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POPIS KRATICA

BDNF mozdani neurotrofni ¢imbenik (engl. brain-derived neurotrophic factor)

BSA govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)
CERT ceramidni transportni protein (engl. ceramide transfer protein)
DAB 3,3'-diaminobenzin

FAPP2 transportni protein (FAPP2), engl. 4-phosphate-adaptor-protein-2
GalNAc  N-acetilgalaktozamin

GC galaktocerebrozid

GD1la disialo-galaktozil-glukozil-ceramid

GD1b disialo-laktozil-glukozil-ceramid

GFAP glijalni fibrilarni kiseli protein (engl. glial fibrillary acidic protein)
GIcNAc  N-acetilglukozamin

GM1 monosialotetraheksozilgangliozid

GSL glikosfingolipidi

GTilb trisialo-galaktozil-glukozil-ceramid

IHC imunohistokemija (engl. immunohistochemistry)

IUPAC medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju (engl. International Union of

Pure and Applied Chemistry)

LacCer laktozilceramid

LPL lizofosfolipid

NeuAc N-acetilneuraminska kiselina

NGF ¢imbenik rasta zivaca (engl. nerve growth factor)

PBS fosfatno puferirana fizioloska otopina (engl. phosphate buffered saline)
PFA paraformaldehid

PLA: fosfolipaza A1 (engl. phospholipase Az)

SAP protein aktivator sfingolipida (engl. sphingolipid activator proteins)
SN nukleofilna supstitucija

TAG triacilglicerol

TBS TRIS-puferirana fizioloska otopina (engl. TRIS-buffered saline)
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1. UvOD

Povrsinski sloj eukariotskih stanica primarno je graden od glikana, slozenih ugljikohidrata koji se
na temelju svojih fizickih i kemijskih svojstava dijele na glikoproteine, proteoglikane i glikolipide.
S obzirom na proteine, glikani zauzimaju vise prostora po jedinici mase i njihove su konformacije
vrlo osjetljive na manje promjene u kemijskoj strukturi. Budu¢i da su veliki, pretezno hidrofilni i

¢esto negativno nabijeni, glikani dominiraju arhitekturom 1 fizickim svojstvima stani¢nih povrs§ina

(1).

1.1. Glikosfingolipidi

Glikolipidi su vrsta lipida koji na sebe imaju vezane glikane preko glikozidne veze. S obzirom na
strukturu mogu se podijeliti na dvije osnovne skupine: glikosfingolipide i glikoglicerolipide.
Glikosfingolipidi (GSL) kao okosnicu imaju sfingoidnu lipidnu bazu koja je najéese sfinganin ili
sfingozin. Sfinganin i sfingozin se strukturno razlikuju u trans dvostrukoj vezi izmedu C-4 i C-5
koja je odsutna kod sfinganina. Postoji niz drugih sfingoidnih baza kao §to su fitosfingozin,
metilsfingozin i sfingoidne baze koje sadrze 20 ugljikovih atoma. Sfingoidne baze s 20 ugljikovih
atoma najzastupljenije su u gangliozidima mozga, dok je fitosfingozin ucestaliji u tkivima biljaka
i gljiva. (1, 2).

Osnovna baza svih GSL-a je ceramid (Slika 1.). Ceramid je najjednostavniji sfingolipid i sastoji
se od sfingozina koji na sebe, putem N-acilacije, veze masne kiseline na C-2 amin. Vezane masne
kiseline uglavnom su zasi¢ene, medutim mogu biti i nezasi¢ene ili imati a-hidroksilne skupine a
uvelike variraju u veli¢ini, u rasponu od C14 do C30 ili vise (3). Dakle, na strukturne i funkcionalne

razlike GSL-a utjecu sfingoidne baze i razli¢ite duljine i stupnjevi hidroksilacije masnih kiselina.

Sfingozin
OH

CH.OH \l/l\/\/\/\/\/\/\/\/\

HN

oﬁk

R Masna kiselina

Slika 1. Shematski prikaz kemijske strukture ceramida. (Sliku je izradila autorica)
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Medutim, glavna klasifikacija GSL-a temelji se na varijaciji glikana vezanih na ceramid. Kod
vecine kraljeznjaka prvi monosaharidi vezani na ceramid najéeSe su B-vezana glukoza i galaktoza.
Opisano je vise od 500 razliciti struktura glikana kod GSL-a ¢iji temelj ¢ine glukoza, galaktoza,
fukoza, N-acetilglukozamin (GIcNAc), N-acetilgalaktozamin (GalNACc) i sijalinska kiselina (N-
acetilneuraminska kiselina) (4 — 6). Glikosfingolipidi se strukturno mogu klasificirati na temelju
redoslijeda slaganja monosaharida u uobicajene sekvence od 4 uzastopna Secera koji zajedno ¢ine
neutralnu glikansku jezgru odredene skupine GSL-a. Na temelju neutralnih glikanski jezgara,
glikosfingolipidi se dijele na 12 serija (Slika 2.). Medutim, najéeSe se klasificiraju kao neutralni

glikosfingolipidi, sulfatidi (sadrze sulfatne skupine) i gangliozidi (sadrze sijalinsku kiselinu) (7).

Serija Struktura neutralne jezgre

arthro O @ ¢ ceramid

gala O =0 ceramid

neogala | @)= " ‘ceramid
ganglio Q=0 » @ ‘ceramid
globo O - 'ceramid
isoglobo @ =@ @ " 'ceramid

_ . — Glukoza
lacto @ [*@ =@ ceramid
. — Galaktoza

neolacto | @ "@=“@ " 'ceramid
fﬁ\l — Manoza
3 1 r . "\__/
muco O 0=0= @)= ceramid

) _ . . . /\ — Fruktoza
mollu A PO O @ 'ceramid
— GlcNAC
schisto =@ ceramid |

) _ — GalNAc
spirometro| )= @)= ‘ceramid -

Slika 2. Prikaz serija glikosfingolipida na temelju strukture neutralne jezgre. (Sliku je izradila

autorica)
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1.2. Gangliozidi

Najzastupljenija skupina glikosfingolipida u mozgu covjeka su gangliozidi, gdje je njihova
zastupljenost u sivoj tvari oko pet puta vecéa nego u bijeloj tvari (8). Vecina gangliozida kod
odraslih sisavaca pripadaju ganglio, gala, lakto i neolakto serijama (9). Gangliozidi su primarno
smjeSteni u vanjskom sloju stani¢ne membrane neurona u koju su usidreni pomoc¢u hidrofobnog
ceramidnog repa i ve¢im dijelom prvog Secera (glukoza ili galaktoza), dok se glikanski dio proteze
prema izvanstani¢nom prostoru (10). Gangliozidi nose 75 % ukupne sijalinske kiseline u mozgu
covjeka (11). Sijalinska kiselina je monosaharid s 9 ugljikovih atoma koja nastaje sintezom iz N-
acetilmanozamina i fosfoenolpiruvata (2, 3). Sijalinska kiselina kod ljudi je N-acetilneuraminska
kiselina (NeuAc). Relativno je jaka kiselina (pK, = 2,6) koja kod vecine fizioloskih pH-vrijednosti

ima negativan naboj, zbog ¢ega gangliozidi poprimaju kisela svojstva (12).

