Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb
Sveuciliste u Dubrovniku
Sveucilisni poslijediplomski interdisciplinarni doktorski studij

Molekularne bioznanosti

Valentina Pavié

Varijacije usastavu lipidnih splavi mozga duzicaste pastrve
(Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) kao

osnova razliCite prilagodbe na sezonske promjene temperature

Doktorski rad

Osijek, 2013.



Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb
Sveuciliste u Dubrovniku
Sveucilisni poslijediplomski interdisciplinarni doktorski studij

Molekularne bioznanosti

Valentina Pavi¢

Varijacije u sastavu lipidnih splavi mozga duzi¢aste pastrve
(Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) kao

osnova razliCite prilagodbe na sezonske promjene temperature

Doktorski rad

Doktorski rad predlozen Sveucilisnome Vijecu za poslijediplomske interdisciplinarne
doktorske studije zbog stjecanja akademskoga stupnja doktora znanosti iz znanstvenog
podrucja prirodnih znanosti, znanstvenog polja biologija, znanstvene grane molekularna
biologija i biokemija

Osijek, 2013.



Doktorski rad izraden je u Neurobioloskom laboratoriju Medicinskog fakulteta u Osijeku,
Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, pod vodstvom prof.dr.sc. Marije Heffer, u
sklopu Sveucilisnog poslijediplomskog interdisciplinarnog doktorskog studija Molekularne

bioznanosti pri Sveucilistu Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Instituta Ruder Boskovic,
Zagreb te Sveucilista u Dubrovniku.



TEMELJIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveudiliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku Doktorski rad
Institut Ruder Boskovié, Zagreb

Sveudiliste u Dubrovniku

Sveucilisni poslijediplomski interdisciplinarni

doktorski studij Molekularne bioznanosti

Znanstveno podruéje: Prirodne znanosti
Znanstveno polje: Biologija

Varijacije u sastavu lipidnih splavi mozga duZi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog $arana
(Cyprinus carpio) kao osnova razli¢ite prilagodbe na sezonske promjene temperature
Valentina Pavié
Rad je izraden na Medicinskom fakultetu, Osijek
Mentori: dr. sc. Marija Heffer, red.prof.
dr. sc. Elizabeta Has Schon, red. prof.
Sazetak

Sposobnost prilagodbe kraljeZnjaka termalnim promjenama u njihovoj okolini uglavnom se temelji na
adaptivnim promjenama u sredi$njem Zivéanom sustavu. Ovo istraZivanje bilo je usmjereno na ulogu
gangliozida kao molekula koje sudjeluju u stvaranju uredenih lipidnih domena (splavi) stani¢ne
membrane i signalnim procesima vaZnim za adaptaciju. Pretpostavka je bila da su promjene sastava i
koli¢ine gangliozida specificne za odredene regije mozga koje imaju veze sa sezonskim promjenama
ponasanja kao posljedicom promjena u nadinu prijenosa signala. IstraZivanje ukazuje na specifi¢ne
razlike u sastavu glikosfingolipida mozga duZifaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana
(Cyprinus carpio). Opisane promjene praéene su tijekom ekstremnih uvjeta od zimskog do ljetnog
razdoblja u prirodnim uvjetima okoliSa. Tijekom hladne aklimatizacije uoceno je povecanje
polisijaliliranih frakcija gangliozida u mozgu o. $arana, dok je u mozgu d. pastrve uoden rast
trisijalogangliozida. Obje vrste pokazuju smanjenje monosijalogangliozida i nastajanje viSe sijaliliranih
struktura zimi, a uoene promjene prisutne su u znatnoj veem razmjeru u mozgu d. pastrve nego o.
$arana. U mozgu d. pastrve uocene su vece koli¢ine struktura podloznih alkalijskoj razgradnji zimi, dok
kod o. Sarana promjene ove vrste nisu znacajne. Takoder postoji pomak u biosintetskom putu
gangliozida od a- prema b- seriji. O. Saran kao euritermna vrsta pokazuje manje promjene sastava i
distribucije gangliozida od stenotermne vrste d. pastrve. To je u skladu s ¢injenicom da i sisavci kao dobro
prilagodene vrste imaju uniforman sastav i raspodjelu gangliozida tijekom odraslog razdoblja Zivota.
Imunohistokemijska lokalizacija gangliozida otkriva razli¢itu distribuciju i specifi¢ni sastav gangliozida u
pojedinim regijama mozga, $to ukazuje na njihove specifi¢ne funkcije u tim regijama. Dobiveni rezultati
prilog su ebjasnjenju razlicite sposobnosti prilagodbe na sezonske promjene temperature kod d. pastrve i
0. Sarana te ukazuju na vaznost metabolizma gangliozida u ovom procesu.

Broj stranica: 152

Broj slika: 61

Broj tablica: 9

Broj literaturnih navoda: 215

Jezik izvornika: hrvatski

Kljuéne rijeéi: glikosfingolipidi, signalne domene, mozak, duZi¢asta pastrva, obi¢ni $aran, temperaturne
prilagodbe

Datum obrane: 12.srpnja 2013.

Struéno povjerenstvo za obranu:

1. prof.dr.sc. Jerko Barbi¢, izvanredni profesor Medicinskog fakulteta u Osijeku, predsjednik;

2. prof.dr.sc. Marija Heffer, redovita profesorica na Medicinskom fakultetu u Osijeku, mentorica 1 i ¢lan;
3. prof.dr.sc. Elizabeta Has-Schon, redovita profesorica Sveug¢ilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku-
Odjela za biologiju, mentorica 2 i ¢lan;

4. prof.dr.sc. lvan Bogut, redoviti profesor Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku, ¢lan

5. prof.dr.sc. Svjetlana Kalanj Bognar, izvanredna profesorica Medicinskog fakulteta u Zagrebu-Hrvatskog
instituta za istrazivanje mozga, ¢lan

Rad je pohranjen u:

Gradskoj i sveucili$noj knjiznici Osijek, Europska avenija 24, Osijek;

Sveucilistu Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Trg Sv. Trojstva 3, Osijek



BASIC DOCUMENTATION CARD

University Josip Juraj Strossmayer Osijek PhD thesis
Institute Ruder Boskovi¢, Zagreb

University of Dubrovnik

University Postgraduate Interdisciplinary

Doctoral Study Molecular biosciencies

Scientific Area: Natural sciences
Scientific Field: Biology

Variations in the brain lipid rafts composition of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and common carp
(Cyprinus carpio) as a basis of different adaptations to seasonal temperature changes
Valentina Pavi¢
Thesis performed at Faculty of Medicine, Osijek
Supervisors: Marija Heffer, PhD, professor
Elizabeta Has Schéon, PhD, professor
Abstract

The ability of vertebrates to adapt to thermal fluctuations in their environment is mainly based upon
adaptive changes within the central nervous system. This investigation focused on gangliosides as
molecules that participate in the formation of membrane lipid domains (rafts) and in signal processes
crucial for adaptation. We assumed that the composition and quantity changes of gangliosides are specific
to particular brain regions that are related with behavior seasonal changes as a result of changed signal
transmission. Described changes were observed under seasonal temperature fluctuations in their natural
ecosystem. During the cold acclimatization increase of polysialylated ganglioside fractions was observed in
common carp, while rainbow trout showed increase of trisialogangliosides. Both species showed decrease
of monosialogangliosides, and formation of higher sialyilated glycosphingolipid structures in winter and
the observed changes were present in significantly larger proportion in the rainbow trout brain than
common carp brain. Rainbow trout brain showed higher amounts of alkali labile gangliosides in winter,
while in common carp brain no significant changes were observed. We also detected a shift of biosynthetic
pathways from a- to b-pathway. Common carp as eurythermic fish shows less change in the composition
and distribution of gangliosides than stenothermic rainbow trout. This is consistent with the fact that
mammals that are well adapted species have quite uniform ganglioside composition and distribution
during the adult life. Immunohistochemical localization of gangliosides revealed different distribution and
specific composition of gangliosides in particular regions, what suggests that they have important and
specific functions in these regions. These results contribute to the explanation of different ability to adapt
to seasonal temperature changes in rainbow trout and common carp, and emphasize the importance of
ganglioside metabolism in this process.

Number of pages: 152

Number of figures: 61

Number of tables: 9

Number of references: 215

Original in: Croatian

Key words: glycosphingolipids, signal rafts, brain, rainbow trout, common carp, temperature adaptations
Date of the thesis defense: 12th July 2013.

Reviewers:

1. Ph. D. Jerko Barbié, Associate Professor at Faculty of Medicine, Osijek

2. Ph. D. Marija Heffer, Full Professor at Faculty of Medicine, Osijek

3. Ph. D. Elizabeta Has-Schéon Full Professor at Josip Juraj Strossmayer University in Osijek- The Department
of Biology

4. Ph. D. Ivan Bogut, Full Professor at Faculty of Agriculture in Osijek

5. Ph. D. Svjetlana Kalanj Bognar, Associate Professor at Faculty of Medicine, Zagreb- Croatian Institute for

Brain Research

Thesis deposited in:
National and University Library, Hrvatske bratske zajednice bb, Zagreb
University Josip Juraj Strossmayer Osijek, Trg Sv. Trojstva 3, Osijek



PREDGOVOR

Posebnu zahvalnost upuéujem svojim mentoricama prof. dr. sc. Mariji Heffer, proc¢elnici
Katedre za medicinsku biologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku, na potpori i vodenju kroz
znanstveni rad kao i upoznavanju sa zanimljivim podru¢jem — neuroznanosti te prof.dr.sc.
Elizabeti Has Schoén na potpori, ohrabrivanju i vodenju kroz znanstveni rad tijekom
istrazivanja.

Zelim iskreno zahvaliti prof. dr. sc. Ivanu Bogutu za podriku i razumijevanje tijekom
istrazivanja.

Zelim iskreno zahvaliti i odati priznanje Petru Odvoréi¢u i njegovoj obitelji na svesrdnoj i
bezuvjetnoj podrsci te za osiguravanju visemjese¢nog izlova duziCaste pastrve u privatnom
ribnjaku ,,Valis Aurea” (Turni¢, PoZega) u vlasnis$tvu obitelji Odvorci¢ tijekom istrazivanja.
Zelim iskreno zahvaliti Jasni Radakovi¢ i radnicima ribnjaka ,,Grudnjak* (Orahovica) za
osiguravanje visemjese¢nog izlova obi¢nog $arana tijekom istrazivanja i na velikoj pomoci.
Zahvaljujem prof. dr. sc. Jerku Barbic¢u, na zanimanju i pazljivome citanju doktorskog rada.
Zahvalnost upucujem i prof. dr. sc. Veri Cesar, na korisnim savjetima i primjedbama.
Zahvaljujem doc.dr.sc. Milanu Cagiéu na svesrdnoj pomoéi i ustupanju materijala za izradu
znanstvenog rada.

Zahvaljujem Tomislavu Bali¢u na potpori i nesebi¢noj pomoci oko potrebnih materijala.
Zahvaljujem NeurobioloSkom laboratoriju Medicinskog fakulteta u Osijeku, Sveucilista
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku $to su mi omogucili financijsku pomo¢ i sredstva pri
izvodenju ovoga istrazivanja.

Hvala svim kolegicama i kolegama te poslovnim suradnicima na Medicinskom fakultetu u
Osijeku i Odjelu za biologiju u Osijeku na njihovoj pomoci, potpori i zanimanju.

Na kraju, posebne zahvale mojoj obitelji, ¢ije mi je razumijevanje i ohrabrivanje omogucilo

da zavrSim doktorski rad.



POPIS KRATICA

ARSA- arilsulfataza

B-gal — B-galaktozidaza
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crch — crista cerebelli

CST — cerebrozid-sulfotransferaza (sulfatid-sintaza)

CV - koeficijent varijacije

dien — diencephalon

GALC - galaktozilceramidaza

GalNAc-T — N-acetilgalaktozaminiltransferaza | (GA2/GM2/GD2/GT2-sintaza)
GalT-1 — galaktoziltransferaza | (laktozilceramid-sintaza)

GalT-I1 — galaktoziltransferaza 11 (GA1/GM1/GD1b/GT1c-sintaza)
GalT-11l — galaktoziltransferaza I11 (galaktozilceramid-sintaza)

ggl — stratum ganglionare

GLCC — glukozilceramidaza

GIcT — glikoziltransferaza (glikozilceramid-sintaza)

GM2A — GM2 aktivator protein

grl — stratum granulare

HEX — -N-acetilheksozaminidaza

HPTLC- tankoslojna kromatografija visoke razlucivosti (engl. high performance thin layer
chromatography)

lat.val. — lateralna valvula

Iccb — lobus caudalis cerrebelli

lih — lobus inferior hypothalami

lob VII — lobus vagus

lob IX — lobus glossopharyngeus

lob X — lobus facialis

med.val. — medijalna valvula

mol — stratum moleculare



PBS — fosfatni pufer (eng. phosphate buffer saline)

PUFA — visestrukonezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids)
Rf vrijednost- retencijski faktor, omjer udaljenosti putovanja od starta do centra detektirane
mrlje i udaljenosti koju je istovremeno preslo otapalo pri tankoslojnoj kromatografiji
rhom — rhombencephalon

SA —sijalinska kiselina (engl. sialic acid)

SAP —saposin A, B i C (kofaktori lizosomalnih enzima za hidrolizu sfingolipida)
sr.vr — srednja vrijednost

stdev — standardna devijacija

ST-I —sijaliltransferaza | (GM3-sintaza)

ST-II —sijaliltransferaza Il (GD3-sintaza)

ST-I11 — sijaliltransferaza Il (GT3-sintaza)

ST-IV —sijaliltransferaza IV (GM1b/GD1a/GT1b/GQ1lc-sintaza)

ST-V —sijaliltransferaza V (GD1c/GT1a/GQ1b/GP1c-sintaza)

ST-VII —sijaliltransferaza VI (GD1a/GT1a a/GQ1lba/GP1ca-sintaza)

tol — tractus olfactorius

tect — tectum mesencephali

teg — tegmentum

tel — telecenphalon

tl — torus longitudinalis

ts — torus semicircularis

val — valvula cerebelli
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1. UvOD

1.1. Lipidne splavi

Krajem osamdesetih godina otkriveno je da se dobar dio molekula staniéne membrane
ne nalazi u stanju stalnog dinami¢kog nereda opisanog modelom 'tekuéeg mozaika' (Singer i
Nicolson 1972). Model je zamisljen kao diskontinuirani viskozni dvosloj fosfolipida u kojem
plutaju integrirani odnosno periferni proteini. Prema modelu kojega su razvili Simons i Van
Meer na membrani se formiraju organizirane splavi u kojima su molekule znatno ¢vrsce
vezane, a koje se mogu predstaviti kao privremene signalne domene odnosno splavi (Simons i
Van Meer 1988). U stvaranju signalnih domena sudjeluju kolesterol, sfingomijelin i
gangliozidi u vanjskom sloju membrane, a u unutrasnjem (citoplazmatskom) kolesterol i
fosfolipidi poput fosfatidilinozitola, fosfatidilserina i fosfatidiletanolamina (Cebecauer i sur.
2009).

LIPIDNE DOMENE normalna mreza

protini frans Cvf)l\”]]c\’t“
duge transmembr. memborane

|
kolesterol

UNUTARNJISLOJ

VANJSKISLO]
glikolipidi

rmloini kratke
ransmembr.
domene

- GPI- usidreni
L protein |

Slika 1 . Shematski prikaz izgleda lipidne splavi nacrtan prema predlosku Web 1.

U tvorbi splavi sudjeluju i proteini s GPI sidrom: dvostruko acilirani proteini kao $to
su tirozin i Src kinaze, Ga podjedinica heterotrimernih G proteina, proteini usidreni preko
miristilne ili palmitinske kiseline (poput Hedgehog proteina), neki transmembranski proteini
(Simons i Ehehalt 2002) te proteini koji vezu kolesterol (Slika 1).

Splavi ili domene su lateralno izdvojena podrucja, nastala kao rezultat selektivnih
afiniteta izmedu sfingolipida i membranskih proteina koji djeluju na odjeljivanje
membranskih proteina i time odvajaju razlic¢ite biokemijske funkcije (McMullen i sur. 2004).

Splavi ne predstavljaju jednu monolitnu strukturu, ve¢ heterogenu zbirku domena razli¢itih po


http://www.mpipks-dresden.mpg.de/~manoj/res.html

sastavu proteina i lipida, kao i u stabilnosti u odnosu na vrijeme (Pike 2006). Pakiranje
kolesterola sa zasi¢enim acilnim lancima sfingolipida termodinamicki je povoljnije nego s
nezasi¢enim acilnim lancima, a kolesterol je kljuc¢an u procesu formiranja splavi. Kako
sfingolipidi sadrzavaju duge, uglavnom zasic¢ene acilne lance, ¢vr§ée se pakiraju zajedno i
time imaju mnogo vise temperature taljenja od membranskih glicerofosfolipida. Ovo zbijeno
pakiranje vazno je za organizaciju lipidnih splavi jer pretpostavlja se da razlika sila pakiranja
sfingolipida i kolesterola u usporedbi s glicerofosfolipidima dovodi do razdvajanja faza u
membrani i nastajanja regije bogate sfingolipidima (tzv.,tekuca uredena faza*) okruzenih
domenama bogatim glicerofosfolipidima (tzv.,teku¢a neuredena“ faza, Brown i London
2000). Ovaj poredak odgovoran je za otpornost na djelovanje deterdZzenata. Male splavi
ponekad mogu biti stabilizirane protein-protein i protein-lipid interakcijama za oblikovanje
vecih platformi. Smatra se da lipidne splavi moduliraju signalne procese na nekoliko razli¢itih
nac¢ina prema sastavu pojedinih subpopulacija. Pretpostavka je da splavi omogucavaju
okupljanje 1 modulaciju molekula koje primaju signal na vanjskoj strani stanice, kao i
molekula koje pojacavaju i prenose signal na unutra$njoj strani membrane (Rajendran i
Simons 2005). Ispravno formiranje lipidnih splavi preduvjet je normalnog funkcioniranja
stanice $to se, na razini organizma, konacno iskazuje kao ponasanje uskladeno s podrazajima
koji dolaze iz okoline. Nakon otkri¢a lipidnih splavi (Simons i Van Meer 1988) uloga
gangliozida u evolucijskoj perspektivi postala je zanimljivija nego ikad. Lipidne splavi
opisane su kao prijelazne domene membrana za okupljanje molekula koje sudjeluju u
primanju, prijenosu i pojacavanju dolaznih signala (Rajendran i Simons 2005), dok su glavni
regulatori njihove dinamike sfingolipidi (Mitsuda i sur. 2002). Vrlo je vjerojatno da najcesce
slozene gangliozidne strukture posjeduju iste funkcije u splavi svih homotermnih sisavaca

(Kappel i sur. 1993) jer dijele isti uzorak raspodjele.

1.2. Gangliozidi

Povrsinama zivotinjskih stanica dominiraju glikani. lako su najbrojniji glikani mnogih
zivotinjskih tkiva glikoproteini i proteoglikani, glikolipidi dominiraju medu glikanima mozga,
klju¢ne su odrednice na stanicama hematopoetskih linija, a takoder se nalaze u vecem ili
manjem opsegu i slozenosti i na svim drugim tkivima (Schnaar 2004). Glikolipidi
kraljeznjaka su pretezno glikosfingolipidi - glikani s ceramidnim lipidnim sidrom.
Gangliozidi su potporodica glikosfingolipida, a odlikuje ih prisutnost jednog ili viSe ostataka
sijalinske kiseline (Kolter i sur. 2002). Amfipatske su molekule sastavljene od ceramidnog

lipidnog sidra i hidrofilnog ugljikohidratnog lanca promjenljive duljine i slozenosti. Postoje



stotine razli¢itih struktura gangliozida na temelju razlicitosti njihovih glikana, ali i lipida
ceramida. Podrazredi gangliozida definirani su na temelju Cetiri neutralna secera vezana na
ceramid (Sonnino i sur. 2007). Gangliozidi su usidreni u vanjskom sloju stani¢ne membrane
gdje dugi zasi¢eni lanci ugljikovodika u ceramidnom dijelu molekule dovode do lateralne
particije u lipidne splavi - mikrodomene membrana koje sadrze druge sfingolipide, kolesterol
I odabrane molekule (Prinetti i sur. 2009).

Glikanski lanci gangliozida pruzaju se iz stani¢ne povrSine i sudjeluju u
medumolekularnim interakcijama. Glikani na jednoj stanici vezu se za komplementarne
glikan-vezujuce proteine (lektine) na suprotnoj stanici i posreduju u medustani¢nim ili trans
interakcijama. Posljedice ovih interakcija krecu se od medustani¢ne adhezije do kontrole
unutarstani¢nih signalnih puteva. Gangliozidi su receptori u nekim od tih sustava
medustani¢nog prepoznavanja (Crocker i sur. 2007). Gangliozidi takoder sudjeluju u
lateralnim interakcijama (cis) unutar membrana, reguliraju¢i odgovor signalnih proteina,
ukljucujuéi inzulina, epidermalnog faktora rasta i receptora faktora rasta vaskularnog
endotela. Na ove nacine, gangliozidi djeluju kao regulatorni elementi u imunoloSkom i
zivéanom sustavu, U regulaciji metabolizma i u napredovanju raka (Lopez i Schnaar 2009).

lako je najvece obilje i slozenost gangliozida u neuralnom tkivu, ovi lipidi prisutni su
na svim stanicama sisavaca i koncentrirani u mikrodomene specijalizirane za stani¢nu
signalizaciju (Simons i Toomre 2000). 1925. godine otkrili su ih Listeiner i Levene u
bubregu, a 1927. godine Walz u jetri i mozgu (Svennerholm 1978). Naziv gangliozid prvi je
put primijenjen od strane njemackog znanstvenika Ernsta Klenka 1942. za novo-izolirane
lipide iz ganglijskih stanica mozga djece koja su umrla od Tay-Sachove bolesti (Sihoff i
Kolter 2003). Utvrdeno je da su to oligoglikozil-ceramidi izvedeni iz laktozil-ceramida koji
sadrze ostatke sijalinske kiseline kao §to su N-acetilneuraminska kiselina (NANA" ili 'SA" ili
Neu5Ac). Kao komponenta gangliozida rjede dolazi N-glikolilneuraminska kiselina (Neu5Gc)
ili NeuSAc analog u kojem je amino grupa zamjenjena OH skupinom. O-acetilacija ili
laktonizacija ostataka sijalinske kiseline povec¢ava kompleksnost ovih molekula. Polarne
glave lipida pri pH 7,0 nose neto-negativni naboj, te imaju Kisela svojstva.

Gangliozidi predstavljaju 10-12% od ukupnog sadrzaja lipida (20-25% od vanjskog
sloja) membrane neurona. Osim toga, javljaju se u malim koli¢inama (1-2%) u svim
zivotinjskim tkivima. Gangliozidi mlijeka, izvedeni iz apikalne membrane sekretornih stanica
mlijecnih zlijezda, od velike su vaznosti za prehranu novorodenceta, ali opcenito su slabo
pronadeni i kvantificirani u hrani (McJarrow i sur. 2009) te ih ne nalazimo izvan Zivotinjskog

carstva. Jedan od jednostavnih monosijalogangliozida (GM1) ilustriran je na Slici 2.
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Slika 2. Struktura gangliozida GM1, slika preuzeta i preuredena prema predlosku Web 2.

Lipidno sidro gangliozida je ceramid, kojeg ¢ine aminoalkohol sfingozin (s 18 ili 20
ugljikovih atoma) i masna kiselina. U sintezi ceramida u prvom koraku sudjeluju palmitoil-
COA i serin. Naj¢e$c¢a masna kiselina je stearinska (C18, oko 80%), ne samo kod sisavaca vec¢
i kod drugih kraljeznjaka, a ostatak ¢ine masne kiseline s C16, C20 i C22 atoma (Palestini i
sur. 1990).

Veéina uobicajenog raspona gangliozida izvedeni su iz ganglio-i neolakto-serije
neutralnih oligoglikosfingolipida i trebali bi biti imenovani sustavno na isti na¢in, s polozaja
sijalinskog ostatka navedena kao kod razgranatih struktura. Medutim, uvrijeZzeno je
imenovanje kratkom nomenklaturom koju je predlozio Svennerholm. Prema njoj pripadnost
ganglio-seriji oznacava se velikim slovom G, iza kojeg slijedi broj sijalinskih kiselina
oznacen velikim slovom M, D, T i Q (odnose se na mono-, di-, tri-, odnosno
tetrasijalogangliozide), a broj 1, 2, 3 je broj Secernih ostataka u molekuli, koji se dobiva
oduzimanjem stvarnog broja Secera u lancu molekule od broja 5, te se odnosi i na red
migracije gangliozida tankoslojnom kromatografijom. Kuhn (Kuhn 1959) je kromatografskim
razdvajanjem gangliozida mozga potvrdio sporije kretanje gangliozida sa znatno slozenijom
strukturom (npr., tako je redosljed migracije monosijalogangliozida GM3> GM2> GM1).

Za prikaz varijacija unutar osnovnih struktura, nadalje, dodaje se subskript Koji
oznacava broj sijalinskih kiselina vezanih na unutra$nju galaktozu (a-jedan, b-dva, c-tri), ali i

metabolic¢ki put nastanka (a, b ili ¢), primjerice GM1a, GD1b, itd. Kojoj ¢e seriji pripadati
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gangliozidi odreduje vezanje sijalinske kiseline. Tako je 0-serija bez sijalinske kiseline na
unutras$njoj galaktozi, a-serija s jednom sijalinskom kiselinom, b-serija s dvije, c-serija s tri ili
vise sijalinskih kiselina (Slika 3.).

lako je predlozeno uvodenje vise sistematizacije U strukturne nazive, Svennerholmova
nomenklatura je najéesée koriStena u literaturi. Do 2009. odredeno je 188 struktura
gangliozida s varijacijama ugljikohidratnih lanaca u samih kraljeznjaka.

Modifikacije skupina dodaju se imenima, kao Sto su acetilacija sijalinske kiseline na
poloZaju 9 (9-O-acetil-) ili nastajanje estera izmedu hidroksilne skupine i karboksilne kiseline
na polozaju 1 susjedne sijalinske Kiseline, npr. GD1b-lakton, koji se u znacajnim koli¢inama
nalazi u zivéanom sustavu (Sonnino i sur. 2006).

U mozgu svih kraljeZnjaka od ptica do ¢ovjeka najzastupljeniji su gangliozidi: GM1,
GD1a, GD1b i GT1b (Avrova 1985; Rahmann i sur. 1986). Studije koje su pratile razvoj
mozga kroz tipi¢ne razvojne procese, dosle su do konkretnih spoznaja: GD3 je tipi¢an za ranu
proliferaciju neurona i glija stanica, GM3 i GM1 se pojavljuju tijekom rane mijelinizacije,
GDla je marker sinaptogeneze, GTIlb je tipican za sve zrele neurone, dok su
polisijalostrukture gangliozida karakteristika neurona koji migriraju na svoja mjesta tijekom
razvoja mozga (Rosner 2003, Yu i sur. 1988). Neke vrste glikosfingolipida, kao
galaktozilceramidi, prisutni su uglavnom u bazolateralnoj membrani (Le Grimellec i sur.
1988) dok su glukozilceramidi pretezno prisutni u apikalnoj membrani (Van’t Hof i sur. 1992,
Van Genderen i Van Meer 1995). Takoder, pronadena je stani¢na asimetrija u distribuciji
gangliozida: vec¢ina njih (GM3, GM1 i GD1a) prisutni su u apikalnoj domeni, a GM4 i GD3
pretezno su prisutni u bazolateralnoj domeni membrane (Spiegel i sur. 1988). C-seriju
gangliozida karakterizira tri sijalinska ostatka na unutarnjoj galaktozi. Nalazi se u veé¢im
koli¢inama u odraslom mozgu pojedinih vrsta riba. Mozak bakalara sadrzava gangliozide c-
serije poput; GT3, GT2, GT1lc, GQlc i GP1c (lo i Yu 1979; Yu i lo 1980). Monoklonsko
protutijelo A2B5 za c-seriju gangliozida izvorno je pripremljeno imunizacijom misa uz
pomo¢ pile¢ih embrionalnih stanica mreznice (Eisenbarth i sur. 1979). Unato¢ prvotnim
polemikama oko njegove specifi¢nosti (Kasai i Yu 1983; Kundu i sur. 1983; Fredman i sur.
1984), kasnije studije potvrdile su specificnu reaktivnost A2B5 protutijela na c-seriju
gangliozida. A2B5 protutijelo reagiralo je s GT3 i GQlc, ali ne i s GD3, GM3 i GD1b
(Fenderson i sur. 1987).
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Slika 3. Shematski prikaz biosinteze gangliozida. Slika preuzeta i preuredena iz Heffer-Lauc i
sur. 2010. Nazivi enzima biosinteze pisani su ispod strelica, dok su enzimi i proteini

razgradnje gangliozida pisani iznad strelica.

