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1. UVOD I SVRHA RADA 

Epilepsija je jedna od najčešćih kroničnih neuroloških bolesti, a farmakološki rezistentni 

bolesnici čine znatan udio među oboljelima (1). Dvije trećine farmakorezistentnih bolesnika 

čine oni sa žarišnom epilepsijom temporalnog režnja, osobito mezijalnog dijela (2). U podlozi 

epileptičnih napadaja mezijalnoga temporalnoga režnja (engl. mesial temporal lobe epilepsy - 

MTLE) 80% bolesnika ima hipokampalnu sklerozu (HS) (2). Većina bolesnika rezistentnih na 

farmakološku terapiju danas se može uspješno liječiti selektivnim neurokiruškim postupcima 

(postotak uspješnosti za temporalne epilepsije je od 60 do 80% (3)). Epileptogeneza 

hipokampalne skleroze složen je proces koji u čovjeka još uvijek nije razjašnjen u potpunosti. 

Većina današnjih spoznaja o procesu epileptogeneze potječe od eksperimentalnih modela 

(animalnih modela in vitro i in vivo). Na temelju literature u procesu epileptogeneze važnu 

ulogu ima i izvanstanična tvar (engl. extracellular matrix - ECM). Stoga je cilj ovoga rada 

istražiti i prikazati ekspresiju sastavnica ECM-a i promjene te ekspresije u hipokampusu 

pacijenata koji boluju od farmakorezistentne epilepsije uzrokovane hipokampalnom sklerozom, 

kako bismo doprinijeli spoznajama o samom procesu epileptogeneze. U konačnici, to bi moglo 

dati temelje za daljnji razvoj lijekova koji bi djelovanjem na ECM utjecali na proces 

epileptogeneze.  

1.1. Uvod 

 

1.1.1. Epilepsija 

Epilepsija je jedna od najčešćih neuroloških bolesti ljudi u razvijenim zemljama svijeta (1). 

Procijenjeno je da oko 50 milijuna ljudi u svijetu boluje od epilepsije (1). Dijagnoza epilepsije 

postavlja se nakon dva neprovocirana epileptična napadaja koji su se dogodili u vremenskom 

razmaku duljem od 24 sata. Dijagnozu epilepsije može se postaviti i nakon jednog 

neprovociranog epileptičnog napadaja, međutim, tada je vjerojatnost ponavljanja napadaja 

slična općem riziku ponavljanja napadaja nakon dva neprovocirana napadaja. Taj je rizik 

najmanje 60% tijekom sljedećih 10 godina (1). U tu skupinu ubrajaju se bolesnici sa 

strukturalnim promjenama mozga (preboljeli cerebralni infarkt, infekcija središnjeg živčanog 

sustava (SŽS), tumor mozga, kongenitalne malformacije korteksa itd.) te oni s dijagnozom 

epileptičnog sindroma (1). S patofiziološkog stajališta, epilepsija je paroksizmalni poremećaj 

funkcije SŽS-a, koji je prema svojem karakteru rekurentan, stereotipan i povezan s 



    

 

2 

 

ekscesivnim, sinkronim i, u početku, ograničenim kortikalnim neuronskim izbijanjima (1). 

Epileptogeneza je proces kojim određena regija mozga tijekom određenog vremenskog perioda 

postaje hiperekscitabilna i sposobna spontano generirati epileptične napadaje (1). Prema 

smjernicama Internacionalne lige protiv epilepsije (International League Against Epilepsy - 

ILAE), iz 2017. godine, epilepsije se prema etiologiji dijele na: genetske, strukturalne, 

metaboličke, imunološki posredovane, epilepsije uzrokovane infekcijama SŽS-a te epilepsije 

nepoznate etiologije (1,4). U oko 20 - 40% oboljelih (2) nije moguće postići zadovoljavajuću 

kontrolu napadaja, unatoč primjeni dvaju antiepileptika te se takvi bolesnici ubrajaju u skupinu 

tzv. farmakološki rezistentnih bolesnika. Prema definiciji ILAE-a, farmakorezistentni bolesnici 

uzimaju dva antiepileptika (zasebno ili u kombinaciji), a antiepileptici su odabrani ovisno o 

vrsti napadaja i bolesnici ih dobro podnose, međutim, usprkos tome, ne može se postići 

zadovoljavajuća kontrola napadaja (5). Farmakološki rezistentne epilepsije često imaju žarišni 

početak. Epilepsije temporalnog režnja, ponajprije epilepsije MTLE-a, najčešći su tip žarišnih 

epilepsija i čine dvije trećine farmakološki rezistentnih epilepsija. U podlozi MTLE-a u 80% 

slučajeva dijagnosticirana je hipokampalna skleroza (2). Farmakološki rezistentni bolesnici 

mogu se uspješno liječiti neurokirurškim zahvatom, najčešće selektivnom 

amigdalohipokampektomijom. Uspješnost ovoga zahvata u prevenciji napadaja nakon 

operacije je 60 do 80% (3,6). 

 

1.1.2. Hipokampus: anatomska i histološka građa 

Tijekom povijesti mijenjali su se anatomski i histološki opisi i klasifikacija za pojedina 

područja i polja hipokampusa, a time i nazivlja za iste. Neuropatolozi najčešće koriste 

klasifikaciju koju je 1934. godine koncipirao Lorente de Nó (7), a koju su koristili i Duvernoy 

i sur. (8) pa se to nazivlje koristi i u ovoj disertaciji. Rafael Lorente de Nó osmislio je 

klasifikaciju (7) prema kojoj postoje tri regije (subiculum, cornu Ammonis (CA), gyrus dentatus 

(GD)/fascia dentata) koje sadrže devet različitih polja (parasubiculum, presubiculum, subiculum 

proper, prosubiculum, CA1 - CA4 i fascia dentata). Hilus (dio cornu Ammonis smješten u 

udubljenju gyrus dentatus) izvorno je opisivan drugim terminima: area H5 (9), CA4 (7), ili 

polimorfna zona i bilo je diskutabilno treba li dio između granularnog sloja gyrus dentatus i 

CA3 biti jedan ili više slojeva, ili polja (za detalje vidjeti (10–12)). 

Cornu Ammonis (CA) ili Amonov rog čini značajan dio hipokampusa i u njemu se razlikuju 

sljedeća citoarhitektonska polja (areje) CA1, CA2, CA3 i CA4. Iako je nominalno 
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hipokampalna kora troslojna, unutar polja CA1 - CA3 razlikuje se šest slojeva: alveus, stratum 

oriens, stratum pyramidale, stratum radiatum, stratum lacunosum i stratum moleculare. U 

stratum oriens nalaze se košarasti interneuroni (engl. basket cells) i bazalni dendriti piramidnih 

neurona. Piramidni sloj (stratum pyramidale) sastoji se od piramidnih neurona koji su bazom 

okrenuti prema stratum oriens i u njega pružaju bazalne dendrite, dok se apikalni dendrit pruža 

cijelom duljinom sve do stratum moleculare. Piramidni neuroni okruženi su aksonima 

košarastih interneurona, imaju dendritičke trnove, svi su ekscitacijski i njihov je 

neurotransmiter glutamat. Veličina i oblik piramidnih neurona razlikuju se ovisno o tome kojem 

polju područja cornu Ammonis (CA1 - CA4) pripadaju. Piramidni sloj polja CA1 najširi je, 

neuroni su tipično piramidnog oblika i raspršeni. Piramidni sloj polja CA2 sastoji se od gušće 

poredanih piramidnih, iako oblikom često ovalnih, neurona. Piramidni neuroni polja CA3, koje 

se nalazi na zavoju ili koljenu područja cornu Ammonis, slični su onima u polju CA2, ali su 

manje zbijeni. U polju CA3 kolaterale piramidnih neurona oblikuju značajan sustav 

intrakortikalnih veza, tzv. Schafferove kolaterale. Polje CA4 smješteno je u hilusu gyrus 

dentatus. Tijela neurona polja CA4 su ovalna, velika i raspršena među mahovinastim vlaknima 

(engl. mossy fibers) zrnatih stanica gyrus dentatus (8). 

Zubata vijuga ili gyrus dentatus odvojena je od cornu Ammonis pukotinom fissura 

hippocampi. Sastoji se od molekularnog sloja (stratum moleculare), zrnatog (granularnog) sloja 

(stratum granulosum) i polimorfnog sloja (stratum multiforme). Granularni sloj odgovara 

piramidnom sloju cornu Ammonis, a sastoji se od neurona čija su tijela okrugla i gusto zbijena. 

Njihovi aksoni su mahovinasta vlakna koja prolaze polimorfni sloj i polje CA4 te završavaju 

na piramidnim neuronima polja CA3, formirajući u polju CA3 poseban podsloj startum 

lucidum. Pojedinačni bazalni dendriti neurona zrnatog sloja gyrus dentatus odlaze prema 

molekularnom sloju koji se, uglavnom, sastoji od vlakana različitih puteva. 

Hipokampus je opsežno povezan s ostalim limbičkim i paralimbičkim, kortikalnim i 

subkortikalnim strukturama te s hipotalamusom. Glavnina veza cornu Ammonis i gyrus 

dentatus s kortikalnim strukturama odvija se preko entorinalnog polja parahipokampalne vijuge 

kao mjestom ulaza veza i subikuluma kao mjestom njhova izlaza. Tijek signala kroz 

hipokampus odvija se trisinaptičkim putem glavnim unutarnjim neuronskim krugom. Prvi 

neuroni u tom krugu su piramidni neuroni II. i III. sloja entorinalnog korteksa čiji aksoni 

oblikuju perforantni put i završavaju na dendritima neurona zrnatog sloja gyrus dentatus (drugi 

neuron). Aksoni neurona zrnatog sloja sinaptički završavaju na apikalnim dendritima 

piramidnih neurona polja CA3. Aksoni piramidnih neurona u polju CA3 daju Schafferove 
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kolaterale koje završavaju sinapsama na apikalnim dendritima neurona u polju CA1 čiji se 

aksoni, uglavnom, projiciraju u subikulum. Aksoni neurona subikuluma projiciraju se u 

entorinalno polje. Glavni regulatorni neuroni hipokampusa su GABA-ergični (gama-

aminomaslačna kiselina, engl. gama-amonobutyric acid - GABA) inhibicijski interneuroni 

(košarasti) koji su većim dijelom smješteni u cornu Ammonis, ali ih ima i u gyrus dentatus. 

Interneuroni su u cornu Ammonis uglavnom smješteni u sloju stratum oriens, iako se mogu naći 

i u ostalim slojevima, dok su u gyrus dentatus smješteni u molekularnom i polimorfnom sloju. 

Interneurone inerviraju piramidni neuroni cornu Ammonis na koje djeluju povratnom spregom, 

formirajući oko njihovih tijela mrežu poput košarice. U gyrus dentatus košarasti interneuroni 

inervaciju primaju od kolaterala mahovinastih vlakana, a povratno djeluju na stanice zrnatog 

sloja gyrus dentatus (13). 

 

1.1.3. Patohistološke značajke hipokampalne skleroze 

Glavne patohistološke promjene u hipokampalnoj sklerozi jesu gubitak piramidnih neurona u 

poljima CA1 - CA4, razvoj glioze te promjene u gyrus dentatus: gubitak stanica zrnatog sloja, 

disperzija zrnatog sloja te aberantno grananje mahovinastih vlakana (14). Sve navedene 

značajke nisu uvijek uočljive (ili jednako izražene) pa se prema ILAE-klasifikaciji iz 2013. 

godine (14) razlikuju četiri tipa hipokampalne skleroze. U hipokampalnoj sklerozi tip 1 gubitak 

piramidnih neurona i glioza najizraženiji su u poljima CA1 i CA4. Za tip 2 karakterističan je 

dominantni gubitak piramidnih neurona u polju CA1, dok je za tip 3 karakterističan najveći 

gubitak piramidnih neurona u polju CA4. Obilježje hipokampalne skleroze tip 4 jest izražena 

glioza bez gubitka piramidnih neurona.  

 

1.1.4. Epileptogeneza u hipokampalnoj sklerozi tip 1 

U procesu epileptogeneze postoji neravnoteža između ekscitacijskih i inhibicijskih 

neuronskih krugova. Većina današnjih spoznaja o epileptogenezi potječe iz studija na 

animalnim modelima. Prema hipotezi rekurentne ekscitabilnosti epileptična izbijanja u HS1 

posljedica su hiperekscitabilnosti stanica zrnatog sloja područja gyrus dentatus, što je 

posljedica aberantnog grananja mahovinastih vlakana. U normalnim okolnostima mahovinasta 

vlakna (ekscitacijska vlakna) stvaraju sinapse sa stanicama u polju CA4 (ekscitacijska vlakna 

za košaraste interneurone koji su inhibicijski) i piramidnim neuronima polja CA3. U slučaju 
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aberantnog grananja, mahovinasta vlakna pronađena su u zrnatom i unutarnjem molekularnom 

sloju, što vodi nastajanju ponavljajućeg ekscitacijskog kruga (15). S druge strane, nastaju 

promjene u GABA-ergičkim interneuronskim krugovima, što rezultira nedostatnom inhibicijom, 

poremećenom sinkronizacijom interneuronske inhibicije i prekomjernom ekcitabilnošću 

piramidnih neurona (15). 

1.1.5. Interneuroni 

Interneuroni hipokampusa čine 10 - 15% ukupne populacije neurona (16). Njihov je 

neurontransmiter GABA i oni imaju važnu funkciju - regulaciju neuronskih krugova. Glavnu 

ulogu imaju u kontroli aktivnosti piramidnih neurona putem feedback- i feedforward-inhibicije 

(17,18), a važni su i za sinkroniziranu aktivnost neuronskih krugova (19–21). Za razliku od 

glutamatergičnih piramidnih neurona, koji se nalaze samo u piramidnom sloju, interneuroni su 

rasprostranjeni u gotovo svim slojevima. Njihovi aksoni mogu biti ograničeni na sloj u kojem 

se nalazi njihovo tijelo i dendriti, ili se mogu pružati do velikih udaljenosti. Aksoni im mogu 

završavati na točno određenom mjestu, poput tijela ili proksimalnih dendrita neurona koje 

inerviraju, ili mogu istovremeno inervirati dendrite različitih neurona. Na taj način gotovo svi 

dijelovi njihovih ciljnih stanica bivaju pokriveni, ali od različite subpopulacije interneurona, što 

upućuje na njihove različite funkcije: svaka podgrupa interneurona ima drugu funkciju 

inervirajući različite dijelove ciljnih stanica (16). Veoma značajni za proces epileptogeneze 

pokazali su se interneuroni koji sadrže parvalbumin (PV-interneuroni) (22–25). Ovisno o tome 

koju regiju piramidnih neurona inhibiraju, razlikujemo košaraste PV-interneurone (engl. basket 

cells) koji primarno inerviraju tijelo i proksimalne dendrite (akso-somatska inhibicija) i PV-

interneurone oblika svijećnjaka (engl. chandelier cells) koji inerviraju početne dijelove aksona 

(akso-aksonska inhibicija) (26). Poznato je da u hipokampusu bolesnika s MTLE-om dolazi do 

promjene morfologije i gubitka PV-interneurona (22–25,27,28). 

 

1.1.6. Izvanstanična tvar 

ECM središnjeg živčanog sustava značajno se razlikuje od ECM-a drugih tkiva, iako se 

pojedine njegove sastavnice nalaze i u drugim tkivima. ECM središnjeg živčanog sustava 

pretežno se sastoji od hijaluronske kiseline (engl. hyaluronic acid, HA), različitih lektikana, 

prije svega hondroitin-sulfatnih proteoglikana (engl. chondroitin sulphate proteoglycans, 

CSPG), tzv. veznih proteina i tenascina, dok molekula ECM-a, poput fibronektina i kolagena, 
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koje su u drugim vrstama tkiva visokozastupljene, ima tek u neznatnoj mjeri (29–34). 

Komponente ECM-a sintetiziraju i izlučuju neuroni i glijalne stanice (35). 

Hijaluronska kiselina središnji je slobodni glikozaminoglikan ECM-a koji se sastoji od 

ponavljajućih disaharidnih jedinica glukuronske kiseline i N-acetilglukozamina. U usporedbi s 

drugim glikozaminoglikanima hijaluronska kiselina strukturalno je jednostavnija, nije 

sulfatirana i glukuronska kiselina nije epimerizirana. Sintetizira je hijaluronan sintaza (HAS), 

lokalizirana s unutarnje strane stanične membrane (36). 

Proteoglikani su složene molekule koje na središnji protein imaju kovalentno vezan barem 

jedan glikozaminoglikanski lanac. Glikozaminoglikani su dugi nerazgranati polimeri 

disaharidnih jedinica (20-200) koji se sastoje od uronske kiseline (glukuronske ili idiouronske) 

ili galaktoze te aminošećera (N-acetilglukozamin ili N-acetilgalaktozamin) (36). Ovisno o 

kombinaciji šećera razlikujemo heparan-, keratan-, hondroitin- i dermatan- sulfate (29,37,38).  

Lektikani su obitelj proteoglikana koji su značajno zastupljeni u mozgu, a zajedničko im je 

da specifično vežu lektine pa zato i nose naziv lektikani. U mozgu sisavaca najzastupljenija su 

četiri lektikana: agrekan (39), versikan (40), neurokan (41) i brevikan (42,43). Međusobno se 

razlikuju po središnjem proteinu i po broju hondroitin-sulfatnih lanaca vezanih na središnji 

protein. Dok se neurokan i brevikan nalaze isključivo u SŽS-u, ostali lektikani pronađeni su i u 

drugim tkivima (44). Strukturalnoj raznolikosti dodatno doprinosi i alternativno prekrajanje 

središnjeg proteina zbog kojeg, na primjer, razlikujemo četiri izoforme versikana (V0 - V3) 

(36). Lektikani se svojom N-terminalnom domenom vežu za hijaluronsku kiselinu, a O-

terminalnom domenom vežu se za ostale molekule ECM-a i molekule na površini stanica te 

tako povezuju hijaluronsku kiselinu, okosnicu ECM-a, s ostalim molekulama ECM-a i 

molekulama na površini stanica. Na taj način lektikani služe kao svojevrstan most između 

ECM-a i stanica, odnosno oni su tzv. organizatori ECM-a (44). Poznato je da neki lektikani, 

između ostaloga, imaju ulogu u promociji ili inhibiciji rasta neurita i/ili migraciji neurona i 

glijalnih stanica (44). 