GT1b GD1b

m

) - Ceramid
[ ¢

O

GM1

p ) ) > Q — Glukoza

[ ¢ [ ¢ &

4 ; ‘ — Galaktoza
’:I — GalNAc
<> _ sijalinska

kiselina

Slika 3. Shematski prikaz kompleksnih gangliozida (GM1, GD1la, GD1b, GT1b) smjeStenih u

|
|

fosfolipidni dvosloj

vanjskom sloju stani¢ne membrane. (Sliku je izradila autorica)

Nomenklatura gangliozida prema Medunarodnoj uniji za ¢istu i primjenjenu kemiju (engl.
International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC) vrlo je kompleksna, pa se u sirokoj
primjeni koristi pojednostavljeni sustav koji je razvio Lars Svennerholm (13). Prema
Svennerholmu, struktura jezgre neutralnih Secera definira ime odredene serije i predstavlja prvo
slovo u nazivu molekule (G = ganglio, L = lacto itd.). Nakon cega slijedi veliko slovo koje
oznacava ukupan broj vezanih sijalinskih kiselina (A=0,M=1,D=2T=3,Q=4,P=5H=

6, S = 7). Zatim se oznacuje duljina neutralne glikanske jezgre, odnosno broj vezanih neutralnih

3
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ugljikohidrata. U pocetku se pretpostavljalo da broj vezanih ugljikohidrata ne moze biti veéi od
pet, pa tako broj 1 predstavlja punu jezgru od cetiri ugljikohidrata, dok krace strukture imaju vece
brojeve (5 -1 = 4). Broj sijalinskih kiselina povezanih s unutarnjim galaktoznim ostatkom oznacen
je malim slovom (a = 1, b = 2, itd.), a broj sijalinskih kiselina povezanih s N-

acetilgalaktozaminskim ostatkom oznacen je gr¢kim slovom (o= 1, = 2, itd.).

De novo biosinteza gangliozida zapoc¢inje na membranama endoplazmatskog retikuluma, gdje
razli¢iti niz enzima katalizira proces nastajanja hidrofobnih ceramidnih sidra. Ceramidi se zatim
putem vezikularnog transporta ili prijenosnih proteina (engl. ceramide transfer protein — CERT,
engl. 4-phosphate-adaptor-protein-2 — FAPP2) transportiraju do membrane Golgijevog tijela, gdje
prolaze kroz daljnje modifikacije (14). Glikoziltransferaze glavni su enzimi koji sudjeluju u
modifikaciji i stvaranju razli¢itih gangliozidnih struktura, a njihova aktivnost i uloga ovise o vrsti
stanice (15). Anabolizam veéine gangliozida iniciran je dodavanjem glukoze na ceramid, osim u
slucaju sinteze GM4 gangliozida koji zapoc¢inje dodavanjem galaktoze (16). Daljnjim dodavanjem
galaktoze na glukozilceramid nastaje laktozilceramid (LacCer), glavni prekursor razli¢itih GSL
serija. U neuronima, biosinteza gangliozida a-serije zapocinje prijenosom sijalinske kiseline s
CMP-sijalinske kiseline na galaktozilni ostatak LacCer-a ¢ime nastaje jednostavan gangliozid
GM3 (16). Daljnjom sijalilacijom nastaju GD3 i GT3, prekursori b- i c-serije gangliozida (17).
Gangliozidi se zatim vezikulama prenose na stani¢nu membranu stanice gdje prolaze kroz procese
glikozilacije, desijalilacije i remodifikacije, ovisno o funkciji i diferencijaciji stanice (18). Sinteza

gangliozida specifi¢na je za vrstu stanice i regulirana na razini transkripcije (19).

Katabolizam gangliozida koordiniran je djelovanjem glikozidaza, lipaza i proteina aktivatora
sfingolipida (engl. sphingolipid activator proteins — SAP), a zapocinje unoSenjem molekula
gangliozida u stanicu putem endocitoze. Stvorene endocitozne vezikule se stapaju s ranim
endosomima i sazrijevaju u kasne endosome, koji se zatim stapaju s lizosomima. Specifi¢ne
hidrolaze u lizosomima uzastopno cijepaju ostatke SeCera od gangliozida, ¢ime nastaju
intermedijarne molekule koje se mogu reciklirati i time odrzati ravnotezu gangliozida u stanici, ili

razgraditi do krajnjeg produkta (20).

Zahvaljujuéi heterogenosti u sastavu Secera glikanske skupine, postoji vise od 200 razlicitih
struktura gangliozida (21). Medutim, u mozgu odraslog ¢ovjeka dominiraju cetiri glavna

gangliozida  koji  zajedno  predstavljaju 97 %  ukupnih  gangliozida: GM1
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(monosialotetraheksozilgangliozid), GD1a (disialo-galaktozil-glukozil-ceramid), GD1b (disialo-
laktozil-glukozil-ceramid) i GT1b (trisialo-galaktozil-glukozil-ceramid) (22). Tijekom
sazrijevanja, njihova se zastupljenost u mozgu mijenja ovisno o fazi razvoja. Za vrijeme
prenatalnog razvoja izmedu 5. i 16. tjedna trudnoce Covjeka pretezno su izrazene c-Serije
gangliozida koje su neophodne za rani razvoj mozga. GM3 i GD3 sluzZe kao prekursori za slozenije
gangliozide i ima ih u izobilju tijekom ranog gestacijskog razdoblja. Nakon 16. tjedna dolazi do
porasta koncentracije kompleksnijih gangliozida. GD1la pokazuje znacajno povecanje u sloju
kortikalne podplo¢e, GD3 u ventrikularnom sloju kore velikog mozga, dok se GM1 pocinje
pojavljivati sve izrazenije kako se mozak dalje razvija. Nakon rodenja, visoke razine GD1ai GM1
zapazane su u frontalnoj kori, $to odrazava njihovu ukljucenost u procese sinaptogeneze i
mijelinizacij. Vidna kora bogata je GD1b i GT1b gangliozidima. Gangliozid GM1 pretezno je
izrazen u bijeloj tvari, ukljucuju¢i podruc¢ja poput chiasma opticum i corpus callosum, §to ukazuje
na njegovu ulogu u mijelinizaciji i cjelovitosti aksona. U odraslom mozgu ¢ovjeka GD1b Siroko
je izrazeni u sivoj i bijeloj tvari, dok je GM1 uglavnom prisutan u bijeloj tvari, a GD1la i GT1b
pretezno su rasporedeni u sivoj tvari. Tijekom starenja koncentracija gangliozida postupno se
smanjuje. U frontalnoj kori dolazi do znacajnog smanjenja GD1a i GMI1, §to se moze povezati s
opadanjem kognitivne funkcije u starijoj dobi. U hipokampusu i cerebelarnoj kori zabiljezeno je
umjereno smanjenje GM1 i drugih gangliozida, $to utje¢e na pamcenje i motoric¢ke funkcije (23 —

