WT starosti 12 mjeseci. MiSevi hranjeni
Kuprizonom starosti 3 mjeseca, naprotiv, imaju znacajno dulje vrijeme drZanja na rotirajucoj
osovini od WT miSeva starosti 3 mjeseca prije i nakon anestezije.

Ocigledno je da demijelinizacija i defekt sinteze kompleksnih gangliozida u konacnici vode
razvoju kompleksnih motorickih deficita koji zahvacaju prednje i straznje udove, kretanje,
snagu i koordinaciju (128). Defekt sinteze gangliozida vodi ka demijelinizaciji i postupnom
gubitku mijelinskih proteina (129, 130) s obzirom da su gangliozidi funkcionalni sudionik
interakcije s molekulom MAG (131). Indukcijom demijelinizacije kuprizonom (za koju
pretpostavljamo da bi kvantitativno bila sli¢na onoj kod B4galntl KO miseva, mada izazvana
drugim mehanizmom) kod WT miseva vidimo drugacije rezultate motorickih testova.

WT misevi hranjeni Kuprizonom imaju zna¢ajno manje motoricke deficite. Moguce
objasnjenje te razlike je u starosti miSeva, obzirom da se defekt kod B4galntl miseva razvija
kasno. Promatrajuci rezultate WT grupa svi motoricki testovi imaju zvonastu distribuciju 1
WT miSevi starosti 6 mjeseci trebali bi u svim testovima postizati najbolje rezultate
motorickih testova. Nadalje je moguc¢e da demijelinizacija kuprizonom nije ista kao
demijelinizacija uzrokovana nedostatkom kompleksnih gangliozida. Za pretpostaviti je da
demijelinizacija izazvana Kuprizonom nije jednostavna i da pogada razliCite subpopulacije
oligodendrocita razlicito, te ukljucuje dodatne inflamacijske mehanizme o kojima se za sada

malo zna. Osim toga demijelinizacija kuprizonom ne pogada jednako razli¢ite dobne skupine
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pa je tako dokazano da ima najvece posljedice na juvenilne miSeve, a manje na starije miseve
(132).

Demijelinizacija kod B4galntl miseva uzrokovana je nedostatkom kompleksnih gangliozida i
nemogucnos¢u odrzanja pravilne namotane strukture mijelinskog plasta oko aksona neurona.
Pitanje je: Koliko razli¢ite populacije neurona ovise o gangliozidima u odrzanju strukture
mijelina? Za pretpostaviti je dodatnu ulogu kompenzatornog regulacijskog mehanizma koji se
vidi u povecanoj ekspresiji jednostavnih gangliozida i gangliozida serije ,,0°“ koji kod
B4galntl zamjenjuju kompleksne gangliozide (133). Takode, nedostatak gangliozida ima
kvantitativne posljedice na druge molekule ¢ija je svrha odrzanje dinamicke strukture mijelina
kao §to su MAG, semaforini i drugi (130). B4galntl misevi imaju izrazito loSe rezutate testa
na rotirajucoj osovini za razliku od WT miseva hranjenih kuprizonom koji imaju ¢ak znac¢ajno
bolje rezultate od svoje kontrolne skupine unato¢ izrazenom demijelinizacijskom deficitu.
Rijesavanje testa na rotirajucoj osovini zahtjeva kompleksne motoricke mehanizme koje
ukljucuju interakciju cerebeluma, bazalnih ganglija i asocijacijskih motoric¢kih polja. U tom
slucaju jasniji bi bio nedostatak i funkcija kompleksnih gangliozida u izvodenju kompleksnih
radnji Zivotinje, koje zahtijevaju suradnju veceg broja razliitih neuronskih populacija
razli¢itog embrionalnog smjera subdiferencijacije. Obzirom da su gotovo svi testovi ucinjeni
na B4galntl miSevima bili jednostavni motoricki ili kognitivno-bihevioralni testovi (121),
mozda bi za daljnje istrazivanje fenotipa trebalo posezati za najkompleksnijim dostupnim
testovima koji uklju¢uju kako nove bihevioristic¢ke testove tako 1 stereolosku studiju
kvantifikacije broja neurona u pojedinim regijama prema funkcionalnim skupinama. Bolji
rezultati miSeva hranjenih Kuprizonom od njihove kontrolne grupe, takoder, mozda bi se
mogli objasniti hiperaktivnoséu (121). Hranjenje 0,1%-tnim kuprizonom kroz 6 tjedana ne
dovodi do potpune demijelinizacije, dok primjena 0,2%-tnog i vise kuprizona dovodi do
gotovo potpune demijelinizacije nakon 6 tjedana (86, 87). Kuprizon uzrokuje primjetnu
demijelinizaciju oko treceg tjedna primjene, a gotovo 100%-tnu demijeinizaciju doseze oko 5

tjedna od pocetka primjene (87).