Vezni proteini (engl. link proteins) bitna su sastavnica ECM-a, budući da pojačavaju vezu 

između hjaluronske kiseline i proteoglikana. Oni, stoga, i nose zajednički naziv proteini koji 

vežu hijaluronsku kiselinu i proteoglikane (engl. hyaluronan and proteoglycan binding link 

proteins, HAPLN) (45). U obitelji ovih pomoćnih proteina za sada su poznata četiri člana: 

HAPLN1/Ctrl1, HAPLN2/Barl1, HAPLN3/Lp3, HAPLN4/Barl2. U SŽS-u su izraženi samo 

HAPLN2 i HAPLN4 (46,47). 
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Tenascini (TN) su glikoproteini koji se također ubrajaju u značajne sastavnice ECM-a mozga. 

U sisavaca razlikujemo TN-C, TN-R, TN-X, TN-W(-N) od kojih su TN-C i TN-R eksprimirani 

u SŽS-u (36). Oni se vežu za proteine na površini stanica (integrini i adhezijske molekule 

stanica (engl. cell adhesion molecule, CAM)), ili za druge molekule ECM-a (lektikani, 

fosfokan) (36).  

U pregradnji ECM-a tijekom razvoja ili nakon ozljede, sudjeluju proteinaze, od kojih su 

najpoznatije metaloproteinaze matriksa (engl. matrix metalloproteinases, MMP) i osobito 

ADAMTS (dezintegrin i metaloproteinaza s trombospondinskim motivima, engl. a disintegrin 

and metalloproteinase with thrombospondin motifs). Za razgradnju lektikana primarno su 

zaslužni ADAMTS (36), dok metaloproteinaze matriksa imaju bitnu ulogu u razgradnji 

tenascina, veznih proteina, faktora rasta, citokina, membranskih receptora, ostalih proteinaza, 

adhezijske molekule stanica i dr. (48). Sve proteinaze izlučuju se u inaktivnom obliku i za 

aktivaciju trebaju druge proteinaze. Aktivnost proteinaza strogo je regulirana tkivnim 

inhibitorima metaloproteiniza (engl. tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP), TIMP 1 - 

4 za metaloproteinaze matriksa i TIMP-3 za ADAMTS (36). 

Metaloproteinaze matriksa su topive ili vezane za membranu (48). U ljudi 23 gena kodiraju 

za 24 različite metaloproteinaze matriksa, koje nose naziv prema rednim brojevima. U mozgu 

čovjeka najviše su izražene MMP-2 i MMP-9 (48). Sve metaloproteinaze matriksa posjeduju 

N-terminalni signalni peptid, autoinhibirajuću predomenu i katalitičku domenu. Većina ih ima 

terminalnu hemopeksinsku C-domenu koja doprinosi specifičnosti djelovanja zahvaljujući 

interakciji ove domene sa supstratom (48).  

U ADAMTS-skupini razlikujemo 19 različitih proteinaza koje se grupiraju ovisno o supstratu 

koji kidaju (49–51): proteoglikani (ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9, -15, -20), prokolageni 

(ADAMTS-2, -3 i -14) i von Willebrandov faktor (ADAMTS-13). Između domene N- i 

terminalne C-domene imaju sljedeće dijelove: peptidni signal, pro-domenu, metaloproteinaznu 

domenu koja veže cink, domenu sličnu dezintegrinu, trombospondinsku domenu, domenu 

bogatu cisteinom, spacer-domenu i promjeniv broj trombospondinskih motiva na C-

terminalnom kraju (52,53).  

Sastav i količina ECM-a u SŽS-u mijenjaju se tijekom razvoja i moždani ECM tek postnatalno 

doseže maturirani, zreli oblik. Tako ECM čini 60 - 40% volumena prenatalnog moždanog tkiva, 

dok je to u mozgu odrasle jedinke tek 20% (54). ECM mozga u razvoju (tzv. juvenilni ECM) 

sastoji se uglavnom od hijaluronske kiseline, neurokana, versikana V0, versikana V1, TN-C i 
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HAPLN1/Ctrl1 (55–57). U perinatalnom razdoblju počinje značajna reorganizacija ECM-a 

tijekom koje se ECM zamjenjuje zrelim (57) te od izrazito hidriranog oblika (zbog visokog 

udjela hijaluronske kiseline) postaje značajno čvršća i organiziranija struktura. Naime, dolazi 

do izmjene molekula pa sada u zrelom tipu ECM-a prevladavaju versikan V2, agrekan, 

brevikan, fosfokan, TN-R, HAPLN2/Barl1 i HAPLN4/Barl2 (46,47,56,58,59). Različite 

kombinacije lektikana i proteina vezanih uz hijaluronsku kiselinu, TN-R i fosfokana, na 

određenim mjestima, formiraju organizirane kondenzirane strukture poznate kao perineuronske 

mreže (engl. perineuronal nets, PNN) (36). Oblici ECM-a u SŽS-u su: (1) slobodni (difuzni) 

ECM, (2) perineuronske mreže, (3) perisinaptički ECM u neuropilu, (4) ECM bazalne lamine 

te (5) perinodalni ECM oko Ranvierovih čvorova (60–62). U ovom radu obratili smo posebnu 

pažnju i na perineuronske mreže. 

 

1.1.7. Perineuronske mreže 

Perineuronske mreže su strukture ECM-a koje poput mreže obuhvaćaju tijela, dendrite i 

početne dijelove aksona (početni aksonski segment, engl. axon initial segment) različitih 

neurona u SŽS-u. Prvi ih je opisao Camillo Golgi još 1890-ih godina, kao osjetljive pokrivače 

koji obuhvaćaju tijela i nastavke neurona. No, njegovo je otkriće osporio Santiago Ramon y 

Cajal nazvavši ih eksperimentalnim artefaktom pa su tako, na neko vrijeme, pale u zaborav. 

Njihovo postojanje potvrđeno je 1970-ih godina dolaskom suvremenih metoda bojenja tkiva i 

označavanja molekula. U središtu pozornosti i proučavanja ponovno su tek 2002. godine (63), 

kao rezultat suradnje dr. Jamesa Fawcetta (koji se bavio oporavkom ozljeda kralježnične 

moždine) i dr. Tomassa Pizzorussoa (koji je proučavao kritična razdoblja plastičnosti u vidnom 

sustavu). U tom je radu otkrivena uloga perineuronskih mreža u zatvaranju kritičnog razdoblja 

plastičnosti koje se u mozgu odraslog čovjeka može reaktivirati enzimskim uklanjanjem 

perineuronskih mreža (64) Činjenica da perineuronske mreže doprinose plastičnosti tijekom 

kritičnog razdoblja u vidnom, motoričkom i somatosenzornom sustavu pokazana je u radovima 

(64–66). Zrele perineuronske mreže pojavljuju se u kasnom prenatalnom i ranom postnatalnom 

razdoblju u korteksu, kralježničnoj moždini i hipokampusu (67–72). Njihova pojava podudara 

se sa zatvaranjem kritičnog razdoblja plastičnosti. Kritično razdoblje tijekom razvoja period je 

u kojem okolišni čimbenici imaju najveći utjecaj na obilježja neurona, anatomiju i fiziologiju. 

Tijekom kritičnog razdoblja veoma je važna ispravna stimulacija neurona kako bi se 

stabilizirale sinapse i, u konačnici, nastao funkcionalni SŽS (73–75). Perineuronske mreže 
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doprinose zatvaranju kritičnog perioda tako što u mozgu odraslog čovjeka obuhvaćaju zrele 

sinapse koje dodatno stabiliziraju, zbog čega su one tada podložne vrlo maloj reorganizaciji 

(64,68,76,77).  

Perineuronske mreže u različitim regijama mozga primarno se nalaze oko brzookidajućih 

(fast-spiking) GABA-ergičkih interneurona koji proizvode proteine koji vežu kalcij, kao što je 

parvalbumin (78–80). No, možemo ih naći i oko drugih neurona, npr. glutamatergičnih neurona 

(81–85), koji mogu biti pozitivni ili negativni na parvalbumin (82,83).  

Glavne sastavnice perineuronskih mreža su hijaluronska kiselina, sintaza hijaluronske 

kiseline (engl. hyaluronan synthase, HAS), lektikani, vezni proteini (HAPLN) i TN-R (44). 

Sastav lektikana perineuronskih mreža razlikuje se unutar pojedine regije i između različitih 

regija SŽS-a (86,87). Agrekan je gotovo uvijek sastavni dio perineuronskih mreža i smatra se 

da je upravo on ključan za njihov nastanak i stabilnost (88). Različiti oblici sulfatacije, 

mijenjajući naboj CS-lanaca, utječu na potencijal vezanja i time na ulogu CSPG-a. Obrasci 

sulfatacije perineuronskih mreža razlikuju se od onih u difuznom (89–91) ECM-u, a razlike su 

uočljve i između perineuronskih mreža različitih populacija neurona (92). Za funkciju i 

sazrijevanje perineuronskih mreža bitnu ulogu imaju molekule iz obitelji Semaforina (Sem) te 

transkripcijski faktor Otx2 (engl. orthodenticle homeobox protein 2). Semaforin 3A veže se za 

glikozaminoglikanske lance CSPG-a i tako utječe na funkciju, smanjujući sinaptičku plastičnost 

(35). Otx2 važan je za sazrijevanje i stabilizaciju perineuronskih mreža, ima visok afinitet 

vezanja za hondroitin-6-sulfate u perineuronskim mrežama (93,94). Otx2 u velikoj mjeri 

internaliziraju stanice oko kojih se nakon toga stvaraju perineuronske mreže, a njegovo 

nakupljanje potom dodatno potiče i njihovo sazrijevanje. Blokiranjem ili gubitkom Otx2 

destabiliziraju se perineuronske mreže i time se može reaktivirati plastičnost odraslog mozga 

(93). 

Obrasci sulfatacije hondroitin-sulfata mijenjaju se tijekom sazrijevanja SŽS-a. Tijekom 

razvoja prevladava 6-sulfatni oblik, kojeg po rođenju ima tek 18%, a 4-sulfatnog oblika 60%. 

Njihov se omjer mijenja i na kraju kritičnog razdoblja kad je 4-sulfatnog oblika 94%  

(89,95,96).  

Sazrijevanjem SŽS-a postupno se mijenjaju pojedine sastavnice i značajke perineuronskih 

mreža (veličina, obrasci sulfatacije, količina CSPG-a, količina hijaluronske kiseline, kao i 

količina veznih proteina), što, vjerojatno, utječe na njihovu strukturalnu organizaciju (97). Pri 

tome se mijenja i morfologija perineuronskih mreža. Iz zrnatog (rahlijeg) uzorka tijekom ranog 
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postnatalnog razdoblja prelaze u retikularni (mrežasti) oblik (98). Mehanizam kojim promjena 

strukture utječe na funkciju perineuronskih mreža i dalje nije poznat, međutim, pretpostavlja se 

da zrnatije perineuronske mreže slabije stabiliziraju sinapse, kontroliraju održavanje ionske 

ravnoteže te odbijaju dolazeće (nove) sinapse (99). 

Točna uloga perineuronskih mreža još uvijek nije dovoljno razjašnjena: u čovjeka se razvijaju 

kasno tijekom prenatalnog i tijekom postnatalnog razdoblja, dok je u glodavaca njihov razvoj 

postnatalni. Pretpostavlja se da stabiliziraju sinapse, regulirajući time sinaptičku plastičnost. 

Membranski receptori za perineuronske mreže povezuju komponente ECM-a sa staničnim 

citoskeletom i tako utječu na interakcije neurona i astrocita (64,100,101). Na neurone oko kojih 

se nalaze djeluju protektivno, kontrolirajući difuziju kationa i drugih molekula, čime reguliraju 

njihov mikrookoliš i osiguravaju njihovu normalnu funkciju (35). Jednom kad su zrele sinapse 

uspostavljene i okružene perineuronskim mrežama, one su stabilne i manje podložne 

reorganizaciji u mozgu odrasle jedinke (77,102).  

 

1.1.8. Promjene izvanstanične tvari nakon ozljede 

ECM je tijekom razvoja bitan za proliferaciju i migraciju stanica, navođenje aksona, 

formiranje i stabilizaciju sinapsi. Sazrijevanjem i promjenom sastava ECM inhibira većinu 

razvojnih procesa i sinaptičku plastičnost (44,103,104). Primijećeno je da u različitim 

patološkim stanjima dolazi do promjena u sastavu ECM-a: s jedne strane dolazi do reekspresije 

razvojnih sastavnica ECM-a, dok je s druge strane povećana aktivnost i ekspresija specifičnih 

proteaza - uslijed čega dolazi do reorganizacije ECM-a. Posljedica toga je nastanak ECM-a koji 

omogućuje povećanu sinaptičku plastičnost i regeneraciju nakon ozljede (61,105,106).  

Poznato je da su u epilepsiji poremećeni odnos i ravnoteža aktivnosti ekscitacijskih i 

inhibicijskih krugova. Dosadašnje spoznaje o epileptogenezi i ECM-u većim se dijelom temelje 

na rezultatima dobivenim na eksperimentalnim animalnim modelima epilepsije. U takvih je 

modela u SŽS-u odrasle jedinke promijenjen sastav ECM-a: povećana je ekspresija neurokana 

i hijaluronske kiseline, promijenjena je ekspresija fosfokana, a smanjena agrekana. Nadalje, 

smanjen je i broj perineuronskih mreža i njihovih gradivnih elementa (HAS3 i HAPLN) te je 

povećana aktivnost i ekspresija proteaza (107) U tabl. 1 prikazan je pregled dosadašnjih 

spoznaja o promjenama ECM-a u epilepsiji. 
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Tablica 1. Pregled spoznaja o promjenama ECM-a u epileptogenezi 

MOLEKULA PROMJENE U EKSPRESIJI  VRSTA IZVOR 

tenascin C povećana ekspresija odrastao miš Heck i sur. (108) 

tenascin R povećana ekspresija nije poznato Dityatev (61) 

hijaluronska 

kiselina 

veća količina nevezane, 

slobodne hijaluronske 

kiseline 

odrastao čovjek  Perosa i sur. (109) 
 

in vitro Bausch (108) 

Fosfokan 

povećana ekspresija u gyrus 

dentatus, smanjena ekspresija 

perineuronskih mreža koje ga 

sadrže 

odrastao miš Heck i sur. (108)  

odrastao štakor Okamoto i sur. (110) 

neurokan  
povećana ekspresija, 

reekspresija 

odrastao miš Heck i sur. (108)  

štakor (od ranog 

postnatalnog 

razdoblja do odrasle 

dobi) 

Kurazono i sur. (110) 

odrastao štakor Matsui i sur. (118) 

Agrekan smanjena ekspresija odrastao štakor McRae i sur. (107) 

MMP-9 povećana ekspresija odrastao miš Wilczynski i sur. (111) 

tkivni aktivator 

plazminogena 
povećanje ekspresije  odrastao štakor Yepes i sur. (112) 

HAS, HAPLN smanjena ekspresija odrastao štakor McRae i sur. (107) 

perineuronske 

mreže 
povećana razgradnja odrastao štakor 

McRae i sur. (107), 

Rankin-Gee i sur. (113) 

ADAMTS 4 povećana ekspresija odrastao štakor Yuan i sur. (114)  

CS povećana količina  odrastao čovjek Perosa i sur. (109) 
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Uloga ECM-a u epilepsiji dodatno je potvrđena istraživanjima koja su koristila knock-

out-modele za pojedine molekule (115,116) ili proteaze (111,112). Pojedini radovi na 

animalnim modelima glodavaca ukazuju na to da u epilepsiji dolazi i do ponovne ekspresije 

molekula i obrazaca sulfatacije koji su karakteristični za mozak u razvoju (108,117–119). 

Veoma značajne pokazale su se upravo perineuronske mreže. Većina studija na odraslim 

glodavcima pokazala je da nakon induciranja epileptičnih napadaja dolazi do pojačane 

razgradnje perineuronskih mreža (113) i smanjene ekspresije nekih njihovih gradivnih 

elemenata (HAS3, HAPLN) (107). Knock-out-modeli za specifične proteaze usmjerene na 

kidanje perineuronskih mreža pokazali su da je u tom slučaju očuvano njihovo postojanje (111). 

Ueno i sur. (120) uočili su suprotan učinak - nakon induciranja epileptičnih napadaja u 

hipokampusu odraslog miša došlo je do povećanja broja perineuronskih mreža. Rankin-Gee i 

sur. (113) pokazali su da razgradnja perineuronskih mreža u odraslih štakora različito utječe na 

učestalost i težinu epileptičnih napadaja, ovisno o njihovoj semiologiji (perineuronske mreže 

nemaju jednak utjecaj na sve epileptične napadaje). Iz svega navedenoga može se zaključiti da 

spoznaje o ulozi perineuronskih mreža u procesu epileptogeneze nisu potpune ni jednoznačne, 

no sve govore o složenoj ulozi ECM-a, koja je i dalje nedovoljno razjašnjena. Radova koji su 

ispitivali ECM na humanom materijalu tek je nekoliko. Tako su Perosa i sur. u svojim radovima 

(109,121) u hipokampusima bolesnika s MTLE-om pokazali povećanu koncentraciju 

hijaluronske kiseline i hondroitin-sulfata, dok su Cudna i sur. (122) utvrdili porast razine MMP-

9 u serumu bolesnika nakon generaliziranih toničko-kloničkih napadaja. Nadalje, Rogers i sur. 