25).

Zbog njihove kompleksne strukture i raspodjele unutar srediSnjeg ziv€anog sustava, tjelesnih
tekucina 1 tkiva, gangliozidi sudjeluju u mnogim cis 1 trans interakcijama koje izmedu ostalog
ukljucuju i stani¢nu signalizaciju, posebno regulaciju rasta neurona, diferencijaciju i sinapticki
prijenos. Takoder igraju ulogu u modulaciji imunoloskog odgovora i prijanjanju stanica, te
Razli¢ita istraZzivanja na modelima miSeva s iskljuenim genima, S nedostatkom sinteze
gangliozida ili poremecajem u genu GalNACT otkrila su mnogobrojne bioloske vaznosti
gangliozida kod pravilnog razvoja organizma. Pa tako poremecaj u funkciji gangliozidnih sintaza
moze pridonijeti gluho¢i i razvoju poremecaja paznje i hiperaktivnosti (26, 27). Nedostatak
kompleksnih gangliozida, uzrokovan poremecajem u funkciji GaINACT gena, dovodi do znac¢ajnog
smanjenja brzine provodenja ziv€anih impulsa (28), poremecene motoricke funkcije kod starijih

miseva (29), te demijelinizacije i degeneracije aksona razli¢itih zivaca (30,31). Kod istovremenog

5
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oste¢enja funkcija GalNAcT i gangliozidnih sintaza dolazi do gubitka tezine, progresivne
motoricke 1 senzorne disfunkcije, pogorSanja prostornog ucenja i pamcenja sa starenjem, te
degeneracije Purkinjeovih neurona u kori malog mozga. Ovakvi poremecaji u ekspresiji gena

rezultiraju skracenim zivotnim vijekom, sa smrtno$¢u od 50 % do 30. tjedna starosti (32 — 34).

Razumijevanje strukture i funkcije gangliozida klju¢no je za razotkrivanje njihovog znacaja u
zdravlju 1 bolesti. Medutim, zbog ograni¢enja koja dolaze uz imunohistokemijske (IHC) analize
¢esto su rezultati razli¢itih IHC istrazivanja medusobno kontradiktorni. Poznato je kako koristenje
odredenih detergenata, kao S§to je Triton X — 100, moze izazvati redistribuciju gangliozida unutar
tkiva 1 tako utjecati na rezultate IHC metoda (35). Takoder, dokazano je kako neka protutijela
imaju Siroku specificnost zbog ¢ega moze doc¢i do kriznog vezanja i posljedi¢no do varijacija u
rezultatima istrazivanja. Kako bi se smanjila ogranienja specifi¢nosti protutijela, koriste se
visokospecificna monoklonalna protutijela (36). Ostali ¢imbenici kao §to su temperatura (35) ili
nacin fiksacije uzoraka (37) isto tako mogu utjecati na rezultate. Uz maksimalnu optimizaciju
uvjeta, imunoreaktivnost gangliozida jo$ uvijek ovisi o nekoliko ¢imbenika: gusto¢i odredenog
gangliozida u stani¢noj membrani, drugim komponentama stani¢ne membrane i ceramidnom
dijelu gangliozida (38). Zbog toga je prilikom IHC analiza vazno uzeti u obzir da odsustvo
obojenja ne znaCi nuzno i odsustvo gangliozida. Nadalje, kemijske i biokemijske analize
gangliozida daju razlicite rezultate u odnosu na IHC analize. Dosada$nja istrazivanja pokazala su
kako su gangliozidi podjednako izrazeni i u mijelinu i u aksonu (39, 40), medutim IHC analiza
nije potvrdila navedene rezultate (41). Takoder analize tkiva pomocu biokemijskih metoda daju
uvid u detaljniju i to¢niju raspodjelu gangliozidnih struktura unutar sredi$njeg zivéanog sustava,

koje nisu dostupne IHC metodama (42, 43).

1.3. Lipidne splavi

Sve vedi broj istraZivanja potvrduje pretpostavku da komponente lipida i proteina u stani¢noj
membrani nisu nasumic¢no rasporedene, nego organizirane u specificne domene s dinami¢nim
rasporedom. Ta je organizacija kljuna za razne stani¢ne funkcije, ukljucujuéi prijenos signala,
promet membranom i odrzavanje strukturnog integriteta stanice. Lipidne splavi su specijalizirane
mikrodomene, odnosno visoko uredena podrucja koja se nalaze unutar fluidnog i neuredenog
fosfolipidnog dvosloja. Sastoje se od kolesterola, sfingolipida ($to ukljucuje sfingomijelin i

glikosfingolipide) i glicerofosfolipida. Kolesterol ispunjava prostore izmedu lipida i tako pomaze
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u stabilizaciji mikrodomena. Sfingolipidi zahvaljuju¢i svojoj strukutri obogacenoj dugackim
lancima zasi¢enih masnih kiselina doprinose ¢vrstom pakiranju domena i viSoj temperaturi taljenja
u odnosu na ostatak membrane. Glicerofosfolipidi slabo su zastupljeni u lipidnoj splavi u
usporedbi s okolnom membranom. Takoder sadrze i1 specifi¢ne integralne i periferne proteine,
ukljucujucéi receptore i signalne molekule. lako su visoko uredene, lipidne plavi su dinamicne i
mogu se kretati unutar stani¢ne membrane. Sudjeluju u prijenosu signala,vezikularnom transportu,

te stanicnoj adheziji 1 migraciji (44, 45).