U¢inak hlapljivih anestetika na pokretljivost i koordinaciju je ocekivan, $to je potvrdeno u
istrazivanju na C. Elegans i vinskoj musici. Uoceno je da hlapljivi anestetik dovodi do
promjena proteina UNC-79, UNC-1 i UNC-24 odgovornih istovremeno za pokretljivost, ali i
za osjetljivost vinske musSice ili obli¢a na hlapljivi anestetik. Promjene se vide kao kocenje,

usporavanje i zapinjanje kretnji.Poveznica s lipidnim domenama su upravo proteini UNC-1 i
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UNC-24, koji su strukturna komponenta lipidnih splavi neuronskih stanica. Ujedno oni su
homologi stomatin-u, proteinu sisavaca. (14, 15, 115)

U kavezu za mjerenja aktivnosti WT miSevi starosti 3 mjeseca imaju znacajno vise
horizontalnih pokreta u 1. minuti prije anestezije od WT miSeva starosti 6 mjeseci, Sto bi se
moglo objasniti pojatanom znatizeljom 1 istrazivaCkim porivima mladih miSeva. Nakon
primjene sevoflurana WT miSevi starosti 6 mjeseci imaju znacajno manje horizontalnih
pokreta u 1. i 4. minuti od WT miSeva starosti 3 mjeseca. Ovaj u€inak se ne opaza nakon
primjene izoflurana pa za ovu pojavu nema adekvatnog objasnjenja. WT miSevi starosti 12
mjeseci imaju znacajno vise vertikalnih pokreta u 4. minuti prije primjene anestezije od WT
miSeva starosti 3 1 6 mjeseci. Moguce je da stariji miSevi viSe koriste vertikalne pokrete u
istrazivanju svoje okoline od mladih miSeva. B4galntl miSevi starosti 12 mjeseci imaju
znac¢ajno manje horizontalnih pokreta u 4. minuti prije anestezije od WT miSeva starosti 12
mjeseci. MiSevi hranjeni Kuprizonom starosti 3 mjeseca imaju znac¢ajno manje horizontalnih
pokreta u 1. i 4. minuti nakon primjene sevoflurana od WT miSeva starosti 3 mjeseca. Ovo se
moze objasniti motorickim deficitom ove dvije skupine miseva, koji se bolje uocava bas ovim
testom nakon anestezije HA. WT misevi starosti 12 mjeseci imaju ocekivano vise vertikalnih
pokreta prije indukcije u anesteziju od B4galntl miseva. B4 galntl miSevi imaju znacajno
manje horizontalnih pokreta u 1. i 4. minuti prije primjene anestezije i vertikalnih pokreta u 4.
minuti prije anestezije od miseva hranjenih Kuprizonom zbog veceg motorickog deficita
B4galntl miseva. Naprotiv B4galntl misevi imaju znacajno vise horizontalnih pokreta u 1. i
4. minuti nakon primjene sevoflurana od miseva hranjenih kuprizonom. Iz ovoga proizlazi da
ne mozemo iskljuciti postojanje mehanizma djelovanja sevoflurana putem kompleksnih
gangliozida.

U testu mjerenja lokomotorne aktivnosti u otvorenom polju sve skupine miseva imaju
znacajan pad u broju horizontalnih pokreta u 4. minuti i vertikalnih u 1. i 4. minuti nakon
anestezije hlapljivim anesteticima. Zaostajanje u broju pokreta u prvoj minuti mogli bi
potkrijepiti zapazanjem kako u prvoj minuti izostaje njusenje i upoznavanje prostora. Ova
reakcija upoznavanja prostora njusenjem prisutna je kao fizioloska pojava kod svih miSeva,
Sto im povecava broj pokreta kada se nadu u novom okruZenju. Manji broj pokreta mogli bi
objasniti kao ucinak HA na pokretljivost ili na slabljene njuha. U studijama u kojima je
usporedivan osjet njuha i anesteziranih i probudenih miSeva dokazano je da visoka razina
probudenog stanja snazno povecava aktivnost inhibitornih zrnatih stanica olfaktornog bulbusa

1 smanjuje odaSiljanje mitralnim stanicama, dok anestezija onemogucava plasti¢nost ovisnu o
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dozivljaju (134). Zaostajanje broja vertikalnih i horizontalnih pokreta prisutno je kod miseva
B4galntl naspram miseva hranjenih kuprizonom i WT starosti 12 mj. nakon izlaganja HA.
Kako B4galntl miSevi imaju deficit u sintezi gangliozida, oni nakon 8. mjeseca starosti
razvijaju progresivnu neuropatiju, deficite u refleksnim pokretima, snazi, koordinaciji i
balansu. U odnosu na kontrolne grupe pokazuju progresivni poremecaj hoda i smanjenu
moguénost propinjanja. Stoga bi navedeno mogli optuziti i za zaostajanje pokretljivosti
opcenito, a ne samo nakon izlaganja hlapljivim anesteticima.