(123) nisu našli smanjenje ni druge promjene perineuronskih mreža u uzorcima bolesnika 

operiranih zbog epilepsije različite etiologije u odnosu na kontrolne uzorke. 
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1.2. Svrha rada 

Uzevši u obzir sve navedeno, ECM je uključen u proces epileptogeneze. S obzirom na to 

da se većina naših spoznaja o ulozi ECM-a u epileptogenezi temelji na eksperimentalnim 

modelima, koji ponekad pokazuju i oprečne rezultate i prema kojima se modulacija aktivnosti 

proteaza pokazala kao potencijalni izvor novih terapijskih opcija, svrha ovoga rada je prikazati 

obrazac ECM-a na humanom uzorku s ciljem pružanja boljeg uvida u ovu problematiku te kao 

temelj i mogući poticaj za razvoj budućih terapijskih postupaka.  
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2. HIPOTEZA 

Sastav izvanstanične tvari hipokampusa osoba s farmakorezistentnom epilepsijom 

promijenjen je u smjeru intenzivnije ekspresije juvenilnih oblika molekula ECM-a. 
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3. CILJEVI RADA 

3.1. Opći cilj 

Utvrditi značajne razlike u ekspresiji molekula ECM-a u uzorcima hipokampusa osoba s 

farmakorezistentnom epilepsijom u odnosu na kontrolne uzorke histološki urednog 

hipokampusa osoba bez poznatih neuroloških ili psihijatrijskih poremećaja. 

3.2. Specifični ciljevi 

1. Prikazati ekspresiju te analizirati arealnu i laminarnu raspodjelu proteoglikana (neurokana, 

brevikana, versikana, agrekana, fosfokana) i glikoproteina hipokampusa (TN-C, TN-R) osoba 

s farmakorezistentnom epilepsijom u odnosu na neuropatološki nepromijenjeni hipokampus 

čovjeka. 

2. Prikazati ekspresiju te analizirati arealnu i laminarnu raspodjelu perineuronskih mreža 

hipokampusa osoba s farmakorezistentnom epilepsijom u odnosu na neuropatološki 

nepromijenjen hipokampus čovjeka.  

3. Prikazati koekspresiju glikoproteina i proteoglikana s biljezima različitih staničnih 

populacija. 
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4. MATERIJALI I METODE 

4.1. Materijali 

Za histokemijsku i imunohistokemijsku analizu korišten je arhivski materijal Kliničkog 

zavoda za patologiju i citologiju Kliničkog bolničkog centra (KBC) Zagreb. Korištenje 

navedenih arhivskih uzoraka, kao i cijelo istraživanje, odobrilo je Etičko povjerenstvo KBC-a 

Zagreb (12. 7. 2017.; KLASA: 8.1-17/142-2 broj 02/21AG) i Etičko povjerenstvo Medicinskog 

fakulteta Sveučilišta u Zagrebu (MFSZ 380-59-1016-19-111/210). Svi bolesnici preoperativno 

su obrađeni u Referentnom centru Ministarstva zdravstva Republike Hrvatske za epilepsiju, na 

Odjelu za epilepsije i paroksizmalne poremećaje svijesti Klinike za neurologiju KBC-a Zagreb, 

prema standardnom protokolu (124). U periodu od 2011. do 2018. godine zbog farmakološki 

rezistentne epilepsije sa žarišnim početkom operirano je ukupno 76 bolesnika (tabl. 2, sl. 1). 

Svi su operirani u Klinici za neurokirurgiju KBC-a Zagreb. Na temelju preoperativne obrade 

(semiologija, EEG, MR) i postoperativnog nalaza patohistološke analize isključeni su pacijenti 

u kojih je verificirana fokalna kortikalna displazija i druge malformacije korteksta te pacijenti 

s tumorom, encefalitisom, ishemijom, traumom ili vaskularnim oštećenjima (tabl. 2, sl. 1). Od 

ukupnog broja pacijenata, 65 pacijenata imalo je dijagnosticiran MTLE te su podvrgnuti 

selektivnoj amigdalohipokampektomiji. Postoperativno su, na temelju patohistolološkog nalaza, 

uzorci 34 pacijenta klasificirani prema ILAE-klasfikaciji kao hipokampalna skleroza tip 1 

(HS1). Navedeni uzroci HS1 obrađeni su standardnim postupkom za fiksaciju tkiva (v. 

poglavlje 4.2) i rezani u koronarnoj ravnini. Nadalje, obojeni su hemalaun-eozinom (HE) i 

dvama imunohistokemijskim biljezima - specifičnim biljegom za neuronsku jezgru (engl. 

neuron specific nuclear protein - NeuN) i glijalnim fibrilarnim kiselim proteinom (engl. glial 

fibrillary accidic protein - GFAP), nakon čega su prema sljedećim kriterijima odabrani 

reprezentativni uzorci koji su dalje analizirani: i) orijentacija u koronarnoj ravnini, ii) postojanje 

područja gyrus dentatus i polja CA1 - CA4 te susjednih polja subikuluma; iii) kvaliteta i 

cjelovitost tkiva. Nakon inicijalnog odabira, u postupak daljnje analize uključeno je 13 uzoraka 

za ekspresiju imunohistokemijskih biljega ECM-a (tabl. 3) i specifičnih biljega neurona 

(parvalbumin, PV) (tabl. 3). Sl. 1 prikazuje dizajn studije s naznačenim brojem uzoraka u svim 

fazama istraživanja. Klinički podatci o pacijentima prikupljeni su iz povijesti bolesti i obrađeni 

anonimno.  
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Uzorci hipokampalnog tkiva korišteni za usporedbu s uzorcima HS1 (kontrolni uzorci) 

prikupljeni su tijekom rutinskih obdukcijskih postupaka u Kliničkom zavodu za patologiju i 

citologiju KBC-a Zagreb. Kontrolnu skupinu uzoraka činilo je 17 hipokampusa s 

postmortalnim vremenom (od smrti do uranjanja uzorka hipokampalnog tkiva u fiksativ) 

kraćim od 48 sati.  

Da bi se određeni uzorak razmatrao i odabrao kao kontrolni uzorak trebali su biti 

zadovoljeni sljedeći uvjeti: i) da nema vidljivih histoloških promjena (HE-bojenje) koje bi bile 

posljedica druge bolesti SŽS-a ili stanja (npr. ishemija) koje mogu uzrokovati promjene u 

hipokampusu, ii) da lokacijom i orijentacijom odgovara uzorcima HS1 iii) da su polja CA1 - 

CA4, područje gyrus dentatus te susjedno polje subiculum cjeloviti u koronarnom presjeku i 

jasno prepoznatljivi (sl. 1). U konačnu komparativnu analizu ekspresije biljega ECM-a, 

specifičnih neuronskih biljega (NeuN, PV) i biljega glijalnih stanica uključeno je 13 uzoraka 

(sl. 1).  

 

Tablica 2. Postoperativni patohistološki nalazi i njihova zastupljenost u istraživanoj skupini 

(ukupno 76 slučajeva) 

 

Postoperativna patohistološka dijagnoza 
Broj 

slučajeva 

hipokampalna skleroza tip 1 (ILAE-klasifikacija) 34 

ostali tipovi hipokampalne skleroze 16 

fokalna kortikalna displazija + temporalna skleroza (FCD tip III) 11 

temporalna skleroza + disembrioplastični tumor  1 

temporalna skleroza + gangilogliom druge lokacije 1 

hipokampalna skleroza + heterotopija  1 

fokalna kortikalna displazija + fokalna kortikalna displazija + gangliogliom 1 

gangliogliom temporalno 3 

disembrioplastični tumor temporalno 2 

malformacije kortikalnog razvoja temporalno 3 

fokalna kortikalna displazija (frontalno) 3 
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Slika 1. Shematski prikaz dizajna studije. 

U razdoblju od 2011. do 2018. godine 76 bolesnika operirano je zbog 

farmakorezistentne epilepsije. Nakon preoperativne obrade prema standardnom protokolu, za 

65 bolesnika utvrđena je dijagnoza MTLE-a. Postoperativnom patohistološkom analizom 34 

bolesnika klasificirana su prema ILAE-klasifikaciji kao hipokampalna skleroza tip 1 (HS1). Od 

ukupno 34 uzorka HS1, 13 uzoraka odabrano je za konačnu analizu ekspresije biljega ECM-a 

(tabl. 3), specifičnih neuronskih biljega (NeuN, PV) i biljega glijalnih stanica (GFAP) na 

temelju HE-bojenja i histoloških kriterija kako je navedeno u tekstu. Kontrolni uzorci potječu 

od hipokampusa uzetih tijekom rutinskih obdukcija s postmortalnim vremenom kraćim od 48 

sati i bez poznate neurološke bolesti ili drugih stanja koje bi mogle uzrokovati histološki 

vidljive promjene prilikom HE-bojenja.  

(NRK - neurokirurški zahvat, MR - magnetska rezonancija, EEG - elektroencefalografija, 

MTLE - mezijalna temporalna epilepsija, HS1 - hipokampalna skleroza tip 1) 

 

4.2. Metode 

4.2.1. Histološke metode 

Patohistološki uzorci bili su fiksirani 24 sata u 10%-tnom puferiranom formalinu. Slijedila je 

dehidracija u etanolu postupno rastućih koncentracija (70%, 80%, 96% i 100%) te provlačenje 

kroz ksilol i prožimanje u tekućem parafinu na temperaturi od 60 ˚C. Po uklapanju u parafin 

uzorci su se ohladili na 4 ˚C i rezali serijski na kliznom mikrotomu na rezove debljine 4 µm i 

10 µm. Nakon deparafiniranja u ksilolu i dehidracije u opadajućem nizu koncentracija etanola 
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(100%, 96%, 80% i 70%), tanji rezovi bojeni su hemalaun-eozinom, dok je na debljim rezovima 

učinjeno indirektno imunohistokemijsko bojenje.  

4.2.2. Svjetlosna indirektna imunohistokemijska metoda bojenja  

Za analizu ekspresije proteina korištena je svjetlosna indirektna imunohistokemijska metoda 

modificirana prema ranije opisanim protokolima (125, 126) koji se koriste u Laboratoriju za 

imunohistokemiju Hrvatskog instituta za istraživanje mozga. Nakon deparafinizacije ksilolom, 

rehidracije rezova u seriji alkohola i ispiranja fosfatnim puferom (engl. phosphate buffered 

saline, PBS), rezovi su 20 minuta bili u predtretmanu u 0,3%-tnom vodikovom peroksidu (u 

smjesi metanola i redestilirane vode, u omjeru 3:1), zatim ispirani 3 puta po 10 minuta u PBS-

u i potom uronjeni na 2 sata u otopinu za blokiranje (PBS koji sadrži 3% goveđeg serumskog 

albumina i 0,5%-tnu otopinu Tritona X-100) na sobnoj temperaturi. Rezovi su zatim inkubirani 

u otopini primarnih protutijela (tabl. 3) tijekom 48 do 72 sata na 4 °C (prilikom WFA-bojenja 

umjesto primarnog protutijela koristio se lektin – aglutinin biljke Wisterija floribunda), zatim 

su ponovno isprani u PBS-u i dalje inkubirani sekundarnim antitijelima tijekom jednog sata na 

sobnoj temperaturi. Za obilježavanje specifične imunoreaktivnosti koristila su se biotinilirana 

anti-zečja i anti-mišja antitijela iz kompleta Vectastain ABC (kompleks streptavidin-

peroksidaza, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, SAD), tijekom jednog sata na sobnoj 

temperaturi, a zatim su ispirani u PBS-u tijekom 10 minuta, dok se aktivnost peroksidaze 

vizualizirala kompleksom DAB (Ni-3,3-diaminobenzidin, Sigma-Aldrich). Nakon ispiranja u 

PBS-u i sušenja na sobnoj temperaturi, preparati su pokriveni sredstvom Histamount (National 

Diagnostics, Atlanta, GA, SAD). Negativne i pozitivne kontrole napravljene su za svako 

primarno i sekundarno protutijelo.  

4.2.3. Fluorescentna indirektna imunohistokemijska metoda bojenja 

Za detekciju kolokalizacije specifičnih neuronskih proteina  i perineuronskih mreža metodom 

indirektne imunofuorescencije korištena su primarna protutijela na NeuN i PV te sekundarna 

protutijela (tabl. 3) i WFA. Stupanj preklapanja između PV-interneurona (interneuroni 

imunoreaktivni na PV) i NeuN-neurona (neuroni imunoreaktivni na NeuN) s WFA-om određen 

je dvostrukim obilježavanjem (double labelling), pri čemu su na istim rezovima kombinirana 

primarna protutijela na PV i NeuN te WFA-bojenje. 

 Ukratko, rezovi su najprije izloženi jakom izvoru svjetlosti (6.000 lumena) tijekom 48 h s 

ciljem smanjivanja lipofuscinske autofluorescencije (127,128). Nakon deparafinizacije i 
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dehidracije, prema standardnom protokolu, rezovi su isprani u fosfatnom puferu (1x PBS), 

nakon čega je proveden postupak povratka antigena (antigen retrieval) u citratnom puferu (pH 

= 6,0). Rezovi su potom tri puta isprani u PBS-u i proveden je postupak blokiranja proteina 

(engl. protein blocking) otopinom normalnog seruma magarca (engl. normal donkey serum, 

NDS, Chemicon, SAD), u koncentraciji 5% (razrijeđenim 0,5%-tnim Tritonom X-100 u 1x 

PBS-u, Sigma-Aldrich, SAD) tijekom jednog sata na sobnoj temperaturi. Inkubacija primarnim 

protutijelima i WFA-om (tabl. 3) trajala je 48 sati na 4°C. Nakon inkubacije primarnim 

protutijelima i WFA-om, rezovi su tri puta isprani u PBS-u i potom inkubirani 2h na sobnoj 

temperaturi sekundarnim protutijelima razrijeđenima u PBS-u (magareće, anti-zečje 546, 

Termo Fisher, Scientific, Waltham, MA, SAD). Rezovi su zatim ponovno isprani tri puta u 

PBS-u te na 2 minute prekriveni sredstvom za smanjivanje autofluorescencije (TrueBlack 

Lipofuscin Autofluorescence Quencher, Biotium, SAD) razrijeđenim u 70%-tnom etanolu. 

Nakon trostrukog ispiranja u PBS-u rezovi su pokriveni sredstvom za pokrivanje fluorescentnih 

histoloških rezova bez DAPI-ja (VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium, Vector 

Laboratories, SAD). 

Tablica 3. Popis protutijela korištenih za imunohistokemijsku analizu 

Primarno 

protutijelo 

Kataloški 

broj 

Domaćin, izotip Razrjeđenje Proizvođač Sekundarno 

protutijelo 

Anti-Neuron 

specific Nuclear 

protein 

(NeuN) 

ab104225 poliklonalno zečje 

polyclonal IgG 

1:1 000 Abcam, 

Cambridge, 

UK 

IHC: zečje, 

Vectastain ABC 

kit, PK 4001, 

SAD 

IF: magareće 

Anti-zečje 546, 

A10040, 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Waltham, MA, 

USA 

Anti-Glial 

Fibrillary Acidic 

Protein (GFAP) 

GFAP 

(Z0334) 

poliklonalno 

zečje, pročišćeni 

imunoglobulin  

1:1 000 Dako, 

Glostrup, 

Danska 

zečje, Vectastain 

ABC kit, PK 

4001, SAD 
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Anti-Parvalbumin 

(PV) 

Ab11427 poliklonalno zečje 1 : 3 000 Abcam, 

Cambridge, 

UK 

IHC: zečje, 

Vectastain ABC 

kit, PK 4001, 

SAD 

IF: magareće 

Anti-Zečje 546, 

A10040, 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Waltham, MA, 

USA 

biotinylated 

Wisteria 

floribunda 

agglutinin (WFA) 

L1516  N/A 6µg/ml Sigma 

Aldrich, 

Missouri, 

SAD 

N/A 

Wisteria 

Floribunda Lectin 

(WFA, WFL), 

Fluorescein 

FL-1351-2 N/A 10 µg/ml Vector 

Laboratories, 

Burlingame, 

CA, SAD 

N/A 

Anti-CS-56  

Anti chondroitin 

sulfate 

C8035 monoklonalno 

mišje, IgM,  

1 : 1 000 SIGMA,      

St. Louis, 

MO, SAD 

mišje, 

Vectastain ABC 

kit, PK 4010, 

SAD 

Anti-Fibronectin FN (F3648) poliklonalno zečje  1 : 400 SIGMA,      

St. Louis, 

MO, SAD 

zečje, Vectastain 

ABC kit, PK 

4001, SAD 

Anti-Neurocan 

(NCAN) 

HPA03681

4 

poliklonalno zečje 1 : 1 000 SIGMA,      

St. Louis, 

MO, SAD 

zečje, Vectastain 

ABC kit, PK 

4001, SAD 

Anti-Versican AF 3054 poliklonalno kozje 2,5 µg/ml Biotechne 

R&D 

Systems, 

Minneapolis, 

SAD 

kozje, 

Vectastain ABC 

kit, PK 4005, 

SAD 
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Anti-Agrecan SAB45006

62 

poliklonalno zečje  

 

1:200 SIGMA-

Aldrich,       

St. Louis, 

MO, SAD 

IHC: zečje, 

Vectastain ABC 

kit, PK 4001, 

SAD 

IF: magareće, 

Anti-zečje 546, 

A10040, 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Waltham, MA, 

SAD 

 

4.3. Analiza histoloških preparata 

Za kvalitativni, kvantitativni i semikvantitativni uvid u ekspresiju sastavnica ECM-a, 

histološki preparati analizirani su korištenjem mikroskopa Olympus-IX83. Histološki preparati  

zatim su snimljeni kamerom Olympus UC-90, automatiziranim sustavom Olympus-IX83, 

svjetlosnim mikroskopom Olympus BX53 te skenerom Epson V860Pro. Prikazi su izrađeni 

programom Adobe Photoshop CS6. 