1.4. Fosfolipaza Al

Postoje dvije vrste skupina fosfolipaza, ovisno o vrsti veze koju cijepaju, to su: acil hidrolaze i
fosfodiesteraze. U acil hidrolaze spadaju fosfolipaza A,, fosfolipaza A,, fosfolipaza B i
lizofosfolipaza A, /,, dok u fosfodiesteraze spadaju fosfolipaza C i D (46). Fosfolipaza A; (PLA,)
hidrolizira estersku vezu na SN — 1 poziciji glicerofosfolipida, ¢ime nastaje zasi¢ena ili
mononezasicena masna kiselina i lizofosfolipid (SN — 2 LPL). Neke PLA: ciljaju i neutralne
lipide kao S$to su triacilglicerol (TAG) i diacilglicerol (DAG) (47). Uloge PLA{ jo$ uvijek nisu
dovoljno istrazene, medutim poznato je kako PLA: sudjeluje u remodeliranju stani¢nih
glicerofosfolipida proizvodnjom bioaktivnih lizofosfolipidnih (LPL) medijatora, kao i enzima za
LPL medijatore (48, 49). LPL medijatori kao Sto su lizofosfatidna kiselina djeluju kao sekundarni
glasnici u brojnim procesima poput proliferacije, transporta proteina, diferencijacije, invazije i
morfogeneze (50). Pretpostavlja se da ¢e lipidne splavi tijekom izlaganja uzoraka tretmanu PLA,
zbog niske koncentracije fosfolipida i zastitnog ucinka kolesterola i sfingolipida, o¢uvati svoj
integritet dok ¢e PLA: hidrolizirati fosfolipide u ostatku membrane. Budu¢i da su gangliozidi
pretezno lokalizirani u lipidnim splavima (44), pretpostavlja se da bi se uklanjanjem fosfolipida iz
uzoraka tkiva IHC signal gangliozida povec¢ao. Koliko nam je poznato, nema drugih istrazivackih
studija koje su posebno istrazivale upotrebu PLA1 u imunohistokemijskim metodama. Ova studija
predstavlja novi pristup u koristenju PLA1 za poboljSanje vizualizacije gangliozida u tkivu malog

mozga misa.
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HIPOTEZA

2. HIPOTEZA
Enzimatsko uklanjanje fosfolipida iz uzoraka tkiva za imunohistokemiju povecati ¢e signal

gangliozida.



CILJ

3. CILJ
Cilj ovog istrazivanja je imunohistokemijski pokazati raspodjelu gangliozida GM1a, GD1a, GD1b

i GT1b na fiksiranim rezovima mozga misa s i bez tretmana fosfolipazom.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Eksperimentalna studija, ustrojena kao istrazivanje parova, provedena je na tkivima pokusnih
zivotinja (miSevi divljeg tipa, soj B6/129S). Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku (Klasa: 641-01/24-01/04,
Ur. Broj: 2158-61-46-24-33). Provedena studija zadovoljava etiCke standarde Direktive

2010/63/EU Europskog parlamenta i Vijeca o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe.
4.2. Materijali (ispitanici)

4.2.1. Pokusne Zivotinje

Kao materijal istrazivanja koristeni su uzorci tkiva mozga prikupljenih od miSeva starosti 7
mjeseci. Ukupno su zrtvovana tri misa muskog spola postupkom cervikalne dislokacije. Misevi su
hranjeni standardnom hranom koja im je uz vodu bila stalno dostupna. DrZani su u uzgojnim
nastambama temperature 24 °C i vlaznosti 60 %, u uvjetima izmjene svjetlosti 12/12. Proces

zrtvovanja zivotinja u skladu je s propisanim eti¢kim nacelima.

4.2.2. Kemikalije

Kemikalije koriStene u ovom istrazivanju bile su visoke Cisto¢e kako bi se osigurala tocnost 1
pouzdanost rezultata. Fosfolipaza A1 nabavljena je od Sigma — Aldrich (L3295) i ima specifi¢nu
aktivnost od > 10 KLU/g, §to ukazuje na njenu ucinkovitost 1 prikladnost za eksperimentalne
postupke. Koristena su visokospecifiéna monoklonalna IgG protutijela (proizveo i donirao Odjel
za farmakologiju Medicinskog fakulteta Johns Hopkins (Baltimore, MD, SAD) koja omogucuju
precizno vezanje protutijela na ciljane epitope gangliozida. Svi ostali reagensi, ukljucujuci
sekundarna i tercijarna protutijela i otopine za blokiranje, nabavljeni su od renomiranih dobavljaca

1 bili su analiticke kvalitete kako bi se odrZao integritet imunohistokemijskih analiza.
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Tablica 1. Prikaz koriStenih visokospecifi¢cnih monoklonalnih misjih 1gG primarnih protutijela i

koristena razrjedenja.

Protutijela Originalna koncentracija Razrjedenje Datum proizvodnje

GM1 1,1 mg/ml 1:5000 15.06.2021.

GD1la 1,23 mg/ml 1:15000 22.06.2022.

GD1b 0,36 mg/ml 1:10000 09.06.2021.

GT1b 1,26 mg/ml 1:10000 04.06.2021.
4.3. Metode

4.3.1. Imunohistokemijska analiza

Mozgovi su nakon zrtvovanja izdvojeni i fiksirani u 4 %-tnom paraformaldehidu (PFA) tijekom
48 sati na 4 °C. Kako bi se oCuvala stani¢na struktura i minimiziralo nastajanje kristala leda,
ucinjena je krioprotekcija mozgova u 10 %-tnoj saharozi u fosfatno puferiranoj fizioloskoj otopini
(engl. phosphate buffered saline — PBS) tijekom 24 sata. Uzorci su zamrznuti u pothladenom

izopentanu i pohranjeni na — 80 °C do trenutka analize.

Nakon zamrzavanja, uzorci su uklopljeni u medij za kriostatsko rezanje (2 %-tna otopina
karboksimetil celuloze) i rezani na kriostatu (LEICA CM3050 S) na rezove debljine 35 um
(temperatura kriostata = — 20 °C, temperatura objekta = — 18 °C). Rezovi su premjesteni u
mikrotitarsku plo¢u gdje su pohranjeni u TRIS-puferiranoj fizioloskoj otopini (engl. TRIS-buffered
saline — TBS) na 10 minuta.