Priroda ceramidnog sidra vazna je za bioloSke funkcije gangliozida. Promjena
komponente masnih kiselina u a-linolensku sintetskim putem drasti¢cno mijenja biolosku
aktivnost gangliozida in vitro (Christie i Han 2010). Medutim, ugljikohidratni lanac ima
primarnu vaznost za vecinu funkcija. U bilo kojem tipu stanica prisutan je relativno mali broj

razli¢itih gangliozida, ali njihova priroda i sastav povezani su s funkcijom stanica.



1.3. Biosinteza i razgradnja gangliozida

Lipidno sidro gangliozida sintetizira se na membrani endoplazmatskog retikuluma
pomoc¢u enzima serin-palmitoil transferaza. Nakon transporta do Golgijevog aparata,
glukozilceramid-sintaza (UDPglukoza: ceramid-glukoziltransferaza, GIcT) prenosi ostatke
glukoze na ceramid i nastaje glukozilceramid. Ova reakcija dogada se na citosolnoj povrsini
Golgijevog aparata. Glukozilceramid se tada prenosi na luminalni listi¢ Golgijevog aparata,
gdje se dodaje galaktozai nastaje laktozil-ceramid (prekursor veéine gangliozida).
Dodavanjem sijalinske kiseline nastaje jednostavni gangliozid GM3 — Siroko rasprostranjen
lipid stanica i tkiva. GM3 takoder sluzi kao klju¢na temeljna struktura tijekom biosinteze
slozenijih ugljikohidratnih lanaca koji se nalaze u gangliozidima (Kolter i sur. 2002).
Rasvjetljavanje strukture i organizacije glikoziltransferaze pridonijelo je povecanom
razumijevanju biosinteze gangliozida. Glukozilceramid-sintaza je integralni membranski
protein s aktivnim mjestom izlozenim u citosolu, u skladu s citosolnim polozajem sinteze
glukozilceramida (Marks i sur. 2001). Nedavno je pronadeno da glukozilceramid, osim §to
sluzi kao prekursor gangliozida u lumenu Golgijevog aparata, djeluje u citosolu gdje olaksava
prijenos proteina u melanosome (Sprong i sur. 2001).

Dva enzima; GMz2-sintaza (UDP-GalNAc: laktozilceramid/GM3/GD3 [-1,4-N-
acetilgalaktozaminiltransferaza, GaINAcT) i GM1-sintaza (UDP-Gal: GA2 /GM2/GD2 B-1,3-
galaktoziltransferaza) koji djeluju uzastopno na GM3, tvore kompleks. Uz ovaj multienzimski
kompleks, GM3 se moze ucinkovito pretvoriti u GM1 kroz meduprodukt GM2; takav proces
mogao bi objasniti obilje GM1, a vrlo malo GM2 u mozgu (Giraudo i sur. 2001). Konac¢no, za
razliku od koraka u sintezi glikoproteina koji imaju N-glikozilaciju, razmjestenih u cisternama
Golgijevog aparata, svi koraci de novo biosinteze gangliozida nakon nastajanja
glukozilceramida smjesteni su u distalnom Golgiju (Lannert i sur. 1998, Giraudo i sur. 1999,
Allende i sur. 2000).

Postupna sinteza zapo€inje dodavanjem glukoze na ceramid (Sihoff i Kolter 2003), a
daljnjim dodavanjem galaktoze, sijalinske kiseline i N-acetilgalaktozamina (Kolter i sur.
2002) nastaje osnovni lanac za razlicite forme gangliozida. Kona¢no izgradeni osnovni
SeCerni lanac ganglio-serije ima sljedecu strukturu: Gal(pl-3)GaINAc(Bl-4)Gal(pl-4)GlcCer
(prema nomenklaturi glikolipida, IUPAC-IUBMB 1998). Klju¢ni korak u sintezi gangliozida
mozga je dodavanje sijalinske kiseline i/ili N-acetilgalaktozamina (GalNAc) na rastuci
ugljikohidratni lanac. Nakon §to se N-acetilgalaktozamin veze, sijalinska kiselina se viSe ne

moze dodati na unutra$nju galaktozu. Upravo to odreduje kojoj ¢e seriji pripadati gangliozidi:



O-serija bez sijalinske kiseline na unutras$njoj galaktozi, a-serija s jednom sijalinskom
kiselinom, b-serija s dvije, c-serija s tri ili vise sijalinskih kiselina (Slika 3). Vezanje sijalinske
kiseline gangliozidima daje negativan naboj (Lloyd i Furukawa 1998) i kiseli karakter. Ostaci
sijalinske kiseline mogu biti prikljuéeni na temeljni Secerni lanac preko 2-3, 2-6 ili 2-8
glikozidne veze. Za svaki tip veze karakterizirana je jedna ili vise sijaliltransferaza.

Postoje dokazi da se potrebne zalihe glukozilceramida i laktozilceramida za biosintezu
gangliozida razlikuju od onih za biosintezu neutralnih oligoglikozilceramida. To objasnjava
razlike masnih kiselina i sfingozinskih baznih komponenti izmedu te dvije skupine. Otvoreno
je pitanje kako prekursori za biosintezu gangliozida ulaze u Golgijev aparat, a ¢ini se da je
regulacija unutarstani¢nog sfingolipidnog prometa jednako vazna kao i kontrola ekspresije i
aktivnosti enzima u odredivanju kona¢nog sastava raznih vrsta glikosfingolipida. Putevi za
biosintezu gangliozida iz ganglio-serije, na primjer ukljucuju sekvencijalne aktivnosti
sijaliltransferaza i glikoziltransferaza kao §to je prikazano na Slici 3. za tri glavne a-, b- i c-
serije gangliozida. Potrebni enzimi vezani su na membrane Golgijevog aparata, u slijedu koji
odgovara redoslijedu dodavanja razli¢itih ugljikohidratnih komponenti. Sijaliltransferaza koja
katalizira sintezu relativno jednostavnog gangliozida GM3 nalazi se u cis-regiji Golgijevog
aparata, dok se one koje kataliziraju zavr$ne korake sinteze nalaze u distalnom dijelu ili trans-
regiji Golgijevog aparata. GM3-sintaza, koja katalizira prijenos NeuAc iz citidin-monofosfata
(CMP)-NeuAc na krajnji ostatak galaktoze od laktozil-ceramida, posebice pokazuje

jedinstvenu specifi¢nost (Merrill 2011).
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Slika 4. Shematski prikaz lokacija metabolizma i prijenosa sfingolipida unutar i izvan stanice.
Slika preuzeta i preuredena iz Merrill 2011.

Crne isprekidane linije pokazuju tradicionalni pocetak biosintetskog puta s biosintezom
lipidne okosnice u ER i naknadno prijenos kroz Golgijev aparat za daljnji metabolizam, §to u
konacnici dovodi do kretanja prema stanicnoj membrani i drugim dijelovima stanice
vezikularnim transportom i transportnim proteinima (npr., GLTP= glikolipidni transportni
protein) ili kroz membranu preko crpki (ABC= ATP-binding cassette, itd.). Zelene strelice
odrazavaju unutarnje kretanje sfingolipida prema lizosomima ili ER putem retrogradnog
kretanja. Crvene linije predstavljaju dodatno putovanje sfingolipida, npr. za formiranje
autofagosoma, multivezikularnih endosoma i multivezikularnih tjelesaca i fuziju sa stanicnom

membranom. CRT = ceramidni transportni protein, SPT= serin-palmitoiltransferaza.



Gangliozidi se vezu uz razli¢ite receptore (Kabayama i sur. 2007, Fantini i Barrantes
2009), kao dio lipidne ljuske (lerson i Jacobson 2002), obavljaju¢i uloge poput Saperona,
vjerojatno ve¢ u Golgijevom aparatu. Nakon transporta gangliozida na povrSinu stanice,
postaju povlasteni pratioci kolesterola u lipidnim splavima za moduliranje aktivnosti
membranskih proteina i/ili sudjelovanje u medustani¢nim interakcijama (Lopez i Schnaar
2009).

Prisutnost karakeristi¢ne sijalidaze koja se razlikuje od lizosomskih enzima u regijama
staniéne membrane sliénim splavima dovodi do promjena u sastavu gangliozida na povrsini
stanice, uzrokuju¢i pomak prema manje sijaliliranim formama GM1, GM3 i GM2
(Schengrund i Rosenberg 1970; Tettamanti i sur. 1972). Moguce posljedice su promjene u
vaznim stani¢nim procesima kao $to su apoptoza i diferencijacija neurona. Isto tako,
sijalilacija se moze dogoditi u nekim membranama neurona, povecavaju¢i omjer
polisijaliliranih vrsta.

Razgradnja gangliozida pocinje na povrSini membrane. Nakon S§to se gangliozidi
uklone sa stani¢éne membrane endocitozom, dolaze u obliku malih vezikula (promjera 50 do
100 nm) unutar lizosoma za razgradnju. Degradacija glikosfingolipida s kratkim
ugljikohidratnim lancima u vodi topljivom hidrolazom zahtijeva male, neenzimske kofaktore
zvane sfingolipidni-aktivator proteini. Cimbenici kao §to su zakrivljenost membrane, tlak
membrane 1 sastav lipida (posebice prisutnost anionskih lipida) omogucavaju ucinkovitu

razgradnju u malim vezikulama (Werth i sur. 2001).

1.4. Modifikacije gangliozida podloZne alkalijskoj razgradnji

Vrsta derivacije gangliozida koja nije prikazana na Slici 3. je O-acetilacija, koja se
provodi na 7 - ili 9-polozaju sijalinske kiseline specificnom O-acetiltransferazom (Shi i sur.
1998), koja takoder uklanja acetilnu grupu iz 9-O-acetiliranih sijalinskih kiselina. Relativno
Cesta modifikacija nakon sinteze sijalinske kiseline je O-acetilacija na C-9 polozaju.
Acetilacija se takoder dogada i na C-7 polozaju, otkuda acetilna skupina moZze spontano
migrirati na C-9 pri fiziolos§kim uvjetima (Cariappa i sur. 2009).

Dodatak O-acetilnih grupa u sustini mijenja funkciju sijalinske kiseline u razli¢itim
bioloskim procesima (Schauer 1982). Medutim, bioloska funkcija acetilacije in vivo ostala je
nepoznanica. Poku$aj rasvjetljavanja bioloSke funkcije 9-O-acetilacije sijalinske Kkiseline
ukljucio je transgensku ekspresiju Influenza C hemaglutinin-esteraze u misa (Varki i sur.
1991), sto je vodilo nedostacima u ranoj embriogenezi, indirektno ukazujuc¢i na klju¢nu

funkciju 9-O-acetiliranih sijalinskih kiselina tijekom mi$jeg razvoja. In vitro studije ukazuju
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da 9-O-acetilacija 02-6-vezanih sijalinskih kiselina pogorsava prepoznavanje odredenim
sijalo-vezujuéim lektinima (Sjoberg i sur. 1994), antitijelima i virusima (Cheresh i sur. 1984;
Corfield i sur. 1986; Herrler i Klenk 1991; Schauer 1991). Dodatak O-acetilnih grupa javlja se
nakon prijenosa sijalinske kiseline na glikokonjugat i posredovan je sijalinsko specificnom O-
acetiltransferazom ovisnom o acetil-koenzimu A (Chammas i sur. 1996; Hayes i Varki 1993;
Higa i sur. 1989; Schauer 1978, 1987; Sjoberg i sur. 1992). To navodi na zakljuc¢ak da enzim
prenosi acetilnu grupu prvenstveno na 7-polozaj, s naknadnom migracijom prema polozaju 9.
Medutim, u dosadasnjim studijama, pronaden je prijenos na oba polozaja (Butor i sur. 1993;
Diaz i sur. 1989; Schauer 1987). Nazalost, unato¢ godinama napora brojnih skupina, dosad se
O-acetiltransferaza pokazala otpornom na solubilizaciju i procis¢avanja.

Otkrivanje i proc¢is¢avanje O-acetiliranih gangliozida otezano je zbog nestabilnosti O-
esterske veze pri neutralnom pH, te malom udjelu gangliozida sa O-acetiliranim ostacima
sijalinske kiseline u ukupnim gangliozidima. Objavljeno je specificno prepoznavanje O-
acetiliranih gangliozida nekolicinom monoklonskih protutijela (Cheresh i sur. 1984; Chou i
sur. 1990; Hirabayashi i sur. 1989; Leclerc i sur. 1992). Otkrivanje gangliozida s O-
acetiliranim sijalinskim kiselinama tim protutijelima znatno je poboljSano tankoslojnim-
imuno prepoznavanjem. Medutim, ta monoklonska protutijela selektivno prepoznaju samo
nekoliko gangliozida koji sadrzavaju O-acetilirane sijalinske ostatke. Za detekciju svih O-
acetiliranih gangliozida, potrebno je proizvesti nova monoklonska protutijela s razli¢itom

specifi¢noscu.

1.5. Sistematika riba

Ribe su najstarija i najbrojnija skupina kraljeZznjaka na Zemlji. Najve¢i dio danas
Zivuéih riba pripada nadrazredu kostunjaca (Osteichthyes) kojeg karakterizira barem nekoliko
kosti u skeletu, kostani $krzni poklopac te plivaju¢i mjehur (Miller i Harley 2001).

Razred zrakoperke (Actinopterygii) obuhvacaju 23 700 vrsta (Nelson 2006) koje se
mogu podijeliti u dva podrazreda: $titonoSe (Chondrostei) i novoperke (Neopterygii) prema
Integrated Taxonomic Information System, ITIS). Prave kostunjace obuhvacaju vise od 90%
danasnjih vrsta riba (Treer i sur. 1995), a karakterizira ih potpuno okostali skelet. Od ukupnog
broja recentnih ribljih vrsta oko 40% je slatkovodnih (Bogut i sur. 2006). Prvu znanstvenu
Klasifikaciju prema srodnosti vrsta postavio je Sclater 1858. godine (Bogut i sur. 2006).
Temeljitu klasifikaciju, koja je i danas uz neke manje izmjene prihvacena, dao je 1876.
Huxley. Kopnenu ihtiofaunu je podijelio na 6 geografskih oblasti. Porodice Saranki i lososa

pripadaju Palearktickoj oblasti (Huxley 1875). Pastrvske ribe su karakteristi¢ne za sjeverni
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dio ove oblasti, dok Saranke pripadaju srednjem dijelu, toku Dunava. Taksonomski sustav riba
posljedica je njihovog dugog i raznolikog filogenetskog razvoja pa danas postoje razliciti
pogledi ihtiologa na klasifikaciju riba. Prije gotovo dva desetljeca, 1989. god na temelju
genetskih istrazivanja i zaklju¢aka medunarodnog ihtioloSkog kongresa, promijenjen je naziv
duzicaste pastrve Salmo gairdnerii u Oncorhynchus mykiss (Bogut i sur. 2006).

Prvi fosilni ostaci duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss), podrazred Neopterygii,
red Salmoniformes, porodica Salmonidae nadeni su jo$ u gornjoj Kredi, a najraniji fosilni
ostaci obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio), podrazred Neopterygii, red Cypriniformes, porodica
Cyprinidae nalaze se jo§ u Eocenu.

Prilagodene su razli¢itim zivotnim uvjetima, pa je tako primjerice za red
Cypriniformes karakteristi¢na Sira ekoloska valencija s obzirom na raspon temperature i
kisika nego u reda Salmoniformes. Suprotno tome za red Salmoniformes tipi¢na je primjerice
anodromnost koja ukazuje na Siroku ekolosku valenciju s obzirom na slanost staniSta
(koli¢inu otopljenih minerala, a time i osmolarnost i konduktivitet okolisa). U tekuéim
vodama duziCasta pastrva rasprostranjena je u zoni potocne pastrve, gdje u potocima i
rijekama temperatura vode tijekom ljeta ne prelazi 17 do 18 °C, a zimi ne pada ispod 2 °C.
Najprikladnija temperatura vode je u rasponu od 12 do 20 °C. Minimalne koncentracije
otopljenog kisika su 4 mg/L, a u intenzivnom uzgoju 9 mg/L. Duzi¢asta pastrva podnosi pH
vrijednosti u rasponu 6,5 do 8,2, slobodnog amonijaka do 0,01 mg/L, a alkalitet od 0,5 do 5.
Obi¢ni Saran naseljava tople, sporo tekuce ili stajace vode s mekanim dnom u rasponu

temperature od 3 do 35 °C (Bogut i sur. 2006).

1.6. Osobitosti grade mozga duZicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog $arana
(Cyprinus carpio)

Tipi¢ne znacajke mozga koStunjaca su veliki straznji mozak (rhombencephalon-
rhom), veliki neparni mali mozak (cerebellum - cbl), dvije izrazenije vidne regije (tectum
opticum- tect) smjeStene dorzalno na tegmentumu (tegmentum- teg) srednjeg mozga
(mesencephalon- mes) i medumozak (diencephalon- dien), veliki parni inferiorni reZanj
hipotalamusa koji je ispup¢en na ventralnoj povrsini mozga, razmjerno mali i izvuceni krajnji
mozak (telencefalon- tel), te relativno velike njusne lukovice (bulbus olfactorius- bol) kao $to
je prikazano na Slici 5.

Mozak duziCaste pastrve jest tipicni mozak kostunjaca koji ne pokazuje posebnu
senzornu ili motori¢ku specijalizaciju. Na njemu dominira relativno veliki opticki tectum,

funkcionalni dio izvrsnog vidnog sustava (Nieuwenhuys i sur. 1998). Mozak obi¢nog Sarana
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specijaliziran je za osjet kemorecepcije (okusa i mirisa), tectum vidnog sustava podjednako je
velik kao i vagalni rezanj straznjeg mozga Kkoji je u vezi s palatalnim organom -
funkcionalnim dijelom sustava za okus. Kod Sarana je povecan i facijalni rezanj koji obraduje
osjet koji dolazi s kemoreceptornih pupoljaka smjesStenih izvan usne Supljine (zdruZeni osjet

poimanja osjeta okusa i njuha u sisavaca).

a- bulbus olfactorius f- medulla oblongata
b- tractus olfactorius g- hypothalamus

c- telencephalon h- hypophysis

d- tectum opticum i- lobus facialis

e- cerebellum j- lobus vagus

Slika 5. Shematski prikaz vanjske morfologije mozga promatranih vrsta riba (dorzalni prikaz
gore, a lateralni dolje): lijevo- duzicasta pastrva (Oncorhynchus mykiss), desno- obi¢ni Saran

(Cyprinus carpio). Slike preuzete i preuredene iz Web 3 i Barney i sur. 2008).

Duzicasta pastrva ima njuSnu lukovicu smjestenu neposredno uz krajnji mozak dok se
kod Sarana moZe vidjeti isturena njusna lukovica, gdje je dugim njusnim trackom (tractus
olfactorius- tol) povezana s krajnjim mozgom. Krajnji mozak (telencephalon) je u odnosu na
druge dijelove mozga relativno dobro razvijen kod obje vrste riba. Zajedno s medumozgom
(diencephalon), krajnji mozak se straga nastavlja u srednji mozak (mesencephalon). Za
razliku od sisavaca, srednji mozak zrakoperki nije pokriven hemisferama krajnjeg mozga ve¢
se bo¢no izbocuje iza krajnjeg mozga 1 veli¢inom nadmasuje krajnji mozak. Krov srednjeg

mozga ¢ini vidni korteks (tectum), parna struktura od sedam slojeva (stratum marginale,
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stratum opticum, stratum fibrosum et griseum superficiale, stratum griseum centrale unutarnji
pleksiformni sloj, stratum griseum centrale duboki sloj, stratum album centrale, stratum
periventriculare) unutar koje su veliki ventrikuli srednjeg mozga (Nieuwenhuys i sur. 1998).
Specificna tvorevina srednjeg mozga karakteristicna samo za ribe iz podrazreda zrakoperki je
torus longitudinalis - tl, parni greben gusto pakiranih malih (granularnih) stanica,
longitudinalno smjesten duz srediSnje tektalne margine ispod intertektalne komisure. Ovaj
sloj pruza tanka paralelna vlakna do stratum marginale sloja tektuma. Posebno je dobro
razvijen u vrsta koje zive u turbulentnim vodama ili se aktivno krecu iz plitkih prema dubljim
vodama (Kishida 1979) s§to upucuje na povezanost vidnog sustava i bo¢ne linije (Meek 1992).
Kod duzicaste pastrve bolje je razvijen u odnosu na obi¢nog $arana. Torus semicircularis - ts,
takoder struktura srednjeg mozga, smjeStena je ispod optickog korteksa, a ispupéena u
ventrikule. Uklju¢ena je u obradu akusti¢nih i mehano-osjetnih informacija koje dolaze iz
bocne linije te integraciju vidnih signala. Mali mozak (cerebellum), dio straznjeg mozga
(rhombencephalon), sastoji se od tri medusobno povezana dijela (Meek 1992): kaudalno
smjestene vestibulolateralne regije, centralno smjestenog tijela cerebeluma (corpus cerebelli-
coch) neposredno iza optickog tektuma te cerebelarne valvule (valvula cerebelli- val) koja se
podvlaci ispod optickog tektuma u ventrikul srednjeg mozga. Kod obi¢nog Sarana plosnatog
je oblika s prepoznatljivim medijalnim i lateralnim dijelom, dok je kod duzicaste pastrve
uvojita i predstavlja medijalnu valvulu. Cerebelarna krista (crista cerebellaris- crcb) je
kaudalni nastavak molekularnog sloja cerebeluma i pokriva podrucje bo¢ne linije. Granularni
sloj se pruza do sloja paralelnih vlakana kriste preklapaju¢i podru¢je bo¢ne linije straznjeg
mozga. Na straznjem mozgu, kod o. Sarana, uocavaju se reznjevi; facijalni (lob VII- lobus
facialis), glosofaringealni (lob 1X- lobus glossopharyngei) i vagalni rezanj (lob X- lobus
vagus). Oni omogucavaju razlikovanje osjeta koji dolaze iz okusnih pupoljaka smjestenih

izvan (facijalni), unutar usne Supljine (glosofaringealni) ili od palatalnog organa (vagalni).

1.7. Glikosfingolipidi mozga duzi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana
(Cyprinus carpio)

Tijekom 70-tih godina uocene su velike razlike u ukupnoj koli¢ini i raspodjeli
gangliozida izmedu pojedinih vrsta riba (Yiamouyiannis i Dain 1968, Ishizuka i sur. 1970,
Kosti¢ i sur. 1975), a uoceno je da razlika ovisi 0 temperaturnom rasponu vrste (Hilbig i
Rahmann 1980). Ukupna koli¢ina sijalinske kiseline vezane na gangliozide po gramu svjezeg
tkiva mozga kod sisavaca se kre¢e od 650 do 1200 pg (Kappel i sur. 1993), a kod riba od 110

do 750 pg (Rahmann i sur. 1983). Te vrijednosti za mozak duzicaste pastrve i obi¢nog Sarana
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priblizno su iste (196,2+16,3, odnosno 220,5+17,6 pg/g) dok su dvostruko vise primjerice u
porodice Mormirida (Hilbig i Rahmann 1980), a trostruko vise u rodovima tropskih riba
Tilapia i Pseudotrophaeus koje zZive i na temperaturama iznad 28 °C.

U vrijeme prvih istrazivanja nije bila moguca strukturna analiza pa je rezultat izrazen
udjelima mono-, di-, tri- i polisijalogangliozida. U odraslom mozgu sisavaca najzastupljeniji
su mono- i disijalogangliozidi (68-84%), trisijalogangliozida ima 8-22%, a polisijalo-
gangliozidi ¢ine svega 4-12% ukupne koli¢ine glikosfingolipida (Ledeen i Yu 1976). Prema
Hilbigu i Rahmannu, porodice Salmonidae i Cyprinidae se ovdje znacajno razlikuju (Hilbig i
Rahmann 1980). Mozak duzicaste pastrve ima znatno vise mono- i disijalogangliozida (51,2%
prema 32% kod Sarana), istovjetni udio trisijalogangliozida (oko 30% za obje vrste), ali zato
znatno manji udio polisijalogangliozida (14,5% u odnosu na 38,1% kod $arana). Antarkticke
ribe mogu imati udio polisijalogangliozida i do 40%, dok se on kod sisavaca krece od 1-9% i

tipiCan je samo za rane razvojne stadije i neka patoloska stanja.

1.8. Utjecaj temperature okoline na sastav gangliozida mozga riba

Presudan ¢imbenik prilagodbe na temperaturu okolisa nije toliko ukupna koli¢ina
gangliozida, ve¢ prisutnost odredenih polisijalogangliozida (Rahmann 1978, Rahmann i
Hilbig 1981). Studije sinaptickih zavrSetaka bogatih gangliozidima pretpostavljaju kako se
funkcija gangliozida moZe povezati sa stupnjem i naéinom vezanja Ca?* na njih i termalnim
uvjetima (Probst i sur. 1979, Probst i Rahmann 1980). Fenomen polisijalilacije, tj. povecanje
udjela polisijalogangliozida pri nizim temperatura okoliSa, potvrden je na ribama Weddalskog
mora prikupljenih tijekom ekspedicije na Antarktik (Becker i Rahmann 1995).

Brzina adaptacije na promjene temperature ograni¢ena je brzinom promjena
metabolizma gangliozida. Tako organizmi koji imaju razli¢iti metabolizam gangliozida imaju
i razli¢itu osjetljivost na promjene temperature i brzinu prilagodbe (Rosner i sur. 1979b).

Sposobnost prezivljavanja na niZzim temperaturama ovisna je o sposobnosti promjene
cijelog metabolizma. Za normalno funkcioniranje procesa koji se odvijaju na stani¢noj
membrani presudna je fluidnost membrane koja se smanjuje s temperaturom. Organizam se
tomu prilagodava kvantitativnim i kvalitativnim promjenama lipidnog sastava membrane:
povecava se stupanj nezasi¢enosti masnih kiselina, udio fosfatidiletanolamina raste u odnosu
na fosfatidilkolin, smanjuje se udio kolesterola u odnosu na fosfolipide, mijenja se sastav
gangliozida u korist struktura koje imaju nezasiCenu masnu kiselinu u lipidnom sidru 1

struktura koje imaju polarniji hidrofilni dio molekule (Rahmann i sur. 1998a).
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Drasti¢ne promjene sastava gangliozida mozga izmedu toplih i hladnokrvnih Zivotinja
pratile su razlike u aktivnostima sijaliltransferaza u biosintezi gangliozida (Freischiitz i sur.
2008). S druge strane, sastav mozdanih gangliozida u srodnih vrsta koStunjaca, bezrepaca,
repasa ili sisavaca, bio je podjednak (Irwin i Irwin 1979, Hilbig i Rahmann 1980, Irwin i
Schwartz 1983).

Korelacijom razli¢itih vrsta riba prema optimalnoj temperaturi okoline, u vrsta toplih
tropskih voda, kao Tilapia i Pseudotrophaeus, utvrdene su tri puta vece koncentracije
sijalinske kiseline vezane za lipide (Hilbig i Rahmann 1980; Rahmann i sur. 1983) u odnosu
na vrste hladnih voda poput obi¢nog Sarana i duzicaste pastrve (Avrova 1980). Iz ovoga se
moze zakljuciti da se prilagodba na vise temperature sastoji u povecanoj koncentraciji
gangliozida i to u korist manje sijaliliranih formi.

lako ribe u naglom pothladivanju za 10 °C aktiviraju senzomotori¢ke putove za
refleksni bijeg u roku od 30 sekundi (Van den Burg i sur. 2006) a stresni odgovor cijelog
tijela u roku od 90 sekundi te smanjuju volumen krvi i dreniraju krv iz mozga radi
izbjegavanja brzog pothladivanja (Van den Burg i sur. 2005), prirodna adaptacija veéine riba
s 20° C na 4° C traje 4-6 tjedana (Hilbig i Rahmann 1980). Zanimljivo je da vrlo spora
adaptacija neurobioloskih procesa nije u korelaciji s promjenom sastava fosfolipida i
kolesterola, za koju je potrebno dva tjedna, ve¢ s promjenom sastava gangliozida unutar 4-6
tjedana. Jetra i miSi¢i Sarana prilagodavaju se povecanjem Stupnja nezasi¢enosti masnih
Kiselina i udjela kolesterola te smanjenjem fosfolipida, dok u mozgu dolazi do drasti¢nih
promjena koli¢ine i sastava gangliozida (Rahmann i sur. 1998). Suprotno mozgu, fluidnost
membrane u jetri regulirana je poveanom ugradnjom nezasi¢enih masnih kiselina u
fosfolipide, smanjenjem udjela fosfolipida, a time i povecanjem volumena stanica jetre.
Povecanje fluidnosti membrane postignuto je povecanjem sadrzaja kolesterola u miSi¢ima, a
smanjenjem sadrzaja kolesterola u mozgu. Tijekom termalne aklimatizacije riba, u
neuronskim membranama promijenjena je polarnost gangliozida, dok su u jetri i miSi¢ima
zabiljezene promjene drugih lipida (Rahmann i sur. 1998).