4.3.1. Analiza broja parvalbuminskih neurona 

Prije same analize na svakom su uzorku određene granice polja hipokampusa CA1 - CA4 

prema klasifikaciji koju je osmislio Lorente de Nó (7), a koju su koristili Duvernoy i sur. (8) i 

koje su kasnije preuzete i u ILAE-klasifikaciji. Tom podjelom razlikuju se: cornu Ammonis, 

gyrus dentatus (fascia dentata) i subiculum. U svakom pojedinom polju te slojevima područja 

gyrus dentatus brojeni su PV-neuroni. Zbog metodoloških poteškoća uzrokovanih 

necjelovitošću tkiva, broj stakala prikladnih za analizu razlikovao se među pacijentima. 

Statistički su (primjenom t-testa) uspoređeni ukupni brojevi PV-neurona za pojedinog pacijenta 

i kontrolni uzorak te ukupni brojevi PV-neurona po polju za pojedinog pacijenta ili kontrolni 

uzorak. 

4.3.2. Analiza ekspresije difuznog i lokaliziranog ECM-a 

Postotak WFA-pozitivnih perineuronskih mreža u pojedinom polju cornu Ammonis (CA1 - 

CA4) i području gyrus dentatus uzoraka HS1 određen je u odnosu na NeuN-neurone u 

susjednom histološkom rezu u tim poljima/području i u odnosu na NeuN- i WFA-pozitivne 

perineuronske mreže u kontrolnim uzorcima. Temeljem pilot-studije, kojom je utvrđena izrazita 
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WFA-specifična glikozilacija difuznog ECM-a u uzorcima HS1, odlučili smo analizirati 

intenzitet WFA-bojenja na svim dostupnim uzorcima: (i) semikvantitativno (ocjenama ‘0’ - bez 

aktivnosti, ‘1’ - slabo, ‘2’ - srednje, ‘3’ - umjereno, ‘4’ - izraženo, ‘5’ - intenzivno) te (ii) 

programom FIJI (129). Analiza programom FIJI učinjena je tako da su mikrokospske slike 

(dobivene na mikroskopu Olympus BX53) podvrgnute automatiziranom stupnjevanju (engl. 

automated thresholding) intenziteta piksela, nakon čega su pretvorene u binarne slike. Grafički 

prikazi izrađeni su programom GraphPad Prism 9. Dobivene mjere dalje su analizirane 

primjenom programa GraphPad Prism9 te su izražene kao medijan vrijednosti. 

Za ostale imunohistokemijske biljege ECM-a (neurokan, versikan, agrekan, CS-56 i 

fibronektin) razlike između kontrolnih uzoraka i uzoraka HS1 opisane su kvalitativno u poljima 

CA4 - CA1 i području gyrus dentatus. 

4.3.3.  Imunofluorescentna analiza 

Analiza fluorescentno obilježenih proteina je učinjena nakon konfokalnog snimanja. Preparati 

obojeni indirektnom imunofluorescencijom snimljeni su laserskim konfokalnim mikroskopom 

Olympus FLUOVIEW FV3000RS, Japan. Hipokampalna područja koja su se pokazala 

značajna za ovaj rad snimljena su povećanjem 20 x. U svakom vidnom polju preparat je 

snimljen u četiri konfokalne ravnine.  

4.4. Statističke metode 

Statistička analiza učinjena je softverom IBM SPSS v25. Za razlike između kvantitativnih 

varijabli korišten je neparametrijski Mann-Whitneyjev test. Povezanost između varijabli 

ispitana je Spearmanovim koeficijentom korelacije. P-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su 

značajnima. Za korelaciju broja PV-neurona između uzoraka korišten je t-test. 
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5. REZULTATI 

Histološke promjene uzoraka analiziranih u ovom radu odgovaraju promjenama prema 

ILAE-klasifikaciji HS1. Uočava se smanjena ukupna veličina hipokampusa uz jasan gubitak 

NeuN-imunoreaktivnih neurona (sl. 2D) koji je najizraženiji u poljima CA1 i CA4 te disperzija 

granularnog sloja područja gyrus dentatus (sl. 2D, sl. 3B), a sve popraćeno izraženom gliozom 

(sl. 2H, sl. 14). S obzirom na navedene promjene, u uzorcima HS1 precizno diferenciranje 

pojedinih slojeva područja cornu Ammonis izrazito je otežano i moguće je jedino za slojeve 

područja gyrus dentatus. 
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Slika 2. Histološke promjene u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1. 

Panel prikazuje histološke promjene u uzorcma HS1 (desni stupac) u odnosu na zdrave 

kontrolne uzorke (lijevi stupac) vidljive nakon histološkog (HE) i imunohistokemijskih bojenja 
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(NeuN - C, D, parvalbumin - E, F, GFAP - G, H). Vidi se smanjena ukupna veličina 

hipokampusa (mjerka u oba stupca odgovara istoj dužini). Kao glavno obilježje ističe se gubitak 

piramidnih NeuN- obilježenih neurona (D), najizraženiji u poljima CA1 i CA4, popraćen 

pojačanom difuznom gliozom (H) koja je najizraženija u području cornu Ammonis i najmanje 

izražena u području gyrus dentatus. Osim gubitka neurona (NeuN) u HS1 dolazi i do gubitka 

specifično imunoreaktivnih PV-neurona i neuropila (F). Sve navedene promjene odgovaraju 

kriterijima za HS1 prema ILAE-klasifikaciji.  

(CA - cornu Ammonis, GD - gyrus dentatus, sub – subiculum, mjerke u G i H: 2mm) 

 

5.1. Promjene u ekspresiji molekula ECM-a 

U uzorcima HS1 postoji razlika u ekspresiji svih analiziranih molekula ECM-a (sl. 3). 

Proteoglikan versikan (VCAN) dolazi u tri izoforme. Dvije izoforme (V0, V1) tipične su za 

razvojni, (juvenilni) ECM, dok je izoforma V2 karakteristična za ECM mozga odrasle jedinke. U 

radu je korištena juvenilna izoforma V0 koja je pokazala izraženu razliku u ekspresiji u usporedbi 

s ostalim analiziranim molekulama ECM-a (sl. 3D, sl. 4D). U kontrolnim uzorcima difuzna 

ekspresija versikana zabilježena je samo u području gyrus dentatus (sl. 3C), a unutar toga 

područja uočene su razlike u imunoreaktivnosti među pojedinim slojevima. Najizraženija je u 

polimorfnom sloju, dok se intenzitet smanjuje prelaskom prema polju CA4 (sl. 4C). Granularni 

sloj područja gyrus dentatus gotovo da i nije imunoreaktivan, dok je u molekularnom sloju 

imunoreaktivnost jasno izražena, ali nešto manjim intenzitetom u odnosu na imunoreaktivnost 

u polimorfnom sloju (sl. 4C). U uzorcima HS1 vidljiva je difuzna intenzivna, homogena 

reaktivnost versikana bez uočljivih razlika povezanih s poljem ili slojem pojedinog polja (sl. 

3D, sl. 4D). 

U odnosu na versikan, razlika u ekspresiji proteoglikana neuorokana (NCAN) između 

kontrolnih uzoraka i uzoraka HS1 znatno je manje uočljiva (sl. 3E i F, sl. 4A i B). U području 

cornu Ammonis kontrolnih uzoraka uočen je postupni porast jačine difuzne ekspresije 

neurokana od polja CA4 prema piramidnom sloju polja CA2 i CA1 (sl. 3E). U uzorcima HS1 

održana je imunoreaktivnost u piramidnom sloju CA2, dok je u ostalim poljima područja cornu 

Ammonis, a osobito u polju CA4, ona slabija (sl. 3F). U uzorcima HS1 dolazi do značajno 

povećane ekspresije neurokana u molekularnom sloju područja gyrus dentatus (sl. 4B). 

Granularni sloj u uzorcima HS1 nije imunoreaktivan, kao ni u kontrolnim uzorcima. U 
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kontrolnim uzorcima imunoreaktivnost neurokana najintenzivnija je u molekularnom sloju 

CA1 (sl. 3E i F, sl. 4A i B). 

Dok versikan i neurokan pokazuju difuznu reaktivnost, proteoglikan agrekan (AGG) 

eksprimiran je ili u stanicama ili perisomatski u kondenziranom obliku ECM-a, perineuronskim 

mrežama (sl. 3G i H, sl. 5, sl. 6). Perineuronske mreže pozitivne na agrekan vide se kao jasno 

formirane strukture oko neurona u području cornu Ammonis te tijela granularnih neurona u 

području gyrus dentatus (sl. 3G, sl. 5A i C, sl. 6A, C i E). U hipokampalnoj sklerozi tip 1 

perineuronske mreže pozitivne na agrekan lokalizirane su tek oko nekolicine neurona (sl. 3H, 

sl. 5B i D). Osim smanjenog broja u HS1 opaža se i promijenjena morfologija perineuronskih 

mreža pozitivnih na agrekan (sl. 5B i D, sl. 6B, D i F).  

Uz pojedinačne lektikane (neurokan, versikan, agrekan) analiziran je i hondroitin-sulfatni 

proteoglikan CS-56, sastavni dio svih proteoglikana iz grupe lektikana korištenih u ovom radu. 

U kontrolnim uzorcima, osim difuzne reaktivnosti, CS-56 izražen je i u kondenziranom obliku 

perineuronskih mreža koje se jasno uočavaju oko neurona u području cornu Ammonis (sl. 7C), 

dok je u području gyrus dentatus lociran intracelularno (sl. 7A). U uzorcima HS1 

imunoreaktivnost za CS-56 nije zabilježena ni u granularnom sloju područja gyrus dentatus, 

niti u području cornu Ammonis (sl. 7B i D).  

Shematski prikaz promjena u ekspresiji proteoglikana ECM-a prikazan je na sl. 8. 

Uz proteoglikane analiziran je i glikoprotein fibronektin (FN). U području cornu 

Ammonis kontrolnih uzoraka eskprimiran je unutarstanično i perisomatski, a u granularnom 

sloju područja gyrus dentatus tek je u pojedinim neuronima vidljiva unutarstanična reaktivnost 

(sl. 9 uokvireni panel - stupac lijevo). U uzorcima HS1 dolazi do potpunog nestanka ekspresije 

fibronektina u području gyrus dentatus (sl. 9B - GD), a u neuronima područja cornu Ammonis 

zamjetna je unutarstanična imunoreaktivnost slabijeg intenziteta (sl. 9B - CA) u usporedbi s 

pozitivnom kontrolom, neuronima subikuluma (sl. 9, izdvojeni kvadrat).  
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Slika 3. Promjene u ekspresiji molekula izvanstanične tvari u uzorcima hipokampalne skleroze 

tip 1. 

Na panelu su prikazane promjene ekspresije molekula ECM-a (lijevi stupac prikazuje kontrolne 

uzorke, a desni stupac prikazuje uzorke HS1). U prvom redu prikazano je imunohistokemijsko 

bojenje biljegom NeuN (A, B), radi lakšeg određivanja pojedinih polja hipokampusa i njihovih 

slojeva. Versikan u kontrolnim uzorcima (C) pokazuje difuznu reaktivnost samo u području 

gyrus dentatus i to u njegovom polimorfnom i molekularnom sloju, dok granularni sloj ne 

pokazuje reaktivnost. Reaktivnost je najintenzivnija u polimorfnom sloju i postupno se 

smanjuje prelaskom prema polju CA4 (C). U uzorcima HS1 (D) dolazi do izražene homogene 

ekspresije versikana u svim hipokampalnim poljima, bez mogućnosti razlikovanja polja ili 

slojeva. Neurokan također pokazuje difuznu ekspresiju u ECM-u (E, F). U kontrolnim uzorcima 

(E) vidi se ekspresija neurokana u molekularnom sloju područja cornu Ammonis te u 

piramidnom sloju polja CA1 i CA2, a intenzitet ekspresije se postupno smanjuje prelaskom 

prema polju CA4, gdje je najmanji. U području gyrus dentatus kontrolnih uzoraka u 

granularnom sloju  indirektnom imunohistokemijskom metodom nije detektiran neurokan, dok 

je u polimorfnom i molekularnom sloju vidljiva difuzna reaktivnost. U uzorcima HS1 (F) 

imunoreaktivnost na neurokan je najizraženija u molekularnom sloju područja gyrus dentatus, 

a u odnosu na kontrolne uzorke slabija je u molekularnom sloju područja cornu Ammonis. 

Ekspresija je također slabija u poljima CA4 i CA3, u odnosu na kontrolne uzorke, dok je u 

piramidnom sloju polja CA2 i CA1 održana. Za razliku od proteoglikana neurokana i versikana 

koji u HS1 pokazuju difuznuekspresiju, agrekan pokazuje ekspresiju samo u lokaliziranom 

kondenziranom obliku ECM-a (G i H). U kontrolnim uzorcima agrekan (G) je vidljiv 

intracelularno i eksprimiran u obliku perineuronskih mreža oko piramidnih neurona područja 

cornu Ammonis, a vidljiva je njegova ekspresija i oko tijela granularnih neurona područja gyrus 

dentatus. U uzorcima HS1 (H) dolazi do smanjenja broja perineuronskih mreža, ali i promjena 

u njihovom obliku. Kondenzirani oblik ECM-a, perineuronske mreže, prikazane su i 

histokemijskim WFA-bojenjem. U kontrolnim uzorcima WFA (I) pokazuje specifičnu 

glikozilaciju oko svih neurona granularnog sloja područja gyrus dentatus te u perineuronskim 

mrežama oko piramidnih neurona područja cornu Ammonis, bez značajne difuzne reaktivnosti. 

U uzorcima HS1 (J) dolazi do potpunog gubitka reaktivnosti u granularnom sloju područja 

gyrus dentatus te se gube perineuronske mreže u području cornu Ammonis. Dolazi do izrazitog 
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povećanja WFA-speifičnog glikozilacijskog obrasca difuznog ECM-a koji izostaje samo u 

molekularnom sloju područja gyrus dentatus.  

(NCAN - neurokan, VCAN - versikan, AGG - agrekan, CA - cornu Ammonis, GD - gyrus 

dentatus, mjerke u I i J: 500 μm) 
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Slika 4. Promjene u ekspresiji neurokana i versikana u područjima gyrus dentatus i cornu 

Ammonis. 

Panel prikazuje raspodjelu imunoreaktivnosti za neurokan (gore) i versikan (dolje) po slojevima 

u područjima gyrus dentatus i cornu Ammonis u kontrolnih uzoraka i uzoraka HS1. Oba biljega 

pokazuju difuznu imunoreaktivnost i u kontrolnim uzorcima i u uzorcima HS1. Neurokan u 

kontrolnim uzorcima hipokampusa pokazuje najvišu razinu ekspresije u molekularnom i 

piramidnom sloju područja cornu Ammonis (A). Unutar područja gyrus dentatus vidljiva je 

ekspresija u polimorfnom i molekularnom sloju, dok u granularnom sloju ona u potpunosti 

izostaje (A). U uzorcima HS1, posljedično promjenama u citoarhitektonici (i gliozi), znatno je 

teže razlikovati pojedine slojeve. No, i usprkos tome jasno je uočljiv porast ekspresije 

neurokana u molekularnom sloju područja gyrus dentatus, dok je sada u molekularnom sloju 

područja cornu Ammonis ekspresija znatno manja (B). Ekspresija versikana je u kontrolnih 

uzoraka hipokampusa ograničena na područje gyrus dentatus (C). Unutar toga područja 

ekspresija izostaje samo u granularnom sloju, dok je u molekularnom i polimorfonom sloju 
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podjednako izražena (C). Zamjećuje se i postupno opadanje intenziteta ekspresije prelaskom 

od polimorfnog sloja prema polju CA4 (C). U uzorcima HS1 ekspresija versikana homogeno 

je raspoređena kroza sve regije i slojeve (D). 

(poli - polimorfni sloj, gran - granularni sloj, GD - gyrus dentatus, mol - molekularni sloj, sr - 

stratum radiatum, pir - piramidni sloj, alv - alveus, CA - cornu Ammonis;  mjerka u C odnosi 

se i na A, a ona u D odnosi se i na B te označavaju duljinu od 100 μm) 
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Slika 5. Ekspresija agrekana u kontrolnim uzorcima hipokampusa i u uzorcima hipokampalne 

skleroze tip 1. 

Panel prikazuje promjene u ekspresiji agrekana. U kontrolnim uzorcima (A, C) agrekan je 

vidljiv u sklopu perineuronskih mreža oko piramidnih neurona područja cornu Ammonis  i oko 

neurona granularnog sloja područja gyrus dentatus. U uzorcima HS1 (B, D) dolazi do promjena: 

osim smanjenog broja samih perineuronskih mreža primjećuje se i promjena njihova oblika, a 

osobito se mijenja oblik perisomatske ekspresije u granularnom sloju područja gyrus dentatus 

(B) koja djeluje stanjeno oko okruglih soma neurona pa je sukladno tome promjenjen i obrazac 

ekspresije agrekana.  

(gran - granularni sloj, CA - cornu Ammonis, mjerka: 50 μm) 
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Slika 6. Ekspresija agrekana oko neurona u kontrolnim uzorcima hipokampusa i uzorcima 

hipokampalne skleroze tip 1. 

Panel prikazuje ekspresiju agrekana intracelularno i perisomatski u obliku lokaliziranog oblika 

ECM-a u kontrolnih uzoraka (lijevi stupac) i uzoraka HS1 (desni stupac). Na većem povećanju 

prikazani su neuroni polimorfnog sloja područja gyrus dentatus (A, B), njegova granularnog 

sloja (C, D) i piramidnog sloja područja cornu Ammonis (E, F). U kontrola je agrekan izražen 

u perineuronskim mrežama oko neurona u polimorfnom sloju područja gyrus dentatus (A) i 

piramidnom sloju područja cornu Ammonis (E), a u granularnom sloju područja gyrus dentatus 

(C) nalazi se oko tijela neurona. U uzorcima HS1 zamjetne su kvalitativne promjene u ekspresiji 

agrekana (B, D, F). U granularnom (D) i piramidnom (F) sloju u uzorcima HS1 
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imunoreaktivnost agrekana ne ocrtava jasne perineuronske mreže već intracelularna ekspresija 

odražava oblik stanica i promjenu njihova oblika, gdje one postaju ''okruglije''. Mjerka: 20 μm. 

