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1 UVOD  

Trinitropropionska kislina (3NPK) je mitohondrijski toksin, ki inhibira sukcinat 

dehidrogenazo (Huang in sod., 2005). Znano je, da sistemska injekcija 3NPK poškoduje 

striatum tako, da posnema dogajanje pri Huntingtonovi bolezni (HD) (Beal in sod., 1993; 

Brouillet in sod., 1993; Simpson in sod., 1993). Pri HD v striatumu propadejo predvsem 

projekcijski striatni nevroni, medtem ko aferentno nitje in striatni internevroni ostanejo 

relativno ohranjeni (Miller in sod., 1997). Posledica atrofije striatuma so hiperkinetiĉne 

motnje (Martini in Gusella, 1986).  

Ker je delo srĉne mišiĉnine, podobno kot pri moţganih, odvisno od funkcije mitohondrijev in 

oksidativnega metabolizma pri tvorbi ATP, so nas v diplomskem delu zanimali uĉinki 3NPK 

na miokard in striatum, natanĉneje kakšne so spremembe v velikosti kardiomiocitov ter 

volumnu intersticija in velikost poškodb striatuma (Gabrielson in sod., 2001). 

Predvidevali smo, da bo 3NPK povzroĉila poveĉanje kardiomiocitov in intersticija miokarda 

ter  nevrodegenerativne spremembe v striatumu.  
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1.1 TRINITROPROPIONSKA KISLINA 

 

Trinitropropionska kislina (3NPK) je toksiĉen sekundarni metabolit v nekaterih vrstah druţine 

metuljnic in plesnih rodu Arthrinium ali Aspergillus. Kemiĉna formula 3NPK je C3H5NO4, 

njena kemijska zgradba pa je prikazana na sliki 1(Johnson in sod., 2000; Szabo in sod., 2005). 

 

 

Slika 1: Kemijska zgradba 3NPK. 

 

1.1.1 Izpostavljenost 3NPK 

Ţivali se zastrupijo s prehranjevanjem z rastlinami nekaterih vrst omenjenih druţin, ĉlovek pa 

s hrano iz ploĉevink, okuţenih s plesnijo rodu Arthrinium ali Aspergillus, ki producirajo 

3NPK (Johnson in sod., 2000; Szabo in sod., 2005). 

1.1.2 Letalna doza in znaki zastrupitve 

Letalna doza 50 (LD50) 3NPK pri podganah injicirana intraperitonealno je 67 mg/kg. Ĉlovek, 

ki je izpostavljen nizkim dozam 3NPK, lahko razvije akutno encefalopatijo
1
, ki ji sledi 

distonija. Poskusne ţivali, ki so jim injicirali 3NPK, so kazale padec motoriĉnih sposobnosti. 

Posredni fiziološki dokazi srĉno-ţilne toksiĉnosti, ki so jih ugotovili po dajanju 3NPK 

poskusnim ţivalim, so povzroĉanje bradikardije in zmanjšana kontraktilnost miokarda pri 

morskih prašiĉkih, vazodilatacija aorte pri zajcih ter bradikardija in hipotenzija pri psih 

(Hong, 1990). 

 

1.1.3 Nevrotoksičen učinek 3NPK  

1.1.3.1 Bazalni gangliji 

Bazalna jedra (bazalni gangliji), so del prednjih moţganov (telencefalon), ki predstavlja 

najkompleksnejši in hierarhiĉno najvišji del velikih moţganov (cerebrum). Razvil se je iz 

                                                 
1
 Kakršnakoli moţganska bolezen ali motnja, ki povzroĉa osebnostne motnje in nevrološke simptome. 
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prednjih moţganskih mehurĉkov. Cerebrum delimo na dve hemisferi. Vsaka je sestavljena iz 

sivine, ki pokriva moţgane in jo imenujemo moţganska skorja, pod njo leţijo asociacijske 

povezavave korpusa kalozuma (belina), še globlje v notranjosti pa se nahaja skupek med 

seboj povezanih bazalnih jeder (Campbell, 1999). 

1.1.3.2 Anatomija bazalnih ganglijev 

Bazalne gangilje sestavljajo kavdatno jedro, putamen, globus palidus (GP), subtalamiĉno 

jedro (STN) in substanca nigra (SN). Ker sta si kavdatno jedro in putamen po celiĉni sestavi 

podobna, ju skupaj imenujemo striatum oziroma neostriatum. Pri podgani je delitev med tema 

jedroma teţka, saj je nitje kapsule interne, ki pri primatih jasno loĉi ti dve jedri, razpršeno, in 

zato ju lahko oznaĉimo kar kot kavdatus-putamen (Cpu) oziroma striatum. Naslednje jedro 

globus palidus (GP), ki pri primatih leţi mediano od putamna, delimo na dva dela, globus 

palidus eksternus (GPe) in globus palidus internus (Gpi), medtem ko pri podgani Gpi 

nadomešĉa endopedunkularno jedro (EPN). Prav tako sestavljata dva dela tudi SN. To sta 

substanca nigra kompakta (SNC) in substanca nigra retikulata (SNR) nekateri viri pa 

opisujejo tudi substanco nigro lateralis (SNL) (Heimer in sod., 1985; DeLong in sod., 1990).  

STN leţi pod talamusom in takoj nad SN. Anatomsko je povezano z GP in SN (Kandel, 

2000).  

1.1.3.3 Funkcija bazalnih ganglijev 

Bazalni gangliji so del povratnih povezav korteks–bazalni  gangliji–talamus–korteks . Te 

povezave pri primatih sestavlja pet vzporednih, funkcionalno in strukturno loĉenih, 

polisinaptiĉnih nevronskih krogov, s katerimi moţganska skorja uravnava svoje delovanje. Ti 

krogi se zaĉnejo v senzoriĉnih, motoriĉnih, asociacijskih in limbiĉnih predelih neo- in  

alokorteksa in jih glede na korikalne predele, v katerih se zakljuĉijo, delijo na motoriĉni, 

okulomotoriĉni, dva prefrontalna in limbiĉni krog. Vloga motoriĉnega in okulomotoriĉnega  

kroga je zaĉenjanje, koordiniranje in uravnavanje hitrosti zaporedja gibov. Prefrontalna skorja 

in limbiĉni krog pa so vkljuĉeni v procese mišljenja in ĉustvovanja (Silbernagl, 2001). 

Vzporedna arhitektura ţivĉnih povezav v bazalnih ganglijih omogoĉa soĉasno uravnavanje 

skeletomotoriĉnih, okulomotoriĉnih, kognitivnih in t. i. limbiĉnih (afektivnih) procesov 

(Alexander in Crutcher, 1990). 
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1.1.3.4 Striatum 

Stratum predstavlja velik kompleks sive moţganovine globoko v hemisferah, ki ga deli 

interna kapsula (pri primatih) na dorzalni striatum (kavdatno jedro in putamen) in ventralni 

striatum (Kandel, 2000).  

Striatum je glavna vhodna enota bazalnih ganglijev iz ţe omenjenih delov moţganov.  

Senzori-motoriĉna skorja oţivĉuje predvsem putamen, v katerem se ohrani somatotopiĉni 

potek vlaken. Dorzalni striatum (predeli kavdatusa) oţivĉujejo kortikostriatni nevroni iz 

asociacijske skorje prefrontalnega, temporalnega, parietalnega in cingulatnega korteksa. V 

ventralni striatum pa projicirajo nevroni limbiĉnega predela moţganske skorje, hipokampusa 

in amigdalovih jeder (Alexander in Crutcher, 1990). 