Dokaz da su razlike u rezultatima testova motorike prije anestezije i u postanestezijskom
vremenu posljedica ucinka anestetika, a neposljedica izazvane hipomijelinizacije mogli bi
objasniti uz pomo¢ WT miSeva koji su hranjeni kuprizonom. Ovi miSevi imaju znac¢ajan pad
horizontalnih pokreta u 1. i 4. minuti nakon izlaganja anesteticima u odnosu na broj pokreta
prije anestezije. Takoder smanjen broj vertikalnih pokreta mogli bi objasniti i nastalim
promjenama kao $to su slabljenje koordinacije i odrzavanja ravnoteze koji su nastupili nakon
izlaganja hlapljivim anesteticima. To moZemo potkrijepiti poznatom ¢injenicom razvoja
postoperacijske kognitivne disfunkcije (POCD), klini¢ckim fenomenom slabljenja kognitivne
funkcije uz gubitak vremenske i prostorne orijentacije, koji nastupa uz promjene u ponasanju,
nakon izlaganja hlapljivom anestetiku u uvjetima vece zivotne dobi (135, 136) i uz postojecu
predispoziciju za neurodegenerativne bolesti. To¢an mehanizam POCD jo$ nije u potpunosti
jasan. Sumnja se na promjene hipokampalnog podru¢ja u smislu neurodegenerativnih

oStecenja i promjena na razini sinapti¢ke transmisije (137, 138, 139).

U modificiranom Lahley III testu postoji trend brZeg rjeSavanja labirinta kod miSeva starosti
12 mjeseci u odnosu na skupine mladih miSeva, iako je krivulja distribucije opet zvonasta i
bolje vrijednosti testa postizu mladi i stariji miSevi. WT miSevi starosti 12 mjeseci imaju
znacajno brZe vrijeme rjeSavanja labirinta od WT miSeva starosti 3 1 6 mjeseci, a rezultat je
najizrazeniji nakon primjene izoflurana. Moguée da se ovi rezultati djelomi¢no mogu
objasniti ve¢im iskustvom prostornog snalazenja starijih miSeva. Takoder miSevi hranjeni
kuprizonom u znatno kra¢em vremenu rjesavaju labirint od WT miseva starosti 3 mjeseca, a
B4galntl misevi znatno krace rjesavaju labirint od WT miSeva starosti 12 mjeseci osim nakon
primjene izoflurana. Nakon primjene sevoflurana B4galntl imaju najkrace vrijeme rjeSavanja
labirinta od svih promatranih skupina, iako ne statisti¢ki zna¢ajno manje, ali sa snaZnim
trendom znacajnosti §to objasnjavamo nedovoljno velikim uzorkom B4galntl miseva. Utjece
li demijelinizacija ili njezin ucinak zajedno s primjenom anestezije na pojacanje
hiperaktivnosti kod ovih skupina miSeva ili se brZe rjeSavanje labirinta kod ovih miSeva moze
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objasniti boljim kratkotrajnim pamc¢enjem i boljim kognitivnim operacijama zakljucivanja i
prostornog snalaZenja kod demijeliniziranih skupina miseva tesko je razluciti (121). Postoji
mogucnost da deficit kompleksnih gangliozida ima odredeni povoljni kvazikompenzatorni
ucinak na vise kognitivne funkcije miSeva.

Anestezija izofluranom ili sevofluranomu u uvjetima klinicki relevantnih koncentracija i u
slu¢aju fetalne dobi miseva, klinicki mijenja njihovo pamdéenje (140), a u podrucju
hipokampalnih neurona se to vidi kao porast dugotrajne potencijacije hipokampalnih neurona
(LTP — engl. Long-Term Potentiation) (141) i promjene razine ekspresije NMDA receptora
(podjedinica NR1 i NR2B) (135, 142). Proucavanje LTP hipokampalne regije u smislu
sinapticke plasti¢nosti doprinijelo je otkrivanju temeljnog stani¢nog mehanizma ukljuc¢enog u
procese ucenja i eksplicitnog pamcenja. (143, 144). Upravo ova spoznaja mogla bi objasniti
krace vrijeme latencije kod prolaza kroz labirint i bolje pamcenje opasnosti U testu pasivnog
izbjegavanja kod WT miseva starosti 3 mj., miSeva B4galntl KO i kuprizon modelu misa
nakon izlaganja hlapljivom anestetiku. Istrazivanje u kojem su miSevi izlagani hlapljivom
anestetiku desfluranu pokazalo je kako hlapljivi anestetici uzrokuju promjene nekih
unutarstaniénih proteina koji su vazni za endocitozu neurotransmiterskih receptora. Ova
¢injenica otvara mogucnost ukljucenosti signalnih lipidnih mikrodomena u mehanizme
upamcivanja (145).