Gangliozidi do sinaptickin membrana (Wiegit 1967) dospijevaju brzim aksonskim
transportom. Na niskim temperaturama sinteza proteina neznatno je smanjena, Sinteza
glikoproteina gotovo dvostruko smanjena, a sinteza glikosfingolipida moze biti smanjena i do
pet puta, dok je brzi aksonski transport gotovo potpuno zaustavljen (Rosner i sur. 1979a). 1z
ovoga slijedi da je brzina adaptacije na promjene temperature ograni¢ena brzinom promjena
metabolizma gangliozida, te da organizmi koji imaju razli¢iti metabolizam gangliozida imaju

razli¢itu osjetljivost na promjene temperature i brzinu prilagodbe. Obi¢ni Saran i duzicasta
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pastrva dobar su primjer za taj fenomen. Ljetna (19-22 °C) i zimska (1-4 °C) aklimatizacija ne
dovode do promjene ukupne sijalinske kiseline vezane na glikolipide obiju vrsta, ali dovode
do drasti¢ne promjene sastava gangliozida.

Mozak d. pastrve se niskim temperaturama prilagodava smanjenjem koli¢ine
monosijalogangliozida, prvenstveno udjela GM3; ukupna koli¢ina glikolipida odrzava se
malim povecanjem di- i trisijalogangliozida zbog nemogucnosti povisenja koliCine
polisijalogangliozida (Hilbig i sur. 1979). Lipidne splavi duZiaste pastrve pri termalnoj
aklimatizaciji prolaze kroz promjene sastava ne samo sfingolipida, ve¢ kolesterola, receptora i
signalnih molekula (Zehmer i Hazel 2004; Zehmer i Hazel 2003). Prilikom takvih promjena
moguce su pojave promjena ponasanja ili promjene kompleksnih procesa poput regeneracije.

Nasuprot duzicastoj pastrvi, aklimatizacija mozga obi¢nog $arana na niZzu temperaturu
praena je znatnijim povecanjem udjela polisijalogangliozida i smanjenjem
monosijalogangliozida (Hilbig i sur. 1979).

Osim promjenom broja sijalinskih kiselina u strukturi gangliozida, aklimatizacija na
niZze temperature pracena je povecanjem udjela modifikacija gangliozida koje su podloZzne
alkalijskoj razgradnji (najce$¢e O-acetilacija). Prema udjelu modifikacija podloznih
alkalijskoj razgradnji moze se napraviti sljedec¢a ljestvica (Becker i Rahmann 1995):
antarkticke ribe koje zive ispod 0 °C (61-67%), ribe u zimskoj aklimatizaciji (45-51%), ribe u
ljetnoj aklimatizaciji (38-44%), tropske vrste (<35%), hréak u aktivnom periodu (4%) i svinja
(3%). Vrijednosti za Sarana u zimskoj aklimatizaciji krecu se oko 50%, a u ljetnoj oko 40%,
§to je znacajna promjena.

Provodenje akcijskog potencijala duz aksona ovisi o broju 1 vrsti ionskih kanala te
njihovoj propusnosti. Tijekom aklimatizacije na razli€ite temperature znaajno se ne
mijenjaju ni broj niti vrsta ionskih kanala. Kod slabo aklimatiziranih Zivotinja dolazi do
usporenog ili ubrzanog provodenja akcijskog potencijala. Ovaj poremecaj izazvan je
promjenom propusnosti kanala $to je posljedica promjene molekularne okoline u kojem se
kanali nalaze. Kanali su smjesteni u lipidnim splavima, ¢iji nastanak moduliraju kolesterol,
sfingomijelin i gangliozidi; njihova ujednacena propusnost na razliitim temperaturama
osigurana je promjenama sastava gangliozida (Kappel i sur. 2000). Kalcij se u visokim
koncentracijama nakuplja u sinapti¢koj pukotini. Otpustanje kalcija S gangliozida sinaptickih
membrana djeluje kao pozitivna povratna sprega. Promjene polarnosti gangliozida
omogucavaju jednaku dostupnost kalcija pod razli¢itim temperaturnim uvjetima, jer
poveéanjem polarnosti povecava se broj veznih mjesta za Ca?*, no smanjuje se afinitet

vezanja kalcija. Veca polarnost gangliozida podudara se s povisenom izvanstani¢nom
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koncentracijom kalcija i povisSenom koli¢inom kalcijevih iona potrebnih po kvantu otpustenog
transmitera kod ektotermnih kraljeznjaka. Kalcij poti¢e odvajanje uredenih i neuredenih
lipidnih domena, odnosno razdvajanje kanalskih proteina u domene njima pridruzenih
gangliozida. Na taj na¢in gangliozidi ispunjavaju funkciju neuromodulatora koji kontroliraju
ucinkovitost kanalnih proteina radi osiguranja depolarizacije postsinapticke membrane
(Rahmann i sur. 1998). Osim kanalnih proteina u lipidnim domenama obitavaju receptori te
molekule koje su uklju¢ene u prijenos signala unutar stanice. Tijekom aklimatizacije pastrve s
20 °C na 5 °C lipidne domene jetre mijenjaju sastav lipida, ali se u njima 1 dalje nalaze B-
adrenergicki receptor i adenilat-ciklaza (Zehmer i Hazel 2003). Aklimatizacija u prirodnom
okolisu ima sezonski karakter, a regulirana je uglavnom kombinacijom temperature okolisa i
duljine dana (Prosser i Nelson 1981). Senzori za koli¢inu svjetla djeluju na hipotalamus koji
upravlja promjenama metabolizma preko hipofize. lzvrsna molekula koja dovodi do
prebacivanja ljetnog prema zimskom metabolizmu gangliozida jo$ uvijek je nepoznata, no
poznat je enzimski sustav sijaliltransferaza koji izvrSava promjenu (Freischiitz i sur. 1994).

lako postoje izvrsne studije koli¢ine i sastava gangliozida prema sistematici riba
(Avrova 1985; Hilbig i Rahmann 1980) starije od trideset godina, na zalost studije
imunohistokemijske lokalizacije pojedinih struktura po regijama mozga riba objavljene su tek
nedavno (Viljeti¢ i sur. 2012). Razlog tomu je relativno nedavna proizvodnja
visokospecifi¢nih protutijela IgG klase (Schnaar i sur. 2002) i pojava vrlo rijetkih struktura
koje nisu tipicne za vise kraljeZnjake, a za koje jo$ ne postoje protutijela. Viljeti¢ i sur. otkrili
Su: U mozgu obi¢nog Sarana najrasprostranjeniji su GDla 1 GTlb, dok su kod duZiCaste
pastrve najrasprostranjeniji GD1b i GT1b; GD1b je u mozgu obi¢nog Sarana tipi¢an samo za
velike motoricke neurone koji pokrecu rep, dok ga u duziCaste pastrve imaju i strukture
cerebeluma; mozak obiju vrsta riba nema reaktivnost na anti-GM1 iako je taj gangliozid
biokemijskim metodama dokazano prisutan u tkivu. Pretpostavljeno je da je
‘imunohistokemijski nedostatak' gangliozida GM1 posljedica njegove modifikacije podlozne
alkalijskoj razgradnji koja toliko mijenja izgled epitopa da ga protutijelo viSe ne moze
prepoznati.

Tankoslojnom kromatografijom ustanovljeno je smanjenje monosijalogangliozida,
malo povecanje di- i trisijalogangliozida kod duziCaste pastrve, a povecanje udjela
polisijalogangliozida kod obi¢nog Sarana pri niskim temperaturama (Hilbig i sur. 1979).
Medutim, ne postoje studije imunohistokemijske lokalizacije pojedinih struktura gangliozida
niti udjela modifikacija gangliozida koje su podlozne alkalijskoj razgradnji (najcesce O-

acetilacija) po regijama mozga riba tijekom temperaturnih aklimatizacija.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZA

Cilj istrazivanja bio je utvrditi razlike u regionalnoj raspodjeli, sastavu i koli¢ini
gangliozida u mozgu duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss), podrazred Neopterygii, red
Salmoniformes, porodica Salmonidae i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio), podrazred
Neopterygii, red Cypriniformes, porodica Cyprinidae tijekom sezonskih promjena. Ove vrste
imaju razli¢itu ekoloSsku valenciju s obzirom na raspon temperature i Kkisika pa je
pretpostavljena drugacija dinamika sezonskih promjena.

Hipoteze postavljene na osnovu cilja istrazivanja su: raspodjela, koli¢ina i sastav
gangliozida mijenjaju se u korelaciji s termalnom adaptacijom poikilotermnih vrsta; niske
temperature vode imat ¢e za posljedicu modifikacije gangliozida koji su podlozni alkalijskoj
razgradnji, smanjenje monosijalogangliozida u mozgu obje vrste, a povecanje di- |
trisijalostruktura u mozgu duzicaste pastrve te polisijalostruktura U mozgu obi¢nog Sarana.
Promjena u sastavu gangliozida odrazit ¢e se na specifiénu raspodjelu gangliozida u

pojedinim regijama mozga.

19



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijal

Studijom su obuhvaéene dvije vrste riba: duzicasta pastrva (Oncorhynchus mykiss,
porodica Salmonidae) i obi¢ni $aran (Cyprinus carpio, porodica Cyprinidae). Od obje vrste
riba zrtvovano je mjesecno po dvadeset odraslih jedinki, podjednake dobi i veliine, od
zimskih do ljetnih mjeseci. Sekcije su radene na terenu neposredno nakon izlova ribe. Deset
uzoraka mozga nakon sekcije fiksirano je 2 dana u 4%-tnom puferiranom paraformaldehidu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na +4°C, krioprotektirano u 10%-tnoj puferiranoj
saharozi i smrznuto u 2-metilbutanu (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA). Svi tako
pripremljeni uzorci spremljeni su na -80°C do daljnje analize. Po deset uzoraka obje vrste
direktno je smrznuto na -80°C za ekstrakciju gangliozida, tankoslojnu i imuno- tankoslojnu
kromatografiju.

Duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) izlovljene su u privatnom ribnjaku ,,Valis
Aurea“ (Turni¢, Pozega) u vlasniStvu obitelji Odvor¢ié, a obi¢ni Sarani (Cyprinus carpio)

izlovljeni su na ribnjaku ,,Grudnjak* (Ribnjacarstvo PP Orahovica).

3.2. Metode
3.2.1. Ekstrakcija gangliozida

Ekstrakcija gangliozida radena je radi dokazivanja promjene sastava gangliozida
mozga riba kod obje vrste riba od zimskih do ljetnih mjeseci.

Ekstrakcija gangliozida izvodena je modificiranim protokolom (Schnaar 1994).
Pripremljen je 10%-tni vodeni homogenat mozga od direktno smrznutog uzorka mozga
spremljenog na -80°C. Uzorci su nakon vaganja homogenizirani na ledu u ru¢nom staklenom
homogenizatoru s teflonskim tu¢kom (Wheaton Science Products, NJ, USA) u ledeno hladnoj
vodi (izracunat je volumen ledene vode za dobivanje 10%-tnog homogenata (m/V)). Uzorku
su dodana hladna, redestilirana otapala za ekstrakciju u omjeru kloroform/metanol/voda
(1:2:0,75 (v/v), gdje vodu predstavlja vodeni homogenat tkiva.

Organska otapala, kloroform i metanol (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)

redestilirana su prije upotrebe.
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Nakon ekstrakcije na ledu uzorci su centrifugirani 15 minuta na 3000 rpm pri +4°C u
centrifugi s hladenjem (Centrifuge 5804R, Eppendorf, Hamburg, Germany). Bistri
supernatant je izdvojen, a talog reekstrahiran na sobnoj temperaturi u istom omjeru otapala
koriStenom za ekstrakciju, ali dvostruko manjem volumenu. Reekstrahirani uzorci ponovno su
centrifugirani, a izdvojeni supernatanti spojeni. Ekstrahirani gangliozidi podvrgnuti su
razdvajanju od ostalih lipida faznom particijom uz izdvajanje gornje hidrofilne faze koja
sadrzava gangliozide. Metoda je dizajnirana tako da se osigura maksimalno razdvajanje
gangliozida u gornju fazu (metanol/voda), dok samo mala koli¢ina gangliozida (ukljucujuci
fosfolipide, neutralne lipide i manje polarne strukture kao $to su GM4 i GM3) ostaje u donjoj
fazi (kloroform/metanol). Volumen vode potreban za particiju gangliozida dobiven je
mnozenjem volumena udruzenih supernatanata s faktorom 0,173. Dodatkom vode dolazi do
zamucenja ekstrakta. Potom je ekstrakt lagano pomijesan i centrifugiran 15 minuta na 3000
rpm pri sobnoj temperaturi. Gornje faze odvojene su u staklene epruvete i uparene u struji
zraka pri temperaturi od +45°C (Sample Concentrator, Techne, Staffordshire, UK). Nakon
uparavanja, uzorak je otopljen u malom volumenu destilirane vode, a zatim prociS¢en
dijalizom. Prije same dijalize membrana za dijalizu (Spectra/Por Dialysis Membrane Tubing
2, Spectrum Laboratories, CA, USA; rad u rukavicamal!) je izrezana u crijevo duzine desetak
cm i potopljena u casi s destiliranom vodom do dvije litre kroz 10 minuta. Membrana je
rastvorena, iznutra isprana destiliranom vodom i iscijedena. Na jednom kraju naéinjen je ¢vor,
dok se kroz drugi otvor staklenom kapalicom nanosio uparak gornje faze otopljen u 1,5 ml
destilirane vode. Nakon utiskivanja zraka, ¢vor je naéinjen i na drugom kraju, nakon Cega je
dobiveni ,,balonc¢i¢* stavljen plutati u ¢aSu s destiliranom vodom uz mije$anje na magnetnoj
mijesalici 72 h s dnevnom izmjenom vode. Casa je prekrivena prozirnom folijom. Dijalizirani
uzorak izvaden je kapalicom u epruvetu i uparen u struji zraka pri temperaturi od +45°C

(Sample Concentrator, Techne, Staffordshire, UK).

3.2.2. Odredivanje koncentracije ekstrahiranih gangliozida

Koncentracija ekstrahiranih gangliozida odredena je pomocu kvantitativne
kolorimetrijske Svennerholmove metode za odredivanje koncentracije ukupne sijalinske
kiseline vezane na gangliozide (Svennerholm 1957). U 20 ul uparka ekstrakta gangliozida
dodano je 200 pl destilirane vode 1 200 pl Svennerholmovog reagensa. Smjesa je kuhana 20
minuta na 100°C nakon c¢ega je dodano 1 ml butanol/butilacetata (1/4; v/v), snazno
promuckana i centrifugirana 2 min pri 3000 g. Gornja faza je odvojena i izmjerena je

apsorbancija na spektrofotometru (Lambda 2 UV/VIS Spectrometer, Perkin Elmer & Co
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GmbH, Germany) pri 580 nm. Kao standard koristena je sijalinska kiselina koncentracije 0,1
mg/ml. Svennerholmov reagens pripremljen je prema sljede¢em receptu: 2,5 mL 2% otopine
rezorcinola (Kemika, Zagreb), 62,5 uL 0,1 M CuSOs (Kemika, Zagreb), 20 mL 36% HCI
(VWR International, France) i vode do ukupnog volumena od 25 mL. Reagens je zasti¢en od
svjetla i ¢uvan na +4°C. Ukupna koncentracija gangliozida u ispitivanim uzorcima izrazena je

kao pg sijalinske kiseline / mg svjezeg tkiva.

3.2.3. Tankoslojna kromatografija

Prije nanoSenja na plocu za tankoslojnu kromatografiju visoke djelotvornosti (HPTLC
ploca, sa slojem silikagela 60 na staklu, Aldrich, Milwaukee, WI, USA), plo¢a dimenzija
10x20 cm izrezana je dijamantnim nozem (Desaga, Sarstedt, Niimbrecht Germany) na ploce
dimenzija 5x10 cm. Nakon toga provedena je aktivacija plo¢e zagrijavanjem pri 110°C kroz
20 minuta te hladenje u eksikatoru s osusenim silikagelom kao indikatorom vlaznosti. Uzorci
su prije nanoSenja otopljeni u otapalu kloroform/metanol/voda u omjeru 2:43:55 ¢iji volumen
odgovara masi mozga.

Na plocicu je Hamilton strcaljkom (Hamilton Co., Reno, NV, USA) kao niz
mikrokapljica nanoSeno 7 pg gangliozida iz ekstrakta mozga usporedno sa standardom uz
susenje svakog nanosa uzorka hladnim zrakom. Nakon nano$enja uzoraka kromatografska
ploca suSena je u eksikatoru 20 minuta zbog reaktivacije. Za razvijanje plo¢ice s uzorcima
koristeno je otapalo kloroform/metanol/0,25% KC1/2,5M NH4OH (Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO, USA) u omjeru 60:42:10,5:0,5. Prije detekcije plocica je dobro osuSena. Za detekciju
gangliozida, plocica je poprskana Svennerholmovim reagensom, prekrivena ¢istom vru¢om
staklenom plocom istih dimenzija, u¢vr§¢ena hvataljkama, a zatim zagrijana u suSioniku
(Conterm 19L, J.P.Selecta, Barcelona, Espana) pri 110°C 30 minuta. Uzorci koji sadrze
sijalinsku kiselinu poprimili su karakteristi¢nu intezivno ljubicastu boju, dok drugi glikolipidi
manje intenzivnu Zuto-smedu boju. Plocice su skenirane 1 gangliozidi su kvantificirani kao Sto

je ve¢ opisano (Schnaar i Needham 1994).

3.2.4. Dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija (2D-TLC)

Udio gangliozida podloznih alkalijskoj razgradnji odreden je metodom prema Sonnino
i sur. 1983. Prije nanoSenja na ploc¢u visoke djelotvornosti za tankoslojnu kromatografiju,
ploca dimenzija 1020 cm izrezana je dijamantnim nozem (Desaga, Sarstedt, Niimbrecht
Germany) na dvije plo¢e dimenzija 10x10 cm. Nakon toga provedena je aktivacija ploce

zagrijavanjem pri 110°C kroz 20 minuta te ohladena u eksikatoru sa osuSenim silikagelom
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kao indikatorom vlaznosti. Uzorak je prije nanoSenja otopljen u volumenu koji odgovara masi
mozga otapala kloroform/metanol/voda u omjeru 2:43:55. Olovkom je oznacena linija
nanosenja, te fronta mobilne faze za prvu i1 drugu dimenziju kao $to je prikazano na Slici 6.
Pomoc¢u Hamilton $trcaljke nanoSen je uzorak u trostrukoj koli¢ini od uobi¢ajene 1x1 cm od
lijevog ruba ploce u obliku tocke. Pomo¢u Hamilton strcaljke nanosSen je standard i 0,5 cm
udesno uzorak, kao niz mikrokapljica 1x1 c¢cm od desnog ruba ploce. Izmedu nanosa
mikrokapljica nizovi su suseni hladnim zrakom. Nakon nano$enja uzoraka kromatografska
ploca suSena je u eksikatoru 20 minuta zbog reaktivacije. Za razvijanje plocice u prvoj
dimenziji koristeno je otapalo kloroform/metanol/0,25% KCI (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,
USA) u omjeru 60:42:11. Kromatografija je razvijana do 2,5 cm od ruba plo¢e, kromatogram
je izvaden i suSen u suSacu gelova (GelAir Drying System, BIO-RAD Laboratories, CA,
USA) hladnim zrakom jedan sat.

3xuzorak uzorak, standard

Slika 6. Shematski prikaz nano$enja uzorka i standarda u prvoj dimenziji 2D-TLC

Osusena ploc¢a inkubirana je preko noc¢i u parama amonijaka na sobnoj temperaturi
(Sonnino i sur. 1983).

Sljede¢i dan nakon vadenja iz para amonijaka kromatogram se suSio u suSacu gelova
(GelAir Drying System, BIO-RAD Laboratories, CA, USA) hladnim zrakom dva sata radi
isparavanja para amonijaka.

Nakon toga pristupilo se drugoj dimenziji. Plo¢a je okrenuta za 90° suprotno od
kazaljke na satu, te 1x1 cm od lijevog ruba ploc¢e (dio gdje nije prosla otapalo u prvoj

dimenziji) pomo¢u Hamilton $trcaljke nanosen je standard i 0,5 cm ulijevo uzorak, kao niz
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mikrokapljica. Izmedu nanosa mikrokapljica nizovi su suseni hladnim zrakom. Nakon
nanoSenja uzoraka kromatografska ploca suSila se 20 — 30 min zbog aktivacije. Svjeza
mobilna faza dodavana je u kromatografsku komoru 30 min prije razvijanja. Kromatografija
u drugoj dimenziji razvijana je do 2,5 cm od ruba plofe odnosno do mjesta nanoSenja
standarda i uzorka u prvoj dimenziji kako je prikazano na Slici 7. Potom se kromatogram
izvadio i suSio nad suSionikom. Za detekciju gangliozida, ploCica je poprskana
Svennerholmovim reagensom, prekrivena ¢istom vruc¢om staklenom plocom istih dimenzija,
ucvrs¢ena hvataljkama, a zatim zagrijana u suSioniku (Conterm 19L, J.P. Selecta, Barcelona,

Espana) pri 110°C 30 minuta.

'y

e

standard, uzorak

Slika 7. Shematski prikaz nanosenja uzorka i standarda u drugoj dimenziji 2D-TLC

3.2.5. Imuno-tankoslojna kromatografija

Imuno-tankoslojna kromatografija provedena je u dva glavna stupnja. Prvo su
ekstrahirani gangliozidi naneSeni na plo¢e za tankoslojnu kromatografiju i razvijeni u sustavu
otapala radi razdvajanja, nakon Cega su razvijene ploce oblozene tankim filmom plasti¢ne
mase i izlozene protutijelima na kompleksne gangliozide odabrane za analizu i vizualizirane.

Prije nanoSenja na plocu za tankoslojnu kromatografiju visoke djelotvornosti (HPTLC
ploca, sa slojem silikagela 60 na aluminiju, Merck, Darmstadt, Germany) koje su dar prof. dr.
sc. Milana Ca¢ica, plo¢a dimenzija 20x20 cm izrezana je na plode dimenzija 10x7 cm radi
dobivanja dvije polovice plo¢e od 5x7 cm. Nakon toga provedena je aktivacija ploce

zagrijavanjem pri 110°C kroz 20 minuta te hladenje u eksikatoru s osusenim silikagelom kao
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indikatorom vlaznosti. Uzorci su prije nanosenja otopljeni u otapalu kloroform/metanol/voda
u omjeru 60:30:4,5 ¢iji volumen odgovara masi mozga.

Na plocicu je Hamilton Strcaljkom (Hamilton Co., Reno, NV, USA) kao niz
mikrokapljica nanoseno 7 pg gangliozida iz ekstrakta mozga usporedno sa standardom uz
susenje svakog nanosa uzorka hladnim zrakom. Nakon nano$enja uzoraka na obje polovice,
kromatografska ploc¢a susena je u eksikatoru 20 minuta zbog reaktivacije. Za razvijanje
plocice s uzorcima koristeno je otapalo kloroform/metanol/0,25% KC1/2,5M NH4OH (Sigma-
Aldrich, St.Louis, MO, USA) u omjeru 60:42:10,5:0,5. Prije detekcije plocica je dobro
osuSena i prerezana na dvije polovice od 5x7 cm. Za detekciju gangliozida, jedna polovica
poprskana je Svennerholmovim reagensom kako je ve¢ opisano, a druga je koriStena za
imunoprepoznavanje modificiranim protokolom prema Schnaaru (Lopez i Schnaar 2006).
Uranjanjem u 0,1% poliizobutilmetakrilat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) u n-heksanu
(Carlo Erba Reagent, Val-de-Reuil, France) u vremenu od 90 s izbjegnuto je odvajanje slilika
gela s plocica. Pripremljena je 5% (w/v) mati¢na otopina poliizobutilmetakrilata u kloroformu
koja je neposredno pred upotrebu razrijedena u radnu koncentraciju 0,1% w/v u n-heksanu.
Oblaganje poliizobutilmetakrilatom rezultira manjim pozadinskim vezanjem i znatno
poboljsanom osjetljivos¢u. Pretpostavlja se da hidrofobni plastiéni premaz reorijentira
glikolipide tako da je njihov polarni glikan okrenut od sloja sorbensa, a prema otapalu, gdje
je ucinkovitije komplementarno vezanje (Karlsson i Stromberg 1987). Nakon susenja, ploce
su uronjene u 0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) u 0,1M PBS-u (pufer
B), a nespecificno vezanje protutijela blokirano je otopinom 1% govedeg serumskog
albumina (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) i 0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) u 0,1M PBS-u (pufer A) u trajanju od 15 min na +4°C i uz neprekidno lagano
treskanje (Heidolph Rotamax 120, Schwabach, Germany). Plo¢e su inkubirane u primarnom
protutijelu preko no¢i (+4°C uz neprekidno treskanje). KoriStena su visokospecificna
monoklonska protutijela 1gG klase na kompleksne gangliozide GM1, GD1a, GD1b i GT1b
(Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan) koja su dar prof. dr. sc. Ronalda Schnaara te
visokospecificno monoklonsko protutijelo 1gM klase A2B5 na c-seriju gangliozida
(Chemicon International, Temecula, CA, USA), razrijedena u omjeru 1:10 000 u puferu A.
Nakon toga ploce su isprane pet puta uranjanjem 1min u 0,1M PBS s 0,05% Tween 20 (pufer
B) te inkubirane u sekundarnom protutijelu kroz 90 min na +4°C uz neprekidno lagano
treskanje. Kao sekundarno protutijelo koristeno je kozji anti-misji 1gG obiljezen
peroksidazom (Santa Cruz Biotehnology, Dallas, Texas, USA), odnosno biotinilirano kozje

anti-misje IgM protutijelo (Jackson Immunoresearch lab., West Grove, PA, USA) razrijedeno
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u omjeru 1:5000 u puferu A. Iz sekundarnog protutijela biotiniliranog kozjeg anti-misjeg IgM
ploCe su isprane 3 puta po 1 minutu u pothladenom puferu B i prebacene u tercijarni
kompleks, Vector Elite kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), pripremljen u skladu
s uputama proizvodaca u puferu A. Ploce su inkubirane 45 min na +4°C uz neprekidno lagano
treskanje Nakon ispiranja, frakcije koje na sebi imaju vezan kompleks primarnog i
sekundarnog protutijela te tercijarnog kompleksa, vizualizirane su smjesom koja sadrzi DAB
(Peroxidase Substrate System, Vector Lab, Burlingame, CA, USA) koji je pripremljen u
skladu s uputama proizvodaca. Pozitivna reakcija vidljiva je kao smede do sivo obojenje.

Reakcija je zaustavljena ispiranjem u vodi, nakon ¢ega su ploce dobro osusene i skenirane.

3.2.6. Izrada histoloskih rezova

Serijski rezovi fiksiranog tkiva mozga, debljine 35 um, izrezani su na Kriostatu u
koronarnom ili sagitalnom smjeru (Leica, CM3050S, Germany). Rezovi su skupljani u
oznacene polistirenske jazice napunjene 0,1M PBS-om. Rezovi koji nisu bojani
imunohistokemijskim metodama u roku od tjedan dana prebaceni su u oznacene polistirenske
jazice napunjene DeOlmos otopinom. Otopine za pohranu koriste se za odrZavanje antigenske
aktivnosti tako da imunocitokemijska reakcija moze biti izvedena na pohranjenim rezovima
pri -20°C na duze vrijeme. Otopine uglavnom sadrze saharozu i etilen-glikol, koji ¢uvaju
tkivo od pucanja pri smrzavanju. DeOlmos otopina je pripremljena prema sljede¢em receptu:
300g saharoze, 10g polivinilpirolidona, 300 ml etilenglikola, 500 ml 0,1 M PBS (Sigma-
Aldrich, St.Louis, MO, USA), pH 7,2 i vodom nadopunjeno do 1000 ml.

