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metuljnic in plesni rodu Aspergillus in Arthrinium. 3-nitropropionska kislina deluje
nevrotoksi¢no, poleg tega so na misih pokazali tudi kardiotoksi¢ne u€inke. Nevrotoksi¢ni
ucinki se kazejo kot selektivna obojestranska simetricna poskodba primarno v striatumu.
Na ulstrastrukturni ravni se nevronske spremembe povzrofene s 3-nitropropionsko
kislino na zacetku kazejo z grupiranjem kromatina, zve¢ano prozornostjo citoplazme, s
celicnim skréenjem ali otekanjem ter z otekanjem mitohondrijev, ki mu sledi poSkodba
miofilomentov. Zaradi podobnih poskodb, ki jih 3-nitropropionska kislina povzroci
mozganom, kot jih nadjemo pri Huntingtonovi bolezni, se ta toksin uporablja za model te
bolezni. V diplomski nalogi smo pokazali, da ima 3-nitropropionska kislina ob Stiri
dnevnem injiciranju v dozah 25 mg/kg ter nasledjnje $tiri dni Se z dozami po 30 mg/kg
poleg nevrotoksi¢nega tudi kardiotoksi¢ni uc¢inek na podgane. Podgane injicirane s 3-
nitropropionsko kislino so ob koncu poskusa imele manjSo telesno maso kot na zacetku
poskusa, bile so pogrbljene, imele zmanjSano motori¢no funkcijo. Morfometricne
meritve na miokardu so pokazale povecanje kardiomicitov in njihovoh jeder, stereoloske
pa ve¢jo volumsko gostoto intersticija in zmanjSan miofibrilarni indeks v skupini
inijicrani s 3-nitropropionsko kislino v primerjavi s kontrolo. Z morfometri¢nimi
meritvami smo pokazali tudi poskodbo oz. zmanjSano relativno opti¢no gostoto barvanja
na COX v striatumu podgan injiciranih s 3-nitropropionsko kislino, v primerjavi s
kontrolno supino.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
AChE — acetilholinasteraza
ATP — adenozin trifosfat
COX — citokrom oksidaza
DAB — diaminobenzidine
HCI — vodikov klorid
HE — hematoksilin in eozin
HB — Huntingtonova bolezen
LDso— letalna doza
SD — standardna deviacija

3NPK- trinitropropionska kislina
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1UVvOD

Trinitropropionska kislina (3NPK) je mitohondrijski toksin, ki inhibira sukcinat
dehidrogenazo (Huang in sod., 2005). Znano je, da sistemska injekcija 3NPK poskoduje
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 hiperkineti¢ne
motnje (Martini in Gusella, 1986).

Ker je delo sréne miSicnine, podobno kot pri moZzganih, odvisno od funkcije mitohondrijev in
oksidativnega metabolizma pri tvorbi ATP, so nas v diplomskem delu zanimali u¢inki 3NPK
na miokard in striatum, natan¢neje kakSne so spremembe v velikosti kardiomiocitov ter

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

Predvidevali smo, da bo 3NPK povzrocila povecanje kardiomiocitov in intersticija miokarda

ter nevrodegenerativne spremembe Vv striatumu.
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1.1 TRINITROPROPIONSKA KISLINA

Trinitropropionska kislina (3NPK) je toksicen sekundarni metabolit v nekaterih vrstah druzine
metuljnic in plesnih rodu Arthrinium ali Aspergillus. Kemi¢na formula 3NPK je C3HsNOy,

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 ANPK

Zivali se zastrupijo s prehranjevanjem z rastlinami nekaterih vrst omenjenih druzin, ¢lovek pa
s hrano iz ploéevink, okuzenih 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 (LDsg) 3NPK pri podganah injicirana intraperitonealno je 67 mg/kg. Clovek,
ki je izpostavljen nizkim dozam 3NPK, lahko razvije akutno encefalopatijo, ki ji sledi
distonija. Poskusne Zzivali, ki so jim injicirali 3NPK, so kazale padec motori¢nih sposobnosti.
Posredni fizioloSki dokazi sréno-Zilne toksi¢nosti, ki so jih ugotovili po dajanju 3NPK
poskusnim Zivalim, so povzroCanje bradikardije in zmanjSana kontraktilnost miokarda pri
morskih prasi¢kih, vazodilatacija aorte pri zajcih ter bradikardija in hipotenzija pri psih
(Hong, 1990).

1.1.3 Nevrotoksi¢en uéinek 3ANPK
1.1.3.1 Bazalni gangliji

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

najkompleksnejsi in hierarhicno najvisji del velikih mozganov (cerebrum). Razvil se je iz

! Kakr3nakoli moZganska bolezen ali motnja, ki povzro¢a osebnostne motnje in nevroloske simptome.
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prednjih mozganskih mehurckov. Cerebrum delimo na dve hemisferi. Vsaka je sestavljena iz
sivine, ki pokriva mozgane in jo imenujemo mozganska skorja, pod njo lezijo asociacijske
povezavave korpusa kalozuma (belina), Se 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), subtalami¢no
jedro (STN) in substanca nigra (SN). Ker sta si kavdatno jedro in putamen po celi¢ni sestavi
podobna, ju skupaj imenujemo striatum oziroma neostriatum. Pri podgani je delitev med tema
jedroma tezka, saj je nitje kapsule interne, ki pri primatih jasno lo¢i ti dve jedri, razprSeno, in
zato ju lahko ozna¢imo kar kot kavdatus-putamen (Cpu) oziroma striatum. Naslednje jedro
globus palidus (GP), ki pri primatih lezi mediano od putamna, delimo na dva dela, globus
palidus eksternus (GPe) in globus palidus internus (Gpi), medtem ko pri podgani Gpi
nadomesc¢a 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 lezi 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 locenih,
polisinapti¢nih nevronskih krogov, s katerimi mozganska skorja uravnava svoje delovanje. Ti
krogi se za¢nejo v senzori¢nih, motori¢nih, asociacijskih in limbi¢nih predelih neo- in
alokorteksa in jih glede na korikalne predele, v katerih se zakljucijo, delijo na motoricni,
okulomotori¢ni, dva prefrontalna in limbicni krog. Vloga motori¢nega in okulomotori¢nega
kroga je zafenjanje, koordiniranje in uravnavanje hitrosti zaporedja gibov. Prefrontalna skorja
in limbiéni krog pa so vkljuceni v procese misljenja in Custvovanja (Silbernagl, 2001).
Vzporedna arhitektura zivénih povezav v bazalnih ganglijih omogoca so¢asno uravnavanje
skeletomotori¢nih, okulomotori¢nih, kognitivnih in t. i. limbi¢nih (afektivnih) procesov
(Alexander in Crutcher, 1990).
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1.1.3.4 Striatum