Treba napomenuti da je porast ekspresije NMDA receptora, podjedinica NR1 i NR2B, pod
u¢inkom sevoflurana, isti kod mladih miSeva kao i onih starosti 18 mjeseci, ali kod starijih
miSeva porast ekspresije korelira s padom memorije (146).

Porast ekspresije NMDA receptora prisutan je i nakon ¢etverosatnog izlaganja miSeva starosti
18 mjeseci izofluranu, medutim u tim uvjetima se opaza manja sposobnost prostornog ucenja
(135). U naSem istrazivanju bi to znacilo da miSevi starosti 12 mj. imaju duze vrijeme
latencije prolaza kroz labirint i vracaju se u tamnu prostoriju unato¢ opasnosti u testu
pasivnog izbjegavanja nakon anestezije hlapljivim anestetikom.

Iz dosada$njih istraZzivanja nepobitno je dokazano kako hlapljivi anestetici utjeCu na
hipokampalnu regiju u smislu nastanka neurodegenerativnih promjena i izmijenjenog
pamcenje (147). Osobito je to zapazeno kod izlaganja fetusa misa viSesatnoj anesteziji
hlapljivom anestetiku u koncentracijama ve¢im od 3 Vol/%, pri ¢emu je isklju¢ena moguénost
da hipotenzija ili hipoksija poti¢u neurodegeneraciju CAl regije hipokampusa (138).
Takoder, osvréuci se na klinicku praksu u kojoj se biljeze promjene u paméenju i ponaSanju

nakon izloZenosti hlapljivim anesteticima, osobito u starijoj dobnoj populaciji, rezultati
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novijih istrazivanja sugeriraju da dugotrajna ili viSekratna izlaganja sevofluranu mogu poticati
apoptozu hipokampalnih neurona i kognitivne promjene (146).

Da dalje istrazimo ovaj ucinak i vidimo je li vezan isklju¢ivo uz pamcenje primijenili smo test
pasivnog izbjegavanja. B4galntl misevi nakon prvog izlaganja struji prije primjene anestezije
imaju najbolje prezivljenje, tj. najduze se zadrzavaju u svijetloj komori od svih ostalih
skupina, a znacajno dulje od WT miSeva hranjenih kuprizonom koji su imali najlosije
prezivljenje od svih promatranih skupina. Nakon primjene anestezije izofluranom miSevi
hranjeni kuprizonom imaju zna¢ajno dulje preZivljenje od B4galntl miseva. Nakon primjene
sevoflurana B4galntl imaju opet bolje prezivljenje od miSeva hranjenih kuprizonom, iako
ovaj put rezultat nije statisticki znacajan. Ovim testom utvrdili smo da B4galntl misevi imaju
zaista bolje kratkoro¢no pamcenje slicno zdravim mladim miSevima i izuzetno bolje od
miseva kojima je demijelinizacija slicnog opsega izazvana kuprizonom. Uloga lipidnih splavi
I promjena njihove dinamike vjerojatno je povezana s mehanizmima dugoro¢ne plasti¢nosti i
promjenama citoskeleta (147) u koji su ukljueni kompleksni gangliozidi. Preliminarni
rezultati naSeg laboratorija pokazuju kako ima naznake da B4galntl imaju drugaciji broj ili
aktivnost interneurona. Moguée je da kompleksni gangliozidi imaju znacajnu ulogu u
razli¢itim oblicima sinapti¢ke plastiCnosti te da ograni¢avaju plasticnost posljedi¢no
odredenim evolucijskim pritiskom i razvojem specifi¢nog na¢ina ucenja sisavaca. Slabiji
rezultati B4galntl miseva nakon indukcije u anesteziju izofluranom vjerojatno su povezani s
njegovim mehanizmom djelovanja putem lipidnih domena.

Sasvim drugaciji ucinak anestetici imaju na dugoro¢no pamcenje $to smo ispitali ponovljenim
testom nakon 14 dana. Ovaj put su WT miSevi starosti 6 mj. i miSevi hranjeni kuprizonom
stari 3 mj. imali znacajno bolje rezultate od B4galntl miSeva. Nakon izlaganja izofluranu i
sevofluranu mladi misevi postizali su bolje rezultate. B4galntl misevi nemaju bolje
dugoro¢ne rezultate. Mogucée objasnjenje ovog fenomena je da su B4galntl izrazito stariji od
ostalih testiranih skupina obzirom da se deficitarne karakteristike njihova fenotipa javljaju
dosta kasno (nakon 6 mjeseci Zivota) i1 pitanje je koliko standardne degenerativne promjene

starosti imaju utjecaja na konacan rezultat testa.

