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SAZETAK

Ozljeda kraljezni¢ne mozdine (OKM) traumatski je dogadaj s devastirajuéim
posljedicama za fizicko i psihi¢ko stanje pacijenata. Sve je vise dokaza kako
OKM ne utjeCe samo na motorne funkcije, ve¢ i na osjetilne i autonomne
funkcije te tako smanjuje kvalitetu Zivota ljudi koji Zive s ozljedom. OKM
se povezuje i sa gubitkom osjeta mirisa i promjenama u mozdanoj
neuronskoj arhitekturi, stoga je bitno odrediti povezanost ozljede
kraljeznicne mozdine i olfaktorne funkcije. Prvi cilj ovog istrazivanja bio je
koristiti intranazalnu administraciju tracera aglutinin psSeni¢nih klica
konjugiran peroksidazom hrena (WGA-HRP) kako bi se promatrali osjetilni
neuroni olfaktornog trakta kroz olfaktorni epitelij do olfaktornog bulbusa u
mozgu Stakora. WGA-HRP signal usporedivan je izmedu zdravih Stakora i
Stakora s OKM. Osim WGA-HRP tracera, promatrao se i intenzitet
imunofluorescencije dekarboksilaze glutaminske kiseline (GAD67),
neuronske jezgre (NeuN) i aktivacija mikroglije. Provedene su
imunohistokemijske metode bojenja sagitalnih i koronarnih rezova
olfaktornog bulbusa zdravih Stakora i onih s OKM. Rezultati su na kraju
analizirani pomocu fluorescentnog mikroskopa te se usporedivao intenzitet
fluorescencije WGA-HRP tracera, GAD67 i mikroglije izmedu zdravih i
Stakora s OKM. Rezultati pokazuju kako postoje razlike u intenzitetu WGA-
HRP signala, te je signal slabiji nakon ozljede kraljeznicne mozdine.
Takoder, postoje i razlike u GAD67 signalu, te je on jaci nakon ozljede
kraljeznicne mozdine. Mikroglije su takoder emitirale viSe fluorescencije
nakon OKM, te se njihova morfologija promijenila iz neaktivhog stanja u
aktivno. Ovi podaci ukazuju na promjene u olfaktornoj arhitekturi nakon
OKM. Prijenos ziv€anih podrazaja od olfaktornog epitelija preko olfaktornog
bulbusa do mozga je smanjen, a aktivacija mikroglija pokrece upalne

procese lucenjem citokina u olfaktornom bulbusu

KLJUCNE RIJECI: ozljeda kraljezni¢ne mozdine, olfaktorna disfunkcija,
WGA-HRP tracer, GABA



ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) is a traumatic event with devastating consequences
for the physical and mental condition of patients. There is increasing
evidence that SCI affects not only motor functions, but also sensory and
autonomic functions and thus reduces quality of life of people living with
the injury. SCI is also associated with loss of smell and changes in the brain
neural circuity, so it is important to determine the relationship between
spinal cord injury and the olfactory function. The first goal of the study was
to use intranasal administration of wheat germ agglutinin conjugated to
horseradish peroxidase (WGA-HRP) to trace sensory neurons of the
olfactory tract from the nasal olfactory epithelium to the olfactory bulb in
the rat brain. The WGA-HRP tracing was compared between healthy rats
and rats with spinal cord injury. In addition to WGA-HRP tracing, the goal
of the study was to examine the pattern and intesity of glutamic acid
decarboxylase (GAD67) immunofluorescence, neural nuclei (NeuN) staining
as well as activation of microglia. Immunohistochemical staining methods
were performed on sagittal and coronal sections of the olfactory bulbs
harvested from healthy rats and those with spinal cord injury. The results
were finally analyzed using a fluorescent microscope. Fluorescence
intensity of WGA-HRP tracer, GAD67 and microglia was compared between
healthy and SCI rats. The data showed that there are differences in WGA-
HRP signal intensity between SCI and control animals, with the signal being
weaker after the injury. There are also differences in the GAD67 signal,
with it being stronger following SCI. Microglia also emitted more
fluorescence after SCI with their morphology shifted from inactive to an
active state. These data indicate changes in olfactory architecture following
SCI. The transmission of nerve stimuli from olfactory epithelium through
the olfactory bulb to the brain is reduced, and microglial activation triggers

inflammatory processes by secreting cytokines within the olfactory bulb.

KEY WORDS: spinal cord injury, olfactory dysfunction, WGA-HRP tracer,
GABA



KRATICE I PRIJEVODI

WGA-HRP Wheat agglutinin conjugated to horseradish peroxidase
(aglutinin psenicnih klica konjugiran peroksidazom hrena)

GAD67 Glutamic acid decarboxylase 67 (Dekarboksilaza
glutaminske kiseline)

NeuN Neuronal nuclei (Neuronska jezgra)

IB Immunobuffer (Imunopufer)

NHS-IB Normal Horse Serum Immunobuffer (Imunopufer
normalnog konjskog seruma)

TPBS Tris Phosphate buffered saline (Tris fosfat puferirana
fizioloSka otopina)

Naive Kontrolna, zdrava skupina Zivotinja bez ozljede
kraljezni¢ne mozdine

SCI, OKM Spinal cord injury (Ozljeda kraljeznicne mozdine)

Tracer Tragac

CTCF Corrected total cell fluorescence (Ispravljena ukupna

stani¢na fluorescencija)
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1. UvOD
1.1. Ozljeda kraljezni¢ne mozdine

Ozljeda kraljeznicne mozdine (OKM) je destruktivno neurolosko i patolosko
stanje koje uzrokuje motornu, osjetilnu i autonomnu disfunkciju. [1]
Posljedice su vidljive u fizickom, ali i psihickom stanju pacijenata. OKM
moze biti posljedica fizicke traume poput frakture, prometnih nezgoda,
padova povezanih s poslom/sportom, nasilja itd. [2] Vremenom broj
ozljeda kraljeznicne mozdine raste zbog drugacijeg nacina zivljenja te je
danasnja stopa incidencije 40-80 slucajeva na milijun ljudi. Muskarci su
skloniji ozljedi kraljeznicne mozdine zbog opasnijeg nacina zivota te je

omjer 2:1 s obzirom na zZene. [3]

Ozljeda kraljeznicne mozdine moze se kategorizirati u primarnu i
sekundarnu fazu. Primarna faza oznacava pocetnu mehani¢ku ozljedu u
kojoj je fizicka sila direktno primijenjena na kraljezni¢cnu mozdinu te ona
zapravo odreduje ozbiljnost ozljede. [4] Nakon primarne faze slijedi niz
dogadaja koji se mogu opisati kao sekundarna ozljeda. Ona se moze
podijeliti u 3 faze: akutna, sub-akutna i kroni¢na faza.[1] Ovisno o fazi,
simptomi i unutarstanicni procesi se pogorSavaju i postaju ozbiljniji i tezi
za lijeciti. Opcenito u sekundarnoj fazi OKM dolazi do ozbiljnijih posljedica
koje uvelike mijenjaju tijek bolesti. Pojavljuje se problem neuronske
ekscitotoksi¢nosti zbog prekomjernog nakupljanja iona kalcija i glutamata
u stanicama te se stvaraju slobodni radikali poput reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS). Dolazi do ostec¢enja neurona te njihovih proteina i lipida, ali i
mitohondrijske disfunkcije. Propusnost stanica je povecéana, javlja se
ishemija, osteéenje zila, apoptoza stanica, ali i upala. [1] Upalne stanice
poput makrofaga, mikroglije, neutrofila i T-stanica dolaze na mjesto upale
i luée upalne citokine (TNF-a, IL-1, IL-6). [4] Osim djelovanja na mjestu
ozljede, upalne stanice utjeCu i na ostale neurone u srediSnjem ziv€éanom

sustavu (SZS). [1] Apoptoza i ekscitotoksi¢nost ne djeluju samo na



neurone, ve¢ i na oligodendrocite-stanice Zivéanog sustava obavijene
mijelinskom ovojnicom. [5] Zbog nastale apoptoze oligodendrocita, dolazi
do kroni¢ne demijelinizacije koja uzrokuje neurodegeneraciju. Aksonska
vlakna iz tog razloga imaju degradiranu mijelinsku ovojnicu te se taj slucaj

naziva Wallerijanska degeneracija. [2]

Postoje razne metode lijeCenja koje smanjuju neuroloska ostecenja i poticu
regeneraciju i oCuvanje neurona. LijeCenje ovisi o fazi OKM. Akutna faza
moze se lijeciti farmakoloSkom terapijom, a ako se radi o uznapredovanim
fazama, koriste se kombinacije farmakoloskih lijekova, transplantacije
stanica, lijeCenje mati¢nim stanicama ili koriStenje scaffolda i maticnih
stanica. [2] Iako postoje razne terapije, one su limitiraju¢e i nijedna nije
dokazano u potpunosti ucinkovita. Mogudéi razlozi su kompleksnost
zacjeljivanja i plasti¢nost SZS. [1] Iz tog razloga, potrebna su daljnja
istrazivanja i ulaganje u bolje razumijevanje svih aspekata bolesti, kako bi

pacijentima zivot bio laksi i bezbolniji.