Stratum predstavlja velik kompleks sive mozganovine 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 ze omenjenih delov moZzganov.
Senzori-motori¢na skorja ozivéuje predvsem putamen, v katerem se ohrani somatotopicni
potek vlaken. Dorzalni striatum (predeli kavdatusa) ozivCujejo kortikostriatni nevroni iz
asociacijske skorje prefrontalnega, temporalnega, parietalnega in cingulatnega korteksa. V
ventralni striatum pa projicirajo nevroni limbi¢nega predela mozganske skorje, hipokampusa

in amigdalovih jeder (Alexander in Crutcher, 1990).

Striatum je organiziran v citoarhitekturne, topografske in nevrokemicne podsisteme, ki se med
seboj deloma prekrivajo, dopolnjujejo ali pa so med seboj neodvisni. Ena od najbolj
preucevanih lastnosti striatuma je njegova predeljenost na matriks in striosome. Histokemic¢na
lokalizacija aktivnosti acetilholinesteraze (AChE) na svetlobno-mikroskopski ravni je
pokazala, da se v z AChE bogatem tkivu striatuma (matriks) nahajajo
podro¢ja manjSe aktivnosti tega encima (striosomi). Ta podro¢ja zavzemajo 10-20 %

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

Razli¢ne vrste nevronov striatuma podgane delimo glede na morfologijo (velikost,
elektronsko mikroskopske znalilnosti, prisotnost trnov na dendritih), vrsto Zivénih
prenaSalcev in nevropeptidnih (so) prenasalcev (nevromodulatorjev). UpoStevajo 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 tarCa aferentnih
prilivov iz mozganske skorje in sestavljajo vzporedni povezavi z izhodnima
jedroma bazalnih ganglijev (GPi in SNR). Direktna (monosinapti¢na) pot poslja aksone
neposredno v izhodni jedri. Indirektna (polisinapti¢na) pot pa povezuje striatum z izhodnima
jedroma posredno, z zaporednima povezavama preko GPe in STN. Iz GPi/SNR vodi
povezava preko talamusa nazaj v mozgansko skorjo (Kendel, 2000). Kot nevrotransmiter vsi
projekcijski nevroni uporabljajo gama aminobutiricno kislino (GABA) in imajo zato
inhibitorni vpliv na tar¢na mozganska jedra (Betarbet, 1997). Srednje velike projekcijske
nevrone neposredne in posredne poti lahko lo¢imo Se glede na njihov znacilni nevrokemicni

fenotip in sicer na populacijo nevronov neposredne poti, ki izraza nevropeptida snov P in
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dinorfin ter dopaminske receptorje D1, ter na populacijo nevronov posredne poti, izraza

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

Poleg projekcijskih pa striatumu vsebuje se velike holinergi¢ne internevrone in srednje velike
peptidergi¢ne (somatostatin, nevropeptoid Y) internevrone, ki sestavljajo preostali del

celotnega $tevila striatnih nevronov (Marin, 2005).

Zivéna prenasalca kortikostriatnih nevronov sta glutamat in aspartat, ki vzburjata taréne
nevrone. V striatumu sestavljajo sinapse Se aferentni nevroni (njihovi prenasalci 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 Nevrotoksi¢ni u¢inek 3NPK
Toksi¢ni u¢inek 3NPK doseZzemo z akutnim in kroni¢nim injiciranjem zivali (Gabrielson,

2001).

Morfoloske spremembe, ki nastanejo zaradi zastrupitve s 3NPK v mozganih predstavlja
selektivna obojestranska simetri¢na poskodba primarno v striatumu, hipokampusu in talamusu
(Hanilton in Gould, 1987).

Razli¢ne histoloske analize kazejo na selektivno uni¢enje zivénih populacij v striatumu (Beal
in sod., 1993; Brolongan in sod., 1995; Bossi in sod., 1993; Brouillet in sod., 1993). Hassel in
Sonnewald leta 1995 porocata, da so v striatumu GABA-ergi¢ni projekcijski nevroni pri
zastrupitvi s 3NPK relativno bolj prizadeti kot glia celice. Vzrok za selektivno ranljivost
striatnth nevronov ni poznan, povezujejo pa jo z nevrokemicnim ustrojem striatuma,
relativnim pomanjkanjem nevrotrofi¢éne podpore v striatumu in z drugimi vzroki (Miller
1997).

Hamilton in Gould 1987 porocata, da se na ultrastrukturni ravni nevronske spremembe,
povzrocene s 3NPK, na zacetku kaZzejo z grupiranjem kromatina, zveano prozornostjo

citoplzme, s celicnim skréenjem ali otekanjem ter z otekanjem mitohondrijev.

1.1.3.6 Mehanizem delovanja 3NPK
Gu in sod. leta 1996 so pri Zivalih, ki so jim dajali 3NPK, opisali hude poskodbe kompleksa 11

in III respiratorne verige v mitohondrijih kavdatnega jedra v primerjavi z poSkodbami v
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mitohondrijih trombocitov. Tudi druge raizskave so potrdile, da je mehanizem toksi¢nosti
3NPK ireverzibilna kovalentna vezava in modifkiacija Arg 297 v sukcinat dehidrogenazi s
posledi¢no inhibicijo sukcinat dehidrogenaze, encima cikla citronske kisline, ki prenasa
elektrone po elektronski transportni verigi preko kompleksa 11, kar povzro¢i zniZanje ravni
ATP (Gabrielson, 2001; Li-Shar Huang in sod., 2005). Ta ucinek se razvije hitro in ni omejen

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

Mehanizem, ki sprozi apoptozo in nekrozo striatnih nevronov po sistemskem dajanju 3NPK
Se ni dobro raziskan, znano pa je, da ima pri tem pomembno vlogo mehanizem
ekscitotoksi¢nosti. Z razlicnimi raziskavami so pokazali, da so ekscitotoksicni
nevrodegenerativni procesi, ki jih sprozi zastrupitev z 3NPK v striatumu, povezani z

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

Poskodba, ki jo naredi 3NPK zivénemu tkivu, posnema nevropatoloske spremembe, ki so

znacilne za Huntingtonovo bolezen (Miller, 1997).