3.2.7. Imunohistokemijske metode

Imunohistokemija je radena na slobodno plutaju¢im rezovima debljine 35 pm.
Polovina rezova prethodno su navuceni na nesilanizirana stakalca i preko noci tretirani
parama amonijeve luzine radi dokazivanja modifikacija osjetljivih na alkalijsku razgradnju.
Sljedeci dan stakalca su izvadena i susena u susacu gelova (GelAir Drying System, BIO-RAD
Laboratories, CA, USA) hladnim zrakom jedan sat radi isparavanja para amonijaka. Zatim su
rezovi skinuti sa stakalaca uranjanjem u destiliranu vodu te prebaceni u polistirenske jazice
napunjene 0,1M PBS-om.

KoriStena su visokospecificna monoklonska protutijela IgG klase na kompleksne
gangliozide GM1, GD1la, GD1b i GT1b (Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan) i
visokospecificno monoklonsko protutijelo IgM klase anti-A2B5 (Chemicon International,

Temecula, CA, USA). Rezovi su prethodno tretirani 1%-tnim vodikovim peroksidom

26



(Kemika, Zagreb) radi uklanjanja aktivnosti endogenih peroksidaza. Nespecifiéno vezanje
protutijela blokirano je otopinom koja je sadrzavala 1% govedeg serumskog albumina
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) i 5% kozjeg seruma (Gibco, Invitrogen Auckland, New
Zealand) u 0,1M PBS-u u trajanju od 2 sata na +4°C i uz neprekidno treskanje (Heidolph
Rotamax 120, Schwabach, Germany). Inkubacija u primarnom protutijelu trajala je preko
no¢i (+4°C uz neprekidno treskanje). Primarna protutijela na gangliozide pripremana su u
otopini za blokiranje, a koriStena su u slijede¢im omjerima: anti-GM1, 1:1000; anti-GDl1a,
1:2000; anti-GD1b, 1:2000; anti-GT1b, 1:10000 i A2B5, 1: 300. Nakon toga rezovi su tri puta
isprani u pothladenom 0,1M PBS na rashladnoj plo¢i pri -4°C (J.P. Selecta, Barcelona,
Espana) te inkubirani u sekundarnom protutijelu kroz 4 sata na +4°C uz neprekidno treskanje.
Kao sekundarno protutijelo koriSten je biotinilirani kozji anti-mi§ji IgG ili IgM (Jackson
Immunoresearch lab., West Grove, PA, USA) razrijeden u omjeru 1:500 u otopini za
blokiranje. Nakon sekundarnog protutijela preparati su isprani 3 puta po 10 minuta u
pothladenom 0,IM PBS i prebaceni u tercijarni kompleks, Vector Elite kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), pripremljen u skladu s uputama proizvodaca. Ovaj
tercijarni kompleks sastoji se od avidina i biotinilirane peroksidaze te se zbog toga prije
upotrebe treba prekonjugirati u otopini za blokiranje u trajanju od oko pola sata. U
tercijarnom protutijelu preparati su inkubirani 2 sata na +4°C uz neprekidno treskanje. Rezovi
su ponovno isprani, a potom su razvijeni smjesom koja sadrzi DAB (Peroxidase Substrate
System, Vector Lab, Burlingame, CA, USA) koji je pripremljen u skladu s uputama
proizvodaca. Pozitivna reakcija vidljiva je kao smede do sivo obojenje na mjestima gdje je
doslo do vezanja primarnog protutijela.

Preparati su jo$ jednom isprani s 0,1M PBS-om, a potom su iz destilirane vode
navuceni na Silanizirana predmetna stakalca, osuseni i skenirani na skeneru Super Coolscan
9000 (Nikon, Tokyo, Japan). Preparati su pokriveni pokrivalom Vectamount (Vector Lab,
Burlingame, CA, USA) te mikroskopirani mikroskopom (Carl Zeiss, Axioskop 2 MOT, Jena,
Germany) uz slikanje aparatom (Olympus DP70, Optical Olympus, Japan). Slike su obradene

i pripremljene za tisak programima Photoshop CS2 i CorelDraw X3.
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4. REZULTATI

4.1. Imunohistokemijska lokalizacija kompleksnih gangliozida u mozgu duzicaste
pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog $arana (Cyprinus carpio) iz podrazreda

zrakoperki (Actinopterygii)

Imunohistokemija s visokospecificnim monoklonskim protutijelima IgG klase na
kompleksne gangliozide GM1, GD1a, GD1b, GT1b i IgM klase A2B5 pokazala je razli¢itu
zastupljenost pojedinih kompleksnih gangliozida u mozgu dviju odabranih vrsta riba iz
podrazreda zrakoperki (Actinopterygii).

Na slikama od 8. - 11. prikazane su odabrane razine mozga obje ribe pri ekstremnim
temperaturnim uvjetima (zima-ljeto) kako bi se dobio op¢i uvid u regije obuhvacene u ovom
radu. U daljnjim rezultatima prikazuju se promjene tijekom odabranih mjeseci po pojedinim
regijama zasebno.

Slika 8. prikazuje ekspresiju kompleksnih gangliozida u mozgu duziCaste pastrve
(Oncorhynchus mykiss) na sagitalnim rezovima tijekom sije¢nja. Na slici 9. nalazi se prikaz
mozga duziCaste pastrve rezan u koronarnoj ravnini te se moze uociti ekspresija spomenutih
gangliozida tijekom svibnja. Gledajuc¢i od rostralnog prema kaudalnom kraju moze se uociti
ekspresija gangliozida GT1b u cijelom mozgu. Gangliozid GT1b zastupljen je u krajnjem
mozgu, u medumozgu, odnosno hipotalamusu, zatim u srednjem mozgu (tectum opticum i
torus longitudinalis) te u strukturama malog mozga (valvula cerebelli, corpus cerebelli i
crista cerebelli). Protutijelo A2B5 imalo je pozitivnu reakciju u cijelom mozgu, a protutijelo
na GD1b u sve tri strukture malog mozga.

Slike 10. i 11. pokazuju zastupljenost gangliozida u cijelom mozgu obi¢nog Sarana
(Cyprinus carpio). Gangliozid GD1a zastupljen je u svim dijelovima mozga, od krajnjeg
mozga, medumozga i srednjeg mozga pa sve do malog 1 straznjeg mozga gdje je u rostralnom
dijelu utvrdena ekspresija u glosofaringealnom, facijalnom i vagalnom reznju. Ekspresija
gangliozida GD1b utvrdena je u srednjem i malom mozgu (lateralna valvula cerebelli i corpus
cerebelli) te dosta slaba ekspresija u krajnjem mozgu. Utvrdena je jaka ekspresija gangliozida

GT1b usvim dijelovima mozga, kao i A2B5-epitopa.
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Slika 8. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na sagitalnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss)

tijekom sijecnja.
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Slika 9. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga duziCaste pastrve (Oncorhynchus
mykiss) tijekom svibnja. 1) telencephalon; 2) kaudalni mesencephalon, kaudalna valvula cerebelli i kaudalni hipotalamus; 3) rez kroz isthmus regiju i rostralni
cerebellum; 4) rostralni rhombencephalon i kaudalni cerebellum.
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Slika 10. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)

tijekom sije¢nja. 1) telencephalon; 2) mesencephalon, valvula cerebelli i hipotalamus; 3) cerebellum; 4) rostralni rhombencephalon.

31



K GM1 GDl1a GD1b GT1b A2BS5

- lobX

Slika 11. Ekspresija gangliozida GM1, GDl1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na sagitalnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)
tijekom lipnja.
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4.1.1. Imunohistokemijska lokalizacija kompleksnih gangliozida u mozgu duZicaste
pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) tijekom

odabranih mjeseci

Slika 12. prikazuje ekspresiju kompleksnih gangliozida u mozgu duziCaste pastrve
(Oncorhynchus mykiss) na sagitalnim rezovima tijekom odabranih mjeseci. Moze se uociti
pojava ekspresije gangliozida GD1a tek tijekom lipnja u strukturama malog mozga (valvula
cerebelli, corpus cerebelli i crista cerebelli) i u srednjem mozgu (tectum opticum).
Protutijelom na GD1b moze se uociti smanjenje ekspresije u strukturama malog mozga
tijekom lipnja u odnosu na sijecanj. Tretiranje parama amonijaka smanjuje reaktivnost
protutijela anti-GD1b na rezovima mozgova u svim sezonama, ali je reaktivnost relativno
najveca u lipnju. GT1b ima Siroku ekspresiju od rostralno prema kaudalno, a nakon tretiranja
parama amonijaka reakcija na rezovima je slabija. Protutijelo A2B5 imalo je pozitivnu
reakciju u cijelom mozgu sa i bez tretiranja amonijakom.

Slike 13a. i 13b. prikazuju ekspresiju kompleksnih gangliozida u mozgu obi¢nog
Sarana (Cyprinus carpio) na sagitalnim rezovima tijekom odabranih mjeseci s napomenom da
Sl. 13a. prikazuje mediosagitalni rez, dok 13b. parasagitalni rez radi prikazivanja dodatnih
lateralnih struktura mozga o. Sarana. U toplijim mjesecima vidljivo je smanjenje jacine
ekspresije gangliozida GD1a u corpus cerebelli, a povecanje u optickom tektumu. Moze se
uociti opca zastupljenost gangliozida GT1b u cijelom mozgu tijekom svi mjeseci, a posebno i
u facijalnom (lob VII-lobus facialis) i vagalnom reznju (lob X-lobus vagus) straznjeg mozga.
Gangliozid GT1b ima jacu ekspresiju u zimskim mjesecima u corpus cerebelli, a manju u
optickom tektumu. Gangliozid GD1a je zastupljeniji u molekularnom sloju korpusa malog
mozga (corpus cerebelli), dok je gangliozid GD1b utvrden u granularnom sloju. A2B5- epitop
Siroko je eksprimiran od rostralnog prema kaudalnom dijelu, a nakon tretiranja amonijakom

distribucija se ne mijenja te je nesto slabija na rezovima od lipnja.
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Slika 12. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na sagitalnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus

mykiss) tijekom odabranih mjeseci.
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Slika 13a. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na sagitalnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)

tijekom odabranih mjeseci.

35



SIJECANJ K GM1

ALKALIJSKI
TRETIRANI

TRAVANJ

ALKALIJSKI
TRETIRANI

LIPANJ

ALKALIJSKI
TRETIRANI

Slika 13b. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na sagitalnim rezovima mozga obi¢nog $arana (Cyprinus carpio)
tijekom odabranih mjeseci.
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4.1.2. Imunohistokemijska lokalizacija kompleksnih gangliozida u krajnjem mozgu
duzi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)

tijekom odabranih mjeseci

Krajnji mozak (telencephalon) je najvise rostralni, razmjerno mali i izvuceni dio
mozga koStunjaca. Klju¢na razlika krajnjeg mozga riba od ostalih kraljeznjaka rezultat je
morfogenetskog razvoja nazvanog everzija. Kod kostunjaca telencephalon se ne sastoji od
Supljih hemisfera oko lateralnih ventrikula, ve¢ od masivnih hemisfera s ventrikularnim
podru¢jem smjeStenim na samoj povrsini, zbog ¢ega je tesko odrediti homologiju s ostalim
kraljeznjacima (Nieuwenhuys i Meek 1990). Iz bazalnog dijela krajnjeg mozga rostralno se
pruzaju njusne lukovice (bulbus olfactorius) koje su povezane s bo¢nim komorama
(ventriculus laterales, ventriculus primus et secundus) ¢ija veli¢ina ovisi o koriStenju njuha,
pa su kod o. Sarana razvijenije nego u d. pastrve (Bogut i sur. 2006).

Krajnji mozak duZiCaste pastrve nema nikakvu reaktivnost na GM1 i1 GDla, a
pozitivan je na gangliozide GD1b i GT1b, te A2B5 (SI. 14). Nakon tretiranja amonijakom
gubi se reaktivnost GD1b protutijela, a smanjuje reaktivnost na anti-GT1b. Gangliozid GT1b
ima jau ekspresiju tijekom sije¢nja, 0sobito u mediobazalnom dijelu, a u narednim
mjesecima reaktivnost se smanjuje (SI. 15.).

O. Saran u krajnjem mozgu ima jacu ekspresiju gangliozida GDla, GT1b 1 A2B5 i
slabiju ekspresiju GD1b te nema reaktivnost na GM1 (Sl. 16). Gangliozid GDla ima jacu
ekspresiju ljeti (SI. 17.). Nisu vidljive znatnije promjene ekspresije ostalih gangliozida u

telencefalonu tijekom odabranih mjeseci.
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Slika 14. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga duziaste pastrve (Oncorhynchus
mykiss) tijekom odabranih mjeseci, regija telencephalon.
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Slika 15. Ekspresija gangliozida GT1b prikazana na koronarnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci,

regija telencephalon, pars dorsalis pod pove¢anjem 200x.
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Slika 16. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog $arana (Cyprinus carpio)
tijekom odabranih mjeseci, regija telencephalon.
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Slika 17. Ekspresija gangliozida GD1a prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, regija

telencephalon, pars dorsalis pod povecanjem 200x.

41



4.1.3. Imunohistokemijska lokalizacija kompleksnih gangliozida u medumozgu i
srednjem mozgu duZicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana

(Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci

Medumozak (diencephalon) je relativno mali dio mozga na ventralnoj strani, smjesten
izmedu mezencefalona i telencefalona koji kod odraslih ko$tunja¢a nema o$tre granice. U
medumozgu je smjestena tre¢a mozdana komora (ventriculus tertius). Moze se podijeliti na
epitalamus, dorzalni (mali) i ventralni talamus te hipotalamus, no radi nejasnih granica
ukljucene su i pretektalna i preopticka regija (Nieuwenhuys i Meek 1990, Braford i Northcutt
1983). Dio epitalamusa je epifiza (corpus pineale) koja upravlja reakcijom riba na svjetlo i
tamu (Bogut i sur. 2006), koja je klju¢na za sinkronizaciju ritma dana i no¢i (Ekstrom 1987).
Hipotalamus je najveci dio te sluzi za integraciju endokrinog i ziv€anog sustava. Ispod njega
u turskom sedlu (sella turcica) klinaste kosti nalazi se hipofiza (glandula pituitaria).
Hipotalamus je izgraden od tri regije: periventrikularna zona, medijalno smjesStena tuberalna
regija te najveca lateralno smjestena regija donjih reznjeva (lobus inferior hypothalami- lih)
(Braford i Northcutt 1983).

Srednji mozak (mesencephalon) je razmjerno najveci dio mozga kostunjaca. Nastavlja
se iz talamusa, a kaudalno se proteze do ledne mozdine (medulla oblongata). Sastoji se od
ventromedijalno smjeStenog tegmentuma, ventrolateralno smjestenog torus semicircularisa i
dorzalno krova, odnosno vidnog tektuma (tectum opticum). Krovni dio srednjeg mozga
brazdom je podijeljen na dva jednaka reZnja, te predstavlja vidni korteks (tectum
mesencephali) koji pokriva velike ventrikule srednjeg mozga (Nieuwenhuys i sur. 1998).
Slojevite je grade te sve prave koStunjace imaju 7 slojeva, a debljina slojeva varira medu
vrstama.

Srednji mozak (mesencephalon) duzicaste pastrve nema nikakvu reaktivnost na GM1,
a pozitivan je na gangliozide GD1b i GT1b, te A2B5-epitop (SI. 18). Cerebelarna valvula se
podvladi ispod opti€¢kog tektuma rostralno u ventrikul srednjeg mozga, no zapravo je dio
malog mozga (cerebellum) te ¢e biti opisana kasnije.

Opticki tektum duzicaste pastrve pozitivan je na GD1la, GD1b 1 GT1b gangliozide, te
A2B5. Ekspresija gangliozida GD1b slabija je u odnosu na GT1b kod kojeg su prisutne
neznatne promjene tijekom mjeseci, ali i nepromijenjena reakcija alkalijski labilnih
gangliozida u svim mjesecima (Sl. 19). Na slici 19. vidljiva je jaca ekspresija GT1b u 2.1 7.
sloju tektuma tijekom svibnja. GD1a i GD1b gangliozidi najzastupljeniji su u prvom sloju,

dok manju zastupljenost pokazuju u trecem 1 Sestom sloju. Ekspresija gangliozida GD1a u 1.
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sloju tektuma moze se uociti tek tijekom lipnja za razliku od GD1b koji je prisutan u svim
promatranim mjesecima (SI. 20. i 21.).

Lobus inferior hypothalami ¢ini najveci dio hipotalamusa, odnosno medumozga kod
riba. Jasno je vidljiv na ventralnoj povrsini mozga. Rezanjem u koronarnoj ravnini srednjeg
mozga zahvacen je i taj dio medumozga, pa ¢e se protumaciti u ovom potpoglavlju. U ovoj
strukturi d. pastrva ima distribuciju gangliozida GD1b i GT1b, te A2B5-epitopa (SI. 18).
Ekspresija gangliozida GT1b jaca je u odnosu na GD1b kod kojeg su prisutne neznatne
promjene tijekom mjeseci, ali i veliku koli¢inu alkalijski labilnih gangliozida u svim
mjesecima (SI. 22). Pozitivna reakcija na GD1a prisutna je tek u lipnju (rezano u sagitalnoj
ravnini, SI 12. i Sl. 23.).

O. Saran u srednjem mozgu ima jacu ekspresiju gangliozida GDla, GT1b i A2B5-
epitopa, slabiju ekspresiju GD1b te nema reaktivnost na GM1 (Sl. 24). Opticki tektum zimi
ima slabiju ekspresiju GD1a i GT1b u odnosu na ljeto (SI. 25. i 26.). Gangliozid GD1a u
sijeCnju nalazimo u 4., 5. 1 7. sloju, dok se ljeti ekspresija pojacava u 7. sloju. Gangliozid
GT1b je prisutan u 4. i 5. sloju. Nisu vidljive znatnije promjene ekspresije ostalih gangliozida
tijekom odabranih mjeseci.

O. saran u lobus inferior hypothalami ima prisutnu distribuciju gangliozida GD1a i
GT1b, te A2B5-epitop (SI. 21). Ekspresija gangliozida GT1b jaca je u odnosu na GD]1a.
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Slika 18. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus

mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina mesencephalon .
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Slika 19. Ekspresija gangliozida GT1b prikazana na koronarnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina
tectum opticum pod povecanjem 100x. 1-stratum periventriculare; 2-stratum album centrale; 3-stratum griseum centrale duboki sloj; 4-stratum griseum
centrale unutarnji pleksiformni sloj; 5-stratum fibrosum et griseum superficiale; 6-stratum opticum; 7-stratum marginale.
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Slika 20. Ekspresija gangliozida GD1b prikazana na sagitalnim rezovima mozga duZi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina
tectum opticum pod povecanjem 100%, uz detaljan uvid u pojedine slojeve (A,B) pod povecanjem 400x%. 1-stratum periventriculare; 2-stratum album centrale;
3-stratum griseum centrale duboki sloj; 4-stratum griseum centrale unutarnji pleksiformni sloj; 5-stratum fibrosum et griseum superficiale; 6-stratum

opticum; 7-stratum marginale.
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Slika 21. Ekspresija gangliozida GD1a prikazana na sagitalnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina
tectum opticum pod povecanjem 100x%, uz detaljan uvid u pojedine slojeve (A,B) pod povecanjem 400x%. 1-stratum periventriculare; 2-stratum album centrale;
3-stratum griseum centrale duboki sloj; 4-stratum griseum centrale unutarnji pleksiformni sloj; 5-stratum fibrosum et griseum superficiale; 6-stratum

opticum; 7-stratum marginale.
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Slika 22. Ekspresija gangliozida GD1b prikazana na koronarnim rezovima mozga duzi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina

lobus inferior hypothalami pod poveé¢anjem 100x, uz detaljan uvid (A) pod poveéanjem 200x.
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Slika 23. Ekspresija gangliozida GD1a prikazana na sagitalnim rezovima mozga duZi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina

lobus inferior hypothalami pod poveé¢anjem 100x, uz detaljan uvid (A) pod povecanjem 200x.
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Slika 24. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)

tijekom odabranih mjeseci, mesencephalon regija.
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Slika 25. Ekspresija gangliozida GD1a prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog $arana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, razina tectum
opticum pod povec¢anjem 100x. 1-stratum periventriculare; 2-stratum album centrale; 3-stratum griseum centrale duboki sloj; 4-stratum griseum centrale

unutarnji pleksiformni sloj; 5-stratum fibrosum et griseum superficiale; 6-stratum opticum; 7-stratum marginale.
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Slika 26. Ekspresija gangliozida GT1b prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog $arana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, razina tectum

opticum pod povec¢anjem 100x. 1-stratum periventriculare; 2-stratum album centrale; 3-stratum griseum centrale duboki sloj; 4-stratum griseum centrale
unutarnji pleksiformni sloj; 5-stratum fibrosum et griseum superficiale; 6-stratum opticum; 7-stratum marginale.
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4.1.4. Imunohistokemijska lokalizacija kompleksnih gangliozida u straZnjem mozgu
duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)

tijekom odabranih mjeseci

Straznji mozak (rhombencephalon) gradi kaudodorzalni dio mozga, prostire se iznad
produzene mozdine, a povezan je s lednom mozdinom. Podijeljen je u Cetiri zone: ventralna
(retikularne st.), intermedioventralna (viscero-osjetni zivci), intermediodorzalna (facijalni i
vagalni rezanj) i dorzalna (regija bo¢ne linije). Ventralni dio rombencefalona odvojen je
ventrikularnim sulkusom, koji odvaja motornu od osjetne zone (Nieuwenhuys i sur. 1998).
Mali mozak (cerebellum) je najrostralniji dio dorzalne zone rombencefalona, nalazi se iznad
¢etvrte mozdane komore (ventriculus quartus) te je jasno vidljiv na povr§ini mozga. Sastoji se
od tri funkcionalne jedinice: kaudalno smjestene vestibulolateralne regije, neparnog tijela
malog mozga, te valvule malog mozga koja se podvlaci ispod optickog tektuma u ventrikul
srednjeg mozga. Kaudalna regija primarno je mjesto projekcije oktavolateralnog osjetilnog
sustava (Nieuwenhuys 1967), a sastoji se od kaudalnog reznja (lobus caudalis- lccb) i
granularnog ispupCenja (eminentia granularis) koja se nastavlja u cerebelarnu kristu ili
greben (crista cerebellaris), koju ¢ini sloj paralelnih vlakana koja prekrivaju regiju bo¢ne
linije. Crista cerebelli prima projekcije iz vestibularnog aparata te se smatra najprimitivnijim
dijelom malog mozga (Finger, 1983). Kaudalni rezanj razlikuje se od kaudalnog dijela
korpusa raspodjelom Purkinjeovih stanica, koje su slobodno rasprSene u molekularnom sloju,
a ne u monosloju izmedu molekularnog i granularnog sloja. Valvula malog mozga je rostralno
ispupCenje cerebeluma u ventrikul srednjeg mozga, tj. trecu mozdanu komoru (ventriculus
tertius) i tipicna je samo za podrazred zrakoperki (Nieuwenhuys, 1967). Izgradena je od tri
sloja, vanjskog granularnog (stratum granulare— grl), srednjeg sloja ganglijskih stanica
(stratum ganglionare— ggl) i unutarnjeg molekularnog sloja (stratum moleculare— mol). Kod
0. Sarana valvula je plosnatog oblika s prepoznatljivim medijalnim i lateralnim dijelom, dok je
kod d. pastrve uvojita i predstavlja medijalnu valvulu.

Tijelo malog mozga (corpus cerebelli) riba sastoji se od tri sloja: vanjski molekularni,
srednji sloj ganglijskih stanica i duboki granularni. Ganglijski sloj se smatra slojem
Purkinjeovih stanica koje imaju sagitalno orijentirane trnovite dendrite do molekularnog sloja.
Granularni neuroni pruzaju paralelna vlakna u molekularni sloj, a zavrSavaju na trnovitim
dendritima Purkinjeovih stanica. Ovakav raspored slojeva je isti za valvulu i corpus, no u
veéem dijelu valvule dolazi do promjene organizacije Purkinjeovih i granularnih neurona.

Granularni neuroni nisu smjesteni ispod sloja Purkinjeovih neurona ve¢ se nalaze lateralno u
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odnosu na molekularni sloj te Salju paralelna vlakna koja onda nemaju tzv. T-grananje (Meek
1992).

Mali mozak d. pastrve u sve tri strukture pozitivan je na GDl1a, GD1b i GT1b, te
A2B5-epitop uz napomenu da se GDla gangliozid javlja tek u lipnju $to je vidljivo na
slikama 12., 27., 28. i 29.

Pozitivnu reakciju na GDla gangliozid u lipnju nalazimo u molekularnom i
granularnom sloju corpus cerebelli d. pastrve, dok se u molekularnom sloju alkalijskim
tretmanom gubi pozitivna reakcija (SI. 29.). Gangliozid GD1b ima jacu ekspresiju u
cerebelarnoj valvuli (valvula cerebelli) ljeti kada je vidljiv i manji udio alkalijski podloznih
modifikacija gangliozida te dosta jaca reakcija u ganglijskom sloju (SI. 30.). Opcenito se
alkalijskim tretmanom gubi najveci dio reaktivnosti na protutijelo anti-GD1b.

Vidljivo je povecanje ekspresije gangliozida GD1b ljeti u granularnom sloju i sloju
Purkinjeovih stanica, a smanjenje u molekularnom sloju kaudalnog reznja (lobus caudalis).
Tijekom sije¢nja jasno je vidljiva manja reaktivnost nakon alkalijskog tretmana u
molekularnom sloju (SI. 31.).

U cerebelarnoj kristi ljeti vidljivo je smanjenje ekspresije gangliozida GD1b (SI. 33.),
a pojava ekspresije GD1a (SI. 32.). Tijekom sije¢nja jasno je vidljiva manja reaktivnost nakon
alkalijskog tretmana.

U sve tri strukture dominira gangliozid GT1b, a u valvuli i corpusu cerebelli jaca
ekspresija prisutna je u molekularnom sloju.

U mozgu Sarana dinamika promjena je neSto drugacija. Smanjenje ekspresije
gangliozida GD1a u corpus cerebelli mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) ljeti vidljivo je
na slikama 13., 34. i 35. Gangliozid GD1a je zastupljeniji u molekularnom sloju korpusa
malog mozga (corpus cerebelli), dok je gangliozid GD1b eksprimiran u granularnom sloju,
kao i u cristi cerebelli. GT1b je smjeSten u neuropilu te je vidljivo smanjenje ekspresije ljeti
(SI. 36.). Ekspresija A2B5-epitopa u corpus cerebelli smanjuje se ljeti Sto je vidljivo na slici
37.

Moze se uociti ekspresija GD1b gangliozida unutar granularnog sloja medijalne i
lateralne valvule (rezultati nisu prikazani). Granularni sloj lateralne valvule formira plocu s
grebenima paralelnih vlakana 1 okomito orijentiranim Purkinjeovim stanicama pruzZajuéi tako
jednostran smjestaj granuliranim stanicama, dok su Purkinjeove stanice rasprSene unutar
molekularnog sloja. Gangliozid GT1b u lateralnoj valvuli ima jacu ekspresiju zimi (Slika 38.),

a nakon tretmana rezova parama amonijaka gubi se reaktivnost.
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Na straznjem mozgu o. Sarana uocavaju se facijalni (lob VII-lobus facialis),
glosofaringealni (lob IX-lobus glossopharyngei) i vagalni rezanj (lob X-lobus vagus) zaduzeni
za interpretaciju okusa. Sve tri strukture pozitivne su na gangliozide GD1a (slabija ekspresija
u zimskim mjesecima), GT1b i A2B5-epitop (jaca ekspresija), uz pojavu gangliozida GD1b u
ljetnim mjesecima (SI. 39.). Vidljivo je smanjenje ekspresije gangliozida GT1b u vagalnom

reznju porastom temperature vode u toplijim mjesecima (SI. 40.).
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Slika 27. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga duZifaste pastrve (Oncorhynchus
mykiss) tijekom odabranih mjeseci, regija isthmus i rostralni cerebellum.
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Slika 28. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga duZifaste pastrve (Oncorhynchus
mykiss) tijekom odabranih mjeseci, regija rhombencephalon.