Svi koraci pretretmana i IHC analize slobodno plutajuéih rezova provedeni su na 4 °C na tresilici,
uz iznimku tretiranja uzoraka s PLA:1 gdje je inkubacija provedena na 37,5 °C. Uzorci su prvo
pro¢is¢eni od endogenih peroksidaza u 3 %-tnoj otopini vodikovog peroksida (H202) u TBS-u 30
minuta i zatim podijeljeni u dvije skupine: uzorci tretirani s PLA1 i netretirani uzorci. U istrazivanju
je koristena PLA1 (Phospholipase Al from Aspergillus oryzae, L3295, Sigma — Aldrich). Koristeno
je 10 ul PLA1 u 490 pl TBS-a po jazici. Uzorci su inkubirani u PLA; pet sati na 37,5 °C. Nakon
inkubacije, kako bi se inhibirala aktivnost fosfolipaze, provedena je inkubacija u 1 %-tnoj otopini

natrijevog azida (NaNs) u TBS-u 20 minuta.
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Kako bi se minimiziralo nespecificno vezanje primarnih protutijela, obje skupine uzoraka
inkubirane su u otopini za blokiranje (5 % kozji serum, 1 % BSA (engl. Bovine Serum Albumin))
tijekom 2 sata. Zatim je slijedila inkubacija rezova preko no¢i u primarnim protutijelima
otopljenim u otopini za blokiranje (Tablica 1.). Uzorci su sljedecée jutro ispirani tri puta po 10
minuta u TBS-u i inkubirani 4 sata u sekundarnom protutijelu (kozje anti-misje IgG konjugirano s
biotinom (teski + laki lanci), cat 115-065-166, Jackson ImmunoResearch Laboratories)
pripremljenom u otopini za blokiranje u razrjedenju 1: 500. Nakon 4 sata, rezovi su ispirani tri
puta po 10 minuta u TBS-u i inkubirani 2 sata u tercijarnom komplesku (VectaStain ABC — HRP
kit, ZK0713, Vector Laboratories) pripremljenom prema uputama proizvoda¢a. Nakon ponovnog
ispiranja tri puta po 10 minuta u TBS-u, slijedilo je razvijanje boje u DAB (3,3'-diaminobenzidin,
engl. 3,3'-diaminobenzidine) otopini (DAB substrate Kit, ZJ0214, Vector Laboratories)
pripremljenoj prema uputama proizvodaca. Uzorci su drzani u DAB otopini 4 minute. Nakon
razvijanja boje, rezovi su naneseni na Zelatinizirana stakla, osuSeni i pokriveni s pokrovnim
stakalcem. Preparati su pregledani pod svjetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss, Axioskop 2 MOT,
Jena, Germany) i fotografirani kamerom Olympus DP70 (Olympus DP70, Optical Olympus,

Japan) pod 50 i 100X ukupnim povecanjem.

4.3.2. Kvantifilacija slika

Dobivene slike analizirane su i kvantificirane u Fiji programu (51). Slike su formatirane u 8-bitne
fotografije, sto nam je omogucilo rad u sivoj ljestvici Cije se vrijednosti piksela krecu od 0 do 255
(manji iznos piksela predstavlja jace obojenje). Mjerena podrucdja od interesa (engl. region of
interest — ROI) bile su konstantne veli¢ine. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost sive boje
(engl. mean gray value), Sto predstavlja zbroj vrijednosti piksela sive boje podijeljene s brojem
piksela.

4.4. Statisticka analiza

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Za provjeru normalne
raspodjele podataka koristen je Shapiro-Wilksov test. Numericki su podatci, zbog lakse usporedbe
prikazani medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike normalno raspodijeljenih
numeri¢kih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su Studentovim T-testom, a u

slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyjevim U testom. Sve p-vrijednosti su
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dvostrane. Razina zna¢ajnosti postavljena je na a = 0,05. Kori$ten je statisti¢ki program RStudio

(inacica 4.4.1, Posit Software, PBC, Boston, MASS, SAD).
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5. REZULTATI

Imunohistokemijska analiza ekspresije gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b promatrana je na
regijama maloga mozga: bijela tvar, zrnasti sloj i molekularni sloj. Preparati su nakon analize
pregledani i fotografirani na ukupnom povecanju 50x i 100x (Slika 2.1., Slika 2.2.).

Kontrola bez PLA1

Slika 5.1. Prikaz imunohistokemijskog obojenja kompleksnih gangliozida na rezovima maloga
mozga misa netretiranih (bezPLA:) i tretiranih (PLA1) uzoraka s fosfolipazom A1 pod povec¢anjem
50x. Oznake: ml — molekularni sloj, pl — sloj Purkinjeovih stanica, gl — zrnasti sloj, wm — bijela
tvar.
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Kontrola bez PLA1 PLA1

Slika 5.2. Prikaz imunohistokemijskog obojenja kompleksnih gangliozida na rezovima maloga

GM1

GD1a

GD1b

GT1b

mozga misa netretiranih (bezPLA) i tretiranih (PLA¢) uzoraka s fosfolipazom A1 pod povec¢anjem
100x. Oznake: ml — molekularni sloj, pl — sloj Purkinjeovih stanica, gl — zrnasti sloj, wm — bijela
tvar.

Ekspresija GM1 gangliozida izraZena je iskljucivo u bijeloj tvari netretiranih i tretiranih uzoraka.

Kod tretiranih uzoraka naglasena su intenzivna okrugla obojenja.
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IHC analiza GD1a gangliozida kod tretiranih uzoraka nije pokazala nikakva obojenja i dala
rezultate sli¢ne kontroli, dok je kod netretiranih uzoraka prisutna ocekivana raspodjela GD1a kroz

zrnasti i molekularni sloj.

GD1b je kod netretiranih uzoraka izrazen u sva tri sloja kore maloga mozga. Kod tretiranih uzoraka
prisutno je intenzivnije obojenje zrnastog sloja, dok u molekularnom sloju dolazi do smanjenja

intenziteta obojenja. U bijeloj tvari prisutna su naglasena okrugla obojenja.

Ekspresija GT1b gangliozida prisutna je u sva tri sloja tretiranih i netretiranih uzoraka, medutim

kod tretiranih uzoraka dolazi do promjene obrasca obojenja u zrnastom i molekularnom sloju.

Dobivene slike su se zatim analizirale u programu Fiji. Za svaku regiju maloga mozga izmjereni

su intenziteti obojenja i prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

Na temelju dobivenih vrijednosti, pomoc¢u Shapiro-Wilksovog testa testirala se normalnost
distribucije. U sluc¢aju raspodjela koja slijede normalu za statisticku analizu koristen je Studentov
T-test, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyjev U test. Testirane su
razlike u intenzitetu obojenja izmedu netretiranih i tretiranih uzoraka za svaki sloj kore maloga

mozga, pri ¢emu je postavljena p-vrijednost a < 0,05.