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

1.1.4.1 Huntingtonova bolezen

Huntingtonova bolezen (HB) je dedna avtosomno dominantna progresivna nevropsihiatri¢na
bolezen, ki se navadno pojavi v srednjih letih. Vedenjsko se bolezen pokaze z nehotenimi
ponavljajocimi gibi t. 1. atetoza, sunkovitimi naklju¢nimi gibi vseh delov telesa t. 1. horea
(skupaj imenovana horeoatetoza), motnjami zaznavanja in custvavanja (Martini in Gusella,
1986). Z napredovanjem bolezni se izrazenost omenjenih simptomov navadno zmanjsa,
pojavita se upocasnjenost gibov (bradikinezija) ter distonija, ki povzro¢i nenormalno drzo. To
fazo bolezni imenujemo tudi akineti¢na oblika HB (Alexi, 1999). Za napredovalo bolezen je

znacilna tudi demenca (Martini in Gusella, 1986).

Njena glavna nevropatolSka znacilnost je propad srednje velikih GABA-ergi¢nih projekcijskih
stratnih nevronov s trni na dendritih, ki ga spremljata glioza in povecanje lumna lateralnih
ventriklov. Zato je hudo prizadeto delovanje bazalnih jeder, predvsem striatuma, posledi¢no
pa je prizadeto tudi delovanje drugih mozganskih podrocij, npr. mozganske 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 ¢imer skusajo razloziti nastanek nehotenih gibov (Deng
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in sod.,2004; Miller in sod., 1997). V kasnejsi 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
ekscitotoksi¢nost in oksidativni stres, ki povzrocCita celicno smrt, ki je nekroticne in
apoptoti¢ne narave (Alexi, 1999). Ceprav natanénih mehanizmov e ne poznamo, pa je vzrok
za nastanek HB verjetno mutacija avtosomnega dominantenga gena na kratki rocici Cetrtega
kromosoma, ki se kaze kot nenormalna ponovitev tripleta aminoksilin CAG, rezultat tega pa
je razSirjena regija poliglutamina v proteinu huntingtinu, ki se najbolj izraza 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 prvi¢ ugotovili, da stereotakti¢na injekcija kaini¢ne kisline, ki je analog
glutamata, v striatumu podgan povzroc¢i degenerativne spermembe, ki jih spremljajo nekatere
hiperkinetiéne motnje gibanja, ki bi jih lahko primerjali z znamenji pri ¢loveku (Coyle in
Schwarcz, 1976; McGeer in McGeer, 1976a). Kasneje so podobne ucinke dosegli tudi z
uporabo nekaterih dugih analogov glutamata (iboteni¢ne kisline, kviskvali¢ne kisline,
kinoli¢ne kisline). Kasneje je ve¢ avtorjev predlagalo uporabo 3NPK pri modeliranju HB, saj
patomorfoloske in vedenjske spremembe, ki jih povzro¢i 3NPK v moZganih, 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 ekscitotoksi¢nimi modeli, ki so bolj
podobni zgodnjim hiperkinetiénim fazam HD, model narejen z intoksikacijo s 3NPK bolj
posnema poznejse hipokineti¢ne faze in verjetno nastop HB pri mladostnikih (Lugaresi in
sod., 1986).

1.1.5 Sréna misiénina ¢loveka — miokard

Osnovna gradbena in funkcionalna enota sréne miSi¢nine so sréne miSicne celice
(kardiomiociti). Sréne miSi¢ne celice imajo premer 15 um in so dolge od 85 do 100 um. V
sredini celic je eno ali dve jedri. Med srénimi celicami je vezivo bogato z Zilami. Sréne
misicne celice so med seboj povezane s preCnimi povezavami, anastomozami. Meje med

posameznimi celicami so sti¢nice (disci intercalares), ki omogocajo hitro prevajanje pulza
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med celicami. V vzdolznih delih sti¢nic je ve¢ presledkovnih stikov. V precnih delih sti¢nic
so adherentne fascije, v katerih so zasidrani aktinski filamenti. V vzdolznih in pre¢nih delih
sti¢nic so dezmosomi (maculae adherens).V kardiomiocitih so diade in le izjemoma triade. V
sr¢ini miSicni celici so Stevilni mitohondriji, ki tvorijo 40 % prostornine citoplazme celice.
Stevilni mitohondriji kaZejo na potrebo po aerobni presnovi v sréni mi§iénini. Sréne misi¢ne
celice so terminalno diferencirane in nimajo sposobnosti regeneracije po rojstvu, medtem ko

imajo pred rojstvom sposobnost razmnozevanja (Zorc in Petrovic¢, 2005).

1.1.5.1 Vezivno tkivo normalnega cloveskega srca

Stroma srca (intersticijsko tkivo), je sestavljena iz vezivnega tkiva, veCinoma predstavlja
fibrozni skelet srca. Sréni ekstracelularni matriks vzdrzuje strukturo miokarda in doloca
proznost, mo¢ in togost (Weber in sod., 1993). Interakcije med celico in ekstracelularnim
matriksom ne zagotovijo samo struktune in mehanske podpore, ampak tudi pomembno
biolosko signaliziranje med remodeliranjem tkiva (migracija, proliferacija, diferenciacija in
ekspresija razlicnih genov). Pomembno je, da srce preoblikuje lastno tkivo (miokard) kot
odgovor na fizioloske in patoloske spremembe (Bosman in Stamenkovic, 2003; Imanaka-
Yoshida in sod., 2004). Pomembne taréne celice v srcu so fibroblasti, ki so pod kontrolo

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

RavnoteZje sinteze in razgradnje ekstacelularnega matriksa dolofa vzdrZevanje srénega
ekstracelularnega matriksa (Heeneman in sod., 2003). Normalna stopnja sinteze
ekstracelularnega matriksa je zelo nizka, toda v patoloskih pogojih se zelo poveca (Cleutjens

in sod., 1995).