Mada su u ljudi puno ¢esce bolesti suviSka gangliozida, dok je manjak sinteze kompleksnih
gangliozida izrazito rijedak (148) naSe istrazivanje otkriva nove detalje u mehanizmu
djelovanja hlapljivih anestetika i1 ima svoje implikacije u klinickoj praksi. Primjenom
anestetika postizemo reverzibilni gubitak osjeta boli, nelagode i svijesti. Kako bi priznali i

razjasnili promjene u ponasanju koje za sobom nosi op¢a anestezija vazno je znati mehanizme
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nastanka istih. To je moguce ukoliko dobro poznajemo put ulaska hlapljivih anestetika u
stanice SZS i dalji u¢inak anestetika na isu stanicu. Da jo§ uvijek nismo spremni dati
odgovore na postanestezijske promjene potvrduju i studije koje se bave POCD fenomenom.
Mnoge studije do sada pokazale su da osobito starije dobne skupine odmah po anesteziji
imaju slabljenje kognitivnih funkcija kao zaboravnost, dugoro¢ni gubitak pamcenja, lose
prosudbe, ¢udno ponasanje, a §to je povecaano kod riziénih skupina s ve¢ prisutnom
demencijom ili neurodegenerativnom bolesti poput Alzheimer-ove i Parkinson-ove bolesti
(149).

Preciznije poznavanje mehanizma djelovanja hlapljivih anestetika omogucuje bolju pripremu
pacijenta za anesteziju te odluku o primjeni regionalnih metoda ispred opce anestezije (smatra
se kako je manji u¢inak na POCD lokalnog nego li hlapljivog anestetika) Eckenhoff je svojim
istrazivanjima potaknuo pretpostavke o vjerojatnosti razvoja neuroinflamatornog odgovora u
S78, kao zdruzene reakcije anestezijskog i operacijskog postupka. (150, 151)

Nase je istrazivanje provedeno na zivotinjama koje imaju deficit u sintezi gangliozida sto se
klinicki vidi kao progresivna neuropatija i deficit refleksnih pokreta, snage, ravnoteze i
koordinaciji. Ovakve smetnje su vidljive u mnogih pacijenata s neurolo$kim bolestima. Stoga
promjene koje smo zapazili tijekom i nakon anestezije, mogle bi posluziti i za istrazivanja u
klini¢koj praksi.

Dio istrazivanja je proveden na miSevima hranjenim kuprizonom. Kuprizon model korelira s
patohistoloSkim promjenama (smrt oligodendrocita 1 hipomijelinizacija) kod osoba oboljelih
od multiple skleroze (MS) (152, 153, 154). Stoga bi zapazanja kod primjene sevoflurana ili
isoflurana na ovim misevima mogla dati doprinos razumijevanju ucinka istih anestetika
tijekom anestezije oboljelih od MS.

Nadalje, zapazeno je da demijelinizacija zahvaca podrucje corpus callosum, ali i pedunculli
cerebellaris superior, hippocampus, striatum (155 ) i putamen. U tekstu je ve¢ spomenuto da
je hipokampalno podrucje mozga (156) takoder mjesto djelovanja hlapljivih anestetika §to
svakako za sobom povla¢i pitanje je li ucinak hlapljivih anestetika kod pacijenata s

demijelinizacijom hipokampalnog podrucja drugaciji nego kod pacijenata bez ovih promjena.

Da bi smo postigli demijelinizaciju istog obima kao $to je kod B4Galtl, misevi divljeg tipa
tretirani su Kkuprizonom. Demijelinizacija na zivotinjskom modelu moze se izazvati
alergijskim encefalomijlitisom, virusnom infekcijom, fizickom ozljedom te izlaganjem
toksinima (157). Model op¢e demijelinizacije u kuprizonskom modelu najbolje odgovara slici

demijelinizacije u B4Galtl miseve jer ukljucuje gubitak mijelinskih proteina MBP i MAG.
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U dosada opisanim studijama na modelu Stakora zamijeceno je kako je demijelinizacija prije
vidljiva u korteksu nego u subkortikalnoj bijeloj tvari (158) $to smo potvrdili u naSem radu
sluze¢i se protutijelma antiMAG i antMAB. Orijentiraju¢i se prema markeru za neuronske
jezgre zaklju¢ujemo kako je demijelinizacija na naSem modelu misa soja C57black/6 posebno
opsezna u povrsinskim slojevima korteksa (I-111) te da prvo dolazi do smanjenja koli¢ine
MBP proteina, a zatim i do smanjenja MAG proteina. Istovremeno veliki snopovi vlakana u
mozdanom deblu ne pokazuju znacajnije promjene koli¢ine mijelinskih proteina. Gudi i
suradnici primijetili su kako do demijelinizacije strukture corpus callosum dolazi tek nakon
4,5-5 tjedana hranjenja miseva 0,2% kuprizonom (159). Da stvarno u tom roku dolazi do
demijelinizacije najvece komisure mozga moze se dokazati i protutijelima SMI311 odnosno
SMI312 koja prepoznaju nefosforilirane i fosforilirane epitope na neurofilamentima. Nakon
istog perioda hranjenja miSeva kuprizonom kao u spomenutoj studiji, na rezovima tkiva
miseva iz naSe studije protutijelo SMI311 reagira s vlaknima u corpus callosum $to smo
protumacili kao znak pojave demijeliniziranih vlakana. Isti marker pokazuje kako nisu sve
mozdane komisure jednako osjetljive na tretman kuprizonom pa prednja komisura ima
znacajno manji broj demijeliniziranih vlakana.