Striatum je organiziran v citoarhitekturne, topografske in nevrokemiĉne podsisteme, ki se med 

seboj deloma prekrivajo, dopolnjujejo ali pa so med seboj neodvisni. Ena od najbolj 

preuĉevanih lastnosti striatuma je njegova predeljenost na matriks in striosome. Histokemiĉna 

lokalizacija aktivnosti acetilholinesteraze (AChE) na svetlobno-mikroskopski ravni je 

pokazala, da se v z AChE bogatem tkivu striatuma (matriks) nahajajo  

podroĉja manjše aktivnosti tega encima (striosomi). Ta podroĉja zavzemajo 10–20 % 

prostornine striatuma, v katerem sestavljajo tridimenzionalni labirint (Graybiel, 1990). 

Razliĉne vrste nevronov striatuma podgane delimo glede na morfologijo (velikost, 

elektronsko mikroskopske znaĉilnosti, prisotnost trnov na dendritih), vrsto ţivĉnih 

prenašalcev in nevropeptidnih (so) prenašalcev (nevromodulatorjev). Upoštevajo pa tudi 

delitev na projekcijske nevrone ter na internevrone. Srednje veliki projekcijski nevroni s trni 

na dendritih predstavljajo 95 % striatnih nevronov. Ti nevroni so glavna tarĉa aferentnih  

prilivov iz moţganske skorje in sestavljajo vzporedni povezavi z izhodnima  

jedroma bazalnih ganglijev (GPi in SNR). Direktna (monosinaptiĉna) pot pošlja aksone 

neposredno v izhodni jedri. Indirektna (polisinaptiĉna) pot pa povezuje striatum z izhodnima 

jedroma posredno, z zaporednima povezavama preko GPe in STN. Iz GPi/SNR vodi 

povezava preko talamusa nazaj v moţgansko skorjo (Kendel, 2000). Kot nevrotransmiter vsi 

projekcijski nevroni uporabljajo gama aminobutiriĉno kislino (GABA) in imajo zato 

inhibitorni vpliv na tarĉna moţganska jedra (Betarbet, 1997). Srednje velike projekcijske 

nevrone neposredne in posredne poti lahko loĉimo še glede na njihov znaĉilni nevrokemiĉni 

fenotip in sicer na populacijo nevronov neposredne poti, ki izraţa nevropeptida snov P in 



5 

Furlan P. Kardiotoksiĉni in nevrotoksiĉni uĉinki tirnitropropionske kisline.              

   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2010 

 

dinorfin ter dopaminske receptorje D1, ter na populacijo nevronov posredne poti, izraţa 

endogeni opioidni peptid enkefalin ter dopaminske receptorje D2  (Reiner, 1988). 

Poleg projekcijskih pa striatumu vsebuje še velike holinergiĉne internevrone in srednje velike 

peptidergiĉne (somatostatin, nevropeptoid Y) internevrone, ki sestavljajo preostali del 

celotnega števila striatnih nevronov (Marin, 2005). 

Ţivĉna prenašalca kortikostriatnih nevronov sta glutamat in aspartat, ki vzburjata tarĉne 

nevrone. V striatumu  sestavljajo sinapse še aferentni nevroni (njihovi prenašalci so navedeni 

v oklepaju) SNC (dopamin, holecistokinin, nevrotenzin), dorzalnega jedra rafe (serotonin), 

bazolateralnih jeder amigdal (glutamat, nevropeptidi) in talamusa (glutamat) (Graybiel, 1990). 

 

1.1.3.5 Nevrotoksiĉni uĉinek 3NPK 

Toksiĉni uĉinek 3NPK doseţemo z akutnim in kroniĉnim injiciranjem ţivali (Gabrielson, 

2001). 

Morfološke spremembe, ki nastanejo zaradi zastrupitve s 3NPK v moţganih predstavlja 

selektivna obojestranska simetriĉna poškodba primarno v striatumu, hipokampusu in talamusu 

(Hanilton in Gould, 1987).  

Razliĉne histološke analize kaţejo na selektivno uniĉenje ţivĉnih populacij v striatumu (Beal 

in sod., 1993; Brolongan in sod., 1995; Bossi in sod., 1993; Brouillet in sod., 1993). Hassel in 

Sonnewald leta 1995 poroĉata, da so v striatumu GABA-ergiĉni projekcijski nevroni pri 

zastrupitvi s 3NPK relativno bolj prizadeti kot glia celice. Vzrok za selektivno ranljivost  

striatnih nevronov ni poznan, povezujejo pa jo z nevrokemiĉnim ustrojem striatuma,  

relativnim pomanjkanjem nevrotrofiĉne podpore v striatumu in z drugimi vzroki (Miller 

1997).  

Hamilton in Gould 1987 poroĉata, da se na ultrastrukturni ravni nevronske spremembe, 

povzroĉene s 3NPK, na zaĉetku kaţejo z grupiranjem kromatina, zveĉano prozornostjo 

citoplzme, s celiĉnim skrĉenjem ali otekanjem ter z otekanjem mitohondrijev.  

1.1.3.6 Mehanizem delovanja  3NPK 

Gu in sod. leta 1996 so pri ţivalih, ki so jim dajali 3NPK, opisali hude poškodbe kompleksa II 

in III respiratorne verige v mitohondrijih  kavdatnega  jedra v primerjavi z poškodbami v 
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mitohondrijih trombocitov. Tudi druge raizskave so potrdile, da je mehanizem toksiĉnosti 

3NPK ireverzibilna kovalentna vezava in modifkiacija Arg 297 v sukcinat dehidrogenazi s 

poslediĉno inhibicijo sukcinat dehidrogenaze, encima cikla citronske kisline, ki prenaša 

elektrone po elektronski transportni verigi preko kompleksa II, kar povzroĉi zniţanje ravni 

ATP (Gabrielson, 2001; Li-Shar Huang in sod., 2005). Ta uĉinek se razvije hitro in ni omejen 

na celice v morfološko spremenjenih tkivih (Brouillet in sod.,1998). 

Mehanizem, ki sproţi apoptozo in nekrozo striatnih nevronov po sistemskem dajanju 3NPK 

še ni dobro raziskan, znano pa je, da ima pri tem pomembno vlogo mehanizem 

ekscitotoksiĉnosti. Z razliĉnimi raziskavami so pokazali, da so ekscitotoksiĉni 

nevrodegenerativni procesi, ki jih sproţi zastrupitev z 3NPK v striatumu, povezani z 

aktivacijo NMDA receptorjev, lahko pa jih sproţijo tudi drugi dejavniki (Miller, 1997).  

Poškodba, ki jo naredi 3NPK ţivĉnemu tkivu, posnema nevropatološke spremembe, ki so 

znaĉilne za  Huntingtonovo bolezen (Miller, 1997).   

1.1.4 Poškodba striatuma podgane s 3NPK: model za Huntingtonovo bolezen  

1.1.4.1 Huntingtonova bolezen 

Huntingtonova bolezen (HB) je dedna avtosomno dominantna progresivna nevropsihiatriĉna 

bolezen, ki se navadno pojavi v srednjih letih. Vedenjsko se bolezen pokaţe z nehotenimi 

ponavljajoĉimi gibi t. i. atetoza, sunkovitimi nakljuĉnimi gibi vseh delov telesa t. i. horea 

(skupaj imenovana horeoatetoza), motnjami zaznavanja in ĉustvavanja (Martini in Gusella,  

1986). Z napredovanjem bolezni se izraţenost omenjenih simptomov navadno zmanjša, 

pojavita se upoĉasnjenost gibov (bradikinezija) ter distonija, ki povzroĉi nenormalno drţo. To 

fazo bolezni imenujemo tudi akinetiĉna oblika HB (Alexi, 1999). Za napredovalo bolezen je 

znaĉilna tudi demenca (Martini in Gusella, 1986).                