Tablica 2. Medijani srednjih vrijednosti sive boje (interkvartilni raspon) koji odgovaraju
intenzitetu obojenja GM1 gangliozida kod uzoraka netretiranih (bez PLA1) i tretiranih (PLA1) s
fosfolipazom A: u analiziranim slojevima, te njihove odgovarajuce p-vrijednosti dobivene

Studentovim T-testom.

Gangliozid Sloj Medijan (IR) p-vrijednost
bez PLA: PLA:
oML Bijela tvar 124,964 (6,245) 119,028 (6,118)  0,01318
Zrnasti sloj 161,223 (2,856) 166,075 (6,188)  0,09331

Molekularni sloj | 165,160 (6,84) 168,448 (3,194) | 0,2428

Kod GM1 zabiljeZena je statisticki znacajna razlika u intenzitetu obojenja u bijeloj tvari, gdje je

kod tretiranih uzoraka doslo do pojacanog intenziteta obojenja gangliozida.
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Tablica 3. Medijani srednjih vrijednosti sive boje (interkvartilni raspon) koji odgovaraju
intenzitetu obojenja GD1a gangliozida kod uzoraka netretiranih (bez PLA;) i tretiranih (PLA1) s

fosfolipazom Az u analiziranim slojevima, te njihove odgovarajuce p-vrijednosti.

Gangliozid Sloj Medijan (IR) p-vrijednost
bez PLA: PLA:
Bijela tvar 163,799 (1,823) 162,517 (1,898) | 0,03051 **
Gbia Zrnasti sloj 154,174 (2,804) 161,971 (2,263) 6,06x 107 *

Molekularni sloj = 143,090 (9,305) | 163,011 (2,881) | 0,000348 **
* _ Studentov T-test

** — Mann-Whitneyjev U test

Statisticki znacajna razlika kod GD1a zabiljeZena je u sva tri sloja maloga mozga. U bijeloj tvari
doslo je do jaceg intenziteta obojenja GD1a. Intenzitet obojenja GD1a u zrnastom i molekularnom

sloju tretiranih rezova je snizen.

Tablica 4. Medijani srednjih vrijednosti sive boje (interkvartilni raspon) koji odgovaraju
intenzitetu obojenja GD1b gangliozida kod uzoraka netretiranih (bez PLA:) i tretiranih (PLAY) S

fosfolipazom A1 u analiziranim slojevima, te njihove odgovarajuce p-vrijednosti.

Gangliozid Sloj Medijan (IR) p-vrijednost
bez PLA: PLA:
Db Bijela tvar 163,379 (20,468) 162,560 (1,993)  0,5078 **
Zrnasti sloj 147,957 (4,703) 135,292 (5,774)  0,000287 **

Molekularni sloj | 163,129 (19,31) 180,132 (4,487) | 0,02807 *

* — Studentov T-test
** — Mann-Whitneyjev U test

Kod GD1b statisticki znacajna razlika postoji u zrnastom i molekularnom sloju. U zrnastom sloju
kod tretiranih rezova doslo je do poviSenja intenziteta obojenja GD1b, dok je u molekularnom

sloju intenzitet obojenja GD1b sniZen kod tretiranih uzoraka.
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Tablica 5. Medijani srednjih vrijednosti sive boje (interkvartilni raspon) koji odgovaraju
intenzitetu obojenja GT1b gangliozida kod uzoraka netretiranih (bez PLA:) i tretiranih (PLA1) s
fosfolipazom Az u analiziranim slojevima, te njihove odgovarajuce p-vrijednosti dobivene Mann-

Whitneyjevim U testom.

Gangliozid Sloj Medijan (IR) p-vrijednost
bez PLA; PLA:
&T1h Bijela tvar 178,991 (24,533) 179,780 (2,033)  0,6048
Zrnasti sloj 150,396 (16,94) 131,724 (7,628) 0,01061

Molekularni sloj | 115,657 (15,515) 131,080 (9,48)  0,02443

Kod GT1b zabiljezena je statisticki znaCajna razlika u intenzitetu obojenja u zrnastom 1
molekularnom sloju, gdje je kod tretiranih uzoraka u zrnastom sloju intenzitet obojenja povisen, a

u molekularnom sloju snizen.
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6. RASPRAVA

IHC je vazna laboratorijska tehnika koja nam pomaze u boljem razumijevanju strukturne
organizacije tkiva vizualizacijom specificnih proteina ili antigena. Medutim, IHC dolazi uz
odredena ogranic¢enja koja mogu uzrokovati lazno negativne ili lazno pozitivne rezultate (35 — 38).
Pronalazak alternativnih metoda koje ¢e poboljSati specifi¢nost 1 pouzdanost rezultata THC

metoda, te njihovu interpretaciju od velikog su znacaja.

Poznato je da je lokalizacija gangliozida visoko specifi¢na za vrstu stanica i sloj u regijama mozga,
medutim dosadasnja IHC istrazivanja ekspresije gangliozida u malom mozgu medusobno su
kontradiktorna. Molander i sur. otkrili su prisutnost GM1 samo u bijeloj tvari, dok su Kotani i sur.
zabiljezili prisutnost GM1 u glijalnim stanicama bijele tvari, zrnastog 1 molekularnog sloja u
malom mozgu $takora (52, 53). U Kotanijevom i Molanderovom radu koriStena su misja IgM
protutijela koja imaju manju specifi¢nost od IgG protutijela koja su koriStena u ovom radu Sto
potencijalno objasnjava razliku u rezultatima. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na pojavnost
GM1 iskljucivo u bijeloj tvari kod tretiranih 1 netretiranih uzoraka. Kod tretiranih uzoraka
zabiljeZena su intenzivna obojenja zvjezdastog oblika koja predstavljaju moguée obojenje glija
stanica (oligodendrocita ili plazmatske astroglije). Ovo se slaze s dosadasnjim istrazivanjima koja
su potvrdila uklju¢enost GM1 u stani¢ne signalne putove klju¢ne za diferencijaciju i sazrijevanje
oligodendrocita. GM1 stupa u interakciju s neurotrofnim ¢imbenicima kao $to su BDNF (engl.
brain-derived neurotrophic factor — mozdani neurotrofni ¢imbenik) i NGF (engl. nerve growth
factor — Cimbenik rasta zivaca) te sudjeluje u signalnim putovima koji podrzavaju rast i
mijelinizaciju aksona. Takoder, GM1 ima neuroprotektivna svojstva, te podrzava regeneraciju
ziv€anog tkiva sudjelovanjem u mehanizmima popravka mijelina putem receptora za ove
neurotrofne ¢imbenike, ali i drugim signalnim putevima. Da bi se potvrdila povezanost GM1
signala s oligodendrocitima potrebno je provesti dvostruko imunolosko bojenje s protutijelima na
galaktocerebrozid (GC) i glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP) — proteine koji se smatraju
specificnim biljezima za oligodendrocite i protoplazmatsku astrogliju (54 — 56). Dodatno vrijedi
komentirati kako je intenzitet GM1 obojenja u bijeloj tvari malog mozga bio veci kod tretiranih
uzoraka, $to sugerira na preteznu lokalizaciju GM1 gangliozida unutar domena lipidnih splavi, a
ne izvan njih. Pretpostavka je da lipidno i proteinsko okruzenje lipidnih splavi GMI1 ¢ini