1.2. Olfaktorna funkcija

Olfaktorna neuronska mreza zapocinje u nosnoj Supljini, toc¢nije aktivacijom
olfaktornih osjetilnih neurona koji se protezu kroz olfaktorni epitelij. Svaki
osjetilni neuron izrazava jedan tip receptora za osjet mirisa. Oni osjetilni
neuroni koji izrazavaju isti receptor projiciraju svoje aksone u isti glomerul
koji se nalazi u olfaktornom bulbusu, Sto znaci da svaki glomerul u
olfaktornom bulbusu predstavlja jednu vrstu mirisnog receptora (Slika 1).
Osjetilne informacije koje dolaze iz olfaktornog epitela u glomerul obraduju
se visestrukim interakcijama prije prijenosa projekcijskim neuronima
olfaktornog bulbusa do viSih mozdanih centara. [6] Informacije o mirisu su
dalje procesuirane pomocu projekcijskih ili output neurona koji se nazivaju
mitralne i cupave stanice (tufted), koje preko svojih aksona te informacije
Salju do raznih regija u olfaktornom korteksu kako bi se dobio bihevioralni

odgovor. [7]



Olfaktorni bulbus podijeljen je u vise slojeva te se u svakom sloju nalaze
razli¢ite vrste neurona. Glomerularni sloj sastoji se od kruznih struktura-
glomerula. U njemu se nalaze 3 morfoloski razliCite vrste neurona-
periglomerularne stanice (PG), povrsinske stanice kratkog aksona (sSA) i
vanjske cCupave (external tufted, ET) stanice. One se zajedno nazivaju
jukstaglomerularne (JG) stanice. Iduéi sloj je vanjski pleksiformni sloj
(external plexiform layer, EPL) u kojem se nalaze some Cupavih stanica,
sekundarni dendriti mitralnih i cupavih stanica te apikalni dendriti zrnatih
stanica. Ispod njega, nalazi se sloj mitralnih stanica (MCL) unutar kojeg su
some i dio dendrita mitralnih stanica. Unutarnji pleksiformni sloj (IPL)
sadrzi aksone mitralnih stanica i aksonske zavrSetke ET stanica. Najdublji
sloj Cine zrnate/granularne stanice (GCL) koje su zapravo inhibicijski

interneuroni bez aksona. [8]

Olfactory sensory neurons

ONL

GL

EPL

MCL
IPL

GCL

Granule cell

Slika 1. Prikaz slojeva olfaktornog bulbusa
Kratice: ONL-sloj olfaktornih neurona, GL-glomerularni sloj, EPL-vanjski
pleksiformni sloj, MCL-sloj mitralnih stanica, IPL-unutarnji pleksiformni sloj, GCL-
sloj granularnih stanica, PG-periglomerularne stanice, sSA-povrsSinske stanice
kratkog aksona. Preuzeto sa: [8] NAGAYAMA, Shin; HOMMA, Ryota; IMAMURA, Fumiaki.

Neuronal organization of olfactory bulb circuits. Frontiers in neural circuits, 2014, 8: 98.



Mitralne i Cupave stanice imaju puno sli¢nosti u morfoloskim, biofizikalnim
i molekularnim osobinama, ali razlikuju se u veli€ini soma, nacinu
projiciranja signala te odgovoru na miris. Obje vrste stanica inerviraju
olfaktorni korteks (koru), ali svaka od njih inervira zasebne dijelove
korteksa (Slika 2).[9] Tako Cupave stanice svoje aksone projiciraju u
posteroventralni dio  prednjeg olfaktornog nukleusa (jezgre),
ventrorostralni dio prednjeg piriformnog korteksa i prednji dio olfaktornog
tuberkula. Mitralne stanice inerviraju ostale dijelove korteksa, a to su
piriformni korteks, lateralni entorhinalni korteks, kortikalnu amigdalu, tenia
tecta, prednji dio olfaktorne jezgre (nukleusa) i kortikalni dio olfaktornog
tuberkula. Odvojena aksonalna projekcija mitralnih i cupavih stanica

sugerira paralelno procesuiranje informacija dvama putevima. [10]

tufted cell /~ \
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Slika 2. Prikaz olfaktorne mreze na sagitalnom rezu mozga glodavca. Plave
linije prikazuju dijelove mozga koje inerviraju Cupave stanice, a rozne linije
prikazuju dijelove mozga koje inerviraju mitralne stanice. Preuzeto sa: [10] IMAI,
Takeshi. Construction of functional neuronal circuitry in the olfactory bulb. In: Seminars

in cell & developmental biology. Academic Press, 2014. p. 180-188.



1.3. Neurodegenerativne bolesti i olfaktrona (dis)funkcija

U vedini neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove bolesti (AD),
Parkinsonove bolesti (PD) i Huntingtonove bolesti uocene su promjene u
olfaktornoj funkciji. Iako tocni mehanizmi i uzroci nisu poznati, postoje neki
dokazi na temelju kojih se pretpostavljaju razlozi gubitka olfaktorne
funkcije kod neurodegenerativnih bolesti. [11] U PD i AD gubitak mirisa
moze biti povezan s promjenama u olfaktornom bulbusu, atrofijom i
degeneracijom olfaktornog korteksa, ali i promjenama u razinama
neurotransmitera u olfaktornoj mrezi. [12] Tijekom neurodegenerativnih
bolesti djeluju molekularni mehanizmi poput oksidativnih ostecenja,

neuroinflamacije i apoptoze stanica. [13]

U Parkinsonovoj bolesti gubitak olfaktorne funkcije pojavljuje se prije
klinickih motornih znakova PD-a i zato se moze smatrati ranim
pokazateljem dijagnoze Parkinsonove bolesti. [11] Moguée je kako je
gubitak mirisa u PD povezan sa disfunkcijom dopaminskih receptora u
ziv€anom sustavu jer dopamin utjece na sinapticku aktivnost olfaktornog

bulbusa i na taj nacin utjece na prijenos olfaktornog signala. [11]

U Alzhemierovoj bolesti, jedna od najranijie zahvacdenih regija amiloidnim
plakovima je upravo olfaktorna mreza. Tako je i u ovom slucaju olfaktorna
disfunkcija rani marker za dijagnosticiranje Alzheimerove bolesti. Prosje¢no
85% pacijenata u ranom stadiju AD ima olfaktornu disfunkciju koja se

razvila prije pojave kognitivne disfunkcije. [14]

Ovi podaci pokazuju kako je olfaktorni sustav jedan od prvih sustava koji
su zahvacdeni proteinskim agregatima i nedostatkom neurotransmitera, sto
ukazuje na veliku sklonost olfaktornog sustava neurodegenerativhim
bolestima. Iako je nekoliko neuropatoloskih mehanizama povezano s
olfaktornom disfunkcijom u neurodegenerativhim bolestima, potrebna su
daljnja istrazivanja stani¢nih i molekularnih mehanizama odgovornih za

takve posljedice. [12]



1.4. Promjena olfaktorne funkcije kao posljedica ozljede
kraljeznicne mozdine

OKM svrstava se u neurodegenerativhe bolesti zbog svojih Stetnih
posljedica na ziv€ani sustav i njegovu funkciju. Nakon OKM, neuroni
propadaju zbog poremecaja u homeostazi te dolazi do brojnih negativnih

ucinaka za zdravlje.

Istrazivanja o utjecaju OKM na olfaktornu funkciju ve¢ su radena pomocu
UPSIT (University of Pennsylvania Smell Identification Test) i Chicago Smell
testa. [15] Rezultati su pokazali kako je 93% ispitanih pacijenata (26 od
ukupno 28 muskaraca u dobi 22-82 godine s kronicnom OKM) s OKM
hiposmi¢no, odnosno ima smanjenu olfaktornu funkciju. Takoder,
preliminarno istrazivanje provedeno u nasem laboratoriju ispitivalo je
olfaktornu funkciju kod ljudi s OKM u Hrvatskoj. Rezultati su pokazali kako
vecina ispitanika ima smanjenu olfaktornu funkciju. Ti podaci pokazuju
visoku stopu incidencije gubitka osjeta mirisa nakon OKM. Zanimljivo,
ranije studije nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost izmedu razine
olfaktorne disfunkcije i faze OKM, razine lezije i para/kvadriplegi¢nog
funkcionalnog statusa. Rezultati testova nisu korelirali s dobi, rasom, te
uporabom lijekova, alkohola i droga. U ovom istrazivanju nije bilo posebne

korelacije izmedu ozljede glave i gubitka mirisa. [15]

Drugi rad koji je promatrao korelaciju gubitka olfaktorne funkcije i ozljede
kraljeZznicne mozdine analizirao je mikronizove na mozdanom tkivu misa s
ozljedom kraljeznicne mozdine. Pokazalo se kako je ekspresijska razina
MRNA olfaktornih receptora pocela padati 8 sati nakon ozljede kraljezni¢ne
mozdine. Takoder, OKM je uzrokovala neuroinflamaciju aktivacijom
mikroglija i astrocita, smanjila broj neuralnih maticnih stanica i inhibirala
proizvodnju neurotropnih faktora u olfaktornom bulbusu, sve to 8 sati
nakon ozljede. Takvi rezultati ukazuju na ranjivost olfaktornog bulbusa na
okoliSna osteéenja i u slucajevima kada je lezija udaljena od mozga, kao

Sto je ozljeda kraljezni¢ne mozdine. [16]



1.5. Mozdani neurotransmiteri, markeri i traceri

1.5.1. WGA-HRP

Aglutinin psSeni¢nih klica konjugiran peroksidazom hrena (wheat germ
agglutinin conjugated with horseradish preoxidase, WGA-HRP) je lektin koji
se koristi kao tragac/tracer i moze sluziti kao marker u transneuronalnom
mapiranju. U neurone se moze prenositi retrogradno i anterogradno. [17]
Retrogradni prijenos predstavlja transport iz perifernih dijelova neurona u
somu neurona, a anterogradni prijenos oznacava transport iz some prema

distalnim aksonima drugih neurona. [18]

Princip vezanja WGA-HRP objasnjen je zbog prisutnosti posebnih
ugljikohidrata (Secera) koji su povezani s membranom raznih tipova
neurona. IstiCe se kako WGA-HRP ima afinitet vezanja za N-acetil-D-
glukozamin i neuraminsku kiselinu.[19] Selektivhost primjene WGA-HRP
kao tracera ovisi 0 njegovom volumenu i koncentraciji, ali i vremenu
zadrzavanja u tkivu.[19] Pretpostavlja se da WGA-HRP ovisi o specificnom

afinitetu odredene stanice za vezanje WGA-HRP. [20]

Mogucnosti primjene su brojne, ali ve¢inom se koristi kako bi se proucavali
meduneuronski putevi prijenosa signala. Tako su se mapirali i neuroni
vizualnog sustava Stakora i miSeva. WGA-HRP bio je injektiran u oko
miSeva i Stakora te su svi poznati primarni vizualni putevi bili oznaceni, ali
i dijelovi vizualnog korteksa. [21] Osim kombinacije WGA-HRP, koristio se
i samo HRP, ali WGA-HRP oznacavanje se prikazalo boljom opcijom jer je
oznacilo dodatna podrucja, Sto podupire hipotezu kako je WGA-HRP
prijenos transneuronalan. [21] Kod usporedbe oznacavanja ovisno o
vremenu nakon administracije tracera, pokazalo se kako je prijenos WGA-
HRP jako brz i akumulira se u periodu od priblizno 1 tjedan. Nakon 2 tjedna,
dijelovi oznaceni WGA-HRP su nestali, a vjerojatni razlog je razgradnija,

izluCivanje ili difuzija tracera. [21]