1.2 STEREOLOSKA TEHNIKA

Stereologija je znanstevena disciplina, ki sklepa na osnovi geometricne verjetnosti iz
dvodimenzionalnih vzorcev struktur na njihovo tridimenzionalno zgradbo. Pri tem velja, da
volumska gostota V, neke strukture enka tockovni gostoti Pp, torej delezu testnih tock, ki
leZijo znotraj ustrezne stukture. Strukture, ki jih proucujemo, so lahko prostornine, kot v
nasem primeru, povrsine, dolzine ¢rt in Stevila. Testni sistemi, ki jih naklju¢no spravljamo v
kritje s Studiranimi strukturami so lahko doloc¢eni volumni (V), ravnine ali njihovi deli
dolocene plosc¢ine (areali, A), premice doloCene dolZine (linije, L) ali dolo¢eno Stevilo tock

(punkti, P). Geometrijsko telo, lik, ¢rta ali tocka, v katerem se sekata struktura in testni sistem,
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imenujemo sled. Poznamo vec¢ tipov stereoloskih testnih sistemov. Mi smo pri delu uporabili
polkrozni testnih sistem, pri katerem testne linije predstvljajo na alternativno stran odprti

povezani polkrog.

Osnovni stereoloski problemi so ugotavljanje volumske gostote (VV), povrsinske gostote SV,
dolzinske gostote MV I numeri¢ne gostote NV. Volumska gostota Vi je relativna vrednost,
ki pove, kolikSen delez nekega telesa (organa, celice) odpade na dolo¢eno komponento k.
Doloc¢imo jo tako, da na reprezentativnih rezinah skozi telo, katerih slike sprevimo v kritje s
tockovnim testnim sistemom, prestejemo toc¢ke Py, Ki padejo na strukturo k v rezinah, in jih
delimo s $tevilom vseh testnih to¢k P+, ki padejo na katerokoli strukturo vsega telesa (organa,
celice).

V= —
VK= o7

Testna tocka v testnem sistemu je v nasem primeru dolocena s presecis¢em dveh linij.

1.2.1 Splosna navodila za uporabo testnih sistemov

Prva faza stereoloskega dela je namenjena umerjanju izbranega testnega sistema pri izbrani
mikroskopski povecavi. V drugi fazi stereoloSkega dela spravljamo v kritje reprezentativne
vzorce stereoloskega objekta ali njegove povecane slike in izbrani testni sistem. Pri delu na
podrocju svetlobne mikroskopije zamenjamo navaden okular s t.i. integracijskim okularjem,

ki ima plos¢ico s testnim sistemom Ze vgrajeno.

1.2.2 Vzoréenje

V stereologiji je vzorec sestavljen iz doloCenega Stevila polj; v vsakem polju se prekrivata

slika dvodimenzionalnega prereza skozi objekt in izbrani testni sistem.

Dokazali so, da je naCeloma od enostavno nakljuénega vzorCenja boljsa metoda
sistemati¢nega vzorcenja, pri katerem se standardna napaka hitreje manjSa z vecanjem vzorca.
Tak nacin vzor¢enja smo uporabljali tudi mi, polega tega pa je bilo vzorcenje popolno, kar
pomeni, da smo s postopnim polaganjem testnega sistema prekrili vso rezino, kar je zazeleno

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

Napake stereoloSkih 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 povzroca poskodbo striatuma. Ker je sréna miSi¢nina, podobno kot
mozgani, odvisno od funkcije mitohondrijev in oksidativnega metabolizma pri tvorbi ATP, so

nas v diplomskem delu zanimali u¢inki 3NPK na striatum in miokard.

Namen naloge je bil ugotoviti:

1. ali ima 3NPK poleg nevrotoksi¢nega uc¢inka tudi kardiotoksi¢ni u¢inek na podgane,

2. poskodbo striatuma (velikost podrocja v striatumu z zmanjSano relativno opti¢no gostoto),

3. morfolosko opredeliti poskodbe miokarda (nabrekanje kardiomiocitov, povecanje volumna

vezivnega tkiva).
Hipoteza:

Nasa delovna hipoteza je bila, da ima 3NPK poleg nevrotoksi¢nega ucinka tudi kardiotoksi¢ni

ucinek na podgane
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3 MATERIAL IN METODE

Poskus na zivalih je bil narejen v Zagrebu na InStitutu Rudjer Boskovi¢ v okviru

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

3.1. ZIVALI

V poskus smo vljucil 9 samic Wistar podgan, starih 18 mesecev in tezkih od 210 do 288 g na
zaGetku poskusa. Zivali so bile izpostavljene 12-urnemu dnevno-noénemu ciklu (svetloba od
7.00 do 19.00), sobni temperaturi 22—24 °C ter specializirani standardni hrani za podgane in
pitni vodi ad libitum. Skupine po dve zivali so v ¢asu poskusa zivele v plasticnih kletkah,
postlanih z drobnim obljanjem. Poskus smo izvedli v skladu s hrvaskim Zakonom o
varstvu zdravja zivali in Navodili za dodelitev dovoljenja za izvajanje poizkusov na Zivalih za
znanstvene namene. Po konCanem 8-dnevnem tretiranju smo jih deveti dan giljotinirali.
Naredili smo vse, da smo ¢imbolj zmanjsali trepljenje zivali. Poskusa ne bi mogli narediti
brez poskusnih Zzivali, saj v telesu obstajajo procesi, ki jih v in vitro pogojih ne moremo

izzvati.

Podgane smo razdelili v dve skupini. Prvi skupini 0z. 3NPK skupini (n = 6) podgan smo vsak
dan subkutano (s.c) aplicirali 3NPK stiri dni v odmerkih 25mg/kg, in nato $e $tiri dni vsak dan
po 30 mg/kg. Drugo skupino oz. kontrolno skupino (n = 3) Zivali smo vsak dan s.c injicirali

samo fiziolosko raztopino 8 dni.