nedostupnim za PLA: dok izvan splavi ne postoji ova zastita.
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Rezultati razlicitih istrazivanja o ekspresiji GD1a takoder nisu sukladni. Vajn i sur. zabiljezili su
obojenje GD1a u sva tri sloja kore maloga mozga, dok Kotani i sur. nisu otkrili njegov signal u
bijeloj tvari. Kao §to je prije navedeno Kotani je koristio misja monoklonska protutijela IgM klase,
koja su manje specificna od misjih IgG protutijela koja su koristili Vajn i sur. §to je samo za sebe

dovoljno da objasni dobivenu razliku.

Takoder je utvrdeno da su obojenja GDla prisuthna u molekularnom sloju povezana s
nemijeliniziranim paralelnim vlaknima (38, 52, 53). U ovom istrazivanju, nakon tretmana s PLA1
signal GD1a se gubi iz molekularnog sloja. Ovo bi govorilo u prilog za vecu pojavnost GDla
izvan lipidnih splavi na nemijeliniziranim aksonima i tijelima neurona. Hidroliza fosfolipida
pomoc¢u PLA rezultira lizofosfolipidima i slobodnim masnim kiselinama, koje mogu poremetiti
strukturu membrane i posljedi¢no dovesti do gubitka GDla (47 — 49), §to je utvrdeno na
nefiksiranim uzorcima, ali ne i na fiksiranim uzorcima. Da bi smo to¢no utvrdili $to se dogodilo s
GDla na fiksiranim rezovima tkiva trebalo bi medij u kojem su tretirani rezovi podvréi
biokemijskoj ekstrakciji gangliozida. Za ocekivati je da je koli¢ina gangliozida u mediju vrlo mala
pa bi se nakon ekstrakcije gangliozida trebao napraviti i imunoblot s visokospecificnim
protutijelima na GD1a. Budu¢i da su gangliozidi glija stanica pretezno koncentrirani u lipidnim
splavima, obojenja u molekularnom i zrnastom sloju netretiranih uzoraka vjerojatno je vezano za
membrane neurona (57). 1z ovoga se postavlja pitanje je li GDla na stani¢nim membranama
astroglije i oligodendroglije doista u lipidnim splavima in vivo ili se dokazi o njegovoj uklju¢enosti

u lipidne splavi odnose samo na in vitro uzgojene stanice.

Signal GD1b bez tretmana PLA: prisutan je u sva tri sloja maloga mozga, $to se slaze s
dosadasnjim rezultatima (38, 53). Prethodna istrazivanja zabiljezila su izrazaj GD1b pretezno u
neuropilu zrnastog sloja, dok je obojenje tijela zrnastih stanica bilo slabo. Takoder, dokazano je
da radijalno obojenje u molekularnom sloju odgovara astrocitnim nastavcima (52, 53). Tretman s
PLA: mijenja obrazac obojenja u svim slojevima i on od homogenog postaje zrnast. U zrnastom
sloju tretiranih uzoraka pojavljuje se obojenje stanica koje ne odgovara zrnastim neuronima. Za
pretpostaviti je da se radi o glija stanicama i za razliku od obrasca koji se pojavljuje nakon tretmana
s PLA:1 i imunohistokemije s anti-GM1 protutijelom ovdje bi se prije radilo o astrogliji nego
oligodendrogliji. Pretpostavka je da upravo astroglija ima GD1b koji je smjeSten u lipidnim

splavima §to bi trebalo dodatno dokazati biljezima za astrogliju (npr. GFAP), ali i biljezima za
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lipidne splavi. Od biljega za lipidne splavi vrijedilo bi istraziti kolokalizaciju GD1b i flotilina 1 1
flotilina 2 (58). Takoder, do smanjenja i pojave zrnastog obrasca bojenja nakon tretmana s PLA:
i IHC s anti-GD1b doslo je i u molekularnom sloju malog mozga. S obzirom da molekularni sloj
sadrzava viSe razliCitih struktura (paralelna vlakna, dendrite Purkinjevih neurona, stanice
Bergmanove glije, zrnate i koSaraste interneurone) za to¢no objasnjenje promjene obrasca obojenja
vrijedilo bi napraviti kolokalizaciju s biljezima svih ovih struktura kao i s biljezima za same lipidne

splavi.

Vec¢ina IHC obojenja s anti-GT1b u ovom istrazivanju odgovara zrnastim stanicama ili
cerebelarnim glomerulima, dok je u molekularnom sloju obojen neuropil. | dok su obojenja
molekularnog i zrnastog sloja homogena, obojenje bijele tvari je diskretno i moglo bi odgovarati
viti¢astim vlaknima koja dolaze iz olivarne jezgre (52) ili aksonima dubokih jezgara malog mozga.
Kod tretiranih uzoraka doslo je do promjene obrasca obojenja u sva tri sloja. Za razliku od GD1a
i GDI1b, ocuvano je obojenje paralelnih vlakana u molekularnom sloju, iz ¢ega mozemo
pretpostaviti kako je GT1b u drugim domenama stani¢ne membrane (potencijalno u lipidnim
splavima) od GDla i GD1b. U zrnastom sloju, takoder je doSlo do promjene izrazaja GT1b, uz
naglaSena okrugla obojenja koja vjerojatno predstavljaju same zrnaste neurone koji su u ovom
sloju najbrojniji. Bijela tvar je slabo obojana, medutim prisutno je nekoliko okruglih obojenja koja
bi mogla odgovarati oligodendrocitima. Za to¢nu identifikaciju stani¢nih struktura na kojima je
preostalo obojenje potrebno je uciniti IHC s biljezima za zrnaste neurone, astrogliju i
oligodendrocite. Pored ve¢ spomenutih biljega za glija stanice potencijalni biljezi zrnastih neurona
su neurogranin (citoplazmatski protein) ili podjedinica alfa 6 GABA receptora (engl. Gamma-
Aminobutyric Acid Type A Receptor Subunit Alpha6 - GABRAG6) koja je smjestena u stani¢noj

membrani (59).