 

 

Slika 7. Ekspresija CS-56 u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1 i u kontrolnim uzorcima 

hipokampusa. 

Panel prikazuje reaktivnost na hondroitin-sulfatni proteoglikan (CS-56) u kontrolnim uzorcima 

(A, C) i uzorcima HS1 (B, D). U granularnom sloju područja gyrus dentatus kontrolnih uzoraka 

(A) reaktivnost je uočljiva unutar stanica, dok u uzorcima HS1 (B) ona nije vidljiva. U području 

cornu Ammonis kontrolnih uzoraka CS-56 uočljiv je u sastavu perineuronskih mreža (C) koje 

u uzorcima HS1 (D) nisu vidljive. U kontrolnim uzorcima, osim kondenzirane forme, CS-56 

pokazuje i difuznu imunoreaktivnost u ECM-u u područjima gyrus dentatus i cornu Ammonis. 

(gran - granularni sloj, CA - cornu Ammonis, mjerka: 50 μm) 



    

 

36 

 

 

Slika 8. Shematski prikaz promjena ekspresije molekula ECM-a. 

Shema prikazuje promjene u ekspresiji pojedinih molekula ECM-a. Gornji dio sheme prikazuje 

kontrolne hipokampuse, a donji uzorke HS1. Difuzni ECM pokazuje imunoreaktivnost za 

neurokan, versikan i WFA. Neurokan se u kontrolnim uzorcima prikazan indirektnom 

imunohistokemijom nalazi u području cornu Ammonis i u polimorfnom i molekularnom sloju 

područja gyrus dentatus, dok je versikan eksprimiran  samo u polimorfnom i granularnom sloju 

područja gyrus dentatus. U uzorcima HS1 dolazi do preraspodjele reaktivnosti neurokana među 

pojedinim slojevima, što je dominantno izraženo u području gyrus dentatus, dok se za versikan 

prati homogeni porast ekspresije u cijelom hipokampusu. U području gyrus dentatus WFA i 

agrekan pokazuju lokaliziranu reaktivnost i oko tijela granularnih neurona, dok je u 

granularnom sloju CS-56 eksprimiran unutarstanično. U uzorcima HS1 dolazi do potpunog 

(CS-56, WFA) ili značajnog (agrekan) gubitka reaktivnosti koja se tiče perineuronskih mreža, 

ali nalazimo izrazit porast intenziteta WFA-bojenja u difuznom obliku ECM-a u gotovo svim 

poljima.  
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(poli - polimorfni sloj, gran - granularni sloj, mol - molekularni sloj, CA - cornu Ammonis, GD 

- gyrus dentatus) 
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Slika 9. Ekspresija fibronektina u kontrolnim uzorcima hipokampusa i u uzorcima 

hipokampalne skleroze tip 1. 

Panel prikazuje uzorke HS1 nakon imunohistokemijskog bojenja za NeuN (A) i glikoprotein 

fibronektin (B). Razina ekspresije fibronektina je izrazito niska. Prikazani su usporedno radi 

lakše analize preparata. Područja obuhvaćena kvadratima na sl. B odgovaraju područjima cornu 

Ammonis i gyrus dentatus, uvećano prikazanima u okomitom panelu ispod sl. B. Lijevi 

uokvireni panel (ispod sl. A) prikazuje korespondirajuća područja u kontrolnim uzrocima. U 

području cornu Ammonis kontrolnih uzoraka fibronektin se nalazi oko piramidnih neurona u 

perineuronskim mrežama, a u pojedinim neuronima uočljiv je i unutarstanično (uokvireni panel, 

gore). U području gyrus dentatus kontrolnih uzoraka (uokvireni panel, dolje), vidljiv je tek u 

pojedinim neuronima. U uzorcima HS1 dolazi do potpunog gubitka fibronektina u području 

gyrus dentatus (B - GD), a u području cornu Ammonis zaostaje znatno slabija unutarstanična 

imunoreaktivnost na fibronektin u pojedinačnim neuronima (B - CA). U desnom panelu u 

izdvojenom kvadratu prikazana je ekspresija fibronektina u području subikuluma na istom 

uzorku, u svrhu pozitivne kontrole indirektnog imunohistokemijskog bojenja. 

(CA - cornu Ammonis, GD - gyrus dentatus. Mjerka na slici B je 500 μm i odnosi se i na sliku 

A. Mjerka na slici kontrolnog uzorka je 50 μm. Mjerka na slici B - CA je 50 μm te se odnosi i 

na B - GD.) 

  



    

 

39 

 

5.2. Promjene obrasca glikozilacije ECM-a u u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1 

U uzorcima HS, uz promjene u ekspresiji pojedinih sastavnica ECM-a, prati se i značajna 

promjena obrasca glikozilacije ECM-a. Navedeno je prikazano primjenom lektina aglutinina 

biljke Wisteria floribunda (WFA) koji se veže za terminalni N-acetilgalaktozamin hodroitin-

sulfatnih proteoglikana.  

U kontrolnim uzorcima hipokampusa bojenje WFA-om pokazuje kondenzirani oblik 

ECM-a oko neurona u području cornu Ammonis (perineuronske mreže) (sl. 3I, sl. 10A i C, sl. 

11E) i području gyrus dentatus (sl. 3I, sl. 11A i C). U području cornu Ammonis kontrolnih 

uzoraka perineuronske mreže pozitivne na WFA mogu se uočiti oko piramidnih neurona (sl. 

10A i C crne strelice, sl. 10E bijele strelice, sl. 11E) i interneurona (sl. 10A, bijele strelice). 

Intenzitet lokalizirane pozitivnosti najmanji je oko granularnih neurona. U kontrolnim uzrocima 

difuzni ECM pokazuje značajnu WFA-specifičnu glikozilaciju u molekularnom sloju područja 

cornu Ammonis i području alveusa (sl. 3I, sl. 10G i H). U uzorcima HS1 dolazi do potpunog 

gubitka WFA- specifično glikoziliranog ECM-a oko neurona u području gyrus dentatus (sl. 3J, 

sl. 11B i D), a u području cornu Ammonis perineuronske mreže gotovo u potpunosti nestaju pa 

tako i za njih karakteristično bojenje sa WFA-om (sl. 3J, sl. 10B, D i F, sl. 11F). Perineuronske 

mreže se u području cornu Ammonis vide samo u nekoliko promatranih uzoraka HS1 i to tek 

oko pojedinih neurona u poljima CA 3 ili CA1 (nije prikazano). Uz gubitak perineuronskih 

mreža, u HS1 dolazi do značajnog porasta bojenja difuznog ECM-a sa WFA-om u svim 

regijama (sl. 3J, sl. 10B, D, G i H, sl. 11B, D i F). Intenzitet bojenja najmanji je u molekularnom 

sloju područja gyrus dentatus i u kontrolnim uzorcima i u uzorcima HS1 (sl.10 G i H). Promjena 

intenziteta bojenja difuznog ECM-a neznatna je i za alveus (sl. 3I i J, sl. 10G i H). U tabl. 4 

prikazan je semikvantitativno određen intenzitet WFA-bojenja difuznog ECM-a u kontrolnih 

uzoraka i uzoraka HS1.  
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Slika 10. Promjena obrasca glikozilacije izvanstanične tvari. 
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Panel prikazuje promjene obrasca glikozilacije različitim metodama: WFA-bojenjem (A, B, C, 

D), fluorescentnim imunohistokemijskim bojenjem (E, F), grafički semikvantitativno (G) i 

grafički nakon analize intenziteta slike programom FIJI (H). U kontrolnih uzoraka vide se 

WFA-pozitivne perineuronske mreže oko neurona u piramidnom sloju (crne strelice A i C) i u 

sloju stratum oriens (bijele strelice u A) područja cornu Ammonis. U uzorcima HS1 (B, D) 

dolazi do gubitka perineuronskih mreža i porasta WFA-specifične glikozilacije difuznog ECM-

a, što je osobito vidljivo na sl. D. Ekspresija i gubitak perineuronskih mreža oko piramidnih 

NeuN-neurona prikazani su i double labeling-imunofluorescencijom (E - bijele strelice i F). WFA-

specifična glikozilacija difuznog ECM-a analizirana je i semikvantitativno (G) i programom za 

automatsku analizu slike (H) te prikazuje statistički značajan porast glikozilacije difuznog 

ECM-a za gotovo sva analizirana polja. Kvalitativne ocjene intenziteta glikozilacije za 

kontrolne uzorke prikazane su točkama (medijani) i rasponom vrijednosti, dok su ocjene za 

uzorke HS1 prikazane kružićima (medijani) s rasponom vrijednosti (G, H). Statistički značajne 

razlike označene su crvenim zvjezdicama. Na apscisi su naznačena pojedina polja i slojevi, a 

na ordinati ocjene intenziteta WFA-specifične glikozilacije semikvantitativno (G) i u 

vrijednostima piksela (H).  

(CA - cornu Ammonis, so - stratum oriens, pir - piramidni sloj, gran - granularni sloj, GD - 

gyrus dentatus, mol - molekularni sloj, sr - stratum radiatum, alv – alveus, mjerka: 50 μm na 

slikama A i B, 20 μm na slikama C i D, 10 μm na slikama E i F.) 
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Slika 11. WFA-bojenje perineuronskih mreža, proteoglikana i glikoproteina difuznog ECM-a 

u kontrolnim uzorcima i u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1. 

Panel prikazuje polimorfni sloj (A, B), granularni sloj (C, D) područja gyrus dentatus i 

piramidni sloj područja cornu Ammonis (E, F) u kontrolnim uzorcima (lijevi stupac) i u 

uzorcima HS1 (desni stupac). U piramidnom sloju područja cornu Ammonis (E) i polimorfnom 

sloju područja gyrus dentatus (A) u kontrolnim uzorcima vide se WFA-pozitivne perineuronske 

mreže kojih u uzorcima HS1 (B, F) nema. U uzorcima HS1 prati se pojačano bojenje difuznog 

ECM-a (B, D, F), što nije vidljivo u kontrolnim uzorcima (A, C, E). 

Mjerka: 20 μm. 
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Tablica 4. Semikvantitativna analiza intenziteta WFA-aktivnosti difuznog ECM-a  

U svakom redu navedeni su podatci dobiveni analizom jednog mikroskopskog reza navedenog 

uzorka. Intenzitet WFA-bojenja za određenu regiju određen je semikvantitativno korištenjem 

sljedećih kriterija: ‘0’ - bez aktivnosti, ‘1’- slabo, ‘2’ - srednje, ‘3’ - umjereno, ‘4’ - izraženo, 

‘5’- intenzivno. 

(CA - cornu Ammonis, GD - gyrus dentatus, mol - molekularni sloj, sr - stratum radiatum, pir 

- piramidni sloj, alv - alveus) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 CA4 GD mol CA mol CA sr - pir alv 

KONTROLNI UZORCI 

1. 2 1 3 2 4 

2. 2 1 2 2 4 

3. 2 1 3 2 4 

4. 2 1 3 2 4 

5. 1 1 3 1 4 

6. 2 1 3 2 4 

7. 1 1 3 2 4 

8. 1 1 2 3 4 

9. 1 1 3 2 4 

10. 2 1 3 2 4 

UZORCI HS1 

1. 3 2 4 3 5 

2. 4 2 4 4 5 

3. 4 3 4 3 5 

4. 4 2 5 4 5 

5. 3 2 4 3 5 

6. 4 2 5 4 5 

7. 3 2 5 4 5 

8. 4 2 5 4 5 

9. 4 3 5 4 5 

10. 4 3 5 4 5 

11. 4 2 4 2 5 

12. 4 2 4 4 5 
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5.3. Kvantitativne i kvalitativne promjene parvalbuminskih neurona u uzorcima 

hipokampalne skleroze tip 1 

U uzorcima HS1 registriran je smanjen broj PV-neurona u odnosu na kontrolne uzorke 

hipokampusa. Kontrolni uzorci prosječno sadrže 5 puta više PV-neurona po analiziranom 

uzorku (srednja vrijednost 36,6 po uzorku za kontrolne uzorke, dok je srednja vrijednost za 

uzorke HS1 7.1 po uzorku, t-test P= 1.3 x 10-13). Četvrtina uzoraka HS1 ima potpuni gubitak 

PV-neurona. Gubitak PV-neurona najizraženiji je u polju CA1 u kojoj 60% uzoraka HS1 uopće 

nema registrirane PV-neurone (srednja vrijednost 0.7 po uzorku HS1, dok je u kontrolnih 

uzoraka utvrđeno u prosjeku 5 neurona po uzorku u toj regiji). U uzorcima HS1 PV-neuroni su 

najbrojniji u polju CA 4. Analiza istih po pojedinom sloju u području cornu Ammonis HS1 nije 

bila moguća, s obzirom na to da je diferenciranje pojedinih slojeva otežano zbog patohistoloških 

promjena (gubitak piramidnih neurona, glioza). U području gyrus dentatus kontrolnih uzoraka 

hipokampusa PV-neuroni najbrojniji su u granularnom sloju, dok uzorci HS1 sadrže značajno 

manje PV-neurona: vide se tek pojedinačni PV-neuroni, dok ih u ostalim slojevima područja 

gyrus dentatus nema. Broj PV-neurona po pojedinom uzorku i regiji prikazan je u tabl. 5. 

Morfologija PV-neurona jasno se razlikuje između uzoraka kontrolnih hipokampusa i 

uzoraka HS1. PV-neuroni kontrolnih uzoraka su veći, raznolikog (fuziformnog, bipolarnog, 

multipolarnog) oblika i bogato razgranatih dendrita (sl. 12, lijevi stupac). Oblikom se u 

području cornu Ammonis izdvajaju PV-neuroni izrazito razgranate mreže nastavaka (sl. 12A), 

dok su u uzorcima HS1 oni znatno manji, uniformnijeg, uglavnom okruglog, oblika i manje 

imunoreaktivni (sl. 12 desni stupac). U usporedbi s kontrolama, dendriti PV-neurona u 

uzorcima HS1 gotovo se ne uočavaju (sl. 12 desni stupac).  

Osim gubitka PV-neurona u uzorcima HS1 u cijelom hipokampusu prati se i izraženi 

gubitak PV-neuropila (vlakana) (sl. 13). Neuropil imunoreaktivan na parvalbumin u području 

cornu Ammonis kontrolnih uzoraka hipokampusa (sl. 13A) čini bogatu mrežu oko piramidnih 

neurona koje u uzorcima HS1 gotovo da i nema (sl. 13B). U uzorcima HS1 PV-vlakna izostaju 

i u ostalim slojevima cornu Ammonis (sl. 13B), a u kontrolnim uzorcima vlakna se radijalno 

pružaju kroza sloj stratum radiatum (sl. 13A strelice). PV-neuropil reduciran je i u granularnom 

sloju područja gyrus dentatus u HS1 (sl. 13D), ali su vlakna koja su preostala jasno uočljiva, 

radijalno usmjerena čemu, najvjerojatnije, doprinosi i disperzija samog granularnog sloja (sl. 

13D strelice). 
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Tablica 5. Broj parvalbuminskih neurona po regijama kontrolnih uzoraka hipokampusa i 

uzoraka hipokampalne skleroze tip 1 

A Kontrolni uzorci hipokampusa (označeni debelo otisnutim rednim brojevima) korišteni za 

kvantifikaciju PV-neurona u pojedinim hipokampalnim poljima. Ispod rednog broja kontrolnog 

uzorka, u svakom redu navedeni su podatci dobiveni analizom jednog mikroskopskog reza 

navedenog uzorka. Brojevi u poljima tablice označavaju broj PV-neurona u različitim 

hipokampalnim poljima (stupci) pojedinog reza. 

(N/P - nije primjenjivo, CA - cornu Ammonis, gran - granularni sloj, GD - gyrus dentataus, mol 

- molekularni sloj, poli - polimorfni sloj, pir - piramidni sloj) 

Broj PV - 

pozitivnih 

neurona 

CA4 gran GD -

mol 

GD -  

poli 

CA3 –

pir 

CA2 

pir 

CA1 -

pir 

 

1. 

A1-2 3 0 1 6 1 2 4 

A1-6 3 3 0 16 0 1 2 

A1-10 3 3 3 6 2 2 7 

2. 

A7-3 1 0 1 4 0 2 3 

A7-7 3 3 2 5 3 4 5 

A7-11 3 1 5 7 4 2 3 

3. 

A1-3 3 2 3 14 2 6 7 

A1-7 3 5 0 13 2 2 6 

A1-11 4 0 4 14 4 5 4 

4. 

A2-2 7 2 5 20 2 2 16 

A2-6 5 8 3 19 4 2 12 

A2-10 9 10 6 20 4 4 9 

5. 

A18-12 0 0 0 4 1 4 5 

A18-11 0 1 0 2 1 3 4 

6. 

B1-2 10 5 5 6 3 5 9 

B1-6 5 4 1 6 3 1 12 

B1-10 8 5 2 11 2 3 15 

7. 

A15-2 6 2 5 28 6 1 17 

A15-6 14 0 7 22 5 8 13 

A15-10 10 0 5 40 6 3 13 

8. 
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A4-3 0 2 0 6 1 3 13 

A4-7 1 1 0 11 5 6 12 

A4-11 3 0 1 11 2 2 20 

9. 

B1-2 0 1 0 14 N/P N/P 2 

B1-6 3 0 1 8 4 0 0 

B1-10 5 0 1 11 2 2 2 

10. 