Njena glavna nevropatolška znaĉilnost je propad srednje velikih GABA-ergiĉnih projekcijskih 

stratnih nevronov s trni na dendritih, ki ga spremljata glioza in poveĉanje lumna lateralnih 

ventriklov. Zato je hudo prizadeto delovanje bazalnih jeder, predvsem striatuma, poslediĉno 

pa je prizadeto tudi delovanje drugih moţganskih podroĉij, npr. moţganske skorje (Perry in 

sod., 1973; Bird, 1978;Vonsattel in sod., 1985). Ugotovili so, da pri HB v zgodnji in srednji 

fazi bolezni nevrodegenerativne spremembe relativno bolj prizadenejo srednje velike striatne 

projekcijske nevrone indirektne poti s ĉimer skušajo razloţiti nastanek nehotenih gibov (Deng 
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in sod.,2004; Miller in sod., 1997). V kasnejši fazi pa so prizadeti vsi razredi striatnih 

projekcijskih nevronov (Reiner in sod., 1988). Striatni internevroni pa ostanejo pri tem 

relativno ohranjeni (Wei in sod., 2001).  

Pri zastrupitvi s 3NPK so glavni mehanizmi, ki privedejo do degeneracije in smrti nevronov 

ekscitotoksiĉnost in oksidativni stres, ki povzroĉita celiĉno smrt, ki je nekrotiĉne in 

apoptotiĉne narave (Alexi, 1999). Ĉeprav natanĉnih mehanizmov še ne poznamo, pa je vzrok 

za nastanek HB verjetno mutacija avtosomnega dominantenga gena na kratki roĉici ĉetrtega 

kromosoma, ki se kaţe kot nenormalna ponovitev tripleta aminoksilin CAG, rezultat tega pa 

je razširjena regija poliglutamina v proteinu huntingtinu, ki se najbolj izraţa prav v  

srednje velikih trnatih projekcijskih nevronih (Gusella in sod., 1983; Ferrante in sod., 1997; 

Kosinski in sod., 1997).  

1.1.4.2  Model Huntingtonove bolezni  

Leta 1976 so prviĉ ugotovili, da stereotaktiĉna injekcija kainiĉne kisline, ki je analog 

glutamata, v striatumu podgan povzroĉi degenerativne spermembe, ki jih spremljajo nekatere 

hiperkinetiĉne motnje gibanja, ki bi jih lahko primerjali z znamenji pri ĉloveku (Coyle in 

Schwarcz, 1976; McGeer in McGeer, 1976a). Kasneje so podobne uĉinke dosegli tudi z 

uporabo nekaterih dugih analogov glutamata (iboteniĉne kisline, kviskvaliĉne kisline, 

kinoliĉne kisline). Kasneje je veĉ avtorjev predlagalo uporabo 3NPK pri modeliranju HB, saj 

patomorfološke in vedenjske spremembe, ki jih povzroĉi 3NPK v moţganih, do neke mere  

posnemajo bolezenske procese in znake pri bolnikih s HB (Beal in sod., 1993; Brouillet in 

sod., 1993; Simpson in sod., 1993). V primerjavi z ekscitotoksiĉnimi modeli, ki so bolj 

podobni zgodnjim hiperkinetiĉnim fazam HD, model narejen z intoksikacijo s 3NPK bolj 

posnema poznejše hipokinetiĉne faze in verjetno nastop HB pri mladostnikih (Lugaresi in 

sod., 1986).  

1.1.5 Srčna mišičnina človeka – miokard  

 

Osnovna gradbena in funkcionalna enota srĉne mišiĉnine so srĉne mišiĉne celice 

(kardiomiociti). Srĉne mišiĉne celice imajo premer 15 µm in so dolge od 85 do 100 µm. V 

sredini celic je eno ali dve jedri. Med srĉnimi celicami je vezivo bogato z ţilami. Srĉne 

mišiĉne celice so med seboj povezane s preĉnimi povezavami, anastomozami. Meje med 

posameznimi celicami so stiĉnice (disci intercalares), ki omogoĉajo hitro prevajanje pulza 
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med celicami. V vzdolţnih delih stiĉnic je veĉ presledkovnih stikov. V preĉnih delih stiĉnic 

so adherentne fascije, v katerih so zasidrani aktinski filamenti. V vzdolţnih in preĉnih delih 

stiĉnic so dezmosomi (maculae adherens).V kardiomiocitih so diade in le izjemoma triade. V 

srĉini mišiĉni celici so številni mitohondriji, ki tvorijo 40 % prostornine citoplazme celice. 

Številni mitohondriji kaţejo na potrebo po aerobni presnovi v srĉni mišiĉnini. Srĉne mišiĉne 

celice so terminalno diferencirane in nimajo sposobnosti regeneracije po rojstvu, medtem ko 

imajo pred rojstvom sposobnost razmnoţevanja (Zorc in Petroviĉ, 2005). 

 

1.1.5.1 Vezivno tkivo normalnega ĉloveškega srca 

Stroma srca (intersticijsko tkivo), je sestavljena iz vezivnega tkiva, veĉinoma predstavlja 

fibrozni skelet srca. Srĉni ekstracelularni matriks vzdrţuje strukturo miokarda in doloĉa 

proţnost, moĉ in togost (Weber in sod., 1993). Interakcije med celico in ekstracelularnim 

matriksom ne zagotovijo samo struktune in mehanske podpore, ampak tudi pomembno 

biološko signaliziranje med remodeliranjem tkiva (migracija, proliferacija, diferenciacija in 

ekspresija razliĉnih genov). Pomembno je, da srce preoblikuje lastno tkivo (miokard) kot 

odgovor na fiziološke in patološke spremembe (Bosman in Stamenkovic, 2003; Imanaka- 

Yoshida in sod., 2004). Pomembne tarĉne celice v srcu so fibroblasti, ki so pod kontrolo 

molekul ekstracelularnega matriksa (Eckes in sod., 1999).  

Ravnoteţje sinteze in razgradnje ekstacelularnega matriksa doloĉa vzdrţevanje srĉnega 

ekstracelularnega matriksa (Heeneman in sod., 2003). Normalna stopnja sinteze 

ekstracelularnega matriksa je zelo nizka, toda v patoloških pogojih se zelo poveĉa (Cleutjens 

in sod., 1995). 

1.2 STEREOLOŠKA TEHNIKA 

 

Stereologija je znanstevena disciplina, ki sklepa na osnovi geometriĉne verjetnosti iz 

dvodimenzionalnih vzorcev struktur na njihovo tridimenzionalno zgradbo. Pri tem velja, da 

volumska gostota Vv  neke strukture enka toĉkovni gostoti PP, torej deleţu testnih toĉk, ki 

leţijo znotraj ustrezne stukture. Strukture, ki jih prouĉujemo, so lahko prostornine, kot v 

našem primeru, površine, dolţine ĉrt in števila. Testni sistemi, ki jih nakljuĉno spravljamo v 

kritje s študiranimi strukturami so lahko doloĉeni volumni (V), ravnine ali njihovi deli 

doloĉene plošĉine (areali, A), premice doloĉene dolţine (linije, L) ali doloĉeno število toĉk 

(punkti, P). Geometrijsko telo, lik, ĉrta ali toĉka, v katerem se sekata struktura in testni sistem, 
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imenujemo sled. Poznamo veĉ tipov stereoloških testnih sistemov. Mi smo pri delu uporabili 

polkroţni testnih sistem, pri katerem testne linije predstvljajo na alternativno stran odprti 

povezani polkrog. 

Osnovni stereološki problemi so ugotavljanje volumske gostote (VV), površinske gostote SV, 

dolţinske gostote MV I numeriĉne gostote NV. Volumska gostota VVk je relativna vrednost, 

ki pove, kolikšen deleţ nekega telesa (organa, celice) odpade na doloĉeno komponento k. 