WGA-HRP se koristi i za proucavanje perifernin neurona, kod npr.
cerebralnih zila Stakora. U ovom slucaju, retrogradno oznacavanje
proucCavalo je moguce podrijetlo simpaticke i osjetilne inervacije, a
anterogradno je proucavalo rasprostranjenost ziv€anih vlakana iz
ganglija.[17] Nadalje, koristi se i za proucavanje posljedica raznih ozljeda
i patoloskih stanja. U prijasnjim studijama koristio se anterogradni
transport WGA-HRP kako bi se odredila povezanost izmedu olfaktornog
epitelija i olfaktornog bulbusa kod Stakora s ozljedom olfaktornog epitelija
uzrokovane olfatotoksinima, metalnim solima, deterdzentima i

operacijskim intervencijama. [22]

Analiza dijelova olfaktorne mreze provodila se kako bi se pokazala
rasprostranjenost WGA-HRP signala u SZS nakon intranazalne
administracije. Kako su rezultati pokazali da se signal tracera ocitavao i u
dijelovima mozga (olfaktorni bulbus, olfaktorni korteks), zakljucilo se kako
je intranazalna primjena odredenih lijekova buduc¢nost u prijenosu lijekova
do mozga.[23] To se odnosi na lijekove koji ne prelaze krvno-mozdanu
barijeru. Dva su puta kojima WGA-HRP dolazi u olfaktorni bulbus, a to su
endocitozom tekuée faze u olfaktorne osjetiine neurone pomocu
unutarstanic¢nog transporta ili vanstani¢cnom difuzijom preko medustanicnih
pukotina.[23] WGA-HRP intranazalni transport takoder se koristio kako bi
se dokazalo kako je olfaktorni sustav potencijalni put unosenja egzogenih
tvari koje na taj nacin mogu doéi do mozga i drugih regija SZS. Postoje
tvrdnje kako tim putem u mozak mogu dodi i neki Stetni organizmi i toksini
koji mogu utjecati na mozdanu funkciju i uzrokovati degeneraciju neurona
u SZS. [24]

Studije pracdenja WGA-HRP radene su i na ljudskom mozgu. Oznaceni i
praceni su aksoni i stani¢na tijela u postmortem mozdanom tkivu pomocu
injekcije WGA-HRP nekoliko sati nakon smrti. [20] Na kraju studije, autori
su zakljucili kako su aksoni prenosili WGA-HRP po mozdanom tkivu, no jasni

mehanizam nije bio poznat. Takve studije daju mogucnost korisStenja WGA-



HRP na postmortem tkivu Covjeka i pruzaju nova saznanja o prijenosu

olfaktornog signala neuronskom mrezom.

1.5.2. Dekarboksilaza glutaminske kiseline-GAD67

Dekarboksilaza glutaminske kiseline (GAD) je enzim koji katalizira
stvaranje inhibitornog neurotransmitera gama-aminomaslacne kiseline
(GABA). GABAergi¢ni neuroni ziv€anog sustava sisavaca izrazavaju dva
oblika GAD- GAD65 i GAD67 koji kodiraju razliCite gene. [25] Procjenjuje
se kako GAD67 Cini 80-90% ukupne razine GABA u mozgu Stakora. [26,25]

Prethodne studije pokazuju smanjenu GAD67 mRNA ekspresiju u vise regija
mozga, ukljucujudi prefrontalni i temporalni korteks kod ljudi koji boluju od
shizofrenije. Jedna od njih pokazuje kako u bolesnika sa shizofrenijom i
onih s bipolarnim poremecajem, ekspresija proteina GAD67 bila je
smanjena za oko 50% u usporedbi s nepsihijatrijskim subjektima. [27]
Dvije studije pokazuju porast GAD67 mRNA i razine proteina u
prefrontalnom i primarnom osjetilnom korteksu kod starijih shizofrenika. Ti
podaci ukazuju na kortikalnu disfunkciju kod pacijenata sa shizofrenijom,
unato¢ razlicitim rezultatima ekspresije GAD67. Takoder, osim u
shizofreniji, promjene GAD67 ekspresije opazene su i u nekim drugim

neuralnim poremecajima, poput autizma i bipolarnog poremedaja. [25]

Predlozeno je nekoliko mehanizama koji doprinose disregulaciji GAD67 u
mozdanoj kori, kao Sto su poremedaji u formaciji povezanosti tijekom
razvoja, abnormalnu ekspresiju relina te promjene u transmisiji dopamina
i glutamata. Ovi mehanizmi vjerojatno djeluju zajedno s genetskim
c¢imbenicima rizika za psihozu, ukljucujuéi polimorfizme sekvenci koji se
nalaze u promotoru GAD1 (2q31), genu koji kodira GAD67. [28] Bududi da
smanjenje ekspresije GAD67 dovodi do manje koncentracije GABA-e,
smanjena je i GABAergicka inhibitorna kontrola nad glutamatergi¢nim

stanicama. [28]



U slucaju suprotnih, ve¢ spomenutih ishoda, kada se razina GAD67 mRNA
poveca, postoje druge hipoteze koje daju pretpostavku o tako razliCitim
ishodima. Povecanje razina GAD67 mRNA u kraljeznicnoj mozdini,
hipokampusu, malom mozgu, strijatumu i korteksu nakon ozljede SZS kod
odraslih zivotinja moze biti odgovor na ozljedu ili moze biti temelj posebnim
funkcijama povezanim s pojedina¢nim sustavima. GAD67 i GABA imaju
Siroku prisutnost u razvoju neuronskih sklopova, pa u ozlijedenoj lednoj

mozdini, povecana proizvodnja GABA-e sluzi kao ,reset" funkcija.[29]

Smanjene razine GAD67 uocene su i nakon ozljede kraljeznicne mozdine,
ali nije poznato koji mehanizmi su odgovorni za smanjenu regulaciju GAD
u lednom dorzalnom rogu nakon OKM. Jedna pretpostavka je kako smrt
GABA neurona uzrokuje smanjenje ekspresije GAD67 nakon OKM. Takoder,
glutamat, upani citokini, ROS-ovi i ATP iniciraju aktivaciju unutarstanicnih
nizvodnih dogadaja i moduliraju specificnu gensku ekspresiju koja rezultira
smanjenom regulacijomm GAD ekspresije. [30] U drugom radu se navodi
kako promjene u aminokiselinskom sastavu mogu biti objasnjene kao
rezultat obrambenog mehanizma tkiva ledne mozdine kako bi se smanijili
neurotoksi¢ni ucinci koji su posljedica OKM, poput ekscitotoksi¢nih
oStedenja uzrokovanih pretjeranim otpustanjem glutamata i manjak
energije zbog ishemije. Smanjene razine glutamata i povecana

neurotransmisija GABA-e posljedice su ekscitotoksi¢cnog ostecenja. [31]

Anti-GADG67 protutijela mogu se koristiti u imunohistokemiji za vizualizaciju
i lokalizaciju GABAergi¢nih stanica u tkivima. Na taj nacin mogu se
analizirati razlicita tkiva u organizmu kako bi se odredila rasprostranjenost
GABAenergi¢nih stanica. U nasoj studiji, GAD67 se koristio kako bi se
odredila moguca promjena u ekspresiji GABA-e u olfaktornom bulbusu
Stakora s OKM.
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1.5.3. NeuN

Nuronska jezgra (Neuronal nuclei, NeuN) je imunohistokemijski marker koji
detektira jezgre post-mitotickih (zrelih) neurona. Nalazi se u gotovo svim
dijelovima ziv€anog sustava kraljeznjaka. [32] Nikad nije bilo detektirano
u glija stanicama, Sto potvrduje cinjenicu da se radi o specificnom

neuronskom markeru. [33]

Iako je vezanje protutijela za NeuN prvotno povezano sa jezgrom neurona,
u rjedim slucajevima oznacava i perinuklearnu citoplazmu.[34] Otkrivene
su dvije izoforme NeuN proteina (46 i 48 kDa) koje se razlikuju u
koncentracijama u jezgri i citoplazmi. Primjenjivan je u analiziranju gubitka
neurona u substantii nigri kao marker neurodegenerativhe Parkinsonove
bolesti. [32] Osim u neurodegenerativhim bolestima, NeuN kvantificira i
gubitak neurona kao posljedicu u epilepsiji.[35] Takoder, koristi se i u
dijagnosticke svrhe kod nekih vrsta tumora, poput neuroblastoma, na

temelju razine ekspresije NeuN u pojedinim vrstama stanica. [36]

Neki tipovi neurona poput Purkinjeovih stanica, mitralnih stanica
olfaktornog bulbusa i retinalnih fotoreceptorskih stanica nisu
imunoreaktivhi na NeuN. [34] Neki radovi opisuju kako su granularne
stanice malog mozga imunoreaktivne u citoplazmatskom dijelu stanice, dok
u jezgri nema obojenja. [34] Navodi se kako su mogudi uzroci prodor
reagensa, jer se opseg citoplazmatske i jezgrene imunoreaktivnosti
razlikuje od presjeka do presjeka. Zato je bitna i fiksacija tkiva i obrada
presjeka. Jos jedna mogucnost je da takve razlike ukazuju na potencijalne
subpopulacije unutar odredenog tipa stanica. [34] Otkako je otkriven,
NeuN je medu najkoristenijim neuronskim markerima zbog Siroke primjene
i specificne lokalizacije u zivéanom sustavu.[32] KoriStenje NeuN u ovoj
studiji pomoglo je u lociranju zrelih neurona koji se nalaze u sloju

granularnih stanica u olfaktornom bulbusu.
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1.5.4. Mikroglija