3.2 ZRTVOVANIJE ZIVALIL ODVZEM VZORCEV, FIKSACIJA IN REZANJE TKIVA

Zivali smo 24 ur po zadnji injekciji giljotinirali. Ob raztelesenju smo odvzeli srce in mozgane

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, 6,59 natrijevega hidrogen fosfata (Na,HPO,), 4g dihidrogenfosfata
(NaH,PO4-2H,0) in 900 ml destilirane vode.
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3.2.2 VKklapljanje v parafin

Po koncanem 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 vi§ji temperaturi od taliSca parafina, torej pri 60 °C. Po prepajanju s parafinom smo
iz tkivnih vzorcev oblikovali parafinske bloke. Staljen parafin smo nalili v pravokotne
kovinske modele. Vanje smo z ogreto pinceto vlozili tkivni vzorec tako, da je bil z najvecjo
povrsino na dnu modela. Ko se je prafin toliko ohladil, da se je na povrSini naredila tanka
kozica, smo model potopili v ledenomrzlo vodo, da se je parafin ¢im prej strdil. Parafinske
bloke smo vzeli iz modela in jih s segreto lopatico prilepili na lesen koli¢ek tako, da je na
vrhu bloka povrsina tkiva, ki je bila na dnu modela. Srca vklopljena v parafin smo na

mikrotomu narezali na 4 um debele rezine.

3.2.3 Priprava rezin moZganov

Mozgane smo takoj zamrznili na suhem ledu. Na Kriostatu smo potem mozgane narezali v
treh razli¢nih ravninah na 10 pm debele koronalne rezine preko neostriatuma (med 2,2 mm in

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

3.2.4 Fiksacija moZganov

Rezine smo fiksirali 5 minut v 4 % s fosfatom pufranem parafolmaldehidu, sprali v s fosfatom
pufrani fizioloski raztopini, dehidrirali v 70 % etanolu in shranili v 95 % etanolu pri + 4° C za

nadaljno obdelavo.
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3.3 HISTOLOSKA BARVANJA

3.3.1 Barvanje s hematoksilinom in eozinom (HE)
Potrebne raztopine:

e Mayerjev hematoksilin
e 1% eozin
e nasicCena raztopina litijevega karbonata ( LiCO3)

Postopek:

Nebarvane parafinske rezine smo 10 minut deparafinirali v ksilenu, ksilen pa spirali z alkoholi
padajoce koncentracije (100 % in 96 %) do vode. Jedra smo 5 minut barvali v Mayerjevem
hematoksilinu in nato tkivne rezine izprali v tekoc¢i vodi. Jedra smo pomodrili z litijevim
karbonatom in 15 minut izpirali pod tekoCo vodo. Citoplazmo smo 5 minut progresivno
barvali z 1 % vodno raztopino eozina. Rezine smo izprali v teko¢i vodi in nato dehidrirali z
etanoli rastoc¢e 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 roznato-rdece obarvana citoplazma.

3.3.2 Barvanje sirius red

Potrebne raztopine:
e Sirius red F3A

e pikrinska Kislina
e 0,01 NHCI

e Harisov hematoksilin

Postopek:

Nebarvane parafinske rezine smo 10 minut deparafinirali v ksilenu, ksilen pa spirali z alkoholi
padajoce koncentracije (100 % in 96 %) do vode. Histoloske rezine smo za eno uro dali v 0,1
% raztopino Sirius red F3A v nasi¢eni vodni pikrinski kislini (pH = 2,0). Nato smo rezine

spirali 2 minuti z 0,01 N HCI. Jedra smo barvali jedra s Harisovim hematoksilinom. Rezine
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smo izprali v teko¢i vodi in nato dehidrirali z etanoli rasto¢e 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 Histokemic¢no barvanje na citokrom-oksidazo

Potrebne razopine:
e diaminobenzidin (DAB; Sigma, St. Luis, MO, ZDA)

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

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

e 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° 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(ll)sulfata, 2,4 ml 5 % kobaltovega klorida) in dehidrirali (po 4 min) s pomakanjem

v etanol v naras¢ajocih koncentracijah (70 %, 95 %, 100 %) ter nazadnje v ksilenu.

3.4 MERJENJE TELESNE MASE

Za izraCun statisticno znacilne razlike med telesno maso na koncu devetega poskusnega dne

in telesno maso na zacetku poskusa izrazeno v porcentih (100 % = telesna masa na zacetku

poskusa) smo uporabili Studentov t-test. Vse podatke smo izrazili kot povpreéje = SD.
Statisti¢no znacilnost smo dolo¢ili na P < 0,05.
3.5. SLIKOVNA ANALIZA

3.5.1 Morfometri¢ne meritve poSkodbe striatuma

Vsako tkivno rezino s prerezi mozganov smo postavili na presvetljevalec (NortheLight,
Canada) in z obcutljivim ¢rno belim fotoaparatom (MTI, DAGE 72E, USA) zajeli sliko.

Povrsino striatne posSkodbe smo merili s programom UTHESCA Image Tool software (San
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Antonio, USA). Za posamezno zival smo naredili meritve na treh koronalnih rezinah skozi
striatum. Na vsaki rezini smo obrisali celoten striatum in podro¢je z zmanjsano relativho
opticno gostoto v striatumu (Striatalna poskodba). Za prag smo izbrali opti¢no gostoto
mozganske skorje. Za vsako Zzival posebej smo izraunali deleze (100 % = povrSina
celotenega striatuma), ki ga je na vseh treh rezinah zavzelo podro¢je zmanjSane opticne
gostote glede na celoten striatum. Za posamezno poskusno skupino smo izracunali povprecja
velikosti poskodbe striatuma £+ SD. Statisticno znacilnost razlik med poskusnima skupinama

smo vrednotili s pomo¢jo Studentovega t-testa (P < 0,05).

3.5.2 Morfometri¢ne meritve velikosti kardimiocitov in njihovih jeder

Za zajemanje slik tkivnih rezin srca smo uporabil svetlobni mikroskop (Carl Zaiss) pri 40-
kratni povecavi in digitalmi barvni fotoaparat (Sonny). Za vsako Zival posebaj smo izvajali
meritve na treh tkivnih rezinah srca, barvanih po metodi HE, v podro¢ju levega prekata. Z
uporabo racunalniSkega programa UTHESCA Image Tool software (San Antonio, USA) smo
izmerili premer 50 kardiomiocitov v viSini jedra in njihovih jeder in izracunali povprecen
premer celic in jeder pri posamezni Zivali. Sirino celic in njihovih jeder smo merili v $tevilu
pikslov in jo izrazili kot delez, kjer je pomenil 100 % povprecje meritev v kontrolni skupini.
Za posamezno poskusno skupino smo izraunali povprecja parametrov (%) = SD. Statisti¢no

znacilnost razlik med poskusnima skupinama smo vrednotili s pomocjo Studentovega t-testa

(P < 0,05).