U nasSoj studiji viSe nas je zanimala moguéa promjena u ekspresiji kompleksnih gangliozida
eventualno izazvana kuprizonom. Do sada nema podataka u literaturi koji bi upuéivali na to
da demijelinizacija izazvana ovim toksinom posredno ima utjecaja na koli¢inu gangliozida u
mozgu tretiranih Zzivotinja. Naprotiv, poznato je da blok u sintezi gangliozida izazvan
umetanjem neokazete u gen B4Galgtl posredno djeluje na koli¢inu proteina MAG (106) koji
je njihov komplementarni ligand. Nasi rezultati pokazuju kako kuprizon utjece na distribuciju
gangliozida. Autori koji su do sada opisivali distribuciju gangliozida u mozgu misa nisu
opisali pojavu gangliozida GD1a i GT1b u velikim snopovima vlakana (108, 110). Ovo je bilo
kontradiktorno s dokazima kako su upravo ta dva gangliozida najbolji receptor molekule
MAG koji su dobiveni radom na stani¢nim kulturama (160, 161). Smatramo da je pojava
gangliozida u corpus callosum miseva divljeg tipa koje smo tretirali kuprizonom slucajno
otkrice tehnike kojom se moZze dokazati kako su MAG 1 njegovi receptor stvarno
kolokalizirani na snopovima mijeliniziranih vlakana. Naime, kako upotreba detergenata nije
dozvoljena kod imunohistokemije gangliozida radi pojave artefakata (109, 162) ovo je jedini
nacin da se otkrije glikolipidni antigen na kriptichom mjestu. Ne mozemo iskljuciti niti
mogucénost da kuprizon izaziva promjene u distribuciji nekim specificnim mehanizmom, ali
pretpostavljamo da bi imunoelektronska mikroskopija mogla dati konacan odgovor na ovo

pitanje.
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Nedovoljno je poznato mozemo li pokretanjem mehanizama djelovanja hlapljivih anestetika
utjecati na promjene, kako pozitivne tako i negativne, kod bolesnika s demijelinizacijskim
bolestima (multipla skleroza, bolesti nakupljanja gangliozida i bolesti deficita sinteze
gangliozida).

Nedavno istrazivanje u kojem su WT miSevi imunizirani MOG proteinom (mijelin
oligodendrocitni glikoprotein), model misa s Multiplom sklerozom, izlagani anesteziji
sevofluranom u koncentraciji 2,5 Vol%, potvrdilo je prethodna izvjes¢a u kojima se uéinak
sevoflurana vidi kao smanjenje aktivnosti T stanica kod oboljelih od autoimunih bolesti kao
Sto je MS, Sto u krajnjem ishodu usporava klinicku progresiju bolesti (163).

U daljim istraZivanjima svakako bi se trebalo razmotriti trajanje indukcije u anestetziju HA
kod pacijenata oboljelih od demijelinizacijskih bolesti.

Anestici imaju Siroko podruéje djelovanja i ostaju jo§ mnoga pitanja 0 mehanizmu djelovanja
na koja nemamo odgovor. Vjerujemo kako ¢e buduca istrazivanja lipidnih domena pomoc¢i u

njihovom rjesavanju.
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7. ZAKLJUCAK



Nakon provedenih testova motorike kod miseva sa isklju¢enim genom za sintezu
kompleksnih gangliozida (B4galntl), nakon tretiranja hlapljivim anestetikom isofluranom ili
sevofluranom zapaZena je slabija pokretljivost u odnosu na divlji tip miSa i misa tretiranog
kuprizonom, dok u kognitivnim testovima nakon anestezije hlapljivim anesteticima B4galntl
misevi postizu znacajno bolje rezultate u odnosu na divlji tip misa. Takoder B4galntl misevi
brze podlijezu u¢inku anestetika nego li ostali misevi.