Mikroglije su stanice imunoloskog sustava prisutne u zivéanom sustavu.
Njihova uloga je obrana ziv€anog sustava od stetnih vanjskih utjecaja i
patogena. U stanju mirovanja, mikroglija obavlja razne funkcije poput
pracenja mikrookoliSa selektivnim odgovorom na unutarstani¢ne molekule.
[37] Mikroglija se aktivira kao odgovor na brojna razli¢ita patoloska stanja
u SZS-u poput ozljede, ishemije ili infekcije. [38] Njenom aktivacijom
dolazi do upale koja moze biti korisna, ali i Stetna. Mikroglije poticu iz
neuroepitela Zumanjcane vrele embrija kao progenitorske stanice i
razvijaju se u imunoloske stanice ziv€anog sustava do 10. dana embrija
kod miSeva i odrzavaju se tijekom zivota samoobnavljanjem. [39] Prva su
linija obrane SZS-a i daju odgovor na gotovo svaku promjenu vezanu uz
homeostazu mozga. Aktivaciju mikroglije karatkerizira promjena njenog
oblika. Smanjuje se broj izdanaka te oni postaju kraci, a stanicno tijelo se

poveca. [40]

Aktivacija mikroglija slijedi i u neurodegenerativhim bolestima. Naime,
neurodegeneracija poremecuje homeostazu S7S-a i na taj nacin aktivira
mikrogliju. Otpustanjem citokina djeluju proinflamatorni ucdinci koji
spre¢avaju daljnje ostecenje SZS-a, ali postoje odredeni dokazi kako ti
citokini mogu biti toksicni za neurone i tako doprinijeti razvoju
neurodegenerativnih bolesti. [41] Neki radovi navode kako su za aktivaciju
mikroglija u nerodegenerativhim bolestima odgovorni i proteinski agregati
koji nastaju u pojedinim neurodegenerativnim bolestima (amiloid-beta u
AD, alfa-sinuklein u PD, proteinopatije u ALS). Oni dolaze u kontakt s toll-
like receptorom (TLR)-receptorom koji se nalazi na povrsini mikroglije i na

taj nacin mikroglija prepoznaje strano tijelo i pokrec¢e upalnu kaskadu. [42]

Kod ozljede kraljeznicne mozdine, ve¢ nakon nekoliko minuta mikroglija
pokrece upalne kaskade, pocinje Iluciti citokine, poti¢e fagocitozu i
premjestanje ostalih stanica imunoloskog sustava na mjesto ozljede.
Citokini koje luc¢i mikroglija su IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, TNF i IFN gama koji
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pokrecu upalni odgovor okolnih stanica. Takoder, prisutni su i kemokini
poput CCL8, CCL15 i CXCL10 koji sluze kao ,homing signals" za leukocite,
B i T stanice, dendriticke stanice i makrofage. [43] Ukoliko se citokini
prekomjerno luce i aktivni su, mogu se pojaviti kroni¢ni upalni uvjeti poput
metabolickih, autoimunih i neuroloskih poremedaja. [44] 1z tog razloga, u
nasem istrazivanju se kvantificirao intenzitet fluorescencije i morfologija

mikroglije kod Stakora s OKM i kontrole.
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2. SVRHA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Svrha ovog istrazivanja bila je utvrditi postoji li razlika u fiziologiji
olfaktorne mreze unutar olfaktornog bulbusa kod zdravih Stakora i kod

Stakora sa ozljedom kraljeznicne mozdine.

Hipoteza je bila da postoje razlike u olfaktornoj funkciji izmedu zdravih
Stakora i onih koji su imali ozljedu kraljeznicne mozdine te da se promjene
u olfaktornoj funkciji reflektiraju i na stani¢nu arhitekturu olfaktorne

neuronske mreze.
Ciljevi istrazivanja bili su:
Otkriti kako WGA-HRP tracer putuje olfaktornim neuronima kako bi se

ustanovila ucinkovitost i svrsishodnost metode.

Kvantificirati neurotransmitere i neuromarkere u olfaktornom bulbusu
Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine i usporediti s rezultatima u zdravih

Stakora.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Zivotinje

KoriSteni su Sprague Dawley Stakori (Charles River, Willmington
Massachussetts) (n=6) starosti 9 tjedana. Hrana i voda bili su im dostupni
cijelo vrijeme tijekom studije (ad libitum). Po dolasku u nastambu za
Zivotinje, tezili su izmedu 300 i 325 g. Dva dana nakon aklimatizacije, 3
Zivotinje su podvrgnute potpunoj ozljedi kraljeznicne mozdine na tre¢em
torakalnom segmentu. Preostale 3 Zivotinje sluzile su kao kontrolna

skupina/naive.

3.2. Ozljeda kraljezni¢cne mozdine i postoperativna njega

Ozljeda se izvrSila pomocu mikro Skara, te je kompletirana retrakcijom
batrljaka ledne mozdine vidljivih pod kirurSskim mikroskopom. Nakon
ozljede, zivotinje su 3 dana primale analgetik, Carprofen (Rimadyl, 5
mg/kg, sc, Henry Schein) i 7 dana su primale Baytril antibiotik

(Enrofloxacin, 10 mg/kg, sc, Covetrus).

3.3. Administracija tragaca/tracera

4 tjedna nakon operacije ozljede kraljeznicne mozdine, zivotinjama je
intranazalno administriran 1%-tni WGA-HRP (Vector laboratories, Newark,
SAD) pomoc¢u 50 pL Hamilton Spricaljke (Hamilton company, Reno,
Nevada). Ukupni volumen je jednoliko rasporeden u obje nosnice. Tablica

1 prikazuje koli¢cinu WGA-HRP koju je svaka zivotinja primila.
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Naive 1 bez WGA (20 pL vode)

Naive 2 20 uL WGA

Naive 3 10 uL WGA

SCI1 25 pL WGA (I1+d nosnica)
SCI 2 20 pL WGA (I+d nosnica)
SCI3 10 pL WGA (d nosnica)

Tablica 1. Koli¢ina WGA-HRP administriranog svakoj ispitivanoj zivotinji.

3.4. Prikupljanje uzoraka mozdanog tkiva

72 sata nakon administracije tracera, zivotinje su duboko anestezirane
koriste¢i 3% izofluran (Covetrus) te je provedena transkardijalna perfuzija
pomocu 50 mL PBS-a i 500 mL 4%-tnog formaldehida (Sigma aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD). Mozgovi su sakupljeni i naknadno fiksirani u 4%
formaldehidu tijekom 24 sata nakon ¢ega je uslijedilo uranjanje u 30%-tnu

otopinu saharoze do trenutka rezanja.

3.5. Odredivanje mase mozga

Masa mozga odredivala se nakon uklanjanja malog mozga, sto znaci da se
vagala masa velikog mozga i olfaktornih bulbusa na prednjem dijelu mozga.
Mali mozak se uklonio pomodéu zileta te se skladistio ponovno u
formaldehidu. Kod vaganja mase velikog mozga, koristila se vaga Radwag
AS 80/220.R2 (Radom, Poljska). Mase u zabiljezene i statisticki obradene
kako bi se odredilo postoje li razlike u masi mozga izmedu zdravih Stakora
i Stakora s OKM.
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3.6. Rezanje mozdanog tkiva

Nakon vaganja, veliki mozak zajedno s olfaktornim bulbusima stavljen je u
30%-tnu saharozu i zaleden na temperaturi od -80°C preko nodi. Uzorci su
rezani pomocu kriostata Leica CM1850 (Wetzlar, Njemacka, slika 3) pri
temperaturi od -29 °C na debljinu od 40 mikrona. 3 mozga rezana su
sagitalno (N1, N2, SCI2), a druga 3 mozga rezana su koronarno (N3, SCI1,
SCI3). Sagitalni rezovi su nakon rezanja prebaceni u jazice od 600 pL, a
koronarni u jazice od 200 pL te se u njima nalazio 0.1 M PBS. Rezovi su
zatim odvojeni u zasebne plocice ovisno o tome sadrze li dijelove
olfaktornog bulbusa, te su se za daljnje istrazivanje koristili samo rezovi
koji sadrze olfaktorni bulbus. Prije daljnjeg koristenja, rezovi su prenijeti u
pufer za dugoro¢no skladistenje (Long Term Storage Buffer, LTSB) koji
sadrzi 0.1 M fosfatni pufer pri pH 7.2, sukrozu i etilen glikol.

\

Slika 3. Kriostat Leica CM1850 (Wetzlar, Njemacka) koji se koristio pri

rezanju mozdanog tkiva.
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3.7. Imunohistokemija

U ovom istrazivanju koriStene su razliCite kombinacije imunohistokemijskih
metoda. Tablica 2 prikazuje imunohistokemijske metode, njihove
kombinacije i broj uzoraka/rezova koji su analizirani svakom od njih. Kod
kombiniranja dvije metode na istim uzorcima, bilo je bitno da se domacini

protutijela ne podudaraju.

METODA/E BROJ UZORAKA

WGA 18 sagitalno i 12 koronarno
GADG67 10 sagitalno i 3 koronarno
WGA+NEU N 12 koronarno
WGA+GADG67 6 sagitalno i 20 koronarno
Mikroglija 6 koronarno

Tablica 2. Broj analiziranih uzoraka u svim koristenim kombinacijama.

3.7.1. Vizualizacija WGA-HRP, GAD67, NeuN i mikroglije

Metode bojenja uglavnom su se sastojale od istih koraka, uz razliku
koriStenja drugacijih primarnih i sekundarnih protutijela. Metoda bojenja
WGA-HRP uzoraka prikazana je na slici 4, a metoda bojenja ostalih uzoraka
prikazana je na slici 5. Sva koristena protutijela, proizvodaci i omjeri opisani
su u tablici 3. Za vrijeme inkubacije protutijela, ploCice su bile na tresilici
(Cleaver Scientific Ltd, Rugby, UK). Potrebno je napomenuti kako su se svi

koraci radili pri sobnoj temperaturi.