Doloĉimo jo tako, da na reprezentativnih rezinah skozi telo, katerih slike sprevimo v kritje s 

toĉkovnim testnim sistemom, preštejemo toĉke Pk, ki padejo na strukturo k v rezinah, in jih 

delimo s številom vseh testnih toĉk PT, ki padejo na katerokoli strukturo vsega telesa (organa, 

celice). 

VVk  

 Testna toĉka v testnem sistemu je v našem primeru doloĉena s preseĉišĉem dveh linij. 

 

1.2.1 Splošna navodila za uporabo testnih sistemov 

 

Prva faza stereološkega dela je namenjena umerjanju izbranega testnega sistema pri izbrani 

mikroskopski poveĉavi. V drugi fazi stereološkega dela spravljamo v kritje reprezentativne 

vzorce stereološkega objekta ali njegove poveĉane slike in izbrani testni sistem. Pri delu na 

podroĉju svetlobne mikroskopije zamenjamo navaden okular s t.i. integracijskim okularjem, 

ki ima plošĉico s testnim sistemom ţe vgrajeno. 

1.2.2 Vzorčenje 

 

V stereologiji je vzorec sestavljen iz doloĉenega števila polj; v vsakem polju se prekrivata 

slika dvodimenzionalnega prereza skozi objekt in izbrani testni sistem.  

Dokazali so, da je naĉeloma od enostavno nakljuĉnega vzorĉenja boljša metoda 

sistematiĉnega vzorĉenja, pri katerem se standardna napaka hitreje manjša z veĉanjem vzorca. 

Tak naĉin vzorĉenja smo uporabljali tudi mi, polega tega pa je bilo vzorĉenje popolno, kar  

pomeni, da smo s postopnim polaganjem testnega sistema prekrili vso rezino, kar je zaţeleno 

pri analizi majhnih organov ali organov majhnih ţivali.  
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1.2.3 Viri napak 

 

Napake stereoloških merjenj lahko nastanejo pri izdelavi preparatov ali pa pri samem 

prekrivanju mikroskopskih slik s testnimi sistemi  
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2   NAMEN NALOGE IN HIPOTEZE 
 

Znano je, da 3NPK povzroĉa poškodbo striatuma. Ker je srĉna mišiĉnina, podobno kot 

moţgani, odvisno od funkcije mitohondrijev in oksidativnega metabolizma pri tvorbi ATP, so 

nas v diplomskem delu zanimali uĉinki 3NPK na striatum in miokard.   

Namen naloge je bil ugotoviti:  

1. ali ima 3NPK poleg nevrotoksiĉnega uĉinka tudi kardiotoksiĉni uĉinek na podgane,   

2. poškodbo striatuma (velikost podroĉja v striatumu z zmanjšano relativno optiĉno gostoto), 

3. morfološko opredeliti poškodbe miokarda (nabrekanje kardiomiocitov, poveĉanje volumna 

vezivnega tkiva). 

Hipoteza: 

Naša delovna hipoteza je bila, da ima 3NPK poleg nevrotoksiĉnega uĉinka tudi kardiotoksiĉni 

uĉinek na podgane  
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3 MATERIAL IN METODE 

Poskus na ţivalih je bil narejen v Zagrebu na Inštitutu Rudjer Bošković v okviru 

dvostranskega sodelovanja. Diplomsko delo sem izvedla na ţe odvzetem materialu. 

3.1. ŢIVALI 

 

V poskus smo vljuĉil 9 samic Wistar podgan, starih 18 mesecev in teţkih od 210 do 288 g na 

zaĉetku poskusa. Ţivali so bile izpostavljene 12-urnemu dnevno-noĉnemu ciklu (svetloba od 

7.00 do 19.00), sobni temperaturi 22–24 ºC ter specializirani standardni hrani za podgane in 

pitni vodi ad libitum. Skupine po dve ţivali so v ĉasu poskusa ţivele v plastiĉnih kletkah, 

postlanih z drobnim obljanjem. Poskus smo izvedli v skladu s hrvaškim Zakonom o  

varstvu zdravja ţivali in Navodili za dodelitev dovoljenja za izvajanje poizkusov na ţivalih za 

znanstvene namene. Po konĉanem 8-dnevnem tretiranju smo jih deveti dan giljotinirali.   

Naredili smo vse, da smo ĉimbolj zmanjšali trepljenje ţivali. Poskusa ne bi mogli narediti 

brez poskusnih ţivali, saj v telesu obstajajo procesi, ki jih v in vitro pogojih ne moremo 

izzvati. 

Podgane smo razdelili v dve skupini. Prvi skupini oz. 3NPK skupini (n = 6)  podgan smo vsak 

dan subkutano (s.c) aplicirali 3NPK štiri dni v odmerkih 25mg/kg, in nato še štiri dni vsak dan 

po 30 mg/kg. Drugo skupino oz. kontrolno skupino (n = 3) ţivali smo vsak dan s.c injicirali 

samo fiziološko raztopino 8 dni.  

3.2 ŢRTVOVANJE ŢIVALI, ODVZEM VZORCEV, FIKSACIJA IN REZANJE TKIVA 

 

Ţivali smo 24 ur po zadnji injekciji giljotinirali. Ob raztelešenju smo odvzeli  srce in moţgane  

za nadaljnje preiskave. 

3.2.1 Fiksacija srca 

Srca smo 24 ur fiksirali v 10 % pufranem formalinu (HCHO) (pH=7,3) pri sobni temperaturi.  

Za pripravo 10 % pufranega formalina smo potrebovali 100 ml koncentriranega nevtralnega 

formalina, 6,5g natrijevega hidrogen fosfata (Na2HPO4), 4g dihidrogenfosfata 

(NaH2PO4·2H2O) in 900 ml destilirane vode. 
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3.2.2 Vklapljanje v parafin  

 

Po konĉanem fiksiranju smo srca dehidrirali s 70 % etanolom, nato 96 % etanolom ter 100 % 

etanolom in nato bistrili s ksilenom ter ga vklopili v parafin v termostatu  

pri 1 do 2 višji temperaturi od tališĉa parafina, torej pri 60 ºC. Po prepajanju s parafinom smo 

iz tkivnih vzorcev oblikovali parafinske bloke. Staljen parafin smo nalili v pravokotne 

kovinske modele. Vanje smo z ogreto pinceto vloţili tkivni vzorec tako, da je bil z najveĉjo 

površino na dnu modela. Ko se je prafin toliko ohladil, da se je na površini naredila tanka 

koţica, smo model potopili v ledenomrzlo vodo, da se je parafin ĉim prej strdil. Parafinske 

bloke smo vzeli iz modela in jih s segreto lopatico prilepili na lesen koliĉek tako, da je na 

vrhu bloka površina tkiva, ki je bila na dnu modela. Srca vklopljena v parafin smo na 

mikrotomu narezali na 4 µm debele rezine. 

 

3.2.3 Priprava rezin možganov  

 

Moţgane smo takoj zamrznili na suhem ledu. Na kriostatu smo potem moţgane narezali v 

treh razliĉnih ravninah na 10 µm debele koronalne rezine preko neostriatuma (med 2,2 mm in 

-0,3 od bregme), jih postavili na objektno steklo in jih posušili na sobni temperaturi.  