B6-2 2 1 2 4 1 1 4 

 

B Uzorci HS1 (označeni debelo otisnutim rednim brojevima) korišteni za kvantifikaciju PV- 

neurona u pojedinim hipokampalnim poljima. Ispod rednog broja uzorka, u svakom redu 

navedeni su podatci dobiveni analizom jednog mikroskopskog reza navedenog uzorka. Brojevi 

u poljima tablice označavaju broj PV-neurona različitim hipokampalnim poljima (stupci) 

pojedinog reza. 

(N/P - nije primjenjivo, CA - cornu Ammonis, gran - granularni sloj, GD - gyrus dentataus, mol 

- molekularni sloj, poli - polimorfni sloj, pir - piramidni sloj) 

Broj PV- 

pozitivnih 

neurona 

CA4 gran GD -

mol 

GD - 

poli 

CA3 –

pir 

CA 2- 

pir 

CA1 -

pir 

 

1. 

7 5 0 0 0 3 0 0 

11 5 3 0 0 1 0 0 

15 3 0 0 0 0 0 0 

2. 

1 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 1 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 0 

13 0 0 0 0 0 0 0 

17 0 0 0 0 0 0 0 

3. 

13 7 10 8 0 3 1 3 

17 15 5 6 0 3 5 7 

7 7 0 6 0 0 0 3 

11 8 2 3 0 N/P N/P 4 

15 7 2 4 1 3 3 5 

19 8 1 6 0 0 0 0 

4. 

7 5 1 0 0 0 0 0 

8 2 1 0 0 0 0 1 

20 1 1 0 0 0 0 1 
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5. 

1 1 2 0 0 0 0 1 

9 0 4 0 0 0 6 0 

8 0 1 0 0 3 N/P 0 

19 0 3 0 0 0 0 0 

6. 

1 5 0 0 0 0 2 0 

5 10 0 0 0 0 0 0 

9 6 1 0 0 0 2 1 

13 4 0 0 0 0 0 0 

17 4 2 0 0 0 0 0 

7. 

1 3 0 0 0 N/P N/P N/P 

9 1 0 0 0 2 N/P N/P 

17 0 0 0 0 N/P N/P N/P 

8 N/P N/P N/P N/P N/P N/P N/P 

8. 

9 0 0 1 0 3 0 1 

7 4 1 0 0 0 0 1 

15 5 2 0 0 1 0 0 

9. 

1 4 3 2 2 1 1 1 

5 3 1 0 0 N/P N/P N/P 

13 5 9 0 0 N/P N/P 5 

17 1 4 0 0 N/P N/P 2 

11 N/P N/P N/P N/P N/P N/P N/P 

10. 

1 0 0 0 0 0 0 0 

17 0 0 0 0 0 0 0 

16 0 1 0 0 0 0 0 

11. 

1 4 3 1 0 0 0 0 

5 3 0 0 0 1 0 1 

13 0 1 0 0 0 0 0 

17 2 0 0 0 1 N/P N/P 

12. 

7 2 0 0 0 8 10 0 
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Slika 12. Morfologija parvalbuminskh neurona. 

Panel prikazuje raznolikost morfologije PV-neurona u kontrolnim uzorcima (lijevi stupac) i u 

uzorcima HS1 (desni stupac). PV-neuroni u kontrolnim su uzorcima veći, razgranatiji, imaju 

više dendrita i raznolikih su oblika (A, C, E), dok su u uzorcima HS1 značajno manji, 

uniformnijeg oblika, rijetko imaju dendrite, a pojedini su manje PV-imunoreaktivni (B, D, F).  

Mjerka: 20 μm. 
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Slika 13. Promjene parvalbuminskog neuropila u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1. 

Panel prikazuje gyrus dentatus (C, D), CA1 (A, B) hipokampusa koji su imunohistokemijski 

obojeni na parvalbumin. U kontrolnim uzorcima PV-neuropil tvori mrežu oko piramidnih 

neurona, što je posebno izraženo u polju CA1 (A) gdje se vidi i radijalna usmjerenost PV-

vlakana u sloju stratum radiatum (A strelice). U uzorcima HS1 navedeno gotovo u potpunosti 

izostaje (B). U granularnom sloju područja gyrus dentatus kontrolnih uzoraka vidljiv je PV-

neuropil (C) koji je u uzorcima HS1 blijed, slabo vidljiv, raspršen i radijalno usmjeren (strelice 

D). U piramidnom sloju opaža se i manji broj PV-neurona. 

(so - stratum oriens, pir - piramidni sloj, sr - stratum radiatum, gran - granularni sloj, CA4 - 

cornu Ammonis, mjerka: 200 μm) 
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5.4. Glioza u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1 

Manji broj piramidnih neurona i izražena difuzna glioza glavna su obilježja uzoraka HS1, 

prikazana na sl. 2H. Zbog toga je razlikovanje pojedinih polja i slojeva u uzorcima HS1 dodatno 

otežano (sl. 14D). Difuzna imunoreaktivnost na GFAP najmanje je izražena u molekularnom i 

granularnom sloju područja gyrus dentatus, što je, osim u uzorcima HS1, vidljivo i u kontrolnim 

uzorcima (sl. 2G i H, sl. 14A i B). U molekularnom sloju kontrolnih uzoraka vidi se razvijena 

mreža GFAP-pozitivnih vlakana (sl. 14A), što izostaje u uzorcima HS1 (sl. 14B). Astrocita je 

u kontrolnim uzorcima najmanje u molekularnom sloju područja gyrus dentatus (sl. 14A), ali 

su veći i razgranatiji (sl. 14A i C plave strelice), u odnosu na one u uzorcima HS1 (sl. 14B i D 

prazne plave strelice). U polimorfnom sloju područja gyrus dentatus kontrolnih uzoraka 

astrociti tvore pravilan niz uza sam granularni sloj (sl. 14A, crne strelice), dok navedeno izostaje 

u uzorcima HS1 (sl. 14B). Astrocita je više u molekularnom sloju područja gyrus dentatus u 

uzorcima HS1 nego u kontrolnim uzorcima. Difuzna GFAP-imunoreaktivnost u uzorcima HS1 

najintenzivnija je u poljima CA4 i CA1, ujedno mjestima najvećeg gubitka neurona. 
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Slika 14. Glioza u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1. 

Panel prikazuje područje gyrus dentatus, polja hipokampusa CA1 i CA4 kontrolnih uzoraka i 

uzoraka HS1 imunohistokemijski obojena glijalnim fibrilarnim kiselim proteinom (GFAP). 

Ekspresija GFAP je jače izražena u uzorcima HS1 nego u kontrolnim uzorcima u svim poljima 

hipokampusa, osim u molekularnom i granularnom sloju područja gyrus dentatus, gdje ona 

gotovo izostaje ne samo u uzorcima HS1 (B) nego i u kontrolnim uzorcima (A). Astrociti su 

veći i razgranatiji u kontrolnim uzorcima (A, C plave strelice) u odnosu na uzorke HS1 (B, D 

prazne plave strelice), ali su brojniji u molekularnom sloju područja gyrus dentatus uzoraka 

HS1 nego u kontrolnim uzorcima. U polimorfnom sloju područja gyrus dentatus kontrolnih 

uzorka astrociti tvore niz uz sam granularni sloj (A crne strelice), a u molekularnom sloju vide 

se brojna usmjerena GFAP-pozitivna vlakna (A). Navedene promjene izostaju u uzorcima HS1 

(B). 
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(mol - molekularni sloj, gran - granularni sloj, pir - piramidni sloj, CA - cornu Ammonis, mjerka: 

100 μm) 

 

5.5. Klinički podatci 

U razdoblju između 2011. i 2018. godine 34 pacijenta operirana su zbog MTLE-a, koji 

su postoperativno patohistološki klasificirani kao HS1. Među njima bilo je 16 žena i 18 

muškaraca. Prosječna dob u vrijeme početka napadaja bila je 13,6 godina, dok je prosječno 

trajanje bolesti do operacije 26,7 godina. Postoperativno su 32 pacijenta imala Engel outcome 

1, odnosno uopće nisu imali napadaja, dok je u 2 pacijenta zabilježen Engel outcome 2 (gotovo 

bez napadaja). U razdoblju od godinu dana prije operacije bolesnici su prosječno imali 2 - 3 

napadaja mjesečno, a uzimali su prosječno 3 antiepileptika. Godinu dana nakon operacije i dalje 

prosječno uzimaju 3 antiepileptika. Tijekom trajanja bolesti, u 27 pacijenata žarišni napadaji 

prešli su u bilateralne toničko-kloničke napadaje, a 10 pacijenata imalo je uz semiologiju 

MTLE-a i napadaje druge semiologije. Febrilne konvulzije u anamnezi imalo je 12 bolesnika 

od čega je 4 bolesnika uz febrilne konvulzije imalo i jedan od drugih čimbenika, kao što su 

meningitis, perinatalne ozljede mozga ili druge traume mozga. Ukupno 9 bolesnika imalo je 

jedan od ostalih čimbenika (meningitis, perinatalne i druge traume mozga). Pozitivnu obiteljsku 

anamnezu epilepsije imala su 4 bolesnika. Pregled navedenih podataka prikazan je u tabl. 6. U 

tabl. 7 prikazana je detaljnija klinička semiologija epileptičnih napadaja i ostali značajni 

klinički podatci pacijenata na uzorcima kojih je učinjena imunohistokemija. 

 

Tablica 6. Prikaz kliničkih podataka bolesnika operiranih radi MTLE-a (patohistološki 

utvrđena hipokampalna skleroza tip 1) 

* u tablici je prikazana srednja vrijednost  

** ostali faktori obuhvaćaju ozljedu mozga, upalne bolesti SŽS-a, perinatalne ozljede mozga 

Broj operiranih zbog MTLE-a 

(patohistološki utvrđena hipokampalna skleroza tip 1) 

2011. - 2018. godine 

34 

Spol 18 M  

16 Ž 
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dob bolesnika u vrijeme početka napadaja * 13,6 godina 

trajanje bolesti do operacije * 26,7 godina 

prelazak u bilateralne toničko-kloničke napadaje 27 

pridružena ostala semiologija napadaja 10 

broj napadaja mjesečno godinu dana prije operacije 2 - 3 

broj antiepileptika godinu dana prije operacije * 3,32 

broj antiepileptika godinu dana poslije operacije * 3,16 

ishod (Engel) 1 

febrilne konvulzije u anamnezi 

febrilne konvulzije + ostali ** 

12  

4 

ostali faktori ** 9  

pozitivna obiteljska anamneza 4  

 

 

5.6. Korelacija WFA-aktivnosti difuznog ECM-a s kliničkim podatcima bolesnika 

operiranih zbog hipokampalne skleroze tip 1 

Klinički podatci bolesnika operiranih zbog MTLE-a (dob bolesnika u vrijeme početka 

epileptičnih napadaja (MTLE), trajanje bolesti do operacije, broj antiepileptika koje je bolesnik 

uzimao tijekom godine dana prije operacije, učestalost napadaja godinu dana prije operacije, 

postoperativni ishod), korelirani su s intenzitetom WFA-pozitivnosti difuznog ECM-a. 

Statistički značajna povezanost nije utvrđena, ali vidljiv je jasan trend da bolesnici s manjim 

brojem napadaja imaju manji intenzitet WFA-bojenja difuznog ECM-a u sloju stratum 

pyramidale radiatum (sl. 8G i H). 
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Tablica 7. Klinički podatci pacijenata s hipokampalnom sklerozom tip 1 čiji su uzorci obrađeni imunohistokemijom 

Klinička semiologija napadaja: svi pacijenti imali su tipičnu kliničku semiologiju napadaja mezijalnog temporalnog režnja (MTLE) - žarišni 

nemotorički napadaji s poremećajem svjesnosti i prelaskom u bilateralne toničko-kloničke napadaje. Deset pacijenata imalo je žarišne autonomne 

napadaje s poremećajem svjesnosti, dva pacijenta imala su žarišne kognitivne napadaje s poremećajem svjesnosti, a jedan je pacijent mao žarišne 

senzoričke napadaje s poremećajem svjesnosti. 

CBZ-CR - karbamazepin s produljenim oslobađanjem, LEV - levetiracetam, LTG - lamotrigin, CBZ - karbamazepin, OXC - okskarbazepin, 

VPA - valproat, MPB - metilfenobarbiton, CLB - klobazam, PRM - primidon, SUL - sultiam, TPM - topiramat, CNZ - klonazepam 

SPOL Dob u 

vrijeme 

operacije 

(godine) 

Strana Trajanje 

epilepsije 

(godine) 

Febrilne 

konvulzije 

Komorbiditet

i 

Klinička 

semiologija  

Broj 

antiepi-

leptika 

tijekom 

bolesti  

Stari 

antiepilep-

tici godinu 

dana prije 

operacije 

Novi 

antiepilep-

tici godinu 

dana prije 

operacije 

Broj 

napadaja 

godinu 

dana prije 

operacije  

Post-

operativni 

ishod - Engel 

ženski 37 lijevo 21 NE  Depresija epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

nefluentnom 

motornom 

disfazijom, 

postiktalnom 

smetenosti 

7 CBZ-CR LEV, LTG 1 mjesečno 1 

muški 64 lijevo 58 N/P teškoće s 

učenjem u 

školi, 

Parkinsonova 

bolest  

epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

oroalimentarnim 

automatizmima, 

nefluentnom 

motornom 

disfazijom, 

postiktalnom 

smetenosti 

6 CBZ, VPA OXC, LTG nekoliko 

tjedno 

1 

muški 42 lijevo 37 N/P depresija epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

4 VPA, 

MPB 

LTG, OXC nekoliko 

tjedno  

2 
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poremećaj 

svijesti praćen 

oroalimentarnim 

automatizmima, 

nefluentnom 

motornom 

disfazijom, 

postiktalnom 

smetenosti 

muški 25 lijevo 18 NE NE epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

oroalimentarnim 

automatizmima 

nefluentnom 

motornom 

disfazijom 

N/P CLB, 

PRM, 

VPA 

 

OXC 1 mjesečno 1 

ženski 42 desno 32 N/P NE olfaktorna aura 

(halucinacije) 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

gesturalnim 

automatizmima 

gornjih 

ekstremiteta  

N/P SUL OXC 2 - 3 

mjesečno 

1 

ženski 38 lijevo 33 DA NE epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

nefluentnom 

motornom 

disfazijom 

7 CBZ-CR, 

CLB 

LTG, LEV 2 - 3 

mjesečno 

1 

ženski 57 desno 45 NE NE žarišni kognitivni 

(déjà-vu) 

napadaji s 

poremećajem 

9 MPB 

 

OXC više od 1 

tjedno  

1 
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svjesnosti, 

gesturalnim 

automatizmima 

gornjih 

ekstremiteta  

ženski 32 desno 22 NE perinatalna 

asfiksija, 

teškoće govora 

u djetinjstvu,  

depresija 

epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

oroalimentarnim 

automatizmima 

6 MPB, CLB LTG, OXC svaki dan 2 

muški 42 lijevo 10 DA psihomotorna 

retardacija, 

poremećaj iz 

spektra 

autizma  

epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

oroalimentarnim 

automatizmima, 

nefluentnom 

motornom 

disfazijom, 

postiktalnom 

smetenosti 

7 MPB, 

VPA 

LEV, TPM 2 - 3 

mjesečno  

1 

muški 49 desno 24 NE NE epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

oroalimentarnim 

automatizmima, 

postiktalnom 

smetenosti 

5 VPA OXC, LTG 1 tjedno 1 

ženski 34 lijevo 32 DA NE epigastrična aura 

nakon koje slijedi 

poremećaj 

svijesti praćen 

oroalimentarnim 

automatizmima 

nefluentnom 

motornom 

6 MPB, 

CNZ 

OXC, LTG 1 - 2 tjedno 1 
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disfazijom, 

postiktalnom 

smetenosti 

muški 24 lijevo 22 NE NE epigastrična aura 

praćena 

poremećajem 

svijesti, oralnim 

automatizmima, 

postiktalnom 

smetenosti  

6 - LEV, 

LTG, OXC 

1 u 

nekoliko 

mjeseci  

1 

muški 45 lijevo 37 NE NE žarišni kognitivni 

(déjà-vu) 

napadaji s 

poremećajem 

svjesnosti s 

oralnim 

automatizmima i 

nefluentnom 

motornom 

disfazijom 

6 MPB LEV, 

OXC, LTG 

2 - 3 

mjesečno 

1 
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6. RASPRAVA 

Prema dosadašnjim istraživanjima, u najvećem broju izrađenim na eksperimentalnim  

modelima glodavaca, u epilepsiji se bilježe promjene ECM-a koje doprinose procesu 

epileptogeneze. Radova na humanim uzorcima hipokampusa tek je nekolicina i uglavnom su 

bazirani na malom broju uzoraka. Ovaj rad daje pregled sastavnica ECM-a u 

farmakorezistentnoj epilepsiji u uzorcima HS1 i u kontrolnim (obdukcijskim) uzorcima 

hipokampusa. U uzorcima HS1 utvrđene su jasne razlike u ekspresiji svih analiziranih 

(osnovnih) sastavnica ECM-a, ali i promjene obrasca glikozilacije u odnosu na ekspresiju ovih 

molekula u kontrolnim uzorcima. Perineuronske mreže (kondenzirani oblik ECM-a) su manje, 

dezintegrirane, nemaju tako tipičnu morfologiju i/ili brojčano ih je značajno manje. Pojedine 

sastavnice ECM-a eksprimiraju se intenzivno, homogeno, difuzno specifično za polje ili sloj 

hipokampusa, ili pak generalizirano u svim poljima i slojevima. 