57



GDl1a D. pastrva sije¢anj D. pastrva travanj D. pastrva lipanj

D. pastrva lipanj sagitalno GD1a

ALKALIJSKI
TRETIRANI

Slika 29. Ekspresija gangliozida GD1a prikazana na sagitalnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina
corpus cerrebelli pod povecanjem 200%.
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Slika 30. Ekspresija gangliozida GD1b prikazana na koronarnim rezovima mozga duzi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina

valvula cerebelli pod pove¢anjem 200x.
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Slika 31. Ekspresija gangliozida GD1b prikazana na koronarnim rezovima mozga duzi¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina
lobus caudalis cerrebelli pod poveéanjem 200x.
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Slika 32. Ekspresija gangliozida GD1b prikazana na sagitalnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina

crista cerrebelli pod poveéanjem 50x.
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Slika 33. Ekspresija gangliozida GD1b prikazana na sagitalnim rezovima mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) tijekom odabranih mjeseci, razina

crista cerrebelli pod poveéanjem 50x.
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Slika 34. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)
tijekom odabranih mjeseci, regija cerebellum.
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Slika 35. Ekspresija gangliozida GD1a prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, regija corpus

cerebelli pod povec¢anjem 200x.
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Slika 36. Ekspresija gangliozida GT1b prikazana na sagitalnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, regija corpus

cerebelli pod poveéanjem 200x.
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Slika 37. Ekspresija A2B5-epitopa prikazana na sagitalnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, regija corpus
cerebelli pod poveéanjem 200x.
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Slika 38. Ekspresija gangliozida GT1b prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, regija

lateralna valvula cerebelli pod povecanjem 200x.
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Slika 39. Ekspresija gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b i A2B5-epitopa prikazana na koronarnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio)

tijekom odabranih mjeseci, razina rostralni rhombencephalon s prikazom struktura lobus vagus (lob X), lobus glossopharyngeus (lob 1X) i lobus facialis (lob

V).
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Slika 40. Ekspresija GT1b gangliozida prikazana na sagitalnim rezovima mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) tijekom odabranih mjeseci, regija lob X-

lobus vagus pod poveéanjem 100x.
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4.2. Promjene koncentracije gangliozida u mozgu duzic¢aste pastrve (Oncorhynchus mykiss)

i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) od sije¢nja do lipnja

Nakon ekstrakcije gangliozida, koncentracija ekstrahiranih gangliozida odredena je
pomocu kvantitativne kolorimetrijske Svennerholmove metode za odredivanje koncentracije
ukupne sijalinske kiseline vezane na gangliozide (Svennerholm 1957), sto je prikazano u Tablici
1. Gangliozidi su ekstrahirani iz uzoraka mozgova duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i

obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) od sije¢nja do lipnja.

Tablica 1. Koncentracija ukupne sijalinske kiseline vezane na gangliozide odredena pomoc¢u

kvantitativne kolorimetrijske Svennerholmove metode (N=10).

UZORAK m(ngSA/g tkiva) UZORAK m(pgSA/g tkiva)
D. pastrva sijecanj 197 O. saran sijecanj 221
D. pastrva veljaca 199 O. saran veljaca 216
D. pastrva ozujak 196 O. Saran ozujak 213
D. pastrva travanj 189 O. saran travanj 219
D. pastrva svibanj 198 O. saran svibanj 211
D. pastrva lipanj 195 O. Saran lipanj 219
Sr.VI. 195,7 Sr.VIr. 216,5
stdev 3,56 sdev 3,88
median 196,5 median 217,5
CVI % 1,82 CVI % 1,79

Kod obje vrste riba nisu pronadene promjene u sadrzaju ukupne sijalinske kiseline
vezane na gangliozide tijekom svih Sest mjeseci. Mozak d. pastrve sadrzavao je 195,7+3,56
ugSA/g tkiva, a mozak o. Sarana 216,5+3,88 ugSA/g tkiva. Moze se uociti veci sadrzaj ukupne
sijalinske kiseline vezane na gangliozide u mozgu o. Sarana u odnosu na mozak d. pastrve za

9,62%, Sto je prema rezultatima t-testa znacajna razlika (P= 0,00044).

70



4.3. Promjene sastava gangliozida u mozgu duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i

obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) od sije¢nja do lipnja

Nakon odredivanja koncentracije ukupne sijalinske kiseline vezane na gangliozide
ekstrakti su razdvojeni tankoslojnom kromatografijom sto je prikazano na Slikama 41., odnosno
42. Gangliozidi su izolirani iz uzoraka uzorkovanih u Sest odabranih mjeseci: od sijecnja do
lipnja, a na plocicu je nanesen i standard koji je sadrzavao Cetiri kompleksna gangliozida GM1,
GDla, GD1b i GT1lb u koli¢ini od 0,25 nmol sijalinske kiseline. Udio pojedinih izoliranih
gangliozida semikvantitativno je odreden uz pomo¢ racunalnog programa Imagel, a rezultati su
izrazeni u postocima u odnosu na ukupnu koli¢inu gangliozida u uzorku, detektiranih
tankoslojnom kromatografijom i prikazani na Sl. 43., odnosno SlI. 44.

Tankoslojnom kromatografijom utvrdena je frakcija GM1 gangliozida kod d. pastrve
u tragovima (1,64%), dok kod o. Sarana nije detektirana u svih Sest promatranih mjeseci.
Gangliozid GD1a detektiran je u svim odabranim mjesecima kod obje ribe, s tim da je kod d.
pastrve zastupljen manjim udjelom (3,58%) nego kod 0. $arana (18,16%). D. pastrva ima veci
sadrzaj gangliozida GD1b (5,38%) u odnosu na 0. Sarana (2,1%). Gangliozid GT1b ¢ini 29,7%
kod sarana, a 7,8% kod d. pastrve. Polisijalilirane forme gangliozida vrlo su zastupljene kod obje
vrste riba te ¢ine 35,54% (d. pastrva) i 33,62% (o. Saran) od ukupnih gangliozida. Obje vrste u
velikoj koli¢ini eksprimiraju gangliozid GM3 (d. pastrva 44,3%, o. Saran 21,20%). Kod obje vrste
utvrdeni su i ostali gangliozidi GM4, GD3 i GD2 te neidentificirani gangliozidi X. Ostalih
gangliozda d. pastrva posjeduje 21,9%, a o. Saran 16,34% u odnosu na sve izolirane gangliozide
detektirane na plocici.

Na slici 43. mogu se uociti promjene sastava gangliozida kod d. pastrve tijekom
odabranih mjeseci. Promjena sadrzaja monosijalogangliozida GM3 moze se uociti kao porast ljeti
(48,69%) u odnosu na zimu (41,37%). Gangliozid GM1 pronaden je u tragovima, ali je vidljiv
porast ljeti (2,24%) u odnosu na zimu (1,08%). Gangliozidi GD1a i GD1b ne mijenjaju znatno
sadrzaj tijekom mjeseci te su u rasponu od 3,34 do 3,92% (GD1la), odnosno 3,83 do 5,94%
(GD1b). Gangliozid GT1b se u ve¢im koli¢inama nalazi zimi (8,94%) nego ljeti (6,56%). Ostali
gangliozidi ne pokazuju znatnije promjene tijekom odabranih mjeseci.
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Slika 41. Tankoslojna kromatografija gangliozida izoliranih iz mozgova duZiaste pastrve (Oncorhynchus

mykiss). S) standard; 1) sijecanj; 2) veljaca; 3) ozujak; 4) travanj; 5) svibanj; 6) lipanj.

Slika 42. Tankoslojna kromatografija gangliozida izoliranih iz mozgova obi¢nog Sarana (Cyprinus

carpio). S) standard; 1) sijecanj; 2) veljaca; 3) ozujak; 4) travanj; 5) svibanj; 6) lipan;.
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Slika 43. Graficki prikaz zastupljenosti pojedinih gangliozida u mozgu duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss). 1) sijecanj; 2) veljaca; 3) ozujak; 4) travanj;

5) svibanj; 6) lipanj.
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Na slici 44. mogu se uociti promjene sastava gangliozida kod o. Sarana tijekom
odabranih mjeseci. Promjena sadrzaja monosijalogangliozida GM3 moze se uociti kao rast ljeti
(26,24%) u odnosu na zimu (17,46%). Gangliozid GMI1 nije pronaden. Gangliozid GD1a, GD1b
1 GT1b ne mijenjaju znatno sadrzaj tijekom mjeseci te su u rasponu od 17,02 do 18,9% (GD1a),
1,38 do 2,25% (GD1b) i 28,2 do 30,5% (GT1b). Polisijalilirane forme gangliozida pokazuju
znatnije promjene tijekom odabranih mjeseci. Gangliozid GQ1b utvrden je u veé¢im koli¢inama
zimi (10,46%) nego ljeti (7,42%), kao i GP1 koji se zimi nalazi u 5% ukupnih gangliozida, dok
ga ljeti nalazimo u 2,87%. Ostali gangliozidi takoder pokazuju smanjenje sadrzaja ljeti u odnosu

na zimu.
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Slika 44. Graficki prikaz zastupljenosti pojedinih gangliozida u mozgu obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio). 1) sijecanj; 2) veljaca; 3) ozujak; 4) travanj; 5)

svibanj; 6) lipan;j.
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4.4. Udio gangliozida podloznih alkalijskoj razgradnji u mozgu duZiaste pastrve

(Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog $arana (Cyprinus carpio)

Radi utvrdivanja udjela alkalijski labilnih gangliozida u odnosu na alkalijski stabilne,
uradene su dvodimenzionalne tankoslojne kromatografije gangliozida izoliranih iz zimskih i
ljetnih uzoraka mozgova duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus
carpio) prikazane na slikama 45. i 46., odnosno 47. i 48. U svakoj dimenziji na plocicu je
nanesen i standard koji je sadrzavao Cetiri kompleksna gangliozida GM1, GDla, GD1b i GT1b u
koli¢ini od 0,25 nmol sijalinske kiseline. Udio pojedinih alkalijski labilnih gangliozida semi-
kvantitativno je odreden uz pomo¢ racunalnog programa Imagel, a rezultati su izrazeni u
postocima u odnosu na ukupnu koli¢inu gangliozida u uzorku detektiranog dvodimenzionalnom
tankoslojnom kromatografijom.

Alkalijski labilni gangliozidi mogu se uociti izvan dijagonale koju formiraju alkalijski
stabilni gangliozidi, jer nakon tretmana amonijakom alkalijski labilni prelaze u derivate
gangliozida koji imaju razli¢itu brzinu kretanja kromatografskom plocicom od nativnih
gangliozida.

Kod d. pastrve u sijecnju (SI. 45.) utvrdene su vece koli¢ine alkalijski labilnih
gangliozida (40,56%), dok su u lipnju (SI. 46.) utvrdeni u manjem udjelu (33,14%).

Kod o. Sarana u sijecnju (SI. 47.) utvrdene su koli¢ine alkalijski labilnih gangliozida

(30,86%), sto je priblizno jednako onima u lipnju kada iznose 30,88% (SI. 48.).
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Slika 45. Dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija gangliozida ekstrahiranih iz mozga duzicaste

pastrve (Oncorhynchus mykiss) uzorkovanog u sije¢nju. 1) smjer prve dimenzije; 2) smjer druge dimenzije

—

Slika 46. Dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija gangliozida ekstrahiranih iz mozga duZicaste
pastrve (Oncorhynchus mykiss) uzorkovanog u lipnju. 1) smjer prve dimenzije; 2) smjer druge dimenzije.
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Slika 47. Dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija gangliozida ekstrahiranih iz mozga obi¢nog

Sarana (Cyprinus carpio) uzorkovanog u sijeénju. 1) smjer prve dimenzije; 2) smjer druge dimenzije.
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Slika 48. Dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija gangliozida ekstrahiranih iz mozga obi¢nog

Sarana (Cyprinus carpio) uzorkovanog u lipnju. 1) smjer prve dimenzije; 2) smjer druge dimenzije.
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4.5. Imunospecificnost protutijela na gangliozide mozga duZic¢aste pastrve (Oncorhynchus

mykiss) i obi¢nog $arana (Cyprinus carpio)

Imunoprepoznavanje na ploCama za tankoslojnu kromatografiju uradeno je u svrhu
dokazivanja specifi¢nosti vezanja protutijela koriStenih za imunohistokemiju za pojedine
strukture gangliozida izoliranih iz zimskih i ljetnih uzoraka mozgova duziCaste pastrve
(Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio). Na svakoj polovici plocice nanesen
je standard koji je sadrzavao Cetiri kompleksna gangliozida GM1, GD1a, GD1b i GT1b u koli¢ini
od 0,25 nmol sijalinske kiseline i gangliozidi izolirani iz sije¢anjskih, travanjskih i lipanjskih
uzoraka mozgova duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio).
Za detekciju gangliozida, jedna polovica plo¢e poprskana je Svennerholmovim reagensom kako
je ve¢ opisano, a druga je koriStena za imunoprepoznavanje. Sadrzaj gangliozida
semikvantitativno je odreden uz pomo¢ racunalnog programa Imagel, a rezultati su izraZeni u
razlikama u odnosu na koli¢inu gangliozida u uzorcima iz sijecnja koji predstavljaju referentne
vrijednosti (100%) kao §to je prikazano na SI. 59. 1 60.

Unato¢ tome S§to paralelno razvijenom tankoslojnom kromatografijom nije utvrden
gangliozid GM1 kod obje ribe (SI. 49A. i 50A.), imunoprepoznavanjem se moze uociti pozitivna
reakcija protutijela GM1 u tragovima kod d. pastrve (Sl. 49B.), a jos slabija kod o. Sarana (SI.
50B.). Na slici 49B. vidljivo je blago povecanje imunoreaktivnosti GM1 u lipnju (~1,24x) u
odnosu na sijecan;.

Detekcija gangliozida GD1a pokazala je znatnije promjene kod obje ribe. Tijekom lipnja
kod d. pastrve utvrdena je ja¢a imunoreaktivnost (~6x) u odnosu na sijecanj (S1. 51B.). Tijekom
lipnja kod o. Sarana utvrdena je umanjena imunoreaktivnost (~1,2x) u odnosu na sijecanj (SI.
52B.).

Detekcija gangliozida GD1b takoder pokazuje znatnije promjene kod obje ribe. Tijekom
lipnja kod d. pastrve utvrdena je manja imunoreaktivnost (~9%) u odnosu na sijecanj (Sl. 53B.).
Tijekom lipnja kod o. Sarana utvrdena je manja imunoreaktivnost (~1,5%) u odnosu na sijecanj
(SI. 54B.). Pri imunoprepoznavanju gangliozida GD1b prisutno je i GD1b-povezano bojanje
vrpce standarda u visini izmedu GD1a i GM1 u iznosu od 10%.

Detekcija GT1b i A2B5- epitopa nisu vidljive znatnije promjene kod obje ribe. Vidljivo je
da o. $aran ima jacu imunoreaktivnost od d. pastrve kod obje reakcije imunoprepoznavanja (SI.

55. 1 56., odnosno 57. i 58.).
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Slika 49. Imunoprepoznavanje gangliozida GM1 na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss). A) vizualizirani rezorcinol/HCI
reagensom; B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GM1; S) standard; 1) sije¢anj; 2) travanj; 3) lipanj.
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Slika 50. Imunoprepoznavanje gangliozida GM1 na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio). A) vizualizirani rezorcinol/HCI reagensom;

B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GM1; S) standard; 1) sijeGanj; 2) travanj; 3) lipanj.
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Slika 51. Imunoprepoznavanje gangliozida GD1a na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida

izoliranih iz mozgova duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss). A) vizualizirani rezorcinol/HCI
reagensom; B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GD1a; S) standard; 1) sijecanj; 2) travanj; 3) lipan;.
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Slika 52. Imunoprepoznavanje gangliozida GD1a na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio). A) vizualizirani rezorcinol/HCI reagensom;

B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GD1a; S) standard; 1) sijeGanj; 2) travanj; 3) lipanj.
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Slika 53. Imunoprepoznavanje gangliozida GD1b na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss). A) vizualizirani rezorcinol/HCI

reagensom; B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GD1b; S) standard; 1) sijeCan;j; 2) travanj; 3) lipan;.
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Slika 54. Imunoprepoznavanje gangliozida GD1b na plocama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio). A) vizualizirani rezorcinol/HCI reagensom;

B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GD1b; S) standard; 1) sije¢anj; 2) travanj; 3) lipanj.
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Slika 55. Imunoprepoznavanje gangliozida GT1b na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss). A) vizualizirani rezorcinol/HCI

reagensom; B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GT 1b; S) standard; 1) sijecanj; 2) travanj; 3) lipan;.
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Slika 56. Imunoprepoznavanje gangliozida GT1b na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova obic¢nog Sarana (Cyprinus carpio). A) vizualizirani rezorcinol/HCI reagensom;

B) imunoprepoznavanje protutijelom anti-GT1b; S) standard; 1) sijecanj; 2) travanj; 3) lipanj.
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Slika 57. Imunoprepoznavanje A2B5-epitopa na plocama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova duziCaste pastrve (Oncorhynchus mykiss). A) vizualizirani rezorcinol/HCI

reagensom; B) imunoprepoznavanje protutijelom A2B5; S) standard; 1) sijecanj; 2) travanj; 3) lipanj.

Slika 58. Imunoprepoznavanje A2B5-epitopa na plocama za tankoslojnu kromatografiju gangliozida
izoliranih iz mozgova obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio). A) vizualizirani rezorcinol/HCI reagensom;
B) imunoprepoznavanje protutijelom A2B5; S) standard; 1) sijecanj; 2) travanj; 3) lipanj.
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Slika 59. Grafi¢ki prikaz razlika pojedinih gangliozida izoliranih iz mozgova duzicaste pastrve
(Oncorhynchus mykiss) dobivenih imuno-prepoznavanjem. Referentne vrijednosti predstavljaju
uzorke iz sijenja, dok su dane razlike uzoraka iz travnja i lipnja. 1) sijecanj; 4) travanj; 6) lipanj.
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Slika 60. Graficki prikaz razlika pojedinih gangliozida izoliranih iz mozgova obi¢nog Sarana
(Cyprinus carpio) dobivenih imuno-prepoznavanjem. Referentne vrijednosti predstavljaju uzorke iz
sijecnja, dok su dane razlike uzoraka iz travnja i lipnja. 1) sijeCanj; 4) travanj; 6) lipanj.
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5. RASPRAVA

Prema dobivenim rezultatima u ovom radu prikazane su promjene sadrzaja, sastava i
distribucije kompleksnih gangliozida te udjela modifikacija gangliozida podloznih alkalijskoj
razgradnji po regijama mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana
(Cyprinus carpio) kako medusobno tako i tijekom sezonskih temperaturnih prilagodbi tijekom
odabranih mjeseci. Mjeseci su odabrani na nacin da obuhvate klju¢ne temperaturne ekstreme
(sijecanj i lipanj) te promjene u rezimu aktivnosti (travanj). Naime, za razliku od d. pastrve
koja ne podlijeze velikim promjenama temperature, hranidbe ni aktivnosti, 0. Saran nakon
prezimljavanja bez hrane dozivljava preokret u temperaturnom i hranidbenom rezimu. O.
Sarani su u ovom istrazivanju poceli s hranidbom u travnju, nakon tzv. ,budenja* ribnjaka
(osobno priopéenje J. Radakovi¢, Ribnjak Grudnjak, Zdenci, Orahovica) izazvanog
mijeSanjem vode nakon otapanja leda te postizanjem temperature vode vise od 12 °C.

Kod obje vrste riba pomocu kvantitativne kolorimetrijske Svennerholmove metode
nisu pronadene promjene u sadrzaju ukupne sijalinske kiseline vezane na gangliozide, a
mozak o. Sarana sadrzavao je 10% viSe ukupne sijalinske kis. od mozga d. pastrve.

Medutim,  tankoslojnom kromatografijom  ustanovljeno  je  smanjenje
monosijalogangliozida kod obje vrste, malo povecanje di- i trisijalogangliozida kod duzi¢aste
pastrve, a povecanje udjela polisijalogangliozida kod obi¢nog Sarana pri niskim
temperaturama.

Zimi se kod d. pastrve moze uociti smanjeni sadrzaj monosijalogangliozida GM3.
Gangliozid GM1 pronaden je u tragovima, ali je vidljiva manja koli¢ina zimi u odnosu na
ljeto. Gangliozidi GDla 1 GDIb ne mijenjaju znatno sadrzaj tijekom mjeseci. Gangliozid
GT1b se u neznatno ve¢im koli¢inama nalazi zimi, dok ostali gangliozidi ne pokazuju znatnije
promjene tijekom odabranih mjeseci. Ekstrakti gangliozida d. pastrve imaju frakcije koje
migriraju paralelno s GD1a sisavaca u svim promatranim mjesecima, no gangliozid GDla
nije utvrden sve do lipnja imunohistokemijskim bojanjem s odgovaraju¢im i provjerenim
antitijelima, vjerojatno zbog razlicitih promjena u ceramidnom sidru (Tagawa i sur. 2002)
tijekom zime ili zbog promjene aktivnosti sijaliltransferaze GD1a-sintaze (Freischiitz i sur.
2008).

Zimi se kod o. Sarana moze uoCiti smanjeni sadrzaj monosijalogangliozida GM3,

gangliozid GMI1 nije pronaden, dok gangliozidi GDla, GD1b 1 GT1b ne mijenjaju znatno
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sadrzaj tijekom odabranih mjeseci. Polisijalilirane forme gangliozida prikazuju znatnije
promjene: GQI1b utvrden je u veé¢im koli¢inama zimi, kao i GP1. Ostali gangliozidi takoder
pokazuju smanjenje sadrzaja ljeti u odnosu na zimu.

Dvodimenzionalnom tankoslojnom kromatografijom kod d. pastrve zimi utvrdene su
vece koli¢ine modifikacija gangliozida podloznih alkalijskoj razgradnji (40,56%), dok su ljeti
utvrdeni u manjem udjelu (33,14%). Kod o. Sarana utvrdene su priblizno podjednake koli¢ine
modifikacija gangliozida podloznih alkalijskoj razgradnji zimi (30,86%) 1 ljeti (30,88%).

Imunotankoslojnom kromatografijom potvrdeni su prethodni rezultati naSeg
istrazivanja te je provjerena imunospecificnost koriStenih protutijela. Unato¢ tome S$to
paralelno razvijenim tankoslojnim kromatografijama nije utvrden gangliozid GM1 kod obje
ribe, imunoprepoznavanjem se uocila pozitivna reakcija protutijela GM1, ali u tragovima kod
d. pastrve, a jos slabija kod o. Sarana. Razlog tome je vjerojatno nedovoljna koli¢ina GM1 za
detekciju Svennerholmovim reagensom te veca izloZenost epitopa prepoznavanju protutijelom
zbog hidrofobnog plasti¢nog premaza za koji se smatra da reorijentira glikolipide tako da je
njihov polarni glikan okrenut od sloja sorbensa, a prema otapalu, gdje je ucinkovitije
komplementarno vezanje (Karlsson i Stromberg 1987).

Imunodetekcijom gangliozida GDla mogu se uociti znatnije promjene kod obje ribe
tijekom aklimatizacije, ali i medusobno. Kod d. pastrve utvrdena je manja imunoreaktivnost
zimi, a kod o. Sarana jaca.

Imunodetekcijom gangliozida GD1b takoder su vidljive znatnije promjene kod obje
ribe. Zimi je kod d. pastrve utvrdena ja¢a imunoreaktivnost, kao i kod o. Sarana, ali ne tolikim
intenzitetom.

Kod detekcije GT1b i A2B5-reaktivnih gangliozida nisu vidljive znatnije promjene
kod obje ribe. Vidljivo je da o. Saran ima ja¢u imunoreaktivnost od d. pastrve kod obje
reakcije imunoprepoznavanja.

Sva koriStena visokospecificna monoklonska protutijela na kompleksne gangliozide
imala su pozitivnu reakciju na rezovima mozgova, osim protutijela na GM1 gangliozid.
Imunohistokemijskom lokalizacijom gangliozida u mozgu d. pastrve i o. Sarana nije utvrden
gangliozid GML1 niti u jednom od odabranih mjeseci, za Sto je moguce objasnjenje kripticni
poloZaj epitopa u tkivu. Naime, kriptotop ili kripti¢ni epitop je antigensko mjesto ili epitop
skriven u polimernim proteinima jer je prisutan na povrsini podjedinica koje su postale
zaklonjene. Kriptotopi postaju antigenski aktivni tek nakon disocijacije proteinskih agregata

(Van Regenmortel 2008) ili upotrebom raznih deterdzenata (Heffer-Lauc i sur. 2007).
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Ekspresija gangliozida tkivno je i razvojno specificna. GD1a i GT1b gangliozidi su
izvrsni ligandi glikoproteina pridruzenoga mijelinu, MAG (engl. myelin associated
glycoprotein) koji je sastavni dio mijelinskih ovojnica, poznat kao inhibitor regeneracije u
srediSnjem zivéanom sustavu (Yang i sur. 1996; Collins i sur. 1997) pa ¢e se rezultati
ekspresije tih gangliozida skupno tumaciti. Osim toga, GD1a je marker sinaptogeneze, a
GT1b je tipiCan za sve zrele neurone.

Imunohistokemijskom lokalizacijom gangliozida u mozgu d. pastrve zimi utvrdena je
slijedeca distribucija gangliozida po pojedinim regijama mozga.

Na protutijelo GD1a nije prisutna pozitivna reakcija u niti jednoj regiji mozga, dok je
prisutna jaka ekspresija gangliozida GT1b u krajnjem mozgu, optickom tektumu i to najjaca u
7. sloju (paralelna vlakna iz torus longitudinalisa), zatim molekularnom sloju korpusa
cerebeluma, granularnom sloju cerebelarne valvule te molekularnom sloju kaudalnog reznja i
paralelnim vlaknima cerebelarne kriste. Zanimljivo je kako su sve ovo nemijelinizirana
vlakna te da se GT1b pojavljuje na nemijeliniziranim vlaknima i u mozgu visih kraljeznjaka
npr. misa i Stakora ( npr. na paralelnim vlaknima cerebeluma).

Gangliozid GD1b pokazuje slabu ekspresiju u krajnjem mozgu, dok je prisutna jaka
ekspresija u optickom tektumu i to u 1., odnosno najdubljem sloju zaduzenom za motoriku,
odnosno pokrete o¢iju, dok manju zastupljenost pokazuje u treCem (smjeStena mijelinizirana
vlakna) i 6. sloju dok ga u 7. sloju nema. Umjerena ekspresija prisutna je u molekularnom
sloju korpusa cerebeluma, granularnom sloju cerebelarne valvule te jaka ekspresija u
molekularnom sloju kaudalnog reznja 1 paralelnim vlaknima cerebelarne kriste.

A2B5-epitop pokazuje umjerenu difuznu reakciju u krajnjem mozgu, optickom
tektumu i to u 1. i 7. sloju, zatim molekularnom sloju korpusa cerebeluma. Jaka ekspresija
prisutna je u granularnom sloju cerebelarne valvule te molekularnom sloju kaudalnog rezZnja,
dok je u paralelnim vlaknima cerebelarne kriste prisutna umjerena ekspresija.

Imunohistokemijskom lokalizacijom gangliozida u mozgu o. Sarana zimi utvrdena je
slijedeca distribucija gangliozida po pojedinim regijama mozga.

Gangliozid GD1a pokazuje umjerenu difuznu reakciju u krajnjem mozgu, dok jaku
ekspresiju pokazuje GT1b. Prisutna je umjerena reakcija na GD1a u optickom tektumu i to u
4., 5.1 7. sloju, a odsutna u 1. i 3. sloju, dok GT1b pokazuje umjerenu reakciju u 2. sloju.
GD1a pokazuje jaku ekspresiju u molekularnom sloju korpusa cerebeluma za razliku od
GT1b koji jaku ekspresiju pokazuje u granularnom sloju. Zatim, umjerenu ekspresiju GDla
nalazimo u molekularnom sloju cerebelarne lateralne valvule, dok jaku ekspresiju GT1lb u

svim njenim slojevima. Naposljetku, prisutna je slaba ekspresija GD1a, a jaka ekspresija
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GT1b u vagalnom reznju. lako se ova dva gangliozida pojavljuju zajedno na veéini struktura,
razlikuju se ja¢inom ekspresije $to nas navodi na zakljuc¢ak kako imaju nesto drugaciju ulogu
u ovim regijama.

Gangliozid GD1b pokazuje slabu ekspresiju u krajnjem mozgu, dok je prisutna
umjerena ekspresija u 1. sloju optickog tektuma, a slabu u 5. 1 6. sloju, dok gau 2., 3., 4.1 7.
sloju nema. Jaka ekspresija prisutna je u granularnom sloju korpusa cerebeluma i cerebelarne
lateralne valvule te slaba ekspresija u vagalnom reznju.

A2B5-epitop pokazuje umjerenu difuznu reakciju u krajnjem mozgu, jaku u 1. sloju
optickog tektuma, zatim granularnom sloju korpusa cerebeluma i cerebelarne lateralne valvule
te jaka ekspresija u vagalnom reznju.

Imunohistokemijskom lokalizacijom gangliozida u mozgu d. pastrve ljeti utvrdene su
slijedece promjene distribucije gangliozida po pojedinim regijama mozga.