 

3.2.4 Fiksacija možganov 

Rezine smo fiksirali 5 minut v 4 % s fosfatom pufranem parafolmaldehidu, sprali v s fosfatom 

pufrani fiziološki raztopini, dehidrirali v 70 % etanolu in shranili v 95 % etanolu pri + 4º C za 

nadaljno obdelavo. 
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3.3 HISTOLOŠKA BARVANJA 

3.3.1 Barvanje s hematoksilinom in eozinom (HE) 

Potrebne raztopine: 

 Mayerjev hematoksilin 

 1% eozin 

 nasiĉena raztopina litijevega karbonata ( LiCO3) 

Postopek: 

Nebarvane parafinske rezine smo 10 minut deparafinirali v ksilenu, ksilen pa spirali z alkoholi 

padajoĉe koncentracije (100 % in 96 %) do vode. Jedra smo 5 minut barvali v Mayerjevem 

hematoksilinu in nato tkivne rezine izprali v tekoĉi vodi. Jedra smo pomodrili z litijevim 

karbonatom in 15 minut izpirali pod tekoĉo vodo. Citoplazmo smo 5 minut progresivno 

barvali z 1 % vodno raztopino eozina. Rezine smo izprali v tekoĉi vodi in nato dehidrirali z 

etanoli rastoĉe koncentracije (96 % in 100 %). Tkivne vzorce smo 10 minut bistrili v ksilenu, 

obrisali in na barvno rezino kanili kapljico kanadskega balzama ter pokrili s pokrovnim 

stekelcem. 

Rezulat barvnja so bili modro obravana jedra in roţnato-rdeĉe obarvana citoplazma.  

3.3.2 Barvanje sirius red  

Potrebne raztopine: 

 Sirius red F3A 

 pikrinska kislina 

 0,01 N HCl 

 Harisov hematoksilin 

 

Postopek:  

Nebarvane parafinske rezine smo 10 minut deparafinirali v ksilenu, ksilen pa spirali z alkoholi 

padajoĉe koncentracije (100 % in 96 %) do vode. Histološke rezine smo za eno uro dali v 0,1 

% raztopino Sirius red F3A v nasiĉeni vodni pikrinski kislini (pH = 2,0). Nato smo rezine 

spirali 2 minuti z 0,01 N HCl. Jedra smo barvali jedra s Harisovim hematoksilinom. Rezine 
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smo izprali v tekoĉi vodi in nato dehidrirali z etanoli rastoĉe koncentracije (96 % in 100 %). 

Tkivne vzorce smo bistrili v ksilenu 10 minut, obrisali in na barvno rezino kanili kapljico 

kanadskega balzama ter pokrili s pokrovnim stekelcem. 

3.3.3 Histokemično barvanje na citokrom-oksidazo 

Potrebne razopine:  

 diaminobenzidin (DAB; Sigma, St. Luis, MO, ZDA) 

 citokrom C (iz konjskega srca, 2100 U; Sigma St. Luis, MO, ZDA) 

 katalaza (Sigma, St. Luis, MO, ZDA) 

 amonijev - nikljev(II)sulfat (Sigma, St. Luis, MO, ZDA) 

 kobaltov klorid (Sigma, St. Luis, MO, ZDA) 

 

Postopek: 

Uporabili smo metodo barvanja po Wong-Rileyju, prirejeni za barvanje na zmrznjencih. 

Rezine smo inkubirali do temno sivega obarvanja (~1uro) v stresalni vodni kopeli (37–44
0 

C) 

v  inkubacijskem mediju (200 ml 0,1 M fosfatnega pufra, 200 ml destilirane vode, 80 mg 

DAB, 120 mg citokrom C, 60 mg katalaze, 8 g saharoze, 12 ml 1% amonijevo  

niklovega(II)sulfata, 2,4 ml 5 % kobaltovega klorida) in dehidrirali (po 4 min) s pomakanjem 

v etanol v narašĉajoĉih koncentracijah (70 %, 95 %, 100 %) ter nazadnje v ksilenu.        

 

3.4 MERJENJE TELESNE MASE  

 

Za izraĉun statistiĉno znaĉilne razlike med telesno maso na koncu devetega poskusnega dne 

in telesno maso na zaĉetku poskusa izraţeno v porcentih (100 % = telesna masa na zaĉetku  

 

poskusa) smo uporabili Studentov t-test. Vse podatke smo izrazili kot povpreĉje ± SD. 

Statistiĉno znaĉilnost smo doloĉili na P < 0,05. 

3.5. SLIKOVNA ANALIZA 

3.5.1 Morfometrične meritve poškodbe striatuma 

 

Vsako tkivno rezino s prerezi moţganov smo postavili na presvetljevalec (NortheLight, 

Canada) in z obĉutljivim ĉrno belim fotoaparatom (MTI, DAGE 72E, USA) zajeli sliko. 

Površino striatne poškodbe smo merili s programom UTHESCA Image Tool software (San 
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Antonio, USA). Za posamezno ţival smo naredili meritve na treh koronalnih rezinah skozi 

striatum. Na vsaki rezini smo obrisali celoten striatum in podroĉje z zmanjšano relativno 

optiĉno gostoto v striatumu (striatalna poškodba). Za prag smo izbrali optiĉno gostoto 

moţganske skorje. Za vsako ţival posebej smo izraĉunali deleţe (100 % = površina 

celotenega striatuma), ki ga je na vseh treh rezinah zavzelo podroĉje zmanjšane optiĉne 

gostote glede na celoten striatum. Za posamezno poskusno skupino smo izraĉunali povpreĉja 

velikosti poškodbe striatuma ± SD. Statistiĉno znaĉilnost razlik med poskusnima skupinama 

smo vrednotili s pomoĉjo Studentovega t-testa  (P < 0,05).    

3.5.2 Morfometrične meritve velikosti kardimiocitov in njihovih jeder 

Za zajemanje slik tkivnih rezin srca smo uporabil svetlobni mikroskop (Carl Zaiss) pri 40-

kratni poveĉavi in digitalmi barvni fotoaparat (Sonny). Za vsako ţival posebaj smo izvajali 

meritve na treh tkivnih rezinah srca, barvanih po metodi HE, v podroĉju levega prekata. Z  

uporabo raĉunalniškega programa UTHESCA Image Tool software (San Antonio, USA) smo 

izmerili premer 50 kardiomiocitov v višini jedra in njihovih jeder in izraĉunali povpreĉen  

premer celic in jeder pri posamezni ţivali. Širino celic in njihovih jeder smo merili v številu 

pikslov in jo izrazili kot deleţ, kjer je pomenil 100 % povpreĉje meritev v kontrolni skupini. 

Za posamezno poskusno skupino smo izraĉunali povpreĉja parametrov (%) ± SD. Statistiĉno 

znaĉilnost razlik med poskusnima skupinama smo vrednotili s pomoĉjo Studentovega t-testa  

(P < 0,05).     

 

3.5.3 Merjenje volumske gostote vezivnega tkiva in miofibrilarnega indeksa 

 

Stereološko analizo intersticijskega tkiva smo izvajali na svetlobnem mikroskopu pri 40-

kratni poveĉavi objektiva. Uporabili smo mnogonamenski testni sistem po Weiblu s 42 

testnimi toĉkami. V  tkivnem vzorcu srca v podroĉju levega prekata, barvanem po metodi 

Sirius red, smo prešteli vse zadetke mreţice z vezivom (Pv) in vse zadetke s tkivno rezino 

(Pm). Iz zadetkov smo izraĉunali volumsko gostoto veziva (Vv-mm
3
/mm

3
) po formulah Vv = 

Pv/Pt in Pt = Pm + Pv.  

Stereološko analizo miofibrilarnega indeksa (myofibril volume fraction- Mvf) smo izvajali pri 

63-kratni poveĉavi objektiva. V  tkivnem vzorcu v podroĉju levega prekata, barvanem po 

metodi HE, smo prešteli vse zadetke mreţice z miofibrilami (Pm) in vse zadetke, ki zadenejo 
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ali ne zadenejo miofibrile (Ptm). Iz zadetkov smo izraĉunali volumske gostoto miofibril 

(mm
3
/mm

3
) po formulah Mvf = Pm/Ptm.  