Svi koristeni rezovi mozga (sagitalni i koronarni) koji su sadrzavali
olfaktorne bulbuse isprani su tri puta u imunopuferu (TPBS i Triton X-100)
te su zatim blokirani pomoc¢u 10%-tnog Normal Horse Serum
Immunobuffer-a (NHS-IB) na pola sata. Iduci korak bila je inkubacija

uzoraka s primarnim protutijelom.
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Za WGA-HRP, uzorci su inkubirani 72 sata s primarnim protutijelom a-WGA-
HRP iz koze (1:200, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Cambridge,
UK), razrijedeno u 10%-tnom NHS-IB. Zatim su isprani 3 puta TPBS-om
(Trizma, 0.4 M fosfatni pufer pri pH 7.4, natrijev klorid, mertiolat), nakon
¢ega je slijedila inkubacija preko noéi sa biotiniliranim sekundarnim
protutijelom a-kozje iz magarca (1:400, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Cambridge, UK) razrijedenim u 1% NHS-IB. Opet je slijedilo
ispiranje TPBS-om i na kraju inkubacija u trajanju od 4 sata sa Cy3
streptavidinom (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Cambridge, UK)

razrijedenim u omjeru 1:1000 u imunopuferu.

) 3%x10 min IMUNOPUFER

30 min 10%-tni NHS IB

Primarno protutijelo anti-WGA-HRP
Razrijedeno u 10% NHS 1B

3x10 min TPBS

Sekundarno bjotinilirano protutijelo

Razrijedeno u 1% NHS IB

3x10 min TPBS

Cy3 streptavidin
Razrijedeno u IB

3x10 min TPBS

Slika 4. Prikaz metode bojenja uzoraka za vizualizaciju WGA-HRP
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U slucaju GAD67, primarno protutijelo a-GAD67 iz misa (1:500, Millipore,
Burlington, Massachusetts, SAD) razrijedeno u 10%-tnom NHS-IB
inkubiralo se 24 sata, nakon Cega su uzorci 3 puta isprani TPBS-om. Dodano
je sekundarno protutijelo a-misje iz magarca (1:200, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Cambridge, UK) razrijedeno u 1%-tnom

NHS-IB te se ono inkubiralo preko nodi.

Za detekciju NeuN, dodano je primarno protutijelo a-NeuN iz misa (1:200,
Millipore, Burlington, Massachusetts, SAD) razrijedeno u 10%-tnom NHS-
IB te je ostavljeno na inkubaciji 24 sata. Idudi dan, uzorci su isprani 3 puta
TPBS-om te je dodano sekundarno protutijelo a-misje iz magarca (1:200,
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Cambridge, UK) razrijedeno u 1%-

tnom NHS-IB preko nodi.

Uzorci za bojanje mikroglije inkubirani su primarnim protutijelom a-lbal iz
zeca (1:1000, FUJIFILM Wako Chemicals Europe, Neuss, Njemacka)
razrijedenog u 10%-tnom NHS-IB na 24 sata. Zatim su uzorci 3 puta isprani
TPBS-om te je dodano sekundarno protutijelo a-zecje Cy3 (1:400, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Cambridge, UK) razrijedeno u 1%-tnom

NHS-IB koje se inkubiralo preko nodi.

) 3x10 min IMUNOPUFER
) 30 min 10%-tni NHS 1B

Primarno protutijelo anti-GAD67/anti-NeuN/anti-Ibal
Razrijedeno u 10% NHS IB

3x10 min TPBS

Sekundarno protutijelo za GAD67/NeuN/l1ba1l
Razrijedeno u 1% NHS IB

3x10 min TPBS

Slika 5. Prikaz metode bojenja uzoraka za vizualizaciju GAD67, NeuN i

mikroglije
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Svi uzorci su nakon inkubacije sekundarnim protutijelom, ili u slu¢aju WGA-
HRP streptavidinom, isprani 3 puta TPBS-om. Sljededi korak bio je prenijeti
uzorke na stakalca uz dodavanje TPBS-a kako se uzorci ne bi osusili. Dodan
je Fluoroshield (Sigma aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) koji sadrzi DAPI,

te su pokriveni pokrovnim stakalcem i ostavljeni da se osuse.

Uzorci koji su se nakon WGA tretirali i drugim protutijelima za detekciju
markera (GAD67 ili NeuN), nakon posljednjeg ispiranja TPBS-om su
ponovno prolazili proces ispiranja u imunopuferu, blokiranje pomocéu 10%

NHS-IB i tek tada se stavljalo primarno protutijelo za GAD67 ili NeuN.

Takoder, radene su i kontrole protutijela kako bi se dokazala njihova
ucinkovitost. Kod kontrole primarnog protutijela, u uzorke je dodano
primarno protutijelo a-WGA-HRP iz koze u omjeru 1:200 razrijedeno u
10%-tnom NHS-IB koje je stajalo 72 sata, a umjesto sekundarnog
protutijela, dodan je samo 1%-tni NHS-IB, koji je stajao na uzorku preko
noc¢i. Kako bi se napravila kontrola sekundarnog protutijela, umjesto
primarnog protutijela dodan je 10% NHS-IB na 24 sata, a kasnije je dodano
biotinilirano sekundarno protutijelo a-kozje iz magarca u omjeru 1:400
razrijedeno u 1% NHS-IB preko nodi. Iduéi dan dodan je i Cy3 streptavidin
u omjeru 1:1000 razrijeden u imunopuferu. Ostatak analize provodio se

prema protokolu.

I za GAD67 radene su kontrole protutijela. Kod kontrole primarnog
protutijela, u uzorke je dodano primarno protutijelo a-GAD67 iz misa u
omjeru 1:500 razrijedeno u 10%-tnom NHS-IB koje je stajalo 24 sata, a
umjesto sekundarnog protutijela, dodan je samo 1%-tni NHS-IB, koji je
stajao na uzorku preko nodi. Kako bi se napravila kontrola sekundarnog
protutijela, umjesto primarnog protutijela dodan je 10% NHS-IB na 24
sata, a kasnije je dodano sekundarno protutijelo a-misje iz magarca u
omjeru 1:200 razrijedeno u 1% NHS-IB preko nodi. Ostatak analize

provodio se prema protokolu.
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Protutijelo Domadin Proizvodac Razrjedenje
a-WGA-HRP Koza Jackson 1:200
ImmunoResearch
Laboratories,
Cambridge, UK
Biotinilirano  Magarac Jackson 1:400
ImmunoResearch
WGA-HRP a-kozje
] Laboratories,
Cambridge, UK
Cy3 Jackson 1:1000
ImmunoResearch
Streptavidin
P Laboratories,
Cambridge, UK
a-GAD67 Mis Millipore, Burlington, 1:500
Massachusetts, SAD
GADG7 a-misje Magarac Jackson 1:200
ImmunoResearch
Alexa 488
Laboratories,
Cambridge, UK
a-NeuN Mis Millipore, Burlington, 1:200
Massachusetts, SAD
NeuN a-misje Magarac Jackson 1:200
Alexa 488 ImmunoResearch
Laboratories,

Cambridge, UK

Tablica 3. Popis koristenih protutijela
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3.8. Mikroskopiranje

Nakon pripreme uzoraka, slijedila je njihova analiza pomoéu mikroskopa.
Koristen je invertiraju¢i mikroskop Olympus IX83 (Tokyo, Japan) koji je
prikazan na slici 6. Uz mikroskop se koristila i kamera Hamamatsu Orca
C10600 (Shizuoka, Japan) te ksenonska lampa Olympus U-RX-T (Tokio,
Japan). Vecdina uzoraka analizirana je pri povecanju 10x, kako nas je
zanimala sama vizualizacija i jacina signala tracera ili pojedinog markera.
Mikroglija se analizirala i pri povecanjima 20x i 40x kako bi se lakSe mogao
odrediti broj mikroglija u uzorku i CTCF (corrected total cell fluorescence).
Slike su slikane pojedinac¢no (u samo jednom kanalu) ili zajedno (u vise
kanala), kako bi na istom prikazu bila vidljiva korelacija tracera i razlicitih
markera. Takoder, koristena je z-stack opcija, kako bi slike bile ostrije i
pokazivale cijele stanice unutar nekoliko slojeva uzorka. Z-stack opcija bila
je podesena da se slika svaki dio uzorka nakon 1 mikrona, u 40 koraka (jer
je debljina uzoraka bila 40 mikrona). U slucajevima kada je trebala ista
ekspozicija na vise uzoraka, kako bi dobili realan prikaz razlika u intenzitetu
obojenja izmedu pojedinih uzoraka, pustili smo da program (CellSens)
automatski odredi optimalnu ekspoziciju, pa bi tada tu ekspoziciju

manualno postavili kod ostalih uzoraka koje smo usporedivali.
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Slika 6. Mikroskop Olympus IX83 (Tokyo, Japan) koji se koristio za

mikroskopiranje uzoraka u istrazivanju.

3.9. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koristen je program Excel i proSirenje Data
analysis. Obradivani su podaci o masi te je odredena srednja vrijednost,
standardna devijacija i proveden je student t-test. Kod obrade podataka
vezanih za intenzitet fluorescencije, mjeren je CTCF (corrected total cell
fluorescence). On se racunao odredivajudi area integrated density i mean
grey value pojedinacnih stanica i pozadine u programu Imagel. Izracunati
podaci unijeti su u Excel tablicu i CTCF se racunao po formuli: CTCF =
Integrated Density - (Area of selected cell X Mean fluorescence of
background readings). Sve navedene parametre izracunao je Imagel.
Izracunate CTCF vrijednosti koristile su se za izradu stupCastog dijagrama

koji pokazuje razliku u srednjoj vrijednosti CTCF WGA, GAD67 i mikroglije
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izmedu zdravih Stakora i Stakora s OKM. Takoder je i za te podatke izraden
student t-test.
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4. REZULTATI

4.1. Razlike izmedu masa mozga kod zdravih stakora i Sstakora s
ozljedom kraljeznicne mozdine

Nakon Sto su uklonjeni mali mozgovi na svakom ispitivanom mozgu Stakora
(n=6), izmjerene su njihove mase. Statistickom obradom vrijednosti mase,
pokazalo se kako je masa mozga kod zdravih Stakora veca od mase mozga

Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine, Sto je vidljivo u grafu 1.