Ljeti se javlja pozitivna reakcija na GD1la gangliozid. Prisutna je slaba reakcija u
krajnjem mozgu i donjem reznju hipotalamusa, dok je prisutna jaka ekspresija u 1. sloju
opti¢kog tektuma. Umjerena ekspresija prisutna je u granularnom sloju korpusa cerebeluma,
te granularnom i molekularnom sloju cerebelarne valvule, dok je odsutna u ganglijskom sloju.
Identi¢na distribucija ovog gangliozida tipi¢na je za cerebelum visih vertebrata. Umjerena
ekspresija prisutna je i u molekularnom i granularnom sloju kaudalnog reznja te paralelnim
vlaknima cerebelarne kriste. Ekspresija gangliozida GT1b se smanjuje u krajnjem mozgu,
opti¢kom tektumu s napomenom da za razliku od zime izostaje u 1. i 3. sloju, a javlja se u 6.
sloju gdje nije bio prisutan zimi. U molekularnom i granularnom sloju korpusa cerebeluma i
cerebelarne valvule se smanjuje ekspresija. U paralelnim vlaknima cerebelarne kriste i
granularnom sloju kaudalnog reZnja smanjena je ekspresija, dok u molekularnom sloju
kaudalnog reznja ostaje nepromijenjena.

Gangliozid GDI1b ne pokazuje promjenu ekspresije u krajnjem mozgu i optickom
tektumu. Povecanje ekspresije prisutno je u granularnom sloju korpusa cerebeluma i svim
slojevima cerebelarne valvule. Distribucija u kaudalnom reznju pokazuje zanimljive
promjene. Naime, vidljivo je povecanje u granularnom, a smanjenje u molekularnom sloju,
kao i u paralelnim vlaknima cerebelarne kriste.

A2B5-epitop ne pokazuje znacajniju promjenu ekspresije u niti jednoj promatranoj
regiji mozga.

Imunohistokemijskom lokalizacijom gangliozida u mozgu o. Sarana ljeti utvrdene su

slijedece promjene distribucije gangliozida po pojedinim regijama mozga.
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Gangliozid GDla pokazuje povecanje ekspresije u krajnjem mozgu, dok GTlb
pokazuje smanjenje ekspresije. Prisutno je smanjenje ekspresije GD1a u 4. i 5. sloju opti¢kog
tektuma, gubi se u 6. sloju, dok u 7. sloju pokazuje povecanje ekspresije. GT1b pokazuje
povecanje ekspresije u 3., 4. i 5. sloju, dok se gubi u 1. i 6. sloju. GDla i GT1b pokazuju
smanjenje ekspresije u svim slojevima korpusa cerebeluma uz napomenu da se GD1a gubi u
ganglijskom sloju. U svim slojevima cerebelarne lateralne valvule nalazimo pojacanu
ekspresiju GDla, a smanjenu ekspresiju GT1b. U vagalnom reznju GDla ne pokazuje
znacCajnije promjene, dok GT1b pokazuje smanjenje ekspresije.

Gangliozid GD1b pokazuje povecanje ekspresije u krajnjem mozgu, dok u slojevima
optickog tektuma ne pokazuje promjene. U molekularnom sloju korpusa cerebeluma gubi se
pozitivna reakcija, dok u ganglijskom i granularnom sloju ne pokazuje promjene. U svim
slojevima cerebelarne lateralne valvule pokazuje smanjenje ekspresije, dok u vagalnom reznju
promjene nisu uocene.

A2B5-epitop ne pokazuje znacajnije promjene ekspresije u krajnjem mozgu. Prisutno
je smanjenje u 1. 1 7. sloju opti¢kog tektuma, dok se u 2. sloju ekspresija gubi. U ganglijskom
i granularnom sloju korpusa cerebeluma i cerebelarne lateralne valvule uoéeno je smanjenje
ekspresije, kao i u vagalnom reznju.

Promjene distribucije gangliozida u pojedinim regijama mozga duziCaste pastrve i
obi¢nog Sarana tijekom sezonske prilagodbe na poviSenje temperature vode razlikuju se
prema tkivu i vrsti. Naime, generalno govorec¢i, krajnji mozak i opticki tektum pokazuju iste
promjene ekspresije gangliozida, dok se kljuéne razlike uo€avaju u razinama straznjeg mozga.
Korpus 1 valvula cerebeluma d. pastrve pokazuju istu promjenu distribucije koja ukljucuje
povecanje ekspresije GD1a i GD1b, a smanjenje GT1b, dok je kod o. Sarana uocena razlicita
promjena distribucije medu ovim strukturama i to suprotna za GDla i GD1b. Naime, u
korpusu cerebeluma prisutno je smanjenje GDla, a povecanje GD1b, dok je u cerebelarnoj
valvuli prisutno poveéanje GD1a, a smanjenje GD1b. U obje strukture smanjuje se ekspresija
GT1b gangliozida ljeti.

Rezultati imunohistokemijske lokalizacije gangliozida nakon alkalijskog tretmana
podudaraju se s rezultatima dvodimenzionalne tankoslojne kromatografije.

Biokemijskom i imunohistokemijskom metodom utvrden je veéi sadrzaj modifikacija
gangliozida podloZnih alkalijskoj razgradnji kod d. pastrve zimi, dok kod o. Sarana nisu
uocene znacajnije promjene. Najuocljivije promjene bojanja kod d. pastrve nakon alkalijskog

tretmana su kod bojanja GT1b gangliozda u krajnjem mozgu.
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Rezultati imunohistokemijske lokalizacije gangliozida podudaraju se s rezultatima
tankoslojne  kromatografije, ~ dvodimenzionalne  tankoslojne  kromatografije i
imunoprepoznavanja na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju.

Imunohistokemijska studija napravljena u ovom radu pokazala je razliku u promjeni
distribucije kompleksnih gangliozida u pojedinim regijama mozga d. pastrve i o. Sarana
tijekom odabranih mjeseci. Razlog razli¢itih promjena distribucije gangliozida u ove dvije
vrste moze biti mnogostruk.

Duzicasta pastrva (Oncorhynchus mykiss) i obi¢ni Saran (Cyprinus carpio) pripadaju
razredu zrakoperki (Actinopterigii), podrazredu novoperki (Neopterygii), nadredu pravih
kostunjaca (Teleostei) (prema ITIS, Integrated Taxonomic Information System, vidi Prilog,

Tablica 1. i 2.). Iako su obje vrste poikilotermne s nizim stupnjem homeostaze (Bogut i sur.
2006), prilagodene su razli¢itim Zivotnim uvjetima. O. $aran je euritermna (gr. eurys—sirok +
therme— toplina; sposoban za rast u sirokom rasponu temperatura), a d. pastrva stenotermna
vrsta (gr. steno—uzak + therme-toplina; sposoban za razvoj samo u vrlo uskom rasponu
temperatura).

D. pastrva zivi u hladnim tekué¢im vodama u najpovoljnijem rasponu od 10-15 °C. Za
pronalazenje hrane najprije koristi vid, iako je osjet njuha dobro razvijen. Nasuprot tome, o.
Saran je vrsta toplih, mirnih i staja¢ih voda u najpovoljnijem rasponu od 20-25 °C.
Bentopelagicka je vrsta, nalazimo ga u blatnim, eutroficnim vodama mekog sedimenta
(Pflieger 1975) gdje se hrani na dnu, zbog ¢ega se za pronalazenje hrane koristi njuhom. O.
Saran zaustavlja kretanje i hranjenje pri niskim temperaturama vode zimi, grupira se u velike
skupine koje formiraju depresije na dnu ribnjaka gdje prezimljavaju bez kretanja ili hranjenja
ispod 4 °C (Heckel i Kner 1858; Michaels 1988), dok je pri 4 °C utvrdeno ograni¢eno
kretanje mjereno radio-telemetrijom (Bauer i Schlott 2004).

Grada 1 specijaliziranost pojedinih regija mozga ovih dviju vrsta riba znatno se
razlikuje. Mozak duzicaste pastrve ne pokazuje posebnu senzoricku ili motoricku
specijalizaciju. Na njemu dominira relativno veliki opti¢ki tectum, funkcionalni dio izvrsnog
vidnog sustava (Nieuwenhuys i sur. 1998). Mozak obi¢nog Sarana specijaliziran je za osjet
kemorecepcije (okusa i mirisa), tectum vidnog sustava podjednako je velik kao i vagalni
rezanj straznjeg mozga koji je u vezi s palatalnim organom — funkcionalnim dijelom sustava
za okus. Kod 0. Sarana je povecan i facijalni rezanj koji obraduje osjet koji dolazi s
kemoreceptornih pupoljaka smjestenih izvan usne Supljine.

Krajnji mozak (telencephalon) kostunjaca sluzi za interpretaciju osjeta njuha koje riba

prima iz njusnih lukovica (bulbus olfactorius) koje se pruzaju rostralno iz bazalnog dijela
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krajnjeg mozga. Njihova veli¢ina ovisi o koriStenju njuha, pa su kod o. Sarana razvijenije
nego u d. pastrve (Bogut i sur. 2006).

Povecanje ekspresije GD1a (kod sisavaca marker neurona i sinaptogeneze) u krajnjem
mozgu o. Sarana s porastom temperature moze se objasniti ¢injenicom da se o. Saran tada
pocinje hraniti, a poznato je da se za pronalazenje hrane koristi osjetom njuha kojeg prima iz
njusnih lukovica do krajnjeg mozga.

Medumozak (diencephalon) je relativno mali dio mozga na ventralnoj strani, smjesten
izmedu mezencefalona i telencefalona koji kod odraslih koStunjata nema oStre granice.
Hipotalamus je najveéi dio te sluzi za integraciju endokrinog i zZiv€anog sustava. Lobus
inferior hypothalami sluzi za integraciju vida i okusa radi traganja za hranom. Prima signale
iz vizualnih centara pretektuma (Wullimann i Meyer 1990) te iz sekundarnih gustatornih
centara (Kanwal i sur. 1988). Medumozak prima signale i iz tegmentuma srednjeg mozga, te
ima povratne veze s telencephalonom (Wullimann i sur. 1991).

Srednji mozak (mesencephalon) zajedno s malim mozgom uskladuje usmjerene
pokrete i ravnotezu tijela te regulira tonus miSica (Bogut i sur. 2006; Meek 1990;
Nieuwenhuys i sur. 1998). Gornji slojevi vidnog korteksa (tectum mesencephali) primaju
vidne signale iz mreznice (retina), torus longitudinalisa i pretektuma, dok donji slojevi
primaju signale koji nisu vidni iz telencephalona, torus semicircularisa i drugih struktura
(Meek 1983).

Obje vrste u optickom tektumu pokazuju vece koli¢ine GD1a, a manje GT1b ljeti, no
mijenja se prisutnost u razli¢itim slojevima. Kod d. pastrve ljeti GT1b dominira u 7., a kod o.
Sarana u 4. 1 5. sloju. Kod d. pastrve ljeti GD1a dominirau 1.1 6., a kod o. Sarana u 7. sloju.

Moguce objasnjenje za ovu pojavu je Cinjenica da je d. pastrva riba koja je cijelo
vrijeme aktivna, viSe puta dnevno se hrani te se za pronalaZenje hrane sluzi vidom pa su
gangliozidi smjeSteni u slojevima za vidno-motoricku integraciju, dok je o. Saran riba
smanjene aktivnosti 1 metabolizma zimi, koja hranu traZi njuhom, pa su gangliozidi smjesteni
u slojevima koji obraduju signale koji nisu u vezi s vidom.

Straznji mozak (rhombencephalon) je vazan za prostornu orijentaciju riba, odrzavanje
polozaja i ravnoteze, te koordiniranih pokreta. U skladu s time, dobro je razvijen u brzih i
ustrajnih pliva¢a (Bogut i sur. 2006). Kaudalna regija malog mozga primarno je mjesto
projekcije oktavolateralnog osjetilnog sustava (Nieuwenhuys 1967). Mali mozak nije kljucan
za motoricke radnje, ve¢ kontrolira jednostavne pokrete malog broja misi¢a, poput integracije
pokreta oCiju i glave s pokretima tijela, §to je vazno za ribe poput d. pastrve koja se za potragu

hrane koristi vidom (Wullimann i Northcutt 1988). No, dokazano je da cerebelarne lezije
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remete samo odredeni set parametara plivanja kod d. pastrve (Roberts i sur. 1992). Valvula
malog mozga sluzi za koordinaciju pokreta tijela (Ito i Yoshimoto 1990).

Zanimljivo je povecanje ekspresije gangliozida GD1b ljeti u granularnom sloju i
Purkinjeovim st., a smanjenje u molekularnom sloju kaudalnog reznja (lobus caudalis) d.
pastrve.

Kod o. sarana vidljiva je ekspresija GD1b gangliozida unutar granularnog sloja
medijalne 1 lateralne valvule. Granularni sloj lateralne valvule formira plocu s grebenima
paralelnih vlakana i okomito orijentiranim Purkinjeovim stanicama pruzajuci tako jednostran
smjestaj granuliranim stanicama, dok su Purkinjeove stanice rasprSene unutar molekularnog
sloja. Gangliozid GT1b u lateralnoj valvuli o. Sarana ima jacu ekspresiju zimi. Razlog tomu
mozda je u ¢injenici da je GT1b tipican za zrele neurone, ukljucen u mijelinizaciju, a Saran
zimi miruje. Mijelinska ovojnica, osim §to ima ulogu zastite Zivéanoga tkiva, omogucuje vrlo
brzo $irenje elektri¢nog impulsa Zivéanim vlaknom. Zivéani impuls se Zivéanim vlaknom s
neostecenom mijelinskom ovojnicom $iri vrlo velikom brzinom, §to omogucuje normalno
funkcioniranje tijekom zimovanja.

O. saran kao riba koja se za trazenje hrane sluzi njuhom i okusom, posjeduje sustav za
obradu okusa smjeSten u straznjem mozgu, a ¢ine ga facijalni (lob VII-lobus facialis,
glosofaringealni (lob 1X-lobus glossopharyngei) i vagalni (lob X-lobus vagus) rezanj
(Nieuwenhuys i sur. 1998) koji odvajaju osjete §to dolaze iz okusnih pupoljaka smjeStenih
izvan usne Supljine (facijalni), unutar usne Supljine (glosofaringealni) ili palatalnog organa
(vagalni).

Palatalni organ omogucava selekciju hrane u usnoj Supljini, njeno razvrstavanje od
kamencica, gutanje hrane i izbacivanje nejestivog (Finger i Morita 1985). Pored facijalnog
reznja 0. Saran ima i dobro razvijen glosofaringealni rezanj koji interpretira osjet koji dolazi
od okusnih pupoljaka iz usne Supljine (Morita i sur. 1983), §to je tipi¢no samo za porodicu
Cyprinidae, te vagalni reZanj za probir hrane koja je ve¢ u ustima, izbacivanju neprobavljivog
sadrzaja i gutanju probranoga (Finger i Morita 1985). Riba, dakle hranu najprije trazi, zatim je
lokalizira te probire i guta (Bogut i sur. 2006).

Vidljivo je smanjenje ekspresije gangliozida GT1b u vagalnom reznju porastom
temperature vode u toplijim mjesecima. Ranija istrazivanja pokazuju da je brzina vodljivosti
X. (vagalnog) mozdanog Zivca Sarana U pozitivnoj korelaciji s temperaturom (Harper i sur.
1990).

Prema dobivenim rezultatima u ovom radu vidljivo je da prilikom sezonske prilagodbe

na povisenje temperature vode ne dolazi do promjene ukupnog sadrzaja gangliozida u mozgu
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obje vrste riba, ve¢ da dolazi do promjene distribucije gangliozida i modifikacija gangliozida
podloznih alkalijskoj razgradnji po pojedinim regijama mozga.

Prilikom sezonske prilagodbe u toplijim mjesecima prisutno je poviSenje temperature
vode u staja¢im vodama ribnjaka u kojima obitava o. Saran, dok u hladnim proto¢nim vodama
staniSta d. pastrve nema znacajnijih promjena temperatura, te one nikada ne prelaze 13 °C.

Medutim, uocene su znacajnije promjene distribucije gangliozida u mozgu d. pastrve.
Izmedu ostalog gangliozid GDl1a kod d. pastrve u ovom radu utvrden je samo u mozgu
uzorkovanom u lipnju i to u krajnjem mozgu, medumozgu, srednjem i malom mozgu. Na
koronarnim rezovima u svibnju jo$ ne nalazimo pozitivhu reakciju na gangliozid GD1a.
Naime, mjerene vrijednosti temperature u lipnju se znatno ne razlikuju od onih svibnju, dok
se razlikuje koli¢ina otopljenog kisika. U lipnju je izmjerena koli¢ina otopljenog kisika
iznosila 6,9 g/L, §to je ispod granice optimalnih vrijednosti za intenzivni uzgoj d. pastrva. U
to je vrijeme dovedena mlada riba koja trosi velike koli¢ine kisika. Iz navedenog moze se
zakljuciti da je za promjenu distribucije gangliozida u mozgu d. pastrve uz temperaturu
kljucan 1 otopljeni kisik.

Tijekom toplijih mjeseci dolazi i do promjene duljine dana i no¢i. Senzori za koli¢inu
svjetla djeluju na hipotalamus koji upravlja promjenama metabolizma preko hipofize. Kod d.
pastrve uocena je pojava ekspresije GD1a gangliozida u lipnju u donjem reznju hipotalamusa.
D. pastrva pri visokim temperaturama vode bjezi u dublje dijelove vode u potrazi za
hladnijom vodom, osim ako je uzgajana u betonskim bazenima. GDla je u sisavaca poznat
kao marker sinaptogeneze, pa se moze zakljuciti da se mozak d. pastrve bori s nedostatkom
kisika promjenom puta biosinteze gangliozida od b- prema a-putu.

Izvr$na molekula koja dovodi do prebacivanja ljetnog prema zimskom metabolizmu
gangliozida jo$ uvijek je nepoznata, no poznat je enzimski sustav sijaliltransferaza koji
izvr§ava promjenu (Freischiitz i sur. 1994). Stoga je moguce zakljuciti da se razliCita
prilagodba ovih dviju vrsta riba zasniva i na razli¢itoj regulaciji aktivnosti sijaliltransferaza,
odnosno razli¢itom polozaju sijaliltransferaza (cis-regiji ili trans-regiji Golgijevog aparata).

Rezultati dvodimenzionalne tankoslojne kromatografije obja$njavaju male razlike u
promjenama udjela frakcija dobivenih jednodimenzionalnom kromatografijom. Naime, iako
jednodimenzionalnom kromatografijom nisu otkrivene znacajnije promjene GTlb 1
polisijaliliranih  formi, dvodimenzionalnom kromatografijom utvrdene su vece koli¢ine
alkalijski labilnih formi tih gangliozida zimi koje jednodimenzionalnom kromatografijom
daju pozitivno bojanje Svennerholmovim reagensom u istom podruc¢ju migracije kao i nativni

gangliozidi.
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Rezultati dobiveni dvodimenzionalnom tankoslojnom kromatografijom potvrduju i
rezultate dobivene imunohistokemijskim bojanjem prethodno tretiranih rezova parama
amonijeve luzine. Naime, najvece promjene bojanja nakon alkalijskog tretmana u obje ribe su
bile tijekom zime, te su kod d. pastrve uofene u znatno ve¢em razmjeru nego kod rezova o.
Sarana. Razlog tome su moguce razlike u aktivnosti vezno-specificnih O-acetiltransferaza kod
d. pastrve i o. Sarana. Naime, pri O-acetilaciji b-serije gangliozida O-acetiltransferaze
prepoznaju samo krajnju 02-8 povezanu sijalinsku kiselinu, dok za 9-O-acetilirani GDla
gangliozid 9-O-acetil-ester moze biti samo na krajnjoj a2-3 sijalinskoj kiselini (Gowda i sur.
1984). Kao S$to je ranije opisano, u mozgu d. pastrve gangliozid imunohistokemijskim
bojanjem je utvrden tek u uzorcima iz lipnja, dok ga biokemijskim metodama utvrdujemo u
manjim koli¢inama. Moguce je da su kod d. pastrve zimi uz O-acetiltransferaza za O-
acetilaciju b-serije gangliozida, povecane aktivnosti i O-acetiltransferaza koje prepoznaju
samo krajnju 02-3 povezanu sijalinsku kiselinu, pa bi sav ionako mali sadrzaj gangliozida
GD1a bio u obliku 9-O-acetil-estera.

U ovom je radu prvi puta izvedeno imunohistokemijsko bojanje prethodno tretiranih
rezova parama amonijeve luzine u svrhu utvrdivanja raspodjele modifikacija gangliozida
podloznih alkalijskoj razgradnji. Dosadasnja istrazivanja uklju¢ivala su dvodimenzionalnu
tankoslojnu kromatografiju (Haverkamp i sur. 1977; Ledeen i sur. 1981; Sonnino i sur. 1983;
Becker i Rahmann 1995; Ghidoni i sur. 1984) te alkalijski tretman koji ukljucuje otapanje
uparka ekstrakta mozga u amonijevoj luzini te razvijanje na plo¢ama za tankoslojnu
kromatografiju kako je opisano (Vukelic i sur. 2001).

U prisutnosti amonijaka, esterska veza, za koju je potvrdeno da ukljucuje
karboksilnu skupinu sijalinske kiseline (Suzuki 1965), prolazi kroz proces amonolize uz
formiranje amidnog derivata sijalinske kiseline, §to je u skladu s prisutno$¢u unutarnjeg ili
vanjskog estera (Riboni i sur. 1986). Unato¢ prisutnosti dva ostatka sijalinske Kiseline u
molekuli GD1b-lakton, na koloni ispunjenoj DEAE-sefarozom ispire se natrijevim acetatom
kao monosijalogangliozid, sto pokazuje da je samo jedna karboksilna skupina sijalinske
Kiseline zapravo na raspolaganju za interakciju (Riboni i sur. 1986). Takoder, utvrdili su
otpornost GD1b-laktona na djelovanje sijalidaze koja se gubi tretiranjem luzinom. Za
djelovanje sijalidaze kljuc¢na je prisutnost slobodne karboksilne skupine sijalinske kiseline
(Corfield i sur. 1986). Stoga, iz otpornosti GDIb-laktona na sijalidaznu aktivnost za razliku od
podloznosti GDIb, moze se zakljuciti da se medusobno razlikuju u vanjskom ostatku
sijalinske kiseline. Moguénost smanjenja broja negativnih naboja na povrsini stanice bez

promjene broja ostataka sijalinskih kiselina moze biti posebno vazna u nekim pojavama
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membranskih prepoznavanja i medustani¢nim dogadajima. Tako je utvrdena povezanost
negativnog naboja sijalinske kiseline s vezivanjem Ca?* iona i procesima otpustanja
neurotransmitera na ziv€anim zavr$etcima (Rahmann 1983) .

Pretpostavljamo da tretiranjem rezova parama amonijeve luzine dolazi do promjene
epitopa kojeg prepoznaje protutijelo kod alkalijski labilnih gangliozida, te je prisutna samo
pozitivna reakcija na alkalijski stabilne gangliozide. Visokospecificna monoklonska
protutijela na kompleksne gangliozide koriStena u ovom radu prepoznaju i acetilirane i
nativne forme gangliozida (Schnaar i sur. 2002). Medutim, smatramo da alkalijskim
tretmanom dolazi do promjene esterskih veza u epitopu alkalijski labilnih gangliozida te ih
protutijelo ne prepoznaje. Na taj nacin imunohistokemijskim bojanjem rezova prethodno
tretiranih parama amonijeve luzine moguée je dobiti uvid u raspodjelu modifikacija
gangliozida podloznih alkalijskoj razgradnji te usporedbom s pozitivnom reakcijom kod
netretiranih uzoraka uvid u raspodjelu alkalijski stabilnih gangliozida.

Otkrivanje gangliozida s O-acetiliranim sijalinskim kiselinama najto¢nije bi bilo
alkalijskim tretmanom ekstrakta mozga u amonijevoj luzini nakon ¢ega bi slijedilo razvijanje
na plo¢ama za tankoslojnu kromatografiju kako je opisano (Vukelic i sur. 2001); ili
imunoprepoznavanjem na ploCama za tankoslojnu kromatografiju monoklonskim
protutijelima ili imunohistokemijskim bojanjem protutijelima koja za glavni epitop imaju
acetilirane forme gangliozida, poput JONES protutijela za 9-O-acetil GD3 (Blum i Barnstable
1987). Medutim, ta protutijela selektivno prepoznaju samo nekoliko gangliozida koji sadrze
O-acetilirane sijalinske kiseline, te nismo bili u posjedu takvih protutijela. Unutarnji laktoni
gangliozida takoder mogu uzrokovati alkalijski-labilne pomake pri migraciji na plo¢ama za
tankoslojnu kromatografiju (Riboni i sur. 1986; lo i sur. 1989; Gross i sur. 1980) te se mogu
zamijeniti s O-acetiliranim spojevima (Sjoberg i sur. 1992).

Ranije su utvrdene promjene u sadrzaju i sastavu gangliozida mozga kod pravih
hibernatora s dugim periodima torpora (Geiser i sur. 1981; Sonnino i sur. 1984; Geiser i sur.
1981; Beitinger i sur. 1987; Robert i sur. 1982) koje otkrivaju opée pravilo povecanja
polarnosti gangliozida mozga pri adaptaciji na hibernaciju. Prema ovim nalazima u posebnom
je interesu uvidjeti promjene gangliozida mozga kraljeznjaka koji su sposobni prilagoditi
tjelesnu temperaturu prema temperaturi okoliSa. Radena su istrazivanja sastava i sadrzaja
gangliozida mozga riba (Becker i Rahmann 1995; Becker i sur. 1995; Becker i Rahmann
1996; Hilbig i sur. 1979) pri ekstremnim temperaturnim uvjetima, no ne ukljucuju

imunohistokemijske lokalizacije gangliozida u mozgu riba.
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Premda postoje izvrsne studije imunohistokemijske lokalizacije pojedinih gangliozida
po regijama mozga riba (Viljetic i sur. 2012), ne postoje studije imunohistokemijske
lokalizacije pojedinih struktura gangliozida niti udjela alkalijski labilnih gangliozida u
regijama mozga riba tijekom sezonskih temperaturnih prilagodbi. Cilj ovog istrazivanja bio je
usporediti i utvrditi promjene sastava i distribucije kompleksnih gangliozida u mozgu dvije
vrste riba razlicitih po optimalnom rasponu temperature.

U ovome radu po prvi su puta pracene promjene sastava i distribucije kompleksnih
gangliozida u mozgu dvije vrste riba razli¢itih po optimalnom rasponu temperature tijekom
sezonskih prilagodbi od zimskog do ljetnog razdoblja. Opisane promjene po prvi su puta
pracene u prirodnim uvjetima okolisa.

No, u svom prirodnom okruzenju, ribe podlijezu kompleksnim promjenama. Naime
kako se uvijeti tijekom vremena mijenjaju, ribe se kretanjem izmedu dijelova stanista mogu
stalno zadrzavati unutar pogodnog raspona uvjeta. Temperatura pojedinih dijelova jezera
mijenja se i tijekom dana, pa ribe aktivnim kretanjem mogu preko cijelog dana birati
optimalnu temperaturu. No, te reakcije su regulacijski odgovori koji ne zahtijevaju
morfoloske 1 biokemijske modifikacije. Aklimatizacijski odgovori ukljucuju dugotrajnije
morfoloske i biokemijske modifikacije. Dugotrajniji nepovoljni uvjeti sredine kao §to su niska
temperatura vode, nedostatak hranjivih organizama, bolesti uzrokovane fizikalno-kemijskim
parametrima, zatim zarazne i nametnicke bolesti, ocituju se smanjenjem intenziteta
cjelokupnog rasta organizma (Popovi¢ 1994) te mogu imati utjecaj na rezultate ovog
istrazivanja. Kako istrazivanje nije provedeno u kontroliranim uvjetima, nije moguce razluciti
zasebni utjecaj promjene temperature, duljine dana i no¢i, pH-vrijednosti, koncentracije
otopljenog kisika u vodi, prehrane, buke, prisutnosti predatora te egzaktne temperature sloja
vode kojeg riba odabire pri promjeni temperature.

Ribe su poikilotermne zivotinje ¢iji je intenzitet metabolizma u izravnoj vezi s
temperaturom okolisa, to jest vode (Bogut i sur. 2006). Postoje mnoga izvje$éa o
prilagodbama euritermnih vrsti riba koStunjaéa na nekoliko razina organizacije: od
molekularne do integriranog ponaSanja cijelog organizma. Primjerice, skeletni miSic¢i
pokazuju promjene u aktivnosti miofibrilarne ATP-aze, rezultiraju¢i brzim i ucinkovitijim
kontrakcijama kod misi¢a prilagodenih na hladno¢u (Davison i sur. 1975; Johnston i
Altringham 1985; Heap i sur. 1987). Dugotrajna izloZenost hladnim temperaturama izaziva
promjene u kontraktilnim svojstvima mi$i¢a i1 enzimskih aktivnosti, $to je tumaceno kao
jacanje lokomotorne izvedbe pri niskim temperaturama (Crockford i Johnston 1990; Rome i
sur. 1985).
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Voda ima visok toplinski kapacitet $to uvjetuje njezino sporo zagrijavanje i hladenje
(Olden i Naiman 2010). To s jedne strane uvjetuje prilicno spore promjene temperature vode,
ali s druge strane dovodi do velike ovisnosti temperature organizama o temperaturi vode.