3.5.3 Merjenje volumske gostote vezivnega tkiva in miofibrilarnega indeksa

Stereolosko analizo intersticijskega tkiva smo izvajali na svetlobnem mikroskopu pri 40-
kratni poveCavi objektiva. Uporabili smo mnogonamenski testni sistem po Weiblu s 42
testnimi toCkami. V tkivnem vzorcu srca v podro¢ju levega prekata, barvanem po metodi
Sirius red, smo presteli vse zadetke mrezice z vezivom (Pv) in vse zadetke s tkivno rezino
(Pm). Iz zadetkov smo izratunali volumsko gostoto veziva (Vv-mm*/mm?®) po formulah Vv =
Pv/Ptin Pt = Pm + Pv.

Stereolosko analizo miofibrilarnega indeksa (myofibril volume fraction- Mvf) smo izvajali pri
63-kratni povecavi objektiva. V tkivnem vzorcu v podroc¢ju levega prekata, barvanem po

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

(mm®*mm?®) po formulah Mvf = Pm/Ptm.

1z rezultatov parametrov (volumske gostote in miofibrilarnega indeksa) pri posamezni Zivali
smo izracunali povpre¢ne vrednosti parametrov v posamezni skupini. Statisticno znacilnost

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

4.1 SUBKRONICNI UCINKI 3NPK NA PODGANE

Podgane, ki smo jim injicirali 3NPK, so se razlikovale od zivali iz kontrolne skupine po
pogrbljeni drzi, zmanjSanju mototri¢nih funkcij, kot je lokomotorna aktivnost in brezizrazni
gibi zvecCenja. Ob rokovanju se te niso vec upirale.

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

preucevali.

4.1.1 Telesna masa

Zivali smo v obdobju 9-dnevnega poskusa vsak dan tehtali. Primerjava telesne mase podgan
na zacetku poskusa (100 %) in na koncu poskusa je pokazala statisticno znac¢ilno zmanjSanje
teze 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).

105 -
100 -
S
o 95 - =¢—3NPK
4]
£
g 90 - —B-FIZIOLOSKA
% RAZTOPINA
85 -
80

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
¢as (dnevi)

Slika 2: Povpre¢ne mase podgan iz 3NPK kontrolne skupine, izrazene v odstotkih glede na

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

Mozgane dveh skupin podgan, ki smo jim 8 dni s.c injicirali 3NPK ter drugo s fiziolosko
raztopino smo barvali na COX ter merili velikost podro¢ja z zmanj$ano relativno opti¢no

gostoto barvanja na COX.

4.2.1 Rezultati meritev spremembe Vv relativni opti¢ni gostoti barvanja na COX

Na tkivnih rezinah mozgan smo pri 3NPK skupini v predelu striatuma opazili vidna podrocja

z zmanj$ano relativno opti¢no gostoto barvanja na COX (slika 3).

V skupini podgan, ki smo jim injicirali 3NPK, smo opazili lezije (podro¢ja z zmanj$ano
relativno opti¢no gostoto), Ki so zavzemale povprecno 50,5 % + 13,4 velikosti striatuma. V

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

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

- @ @ @
o @ @ @

Slika 3: Tkivne rezine mozganov podgan, Ki sSmo jim injicirali fiziolosko raztopino kot

kontrolo (KONT) ali 3NPK 4 dni 25 mg/kg in nato $e 4 dni 30 mg/kg, rezane na razli¢nih

oddaljenostih od Bregme. Vidna podro¢ja manjSe optiCne gostote barvanja na COX v

striatumu (puscice).
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4.3 HISTOLOSKE SPREMEMBE MIOKARDA

Miokarde dveh skupin podgan, ki smo jih 8 dni s.c. injicirali 3NPK ter drugo s fiziolosko
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 srénih celic, njihovih jeder, miofibrilarnega indeksa

in involumske gostote veziva

Histoloska analiza sréne mis¢nine v podro¢ju levega prekata, barvane po metodi HE, pri
jeder, izgubljanje miofibril, propadanje kardiomiocitov ter razrasCanje vezivnega tkiva, v

primerjavi s kontrolno skupino (slika 4).

3NPK/kg in nato $e 4 dni po 30 mg 3NPK/kg) in fiziolosko raztopino kot kontrolo (KONT)

barvana po metodi HE. Razpad miofibril (pusCica), velika jedra (glava puscice), ter

razra$Canje veziva (dve puscici). DolZina ¢rte je 50 pm.

primerjavi s kontrolno skupino opazili nabrekle sréne misi¢ne celice (3NPK = 118 % + 12,25;
fizioloska raztopina = 100,00 % =+ 5,84; P < 0,05 ) s povecanimi jedri (3NPK = 115,57 % =+
13,56, fizioloska raztopina = 100,00 % + 5,84; P < 0,05) (sliki 4 in 5). Sréne miSi¢ne celice

3NPK skupine so imele v primerjavi s kontrolno skupino v citoplazmi podro¢ja razpadlih
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miofibril (slika 4) in zmanjsan miofibrilarni indeks (3NPK = 0,3922 mm¥mm? + 0,0230,
kotnrola = 0,4550 mm?®/mm? + 0,0083; P < 0,05) (slika 6).

140 -
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kardiomiociti jedra
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podgan, ki smo jim s.c injicirali 3NPK 4 dni 25 mg/kg in nato $e 4 dni 3 mg/kg (3NPK) v
primerjavi s kontrolnimi zivalmi, ki smo jim injicirali fiziolo§ko raztopino (KONT) kot

kontrola izrazeni v % + SD.

Statisti¢na analiza: * znacilno razli¢en od kontrolne skupine (Studentov t-test, P < 0,05).
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Slika 6: Povpreéne vrednosti miofibrilarnih indeksov v skupini podgan, ki smo jim s.c
injicirali 3NPK 4 dni 25 mg/kg in nato $e 4 dni 3 mg/kg (3NPK) v primerjavi s kontrolnimi

zivalmi, ki smo jim injicirali fiziolo$ko raztopino (KONT), izrazeni v % =+ SD.