Iz rezultatov parametrov (volumske gostote in miofibrilarnega indeksa) pri posamezni ţivali 

smo izraĉunali povpreĉne vrednosti parametrov v posamezni skupini. Statistiĉno znaĉilnost 

razlik med poskusnima skupinama smo vrednotili s pomoĉjo Studentovega t-testa  (P < 0,05).    
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4 REZULTATI  

4.1 SUBKRONIĈNI UĈINKI 3NPK NA PODGANE 

Podgane, ki smo jim injicirali 3NPK, so se razlikovale od ţivali iz kontrolne skupine po 

pogrbljeni drţi, zmanjšanju mototriĉnih funkcij, kot je lokomotorna aktivnost in brezizrazni 

gibi ţveĉenja. Ob rokovanju se te niso veĉ upirale. 

Ena podgana iz 3NPK skupine je poginila pred koncem poskusa, zato je nismo naprej 

preuĉevali.  

4.1.1 Telesna masa 

Ţivali smo v obdobju 9-dnevnega poskusa vsak dan tehtali. Primerjava telesne mase podgan 

na zaĉetku poskusa (100 %) in na koncu poskusa je pokazala statistiĉno znaĉilno zmanjšanje 

teţe v 3NPK skupini (za -11,8 % ± 4,62; parni Studentov t-test, n = 6, P = 0,003), medtem ko 

je ostala telesna masa v  kontrolni skupini nespremenjena (za 1 % ± 0,8; parni Studentov t-

test, n = 3,  P = 0,113).  

 
 

Slika 2: Povpreĉne mase podgan iz 3NPK  kontrolne skupine, izraţene v odstotkih glede na 

maso prvega dne v posameznih skupinah, merjene vsak dan 9 dni. 
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4.2 HISTOLOŠKE SPREMEMBE STRIATUMA  

 

Moţgane dveh skupin podgan, ki smo jim 8 dni s.c injicirali 3NPK ter drugo s fiziološko 

raztopino smo barvali na COX ter merili velikost podroĉja z zmanjšano relativno optiĉno 

gostoto barvanja na COX. 

 

4.2.1 Rezultati meritev spremembe v relativni optični gostoti barvanja na COX 

 

Na tkivnih rezinah moţgan smo pri 3NPK skupini v predelu striatuma opazili vidna podroĉja 

z zmanjšano relativno optiĉno gostoto barvanja na COX (slika 3). 

V skupini podgan,  ki smo jim injicirali 3NPK, smo opazili lezije (podroĉja z zmanjšano 

relativno optiĉno gostoto), ki so zavzemale povpreĉno 50,5 % ± 13,4 velikosti striatuma. V 

kontrolni skupini v striatumu ni bilo sprememb v relativni optiĉni gostoti barvanja na COX.  

 

              2,2 oddaljenost od bregme    1,2 oddaljenost od bregme   0,5 oddaljenost od bregme         

 

Slika 3: Tkivne rezine moţganov podgan, ki smo jim injicirali fiziološko raztopino kot 

kontrolo (KONT) ali 3NPK 4 dni 25 mg/kg in nato še 4 dni 30 mg/kg, rezane na razliĉnih 

oddaljenostih od Bregme. Vidna podroĉja manjše optiĉne gostote barvanja na COX v 

striatumu (pušĉice).   
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4.3 HISTOLOŠKE SPREMEMBE MIOKARDA 

 

Miokarde dveh skupin podgan, ki smo jih 8 dni s.c. injicirali 3NPK ter drugo s fiziološko 

raztopino smo barvali po metodah HE in Sirius red ter merili spremembe velikosti  

kardiomiocitov, spremembe v miofibrilarnem indeksu in spremembe v volumski gostoti 

vezivnega tkiva. 

4.3.1  Meritve sprememb velikosti srčnih celic, njihovih jeder, miofibrilarnega indeksa 

in involumske gostote veziva 

 

Histološka analiza srĉne mišĉnine v podroĉju levega prekata, barvane po metodi HE, pri 

ţivalih, ki smo jim injicirali 3NPK, je pokazala nabrekanje srĉnih mišiĉnih celic in njihovih 

jeder, izgubljanje miofibril, propadanje kardiomiocitov ter razrašĉanje vezivnega tkiva, v 

primerjavi s kontrolno skupino (slika 4). 

 

Slika 4: Srĉna mišiĉnina podgan iz skupine, katerim smo s.c injicirali  3NPK (4 dni  25mg 

3NPK/kg in nato še 4 dni po 30 mg 3NPK/kg) in fiziološko raztopino kot kontrolo (KONT) 

barvana po metodi HE. Razpad miofibril (pušĉica), velika jedra (glava pušĉice), ter 

razrašĉanje veziva (dve pušĉici). Dolţina ĉrte je 50 µm. 

V skupini podgan, ki smo jim injicirali 3NPK, smo v tkivnih rezinah srĉne mišiĉnine v 

primerjavi s kontrolno skupino opazili nabrekle srĉne mišiĉne celice (3NPK = 118 % ± 12,25; 

fiziološka raztopina = 100,00 % ± 5,84; P < 0,05 ) s poveĉanimi jedri (3NPK = 115,57 % ± 

13,56; fiziološka raztopina = 100,00 % ± 5,84; P < 0,05) (sliki 4 in 5). Srĉne mišiĉne celice 

3NPK skupine so imele v primerjavi s kontrolno skupino v citoplazmi podroĉja razpadlih  
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miofibril (slika 4) in zmanjšan miofibrilarni indeks (3NPK = 0,3922 mm
3
/mm

3
 ± 0,0230, 

kotnrola = 0,4550 mm
3
/mm

3
 ± 0,0083; P < 0,05) (slika 6). 

 

Slika 5: Povpreĉne vrednosti premerov srĉnomišiĉnih celic in njihovih jeder v skupini 

podgan, ki smo jim s.c injicirali 3NPK 4 dni 25 mg/kg in nato še 4 dni 3 mg/kg (3NPK) v 

primerjavi s kontrolnimi ţivalmi, ki smo jim injicirali fiziološko raztopino (KONT) kot 

kontrola izraţeni v % ± SD.  

Statistiĉna analiza: * znaĉilno razliĉen od kontrolne skupine (Studentov t-test, P < 0,05).  
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Slika 6: Povpreĉne vrednosti miofibrilarnih indeksov v skupini podgan, ki smo jim s.c 

injicirali 3NPK 4 dni 25 mg/kg in nato še 4 dni 3 mg/kg (3NPK) v primerjavi s kontrolnimi 

ţivalmi, ki smo jim injicirali fiziološko raztopino (KONT), izraţeni v % ± SD. 

 Statistiĉna analiza: * znaĉilno razliĉen od kontrolne skupine (Studentov t-test, P < 0,05).  

Tkivne rezine srĉne mišiĉnine v podroĉju levega prekata smo barvali po metodi Sirius red. Po 

tej metodi se mišiĉne celice obarvajo rumeno, vezivo pa rdeĉe, kar je prikazano na sliki 7. 

Meritve volumske gostote veziva s stereološko mreţico po Weiblu so pokazale poveĉanje 

volumske gotote veziva podganah iz 3NPK skupine v primerjavi s kontrolnimi ţivalmi 

(3NPK = 0,0531 kontrola = mm
3
/mm

3
 ± 0,0090; 0,0135 mm

3
/mm

3 
± 0,0051; P < 0,05) (slika 

8) . 
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Slika 7: Srĉna mišiĉnina podgane iz skupine, ki smo jim injicirali 3NPK 4 dni z dozo  25 mg/ 

kg in nato še 4 dni po 30 mg/kg ter miokard podgane iz kontrolne skupine (KONT),  katerim 

smo aplicirali fiziološko raztopino 8 dni, barvana po metodi Sirius red. Rumeno so obarvani 

kardiomiociti in rdeĉe vezivo. Vezivo se vrašĉa med srĉne mišiĉne celice (pušĉice). Dolţina 

ĉrte je 50 µm.  
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Slika 8: Povpreĉje volumske gostote veziva (x ± SD) v srĉni mišiĉnini skupin podgan, ki smo 

jim s.c. injicirali fiziološko raztopino kot kontrolo (KONT) ali 3NPK 4 dni s 25 mg/kg in 

nato še 4 dni 30 mg /kg, merjeno s stereološko mreţico. 