Nakon smrzavanja ribnjaka, temperatura vode blizu dna viSa je od povrSinske
temperature te temperaturni rezim moze ostati stabilan sve do topljenja. Tako mjerene
temperature (vidi Prilog, Tablica 6.) u ovom istrazivanju ne daju egzaktnu temperaturu koju o.
Saran odabire pri mirovanju, iako su ribnjaci ukljuceni u ovo istrazivanje relativno plitki u
kojima temperaturna stratifikacija nije velika. U prolje¢e, odmah nakon topljenja leda, vodeni
je stupac hladan i gotovo izotermalan s dubinom. Apsorbira intenzivno suncevo svjetlo, te se
zagrijava s porastom dnevne temperature zraka.

Strogo ektotermne ribe mogu zastititi mozak od brzog pada temperature smanjenjem
mozdanog volumena Krvi. Na taj naéin, ograni¢ena je izloZzenost mozga hladnoj krvi iz skrga,
a pad temperature u mozgu je postupan (van den Burg i sur. 2005). Istovremeno, aktivira se
preopticko podrucje (van den Burg i sur. 2005), gdje su smjesteni termolabilni neuroni
(Nelson i Prosser 1981). Preopti¢ko podru¢je sadrzi kortikotropin-otpustajuée hormon-
pozitivne stanice (CRH stanice) koje reguliraju endokrini odgovor na stres (Bonga 1997).
CRH stanice salju signale do hipofize, koja se aktivira prilikom temperaturnog stresa (van den
Burg i sur. 2005). Hipofiza oslobada adrenokortikotropni hormon (ACTH) u krv, §to dovodi
do porasta razine kortizola u krvnoj plazmi (Tanck i sur. 2000; van den Burg i sur. 2005).
Opcenito, uzastopna aktivacija preoptickog podruéja, hipofize i porast razine Kortizola
rezultira koristenjem energije iz internih izvora u borbi s ¢imbenicima stresa (Bonga 1997).

Reakcija bijega na pad temperature ovisi 0 brzom otkrivanju promjene temperature i
pouzdanom prijenosu do mozga. Brza aktivacija podruc¢ja koje pruzaju osjetilni korijen
trigeminalnog Zzivca pokazuje da je termalna transdukcija posredovana receptorima za
hladno¢u koji su dio trigeminalnog sustava. Glava riba kosStunjata gusto je inervirana
trigeminalnim zivéanim zavrSetcima, a tu je i najmanje pet razlicitih tipova trigeminalnih
somatosenzorickih receptora za mehanicke, kemijske i toplinske stimulacije (Sneddon 2003).
Receptori za hladnocu razlikuju se od receptora za toplinu u tome §to reagiraju na promjene
temperature, umjesto na apsolutnu temperaturu (McCleskey 1997). Kod 0. Sarana, osjetni
trigeminalni nukleus Puzdrowski vjerojatno odgovara posteromedialnom dijelu lateralnog
valvularnog nukleusa (Ito i Yoshimoto 1990), pruzaju¢i anatomske dokaze za put od
trigeminalnog osjetnog sustava do valvule cerebeluma koji je aktivan pri suocavanju Sarana s
padom temperature (van den Burg i sur. 2006). Smatra se da informacije iz osjetnog korijena

trigeminalnog zivca do valvule potjecu iz bukalne Supljine, te da je ovaj put ukljucen u rezim
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hranjenja (Wullimann i Northcutt 1988; Ikenaga i sur. 2002). Kada riba ne moze pobjeéi od
promjene temperature, mora se prilagoditi na novu temperaturu. Preopticko podruéje pokrece
aklimatizacijske odgovore na pad temperature (van den Burg i sur. 2005). Sadrzi termolabilne
neurone Kkoji mijenjaju svoju brzinu okidanja kako se temperatura mijenja. Neki od tih
neurona nemaju ocite sinapticke ulaze i stoga se smatraju pravim ,,termodetektorima®, jer oni
mogu promijeniti samo svoju brzinu okidanja kao odgovor na promjenu temperature mozga,
iako se ne moze iskljuéiti endokrini i drugi humoralni utjecaj (Nelson i Prosser 1981).

Od ranije je poznato da prilagodbe riba na promjene temperature ukljucuju
kvantitativne i1 kvalitativne promjene sastava membranskih lipida. Gracey i sur. 2004.
dokazali su povecani metabolizam lipida u jetri i mozgu o. Sarana tijekom prilagodbe na
hladnoc¢u. U jetri su bili jace izraZeni geni ukljuceni u metabolizam masnih kiselina i sinteze
kolesterola, dok je u mozgu bila prisutna povecana sinteza dugolanc¢anih nezasi¢enih masnih
kis. U jetri, znacajnost ovih prilagodbi je u osiguravanju gradevnih blokova lipida i
kolesterola kljuénih za dokazanu reorganizaciju membrana kod prilagodbe na hladnoéu
(Hazel i Williams 1990), a u mozgu za postizanje tkivno-specifi¢nih potreba za lipidnim
signalnim molekulama (Gracey i sur. 2004).

Niske temperature mogu ugroziti opstanak stanica smanjenjem membranske
fluidnosti, raspadanjem citoskeleta, smanjenjem enzimskih aktivnosti, inhibicijom sekretornih
procesa te usporavanjem metabolizma. Zivotinje odgovaraju na okolisni stres kroz niz
fizioloskih i razvojnih promjena (Johnston i Dunn 1987). Osim toga, geni koji §tite stanice od
promjene temperature otkriveni su u nedavnim studijama (Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki
1996). Ekspresija tih gena omogucuje prilagodbu na hladno¢u dvjema strategijama: strukturna
aklimatizacija inducira ekspresiju gena desaturaze za desaturaciju fosfolipida vodeci ka
povecanju membranske fluidnosti (Hazel 1995; Tiku i sur. 1996). Funkcionalna aklimatizacija
ukljucuje ekspresiju metabolickih izoenzima, =zaStitu proteina, poput Saperonima
potpomognuto uvijanje enzima pod hladnim stresom (Matz i sur. 1995; Somero 1995).
Izmedu ostalog, pri niskim temperaturama mijenja se sastav gangliozida u korist struktura
koje imaju nezasi¢enu masnu kiselinu u lipidnom sidru 1 struktura koje imaju polarniji
hidrofilni dio molekule (Rahmann i sur. 1998a). Tako organizmi koji imaju razli¢iti
metabolizam gangliozida imaju i razli¢itu osjetljivost na promjene temperature i brzinu
prilagodbe (Rosner i sur. 1979). Pri niskim temperaturama pojacana ekscitabilnost zivaca
postignuta je na trosak stabilnosti membrane $to rezultira povecanjem fluidnosti lipida, a time
I visSe neuredenim stanjem mozdanih membrana u odnosu na ribe prilagodene na vise

temperature (Behan-Martin i sur. 1993; Farkas i sur. 2000). Adaptacija fizikalnog stanja
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sinaptickih vezikula, mitohondrija i frakcija mijelina opisana je u mozgu nekoliko vrsta riba
(Cossins 1 Macdonald 1989; Buda i sur. 1994). Postoje najmanje dva razli¢ita mehanizma
ukljucena u povecanje fluidnosti zivéanih membrana. S jedne strane, ektotermne ribe hladnih
voda imaju veéi sadrzaj PUFA (viSestrukonezasi¢enih masnih kiselina- eng. polyunsaturated
fatty acids) u zivéanom tkivu (Tocher i Harvie 1988; Farkas i sur. 2000). PUFA su glavne
molekule odgovorne za reguliranje stani¢ne diferencijacije i apoptoze (Rudolph i sur. 2001).
Vecina istrazivanja starenja kod sisavaca utvrdila je znacajan pad u razini i preokretu PUFA
(Favrelére i sur. 2000; Pu i sur. 1999; Ulmann i sur. 2001; Yehuda i sur. 2000), osobito u
hipokampusu, korteksu, strijatumu i hipotalamusu. Medu znacajnim komponentama stani¢ne
membrane su fosfolipidi, koji sadrze masne kiseline. Vrste masnih kiselina u prehrani
odreduju vrste masnih kiselina dostupnih za sastav stani¢éne membrane. Fosfolipid izgraden
od zasi¢enih masnih kiselina ima manju fluidnost od fosfolipida izgradenog od esencijalnih
masnih kiselina. Osim toga, linolna i alfa-linolenska kiselina same po sebi imaju utjecaj na
fluidnost membrane neurona. U stanju su smanjiti razinu kolesterola u membrani neurona,
koji bi u protivnom smanjio fluidnost membrane (Yehuda i sur. 2002).

S druge strane, sadrzaj i sastav mozdanih gangliozida utje¢e na osnovna fizikalno-
kemijska svojstva zivéanih membrana. Dakle, kod riba prilagodenih na hladno¢u gangliozidi
imaju vece udjele sijalinske kiseline i polarnih skupina u odnosu na ribe prilagodene na
umjerene temperature (Ushio i sur. 1996). Vrlo visoka polarnost osnovnih gangliozida riba
prilagodenih na hladno¢u olaksava sinapticki prijenos pri adaptaciji njihovom temperaturnom
okolisu (Becker i sur. 1995).

Osim promjenom broja sijalinskih kiselina u strukturi gangliozida, aklimatizacija na
nize temperature pracena je i povecanjem udjela alkalijski labilnih gangliozida (Becker i
Rahmann 1995). Tako je nakon uvodenja dvodimenzionalne HPTLC za detekciju alkalijski
labilnih gangliozida prema Sonnino i sur. 1983. ubrzano njihovo otkrivanje, uloga alkalijski
labilnih gangliozida jo$ nije utvrdena. O-acetilacija sijalinske kiseline i laktonizacija
gangliozida (Riboni i sur. 1986) modifikacije su koje se gube pod utjecajem luzine.
Gangliozidni laktoni sadrze polisijalilirane lance, gdje su sijalinske kiseline povezane
esterskim vezama (Riboni i sur. 1986). Ostatak sijalinske kiseline moze biti priklju¢en na
temeljni Se¢erni lanac putem a2-3, a2-6 ili 02-8 veze. Za svaki tip veze identificirana je jedna
ili vise sijaliltransferaza (Beyer i sur. 1981; Paulson i sur. 1989; Tsuji i sur. 1996; Harduin-
Lepers i sur. 2001). Ostaci sijalinske kiseline mogu biti izmijenjeni dodavanjem O-acetil-
estera djelovanjem vezno-specifi¢nih O-acetiltransferaza (lwersen i sur. 1998; Chammas i sur.

1996; Krishna i Varki 1997), posebice na polozaju 9. Prijasnja istrazivanja dokazuju da su
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GD2 i GD3 akceptori gangliozidne O-acetiltransferaze (Sjoberg i sur. 1992). Utvrdeno je
postojanje sedam gangliozida u obliku 9-O-acetiliranog derivata: GD3, GD2, GT1b, GQ1b,
GT3, disijalil-paraglobozid i GD1a (Thurin i sur. 1985; Ghidoni i sur. 1980; Sonnino i sur.
1982; Cheresh i sur. 1984b; Chou i sur. 1990; Dubois i sur. 1990; Gowda i sur. 1984). Mogu
se uociti dva obrasca: prvi- svi gangliozidi b-serije s izuzetkom GD1b imaju 9-O-acetiliranog
derivata, te drugi- O-acetil esteri na gotovo svim 9-O-acetiliranim derivatima gangliozida (9-
O-AcGD3, 9-O-AcGD2, 9-O-AcGTIlb i 9-O-AcGQlb, 9-O-AcGT3 i 9-O-Ac-
disijalilparaglobozid) nalaze se na krajnjoj a2-8 povezanoj sijalinskoj kiselini podrijetlom iz
unutarnje B1-4-povezane galaktoze laktozilceramida (Sjoberg i sur. 1992). Moze se zakljuiti
da O-acetiltransferaze prepoznaju samo krajnju a2-8 povezanu sijalinsku kiselinu podrijetlom
iz unutarnje B1-4-povezane temeljne galaktoze. Jedina iznimka od ovog obrasca je 9-O-
acetilirani GD1a gangliozid, u kojem 9-O-acetil-ester moze biti samo na krajnjoj a2-3
sijalinske kiseline (Gowda i sur. 1984).
Dodatak O-acetilnih skupina moze bitno promijeniti funkciju sijalinske kiseline u
razli¢itim bioloSkim procesima (Schauer 1991). Pretpostavlja se da imaju ulogu u
embriogenezi, odnosno razvoju mozga. Varki i sur. 1991. su ukazali na klju¢nu funkciju 9-O-
acetiliranih sijalinskih kiselina tijekom miSjeg razvoja. In vitro studije ukazuju da 9-O-
acetilacija a2-6-vezanih sijalinskih kiselina glikokonjugata pogorSava prepoznavanje
odredenim sijalo-vezujuc¢im lektinima (Sjoberg i sur. 1994), antitijelima i virusima (Cheresh i
sur. 1984; Corfield i sur. 1986; Herrler i Klenk 1991; Schauer 1991). Povecane koli¢ine 9-O-
acetiliranih gangliozida otkrivene su kod melanoma i bazalioma u usporedbi s koli¢inama kod
normalne koze (Kohla i sur. 2002), kod glioma i neuroblastoma (Bosslet i sur. 1989; Ariga i
sur. 1996). 9-O-acetilacija gangliozida slozeno je regulirana na prostorni i vremenski nacin
kroz razvoj tkiva dobivenih iz neuroektoderma (Levine i sur. 1984; Ghidoni i sur. 1984).
Moze se pretpostaviti da su 9-O-acetilirani gangliozidi ukljuceni u razvoj neuroektodermalnih
tkiva posredovanjem u medustani¢nim adhezijskim dogadajima. Najistaknutiji je 9-O-
AcGD3, koji se smatra onkofetalnim markerom zivotinjskih i ljudskih tumora poput neuralnih
tumora, melanoma, bazalioma ili raka dojke, te u lezijama psorijaze (Kohla i sur. 2002).
Medutim, takoder se mogu naci u normalnim tkivima mozga, primjerice pri rastu i razvoju
tkiva, kao §to su GM4 lakton i GD3 lakton u Minke kitova (Terabayashi i Kawanishi 1998) te
GD1b lakton kod ljudi (Riboni i sur. 1986). GD1b lakton prisutan je u tragovima u mozgu
dojencadi, dok u dobi od 51 do 70 godina doseze 3,5% ukupne sijalinske kiseline.
Rezultati sadrzaja ukupne sijalinske kiseline vezane na gangliozide su u suglasnosti s

dosadasnjim istraZivanjima, u kojima takoder nisu utvrdene promjene sadrzaja ukupne
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sijalinske kiseline vezane na gangliozide, te su iznosile za d. pastrvu 205,6+10,2 ugSA/g
tkiva, a za o. Sarana 206,7+12,5 ugSA/g tkiva (Hilbig i sur. 1979). Rezultati tankoslojne
kromatografije su u potpunosti u skladu s prethodnim istrazivanjima gdje je utvrdeno
smanjenje monosijalogangliozida, malo povecanje di- i trisijalogangliozida kod duzicaste
pastrve, a povecanje udjela polisijalogangliozida kod obi¢nog S$arana pri niskim
temperaturama (Hilbig i sur. 1979), te veci udio alkalijski labilnih gangliozida (Becker i
Rahmann 1995). Ekstrakti gangliozida d. pastrve imaju frakcije koje migriraju paralelno s
GD1a sisavaca u svim promatranim mjesecima, no gangliozid GD1a nije utvrden sve do
lipnja imunohistokemijskim bojanjem s odgovaraju¢im i provjerenim antitijelima, vjerojatno
zbog razli¢itih promjena u ceramidnom sidru (Tagawa i sur. 2002) tijekom zime ili zbog
promjene aktivnosti sijaliltransferaze GD1a-sintaze (Freischiitz i sur. 2008).

Rezultati pokazuju razli¢ite promjene u sastavu gangliozida mozga kod dviju
istrazivanih riba. U skladu su s prijasnjim istrazivanjima u kojima je ve¢ prikazana neka vrsta
»polisijalilacije” pri prilagodbi na niske temperature (Breer 1975; Breer i Rahmann 1976;
Hilbig i sur. 1979; Hilbig i sur. 1979) kada su utvrdili smanjenje frakcije GM3 kod d. pastrve
zimi za 24,3% u odnosu na ljeto, §to je u skladu s nasim rezultatima, dok kod o. Sarana uopce
nisu utvrdili frakciju GM3. Na kraju, rezultati odgovaraju ontogenetskom i filogenetskom
principu (Rahmann 1978) koji govori da $to je niza temperatura okoli$a, to je polarniji sastav
gangliozida, to jest ve¢i udio polisijalogangliozida.

Ponekad je tesko kemijskom vizualizacijom na tankoslojnoj kromatografiji
prepoznati ostale gangliozide zbog niske koli¢ine ili preklapanja Rf wvrijednosti s
kompleksnim gangliozidima. Stoga smo pristupili analizi ekspresije gangliozida uzoraka
imunotankoslojnom kromatografijom.

Imunotankoslojnom kromatografijom potvrdeni su ostali rezultati naseg istraZivanja,
dok prethodna istrazivanja nisu ukljudivala analizu ekspresije gangliozida riba
imunotankoslojnom kromatografijom.

Imunotankoslojnom kromatografijom s monoklonskim protutijelom Q211, koje
prepoznaje tri ostatka sijalinske kiseline na unutarnjoj galaktozi (Rosner i sur. 1988) i otkriva
prisutnost c-puta biosinteze gangliozida (ukljucuju¢i GT1c, GQlc i GPlc, Letini¢ i sur. 1998)
otkrili su nekoliko Q211-pozitivnih sustava tijekom razvoja velikog mozga.

Hirabayashi i sur. 1989. su razvili mi§je protutijelo 493D4, koje s velikim afinitetom
prepoznaje 9-O-acetil GT3 i Siroki raspon ostalih 9-O-acetiliranih gangliozida, ali ne i nativne

gangliozide. Zhang i sur. 1997. su utvrdili razvojno regulirane O-acetilirane sijaloglikane
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srediSnjeg ziv€anog sustava protutijelom 493D4 koje je prepoznalo frakcije od
disijalogangliozida do tetrasijalogangliozida nakon kromatografije na Q-sefarozi.

Zakljuéno, mozak d. pastrve zimi pokazuje smanjenje GD1a u telencefalonu, corpus
cerebelli, tectum opticum, lobus inferior hypothalami i crista cerebelli, dok je kod GD1b i
GT1b prisutno povecéanje u istim regijama.

Mozak o. sarana zimi pokazuje smanjenje GD1a u telencefalonu i tectum opticum, dok
je u corpus cerebelli vidljivo povecanje. To je u skladu s dosada$njim istrazivanjima gdje je
utvrdeno da kod ecuritermne ribe smud (Tilapia mariae) povecanje praga osjetljivosti na
hladnoc¢u zapocinje sa subtektalnom regijom preko tectum opticum do bulbus olfactorius.
Naprotiv, za mali mozak je utvrdena osjetljivost na toplinu (Hilbig 1983). Bojanje na GD1b
gangliozid nije pokazalo razlike, dok je kod GT1b vidljivo suprotno bojanje od GD1a u istim
regijama (povecanje). Nespecifiéno bojanje je vidljivo s A2B5 protutijelom, ali velikog
intenziteta kod obje vrste.

Ranije su utvrdene promjene u prisutnosti dvaju glavnih gangliozida GDla i GT1b
(promjena a-puta prema b-putu biosinteze), $to je u korelaciji s termalnom adaptacijom te se

omjer GD1a/GT1b smatra indikatorom polarnosti (manji omjer=ve¢a polarnost Rahmann i

sur. 1998). O pomaku sinteze najjednostavnijih gangliozida a- i b-serije prema sintezi
kompleksnih gangliozida tijekom razvoja Stakora izvijestili su Yu i sur. 1988. Promjena
sastava gangliozida tijekom razvoja mozga Stakora smatra se strogo reguliranom aktivnostima
dvaju  Kkljuénih  enzima:  glikoziltransferaze,  ST-II (GD3-sintaze) i N-
acetilgalaktozaminiltransferaze (GalNAcT, GM2/GD2-sintaze), koje su na tocci grananja
puteva biosinteze gangliozida (SI. 3). Yu i sur. 1988. su utvrdili povecanje gangliozida b-puta
(GQ1b, GT1b i GD1b) ranije nego a-puta (GDla i GM1), a naglo smanjenje jednostavnih
gangliozida (GM3 i GD3). Primjer pomaka biosintetskih puteva od c- prema b- do a- puta
pronaden je u embrionalnim optickim reznjevima pilica koje je (Rdsner 1980) povezao s
uspjes$nim periodima cito- i histogeneze. Ranije je dokazana prisutnost gangliozida c-puta u
mozgu riba (lo i Yu 1979; Yu i lo 1980) uz pretpostavku da je u odraslom mozgu riba zadrzan
embrijski uzorak, kao moguca posljedica mogucénosti nastavka rasta i regeneracije mozga riba
(Kasai i Yu 1983).

Unatoc¢ cinjenici da su neke studije pokazale specifi¢nu reaktivnost A2BS5 protutijela
na c-seriju gangliozida (Fenderson i sur. 1987), specifi¢nost protutijela A2B5 jos je uvijek
sporna u mnogim istrazivanjima. lako je GQlc odreden kao jedan od njegovih gangliozidnih
antigena (Kasai i Yu 1983) te GT3 i GQ1c koji je derivat GT3 (Yu i Ando 1980), ostala

izvjeS¢a pokazuju reaktivnost s drugim gangliozidima kao S§to su GQIb i disijalogangliozidi

103



(Kundu i sur. 1983; Fredman i sur. 1984) ili mnogi ostali gangliozidi koji nisu glavni
gangliozidi mozdanog tkiva (Fredman i sur. 1984). Drugi glavni antigen A2B5 utvrden je kao
9-O-acetilirani GT3 koji pri razvijanju tankoslojne kromatografije putuje brze od GT3
(Dubois i sur. 1990) Sto se moZe objasniti poveéanom hidrofobnosti zbog prisutnosti O-
acetilne supstitucije na hidroksilnom polozaju ostataka sijalinske kiseline. Vezanje protutijela
A2BS5 zahtijeva trisijalil-strukturu s a2-8 vezama, koje nalazimo u GT3 i njegovom derivatu
GQlc. Epitop kojeg prepoznaje protutijelo A2B5 ne ukljucuje ugljike na polialkoholnom
lancu u GT3 (Dubois i sur. 1990). Osim GT3 i 9-O-acetiliranog GT3, A2B5 prepoznaje druge
gangliozide, no ti antigeni nisu utvrdeni, ali vjerojatno sadrze Secerni slijed GT3 ili (i) 9-O-
acetilirani GT3 kao epitop kojeg prepoznaje protutijelo. Acetilirani gangliozidi javljaju se u
razli¢itim tkivima (Ishizuka i sur. 1970; Haverkamp i sur. 1977). O-acetilacija N-
acetilneuraminske kiseline povecava moguéi broj gangliozidnih vrsta §to dovodi do vece
raznolikosti u obrascu gangliozida na povrsini stanice. Ovaj fenomen moze biti ukljucen u
mehanizam stani¢nog prepoznavanja i utjecati na promet i antigenost gangliozida (Ghidoni i
sur. 1980). Stoga je utvrdivanje epitopa koje prepoznaje A2B5 protutijelo vazno za
istrazivanje metabolizma i bioloske uloge te tkivne raspodjele tih gangliozida.

Izrada ovog doktorskog rada doprinosi razumijevanju prilagodbi dvaju vrsta riba na
sezonske promjene temperature te ukazuje na moguce posljedice vecih klimatskih poremecaja
na adaptacijske moguénosti slicnih vrsta. Znacaj ovog rada vidljiv je u specificnom za vrstu
pristupu prema prezivljavanju u razli¢itom okoliSu. Promjena okoliSa za vrstu predstavlja
odredeni stres, kojem se ona prilagodava odgovorima na Svim razinama organizacije i skupno
¢ine integriranu reakciju na stres. Razumijevanje mehanizama aklimatizacijskih odgovora,
nudi temeljne uvide u prirodu prilagodbe na okoli§ koji nude nove pravce eksperimentalnih
manipulacija okoli$ne tolerancije. Namjera ovoga istrazivanja bila je doprinijeti spoznajama
na znanstvenom polju konzervacijske biologije radi o¢uvanja bioraznolikosti.

Za daljnje istrazivanje bilo bi poZeljno provesti istrazivanje u kontroliranim uvjetima,
sa kontroliranim razli¢itim promjenama temperature, duljine dana i no¢i, pH-vrijednosti,
koncentracije otopljenog kisika u vodi i prehrane. Za detaljnija istrazivanja od naSeg je
interesa posegnuti za viSe specificnim protutijelima na c-seriju gangliozida i O-acetilirane
gangliozide. PoZeljno je provesti blagu alkalnu hidrolizu uparka ekstrakta gangliozida prije
razdvajanja tankoslojnom kromatografijom, pratiti promjene drugih komponenti lipidnih
splavi, poput kolesterola, te provesti paralelne imunohistokemijske lokalizacije sa upotrebom
deterdzenata, S§to u ovom istraZivanju nije bilo moguce izvesti zbog opSirnosti posla. Razli¢ite

distribucije i specifi¢ni sastav gangliozida u razli¢itim regijama mozga snazno ukazuju na to
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da imaju vazne i specifi¢ne funkcije u spomenutim regijama. Zato bi bilo pozeljno ukljuditi
ekstrakciju gangliozida pojedinih regija mozga, kako bi se dobio detaljan uvid u promjene
sastava gangliozida tijekom temperaturnih prilagodbi, jer je iz dobivenih rezultata jasno da se
ukupna koli¢ina gangliozida ne mijenja tijekom temperaturnih prilagodbi, ve¢ sastav i

raspodjela po pojedinim regijama mozga.
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6. ZAKLJUCCI

Duzicasta pastrva (Oncorhynchus mykiss) i obi¢ni Saran (Cyprinus carpio)
pokazuju razliku u koli¢ini glikosfingolipida mozga, te je mozak o. Sarana
sadrzavao 10% vise ukupne sijalinske kis. od d. pastrve. Duzicasta pastrva i obi¢ni

Saran pokazuju medusobnu razliku u sastavu glikosfingolipida u mozgu.

Duzi¢asta pastrva i obi¢ni Saran pokazuju razliku u raspodjeli glikosfingolipida po

pojedinim regijama mozga.

Duzicasta pastrva i obi¢ni Saran ne pokazuju promjenu koli¢ine gangliozida u
mozgu tijekom prilagodbe na sezonske promjene temperature. Medutim, uocene
su promjene sastava gangliozida. Obje vrste pri niskim temperaturama vode
pokazuju smanjenje monosijalogangliozida i nastajanje vise sijaliliranih homologa,
iako su uocene promjene u znatno veéem razmjeru u mozgu d. pastrve nego o.
Sarana. Tijekom hladne aklimatizacije uo¢eno je povecanje polisijaliliranih frakcija
gangliozida u mozgu o. Sarana, dok je u mozgu d. pastrve uocen rast

trisijalogangliozida.

Duzi¢asta pastrva (Oncorhynchus mykiss) i obi¢ni Saran (Cyprinus carpio)
pokazuju razli¢ite promjene raspodjele glikosfingolipida mozga tijekom
prilagodbe na sezonske promjene temperature. Pri niskim temperaturama vode
uocen je pomak biosintetskih puteva gangliozida od a- prema b- putu. Pri niskim
temperaturama vode kod d. pastrve uocene su veée koli¢ine modifikacija
gangliozida podloznih na alkalijsku razgradnju, dok kod o. Sarana nisu uocene
odgovarajuce znacajnije promjene. U mozgu d. pastrve zimi prisutno je smanjenje
GD1a u corpus cerebelli, tectum opticum, lobus inferior hypothalami i crista
cerebelli, a pove¢anje GD1b i GT1b u istim regijama. U mozgu 0. Sarana zimi
prisutno je smanjenje GD1a u telencefalonu i tectum opticum, dok je u corpus
cerebelli prisutno povecanje. Razli¢ite distribucije i specifi¢ni sastav gangliozida u
pojedinim regijama mozga snazno ukazuje na to da imaju vazne i specificne

funkcije u tim regijama.
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5.