Masa mozga

2.0 -
P=0.089
1.5 \
—
Ry
&  1.04
1"
=
0.5+
0.0- T
Naive SCl

Graf 1. Srednja vrijednost mase mozga (bez malog mozga) kod zdravih
stakora (n=3) i Stakora s ozljedom kraljeznicne mozdine (n=3). Zdravi
Stakori imaju vecu prosjeénu masu mozga od Stakora s ozljedom kraljezni¢ne
mozdine, no razlika nije znacajna (p=0.089). Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija. Podaci su analizirani t-testom za nezavisne

uzorke. Znacajne vrijednosti: nz: p<0.05.
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4.2. Anatomija olfaktornog bulbusa

KoriStenjem DAPI koji boji samo jezgre stanica, mogli su se odrediti i jasno
raspoznati razliciti slojevi olfaktornog bulbusa (Slika 7), koji su opisani i
oznaceni u uvodu i na slici 1. Glomeruli su prikazani kao kruziéi u sloju GL.

U njima se nalaze aksoni olfaktornih neurona.

ONL
MCL
GL
GCL
EPL
Jezgra

Slika 7. Prikaz anatomije koronarnog reza olfaktornog bulbusa. DAPI
bojenje koronarnog reza olfaktornog bulbusa-obojene su jezgre stanica u
razli¢itim slojevima bulbusa. Slikano na poveéanju 10x. Bazirano na
konvencionalnoj kategorizaciji participiraju¢ih neurona. Kratice: ONL-sloj
olfaktornih neurona, GL-glomerularni sloj, EPL-vanjski pleksiformni sloj, MCL-sloj

mitralnih stanica, GCL-sloj granularnih stanica.
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4.3. Ekspresija WGA signala u olfaktornom bulbusu stakora

Koristenjem WGA-HRP kao tracera, pratili smo u kojem dijelu olfaktornog
bulbusa se moze uocCiti WGA signal 72 sata nakon njegove intranazalne
administracije. UoCeno je kako se WGA nalazi samo u glomerularnom sloju
olfaktornog bulbusa, odnosno u glomerulima (Slika 8). Takoder,
promatralo se i DAPI bojenje (plavo), koje je obojalo jezgre stanica te je
vidljivo kako se plavo obojene stanice nalaze izvan glomerula, preciznije

oko njih i one ih zapravo okruzuju.

A
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Slika 8. Retrogradno oznacavanje stanica u olfaktornom bulbusu 72 sata
nakon intranazalne administracije WGA-HRP. (A) UspjeSna vizualizacija
glomerula u olfaktornom bulbusu Stakora nakon primjene opisane
imunohistokemijske metode detekcije WGA-HRP signala, koristeéi oba protutijela.
(B) Kontrola uz koristenje primarnog protutijela bez nanosenja sekundarnog
protutijela. (C) Kontrola uz koriStenje sekundarnog protutijela bez nanosenja
primarnog protutijela. (D) Razrjedenje primarnog protutijela u omjeru 1:200
rezultira najjacim intenzitetom WGA-HRP signala-koriSteno prema protokolu. (E)
Razrjedenje primarnog protutijela u omjeru 1:500. (F) Razrjedenje primarnog
protutijela u omjeru 1:1000 rezultira najslabijim intenzitetom signala. Sve slike

radene su pri ekspoziciji 200.1 ms i pri povecanju 10x.

Kod analize kontrola (Slike 8B i 8C) kod kojih se koristilo ili samo primarno
(Slika 8B) ili samo sekundarno protutijelo (Slika 8C), WGA signal bio je
minimalan, Sto upucuje na selektivnost koristenih protutijela. KoriStenjem
razli¢itih razrjedenja primarnog protutijela a-WGA (1:200, 1:500, 1:1000),
uoceno je kako najmanje razrjedenje doprinosi najjatem intenzitetu WGA
signala (slika 8D, 8E, 8F). Zbog takvih rezultata, odlu¢eno je kako je
optimalno razrjedenje 1:200 te je to razrjedenje koriSteno u daljnjim
pokusima. Dodatna kontrola bila je imunohistokemijska analiza
olfaktornog bulbusa zdrave Zivotinje kojoj WGA tracer nije bio administriran
(N1) te njena usporedba sa WGA signalom zdrave zivotinje koja je primila
WGA tracer u dozi od 10 pyL (N3). Glomeruli zdrave zivotinje kojoj nije
administriran WGA tracer nisu bili obojani, za razliku od glomerula zivotinje
N3 (Slika 9).
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Slika 9. Selektivni retrogradni prijenos WGA-HRP tracera u olfaktorni
bulbus zdravog stakora i odgovaraju¢a mu kontrola. (A) Olfaktorni bulbus
zdravog Stakora koji nije primio intranazalnu administraciju WGA-HRP tijekom
zivota (zivotinja N1)-nema obojanja glomerularnog sloja olfaktornog bulbusa. (B)
Olfaktorni bulbus zdravog Stakora koji je primio 10 yL WGA-HRP intranazalno 72
sata ranije (zZivotinja N3)-glomerularni sloj olfaktornog bulbusa je crveno obojan.

Obje slike slikane pri ekspoziciji 412 ms i poveéanju 10x.

Kako bi se usporedila vizualizacija razliCitih slojeva olfaktornog bulbusa,
analizirali su se obojeni slojevi nakon kombinacije imunohistokemijske
metode za vizualizaciju WGA tracera i NeuN markera. Rezultati pokazuju
kako nema interferencije izmedu WGA i NeuN signala te je svaki od njih
izrazen u razli¢itom sloju olfaktornog bulbusa- WGA u glomerularnom sloju
(GL), a NeuN u sloju granularnih stanica (GCL). To je prikazano na slici 10.

Prikaz cijelog bulbusa i odnos WGA-HRP i NeuN signala nalazi se na slici 11.
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Slika 10. Vizualizacija anatomskih slojeva olfaktornog bulbusa
koriSstenjem selektivnih stanicnih markera. (A) DAPI vizualizacija stani¢nih
jezgri glomerula (plavo) u olfaktornom bulbusu Stakora. (B) Vizualizacija
retrogradnog transporta WHA-HRP tracera u olfaktorni bulbus (crveno) na istom
uzorku. (€) NeuN vizualizacija sloja neuronskih jezgri granularnih stanica na istom
uzorku. (D) Trostruko bojanje WGA-HRP (crveno), DAPI (plavo) i NeuN (zeleno)

na istom uzorku. Sve slike radene su pri ekspoziciji 617 ms i povecanju 10x.
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Slika 11. WGA-HRP vizualizacija (crveno) prikazuje glomerularni sloj

bulbusa. NeuN vizualizacija prikazuje sloj granularnih stanica (GCL).

4.4. Ekspresija GAD67 signala u olfaktornom bulbusu stakora

Kako bi se uocile mogude razlike u olfaktornom bulbusu zdravog Stakora i
Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine, promatrana je i ekspresija GAD67
signala. Prvotno su testirane kontrole koristeé¢i samo primarno protutijelo
(Slika 12B) ili samo sekundarno protutijelo (Slika 12C). Obje kontrole
pokazale su odsustvo GADG67 signhala ukoliko se koristi samo jedno
protutijelo. Kod analize koncentracije primarnog protutijela, uo¢eno je kako
je pri najmanjem razrjedenju (1:200), intenzitet GAD67 signala najjaci, a
razrjedenje 1:500 odredeno je kao optimalna koncentracija koja se koristila
u daljnjim pokusima. Smanjenjem koncentracije primarnog protutijela,
smanjuje se i intenzitet signala, Sto ukazuje na selektivnost primarnog
protutijela na GAD67 antigen (Slika 12).

32



Slika 12. Vizualizacija GAD-67 uz primjenu oba koristena protutijela i pri
optimalnom razrjedenju. (A) UspjesSna vizualizacija dijelova olfaktornog
bulbusa Stakora nakon primjene opisane imunohistokemijske metode detekcije
GAD67 signala. (B) Kontrola uz koristenje primarnog protutijela a-GAD67, bez
koristenja sekundarnog protutijela. (€C) Kontrola uz koriStenje sekundarnog
protutijela bez nanoSenja primarnog protutijela. (D) Razrjedenje primarnog
protutijela u omjeru 1:200 rezultira najja¢im intenzitetom signala. (E)
Razrjedenje primarnog protutijela u omjeru 1:500- po protokolu. (F) Razrjedenje
primarnog protutijela u omjeru 1:1000 rezultira najslabijim intenzitetom signala.

Sve slike radene su pri ekspoziciji 210 ms i povecanju 10x.
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Usporedbom WGA i GAD67 signala na istom uzorku, pokazalo se kako dolazi
do djelomi¢nog preklapanja. Naime, GAD67 signal uocen je i u
glomerularnom sloju olfaktornog bulbusa, kao i ve¢ ranije spomenut WGA
signal. No, razlika je u tome da je GAD67 signal detektiran i u nekim drugim
slojevima, kao Sto su EPL, MCL i GCL (Slika 13). WGA-HRP difuzno boji
glomerularni sloj stanica u kojem se nalaze sinapse primarnih i sekundarnih
olfaktornih neurona, dok GAD67 okruzuje te sinapse i karakteriziran je
toCkastim uzorkom bojenja, upucujuéi na vaznu ulogu GAD-a u modulaciji

prijenosa olfaktornog signala.

Slika 13. WGA-HRP i GAD67 kao mete u istrazivanju morfoloskih
promjena u olfaktornoj mrezi nakon ozljede kraljeznicne mozdine. (A)
DAPI vizualizacija (plavo) u olfaktornom bulbusu Stakora. (B) Vizualizacija WGA-
HRP signala u glomerularnim stanicama olfaktornog bulbusa (crveno) na istom
uzorku. (C) GAD67 vizualizacija na istom uzorku. (D) Trostruko bojanje WGA-
HRP (crveno), DAPI (plavo) i GAD67 (zeleno) na istom uzorku. Sve slike radene

su pri ekspoziciji 210 ms i povecanju 10x.
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4.5. Promjene u olfaktornom bulbusu kao posljedica ozljede
kraljeznicne mozdine u stakora

Kako bi ustanovili postoje |li promjene u morfoloskoj strukturi olfaktornog
bulbusa nakon ozljede kraljeznicne mozdine, usporedivali su se uzorci
bulbusa zdravog Stakora (N3) i Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine
(SCI1, SCI2, SCI3). Za pocetak, promatrana je razlika u intenzitetu WGA

signala. Pokazalo se kako je pri istoj ekspoziciji, WGA signal u glomerulima

zdravog Stakora puno intenzivniji, Sto je vidljivo na slici 14.