 Statistiĉna analiza: * znaĉilno razliĉen od kontrolne skupine (Studentov t-test, P < 0,05).  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

5.1.RAZPRAVA 

Naši rezultati kaţejo, da ima 3NPK poleg nevrotoksiĉnega tudi kardiotoksiĉni uĉinek.  

Podgane iz 3NPK skupine v našem poskusu so bile pogrbljene, manj lokomotorno aktivne in 

so na koncu poskusa izgubile skoraj 12 % telesne mase. Ena podgana iz 3NPK skupine je 

poginila pred koncem poskusa, zato smo jo izloĉili iz poskusa.  Tudi Gabrielson je s sod 

(2001) pri miših zastrupljenih s 3NPK opazila, zmanjšanje telesne mase.  

3NPK je mitohondrijski toksin, ki ireverzibilno inhibira sukcinat dehidrogenazo, kar povzroĉi 

zniţanje ravni ATP (Huang in sod., 2005; Gabrielson, 2001). Ţe dolgo je znano, da je 3NPK 

selektivno okvari striatalne nevrone. Sistemska aplikacija 3NPK  povzroĉ predvsem atrofijo 

striatuma (Beal in sod. 1993; Brouillet in sod. 1993) in predvsem v kavdatnem jedru povzroĉa 

hude poškodbe kompleksa II in III respiratorne verige v mitohondrijih  v primerjavi z 

poškodbami v mitohondrijih trombocitov (Gu in sod., 1996).  Naši rezultati se skladajo z 

dosedaj znanimi podatki, saj smo pri 3NPK skupini v predelu striatuma opazili podroĉja z 

zmanjšano aktivnostjo COX, encimom, ki prav tako kot sukcinat dehidrogenaza, sodeluje v 

dihalni verigi.  

Tudi poskusi na razliĉnih genetskih variantah miši so pokazali, so miši z iztegnjenimi 

zadnjimi nogami, imele hudo poškodbo kavdatnega putamna, vkljuĉno s široko razširjenim 

otekanjem celic, nekrozo. Infakrti oz. poškodbe so se pri veĉini miši pojavile bilateralno, s 

centrom dorzalno-lateralnem delu (Cpu). Tak vzorec poškodb, kot so ga našli znotraj teh 

razliĉnih genetskih variant miši so našli tudi v raziskavah narejenih s kainiĉno kislino.3NPK 

in QA sta toksina, ki oba vplivata na srednje velike nevrone s trni na dendritih v striatumu in 

se ju uporablja kot model za HD. Ekscitotoksin QA povzroĉi celiĉno smrt z vezavo na 

NMDA in ne-NMDA, medtem ko 3NPK povzroĉi smrt striatnih nevronov z inhibicijo 

sukcinat dehidrogenaze (Ramaswamy in sod., 2009) 

 

Poleg nevrotoksiĉnega uĉinka pa smo opazili tudi toksiĉni uĉinek 3NPK na srĉno mišiĉnino. 

Histološka analiza srĉne mišĉnine pri 3NPK je v našem poskusu pokazala nabrekanje 

miocitov in njihovih jeder, izgubljanje miofibril, kar vodi v njihov propad in razrašĉanje 

veziva. Srce ima podobno kot moţgani, veliko porabo ATP, zato ima zastrupitev s 3NPK, ki 

inhibira delovanje dihalne verige v mitohondrijih, za posledico, da v obeh organih relativno  
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hitro zmanjka ATP, kar privede do okvare vzdraţnih celic (depolarizacija, celiĉni edem, 

sprošĉanje endogenih ekscitotoksiĉnih prenašalcev, poveĉanje koncentracije Ca
2+

 v celicah, 

aktivacija pro-apoptotskih dejavnikov, okvare membrane s kisikovimio prostimi radikali) 

(Gabrielson in sod., 2001). Ţe leta 1998 so namreĉ in vitro pokazali, da 3NPK povzroĉi 

pomankanje ATP v izoliranem srcu (Lopez in sod., 1998). Naši rezultati so podobni 

poškodbam, kot jih na miših opisuje Gabrielson s sod. 2001.  Ti so pri akutni zastrupitvi s 

3NPK opazili  difuzno nabrekanje kardiomiocitov in nekrozo, po subakutni in kroniĉni 

izpostavljenosti mišk 3NPK so v srcu našli celiĉni edem, poškodbo mikrofilamentov, 

poškodbo mitohondrijev in drugih organelov, fibrozo, apoptozo in nekrozo. (Gabrielson in 

sod., 2001). 

 V raziskavi, ki so jo naredili Gabrielson in sodelavci leta 2001, se infarkt kavdatnega 

putamna ni nikoli zgodil v odsotonsti srĉne toksiĉnosti. Kakršna koli potencialna povezava 

med tema dvema poškodbama bo verjetno predmet nadaljnih raziskav. Vpliv srĉne toksiĉnosti 

(povzroĉi padec minutnega volumna srca) na razvoj nevroloških lezij v miših še ni poznan. 

Gold in Gustine  sta leta 1982 predlagala v originalni študiji miši, da 3NPK sproţi moĉan 

padec v aktivnosti srĉne SDH in tako povzroĉi srĉno poškodbo. Ĉe je ta dovolj teţka lahko 

povzroĉi padec minutnega volumna srca in poslediĉno povzroĉi ishemiĉno hipoksijo 

kavdatnega putamna, kar povzroĉi striatno poškodbo.  

Ultrastukturne raziskave srca in moţganov miši so odkrile ĉasovno odvisnost med nastankom 

poškodbe v teh dveh organih. Srĉna poškodba se manreĉ pojavi pred lezijo v moţganih.  

Nekatere miši so imele poškodbo srca medtem ko so bili moţgani nepoškodovani oz. so bile 

poškodbe minimalne (Gabrielson in sod., 2001). 

Splošno znano je striatum zelo obĉutljiv na ishemijo in hipoksijo (Meade in sod., 2000; Burke 

in sod., 1990; Burke in sod., 1991; Chesselet insod., 1990; Johnston in sod., 1987; Uemura in 

sod., 1990).. Razlogi za to naj bi bili ali glutamatergiĉna ekscitotoksiĉnost preko NMDA  

receptorja, ki doprinese k celiĉni smrti nevronov in oksidativnem stresu v tem podroĉju 

(Simpson in sod., 1993). Drugi razlog je zgradba krvnih ţil, ki nosijo kri v striatum, in je 

obĉutljiva na spremembe v donosu hranil in kisika, oz. edinstvena povezanost in nivo 

oksidativnega metabosodlizma stritauma (Hier in sod., 1977; Nishino in sod., 1977; Portera- 

Cilliau in sod., 1997). Kot zadnji razlog pa je to, da je striatum podroĉje v moţganih, kjer se  

sreĉajo masivni glutaminergiĉni ter dopaminergiĉni inputi. Dopamin in glutamat sta 

pomembna nevrotransmiterja v moţganih, vendar ko sta sodelujoĉe preveĉ sprošĉena vsak  
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deluje kot moĉan nevrotoksin (Onley in sod., 1978). Mehanizmi, ki jih pripisujemo ranljivosti 

striatuma na hipoksijo in ishemijo so v skadu z mehanizmi, ki so odgovrni v patogenezi 

3NPK striatne nevrotoksiĉnosti. Splošno ishemijo in hipoksijo moţganov s striatno poškodbo  

in poveĉanje permeabilnosti krvno-moţganske bariere lahko povzroĉi odpoved srca (Martin 

in sod., 1997; Pluta in sod., 1994). Sicer pa bo potrebno v prihodnosti še raziskati vpliv 3NPK 

nevrotoksiĉnosti na striatum v odsotnosti 3NPK kardio toksiĉnosti in poten ncialnega vpliva 

srĉne disfunkcije in kakršnokoli poslediĉno striatno hipoperfuzijo, ki se lahko zgodi na 

mišjem modelu 3NPK nevrotoksiĉnosti (Gabrielson in sod., 2001).   