O. Saran kao euritermna vrsta pokazuje manje promjene sastava i raspodjele
gangliozida od stenotermne vrste d. pastrve, §to je u skladu sa ¢injenicom da i
sisavci kao dobro prilagodene vrste imaju dosta uniformni raspored gangliozida.
Za promjenu raspodjele gangliozida u mozgu d. pastrve uz temperaturu kljucna je

koncentracija otopljenog kisika i duljina dana.
Dobiveni rezultati objasnjavaju razliitu sposobnost prilagodbe na sezonske

promjene temperature kod d. pastrve 1 o. Sarana te ukazuju na vaznost

metabolizma gangliozida.
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8. SAZETAK

Sposobnost prilagodbe kraljeznjaka termalnim promjenama u njihovoj okolini
uglavnom se temelji na adaptivnim promjenama u srediSnjem zivéanom sustavu. Promjene u
fizikalno-kemijskim svojstvima membrane neurona odgovorne su za temperaturnu ovisnost
sinaptickog transporta. NaSe istrazivanje je usmjereno na sastavne dijelove membrana
neurona, gangliozide. Gangliozidi su sijalilirani glikosfingolipidi izgradeni od Se¢ernog lanca
i lipidnog sidra kojim su usidreni u vanjski list stanicne membrane. Aktivno sudjeluju u
stvaranju lipidnih domena - splavi stani¢nih membrana koje omogucuju prijenos signala iz
vanjskog okruzenja u unutrasnjost stanice. Male promjene sastava i koli¢ine molekula lipidnih
splavi znac¢ajno mijenjaju nacin prijenosa signala. Heterotermni organizmi odrzavaju fluidnost
svojih  membrana mijenjanjem koli¢ine kolesterola i1 glikosfingolipida na razliitim
temperaturama, Sto je preduvjet termalne adaptacije. Prema ovim nalazima u posebnom je
interesu uvidjeti promjene gangliozida mozga kraljeznjaka koji su sposobni prilagoditi
tjelesnu temperaturu prema temperaturi okoliSa. Radena su istraZivanja sastava i sadrzaja
gangliozida mozga riba pri ekstremnim temperaturnim uvjetima, no ne ukljucuju
imunohistokemijske lokalizacije gangliozida u mozgu riba.

Nase istrazivanje ukazuje na razliku u sastavu glikosfingolipida mozga duzicaste
pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio). Opisane promjene
pracene su tijekom ekstremnih uvjeta od zimskog do ljetnog razdoblja u prirodnim uvjetima
okolisa. Prema dobivenim rezultatima u ovom radu prikazane su promjene sastava,
distribucije kompleksnih gangliozida i udjela alkalijski labilnih gangliozida po regijama
mozga duzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss) i obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio) kako
medusobno tako i tijekom sezonskih temperaturnih prilagodbi tijekom odabranih mjeseci. U
studiji su izvodene ekstrakcije, tankoslojne kromatografije gangliozida, imunoprepoznavanje
na plo¢ama tankoslojne kromatografije te imunohistokemijske metode.

Tijekom hladne aklimatizacije uoCeno je povecanje polisijaliliranih frakcija
gangliozida u mozgu o. $arana, dok je u mozgu d. pastrve uocen rast trisijalogangliozida. Obje
vrste pokazuju smanjenje monosijalogangliozida i nastajanje vise sijaliliranih homologa zimi,
1ako su uoCene promjene u znatnoj ve¢em razmjeru u mozgu d. pastrve nego o. Sarana. Kod d.
pastrve uocene su vece koli¢ine alkalijski labilnih gangliozida zimi, dok kod o. Sarana nisu
uocene promjene. Takoder je uoCen pomak biosintetskih puteva gangliozida od a- prema b-

putu, §to je ranije uoceno 1 pri embrionalnom razvoju sisavaca. O. Saran kao euritermna vrsta
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pokazuje manje promjene sastava i distribucije gangliozida od stenotermne vrste d. pastrve,
Sto je u skladu s ¢injenicom da i sisavci kao dobro prilagodene vrste imaju dosta uniforman
raspored gangliozida.

Imunohistokemijska lokalizacija otkriva razli¢ite promjene u razli¢itim dijelovima
mozga. U mozgu d. pastrve zimi prisutno je smanjenje GDla u corpus cerebelli, tectum
opticum, lobus inferior hypothalami i crista cerebelli, a pove¢anje GD1b i GT1b u istim
regijama. U mozgu o. Sarana prisutno je smanjenje GD1a u telencefalonu i tectum opticum,
dok je u corpus cerebelli prisutno povecanje. Kod GD1b gangliozida nisu uoene znacajnije
razlike, dok je kod GT1b uocena suprotna ekspresija od GD1a u istim regijama. A2B5
antitijelo je pokazalo nespecifiécno bojanje, ali u velikoj koli¢ini u obje vrste. Rezultati
imunoprepoznavanja potkrepljuju ove rezultate. Razli¢ite distribucije i specifican sastav
gangliozida u razli¢itim regijama mozga snazno sugerira da imaju vazne i specifi¢ne funkcije
u tim regijama. Za daljnje istrage od naSeg je interesa posegnuti za viSe specifiénim
protutijelom na c-seriju gangliozida, ukljuditi ekstrakciju gangliozida pojedinih regija mozga,
kako bi se dobio detaljan uvid u promjene sastava gangliozida tijekom temperaturnih
prilagodbi, jer je iz rezultata jasno da se ukupna koli¢ina gangliozida ne mijenja tijekom
temperaturnih prilagodbi, ve¢ sastav i raspodjela po razli¢itim regijama mozga. Dobiveni
rezultati objasnjavaju razlic¢itu sposobnost prilagodbe na sezonske promjene temperature kod

d. pastrve i o. Sarana te ukazuju na vaznost metabolizma gangliozida.
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9. SUMMARY

The ability of vertebrates to adapt to thermal fluctuations in their environment is mainly based
upon adaptive changes within the central nervous system. Changes in the physico-chemical
properties of neuronal membranes are responsible for temperature dependence of synaptic
transport. Our investigation focused on constituents of neuronal membrane, gangliosides.
These amphiphilic glycosphingolipids contain a different number of negatively charged sialic
acids and are highly concentrated in synaptic membranes. They are located in the outer
surface of the ordered lipid signal domains of neuronal membranes in order to create
selectivity in membrane transport, important in the spatial organization of cells.
Sphingomyelin and glycosphingolipids with saturated acyl chains associate with each other
and are more tightly packed than the surrounding bilayer. Cholesterol, the major structural
component of these domains, fills gaps between saturated fatty acids and is required in
establishing proper membrane fluidity over the range of physiological temperatures.
Comparative studies on brain gangliosides of many poikilotherms (cold-blooded) showed
correlation between composition of brain gangliosides and state of thermal adaptation. Fishes
being adapted to habitats with extreme cold temperatures showed domination of high polar
fractions. In this investigation, the concentration, composition and distribution of brain
gangliosides in two poikilothermic fish species belonging to the class of Actinopterygii were
investigated under seasonal temperature fluctuations in their natural ecosystem
(acclimatization). Eurythermic common carp (Cyprinus carpio) and stenothermic rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) were used for the experiments in order to get futher information
concerning the biological function of gangliosides with respect to seasonal thermal
adaptation. The variability of brain gangliosides in two observed fish species with different
strategies for survival in the cold was investigated by means of biochemical analysis and
immunohistochemical localization with newly developed antibodies. The data support the
hypothesis that the composition and distribution of brain gangliosides vary with the state of
thermal adaptation to maintain optimum rates of neuronal transmission. Composition and
distribution of brain gangliosides changes differently in eurythermic common carp and
stenothermic rainbow trout. During the cold acclimatization, increase of polysialylated
ganglioside fractions was observed in common carp, while rainbow trout showed increase of

trisialogangliosides. Rainbow trout showed decrease in GD1a content against GD1b, leading
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to increase in the biosynthesis of the higher sialylated fractions of the b- pathway during cold
acclimation. Both species showed decrease of monosialogangliosides, and formation of higher
sialylated glycosphingolipid homologues. In both species no seasonal changes in the total
amount of ganglioside-bound sialic acid occured. The ganglioside extracts of rainbow trout
contain gangliosides that co-migrate with GD1a of mammals by thinlayer chromatography in
all observed months, but we found no reaction in the fixed sections with appropriate antibody
until June, probably due to different modifications in the ceramide anchor during winter.

In order to separate alkali labile gangliosides from alkali-stabile we have performed
two-dimensional thin layer chromatography. Rainbow trout brain in winter showed large
quantities of alkali labile ganglioside (40.56%), while in the summer established in a small
proportion (33.14%). Common carp brain showed approximately equal amounts of alkali
labile ganglioside in winter (30.86%) and summer (30.88%). The percentage of alkali-labile
gangliosides was found to be related to the ecophysiological state of thermal adaptation.

Immunohistochemical localization revealed different changes in various parts of
brain. Rainbow trout brain in winter showed decrease of GD1a in corpus cerebelli, tectum
opticum, lobus inferior hypothalami and crista cerebelli, while GD1b and GT1b showed
contrary effect in the same regions. Common carp brain in winter showed decrease of GD1a
in telencephalon and tectum opticum, while in corpus cerebelli showed increase. GD1b
showed no differences and GT1b showed contrary effect against GD1a in the same regions.
A2B5 antibody showed non-specific staining, but in great amount in both species. Immuno-
overlay results support theese findings. Different distribution and the specific pattern of
gangliosides in various brain regions strongly suggests that they have important and specific
functions in these regions. For further investigation it would be of our interest to reach out for
more specific antibody to c-series gangliosides, include ganglioside extraction of selected

regions of brain according to our results.
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11. PRILOG

Tablica 1. Taksonomija vrste Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 — obi¢ni $aran, preuzeto sa
ITIS, Integrated Taxonomic Information System

Carstvo
Koljeno
Podkoljeno
Nadrazred
Razred
Podrazred
Infrarazred
Nadred
Red
Superporodica
Porodica
Rod
Vrsta

Animalia - Zivotinje
Chordata — svitkovci
Vertebrata — kraljeznjaci
Osteichthyes — kostunjace
Actinopterygii — zrakoperke
Neopterygii — novoperke
Teleostei — prave kosStunjace
Ostariophysi

Cypriniformes — saranke
Cyprinoidea

Cyprinidae — sarani
Cyprinus Linnaeus, 1758 — obi¢ni Sarani

Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 — obi¢ni
Saran, europski Saran

Tablica 2. Taksonomija vrste Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792— duzicasta pastrva,
preuzeto sa ITIS, Integrated Taxonomic Information System

Carstvo
Koljeno
Podkoljeno
Nadrazred
Razred
Podrazred
Infrarazred
Nadred
Red
Porodica
Podporodica
Rod

Vrsta

Animalia - Zivotinje
Chordata — svitkovci
Vertebrata — kraljeznjaci
Osteichthyes — kostunjace
Actinopterygii — zrakoperke
Neopterygii — novoperke
Teleostei — prave kosStunjace
Protacanthopterygii
Salmoniformes

Salmonidae - zlatov¢ice, lososi i pastrve
Salmoninae

Oncorhynchus Suckley, 1861 — Tihooceanski
losos

Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) —
duzicasta pastrva


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=163344
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=161989

Tablica 3. Odvage uzorkovanih mozgova d. pastrve tijekom eksperimentalnog razdoblja

SIJECANJ  fiksirani svjeze VELJACA fiksirani svjeze

r.or. smrzavani r.or. smrzavani

1 0,20 0,23 11 0,32 0,25
0,37 0,24 12 0,22 0,19

3 0,39 0,18 3 0,23 0,18

4 0,27 0,34 4 0,20 0,23

5 0,38 0,40 5 0,17 0,17

6 0,35 0,42 6 0,35 0,20

7 0,34 0,40 7 0,40 0,10

8 0,40 0,41 8 0,38 0,35

9 0,48 0,51 9 0,46 0,42

10 0,40 0,45 10 0,42 0,43

OZUJAK fiksirani svjeze TRAVANJ  fiksirani svjeze

r.or. smrzavani . r.br. smrzavani

1 0,60 0,40 11 0,40 0,35

2 0,35 0,33 12 0,35 0,37

3 0,40 0,35 3 0,35 0,40

4 0,38 0,28 4 0,33 0,49

5 0,37 0,40 5 0,31 0,38

6 0,34 0,39 6 0,31 0,32

7 0,33 0,29 17 0,29 0,35

8 0,39 0,30 \ 8 0,50 0,36

9 0,41 0,30 9 0,30 0,34

10 0,37 0,28 110 0,43 0,35

SVIBANJ fiksirani svjeze LIPANJ fiksirani svjeze

r.or. smrzavani r.or. smrzavani

1 0,33 0,33 1 0,23 0,43

2 0,16 0,25 2 0,25 0,26

3 0,35 0,22 \ 3 0,28 0,26

4 0,25 0,25 4 0,24 0,25

5 0,21 0,36 5 0,22 0,27

6 0,22 0,27 6 0,31 0,26

7 0,24 0,33 7 0,28 0,28

8 0,29 0,21 8 0,28 0,38

9 0,43 0,18 9 0,33 0,20

10 0,22 0,26 10 0,28 0,31



Tablica 4. Odvage uzorkovanih mozgova o. $arana tijekom eksperimentalnog razdoblja

SIJECANJ  fiksirani svjeze VELJACA fiksirani svjeze

r.or. smrzavani r.or. smrzavani

1 1,39 1,86 1 1,31 1,15
1,32 1,03 12 1,06 1,24

3 1,29 1,56 3 1,46 1,05

4 1,38 1,37 4 1,05 1,28

5 1,41 1,09 5 1,14 1,25

6 1,62 1,25 6 1,13 1,56

7 1,42 1,46 7 1,06 1,19

8 1,27 1,31 8 1,25 0,94

9 1,56 1,14 9 1,48 0,98

10 1,14 1,86 10 1,23 1,04

OZUJAK fiksirani svjeze TRAVANJ  fiksirani svjeze

r.or. smrzavani r.or. smrzavani

1 1,55 1,25 11 1,52 1,13

2 1,12 1,30 2 0,92 1,14

3 1,66 1,07 3 0,90 1,09

4 1,33 1,37 4 1,02 1,17

5 1,47 1,15 5 1,31 1,48

6 1,06 1,04 6 0,97 1,43

7 1,44 1,42 17 1,30 1,40

8 1,30 1,17 '8 1,11 1,25

9 1,33 1,22 9 1,22 1,45

10 1,40 1,13 110 1,05 1,17

SVIBANJ fiksirani svjeze LIPANJ fiksirani svjeze

r.or. smrzavani r.or. smrzavani

1 1,27 0,92 1 1,10 1,47

2 1,11 0,96 2 1,15 1,14

3 0,97 1,25 '3 1,27 1,20

4 1,05 0,97 4 1,33 116

5 1,49 1,29 5 1,39 1,08

6 1,19 1,53 6 0,94 1,23

7 1,11 1,08 7 1,07 1,14

8 1,53 1,19 8 1,04 1,02

9 0,92 1,24 9 1,22 1,17

10 1,11 1,55 10 1,18 0,96

Xi



Tablica 5. Izmjerene vrijednosti temperature vode (Tv) i zraka (Tz) te koncentracije otopljenog kisika (O2) u vodi u 9h tijekom

eksperimentalnog razdoblja, lokacija Turni¢, PoZega, [iAP:Xda (10 EVITRIVA0 § QAL V.

Sijeanj Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgL™| Veljata Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgL*t| Ozujak Tzu9h/°C Tv/°C O mg L

1 -2 10,8 108 11 4 115 91 11 3,7 10 9,9
2 -4 109 10 2 4 114 92 2 3 112 9

3 -2 107 108 3 0 11 9.3 3 35 1119

4 -3 105 10,6 4 0 11 9,3 4 3 11,3 91
5 1 10,9 10,4 5 05 11 9,2 5 4 11 9,5
6 0 10,7 104 6 1 112 91 6 1 111 94
7 0 11 10,4 |7 2 11 9 7 1 11 9,2
8 1 11,1 10,2 8 2,5 10 9,5 8 5 11 9,6
9 3 11 10,3 9 3 112 9 9 4 11 9,8
10 1 11 10,3 10 3 11,1 95 10 3 112 99
11 0 11 10,2 11 35 113 9 11 0 10 10,5
12 1 112 8 12 2 11 9 12 4 112 9

13 0 11 9,8 113 2 11,1 9.1 113 5 111 9

14 -2 10 9,9 14 3 11 9,5 14 6 113 91
15 1 112 10 15 3 11 9,4 115 6 11 9,5
16 3 111 98 16 2,5 11 9,2 16 7 111 94
17 3 113 94 117 3 112 96 117 5 10 10,4
5,6 11, 6J0 1 18 3 11 9,8 18 4 112 98
19 6 11 9,6 19 4 11,1 9,9 119 2 10 10
20 6 115 94 | 3,9 120 5 113 10
21 4 115 91 21 2 11 10 21 4 11 10
22 4 114 9 22 2 11 9,9 22 6 11,1 10
23 3 116 9 |23 1 112 96 23 7 11 10,2
24 7 115 96 24 2 11 9,9 124 75 11 10,3

Xii



Sijetanj Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgL?| Veljata Tzu9h/°C

25
26

Travanj

1
2
3
4
5
6
7
8
9

el el e e il o =
© o N U~ WN PP O

11,5
11,9
12
12

111

11,2
10
11,3
11
111
11
11,2
11
11,6
11,5
11,9
11,6
11,5

10,4

10,2
9,5
9,6
91
9,2
9,4
10,4
9,8

Tz u 9h/ °C

11
11,5
11,9
12
12
11
115
11,9
12
13
10

10

13
10
14,5
17

Tv/°C O2/ mgL? ‘Oiujak Tzu9h/°C Tv/°C O2/ mgL™*
11,2

11,2
11
11,5
11
11,5
12

10,4

10,4
10,2
10
10,3
10,2
91

8,9
9,5
8,4
8,5

|25
126
127
28
129
130
31
' Lipanj
11
2
3
4

|

18

7,3

8,5

11
11,2
11,3
11

11,1
11,4

10,4
9,8
9,6
9,4
8,9
8,9

Tzu9h/°C Tv/°C O2/mgL?

15
16
16,5
16,4
17
17,5
15
16
18
16
17
17,5
15
16
18
16
17,9
17,5
15

10,5
11,6
11,8
11,5
11,6
11,6
10,5
11,6
11,8
11,8
11,6
11,6
10,5
11,6
11,8
12,1
12,2
11,6
10,5

8,4
8,2
8,1
8,4
8,4
8,3*
75
7,2
71
7,1
7.4
73
75
7,2
7,1
71
6.9
7,3%*
8,5

Xiii



Travanj Tzu 9h/°C

20 11
21 10
12,6
23 13
24 10
25 5
26 10
27 9
28 7
29 10
30 9

Tv/°C Oz/ mg Lt | Svibanj Tzu9h/°C

11,2
111
11,6
115
11
10
11
11,2
11
11
11,2

10
10
10,2
10
10,3
10,2
9,5
9,6
10,2
9,8

*- dovedena mlada riba u vodni sustav

**_ ukljucenje aeratora

20
121
122
123
24
25
126
27
28
J29
30
131

11
13
11
11,2
13
14
15
16
16,5
17
17,5

Tv/°C O2/ mgL? ‘Lipanj Tzu9h/°C Tv/°C O2/ mgL™*

10

10,3
10,2
91

10

10,5
10,5
11,6
11,8
11,5
11,6
11,6

91
9

9,4
9,5
8,4
8,5
8,4
8,2
8,1
8,4
8,4
8,3

20
121
122
123
24
125
126
127
28
129
30

18
16
17
17,5
15
16
18
12
10
16
18

11,8
11,8
11,6
11,6
10,5
11,6
12,1
11

11

11,5
11,8

8,1
8,1
8,4
8,8
8,8
8,6
8,1
9

10
9,4
91

Xiv



Tablica 6. Izmjerene vrijednosti temperature vode (TV) i zraka (Tz) te koncentracije otopljenog kisika (O2) u vodi na dubini od 50 cm, u 9h
tijekom eksperimentalnog razdoblja, lokacija Grudnjak, Orahovica,

Sijetanj Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgL™L| Veljata Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgLt] Ozujak Tzu9h/°C Tv/°C Oz mg L™

1 -3 6 13 1 10 5 12,5 11 2 65 12
2 35 58 13 2 10 49 122 2 2 65 12
3 -2 5 12,8 3 6 5 12 3 1 63 121
4 0 5,1 12,5 4 5 6 11,7 4 2 6,5 12
5 3 5 12,4 5 2 6 12 5 3 65 122
6 3 5 12,4 6 3 5 12 6 2 6,5 12
7 3 5 12,4 7 4 45 126 7 -1 6 12,2
8 3 5 12,4 8 6 5 12 8 2 65 12
9 3 61 12 9 4 5 11,7 9 2 65 12
10 3 5 12,1 10 2 6 12 10 2 65 12
11 3 6 12 11 3 5 12 11 3 65 12
12 -3 44 126 12 4 45 126 12 2 65 12
13 -1 37 137 113 3 5 12 13 3 7 11,7
14 -1 37 136 14 3 5 12 14 4 8 11,5
15 -1 36 137 15 4 52 12 15 4 82 115
16 2 45 132 16 3 5 12,1 16 45 8 11,3
17 2 45 1372 117 3 5 12,3 17 5 85 115
4.5 13,2 18 2 51 12 18 4 8 11,3
19 2 45 11,6 119 0 35 125 19 4 8 11,2
20 2 43 12 20 20 4 8 11,5
21 2 45 121 21 0 5 11,8 21 7 10 11
22 0 41 12 22 il 5 11,9 22 7 10 11,2
23 2 4,5 11,5 23 0 35 12,5 23 7 105 111
24 2 4,5 11,5 24 2 5 12 124 7 105 11



Sijefanj Tzu9h/°C Tv/°C O mgL'| Veljata Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgL?'| Ozujak Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgL’?

25
26
27
28
29
30
31

Travanj

1
2
3
4
5
6
7
8
9

el el e e il o =
© o N U~ WN PP O

Tz u 9h/ °C

7,5

oo B~ O1

4,5

3,3
3,3

5,5

Tv/°C O/ mg L Tzu9h/°C Tv/°C Oz mg L

10,5
10,5
11,5
12,5
11,5
12,5
12,5
12,5
12,5
13
13,5
12,5
13
13,5
12,5
13
12
12
14

13,5
12,3
13,5
12,7
12,5
12,5
11,5

11
11,2
111
10,9
111
10,9
11
10,9
11
11
10,8
11
11
10,8
11
11
11,6
11,8
11,3

14
16
17
16
11
11
12
14
16
16,5
18
18,5
16,5
18
18,5
16,5
16,5
18
18,5

12,5 |25
12 |26
11,8 b7
12 28
12,4 29
- 30
- 31

11 11
10,7 2
10,5 3
10,9 4
12 5
11,5 6
11,5 7
10,8 8
10,6 9
11 10
11 11
10,8 12
11 13
11 14
10,8 115
11 116
11 [17
11 18
10,8 19

'Lipanj Tzu9h/°C Tv/°C Oz mgL™*

7 10 11
7 10 11,2
7,5 10,5111 1
8 115 11
7 10 11
7 10 11,2
7 105 111
20 215 98
21 22 9,6
21 205 97
23 215 96
19 205 10
19 205 10
21 22 9,8
21 22 9,6
21 215 94
18 215 94
17 205 95
16 205 94
19 20 9,8
23 225 94
24 22 9,2
25 225 972
24 SIS0 5
22 235 9.3
23 235 9.2

XVi



Travanj Tzu9h/°C Tv/°C O2/ mg L™ ‘Svibanj Tzu9h/°C Tv/°C O2/ mgL? ‘Lipanj Tzu9h/°C Tv/°C O2/ mgL™*

20
21
23
24
25
26
27
28
29
30

NAPOMENA: Koristen mjera¢ za otopljeni kisik i temperaturu, HI 9146, Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA

11,5
12,5
12,5
12,5
12,5
11,5
13

13,2
13

13,2
13,5

111
10,9
10,9
11

111
10,8
10,8
10,8
10,8
10,7

20
121
122
23
24
25
126
127
28
I29
30
131

17
18
20
21
21
23
25
21
23
24
21
23

19
20
20,5
20,5
21
21
22
21,5
21,5
22,5
22,5

10,5
10,4
10
10,2
9,8
10
9,6
10,2
10
9.6
10,2
10

20
121
22
23
24
25
26
27
28
29
30

16
19
23
26
22
20
22
20
16
19
23

20,5
21,5
22,5
23,5
23,5
21,5
22,5
23
20
21
22

9,8
9,6
9,3
91
9,5
9,4
9,6
9,8
10,2
9,6
9,5
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Tablica 7. Sazeti prikazi rezultata imunohistokemijske analize u pojedinim regijama mozga duZzicaste pastrve (Oncorhynchus mykiss).

+ - slabo, ++ - umjereno, +++ - jako, * - difuzno bojanje.

GANGLIOZID GM1 GDla GD1b GTlb EPITOP A2B5
REGIJA | sloj | sije¢anj travanj lipanj | sijecanj travanj lipanj | sije¢anj travanj lipanj | sijecanj travanj lipanj | sije¢anj travanj lipanj
TELENCEFALON - - - - - + + + + +++ ++ ++ ++* ++* ++%
OPTICKI TEKTUM 1 = - - - - +++ +++ +++ +++ ++ - - ++* ++* ++*
2 I - - - I - - ++ I ++ ++ ++ I ++ ++ ++ I +%* +%* +*
3 I = = = I = = ++ I ++ ++ ++ I + - = I - - -
4 I - - - | - - - | - - - | ++ ++ + | +* +* 4%
5 I - - - I - - ++ I ++ ++ ++ I ++ ++ + I +%* +%* +*
6 I - - - I - - ++ I ++ ++ ++ I - ++ ++ I - - -
7 - - - - - - - - - +++ ++ ++ ++* ++* ++*
KORPUS CEREBELUMA  mol - - - - - + ++ N - o+ o+ ++ ¥ FHE gk
ggl I = - - I - - + I + + = I ++ + + I +* +* +*
grl - - - - - ++ ++ +++ +++ ++ ++ + ++* ++* ++*
VALVULA grl = = - - - ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++ +4+% +H+* ¥
ggl I - - - I - - - I + ++ +++ I ++ + + I ++* ++* ++*
mol - - - - - ++ +%* ++* +++* +++ ++ ++ +* ++* ++*
KAUDALNI REZANJ grl = = - - - ++ + ++ +++ ++ ++ + ++* ++* ++*
gg! | - - - | - - + | ++ ++ +++ | ++ ++ ++ | ++* +4+* ++*
mol - - - - - ++ +++ ++ + +++ +++ +++ +44* +4+* +4*
KRISTA CEREBELUMA = = = - - ++ +++ ++ + +++ +++ ++ ++* ++* ++*
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Tablica 8. Sazeti prikazi rezultata imunohistokemijske analize u pojedinim regijama mozga obi¢nog Sarana (Cyprinus carpio).

+ - slabo, ++ - umjereno, +++ - jako, * - difuzno bojanje.

GANGLIOZID GM1 GDla GD1b GTlb EPITOP A2B5
REGIJA | sloj | sije¢anj travanj lipanj | sijecanj travanj lipanj | sije¢anj travanj lipanj | sijecanj travanj lipanj | sije¢anj travanj lipanj
TELENCEFALON - - - ++% ¥ ¥ +* +* ++* | * ++* ++% ++* ++* ++%
OPTICKI TEKTUM 1 R - - - - _ —+ + + 4 _ . i t +
2 I - - - I +¥ +* +* I - - - I o 4 +4+* I ++ + -
3 I = = = I = = = I = = = I +* ¥ 4% I + + +
4 I - = - | 4% +* +* | = = = | +* 44 4% | + + +
5 I - - - I ++* +* +* I I +* ++* ++* I + + +
6 I = = = I +* = = I + + + I +* = = I + + +
7 - - - ++* +++* ¥ - - - - - - ++ ++ +
KORPUS CEREBELUMA  mol j i B it + + + i i + T+ + ¥ ¥ ¥
gg! I - - - I ++ + - I ++ ++ ++ I ++ ++ I ++* ++* +*
grl - - - + + +++ +++ +++ +++ ++ + +++* ++* ++*
LATERALNAVALVULA  grl = - - + ++ +++ +++ +++ ++ +4+4* ++* ++* +4+% ++* ++*
gg! I - - - I ++ ++ ++ I ++ + + I +++* ++* ++* I ++* ++* +*
mol - - - ++ ++ +++ ++ + + +++* +4* ++* ++* ++* ++*
VAGALNI REZANJ - - - + + + + + + 4% ++* 4% 4% ++* +4*
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