Statisti¢na analiza: * znacilno razli¢en od kontrolne skupine (Studentov t-test, P < 0,05).

Tkivne rezine sréne misi¢nine v podrocju levega prekata smo barvali po metodi Sirius red. Po
tej metodi se misi¢ne celice obarvajo rumeno, vezivo pa rdece, kar je prikazano na sliki 7.
Meritve volumske gostote veziva s stereolosko mrezico po Weiblu so pokazale povecanje
volumske gotote veziva podganah iz 3NPK skupine v primerjavi s kontrolnimi zivalmi
(3NPK = 0,0531 kontrola = mm®*mm?® + 0,0090; 0,0135 mm*/mm?*+ 0,0051; P < 0,05) (slika
8) .
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Slika 7: Sr¢na miSi¢nina podgane iz skupine, ki smo jim injicirali 3NPK 4 dni z dozo 25 mg/
kg in nato $e 4 dni po 30 mg/kg ter miokard podgane iz kontrolne skupine (KONT), katerim
smo aplicirali fiziolosko raztopino 8 dni, barvana po metodi Sirius red. Rumeno so obarvani
kardiomiociti in rdeCe vezivo. Vezivo se vras¢a med sr¢ne misi¢ne celice (puscice). Dolzina

¢rte je 50 um.
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Slika 8: Povprecje volumske gostote veziva (X £ SD) v sréni miSi¢nini skupin podgan, ki smo
Jim s.c. injicirali fiziolosko raztopino kot kontrolo (KONT) ali 3NPK 4 dni s 25 mg/kg in
nato $¢ 4 dni 30 mg /kg, merjeno s stereoloSko mreZico.

Statisti¢na analiza: * znacilno razli¢en od kontrolne skupine (Studentov t-test, P < 0,05).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1.RAZPRAVA

Nasi rezultati kazejo, da ima 3NPK poleg nevrotoksi¢nega tudi kardiotoksi¢ni u¢inek.

Podgane iz 3NPK skupine v nasem 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 izlocili iz poskusa. Tudi Gabrielson je s sod

(2001) pri misih zastrupljenih s 3NPK opazila, zmanjSanje telesne mase.

3NPK je mitohondrijski toksin, ki ireverzibilno inhibira sukcinat dehidrogenazo, kar povzroci
znizanje ravni ATP (Huang in sod., 2005; Gabrielson, 2001). Ze dolgo je znano, da je 3NPK
selektivno okvari striatalne nevrone. Sistemska aplikacija 3NPK povzro¢ predvsem atrofijo
striatuma (Beal in sod. 1993; Brouillet in sod. 1993) in predvsem v kavdatnem jedru povzroca
hude poskodbe kompleksa II in III respiratorne verige v mitohondrijih Vv primerjavi z
poskodbami v mitohondrijih trombocitov (Gu in sod., 1996). Nasi rezultati se skladajo z
dosedaj znanimi podatki, saj smo pri 3NPK skupini v predelu striatuma opazili podroc¢ja z
zmanjSano aktivnostjo COX, encimom, ki prav tako kot sukcinat dehidrogenaza, sodeluje v
dihalni verigi.

Tudi poskusi na razlicnih genetskih variantah miSi so pokazali, so misi z iztegnjenimi
zadnjimi nogami, imele hudo poskodbo kavdatnega putamna, vkljuéno s Siroko razsirjenim
otekanjem celic, nekrozo. Infakrti 0z. poskodbe so se pri vecini misi pojavile bilateralno, s
centrom dorzalno-lateralnem delu (Cpu). Tak vzorec poskodb, kot so ga nasli znotraj teh
razli¢nih genetskih variant misi so nasli tudi v raziskavah narejenih s kaini¢no 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 povzro¢i celicno smrt z vezavo na
NMDA in ne-NMDA, medtem ko 3NPK povzro¢i smrt striatnih nevronov z inhibicijo

sukcinat dehidrogenaze (Ramaswamy in sod., 2009)

Poleg nevrotoksi¢nega ucinka pa smo opazili tudi toksi¢ni u€inek 3NPK na sréno miSi¢nino.
HistoloSka analiza sréne miscnine pri 3NPK je v nasem poskusu pokazala nabrekanje
miocitov in njihovih jeder, izgubljanje miofibril, kar vodi v njihov propad in razras€anje
veziva. Srce ima podobno kot mozgani, 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 vzdraznih celic (depolarizacija, celi¢ni edem,
sprod¢anje endogenih ekscitotoksi¢nih prenasalcev, povedanje koncentracije Ca®* v celicah,
aktivacija pro-apoptotskih dejavnikov, okvare membrane s Kisikovimio prostimi radikali)
(Gabrielson in sod., 2001). Ze leta 1998 so namre¢ in vitro pokazali, da 3NPK povzrodi
pomankanje ATP v izoliranem srcu (Lopez in sod., 1998). Nasi rezultati so podobni
poskodbam, kot jih na miSih opisuje Gabrielson s sod. 2001. Ti so pri akutni zastrupitvi s
3NPK opazili difuzno nabrekanje kardiomiocitov in nekrozo, po subakutni in kroni¢ni
izpostavljenosti misk 3NPK so v srcu nasli celicni edem, poskodbo mikrofilamentov,
poskodbo 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 sréne toksi¢nosti. Kakr$na koli potencialna povezava
med tema dvema poskodbama bo verjetno predmet nadaljnih raziskav. Vpliv sréne toksi¢nosti
(povzro¢i padec minutnega volumna srca) na razvoj nevroloskih lezij v miSih $e ni poznan.
Gold in Gustine sta leta 1982 predlagala v originalni $tudiji misi, da 3NPK sprozi mocan
padec v aktivnosti sréne SDH in tako povzroéi sréno poskodbo. Ce je ta dovolj tezka lahko
povzro¢i padec minutnega volumna srca in poslediéno povzro¢i ishemi¢no hipoksijo
kavdatnega putamna, kar povzroci striatno poskodbo.