Kako je imunohistokemijski vidljiva promjena u distribuciji gangliozida u snopu
komisuralnih vlakana corpus calosum-a velika je vjerojatnost da su razlike testova u ovih
miSeva nakon izlaganja hlapljivim anesteticima posljedica promjene raspodjele gangliozida

barem na nekim kortikalnim strukturama, a ne samo hipomijelinizacije.
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8. SAZETAK



Hlapljivi anestetici se godinama primjenjuju u klini¢koj praksi, iako mehanizma njihovog
djelovanja jos nije dovoljno poznat. Brojne hipoteze ukazuju na mjesta njihovog djelovanja.
Uz do sada ispitivane moguénosti ukljuc¢enosti GABA i NMDA receptora u novije vrijeme se
vjeruje kako hlapljivi anestetici djeluju i na lipidne signalne domene. Lipidne splavi su
lokalizirane lipidne gradevine sa visokim sadrzajem kolesterola i glikosfingolipida. Lipidne
splavi kao signalne platforme, uklopljene u fluidne membrane, sudjeluju u predaji signala
unutar stanice. U radu je sposobnost hlapljivih anestetika da djeluju na signalne domene
ispitana in vivo na modelu miSa B4galntl koji imaju promijenjenu sposobnost stvaranja
lipidnih domena uslijed bloka u sintezi kompleksnih gangliozida, WT misevima i WT
miSevima hranjenim kelatorom bakra kuprizonom.

MiSevi su podvrgnuti kognitivnim i motoriCkim testovima prije i nakon anestezije
izofluranom i sevofluranom. Mjereno je vrijeme potrebno za uvod u anesteziju i budenje iz
anestezije. B4galntl miSevi imaju znacajno kra¢e vrijeme uvodau anesteziju izofluranom
(p<0,001) i sevofluranom (p<0,001) od WT miseva hranjenih kuprizonom. WT misevi
hranjeni kuprizonom postizu znacajno duze vrijeme odrzanja na rotirajucoj osovini od
B4galntl miseva prije indukcije anestezije (p<0,001). U testu pasivnog izbjegavanja zadatka,
84.6 % B4galntl miSeva i 25 % miSeva hranjenih kuprizonom odgodilo je ulazak u tamnu
prostoriju. B4galntl miSevi imaju znac¢ajno manje horizontalnih pokreta u 1. (p=0,002) i 4.
(p<0,001) minuti te znacajno manje vertikalnih pokreta u 1. (p<0,001) i 4. (p<0,001) minuti
prije uvoda u anesteziju od WT miSeva hranjenih kuprizonom.

Razlike izmjerene u kognitivnim testovima i testovima motorike prije i poslije anestezije prije
su posljedica su promijenjenog sastava lipida u B4galntl misu, a ne hipomijelinizacije koja

postoji i kod kuprizonom tretiranih miseva i kod B4galntl.

Kljuéne rijeci: lipidne splavi, B4galntl miSevi, izofluran, sevofluran, hipomijelinizacija,

kuprizon.
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9. SUMMARY



INFLUENCE OF VOLATILE ANAESTHETICS ON THE COMPOSITION AND
DISTRIBUTION OF MEMBRANE LIPID RAFTS

Volatile anaesthetics have been in use for years in clinical practice, although mechanism of
their action is not yet fully understud. There are many hypotheses suggesting the site of their
action. With so far investigated possible involvements of GABA and NMDA receptors, recent
researches indicate possible action of volatile anaesthetics on lipid signalling domains. Lipid
rafts are localized lipid structures with large quantity of cholesterol and glycosphingolipids.
Lipid rafts function as signalling platforms, incorporated in the fluid membrane, in the
transmission of signals inside the cell.

This disertation presents a research on the ability of volatile anaesthetics to act on lipid rafts
signalling domains. Tests were conducted in vivo, using the B4galntl mouse model. This
mouse model has a modified ability to produce lipid domains due to the blocked synthesis of
complex gangliosides. Tests included both mice strains, C57BL/6 and C57BL/6J fed with
Cuprizone.

Mice were exposed to different tests before and after anaesthesia with sevoflurane and
isoflurane. Tests included Visual placing response, Hindlimb extension reflex, Forelimb grip
strength, RotaRod, Activity cage, modified Lashley Il maze, and passive avoidance task. The
induction and recovery times from anaesthesia were observed and measured.

The research results suggest that B4galntl mice have significantly shorter induction time of
anaesthesia using isoflurane (p<0.001) and sevoflurane (p<0.001), compared to the WT mice
fed with Cuprizone. WT mice fed with Cuprizone had significantly longer time in maintaining
RotaRod, than B4galntl mice before induction of anaesthesia (p<0.001).

Under Passive Avoidance test, 84.6% of B4galntl mice and 25% of Cuprizone fed mice
models postponed entrance into the dark room. B4galntl mice have significantly less
horizontal movement in the first (p = 0.002) and fourth (p<0.001) minute, as well as
significantly less vertical movement in the first (p <0.001) and fourth (p <0.001) minute
before induction time of anaesthesia compared to WT mice fed with Cuprizone.