Slika 14. Stakori s ozljedom kraljezniéne mozdine imaju slabiji WGA-HRP
signal od zdravih Stakora pri istoj ekspoziciji. (A) Detekcija WGA-HRP
pozitivnih glomerularnih stanica u olfaktornom bulbusu zdravog Stakora 72 sata
nakon intranazalne primjene WGA-HRP tracera. (B) Prikaz WGA-HRP pozitivnih
glomerularnih stanica u olfaktornom bulbusu Stakora s ozljedom kraljezni¢ne

mozdine. Obje slike slikane su pri ekspoziciji 200.1 ms i poveéanju 10x.
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Kako bi se potvrdilo prikazano na slikama, usporedivala se prosjecna
vrijednost Corrected total cell fluorescence (CTCF) WGA-HRP signala
izmedu zdravih Stakora i Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine. Kako je
i vidljivo u grafu 2, CTCF vrijednost WGA-HRP signala kod zdravih Stakora

puno je veca nego kod Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine.
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Graf 2. Prosjecna vrijednost CTCF WGA signala u zdravog stakora veca je
od prosjecne vrijednosti CTCF WGA signala u stakora s ozljedom
kraljeznicne mozdine. ProsjeCna ispravljena ukupna fluorescencija stanica
(CTCF) prikazuje razliku u intenzitetu fluorescencije u glomerulima olfaktornog
bulbusa izmedu zdravih Stakora i Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine. Podaci
su prikazani kao srednja vrijednost £ standardna devijacija. Podaci su analizirani
t-testom za nezavisne uzorke. Znacajne vrijednosti: **: p<0.05. (n(N3)=2,
n(SCI1,3)=2)
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Iduce se promatrala razlika u intenzitetu GAD67 signala. Nakon provedene
analize, uodljivo je kako je pri istoj ekspoziciji, GAD67 signal jaci u
olfaktornom bulbusu Zivotinje s ozljedom kraljezni¢ne mozdine (Slika 15).
Racunao se CTCF te je u grafu 3 vidljivo kako postoji razlika u srednjim

vrijednostima CTCF GAD67 signala izmedu zdravih Stakora i Stakora s OKM,

ali ona nije znacajna (p=0.1099).

Slika 15. Ekspresija GAD67 pozitivnih stanica kod zdravih stakora i
stakora s ozljedom kraljeznicne mozdine. (A) Dio olfaktornog bulbusa
zdravog Stakora-bojenje GAD 67 (zeleno) i DAPI (plavo)-obojenje slabijeg
intenziteta. (B) Dio olfaktornog bulbusa Stakora sa ozljedom kraljezni¢ne
mozdine-bojenje GAD67 (zeleno) i DAPI (plavo)-intenzivnije obojenje. Obje slike

radene su pri ekspoziciji 300.1 ms i povecanju 10x.
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Graf 3. Prosjecna vrijednost CTCF GAD67 signala u zdravog stakora (N3)
manja je od prosjecne vrijednosti CTCF GAD67 signala u stakora s
ozljedom kraljeznicne mozdine (SCI1, SCI3). Prosjecna ispravljena ukupna
fluorescencija stanica (CTCF) prikazuje razliku u intenzitetu fluorescencije u
olfaktornom bulbusu izmedu zdravih Stakora i Stakora s ozljedom kraljeznicne
mozdine. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Podaci su analizirani t-testom za nezavisne uzorke. Znacajne vrijednosti: nz:
p<0.05. (n(N3)=2, n(SCI1,3)=2)

Koli¢ina, oblik i intenzitet fluorescencije mikroglija stanica takoder je
ukazivao na razlike u olfaktornom bulbusu izmedu zdravih Stakora i Stakora
s ozljedom kraljezni¢éne mozdine. Naime, analizom mikroglija stanica na
razli¢itim povecanjima (10x, 20x, 40x) vidljivo je kako se kod Stakora s
ozljedom kraljeznicne mozdine povecao broj aktiviranih mikroglija (kraci
izdanci, povecanje stani¢nog tijela). Isto tako, uocljiv je i jaci intenzitet
fluorescencije mikroglija u olfaktornom bulbusu Stakora s ozljedom
kraljeznicne mozdine. To je prikazano na slici 16 i u grafu 4, koji jasno
pokazuje kako je prosjecna vrijednost CTCF mikroglija stanica znacajno
veca u slucdaju Stakora s ozljedom kraljeznicne mozdine, nego u slucaju

zdravih stakora.
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NAIVE OKM

Slika 16. Detekcija mikroglija stanica u olfaktornom bulbusu. Postoje
razlike u broju, obliku i intenzitetu mikroglija stanica kod zdravih Stakora i Stakora
s ozljedom kraljeznicne mozdine. (A) Mikroglija stanice u zdravom Stakoru pri
povecanju 10x. (B) Mikroglija stanice u zdravom Stakoru pri poveéanju 20x. (C)
mikroglija stanice u zdravom Stakoru pri povecanju 40x. (D) Mikroglija stanice u
Stakoru s ozljedom kraljezni¢ne mozdine pri povecanju 10x. (E) Mikroglija stanice
u Stakoru s ozljedom kraljeznicne mozdine pri povecanju 20x. (F) Mikroglija
stanice u Stakoru s ozljedom kraljeznicne mozdine pri povecanju 40x. Sve slike

radene su pri ekspoziciji 149.9 ms.
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Graf 4. Prosjecna vrijednost CTCF mikroglija u zdravog stakora (N3)

manja je od prosjecne vrijednosti CTCF mikroglija u stakora s ozljedom

kraljeznicne mozdine (SCI1). Prosjecna ispravljena ukupna fluorescencija

stanica (CTCF) prikazuje razliku u intenzitetu fluorescencije u olfaktornom bulbusu

izmedu zdravih Stakora i Stakora s ozljedom kraljeznicne moZzdine. Podaci su

prikazani kao srednja vrijednost £ standardna devijacija. Podaci su analizirani t-

testom za nezavisne uzorke. Znacajne vrijednosti: **:

n(SCI1,3)=2)

(n(N3)=2,
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5. RASPRAVA

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je uociti promjene u olfaktornoj arhitekturi
Stakora nakon ozljede kraljezni¢ne mozdine. Intranazalnom
administracijom WGA-HRP tracera pokusali smo pratiti njegovo retrogradno
kretanje kroz olfaktornu mrezu Stakora i usporediti razlike izmedu zdravih
Zivotinja i onih s ozljedom kraljezni¢ne moZzdine. Usporedivali su se i ostali
markeri poput GAD67 i mikroglije. Glavna otkrica su da se WGA-HRP tracer
uspjesno prenio u olfaktorni bulbus, odnosno mozak Stakora. Uocen je
slabiji WGA-HRP signal kod Stakora s ozljedom kraljeznicne mozdine, Sto
sugerira kako su nakon takve traumatske ozljede, posljedice vidljive i iznad
mjesta ozljede. ProsjeCna masa mozga nakon ozljede kraljezni¢ne mozdine
manja je nego masa mozga zdravih Stakora. GAD67 signal, odnosno razine
GABA su porasle nakon ozljede te su mikroglije u olfaktornom bulbusu
postale aktivne i emitirale su jacu fluroescenciju. Ti podaci ukazuju kako
OKM uzrokuje znacajne promjene u arhitekturi olfaktorne mreze i prijenosu

olfaktornog signala.

Ozljeda kraljezni¢éne mozdine uveliko mijenja nacin Zivota te uzrokuje
znacajne posljedice na zdravlje Covjeka. Pronadena je povezanost gubitka
osjeta mirisa i ozljede kraljezniéne mozdine. [15] To pokazuje kako OKM
djeluje na cijeli organizam, pa tako i na olfaktorni sustav, ali i mozak. Dolazi
do pojave upalnih procesa koji mogu biti korisni, ali kod kroni¢ne upale,

mogu se javiti i brojni Stetni utjecaji.

Analiziranjem mase mozga pokusalo se utvrditi dolazi li do globalne atrofije
organa, odnosno do gubitka mozdanog tkiva i smanjenja mase mozga
nakon ozljede kraljeznicne mozdine. Nakon vaganja 3 mozga (bez malog
mozga) zdravih Stakora i 3 mozga Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine,
uoceno je kako postoji razlika u masama. Zdravi Stakori imali su ve¢u masu
mozga (za 0.12 g), ali razlika nije bila statisticki znacajna. Croy i Hummel
spominju kako smanjeni broj olfaktornih receptora moze dovesti do atrofije

olfaktornog bulbusa i smanjenje njegovog volumena uzrokuje smanjeni
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prijenos signala iz olfaktornog bulbusa u ostale dijelove mozga poput
amigdale i hipokampusa, sto moze dovesti do neurodegeneracije. [45] Ta
poveznica izmedu smanjenog volumena bulbusa i pojave
neurodegeneracije mogla bi otkriti nova saznanja u buducnosti, s obzirom
da alfa razina sugerira tendenciju otkrivanja razlika izmedu skupina. U
budué¢im radovima treba analizirati razlike u masi na ve¢em broju uzoraka
i pratiti mogucéu progresiju smanjenja mase mozga nakon OKM, ovisno o

vremenu proteklom nakon ozljede.

Olfaktorni bulbus sastoji se od vise slojeva razlicitih vrsta neurona. U ovom
eksperimentu prikazani su pojedini slojevi bulbusa i na temelju testiranih
neurotransmitera i neuromarkera, moglo se zakljuditi koji od njih se nalaze
u kojem sloju olfaktornog bulbusa. U rezultatima je prikazano kako se DAPI
nalazi u gotovo svim slojevima olfaktornog bulbusa jer oznacava jezgre svih
stanica. WGA-HRP se uocavao u glomerulima, gdje se vezao za posebne
ugljikohidrate, poput N-acetil-glukozamina, koji su povezani s membranom
raznih tipova neurona. [19] NeuN se nalazi u sloju granularnih stanica, dok
mitralne stanice uopce ne oznacava. GAD67 prisutan je u vise slojeva zato
Sto iz njega nastaje neurotransmiter GABA koji je Siroko rasprostranjen po
olfaktornom bulbusu i ima vaznu ulogu u moduliranju sinapticke
transmisije. Mikroglije su bile takoder rasporedene po vedini slojeva
olfaktornog bulbusa, a nakon ozljede kraljeznicne mozdine, njihova

koncentracija se povecala razmjerno u svim slojevima.