Ultrastukturne raziskave srca in mozganov misi so odkrile casovno odvisnost med nastankom
poskodbe v teh dveh organih. Sréna poSkodba se manre¢ pojavi pred lezijo v moZganih.
Nekatere misi so imele poskodbo srca medtem ko so bili mozgani neposkodovani 0z. so bile
poskodbe minimalne (Gabrielson in sod., 2001).

Splo$no znano je striatum zelo obcutljiv 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 glutamatergi¢na ekscitotoksi¢nost preko NMDA
receptorja, ki doprinese k celicni smrti nevronov in oksidativnem stresu v tem podrocju
(Simpson in sod., 1993). Drugi razlog je zgradba krvnih Zzil, ki nosijo kri v striatum, in je
obCutljiva 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 podro¢je v mozganih, kjer se
sre¢ajo masivni glutaminergi¢ni ter dopaminergi¢ni inputi. Dopamin in glutamat sta

pomembna nevrotransmiterja v mozganih, vendar ko sta sodelujoCe prevec sproScena vsak
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deluje kot moc¢an 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 nevrotoksicnosti. Splosno ishemijo in hipoksijo mozganov s striatno poskodbo
in povecanje permeabilnosti krvno-mozganske bariere lahko povzro¢i odpoved srca (Martin
in sod., 1997; Pluta in sod., 1994). Sicer pa bo potrebno v prihodnosti Se raziskati vpliv 3NPK
nevrotoksi¢nosti na striatum v odsotnosti 3NPK kardio toksi¢nosti in poten ncialnega vpliva
sré¢ne disfunkcije in kakrSnokoli posledi¢no striatno hipoperfuzijo, ki se lahko zgodi na

misjem modelu 3NPK nevrotoksi¢nosti (Gabrielson in sod., 2001).

3NPK model sréne toksic¢nosti bi lahko bilo uporabno orodje za razumevanje dogajanj v sréni
patofiziologiji, vklju¢no z vlogo mitohondrijev v celi¢ni smrti (nekroza in apoptoza),
oksidativni stres in kemijsko predpogojevanje. Nizke doze 3NPK v kuncih namre¢ sprozijo
predpogojevanje in zaséito srcu, ¢e se doda pred ishemijo. 3NPK je v visokih dozah tako
toksi¢na za mozgane in srce, v nizkih pa je 3NPK za moZzgane in srce lahko ugodna

(Gabrielson in sod., 2001).
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5.2 SKLEPI

1. 3NPK ima poleg nevrotoksi¢nega ucinka tudi kardiotoksi¢ni u¢inek na podgane.

2. 3NPK povzroc¢i poskodbo striatuma, saj smo v tem predelu opazili podro¢ja z zmanj$ano

relativno opti¢no gostoto.

3. Morfoloske spremembe, ki jih povzro¢i 3NPK na miokardu so nabrekanje miocitov in

njihovih jeder, izgubljanje in propad miofibril ter posledi¢no razrascanje veziva.
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6 POVZETEK (Summary)

6.1 POVZETEK

3NPK je mitohondrijski toksin, ki se uporablja za pripravo modela Huntingtonove bolezni.
Morfoloske spremembe, ki nastanejo zaradi zastrupitve s 3NPK v moZzganih predstavlja
selektivna obojestranska simetriéna poskodba primarno v striatumu, hipokampusu in
talamusu. Na ultrastrukturni ravni se nevronske spremembe, povzro¢ene s 3NPK, na zacetku
kaZzejo z grupiranjem kromatina, zveCano prozornostjo citoplzme, s celiénim skréenjem ali

otekanjem ter z otekanjem mitohondrijev.

Poskodba, ki jo naredi 3NPK Zivénemu tkivu, posnema nevropatoloske spremembe, ki so
znacilne za Huntingtonovo bolezen. Njena glavna nevropatol$ka znacilnost je propad srednje
velikih GABA-ergi¢nih projekcijskih stratnih nevronov s trni na dendritih, ki ga spremljata
glioza in povecanje lumna lateralnih ventriklov. Zato je hudo prizadeto delovanje bazalnih

jeder, predvsem striatuma.

Poleg toksi¢nega delovanja na mozgane, 3NPK povzroci tudi spremembe v miokardu, kot so

otekanje kardiomiocit, nekroza, apoptoza in intersticijska fibroza.

Predvidevali smo, da 3NPK v podganah povzro¢i poskodbo striatuma 0z. podrocja z
zmanjSano relativno opti¢no gostoto barvanja na COX ter morfoloske spremembe miokarda,
kot so nabrekanje moicitov in njihovih jeder, izgubljanje in propad miofibril ter posledi¢no

razraS¢anje veziva.

Poskus smo izvedli tako, da smo 6 podgan tretirali s 3NPK, drugo skupino pa smo kot
kontrolo injicirali s fiziolosko raztopino. Po izvedbi protokola za tretiranje smo jih usmrtili in
jim odvzeli mozgane ter srce, ter tkivo organov naprej obdelovali. Pripravili smo histoloske
rezine mozganov v prerezu striatuma ter rezine srénega tkiva. Rezine tkiva moZganov smo
nato obarvali na COX, miokard pa smo barvali po HE in sirius red.Vse rezine smo
fotografirali in jih naprej obdelovali z racunalniSkim programom Image tool. Na sliki
mozganov Smo v tem programu merili povr§ino poskodbe striatuma, medtem ko smo na
rezinah miokarda, ki smo jih barvali s HE merili $irino kardimiocit in jeder. S stereolosko
tehniko smo na rezinah miokarda barvanega na sirius red merili volumsko gostoto veziva ter

miofibrilarni indeks. Podatke, ki smo jih dobili smo statisti¢no obdelali s t-testom.
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Potrdili smo, da ima 3NPK poleg nevrotoksi¢nega ucinka tudi kardiotoksi¢ni uéinek na
podgane. Pokazali smo namre¢, da 3NPK povzro¢i poskodbo striatuma, saj smo v tem predelu
opazili podro¢ja z zmanjSano relativno opti¢no gostoto. Dokazali pa smo tudi, da 3NPK
povzro¢i morfoloske spremembe na miokardu kot so nabrekanje miocitov in njihovih jeder,

izgubljanje in propad miofibril ter posledi¢no razraséanje 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.
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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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