Tijela Purkinjeovih stanica nisu pozitivna ni na jedan gangliozid kod obje skupine uzoraka, $to se

poklapa s rezultatima zabiljezenih u istrazivanju Kotani i sur. (52).

Zaklju¢no mozemo re¢i kako PLA: tretman mijenja distribuciju Cetiri glavna kompleksna
gangliozida u malom mozgu. Za niti jedan od istrazivanih gangliozida nije otkriveno isklju¢ivo
povecanje signala ve¢ je distribucija bila veca ili manja specificno za promatrani gangliozid i sloj
malog mozga. Ovo vjerojatno odrazava razliku u distribuciji promatranih gangliozida u najmanje

dvije lipidne faze stanicne membrane — lipidnim splavima i podru¢jima izvan njih. Za bolje
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razumijevanje i interpretaciju dobivenih rezultata potrebno je provesti daljnja istrazivanja kako bi
se utvrdila vrsta stanica na kojima je promijenjeno obojenje. Takoder, studije kolokalizacije dale
bi odgovor na razlike u distribuciji kompleksnih gangliozida unutar lipidnih splavi i drugih
membranskih mikrodomena. Kako bi smo bili sigurni da uz tretman s PLA:1 ne dolazi do
premjesStanja gangliozida izmedu razli¢itih stanica uzorka trebalo bi IHC reza tkiva misa divljeg
tipa raditi u istoj jazici s rezom tkiva misa koji nema ekspresiju ovih gangliozida (mis s isklju¢enim
B4Galntl genom), a dodatno se moze napraviti ekstrakcija gangliozida iz medija u kojemu su
rezovi tretirani. Nakon ovih dodatnih studija mo¢i ¢e se procijeniti je li PLA: korisno orude za
povezivanje distribucije kompleksnih gangliozida s lipidnim splavima tocno odredenih stani¢nih

struktura mozga.
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7. ZAKLJUCAK

Enzimatsko uklanjanje fosfolipida pomoc¢u PLA; iz fiksiranih rezova tkiva malog mozga
misSa dovelo je do promjene obrasca imunohistokemijskog signala sva cetiri najcesca
kompleksna gangliozida mozga — GM1, GD1a, GD1b i GT1b.

Enzimatsko uklanjanje fosfolipida pomoc¢u PLA; iz fiksiranih rezova tkiva malog mozga
misa dovelo je do povecanog signala GM1 i GD1a u bijeloj tvari i GD1b i GT1b u zrnastom
sloju.

Nakon tretmana s PLA; distribucija gangliozida u malom mozgu misa bila je specifi¢na za

sloj i promatrani gangliozid.
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8. SAZETAK
Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja je utvrditi utjecaj fosfolipaze A: (PLA1) na

imunohistokemijsku vizualizaciju gangliozida u malom mozgu misa.

Nacrt studije: Eksperimentalna studija, ustrojena kao istraZivanje parova, provedena na tkivu

mozga misa.

Materijali i metode: IstraZzivanje je provedeno na tkivu maloga mozga prikupljenog od miseva
divljeg tipa (soj B6/129S). Ukupno su Zrtvovana tri misa muskog spola starosti 7. mjeseci.
Fiksirani uzorci malog mozga podijeljeni su u dvije skupine, gdje je eksperimentalna skupina bila
izloZzena tretmanu fosfolipaze Ai (PLA1). Imunohistokemija slobodno plutajucih rezova tkiva
tretiranih ili ne tretiranih s PLA1 napravljena je uz pomo¢ visokospecifi¢énih monoklonalnih IgG

protutijela za GM1, GD1a, GD1b i GT1b gangliozide. Rezultati su kvantificirani u Fiji programu.

Rezultati: Kod sva Cetiri istrazivana gangliozida, nakon tretmana s PLA1, promijenjen je obrazac
obojenja slojeva malog mozga. Intenzitet obojenja GM1 bio je veéi kod tretiranih uzoraka, ali je
rezultirao gubitkom obojenja GD1a. Isti je tretman doveo do snizenja signala GD1b i GT1b u

molekularnom sloju i poviSenja u zrnastom sloju.

Zakljucak: Tretman fiksiranih rezova tkiva s PLA1 znacajno je promijenio koli¢inu i distribuciju
signala za sva Cetiri istrazivana gangliozida §to bi moglo biti povezano s razlikama u distribuciji

ovih gangliozida u lipidnim domenama membrane.

Kljuéne rije¢i: fosfolipaza Al; gangliozidi; imunohistokemija; lipidne splavi
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9. SUMMARY
The influence of enzymatic removal of phospholipids on the representation of gangliosides in

mouse brain

Objectives: The aim of this research is to determine the influence of phospholipase A1 (PLA1) on

the immunohistochemical visualization of gangliosides in the mouse cerebellum.
Study design: An experimental study, designed as a pair study, conducted on mouse brain tissue.

Materials and methods: The research was conducted on cerebellar tissue collected from wild-
type mice (strain B6/129S). A total of three 7-month-old male mice were sacrificed. Fixed
cerebellum samples were divided into two groups, where the experimental group was exposed to
phospholipase A1 (PLA:) treatment. Immunohistochemistry of free-floating tissue sections treated
or not treated with PLA1 was performed using highly specific monoclonal 1gG antibodies to GM1,

GD1a, GD1b and GT1b ganglioside. The results are quantified in the Fiji program.

Results: With all four investigated gangliosides, after treatment with PLA1, the staining pattern of
the layers of the cerebellum changed. GML1 staining intensity was higher in treated samples but
resulted in loss of GD1a staining. The same treatment led to a decrease in GD1b and GT1b signals

in the molecular layer and an increase in the granular layer.

Conclusion: Treatment of fixed tissue sections with PLA; significantly changed the amount and
distribution of signals for all four investigated gangliosides, which could be related to differences

in the distribution of these gangliosides in the lipid domains of the membrane.

Key words: gangliosides; immunohistochemistry; lipid rafts; phospholipases A1
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