 

6.1. Razlike ekspresije sastavnica difuznog ECM-a u uzorcima hipokampalne skleroze 

tip 1 u odnosu na hipokampuse kontrolnih uzoraka 

ECM je bitan regulator tijekom razvoja SŽS-a. Njegov sastav i količina značajno se 

mijenjaju tijekom razvoja: u mozgu odrasle jedinke obujmom je manji, mijenja mu se sastav, 

kao i obrasci sulfatacije lanaca njegovih sastavnica te u konačnici oko nekih populacija neurona 

nastaju kondenzirani djelovi ECM-a - perineuronske mreže (35). Osim što je u mozgu odraslog 

čovjeka značajno manje zastupljen nego što je tu u mozgu tijekom razvitka, bitna značajka 

ECM-a mozga odrasle jedinke je minimalna pregradnja (turnover) njegovih sastavnica koje 

gotovo da i nema, što ograničava strukturnu i funkcionalnu plastičnost mozga. 

Eksperimentalnim modelima pokazano je da se manipulacijom ECM-a plastičnost može 

reaktivirati (130). Prilikom ozljede perifernog ili središnjeg živčanog sustava dolazi do značajne 

pregradnje ECM-a, uz pojačanu ekspresiju različitih molekula ECM-a i njihovog odlaganja na 

i oko samoga mjesta ozljede što je, zasad, najbolje proučeno prilikom formiranja glijalnog 

ožiljka (105,106,131–133). Novosintetizirani ECM, u ovom slučaju, sintetiziraju reaktivni 

astrociti, mikroglija, makrofagi i prekursori oligodendrocita (36). U moždanoj ozljedi  nakon 

epileptičnog napadaja do sada nisu proučene promjene u sastavu ECM-a na humanom 
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materijalu u ovom opsegu, već su sve dosadašnje spoznaje rezultat istražvanja na modelima 

glodavaca. 

Najzastupljenija grupa proteoglikana u ECM-u središnjem živčanom sustavu su CSPG-

i (134), a glavninu ECM-a mozga čine lektikani (versikan, agrekan, neurokan, brevikan), 

podskupina CSPG-a (29,105,135). S obzirom na navedeno, u ovom je radu fokus usmjeren 

upravo na lektikane. 

Od ispitanih lektikana najupečatljiviju razliku u ekspresiji pokazao je versikan. Korišteno je 

protutijelo na juvenilni oblik (V0) koje, prema studijama na animalnim modelima, ne bi trebalo 

biti izraženo u mozgu odrasle jedinke (36). U našim kontrolnim uzorcima utvrđena je ekspresija 

V0, ali samo u području gyrus dentatus. Ograničena ekspresija razvojne izoforme V0 na 

područje gyrus dentatus, je najvjerojatnije povezana sa procesima neuritogeneze u 

hipokampusu odrasle jedinke. Prema nekim autorima moguće je da se u ovom sloju u 

maturiranom mozgu odrasla čovjeka odvija i neurogeneza (136), proces u kojem značajnu 

ulogu igra i ECM. U uzorcima HS1 zabilježen je intenzivan porast imunoreaktivnosti u cijelom 

hipokampusu, neovisno o polju ili sloju. Imunoreaktivnost za versikan povezana je s difuznim 

ECM-om, dok lokalizirani obrasci, poput perineuronskih mreža, nisu zapaženi. U literaturi, za 

sada, nema zapisa o ekspresiji versikana u mozgu čovjeka nakon epileptičnog napadaja. 

Neurokan je izražen u hipokampusu tijekom razvoja kada utječe na mnoge procese kao 

što je neuritogeneza, elongacija i navođenje aksona, grananje aksona te stvaranje sinapsi i 

njihova reorganizacija pri plastičnom odgovoru (137–144). Tijekom razvoja izražen je oko 

mahovinastih vlakana te služi kao barijera koja usmjerava njihovu ekstenziju (143,145). Dok je 

ekspresija neurokana tijekom razvoja obilna, u mozgu odrasle jedinke ima ga vrlo malo (146). 

No, u odraslih glodavaca nakon indukcije epileptičnih napadaja dolazi do njegove pojačane 

ekspresije (108,117,118). U dosadašnjoj literaturi, podataka o ekspresiji neurokana na 

histološkoj razini u hipokampusu  čovjeka tijekom razvoja i u odrasloj dobi gotovo da i nema. 

U našim kontrolnim uzorcima mozga odraslog čovjeka imunoreaktivnost na neurokan 

najintenzivnija je u molekularnom i piramidnom sloju područja cornu Ammonis. U uzorcima 

HS1 vidi se pomak najintenzivnije imunoreaktivnosti u molekularni sloj područja gyrus 

dentatus, mjesto intenzivnog grananja mahovinastih vlakana, što je u skladu s nalazima na 

animalnim modelima gdje je zapažen porast ekspresije neurokana u području gyrus dentatus 

(108) što se, također, povezuje s izrastanjem mahovinastih vlakana (61). Sljedeća razlika u 

odnosu na animalne modele koja je opažena jest da je imunoreaktivnost neurokana zamijećena 
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samo u difuznom ECM-u, dok ga u životinja ima i u obliku kondenzirane forme - 

perineuronskim mrežama (44). 

Za razliku od prethodna dva lektikana, agrekan je u uzorcima korištenim u ovom 

istraživanju pokazao ekspresiju samo u lokaliziranoj formi i to u i oko nekih neurona u poljima 

CA1 - CA4 te oko granularnih stanica područja gyrus dentatus. Agrekan je prema animalnim 

modelima karakterističan za ECM odrasle jedinke (36) te se, prema literaturi, u SŽS-u nalazi 

isključivo u obliku perineuronskih mreža (87,147,148), što ga razlikuje od ostalih lektikana. U 

uzorcima HS1 registriran je smanjen broj perineuronskih mreža pozitivnih na agrekan, a 

pojedine preostale perineuronske mreže promijenjene su morfologije (''okruglije''), što može 

upućivati na promjenjen oblik stanica koje obuhvaćaju. U eksperimentalnim (animalnim) 

modelima nakon induciranja epileptičnog statusa dolazi do smanjenja ekspresije agrekana u 

perineuronskim mrežama, a narušena je i njihova struktura (107). Narušena struktura 

perineuronskih mreža djelomično je posljedica smanjenja gradivnih elemenata (HAS 3 i 

HAPLN1), dok je drugi razlog povećana aktivnost proteaza (107,113).  

U uzorcima HS1 nije zabilježena imunoreaktivnost proteoglikana CS56, dok je u 

kontrolnim uzorcima njegova imunoreaktivnost, osim difuzno, zabilježena i u kondenziranom 

obliku perineuronskih mreža oko neurona u području cornu Ammonis te intracitoplazmatski  u 

granularnim stanicama u području gyrus dentatus. Prema navedenom, vidljivo je da specifični 

glikozilacijski i sulfatacijski epitop koji prepoznaje ovo monoklonsko protutijelo ne prati 

ekspresiju ni jednog od lektikana korištenih u ovom radu. Tijekom razvoja u ljudi epitop CS-

56 obilno je eksprimiran, a njegova se ekspresija smanjuje u kasnom fetalnom i ranom 

postnatalnom periodu (55). Usporedivši to s našim nalazima čini se da juvenilni epitop CS-56 

ne pokazuje značajnu ekspresiju u mozgu odrasle jedinke, niti da dolazi do njegove ponovne 

ekspresije u farmakorezistentnim epilepsijama povezanim s HS1, za razliku od ekspresije 

neurokana i versikana V0.  

Od glikoproteina je analiziran fibronektin, glikoprotein obilno izražen u različitim 

vrstama ECM-a. Fibronektin se povezuje s regeneracijom i oporavkom nakon ozljede tkiva, no 

nije karakterističan za ECM maturiranog SŽS-a (44), što je potvrđeno i u našem radu. Naime, 

u odnosu na ostala analizirana protutijela, imunoreaktivnost fibronektina značajno je manje 

izražena, međutim, vide se razlike između kontrolnih uzoraka i uzoraka HS1. U području cornu 

Ammonis kontrolnih uzoraka fibronektin je eksprimiran unutarstanično i perisomatski, a u u 

pojedinim neuronima granularnog sloja vidljiva je unutarstanična reaktivnost, dok u uzorcima 
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HS1 dolazi do potpunog gubitka ekspresije. Navedeno je sukladno nalazima na animalnim 

modelima gdje nije uočena značajna promjena u ekspresiji fibronektina (108). Ipak, u ljudi su 

utvrđene povišene vrijednosti fibronektina u serumu i likvoru bolesnika nakon epileptičnih 

napadaja (149). Pretpostavlja se da je uzrok povišenih vrijednosti fibronektina u likvoru 

oslobađanje fibronektina iz neurona, s obzirom na to da tijekom epileptičnog napadaja dolazi 

do oštećenja neurona (150), što se djelomično prati i u rezultatima ove studije, budući da je u 

kontrolnim uzorcima eksprimiran intracelularno, a u uzorcima HS1 to više nije vidljivo. Ipak, 

ispitanici su u spomenutom radu imali različitu semiologiju napadaja; u najvećoj mjeri radilo 

se o generaliziranim napadajima bez supstrata na MR-u, što sugerira heterogenost bolesnika s 

epilepsijom, kao i to da pacijenti sa strukturalnom epilepsijom mogu imati različit obrazac 

ECM-a.  

Prema navedenom, u uzorcima HS1 prati se porast i/ili promjena u ekspresiji juvenilnih 

oblika molekula i organizaciji ECM-a u odnosu na kontrolne uzorke u kojima je zabilježena 

ekspresija razvojnih oblika vrlo ograničena. Paralelno s porastom ekspresije razvojnih oblika 

prati se razgradnja perineuronskih mreža. Iz navedenoga i do sada pokazanog u ovoj i prijašnjim 

studijama na animalnim modelima proizlazi da razvojni ECM i razgradanja perineuronskih 

mreža doprinose plastičnosti, ali i procesima epileptogeneze u HS1. 

 

6.2. Perineuronske mreže i razlike u glikozilaciji ECM-a uzoraka hipokampusa 

zahvaćenih hipokampalnom sklerozom tip 1 u odnosu na hipokampuse kontrolnih 

uzoraka 

U uzorciima HS1 prati se, uz promjene u ekspresiji pojedinih sastavnica ECM-a, značajna 

promjena obrasca glikozilacije sastavnica ECM-a. Navedeno je prikazano primjenom lektina 

aglutinina biljke Wisteria floribunda (WFA) koji se veže za terminalni N-acetilgalaktozamin 

hondroitin-sulfatiranih proteoglikana. U kontrolnim uzorcima hipokampusa WFA-bojenje 

pokazuje kondenzirani oblik ECM-a oko piramidnih neurona i interneurona u području cornu 

Ammois (perineuronske mreže) i oko granularnih neurona područja gyrus dentatus, što se 

razlikuje od dosadašnjih spoznaja da je WFA pozitivni kondenzirani ECM  ponajprije 

lokaliziran oko GABA-ergičkih interneurona (60,62). U uzorcima HS1 dolazi do potpunog 

gubitka WFA-pozitivne lokalizirane aktivnosti u području gyrus dentatus, dok u području 

cornu Ammonis WFA-pozitivne perineuronske mreže ostaju vidljive tek oko nekolicine 

neurona. S obzirom na to da perineuronske mreže stabiliziraju sinapse i neurone, njihovom 

razgradnjom narušena je funkcija inhibicijskih GABA-ergičkih krugova (smanjena inhibicijska 
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aktivnost PV-neurona) i omogućena je povećana ekscitabilnost ne samo piramidnih neurona 

već i granularnih neurona  područja gyrus dentatus (polazišne stanice mahovinastih vlakana), 

što može doprinijeti nastanku epileptičnih napadaja, odnosno epileptogenezi. 

Jedini dosadašnji rad na humanim uzorcima koji je analizirao ekspresiju perineuronskih 

mreža u epilepsiji rad je Rogersa i sur. (123) koji nisu pronašli razlike u ekspresiji 

perineuronskih mreža između kontrolnih uzoraka i uzoraka bolesnika s epilepsijom. U odnosu 

na njihov rad u ovom je radu analiziran veći broj uzoraka i homogenija skupina bolesnika (svi 

HS1). Analizirane su i sve regije hipokampusa, a korištena je i drugačija metodologija što je, 

najvjerojatnije, i uzrok različitih rezultata. Na mogućnost da perineuronske mreže imaju 

različitu ulogu ovisno o semiologiji napadaja upućuje i rad u kojem su u odraslih štakora 

perineuronske mreže razgrađene proteazama, što je uzrokovalo razlike u podložnosti razvoju 

epileptičnih napadaja različite semiologije (113). Na primjerima učenja i pamćenja pokazano 

je da su perineuronske mreže dinamičke strukture i u mozgu odrasle jedinke (99). Nakon 

inicijalne razgradnje koja omogućuje plastičnost i stvaranje novih sinapsi, perineuronske mreže 

ponovno se stvore kako bi stabilizirale novonastale promjene. Prema tome, slično bi se moglo 

očekivati i u procesu epileptogenze. Uzroci HS1 korišteni u ovom radu intraoperativno su uzeti 

od bolesnika s dugogodišnjom epilepsijom i u njih je zabilježen smanjen broj perineuronskih 

mreža. U prilog razgradnji perineuronskih mreža u epilepsiji govore i nalazi povećane 

aktivnosti proteaza, metaloproteinaza matriksa (111) i ADAMTS-a (114), kao i povećana 

aktivnost tkivnog aktivatora plazminogena (tPA - engl. tissue plasminogen activator), koji je 

aktivator metaloproteinaza matriksa (112,151). Posebno se izdvaja MMP-9 čiju su ulogu u 

procesu epileptogeneze prvi opisali Wilczinsky i sur. (111). Do danas je povećana aktivnost 

MMP-9 potvrđena i na humanom materijalu (152), a utvrđene su i povišene vrijednosti MMP-

9 u serumu ljudi nakon epileptičnih napadaja (122). Osim razgradnje protezama, smanjenje 

perineuronskih mreža u epilepsiji uzrokovano je i smanjenom sintezom ili razgradnjom 

njihovih gradivnih elementa (107), a sami neuroni internaliziraju pojedine sastavnice 

perineuronskih mreža koje ih okružuju (62). 

Nestanak, smanjenje perineuronskih mreža, kao i promjene u ekspresiji pojedinih CSPG-

a, doprinose relativno većoj količini slobodne hjaluronske kiseline oko neurona što dodatno 

omogućava reorganizacijiu i sinaptičku plastičnost (113). Povećanje ekspresije slobodne 

hijaluronske kiseline, osim u animalnim modelima (153), pokazano je i u ljudi, ali uz korištenje 

različite metodologije (109,121). U našim uzorcima HS1 zabilježeno je statistički značajno 

povećanje WFA-pozitivnosti difuznog ECM-a u svim regijama. U kontrolnim uzorcima difuzna 
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WFA-pozitivnost zabilježena je samo u molekularnom sloju područja cornu Ammonis i 

području alveusa (područja bogata vlaknima). Navedeno govori u prilog promjeni obrasca 

glikozilacije proteoglikana i glikoproteina difuznog ECM-a. U normalnim okolnostima samo 

2% CSPG-a je lokaliziranog u kondenziranom  ECM-u (perineuronske mreže i perinodalni 

ECM), dok 98% pripada difuznom ECM-u (62). Već je poznato da se promjene u glikozilaciji 

nalaze u različitim neurološkim bolestima (154). Naši rezultati dodatno upućuju na to da 

promjene glikozilacije CSPG-a također imaju ulogu u procesu epileptogenze, a ne samo 

promjene u obrascima sulfatacije CSPG-a (119). Važno je napomenuti da se obrasci sulfatacije 

CSPG-a u sastavu perineuronskih mreža razlikuju od onih u difuznom ECM-u (62,89).  

 

6.3. Promjene parvalbuminskih neurona u uzorcima hipokampalne skleroze tip 1 u 

odnosu na kontrolne uzorke hipokampusa  

U uzorcima HS1 zabilježen je statistički značajno manji broj PV-neurona u odnosu na 

kontrolne uzorke hipokampusa. Gubitak PV-neurona najizraženiji je u polju CA1, a najmanji u 

polju CA4. Osim kvantitativnih, u našim su uzorcima utvrđene i izražene kvalitativne promjene 

PV-neurona. Promjene u broju i morfologiji PV-neurona već su opisane na humanom materijalu 

(22,23,26,27) i uvelike su u skladu s rezultatima ovoga istraživanja.  

Gubitak PV-neurona neupitno doprinosi samom procesu epileptogeneze, međutim, točan 

mehanizam i dalje nije u potpunosti razjašnjen. S jedne strane, gubitkom neurona gubi se 

njihova inhibicijska aktivnost zbog čega se očekuje prevaga pretjerane (neinhibirane, 

nekontrolirane) aktivnosti ekscitacijskih neurona. Prema pojedinim eksperimentalnim 

modelima lokalizirano nestajanje PV-neurona uzrokovalo je epileptične napadaje, ali ne i 

(dugotrajnu) epilepsiju (155). U ljudi se, pak, prati gubitak PV-neurona koji nije strogo 

lokaliziran, već obuhvaća sve regije hipokampusa, kao što je prikazano i u ovom radu. Osim 

samog gubitka PV-neurona Abraham i sur. (28) pronašli su i više PV-aksona u molekularnom 

sloju područja gyrus dentatus uz ektopične PV-neurone. Navedeno nije potvrđeno u našim 

uzorcima. Disfunkciji interneuronske inhibicije, zasigurno, doprinosi i gubitak perineuronskih 

mreža oko PV-neurona. Ne smijemo zaboraviti da su PV-neuroni, osim s piramidnim 

neuronima, veoma povezani i međusobno te na taj način osim što pružaju feedforward-

inhibiciju piramidnim neuronima imaju i ulogu u sinkronizaciji neuronskih krugova (150). 