 

3NPK model srĉne toksiĉnosti bi lahko bilo uporabno orodje za razumevanje dogajanj v srĉni 

patofiziologiji, vkljuĉno z vlogo mitohondrijev v celiĉni smrti (nekroza in apoptoza), 

oksidativni stres in kemijsko predpogojevanje. Nizke doze 3NPK v kuncih namreĉ sproţijo 

predpogojevanje in zašĉito srcu, ĉe se doda pred ishemijo. 3NPK je v visokih dozah tako 

toksiĉna za moţgane in srce, v nizkih pa je 3NPK za moţgane in srce lahko ugodna 

(Gabrielson in sod., 2001).        
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5. 2 SKLEPI 

 

1. 3NPK ima poleg nevrotoksiĉnega uĉinka tudi kardiotoksiĉni uĉinek na podgane.   

2. 3NPK povzroĉi poškodbo striatuma, saj smo v tem predelu opazili podroĉja z zmanjšano 

relativno optiĉno gostoto.  

3. Morfološke spremembe, ki jih povzroĉi 3NPK na miokardu so nabrekanje miocitov in 

njihovih jeder, izgubljanje in propad miofibril ter poslediĉno razrašĉanje veziva. 
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6 POVZETEK (Summary) 

 

6.1 POVZETEK 

 

3NPK je mitohondrijski toksin, ki se uporablja za pripravo modela Huntingtonove bolezni. 

Morfološke spremembe, ki nastanejo zaradi zastrupitve s 3NPK v moţganih predstavlja 

selektivna obojestranska simetriĉna poškodba primarno v striatumu, hipokampusu in 

talamusu. Na ultrastrukturni ravni se nevronske spremembe, povzroĉene s 3NPK, na zaĉetku 

kaţejo z grupiranjem kromatina, zveĉano prozornostjo citoplzme, s celiĉnim skrĉenjem ali 

otekanjem ter z otekanjem mitohondrijev.  

Poškodba, ki jo naredi 3NPK ţivĉnemu tkivu, posnema nevropatološke spremembe, ki so 

znaĉilne za  Huntingtonovo bolezen. Njena glavna nevropatolška znaĉilnost je propad srednje 

velikih GABA-ergiĉnih projekcijskih stratnih nevronov s trni na dendritih, ki ga spremljata 

glioza in poveĉanje lumna lateralnih ventriklov. Zato je hudo prizadeto delovanje bazalnih 

jeder, predvsem striatuma.  

Poleg toksiĉnega delovanja na moţgane, 3NPK povzroĉi tudi spremembe v miokardu, kot so 

otekanje kardiomiocit, nekroza, apoptoza in intersticijska fibroza. 

Predvidevali smo, da 3NPK v podganah povzroĉi poškodbo striatuma oz. podroĉja z 

zmanjšano relativno optiĉno gostoto barvanja na COX ter morfološke spremembe miokarda, 

kot so nabrekanje moicitov in njihovih jeder, izgubljanje in propad miofibril ter poslediĉno 

razrašĉanje veziva.  

Poskus smo izvedli tako, da smo 6 podgan tretirali s 3NPK, drugo skupino pa smo kot 

kontrolo injicirali s fiziološko raztopino. Po izvedbi protokola za tretiranje smo jih usmrtili in 

jim odvzeli moţgane ter srce, ter tkivo organov naprej obdelovali. Pripravili smo histološke 

rezine moţganov v prerezu striatuma ter rezine srĉnega tkiva. Rezine tkiva moţganov smo 

nato obarvali na COX, miokard pa smo barvali po HE in sirius red.Vse rezine smo 

fotografirali in jih naprej obdelovali z raĉunalniškim programom Image tool. Na sliki 

moţganov smo v tem programu merili površino poškodbe striatuma, medtem ko smo na 

rezinah miokarda, ki smo jih barvali s HE merili širino kardimiocit in jeder. S stereološko 

tehniko smo na rezinah miokarda barvanega na sirius red merili volumsko gostoto veziva ter 

miofibrilarni indeks. Podatke, ki smo jih dobili smo statistiĉno obdelali s t-testom.  
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Potrdili smo, da ima 3NPK poleg nevrotoksiĉnega uĉinka tudi kardiotoksiĉni uĉinek na  

podgane. Pokazali smo namreĉ, da 3NPK povzroĉi poškodbo striatuma, saj smo v tem predelu 

opazili podroĉja z zmanjšano relativno optiĉno gostoto. Dokazali pa smo tudi, da 3NPK 

povzroĉi morfološke spremembe na miokardu kot so nabrekanje miocitov in njihovih jeder, 

izgubljanje in propad miofibril ter poslediĉno razrašĉanje veziva. 
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6.2 SUMMARY 

 

3NPA is mitochondrial toxin used for Huntington's disease model. Morphological changes 

caused by intoxination with 3NPA are selective bilateral simetrical damage primarly in 

striatum, hippocampus and talamus. 

Ulatractrucutrally neuronal changes made because of 3NPA intoxication are seen as 

chromatin condensing, increased citoplasmatic lucidity, cell shrinkeage or swelling and 

mitochondrial swelling. 

Damage in neural tissue because 3NPA, simulates neuropathological changes which are 

characteristic for Huntington's disease. It's main neuropathological feature is destruction of 

medium-sized spiny projection neurons, accompanied with gliosa and increased lateral 

ventricular lumen. This is the reason that function of basal ganglia is very affected expecialy 

striatum.     

Beside toxical influence on the brains the 3NPA causes also changes in the miocardium, such 

as swelling of the cardiocites, necrosis, apoptosis and interstitial fibrosis. 

We assumed that the 3NPA causes damages to the striatum or the areas with less relative 

optical density and mophological changes of the miocardium, like the swelling of the miocita 

and their nucleus, loss and decline of the microfibriles and as the consequence the interstitial 

growing. 

We carried out the experiment by treting 6 rats with 3 NPA, as the control group we treated 

rodents with physiological solution. After finishing the treating protocol we executed the rats 

and took their brain, heart and the organ tissue for further examination. We prepaired 

histological brain slices of the histological section of the striatum and the slices of the heart 

tissue. We stained the brain slices with COX and the miocardium with HE and sirius red. We 

photographed all the slices and further processed them with the program IMAGE TOOL. 

With this program, we measured the area of the striatal damage, while on the slices of the 

myocardium (which we also strained with HE criteria) we measured the core width of the 

cardiomiocitae and nuclea. Using the sterological technique we measured the volume density 

of the conjunction on the slices of the miocardium which was colored with sirius red and the 

myofibrillar index. We statistically analyzed the data we obtained using t-test. 



32 

Furlan P. Kardiotoksiĉni in nevrotoksiĉni uĉinki tirnitropropionske kisline.              

   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2010 

 

 

We confirmed, that the 3NPA has beside the neurotoxical affect also the cardiotoxical effect 

on the rats. We have confirmed that the 3NPA causes damages to the striatum by showing the 

areas with less relative optical density. We have also proven that the 3NPA causes 

morphological changes to the myocardium like swellings of the miocite and their nuclea, 

loosing and the destruction of miofibrile and consequently the interstitial growing. 
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