Koristenjem WGA-HRP kao tracera, analiziralo se njegovo Sirenje po
olfaktornoj mrezi. Na nasSim uzorcima koji su uzeti 72 sata nakon
intranazalne administracije tracera, pokazalo se da se WGA-HRP tracer
nalazi u glomerularnom sloju olfaktornog bulbusa. Buduca pretpostavka je
kako bi nakon duljeg vremena, tracer dosao do dubljeg dijela mozdane
olfaktorne mreze. Na ovaj nacin je bilo mogude pratiti razlike u jacini WGA-
HRP signala unutar glomerularnog sloja olfaktornog bulbusa izmedu zdravih
Stakora i Stakora s ozljedom kraljezni¢ne mozdine. Nasi rezultati ukazuju

kako je nakon ozljede kraljeznicne mozdine, signal WGA-HRP tracera
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slabiji. To smo potvrdili i racunanjem CTCF (Corrected Total Cell
Fluorescence). Naime, prosjecna vrijednost CTCF veca je u slu¢aju zdravog
Stakora, Sto znacdi da je na uzorcima iz Stakora s ozljedom kraljeznicne
mozdine slabiji intenzitet fluorescencije. Mogudi razlog je slabiji prijenos
informacija olfaktornom mrezom zbog manje povezanosti neurona koji
posreduju prijenosu olfaktornog signala u mozak. Taj podatak doprinosi
¢injenici da se nakon ozljede kraljeznicne mozdine mogu dogadati i

promjene u mozgu tj. iznad razine ozljede, a ne samo u dijelu ispod ozljede.

Treba napomenuti kako na nekim naive uzorcima (iz zdravih Stakora) nije
bio prisutan WGA-HRP signal. Mogudi uzroci su administracija nedovoljne
koli¢ine tracera ili da u jednu od nosnica tracer nije adekvatno unesen, pa
u jedan bulbus WGA-HRP nije dospio (nema signala), a u drugi je (uocen
signal). Takoder, mogude da se radi o razlikama u koli¢ini WGA-HRP signala
zbog razlic¢itih pozicija rezova u bulbusu. Moguce je da rezovi iz prednjeg
dijela bulbusa emitiraju ja¢i WGA-HRP signal. U literaturi su nadeni radovi
koji takoder opisuju kako neki kontrolni uzorci nisu imali WGA-HRP signal,
dok s uzorcima nakon ozljede i prisutne lezije nisu imali takvih problema.
[45]

GADG67 je enzim iz kojeg se sintetizira inhibicijski neurotransmiter GABA.
Prijasnja istrazivanja pokazala su kako se u neurodegenerativnim bolestima
i shizofreniji ekspresija GAD67 smanjuje. [27] No, neka istrazivanja
uocavala su i porast u GAD67 mRNA ekspresiji, ali i u koli¢ini GAD67 u
neuronima te je porast bio prisutan i nekoliko mjeseci nakon ozljede
kraljeZznicne mozdine. Oni su pretpostavili kako je razlog porasta GAD67
koncentracije promjena funkcije, ali i eliminacija sinapsi i neuralne
aktivnosti. To je proces kojim se pokuSava ponovno uspostaviti
homeostaza, kako bi neuroni bili u poetnom stanju prije nego prime
signale koji normaliziraju njihovu funkciju. Oni su to povecanje uocili u
dorzalnom dijelu roga. Medutim, te Cinjenice se u navedenom radu odnose
na spinalne neurone ispod mjesta ozljede, Sto rezultira promjenama u

tijeku oporavka i prilagodbe i mozZe biti dio regenerativhog procesa u
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kraljezni¢noj mozdini. [29] U slucaju naseg istrazivanja, pokazalo se kako
je porast GAD67 moguc¢ i u podrucjima iznad mjesta ozljede, odnosno u

mozgu, kao i u olfaktornoj mrezi.

KoriStenje protutijela anti-NeuN cCesto se koristi u imunohistokemijskim
istrazivanjima kao marker zrelih neurona za diferencijaciju, da se odredi
funkcionalno stanje neurona u normalnom okruzenju, ali i patoloskim
stanjima. [33] U uvodu je opisano oznacavanje NeuN u malom mozgu
Stakora. Mullen u svom radu spominje kako je u olfaktornom bulbusu sli¢na
situacija te su gotovo svi neuroni imunoreaktivni na NeuN, osim mitralnih
stanica. NasSe istrazivanje podupire tu CdCinjenicu jer sugerira
imunoreaktivnost granularnih stanica u granularnom sloju, ali sloj mitralih
stanica nije oznacen NeuN, Sto govori kako one nisu imunoreaktivne na

ovaj marker.

Mikroglija stanice sluze kao posrednici upale u srediSnjem zivéanom
sustavu. Analizom mikroglija unutar olfaktornog bulbusa, htjelo se ukazati
na moguce razlike u njihovom broju i obliku. Pokazalo se kako postoje
razlike u broju mikroglija stanica u olfaktornom bulbusu izmedu zdravog
Stakora i Stakora s ozljedom kraljeznicne mozdine. Zdravi Stakor je imao
manji broj mikroglija u bulbusu, ali i manji broj aktiviranih mikroglija. To
se moglo uociti na temelju oblika obojanih mikroglija. Naime, neaktivne
mikroglije imaju duze izdanke i manje tjeleSce, dok aktivnhe mikroglije koje
se bore protiv patogena/upale imaju krace izdanke i zadebljano tjelesce. S
obzirom da aktivne mikroglije emitiraju puno jacu fluorescenciju, bilo je
vidljivo kako ima puno vise aktivnih mikroglija u bulbusu Stakora s ozljedom
kraljeZznicne mozdine, Sto ukazuje na upalu u mozdanom tkivu, tocnije u
olfaktornom bulbusu nakon ozljede kraljeznicne mozdine. To je jos jedan

pokazatelj kako ozljeda kraljezni¢ne mozdine utjece na stanje mozga.

U buduéim istrazivanjima moze se koristiti imunohistokemijska
identifikacija olfaktornog marker proteina (OMP) u glomerulima olfaktornog
bulbusa. Taj protein se nalazi u ziv€anim zavrSecima aksona zrelih

olfaktornih osjetilnih neurona, pa njegova vizualizacija ne zahtjeva vanjsku
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administraciju tracera. Koristen je kod ozljede olfaktornog epitela, ali
primjena nakon ozljede kraljezni¢ne mozdine takoder bi mogla biti korisna.
Pratila bi se razlika u intenzitetu fluorescencije izmedu glomerula zdravih

Zivotinja i zivotinja s ozljedom kraljezni¢ne mozdine. [22]

Takoder, mogla bi se usporedivati i velicina glomerula u olfaktornom
bulbusu. Nakon ostecenja olfaktornog epitelija pomocu dietilditiokarbamata
(DDTC), velic¢ina glomerula u olfaktornom bulbusu se smanjila. Nakon 3
dana, glomeruli su se smanjili i do 40%. [22] Takvi podaci mogli bi se
ubuduce izmjeriti i u glomerulima olfaktornog bulbusa nakon ozljede
kraljeznicne mozdine kako bi se vidjelo postoji li utjecaj ozljede na

promjene u velicini glomerula.
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6. ZAKLJUCAK

Na kraju, rezultati ovog eksperimentalnog rada ukazuju kako je OKM u
Stakora povezana sa promjenama u olfaktornoj neuronskoj mrezi.
Pokazano je kako se WGA-HRP tracer uspjesno locirao u glomerularnom
sloju olfaktornog bulbusa u obje skupine Stakora 72 sata nakon
intranazalne administracije i retrogradnog transporta. Intenzitet WGA-HRP
signala slabiji je u Stakora s ozljedom kraljeznicne mozdine nego u
kontrolnoj skupini. GAD67, enzim koji sintetizira GABA, uoclen je u
olfaktornom bulbusu zdravih Stakora, ali i onih s ozljedom kraljezni¢ne
mozdine. Jacina imunofluorescencije bila je neznacajno veca na tkivu
Stakora s OKM, Sto sugerira na obrambene mehanizme i neuroprotektivne
funkcije koji se javljaju nakon ozljede. Povecan broj i aktivacija mikroglija
u olfaktornom bulbusu nakon ozljede ukazuju na pojavu upale u mozdanom
tkivu. Svi ovi podaci podilaze Cinjenici da ozljeda kraljeznicne mozdine ima
negativan utjecaj na mozak, olfaktorni sustav, ali i njegovu funkciju.
Rezultati ovog istrazivanja doprinose boljem razumijevanju povezanosti
ozljede kraljeznicne mozdine i olfaktorne disfunkcije. Potrebna su daljnja
istrazivanja koja bi potvrdila nasSe rezultate kako bi se bolje osvijestio
utjecaj OKM ne samo na motorne sposobnosti, ve¢ i na ostale svakodnevne

funkcije, poput osjeta mirisa, koje su neophodne i olakSavaju nam ZzZivot.
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53



DIGITALNE VJESTINE

M5 Office (Word Excel PowerPoint) /1 Komunikadjski programi (Skype Zoom TeamViewer) / Rad na raunalu ¢
Crasset Spark / Poznavanje rada u programima Avogadro PyMOL Chimera VDM

POCASTI | NAGRADE

Dobitnica stipendije Zaklade HGK-Zupanijske komore Koprivnica za stipendiranje ugenika i
studenata

Zaklada HGK-Zupanijska komora Koprivnica za stipendiranje ugenika | studenata [ 24/11/2021 ]
Dobitnica studentske stipendije Zaklade HGK u trajanju od dvije godine.

JEZIENE VIEETINE

Materinski jezikvjezici: hrvatski

Drugi jezici:

engleski

SLUSAMJE C1 CITAMJE C1 PISAMJE C1
GOVORNA PRODUKCIA C1
GOVORNA INTERAKCIA C1

Rozine: AT i A2 temelini korisndk: B1 1 B2: samostalnd korismil; CT { C2: iskusmi kortsnik
VOZACKA DOZVOLA

Vozatka dozvola: B
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