The differences in the results of cognitive and motor skills tests before and after anaesthesia

were caused by changes in composition of lipid domains, and not by hypomyelinisation.

Key words: lipid rafts, B4galntl mice, volatile anesthetics, hypomyelinisation, Cuprizone.
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PRILOZI

1. MARKIRANJE METODOM KONTINUIRANE SERIJE BROJEVA
2. KARAKTERISTIKE SKUPINA MISEVA UKLJUCENIH U ISTRAZIVANJE
3. BBB SKALA (Basso-Beatie-Bresnahen locomotor rating scale)



1. MARKIRANJE METODOM KONTINUIRANE SERIJE BROJEVA

Radi prepoznavanja Zivotinje su oznacene urezom/rupicom na lijevom i/ili desnom uhu
metodom Univerzalnog sustava oznacavanja miseva (Universal Mouse Numbering System,

Dickie, MM 1975. Keeping Records, Biology of the Laboratory Mouse).
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2. KARAKTERISTIKE SKUPINA MISEVA UKLJUCENIH U ISTRAZIVANJE

br.misa Br.kaveza spol

1c
2C
3c
4c
1c
2cC
3c
4c
1c
2c
3c
4c
1c
2c
3c
4c
1k
2k
3k
4k
1k
2k
3k
4k
V1
V2
V3
V4
V5

f

N
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BBB
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

masa/g
16,39
15,52
16,37
15,87
18,17
18,54
17,38
18,35
20,6
18,85
20,25
20
21,6
20,9
21
19,4
21,25
21,1
21,1
20,2
21
21,5
21,7
19,2
23.00
22.74
22.00
20.66
18.16

lokacija
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Rijeka
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek

tip misa

WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT kuprizon 3mj
WT 6mj

WT 6mj

WT 6mj

WT 6mj

WT 6mj



V6
V7
V8
V9
V10
V11
V12
V13
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
G13
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M1l
M12
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21
21
21
21
21
21
21
21
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

23.54
20.28
22.37
21.16
18.00
20.87
20.61
32.61
21.87
25.61
19.00
22.36
21.87
20.94
20.64
20.57
30.92
25.88
34.31
30.13
32.61
15.48
19.21
15.36
16.68
19.20
16.84
17.24
17.56
26.24
21.28
24.64
21.26

Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek
Osijek

WT 6mj
WT 6mj
WT 6mj
WT 6mj
WT 6mj
WT 6mj
WT 6mj
WT 6mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
B4Galntl 12 mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj
WT 3mj



M13 8 M 21
M14 8 M 21
M15 8 M 21
1 Il M 19
1 I M 19
2 I M 21
1 I F 21
2 I F 21

24.55
22.00
23.00
24.86
33.60
30.99
32.43
27.65

Osijek
Osijek
Osijek
Pecsuh
Pecsuh
Pecsuh
Pecsuh

Pecsuh

WT 3mj

WT 3mj

WT 3mj
B4Galnt 3 mj
WT 12 mj
WT 12 mj
WT 12 mj
WT 12 mj

U istrazivanje je ukljuceno, 47 zenki i 23 muzjaka, ukupno 70 miseva srednje tjelesne mase

21,79 (15,369 - 34,41g). Skupina od 14 (5 zenki i 9 muzjaka) miseva B4galntl, 40 (30 zenki

1 10 muzjaka) miSeva WT 1 16 (14 Zenki i 10 muzjaka) WT miSeva tretiranih kelatorom bakra,

Kuprizonom.

Iz nastambe za zivotinje Medicinskog fakulteta Osijek je 49 miSeva, 16 iz Vivarija

Medicinskog fakulteta Rijeka i 5 iz Vivarija Medicinskog fakulteta Pecsuh, Madarska.



3. BBB SKALA (Basso-Beatie-Bresnahen locomotor rating scale)

Grubi motoric¢ki status miSa procjenjuje se bodovanjem od 0 do 2 s najve¢im brojem bodova

22 1 to svake ponaosob slijedecih osobina:

plantarni korak

stabilnost trupa

podizanje repa

predominantna pozicija Sape

pokreti lijeva straznja Sapa-lijeva prednja Sapa
odupiranje o podlogu

stabilnost hoda

dorzalni korak
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razmak prstiju
10. polozaj straznjih nogu

11. tremor trupa zivotinje

Bodovanje lokomotornog sustava miSeva primjenom BBB (Basso, Journal of Neurotrauma,
1995) skale pokazuje najnizu vrijednosti 12 kod miSeva B4galntl, 17 kod WT miSeva

tretiranih kelatorom bakra Kuprizonom, a najvece vrijednosti 22 je kod WT miseva.