Stoga, gubitkom  PV-neurona i perineuronskih mreža koje ih okružuju, stabiliziraju i 

moduliraju, nastaju znatno složenije promjene u neuronskim krugovima osim samog gubitka 



    

 

64 

 

inhibicije piramidnih (primarno ekscitacijskih neurona). Na kompleksnost i međusobnu 

isprepletenost ekscitacijskih i inhibicijskih neuronskih krugova dodatno ukazuje i činjenica da 

se, prema nekim istraživanjima (156), GABA-ergična inhibicija, ako je prekomjereno potaknuta, 

može pretvoriti u depolarizirajuću silu koja može olakšati i potaknuti ekscitaciju te nastanak 

epileptičnih napadaja (157,158). 

 

6.4. Glioza u hipokampalnoj sklerozi 

U uzorcima HS1 prati se izrazito povećanje difuzne imunoreaktivnosti na GFAP uz 

kvalitativne i kvantitativne promjene astrocita i njihovih vlakana. U uzorcima HS1 astrociti su 

manji, manje razgranati, a u pojedinim poljima gubi se njihova organiziranost. Glioza se kao 

sastavni dio hipokampalne skleroze ubraja u najranije patohistološke promjene (159). Obrazac 

difuzne ekspresije GFAP-a u skladu je s difuznom WFA-ekspresijom. U oba slučaja 

molekularni sloj područja gyrus dentatus nije reaktivan. Navedeno upućuje na činjenicu da su 

upravo astrociti jedan od glavnih izvora (sinteze) brojnih molekula u sastavu ECM-a te na taj 

način neizravno utječu i na sve procese u koje su molekule ECM-a uključene, a s time i na 

epileptogenezu. Povezanost glioze i HS1 pronašli su Perosa i sur. (107), koji sugeriraju da su 

povišene vrijednosti hondroitin-sulfatiranih proteoglikana u bolesnika s MTLE-om odraz 

glijalnog odgovora na stimulaciju glutamatergičnih N-metil-D-aspartatnih (NMDA) receptora. 

Intenzivno grananje mahovinastih vlakana u molekularnom sloju područja gyrus dentatus je, 

prema našim nalazima vjerojatno potpomognuto specifičnim proteoglikanima versikanom i 

neurokanom, dok je difuzni obrazac glikozilacije ECM-a, za ovaj proces manje značajan, na 

što upućuje izostanak WFA-pozitivnosti i imunoreaktivnosti na GFAP u ovom području. 

Rezultati, također, upućuju na činjenicu da versikan i neurokan sintetiziraju i neuroni, a ne samo 

astrociti, s obzirom na to da izostaje potpuno preklapanje njihove imunoreaktivnosti u 

pojedinim slojevima i poljima hipokampusa. Ne smijemo zaboraviti da je za nastanak i 

stabilizaciju sinapsi bitan ECM podrijetlom iz neurona i iz glijalnih stanica (116). Osim 

neposredno, putem sinteze sastavnica ECM-a, glijalne stanice su i same proekscitabilne (160) 

te na taj način mogu dodatno doprinijeti procesu epileptogenze. One, s druge strane pomažu i 

održavanju ravnoteže u području sinapsi, tako da služe kao pufer za izvanstanične ione i razine 

neurotransmitera (161). 
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6.5. Ograničenja studije 

U usporedbi sa drugim studijama (107,120,122), ova studija obuhvaća značajno veći broj 

ispitanika, ne samo što se tiče uzoraka tkiva HS1 nego i kontrolnih uzoraka hipokampusa. Ipak, 

djelomično ograničenje ove studije relativno je mali broj ispitanika nakon selekcije tkivnih 

uzoraka za komparaciju. S druge strane, inicijalni ukupni broj ispitanika koji je bio znatno veći, 

omogućio nam je da budemo veoma kritični u odabiru uzoraka za imunohistokemijsku 

komparaciju ECM-a, što je značajna prednost ove studije u odnosu na druge  studije 

hipokampalne skleroze i prijašnja istraživanja. S obzirom na to da je riječ o tkivu uzetom 

tijekom operativnog zahvata, nerijetko su oštećenja i necjelovitost regija imali važnu ulogu pri 

odabiru uzoraka, jer je za analizu bilo važno imati anatomski usporedive uzorke kako bi se 

jasno mogle zamijetiti razlike u ekspresiji sastavnica ECM-a i drugih molekula između 

kontrolnih uzoraka i uzoraka HS1. Osim cjelovitosti područja cornu Ammonis i gyrus dentatus 

važna je bila odgovarajuća orijentacija rezova. Zbog ograničenog broja uzoraka, pojedini biljezi 

molekula ECM-a, koji u pilot-studiji nisu pokazali značajnu ekspresiju, ili razlike, nisu dalje 

ispitivani na cijeloj grupi uzoraka. 

Osim toga, uz napore da ispitivana skupina uzoraka u ovoj studiji bude što je više moguće 

homogena, ispitanici su imali različit broj napadaja, različito trajanje bolesti i bili su različite 

dobi što je u odnosu na animalne modele kvalitativno različito, ali se, pak, prilikom korelacije 

tih podataka s imunohistokemijom opazio trend povezanosti (WFA-aktivnost i broj napadaja). 

Mogučnost metodološki uzrokovane varijacije u intenzitetu imunoreaktivnosti između 

pojedinih uzoraka otklonjena je tako što su svi uzorci za određeni biljeg obrađeni u istom 

eksperimentu.  
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6.6. Primjenjivost rezultata za znanost i klinički rad 

Patofiziologija hipokampalne skleroze do danas nije u potpunosti razjašnjena, međutim, 

neupitno je da u procesu epileptogeneze ulogu ima ECM, što potvrđuju i rezultati ovoga rada. 

Glavno pitanje koje se nameće i koje još uvijek nije u potpunosti odgovoreno jest: jesu li 

zabilježene promjene ECM-a uzrok ili posljedica refraktornih epileptičnih napadaja? Poznato 

je da velika većina bolesnika s HS1 ima jedan od tzv. incijalnih precipitirajućih čimbenika 

(engl. initial precipitating incidents), a najčešće su to febrilne konvulzije, trauma glave i 

infekcija SŽS-a. Oni se smatraju prvim okidačem promjena nakon čega slijedi tzv. latentni 

period u kojem se događaju prve strukturalne i molekularne promjene koje vode nastanku 

spontanih epileptičnih napadaja. Nakon pojave epileptičnih napadaja oni su u početku dobro 

kontrolirani antiepileptičnom terapijom i to je tzv. silent period, nakon kojeg prelaze u napadaje 

refraktorne na terapiju kada je jedina terapijska opcija kirurška resekcija. Dostupni humani 

materijal za analizu strukturalnih, patohistoloških promjena prema tome potječe od bolesnika s 

dugogodišnjim trajanjem bolesti i time uznapredovalim promjenama tkiva, što je slučaj i u 

ovom radu. Zbog toga su animalni modeli još uvijek jedini izvor informacija o tome što se 

događa u ranijim stadijima epileptogeneze. Prema trenutačno dostupnim podatcima čini se da 

se promjene na početku i kasnije tijekom bolesti razlikuju te bi se, stoga, trebali razlikovati i 

terapijski pristupi.  

Navedenome u prilog govore i rezultati ove studije, ali i prethodnih studija drugih autora 

koji su pokušali korelirati patohistološke promjene s kliničkim podatcima bolesnika. Abraham 

i sur. (28) u svom su radu kliničke podatke korelirali s promjenama PV-neurona i PV-aksona u 

području gyrus dentatus bolesnika s hipokampalnom sklerozom te su pronašli statistički 

značajnu povezanost s trajanjem bolesti. U ovom je radu intenzitet difuzne WFA-aktivnosti 

koreliran s kliničkim podatcima (trajanje bolesti, broj epileptičnih napadaja, broj lijekova). Iako 

nije utvrđena statistički značajna povezanost (što je dijelom moguće i zbog malog broja 

uzoraka), uočava se trend da bolesnici s manjim brojem napadaja imaju manji intenzitet WFA-

aktivnosti difuznog ECM-a. Sve navedeno upućuje na činjenicu da dulja i uznapredovala bolest 

(česti napadaji) uzrokuje uznapredovale promjene te da su promjene koje su zabilježene ovom 

studijom vjerojatnije posljedica napadaja, a ne uzrok samim napadajima odnosno bolesti. 

Abraham i sur. (28) u istoj su studiji korelirali i febrilne konvulzije s patohistološkim 

promjenama te su pronašli povezanost između postojanja febrilnih konvulzija i izraženijih 

patohistoloških promjena, iako povezanost nije bila statistički značajna. Navedeno govori u 

prilog tome da do promjena ipak dolazi vrlo rano u tijeku bolesti (latentni period), a tijekom 
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vremena promjene se samo nadograđuju, ili su postojane i održavaju postojanje nekontroliranih 

epileptičnih napadaja kada oni jednom nastanu. 

Rezultati ovog rada upotpunili su spoznaje o promjenama ECM-a u uznapredovaloj HS1 

i na taj su način otvorili vrata daljnjem istraživanju selektivnijih modulatora ECM-a kao 

potencijalnih novih lijekova za liječenje ne nužno samih epileptičnih napadaja (simptomatsko 

liječenje), nego lijekova kojima je cilj prekidanje ili moduliranje promjena koje su u podlozi 

procesa epileptogeneze i vode nastanku farmakološki rezistentnih epileptičnih napadaja 

(prevencija).  

Iz svega navedenog i činjenice da postoje modulatori ECM-a (sustav proteaza) proizlazi 

da se moduliranjem ECM-a (ovisno o periodu intervencije) može utjecati na nastanak 

epileptičnih napadaja ili spriječiti njihov prelazak u napadaje refraktorne na terapiju.  

S obzirom na povećanu količinu slobodne hijaluronske kiseline u ECM-u epileptičnih 

uzoraka HS1, što je pokazano i u ovom radu, postoje terapijski modeli s hijaluronidazom, 

međutim, njihov je glavni nedostatak neselektivnost, budući da se hjaluronska kiselina nalazi u 

svim tkivima, a ne samo u SŽS-u. Prema nekim autorima problem je i mali radijus djelovanja, 

kao i dugo zadržavanje u tkivima (162). Ostala istraživačka nastojanja usmjerena su prema 

razvoju protutijela koja bi blokirala određene sulfatne motive na postraničnim 

glikozaminoglikanskim lancima CSPG-a, inhibitorima sinteze hijaluronske kiseline, kao i 

blokatorima veznih mjesta za glikozaminoglikan (163).  

Jedna od ključnih metaloproteinaza matriksa u procesu epileptogeneze zasigurno je 

MMP-9. Povećana aktivnost MMP-9 pokazana je ne samo na animalnim modelima, već i u 

serumu bolesnika, ali i na humanom materijalu. Također MMP-9 djeluje na nekoliko razina: 

aktivacijom NMDA-a i AMPA-receptora (-α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska 

kiselina) utječe na krvno-moždanu barijeru i tako uzrokuje upalnu reakciju, modulira ECM i 

utječe na reorganizaciju sinapsi (za pregled v. (164)). S obzirom na sve navedeno ECM se čini  

idealnim potencijalnim kandidatom u liječenju odnosno prevenciji epilepsije. Dosadašnji 

pokušaji liječenja inhibitorima MMP-9 naišli su na problem prolaska krvno-moždane barijere, 

kao i na neselektivnost u procesu inhibicije. U epilepsiji je zabilježena pretjerana aktivnost 

MMP-9, dok je umjerena aktivnost ovog enzima neuroprotektivna pa bi njegova potpuna 

inhibicija mogla biti i štetna.  

S obzirom na to da je proces epileptogeneze izuzetno složen, čini se da će pri pokušajima 

modulacije i prevencije ipak biti potrebno kombinirati više metoda tj. molekularnih ciljeva. 



    

 

68 

 

7. ZAKLJUČCI 

1. U uzorcima hipokampusa osoba s farmakorezistentnom epilepsijom postoje značajne 

razlike u regionalnoj, arealnoj i laminarnoj ekspresiji sastavnica ECM-a (proteoglikana 

i glikoproteina) u usporedbi s hipokampusima izoliranim tijekom obdukcija (kontrolni 

uzorci u kojih nema poznatih neuroloških ili neuroanatomskih promjena). 

2. Ekspresija perineuronskih mreža u uzorcima hipokampusa osoba s 

farmakorezistentnom epilepsijom značajno je manja u odnosu na kontrolne uzorke 

hipokampusa bez patoloških promjena. 

3. Smanjena ekspresija perineuronskih mreža odnosi se na značajno smanjenje broja, 

veličine i raznolikosti morfologije, što ukazuje na dezintegraciju perineuronskih mreža 

u uzorcima HS1. 

4. U hipokampusima osoba s farmakorezistentnom epilepsijom dolazi do promjene 

obrasca glikozilacije difuznog ECM-a u odnosu na kontrolne uzorke bez patoloških 

promjena.  

5. Ekspresija juvenilnih oblika molekula ECM-a u uzorcima hipokampalne skleroze 

povećana je ili je obrazac distribucije promijenjen u odnosu na hipokampuse bez 

patoloških promjena. 

6. Juvenilni oblik versikana u hipokampusima osoba s farmakorezistentnom epilepsijom 

pokazuje pojačanu uniformnu, difuznu distribuciju kroza sve slojeve i areje, u odnosu 

na kontrolne uzorke gdje je eksprimiran samo u području gyrus dentatus. 

7. Neurokan pokazuje regionalnu i laminarnu promjenu obrasca ekspresije u difuzno 

organiziranom ECM-u. 

8. Agrekan je u hipokampusu osoba s farmakorezistentnom epilepsijom smanjeno izražen 

u odnosu na kontrolne hipokampuse koji nemaju patoloških promjena.  

9. U hipokampusu osoba s farmakorezistentnom epilepsijom gubi se ekspresija 

fibronektina i CS-56 u perineuronskim mrežama. 
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8. SAŽETAK 

Izvanstanična tvar (engl. extracellular matrix, ECM) važan je regulator ekscitabilnosti i 

sinaptičke plastičnosti, posebice u svom kondenziranom obliku, perineuronskim mrežama 

(PNN). Hipokampalna skleroza tip 1 (HS1) najčešća je patohistološka dijagnoza u bolesnika s 

farmakorezistentnom epilepsijom mezijalnoga temporalnoga režnja (MTLE). Cilj ovoga rada 

bio je analizirati sastav ECM-a i njegove promjene u bolesnika koji su kirurški liječeni zbog 

farmakorezistentne epilepsije mezijalnoga temporalnoga režnja. Uzorci hipokampusa 

imunohistokemijski su obilježeni i analizirani na sljedeće biljege: agrekan, neurokan, versikan, 

hondroitin-sulfatne proteeoglikane (CS-56), fibronektin, aglutinin biljke Wisteria Floribunda, 

NeuN, parvalbumin i glijalni fibrilarni kiseli protein. U uzorcima HS1, osim gubitka neurona i 

izražene glioze utvrđene su i značajne razlike u ekspresiji veriskana, neurokana, agrekana i 

WFA-specifične glikozilacije ECM-a uz smanjenje broja perineuronskih mreža. Pacijenti s 

manjim brojem epileptičnih napadaja imali su manji intenzitet WFA-bojenja u poljima cornu 

Ammonis (CA). Naši rezultati upućuju na to da razgradanja perineuronskih mreža, zajedno s 

promjenama u ekspresiji proteina i obrascu glikozilacije ECM-a doprinosi povećanoj 

ekscitabilnosti piramidnih neurona područja cornu Ammonis i na taj način patofiziologiji i 

perzistiranju epileptičnih napadaja u farmakorezistentnoj epilepsiji mezijalnoga temporalnoga 

režnja. Ovo istraživanje implicira da su molekule ECM-a i njihovi modulatori dobri kandidati 

u razvoju terapijskih pristupa liječenju farmakorezistentne epilepsije.  
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9. SUMMARY 

Immunohistochemical and histochemical features of hippocampal extracellular matix in 

patients with drug-resistanat mesial temporal lobe epilepsy 

Barbara Sitaš, MD 

2023. 

The extracellular matrix (ECM) is an important regulator of excitability and synaptic plasticity, 

especially in its highly condensed form, the perineuronal nets (PNN). In patients with drug-

resistant mesial temporal lobe epilepsy (MTLE), hippocampal sclerosis type 1 (HS1) is the most 

common histopathological finding. This study aimed to evaluate the ECM profile of HS1 in 

surgically treated drug-resistant patients with MTLE. Hippocampal sections were 

immunohistochemically stained for aggrecan, neurocan, versican, chondroitin-sulfate (CS-56), 

fibronectin, Wisteria floribunda agglutinin (WFA), a nuclear neuronal marker (NeuN), 

parvalbumin (PV), and glial-fibrillary-acidic-protein (GFAP). In HS1, besides the reduced 

number of neurons and astrogliosis, we found a significantly changed expression pattern of 

versican, neurocan, aggrecan, WFA-specific glycosylation, and a reduced number of PNNs. 

Patients with a lower number of epileptic seizures had a less intense diffuse WFA staining in 

cornu Ammonis (CA) fields. Our findings suggest that PNN reduction, changed ECM protein 

and glycosylation expression pattern in HS1 might be involved in the pathogenesis and 

persistence of drug-resistant MTLE by contributing to the increase of CA pyramidal neurons’ 

excitability. This research corroborates the validity of ECM molecules and their modulators as 

a potential target for the development of new therapeutic approaches to drug-resistant epilepsy. 
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neuromuskularnih bolesti položila je 2021. godine. Koautor je u osam članaka (dva u kvartili 

Q1, jedan u kvartili Q2 te pet u kvartili Q3) i jedanaest nastavnih tekstova. Održala je više od 

20 pozvanih predavanja (dva na međunarodnim kongresima, tri na kongresima s međunarodim 

sudjelovanjem, a ostala na domaćim skupovima). Autorica je ili koautorica 11 kongresnih 

priopćenja. Članica je Hrvatskog društva za neuroznanost, Hrvatskog neurološkog društva, 

Hrvatskog društva za neuromuskularne bolesti i kliničku elektromioneurografiju.  

 

 


